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ÁGRIP 

Áhrif stökkbreytts EGF týrósín kínasa viðtaka á vöxt og 

þroskun lungnaþekju í rækt 

Lungnakrabbamein er ein helsta dánarorsök vegna krabbameina í heiminum. 

Nýlega hefur örvandi stökkbreytingum í týrósín kínasa viðtakanum EGFR verið 

lýst í lungnakrabbameinum og er amínósýrubreyting á lefsíni í arginín í stöðu 

858 algengasta breytingin (L858R). Gefitinib er smásameind sem er týrósín 

kínasa hemill og hindrar EGF viðtakann. Þeir sjúklingar sem eru með L858R 

stökkbreytingu á EGF viðtakanum sýna mikla svörun við gefitinib.  

Rannsóknir á hlutverki EGFR og L858R stökkbreytingunni í 

lungnaþekjulaginu hafa fyrst og fremst beinst að krabbameinsþekjufrumulínum 

og hafa þær rannsóknir verið gerðar í hefðbundnum tvívíðum ræktunum.  

VA10 er lungnaþekjufrumulína með stofnfrumueiginleika sem getur við réttar 

frumuræktunaraðstæður myndað eðlilega þekjuvefjagerð, bæði 

sýndarlagskiptingu og greinótta formgerð. Slík frumulína er mjög mikilvægt tól til 

að rannsaka eðlilegan þroska lungaþekju og truflun á honum. 

Markmið verkefnisins var að kanna áhrif stökkbreytts EGF viðtaka, með 

stökkbreytinguna L858R, á VA10 en víxlveira var notuð við innleiðinguna. 

Hegðun nýju frumulínunnar var borin saman við eðlilega VA10 frumulínu, bæði 

hvað varðar starfræna hegðun í tvívíðri ræktun og myndun greinóttrar 

formgerðar í þrívíðri ræktun. Áhrif gefitinibs á frumulínurnar voru einnig könnuð.  

Í frumufjölgunarprófi vex stökkbreytta frumulínan betur og hún getur komið 

sér auðveldar undan sjálfstýrðum frumudauða en VA10 frumulínan. Til að 

kanna áhrif stökkbreytta viðtakans á þroskun í lungnaþekju var gerð þrívíð 

ræktun þar sem áhrif á greinótta formgerð voru könnuð. Stökkbreytta frumulínan 

myndar fleiri þyrpingar í þrívíðri ræktun og greinótta formgerðin einkennist af 

fleiri og flóknari útbungunum en í VA10. Þegar stökkbreytta frumulínan er 

ræktuð með gefitinibi verður mjög lítill vöxtur og engin greinótt formgerð 

myndast, né heldur hjá VA10. Það gefur til kynna að EGF sé mikilvægt fyrir 

myndun greinóttrar formgerðar. 
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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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mTOR Markprótein rapamycin í spendýrum (e. mammalian target of rapamycin) 

N-cad N-cadherin 
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Mynd 1: Uppbygging lungnanna (aðlöguð mynd frá ODEC, 
2012). 

1. INNGANGUR 

Rannsóknir á lungum manna in vivo eru takmarkaðar vegna aðferðarfræðilegra 

og siðfræðilegra vandamála og því eru frumuræktanir á frumum úr líkamanum 

notaðar til rannsókna. Þessar frumur hafa reynst gagnlegar til að skoða bólgur í 

öndunarveginum, sérhæfingu frumna og æxlismyndun (Gruenert, Finkbeiner, & 

Widdicombe, 1995; Halldorsson og fl., 2007). Helsti kostur þessara aðferða er 

að frumurnar eru með sömu einkenni og vefurinn sem þær koma frá. Ókostirnir 

eru hins vegar að takmarkaður aðgangur er að vefjasýnum og ekki er hægt að 

halda frumunum lengi í rækt. Einnig skortir að hefðbundnar ræktunaraðferðir 

geti líkt vel eftir vefjagerð lungnanna. Vefir eru einnig mismunandi á milli manna 

og því geta frumurnar haft mismunandi eiginleika, þrátt fyrir að vera úr sömu 

gerð af vef (Fridriksdottir, Villadsen, Gudjonsson, & Petersen, 2005). Til að átta 

sig betur á viðfangsefninu er mikilvægt að gera sér grein fyrir hversu 

margslungið líffæri lungun eru, hverjar helstu frumur þeirra eru, sérhæfing þeirra 

og hvað getur farið úrskeiðis þegar starfsemi þeirra raskast. 

1.1 Lungun  

1.1.1 Uppbygging 
lungnanna 

Lungun koma súrefni úr 

andrúmsloftinu til frumna 

líkamans með því að sjá 

um loftskipti súrefnis og 

koltvísýrings. 

Uppbyggingu lungnanna 

má sjá á mynd 1.  

Þrátt fyrir svipað ytra 

útlit þá eru lungun ekki 

nákvæmlega eins 

uppbyggð, en vinstra 

lungað hefur tvö 

lungnablöð en það hægra 
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þrjú. Lungun eru gerð úr svampkenndum vef og eru að mestu samsett úr 

örsmáum loftfylltum holrýmum. Lungun eru að yfirborðsflatarmáli 130 fermetrar 

og þetta yfirborð þekur um það bil fjögurra til fimm lítra holrými samanlagt. Þessi 

holrými eru samsett úr 300 milljón einstökum lungnablöðrum og þeim tengjast 

yfir 130 þúsund endaberkjungar. Barkinn er aðal loftvegurinn áður en 

loftvegurinn skiptist upp, en hann er brjóskkennd pípa við nærenda 

loftskiptavegarins. Hann greinist í berkjur sem eru með svipaða uppbyggingu en 

þrengjast svo og greinast í berkjunga. Berkjungar enda svo í fjarenda 

öndunarvegarins þar sem lungnablöðrurnar eru, en þar fara loftskiptin fram 

(Bejan, 2000; Beronja & Fuchs, 2011; Martini, Timmons, & Tallitsch, 2008; 

Mauroy, Filoche, Weibel, & Sapoval, 2004; Silverthorn, 2007; Weibel, 2000). 

Loftvegir spendýra eru þaktir sérhæfðum frumum sem gegna mikilvægu 

hlutverki við að viðhalda samvægi í líkamanum. Þær stjórna meðal annars 

vökvamagni í lungunum, efnaskiptum og koma í veg fyrir að óviðkomandi efnum 

sé andað niður í öndunarveginn. Þær virkja einnig bólgufrumur ef áverki verður 

og stjórna virkni sléttu vöðvanna í öndunarveginum með því að seyta 

boðefnum.  

Útþekja er vefur sem þekur öll yfirborð líkamans og hol og myndar kirtla. Hún 

er sá staður sem fyrstur kemst í snertingu við utanaðkomandi efni sem gætu 

valdið bólgu eða annarri örvun (Knight & Holgate, 2003). Að minnsta kosti átta 

formfræðilegar gerðir þekjufrumna eru til staðar í öndunarvegi mannsins og er 

hægt að skipta þeim í þrjá meginflokka: Grunn-, bifhára- og seytunarfrumur 

(Spina, 1998).  

 

1.2 Þekjufrumur (e. epithelial cells) 

Öll líffæri líkamans eru byggð upp á aðeins fjórum gerðum af frumuvef: 

þekjuvef, bandvef, vöðvavef og taugavef. Hver vefjagerð hefur sína formgerð, 

einkenni og virkni. Vefir eru þyrpingar eða hópar af frumum sem framkvæma eitt 

eða fleiri sérhæfð verk og mismunandi frumugerðir geta unnið saman að 

ákveðinni virkni. Skipulagðar frumuþyrpingar sem virka á ákveðinn hátt eru 

kallaðar vefir. Þegar sagt er að fruma sé grunnvirknieining líkamans er það í 
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rauninni ekki rétt, því það eru miklu frekar vefirnir. Frumur í vefjum hafa 

samskipti sín á milli í gegnum frumutengingar, frumuhimnuviðtaka og festingar á 

milli frumna. Það gerir þeim kleift að vinna saman sem ein heild (Ross & 

Pawlina, 2006).  

Útþekjan einkennist af þéttri frumulagskiptingu og er sjaldan umkringd öðrum 

frumum eða vefjum. Þekjufrumur, hvort sem þær eru í einlagi, þekjulagi eða 

sýndarþekjulagi, eru alltaf samliggjandi (sjá mynd 2). Að auki eru þær oftast 

tengdar með sérstökum frumutengjum sem búa til þröskuld á milli yfirborðsins 

og nærliggjandi bandvefs. Bilið á milli þekjufrumnanna er mjög lítið og það eru 

aðeins tengin á milli frumnanna sem mynda nokkurs konar skipulag í þekjuna 

(Ross & Pawlina, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yfirborð er einkenni ytra borðs líkamans, einnig ytra borð líffæra en útþekja 

þekur öll hol í líkamanum, í pípum og í rásum, bæði þeirra sem eru í 

samskiptum við ytra borð líkamans og þau sem eru innan hans. Dæmi um hin 

umluktu hol líkamans og pípurnar eru brjósthimnan, gollursholið, kviðarholið og 

blóðæðarnar. Öll eru þau þakin þekjuvef (Ross & Pawlina, 2006).  

Undirflokkun þekjuvefs er venjulega byggð á lögun frumnanna og fjölda 

frumulaga sem eru til staðar frekar en á virkni þeirra. Lögun frumnanna getur 

verið flögulaga (e. squamous) teningslaga (e. cuboidal) eða stuðluð (e. 

Mynd 2: Skýringarmynd á mismunandi gerðum þekjulags. A) Einþekjulag.  
B) Þekjulag. C) Sýndarþekjulag (aðlöguð mynd frá Histology Guide, 2012). 
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columnar). Þær geta verið lagskiptar, sýndarlagskiptar eða myndað einfrumulag 

(Ross & Pawlina, 2006).  

Útþekja lungnanna er að mörgu leyti sérstök þar sem hún inniheldur margar 

undirfrumugerðir. Þær helstu eru stuðlabifháraþekjufrumur, bikarútseytifrumur, 

hálfrumur, grunnfrumur og berkjungsútkirtilsfrumur (Knight & Holgate, 2003). 

Útþekja lungnanna er einnig eini staðurinn í líkamanum sem myndar 

sýndarlagskipt þekjufrumulag en það er á margan hátt ólíkt öðru þekjulagi. Þar 

snerta allar frumurnar grunnhimnuna en ekki allar frumurnar ná upp á yfirborðið 

(sjá mynd 2C) (Gartner & Hiatt, 2011). Skiptingu frumanna á milli efri og neðri 

loftvega og mismunandi frumugerðir má sjá á mynd 3 (Magnusson og fl., 2010). 

 

Mynd 3: Mismunandi gerðir frumna í lungunum. Hér má sjá 
hinar ýmsu gerðir frumna í berkjum, berkjungum  og 
lungnablöðrum (Magnusson, Baldursson, & Gudjonsson, 2010).  
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1.2.1 Útþekja lungnanna 

 Stuðla-bifháraþekjufrumur (e. ciliated columnar epithelial cell) 1.2.1.1

Bifháraþekjufrumur eru aðal frumugerðin í loftvegunum og eru um helmingur 

þekjufrumna lungnanna af þeirri gerð (Spina, 1998). Venjulega eru 

bifháraþekjufrumur með allt að 300 bifhár á hverri frumu og marga hvatbera 

beint fyrir neðan frumuyfirborðið, til að gefa þeim orku. Það gefur til kynna 

hlutverk þeirra en það er að flytja slím frá lungunum og upp í hálsinn (Harkema, 

Mariassy, George, Hyde, & Plopper, 1991). 

 Bikarútseytifrumur (e. goblet cell) 1.2.1.2

Bikarútseytifrumur einkennast af frumubundnum smákornum sem seytt er til að 

klófesta óviðkomandi hluti í loftveginum (P.K. Jeffery, 1983). Einnig framleiða 

þær slím en mikilvægt er að það sé í réttu magni og með rétt seigjustig til að 

betur gangi að koma slíminu upp úr lungunum. Smákornin utan á frumunum 

seyta sýru svo sýrustigið sé rétt en það skiptir einnig miklu máli (Harkema og fl., 

1991). Í öndunarveginum er talið að séu 6800 slímseytandi frumur á 

fermillimetra af yfirborðsþekjulagi. Þessar frumur eru taldar geta endurnýjað sig 

og jafnvel sérhæft sig í bifháraþekjufrumur (Evans & Plopper, 1988; Knight & 

Holgate, 2003; Lumsden, McLean, & Lamb, 1984).  

 Hálfrumur (e. serous cells) 1.2.1.3

Hálfrumum svipar að miklu leyti til bikarútseytifrumna en smákornin sem þær 

seyta eru ólík (Rogers, Dewar, Corrin, & Jeffery, 1993). Þær hafa rafeindaþétt 

umfrymi og seyta rafeindaþéttum smákornum (P. K. Jeffery & Li, 1997). Margar 

þeirra seyta hlutlausu slími og jafnvel lípíðum (Spicer, Mochizuki, Setser, & 

Martinez, 1980). 

 Grunnfrumur (e. basal cells)  1.2.1.4

Grunnfrumur eru um 30% af sýndarþekjulagi lungnanna. Þær eru nokkuð 

ósérhæfðar og tjá að eðlisfari umritunarþáttinn p63 og frumukeratínin 5 og 14 

(Evans, Van Winkle, Fanucchi, & Plopper, 2001; Rock og fl., 2009). 

Grunnfrumur eru staðsettar hvarvetna í tengiöndunarveginum en fjölda þessara 

frumna fer fækkandi þegar öndunarvegurinn minnkar (Evans & Plopper, 1988). 

Grunnfrumur innihalda sérstök integrín (α6β4) sem þau nota til að festa sig við 
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grunnhimnuna (Evans, Cox, Shami, & Plopper, 1990). Innan stofnfruma telja 

menn að í grunnfrumum megi finna stofnfrumur fyrir efri hluta öndunarvegarins 

en þær eru taldar geta endurnýjað sig sjálfar og vera meginstofnfrumurnar sem 

sérhæfast í slím- og bifháraþekjufrumur (Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs, & 

Stripp, 2004; Knight & Holgate, 2003). Þrátt fyrir að gögn sýni fram á að 

grunnfrumur séu stofnfrumur er þó enn mjög lítið þekkt um líffræði þeirra og 

ferla sem stjórna hegðun þeirra (Rock og fl., 2009).  

 Berkjungsútkirtilsfrumur (e. clara cells) 1.2.1.5

Berkjungsútkirtilsfrumur eru staðsettar í berkjunum og berkjungunum. Þær 

innihalda rafeindaþétt smákorn sem talin eru framleiða yfirborðsvirk efni fyrir 

berkjurnar (Plopper, 1983). Þessar frumur eru einnig taldar gegna hlutverki sem 

stofnfrumur og þróast út í bifhára- og slímseytandi frumur (Ayers & Jeffery, 

1988; Hong, Reynolds, Giangreco, Hurley, & Stripp, 2001). 

 Aðrar frumutegundir 1.2.1.6

Neðar í lungum má finna fleiri frumutegundir, svo sem lungablöðrufrumu (e. 

alveolar cell) af gerð I og II, en þar fara loftskipti fram. Þær framleiða einnig 

yfirborðsvirkt efni sem nauðsynlegt er til að viðhalda lágri yfirborðsspennu og 

fyrirbyggja samfall loftrýmanna (Rawlins & Hogan, 2006). 

1.2.2 Þróun lungna í fóstrum 

Frumur lungnanna eru margar og mismunandi enda byggja þær upp flókið 

líffæri. Til að geta skilið hvernig lungun verða að þessum mögnuðu líffærum er 

gott að byrja á að skyggnast inn í hvernig lungun verða til í fósturþroska. 

Grunn lungnagróp myndast við kokið í fóstrum eftir um það bil þrjár og hálfa 

viku á meðgöngu. Þessi gróp dýpkar svo smám saman og á fjórðu viku verður 

grópin að poka sem stækkar framan við vélindað og úr því gengur pípa sem 

verður að barkanum. Pípan greinist svo í tvennt og verður að tveimur 

lungnaknöppum. Þeir halda svo áfram að lengjast og greinast frekar. Eftir sex 

mánuði eru komnar milljón endagreinar og tengdar pípur sem verða að 

berkjungum. Næstu þrjá mánuði myndar hver berkjungur síðan nokkur hundruð 

lungnablöðrur (Martini og fl., 2008). Á mynd 4 má sjá hvernig lunga úr 

músarfóstri þróast eftir að hafa verið sett í rækt utan líkamans (Wilt & Hake, 



  

 7 

2004). Athuga skal þó að hér fer ekki fram frumuræktun á frumulínu heldur er 

músafósturslungnaknippið (sem er að myndast) tekið með þeim frumum sem 

það inniheldur og vefnum í kring og ræktað utan líkamans.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 Greinamyndun (e. branching) 

Nokkur líffæri í líkamanum, auk lungnanna, mynda greinar að einhverju leyti. 

Dæmi um það eru brjóstkirtlarnir, blöðruhálskirtillinn og safngöng nýrnanna. Þau 

þróast út frá miðlagi (e. mesoderm) og eru svipuð innlagslíffærum eins og 

lungunum að því leyti að þau þróast út frá samblandi af bandvefs- og 

þekjuvefslögum. Lungun eru dæmi um líffæri sem innihalda þekjuvef sem 

þróast út frá innlagi (e. endoderm) (Wilt & Hake, 2004).  

Útþekja greinist aðeins ef ákveðin boð um það koma frá vefjum sem 

umkringja hana. Greinamyndun útþekjunnar er háð millifrumuefninu (e. matrix) 

sem hún er í og greinamyndun verður ekki nema útþekjan sé umkringd 

millifrumuefni. Tilgangur millifrumuefnisins er líklegast helst að hjálpa til í 

viðloðun en það inniheldur einnig mjög nauðsynlegar og sérhæfðar sameindir 

Mynd 4: Greinamyndun í lungum fósturs. Myndin sýnir lunga 
úr músafóstri sem var fjarlægt og sett í rækt utan líkamans. 
Myndir voru teknar frá 0 klst til 52 klst. Örvarnar sýna þann stað 
þar sem greinar myndast næst (aðlöguð mynd frá Wilt & Hake, 
2004).   
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sem geta sent boð meðal annars í gegnum integrín sameindir á yfirborði 

þekjufrumnanna (Davies, 2002; Wang, Ojakian, & Nelson, 1990).  

Ef útþekja og bandvefskím (e. mesenchyme) líffæranna eru aðskilin verður 

hvorki frumuþroskun né frumusérhæfing. Þróun lungnanna er mjög áhugaverð 

þar sem eðli knappskota og greinagerðar sem verður við frumuþroskun fer eftir 

gerð bandvefskímsins sem víxlverkar við útþekjuna (Wilt & Hake, 2004). 

Rudnick sýndi fyrstur fram á að bandvefskím væri nauðsynlegt fyrir 

greinamyndun í lungunum (Rudnick, 1933) og Alescio og Cassini gerðu tilraun 

árið 1962 þar sem þeir sýndu hvers megnugt lungnabandvefskímið er. Þeir 

græddu lungnabandvefskím í hluta af barka músafósturs þar sem bandvefskím 

barkans hafði verið fjarlægt. Lungnabandvefskímið örvaði þar myndun á knippi 

sem myndaði síðan lungna-líkar greinar (Alescio & Cassini, 1962; Shannon & 

Hyatt, 2004). Milliverkanir á milli bandvefskímis og útþekju eru því miklar og 

sérhæfðar.  

Bindlar og viðtakar liggja líklegast að baki flestum þessara verkana. Einkenni 

á greinamyndandi þekjuvef eru svæði þar sem mjög mikil frumuskiptingarvirkni 

er til staðar, bindlar sem örva frumuskiptingu örva einnig knappskotamyndun og 

líklega greinamyndun. TGFβ (e. transforming growth factor beta), EGF (e. 

epidermal growth factor) og skyld efni og vissir FGF (e. fibroblast growth factor) 

fjölskyldumeðlimir virðast allir hafa áhrif á greinamyndun á lungnaþekju í 

frumurækt. Ef TGFβ er til staðar í líffærarækt á lungnavef verður 

knappskotamyndun og greinamyndun minni. Viðtakinn fyrir TGFβ, sem finnst í 

útþekju, getur verið hindraður að hluta með mótefnum og veldur það aukinni 

greinamyndun (Wilt & Hake, 2004).  

FGF fjölskyldumeðlimurinn FGF-10 getur örvað lungnainnlagsútþekju í 

líffærarækt til að gangast undir greinamyndunarfrumuþroskun og að sérhæfa 

vissa lífefnafræðilega þætti lungnaþekjunnar, en hann er staðsettur í 

bandvefskíminu við enda knappskotanna (Wilt & Hake, 2004).  

FGF virkja MAP kínasa (e. mitogen activated protein kinase (MAPK)) og PI-

3-kínasa (e. phosphoinositide kinase (PI3K)) ferla innan frumunnar og eru 

nauðsynlegir fyrir þroska margra greinóttra líffæra og venjulega örva þau 

greinamyndun (yfirlit í Davies, 2002). Í ávaxtaflugu (Drosophila) hefur fundist 



  

 9 

Mynd 5: FGF greinamyndun í 
öndunarfærakerfum. (A) Í ávaxtaflugu. Frumur sem 
seyta FGF og örva þannig greinamyndun hjá 
barkafrumum sem eru að þróast. Efstu frumurnar í 
greinamynduninni fara svo að seyta sprouty sem 
hindrar viðbrögð við sprouty hjá nærliggjandi frumum. 
Það leiðir þá til frekari greinamyndunar.  
(B) Sama kerfi nema í músalunga. FGF10 örvar 
greinamyndun. Frumur við endann á fyrstu greininni 
fara að tjá sprouty 2 og hindrar þá svarið við FGF 10 
í nærliggjandi frumum. Þá myndast fleiri greinar  
(aðlöguð mynd frá Wilt & Hake, 2004). 

FGF samstæða en hún milliverkar einnig við týrósín kínasa viðtaka til að örva 

greinamyndun berkjunganna í skordýrum. FGF samstæðan örvar greinamyndun 

án þess að örva frumuþroska, hún örvar flakk á vissum leiðandi frumum og 

breytingar í frumuformi sem þarf til að sérhæfa barkafrumur. Í ávaxtaflugu er 

gen sem kallast sprouty en það stjórnar nákvæmri virkni FGF. Frumur sem 

örvast af FGF svara með því að tjá sprouty sem hefur áhrif á hvernig þær svara 

FGF. Í hryggdýrum hefur 

samstæða sprouty verið fundin en 

hún kallast sprouty 2. Hún hamlar 

einnig verkun FGF þannig að það 

verki á aðeins ákveðinn hóp 

frumna (Wilt & Hake, 2004). 

Sprouty hemur greinamyndun 

þannig að við hindrun þess verður 

meiri greinamyndun (Hacohen, 

Kramer, Sutherland, Hiromi, & 

Krasnow, 1998). Toppfrumurnar 

seyta Shh (e. sonic hedgehog 

homolog) sem örva bótarviðtaka (e. 

patched receptors) í 

bandvefskíminu í kring (mynd 5B) 

(Bellusci, Henderson, Winnier, 

Oikawa, & Hogan, 1996). Virkjun 

bótarviðtakanna leiðir til þess að 

Shh hindrar FGF10 seytun næst 

endanum og leiðir það til minni 

greinamyndunar (Miller, Wert, & 

Whitsett, 2001). Í mannalungum 

örva FGF ekki aðeins 

greinamyndun í berkjunum heldur 

geta þau einnig haft áhrif í hvaða 

átt greinarnar fara (Bellusci, 
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Grindley, Emoto, Itoh, & Hogan, 1997). Lungun eru algjörlega háð FGF10 til að 

mynda greinar. EGF, TGFα og amfíregulín virka öll á EGF viðtakann og hann 

miðlar MAP-kínasa og PI-3-kínasa ferlum sem örva greinamyndun. TNFα 

ensímið stjórnar seytingu TGFα af yfirborði frumnanna og er nauðsynlegt fyrir 

greinamyndun í lungnaræktunum (Davies, 2002; Perantoni, Williams, & 

Lewellyn, 1991).  

Þrátt fyrir að margar rannsóknir hafi verið gerðar í öðrum dýrum en 

manninum skortir góðar upplýsingar um mannalungun og lítið er í raun vitað um 

stjórnun á greinamyndun. Helsta ástæðan fyrir því er skortur á góðum líkönum 

til að skoða greinamyndunina í lungunum betur.  

Greinamyndun líffæra getur farið úrskeiðis og er það ferli stundum tengt 

æxlis- og krabbameinsmyndun (yfirlit í (Davies, 2002; Polyak & Weinberg, 2009; 

Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009). 

 

1.4 Krabbamein 

1.4.1 Æxli  

Æxli sem myndast í líkamanum vegna offjölgunar frumna geta verið annað 

hvort góðkynja eða illkynja. Ef um illkynja æxli er að ræða nefnist það 

krabbamein en orsakir þeirra eru margþættar. Krabbamein eru talin þróast út frá 

frumu þar sem venjulegir ferlar frumunnar til að stjórna vexti og fjölgun fara 

úrskeiðis (DiPiro, 2008).  

Krabbameinsmyndun er ferli sem gerist í mörgum skrefum og því ferli er 

stjórnað af genum. Tveir flokkar gena eru helst tengdir krabbameinsmyndun en 

það eru æxlisgen (e. oncogene) og æxlisbælandi gen (DiPiro, 2008). Æxlisgen 

eru þau gen sem tjá prótein sem eru mikilvæg fyrir fjölgun frumna og skiptingu 

(Klug, Cummings, & Spencer, 2007). Æxlisbælandi gen stjórna hindrun 

óviðeigandi frumuvaxtar og –fjölgunar. Þau stjórna gátstöðum í frumuhringnum 

og hefja stýrðan frumudauða ef þess þarf. Genamissir eða stökkbreyting á 

þessum genum veldur því að minni stjórn verður á venjulegum frumuvexti (Klug 

og fl., 2007; Weinberg, 1996). Ein stökkbreyting getur þó aldrei orsakað 

krabbamein heldur er það uppsöfnun stökkbreytinga sem veldur því. Talið er að 
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það þurfi oftast á bilinu sex til tíu stökkbreytingar til að mynda krabbamein (Klug 

og fl., 2007).  

Æxlisfrumur eru taldar hafa sex megineinkenni sem aðskilur þær frá 

eðlilegum frumum og stuðla að því að þær ná að halda áfram vexti sínum og 

dreifingu. Einkenni þessara frumna eru að forðast vaxtarbælingarþætti, komast 

hjá frumudauða, stöðug vaxtarörvunarboð, ódauðleiki, örvuð æðanýmyndun í 

nágrenni þeirra og virkjuð íferð frumnanna og myndun meinvarpa (Hanahan & 

Weinberg, 2011). 

1.4.2 Lungnakrabbamein 

Krabbamein er helsta dánarorsök manna í heiminum í dag en árið 2008 dóu 7,6 

milljónir manna af völdum þess. Lungnakrabbamein er þar stærsti orsakavaldur 

eða um 16,5% dánartilfella (IARC - The International Agency for Research on 

Cancer, 2008; WHO - World Health Organization, 2011). Á Íslandi greinast um 

125 manns á ári með lungnakrabbamein og það er það krabbamein sem dregur 

flesta Íslendinga til dauða (Tómas Guðbjartsson, Agnes Smáradóttir, Halla 

Skúladóttir, Hlynur N. Grímsson, & ofl., 2008). Illkynja lungnaæxli skiptast í fjóra 

meginflokka en það eru smáfrumukrabbamein, flöguþekjukrabbamein, 

kirtilmyndandi krabbamein og stórfrumukrabbamein (Travis, 2004). Reykingar 

eru helsta orsök  lungnakrabbameina og eru taldar orsaka um 90% þeirra en 

erfðaþættir koma þar einnig við sögu. Tengslin við reykingar eru sterkust í 

flöguþekjukrabbameini og smáfrumukrabbameini en veikari í kirtilmyndandi 

krabbameini (Tómas Guðbjartsson og fl., 2008). Lungnakrabbamein sem ekki 

eru smáfrumukrabbamein (e. non-small cell (NSC) lung cancer) eru helsta 

dánarorsök vegna krabbameina í Bandaríkjunum (Schiller og fl., 2002).  

Algengasta lyfjameðferð við NSC lungnakrabbameinum er samsett meðferð 

með paclitaxel og carboplatin (Micromedex 2.0, 2009). Gefitinib er týrósín 

kínasa hemill sem samþykktur var af bandarísku matvæla- og lyfjastofnuninni 

(FDA) árið 2003 sem þriðju línu meðferð við NSC lungnakrabbameinum. 

Svörunin við lyfinu er betri hjá sjúklingum sem hafa ekki reykt, konum og 

sjúklingum með kirtilmyndandi krabbamein. Innan þessara hópa er þó aðeins 

minnihluti sem svarar meðferð. Læknar voru lengi í vandræðum með að ákveða 
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Mynd 6: Týrósín kínasa viðtakinn EGFR. EGFR viðtakinn er 
dæmigerður týrósín kínasa viðtaki. Þeir eru með viðtakahluta, einn 
hluta í gegnum frumuhimnuna, týrósín kínasa í umfryminu og svo 
týrósín leifar tengdar honum. Þegar EGF (í þessu tilfelli) binst 
viðtakanum dragast tveir þeirra saman og fosfórýlera hvorn annan. Það 
kemur svo af stað áframhaldandi svörun í umfryminu (aðlöguð mynd frá 
Becker, 2009).  

hvenær skyldi nota þetta lyf sem meðferð þar sem það virkaði sjaldan. Í þeim 

tilfellum sem það virkaði var svörunin þó mjög góð (Baselga og fl., 2002; Green, 

2004; Lynch og fl., 2004). Árið 2004 komust Lynch og félagar hans að því að 

stökkbreytingar á týrósín kínasa húðþekjuvaxtarþátta viðtakanum EGFR segja 

til um svörunina við gefitinib meðferð. Þeir sem voru með stökkbreytta viðtaka 

svöruðu mun betur meðferð en aðrir (Lynch og fl., 2004).  

Til að skilja þetta betur þarf fyrst að líta á hvað týrósín kínasa viðtakar eru og 

kynnast hlutverki EGF í líkamanum. 

1.5 Týrósín kínasa viðtakar 

Í mönnum eru 58 þekktir prótein kínasa viðtakar sem flokkast í 20 

undirfjölskyldur. Allir týrósín kínasa viðtakar hafa svipaða uppbyggingu þar sem 

viðtakabindihneppi eru á ytri hlið frumuhimnunnar, einn gormur (e. helix) fer í 

gegnum frumuhimnuna og síðan er innanfrumusvæðið sem inniheldur týrósín 

kínasahneppið auk karboxýenda og stýrisvæða (sjá mynd 6) (Lemmon & 

Schlessinger, 2010). Umfrymishluti viðtakans inniheldur týrósín leifar sem eru í 

raun sjálfar skotmark viðtakans. Þegar bindill binst viðtaka veldur það 

tvenndarmyndun 

tveggja týrósín 

kínasa. Við það 

fosfórýlera þeir 

týrósín leifarnar á 

hvorum öðrum og 

þær geta í 

framhaldi af því 

fosfórýlerað 

innanfrumuboðefni 

og komið af stað 

röð ferla í 

umfryminu sem á 

endanum leiðir til 

ákveðinnar 
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genatjáningar (Becker, 2009; Ullrich & Schlessinger, 1990). 

Próteinkínasatengdir viðtakar taka þátt í ýmsum ferlum innan frumunnar, svo 

sem frumufjölgun og frumusérhæfingu, lifun frumna, efnaskiptum, frumuflakki og 

frumuhringnum. Fjölmargir sjúkdómar geta því orðið vegna genabreytinga eða 

frábrigða sem breyta virkni, fjölda, dreifingu eða stjórnun á týrósín kínösum. 

Stökkbreytingar á týrósín kínösum og afbrigðileg virkni þeirra í 

innanfrumuboðferlum hefur meðal annars verið tengd krabbameinum (Blume-

Jensen & Hunter, 2001).  

1.6 EGF og EGFR fjölskyldurnar 

1.6.1 EGF fjölskyldan 

Einfaldar einfruma lífverur, eins og bakteríur og sveppir, lifa við aðstæður þar 

sem næg næringarefni þurfa að vera til staðar í ytra umhverfi svo þær geti vaxið 

og skipt sér. Í fjölfruma lífverum eru aðstæður alls ekki þannig. Frumur eru 

venjulega umkringdar næringarríkum utanfrumuvökva en þær vaxa ekki eða 

skipta sér nema boðprótein sem kallast vaxtarþættir séu til staðar í 

utanfrumuvökvanum. Vaxtarþættirnir stjórna því hversu hratt fruma fjölgar sér. 

Flestir vaxtarþættir eru eitilfrumuræsar en það eru efni sem örva 

mítósuskiptingu eitilfrumna ósérvirkt (Becker, 2009). 

Húðþekjuvaxtarþátta (EGF) fjölskyldan gegnir mjög mikilvægu hlutverki við 

að stjórna frumuskriði, -fjölgun og -sérhæfingu og örvar viðhald útþekju 

(Sweeney og fl., 2001). EGF er mjög dreifður og til staðar í mörgum vefjum 

líkamans og líkamsvökvum. Hann binst týrósín kínasa viðtökum á yfirborði 

frumuhimnu markfruma sinna og virkjar þannig kínasa virkni viðtakans sem 

leiðir svo til fosfórýleringar á týrósín leifunum (Becker, 2009). Týrósín leifarnar 

fosfórýlera þá fleiri þætti í umfryminu og koma af stað boðferli sem verður eftir 

öðrum af tveimur leiðum. Annars vegar er það fosfórýlering og virkjun á 

umritunarþáttum sem leiðir til tjáningar á nýjum genum og hins vegar virkja þær 

svokallaða ræsisvirkjaðs prótein kínasa (MAPK) ferla sem leiða til 

frumufjölgunar og frumuskriðs (Pierce og fl., 2001). EGFR, viðtakar EGF, hafa 

einnig fundist inni í kjarnanum og bendir það til þess að EGF gæti þjónað sem 

umritunarþáttur undir vissum kringumstæðum (Lin og fl., 2001). 
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1.6.2 EGFR viðtaka fjölskyldan 

Húðþekjuvaxtarþáttaviðtaka (HER) fjölskyldan er fjölskylda týrósín kínasa 

viðtaka og inniheldur hún fjóra meðlimi: ErbB-1/EGFR, HER-2, HER-3 og HER-

4. Þegar þeir eru virkjaðir örva viðtakarnir frumuvöxt og sérhæfingu frumnanna í 

gegnum innanfrumu týrósín kínasa viðtaka (Gross, Shazer, & Agus, 2004). 

Frumuboðferla sem EGFR örvar má sjá á mynd 7. 

  

Mynd 7: Frumuboðferlar sem örvast í gegnum EGFR (aðlöguð mynd frá Ahmed & Salgia, 
2006).  

 

Viðtakarnir í EGFR fjölskyldunni spila gríðarlega mikilvægt hlutverk í þróun 

dýra og í sjúkdómamyndun hjá dýrum. EGFR og HER2 eru stökkbreyttir eða 

yfirtjáðir í nokkrum krabbameinum í mönnum (Hynes & MacDonald, 2009). 

Þetta er fjölskylda æxlisgena og við stökkbreytingu eða mögnun þeirra verður 

próteinafurð þeirra stökkbreytt eða yfirtjáð sem getur valdið offjölgun frumanna, 

meinvörpum, æðanýmyndun og lengir líftíma frumnanna í nokkrum 

krabbameinum, meðal annars í brjóstakrabbameinum og lungnakrabbameinum 

(Becker, 2009; Gross og fl., 2004). Það hefur lengi verið þekkt að EGFR er oft 

yfirtjáður í NSC lungnakrabbameinum (Rusch og fl., 1997). 
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EGFR virkjast þegar hann binst EGF. Það veldur tvenndarmyndun á EGFR 

sameindunum eða blendna tvenndarmyndun með öðrum mjög skyldum 

viðtökum, svo sem HER2/neu. Sjálfsfosfórýlering og millifosfórýlering 

viðtakanna í gengum týrósín kínasa hneppin leiðir til eflingar á aftari 

stýrisameindum og virkjunar á fjölgunar- og frumulifunarboðum (Jorissen og fl., 

2003).  

EGFR genið inniheldur nærri 200.000 basaraðir og samanstendur af 28 

táknröðum en kínasahneppið er kóðað á táknröðum 18-24 (Moriki, Maruyama, 

& Maruyama, 2001; Reiter og fl., 2001). Týrósín kínasa hemillinn gefitinib verkar 

á kínasahneppi viðtakans (Ahmed & Salgia, 2006).  

Lynch og félagar ákváðu að raðgreina allar 28 táknraðirnar á EGFR geninu 

úr sýnum frá lungnakrabbameinssjúklingum til að finna út samband á milli 

mismunandi basapararaða og virkni týrósín kínasa hindra. Þeir fundu út að átta 

af níu lungnakrabbameinssjúklingum sem svöruðu gefitinib meðferð voru með 

stökkbreytingar á kínasahneppi gensins, miðað við enga af sjö sjúklingum sem 

svöruðu ekki meðferð. Þrír af sjúklingunum höfðu stökkbreytingu í táknröð 21 

sem olli amínósýruskiptum á milli lefsíns (L) og arginíns (R) við tákna 853. Sú 

stökkbreyting er því kölluð L858R (Lynch og fl., 2004). 

1.6.3 L858R Stökkbreytingin 

Árið 2004 voru tveir aðskildir hópar að reyna að finna út hvers vegna gefitinib 

virkaði aðeins á lítinn hóp sjúklinga með NSC lungnakrabbamein. Því miður fyrir 

Paez og félaga þá voru Lynch og félagar fyrri til að birta greinina sína. Paez og 

félagar komust þó að sömu niðurstöðu og Lynch o.fl. sem studdi enn frekar 

niðurstöður þeirra.  

Paez o.fl. (2004) komust að því að gefitinib virkaði betur á þá sem höfðu 

aldrei reykt, á konur og sjúklinga af japönskum uppruna. Þeir fundu L858R 

stökkbreytinguna á EGFR geninu í þremur sýnum lungnakrabbameinssjúklinga. 

Þegar heilbrigður vefur úr sömu sjúklingum var skoðaður fannst þessi 

stökkbreyting ekki. Það gefur til kynna að um líkamsfrumustökkbreytingu sé að 

ræða (e. somatic mutation, stökkbreyting sem verður eftir fæðingu). Shigematsu 
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og félagar komust einnig að þeirri niðurstöðu að um líkamsfrumustökkbreytingu 

væri að ræða (Shigematsu og fl., 2005). 

Til að átta sig betur á áhrifum stökkbreytts EGF viðtaka í æxlismyndun 

innleiddu Lynch og félagar L858R stökkbreytingu á EGFR inn í frumulínu. Þeir 

komust að því að við svelti var enginn munur á fosfórýleringu viðtakanna en 

þegar EGF og öðrum vaxtarþáttum var bætt í ætið tvöfaldaðist eða þrefaldaðist 

virkni stökkbreyttu viðtakanna miðað við villigerðina af viðtakanum. Virknin hélst 

einnig lengur eða í allt að þrjár klukkustundir miðað við 15 mínútur hjá 

villigerðinni (Lynch og fl., 2004). 

Paez og félagar prófuðu gefitinib á fimm frumulínum sem komu frá 

kirtilkrabbameinum og berkju- og lungnablöðrukrabbameinum. Ein frumulínan 

sem einangruð var úr kirtilfrumukrabbameini svaraði áberandi best meðferð á 

gefitinib, eða í hundraðfalt minni styrk en hinar frumulínurnar. Þegar sú 

frumulína var raðgreind kom í ljós að hún hafði stökkbreytinguna L858R í EGFR 

geninu. Það bendir til þess að L858R stökkbreytingin valdi mun meira næmi 

gagnvart gefitinib en hjá öðrum EGF viðtökum (Paez og fl., 2004).  

Pao og félagar fundu einnig út að næmi gagnvart erlotinib (annar týrósín 

kínasa hemill) væri tengt við stökkbreytingar í EGFR, L8585R þar sérstaklega 

(Pao og fl., 2004).  

1.6.4 Gefitinib 

Gefitinib er smásameind sem er týrósín kínasa hemill og hindrar EGF 

viðtakann. Aðeins 10% lungnakrabbameinssjúklinga svara þó meðferð við því 

(Becker, 2009). Gefitinib sækir á ATP raufina í EGFR sem er yfirtjáður í 40-80% 

NSC lungnakrabbameina. Þar sem EGFR er tjáður mjög víða í líkamanum 

mætti halda að hindrun á honum ætti að hafa miklar aukaverkanir. Rannsóknir á 

músum með útslátt á EGFR geninu hafa þó sýnt að megin áhrif þess að hindra 

EGF viðtakann eru áhrif á húð og eituráhrif í meltingarvegi. Klínískar rannsóknir 

með EGFR hindrum líkt og gefitinib hafa sýnt fram á fáar alvarlegar 

aukaverkanir, megináhrif eru á húð og meltingarfæri, sömu áhrif og sáust í 

dýrarannsóknum (Yano og fl., 2003).  
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Þegar Lynch og félagar könnuðu áhrif gefitinibs á L858R stökkbreytta EGF 

viðtaka í frumurækt komust þeir að því að aðeins 0,015 μM styrk þurfti til að 

hindra stökkbreyttu viðtakana um helming en 0,2 μM styrk til að hemja þá að 

fullu. Villigerðin af viðtakanum var ekki eins næm en þar þurfti 0,1 μM styrk til að 

hindra um helming og 2 μM styrk til að hindra hann að fullu (Lynch og fl., 2004). 

1.7 Þrívíðar frumuræktir 

Það er vel þekkt að utanfrumumilliefni (e. extracellular matrix) spilar mikilvægt 

hlutverk í fósturfrumuþroskun og er nauðsynlegt fyrir viðhald vefja í fullorðnum 

einstaklingum. Það er einnig þekkt að millifrumuefni spili hlutverk í upphafi og 

örvun á myndun greina í líffærum eins og munn- og brjóstkirtlum, lungunum, 

brisinu og nýrunum í fóstrum (Yfirlit í Weaver, Fischer, Peterson, & Bissell, 

1996). Utanfrumumilliefnið breytir einnig genatjáningu í ýmsum boðferlum 

(Roskelley, Srebrow, & Bissell, 1995). Breytingar í genatjáningu hafa þannig 

áhrif á tjáningu milliefnisviðtaka, -sameinda og breyta uppbyggingu vefjarins. 

Það eru því mikil samskipti á milli frumna og millifrumuefnisins og hefur það 

lengi verið þekkt (Bissell & Aggeler, 1987).  

Lungnaþróun og sérhæfing þekjufrumna hefur aðallega verið skoðuð í 

dýralíkönum (Morrisey & Hogan, 2010). Það hefur bæði kosti og galla en 

megingallinn er að frumusamsetning efri og neðri öndunarvegarins er ekki eins 

á milli nagdýra og manna og verða niðurstöður því ekki nógu yfirfæranlegar 

(Rock og fl., 2009).  

Þrívíðar ræktir (sjá mynd 8) eru mjög öflugt tól til að kanna uppbyggingu 

þekjufrumulíffæra og boð sem einkenna þekjuvef. Eiginleiki þekjufrumna til að 

fjölga sér og þroskast í vefja-líka uppbyggingu þegar þær eru ræktaðar í þrívíðri 

ræktun hefur lengi verið þekkt (Hagios, Lochter, & Bissell, 1998; O'Brien, 

Zegers, & Mostov, 2002; Walpita & Hay, 2002). Kosturinn við þrívíðar ræktir 

samanborið við in vivo rannsóknir er að þær eru nokkuð einfaldar í framkvæmd 

þannig að þær henta mjög vel til að skoða formþroskun þekjufrumna (O'Brien 

og fl., 2002). VA10 frumulínan hefur verið rannsökuð töluvert í þrívíðum 

ræktunum (Franzdottir og fl., 2010). 
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Mynd 8: Skýringarmynd sem sýnir mun á einlagsrækt og 
þrívíðri rækt. A) og B) Frumurnar eru ræktaðar á botni 
ræktunarflösku og æti haft ofan á þeim. C) og D) Þrívíð rækt þar 
sem frumur eru ræktaðar inni í matrigeli og æti sett ofaná það 
(aðlöguð mynd frá Ingthorsson, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.8 VA10 frumulínan 

Frumulínan VA10 er berkjuþekjufrumulína með grunnfrumulíka svipgerð. Hún 

var gerð ódauðleg með innleiðslu á E6 og E7 æxlisgenum frá vörtuveiru (HPV) 

og genum með neomycinónæmi inn í berkjuþekjulungnafrumur. VA10 

frumulínan sýnir einkenni þekjufrumugerðar og grunnfrumna í einlagaræktun. 

Flúrljómandi litun sem gerð var á frumulínunni sýndi að frumukeratín 5, 6, 13, 

14 og 17 eru tjáð í henni og bendir það til þess að VA10 innihaldi frumur með 

grunnfrumulíka svipgerð. Sú niðurstaða var studd með litun á tjáningu á α6β4 

integríni og grunnfrumutengda umritunarþættinum p63. Kosturinn við VA10 er 

að hún kemur upprunalega frá berkjuþekjufrumum en ekki æxlisfrumum og hún 

hefur grunnfrumusvipgerð, en grunnfrumur eru taldar hafa stofnfrumueiginleika. 

Bygging og virkni æxlisfrumna er venjulega allt önnur en hefðbundinna frumna 

og því hefur VA10 kosti fram yfir aðrar frumulínur sem hafa verið notaðar til að 

rannsaka lungnaþel (Halldorsson og fl., 2007). Fyrri rannsóknir hafa sýnt að 

þegar frumulínur eru sýktar af víxlveiru sem inniheldur E6 og E7 æxlisgen halda 

þær enn mestu af upprunalegu svipgerðinni sinni (Gudjonsson, Villadsen, 

Ronnov-Jessen, & Petersen, 2004).  

VA10 frumur mynda sýndarlagskipt lag í loft-vökva rækt og sérhæfa sig í 

bikarútseytifrumur og bifhærðar frumur (Arason, óútgefið efni). Þær hafa verið 
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notaðar til að rannsaka varnareiginleika útþekjunnar eins og þéttitengi og 

myndun örverueyðandi peptíða (Asgrimsson, Gudjonsson, Gudmundsson, & 

Baldursson, 2006; Halldorsson og fl., 2007; Steinmann, Halldorsson, Agerberth, 

& Gudmundsson, 2009). VA10 frumulínan er kjörin til að skoða þróun og 

formþroskun frumna á lungnafrumum. Ef VA10 er ræktuð með æðaþelsfrumum 

í þrívíðri ræktun myndar hún greinótta formgerð og sérhæfir þekjufrumurnar í að 

mynda lungnablöðruþekjufrumur. Þannig væri hægt að nota in vitro frumurækt 

af lungnaþróun og sérhæfingu til að skoða marga mikilvæga þætti, svo sem 

milliverkun á milli frumna og boðefnamyndun í formþroska frumnanna 

(Franzdottir og fl., 2010). Sú staðreynd að VA10 myndar bæði sýndarlagskipta 

þekju, getur sérhæft sig bæði í bikarútseytifrumur og bifhærðar frumur og getur 

myndað greinótta formgerð bendir til þess að hún innihaldi ákveðna 

stofnfrumueiginleika.  

VA10 frumulínan er mjög hentug til að skoða þekjufrumueiginleika lungna 

betur en fyrri frumulínur hafa gert. Hún gefur þannig tækifæri til að kanna áhrif 

æxlisgensins EGFR L858R á þroskun lungnaþekjufrumna in vitro, sjá áhrif þess 

á svipgerðareiginleika þeirra, starfræna hegðun og áhrif þess á myndun 

greinóttrar formgerðar í þrívíðri ræktun.  
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2. MARKMIÐ 

Vegna þess hve in vivo rannsóknir á lunganu eru takmarkaðar hefur verið mikil 

þörf á góðu in vitro líkani sem gerir mönnum kleift að skoða lungnafrumur í 

aðstæðum sem svipar til aðstæðna innan líkamans. Með tilkomu loft-vökva 

ræktar og þrívíðra ræktana er komið tól sem er mun líkara aðstæðum innan 

líkamans og gefur mun betri mynd af hvernig frumur haga sér þar en tvívíðar 

frumuræktanir.  

Yfirtjáning eða stökkbreyting á EGF viðtakanum hefur verið tengd 

lungnakrabbameinum, þá sérstaklega kirtilfrumukrabbameinum. Stökkbreyting 

sem veldur skiptingu á tákna 858 úr amínósýrunni lefsíni í arginín (L858R) er 

ein af þeim stökkbreytingum á EGFR sem valda lungnakrabbameini. 

Þroskunarferli greinóttrar formgerðar er grundvallarferli í myndun 

lungnaþekju. Þessu ferli er meðal annars stýrt af boðleiðum sem koma við sögu 

í krabbameinsmyndun. Í þessu verkefni munum við kanna bein áhrif af því að 

innleiða EGF viðtaka með L858R stökkbreytinguna á berkjuþekjufrumulínuna 

VA10. VA10 getur myndað greinótta formgerð undir réttum kringumstæðum í 

þrívíðri ræktun og því er mjög áhugavert að sjá hver áhrif innleidda viðtakans 

munu vera á hegðun hennar bæði í tvívíðri og þrívíðri ræktun. Við munum 

sérstaklega beina sjónum að áhrifum á myndun greinóttrar formgerðar.  

Gefitinib er týrósín kínasa hemill sem sýnt hefur verið fram á að hindri EGF 

viðtakann. Við munum einnig kanna áhrif þessa lyfs á vöxt VA10 og L858R 

innleitt afbrigði í þrívíðri rækt og hugsanlega fá þannig betri innsýn inn í verkun 

lyfsins. 

 

Meginmarkmið rannsóknarinnar eru því tvíþætt: 

1. Kanna áhrif innleiðslu stökkbreytts EGF viðtaka í stofnfrumulínuna VA10. 

Áhrif þess á svipgerðareiginleika og starfræna hegðun frumnanna verða 

könnuð í hefðbundinni rækt og í þrívíðri ræktun.  

2. Kanna áhrif týrósín kínasa hemilsins gefitinibs á frumuvöxt í þrívíðri 

ræktun. 
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3. EFNI OG AÐFERÐIR 

3.1 Tækjalisti 

Tafla 1: Listi yfir helstu tækin sem notuð voru í rannsókninni. 

Tæki Framleiðandi 

Ræktunarskápur (37°C, 5% CO2, 95% raki) Heraeus instruments cytoperm 2 

Ræktunarskápur (37°C, 5% CO2) Forma scientific CO2 incubator 

Ræktunarskápur (32°C) Incucell MMM Group 

Skilvinda Hettich Zentrifugen 

LAF-skápur Holten Lamin Air 

LAF-skápur Maxisafe 2020 

Fasasmásjá Fluovert 

Fasasmásjá Leica 

Samdepla smásjá (e. confocal) Zeiss LSM5 Pasqal 

Víðsjá Leica 

UV Mælir Molecular Devices 

Oddysey innrauður skanni LiCOR Biosystems 

MACSQuant Miltenyi Biotec, 

Frumuteljari Invitrogen – Countess 

3.2 Efnalisti 

Tafla 2: Listi yfir helstu efni sem notuð voru í rannsókninni. 

Efni Framleiðandi 

LHC-9 Gibco 

BEBM Lonza Group Ltd. 

Viðbótarþættir:  

 BPE (Bovine pituitary extract) Lonza Group Ltd. 

 Hýdrókortisón Lonza Group Ltd. 

 hEGF (human epidermal growth factor) Lonza Group Ltd. 

 Epinefrín Lonza Group Ltd. 

 Transferrín Lonza Group Ltd. 

 Insúlín Lonza Group Ltd. 

 Retinóín sýra (A-vítamín) Lonza Group Ltd. 

 Þríjoðþýronín Lonza Group Ltd. 

EBM-2 Lonza Group Ltd. 

Viðbótarþættir:   

 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 
growth factor) 

Lonza Group Ltd. 

 Hýdrókortisón Lonza Group Ltd. 
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 Heparín Lonza Group Ltd. 

 Askorbinsýra Lonza Group Ltd. 

DMEM/F12 Gibco 

DMEM/F12 með háum glúkósastyrk Gibco 

OptiMEM Gibco 

Pen Strep (P/S) Gibco 

Púrómýsín (puro) Sigma-Aldrich 

Matrigel BD Biosciences 

FBS Gibco 

PBS SCRU 

Trypsín+EDTA (TE buffer) SCRU 

Phoenix ampho frumur Retroviral systems 

Veiru-genaferjur  

 pBABE-puro Addgene #1764 

 pBABE-puro-EGFR-WT Addgene #11011 

 pBABE-puro-EGFR-L858R Addgene #11012 

Transpass D2 New England Biolabs 

Hexadimethrin Bromide (polybrene) Signa-Aldrich 

TBS SCRU 

BSA Applichem 

RIPA leysibuffer SCRU 

Merkaptoetanól Sigma Aldrich 

Tween Sigma Aldrich 

SDS Sigma Aldrich 

4X NuPage LDS sýnabuffer Invitrogen–Life Technologies 

10% SDS Bis-Tris gel Invitrogen–Life Technologies 

1X NuPage MES keyrslubuffer Invitrogen–Life Technologies 

PVDF himna Millipore 

1x NuPage flutningsbuffer Invitrogen–Life Technologies 

Formaldehýð 34,5% Sigma-Aldrich 

Ediksýra Riedel-de Haën 

Crystal violet Sigma-Aldrich 

Etanól Sigma-Aldrich 

Metanól Sigma-Aldrich 

H2O2 Norsk Medisinaldepot 

FITC-Annexin apoptose detection kit BD Pharmigen 

 Bindibuffer BD Pharmigen 

 FITC-Annexin BD Pharmigen 

 Propidium Iodide (PI) BD Pharmigen 

Kamptótesín (CPT) Sigma-Aldrich 

Gefitinib LC Laboratories 

ToPro3 (Kjarnalitur) Invitrogen 

Fluoromount Sigma-Aldrich 
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3.3  Áhaldalisti 

Tafla 3: Listi yfir helstu áhöld sem notuð voru í rannsókninni. 

Áhald Framleiðandi 

T12,5 flaska Falcon® 

T25 flaska Falcon® 

T75 flaska Falcon® 

Skilvinduglas 15 ml BD Falcon
TM

 

Skilvindulas 50 ml BD Falcon
TM

 

Pípettur Finnpipette 

Pípettuoddar Diamond® 

5-10-25 ml pípettur BD Falcon
TM

 

12 holu bakki Costar® 

24 holu bakki Costar® 

48 holu bakki Nunclon
TM

 

96 holu bakki Falcon® 

Filtrar fyrir loft-vökva rækt Falcon® 

Filtrar fyrir frumuskriðspróf Falcon® 

Bakkar fyrir frumuskriðspróf Falcon® 

Frumuskrapari BD Falcon
TM

 

Eppendorf glös Sarstedt 

 

3.4 Mótefnalisti 

Tafla 4: Listi yfir mótefni sem notuð voru í rannsókninni. 

Mótefni Klón Tegund Mótefna-
flokkur 

Framleiðandi - 
framleiðslunúmer 

Aktín C4 Mús IgG1 Abcam -ab3280 

E-cad  Mús IgG2a BD - 610182 

EGFR  Kanína IgG Cell Signaling – 4267S 

EGFR L858R  Kanína IgG Cell Signaling – 3197S 

EGFR P1068  Kanína IgG Cell Signaling – 3777S 

Ep-CAM VU1D9 Mús IgG1 Novocastra – NCL-ESA 

K14 LL002 Mús IgG3 Abcam – ab7800 

N-cad  Mús IgG1 BD -  610921 

Occludin  Kanína IgG Zymed Laboratories – 71-1500 

Thy-1 As02 Mús IgG1 Calbiochem – CP28 

Vimentin V9 Mús IgG1 DAKO – M0725 
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3.5 Frumulínur 

Nokkrar frumulínur voru notaðar í rannsókninni en helst var unnið með VA10 

frumur, VA10Empty og VA10EGFRL858R með háa umsáningartölu (e. passage). 

Frumuræktanir voru annað hvort ræktaðar við 32°C eða 37°C og 5% CO2 styrk. 

3.5.1 Phoenix ampho frumur 

Phoenix ampho frumur eru úr keyptri frumulínu frá Retroviral systems (Nolan 

lab) sem er sérhæfð til að búa til víxlveirur (Retroviral Systems, 2012). Þær voru 

ræktaðar í DMEM/F12 æti og í 10% kálfafósturssermi (FBS) á T25 flöskum. 

Þegar frumurnar voru teknar upp úr frysti var notað DMEM/F12 með háum 

glúkósastyrk til að láta þær jafna sig fyrr. Þær voru sýktar með veirum þegar 

þær höfðu náð um það bil 30% þéttni.  

3.5.2 VA 10 frumur 

VA10 frumur voru ræktaðar í T25 flöskum. LHC-9 æti með 50 IU/ml af penicillíni 

og 50 μg/ml af streptomýcini (P/S) var notað og skipt um æti þrisvar í viku. 

Þegar frumurnar voru 80-90% þéttar var þeim skipt upp aftur á nýja flösku.  

3.5.3 Sýktar frumulínur 

Frumur voru aðallega ræktaðar í T25 flöskum. Notað var LHC-9 æti með 0,7 

μg/ml af púrómýsíni (puro) og P/S. Skipt var um æti þrisvar í viku og þegar 

frumur voru 80-90% þéttar var þeim skipt upp aftur. Enginn munur var á 

meðferð VA10empty, VA10EGFRL858R eða VA10EGFRWildType frumna.  

3.5.4 Æðaþelsfrumur 

Æðaþelsfrumur (e. human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)) voru 

fengnar hjá Haraldi Halldórssyni við Rannsóknarstofu í lyfja- og eiturefnafræði. 

Þar sem ekki er um að ræða ódauðlegar æðaþelsfrumulínur er aðeins hægt að 

umsá þeim tíu sinnum. Frumurnar voru ræktaðar á T75 flöskum í stöðluðu 

EBM-2 æti þar sem húðþekjuvaxtarþættinum hEGF er bætt í, einnig 

trefjakímfrumu vaxtarþættinum hFGF-B (e. human fibroblast growth factor-

basic), æðaþelsvaxtarþættinum VEGF (e. vascular endothelial growth factor), 

vaxtarþættinum R3-IGF-1 (e. human recombinant Insulin-like growth factor), 

hýdrókortisóni, heparíni, askorbinsýru (C-vítamín) og P/S, ásamt FBS. Eftir að 
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Mynd 9: Genaferjur sem notaðar voru við sýkinguna. A) 
Tóm genaferja til viðmiðunar. B) EGFR Wild Type genaferja 
þar sem EGFR viðtakinn er yfirtjáður. C) EGFR L858R 
stökkbreytti viðtakinn (byggt á mynd frá Ingþórssyni, óbirt 
efni). 

búið var að bæta vaxtarþáttunum út í ætið kallast það EGM. Notast var við 30% 

sermishlutfall þegar ferskar frumur bárust rannsóknarstofu til að auka 

vaxtarhraða en eftir að búið var að skipta þeim einu sinni á aðra flösku var 5% 

sermishlutfall í æti notað.  

3.6  Aðferðir 

3.6.1 Veiruflot  

Til að eiga nóg af veirum til að geta sýkt VA10 frumulínuna þurfti fyrst að búa til 

veiruflot og safna því. Phoenix ampho frumurnar voru fyrst ræktaðar á 

DMEM/F12 með háum glúkósastyrk og 10% FBS. Þeim var komið fyrir í þremur 

T25 flöskum og sýktar þegar 30% þéttni var náð. 8 μg af hverri genaferju 

(pBABE-puro, pBABE-puro-EGFR-WT, pBABE-puro-EGFR-L858R, sjá mynd 9) voru 

þá notuð, 8 μl af transpass og 2 ml af OptiMEM æti. Lausnin var geymd í 30 

mín við stofuhita, sett í skilvindu í nokkrar sekúndur við 2000 rpm og síðan 

komið fyrir á frumunum. Þær voru hafðar í ræktunarskáp við 32°C í 3 klst til að 

ná sem bestri sýkingu. Vökvinn var síðan tekinn af frumunum, 5 ml af 

DMEM/F12+10%FBS +P/S sett á hverja T25 flösku og sett aftur inn í 32°C. 

Veirufloti var safnað 48 

klst eftir að frumur voru 

sýktar. Veiruflotið var sett í 

skilvindu í 5 mín við 4000 

rpm. og 750-1000 μl voru 

settir í frystiglös og þau 

fryst við -80°C. Nýtt ætti 

var sett á frumurnar og 

þær aftur geymdar í 

ræktunarskáp við 32°C. 

Veirufloti var safnað aftur 

eftir 24 klst (72 klst í heild) 

og sett í frystiglös (sama 

aðferð). 
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3.6.2 Veirusýking 

Til að búa til nýjar frumulínur voru VA10 frumur, bæði með háa (54) og lága (12) 

umsáningartölu, sýktar með víxlveirum þegar þær voru 50% þéttar. Ein T25 

flaska var ekki sýkt og notuð sem viðmið þegar puro var bætt í ætið. 2250 μl af 

LHC-9, 750 μl af veirufloti og 3 μl af polybreni (10 mg/ml) voru notuð fyrir hverja 

flösku (þrjú mismunandi veiruflot notuð: Empty, EGFR Wild Type og EGFR 

L858R). Flöskurnar voru geymdar í ræktunarskáp við 37°C yfir nótt (18-20 klst). 

Ætið með veirunum var þá tekið af og nýtt æti sett á. Eftir einn dag á veirulausu 

æti var LHC-9 með 0,7 μg/ml af puro bætt á frumurnar til að velja þær úr sem 

höfðu sýkst.  

 Veirusýking fyrir nýja VA10Empty frumulínu 3.6.2.1

Þar sem mjög mikið val varð á VA10Empty frumulínunum var ákveðið að sýkja 

aftur VA10 frumur til að búa til nýja frumulínu. VA10 frumur með umsáningartölu 

67 voru notaðar og sama aðferð var notuð og í fyrra skiptið (3.6.2) nema í stað 

þess að sýkja bara einu sinni var sýkt yfir tvær nætur. Nýtt veirulaust æti var 

sett á eftir 20 klst og 5 klst eftir það var veirum aftur komið fyrir á frumunum. 

Veirulaust æti var sett á eftir aðrar 20 klst af sýkingu. Valið var framkvæmt eftir 

að veirulaust æti hafði verið á frumunum í 32 klst. 

3.6.3 Frumutalning fyrir sáningu 

Þegar þurfti að sá ákveðið mörgum frumum í tilraun þurfti að telja þær fyrst svo 

áætla mætti þann fjölda frumna sem sáð var. Ætið var tekið af frumunum og 1 

ml af TE buffer settur í T25 flöskurnar, 0,5 ml í T12,5 og 3 ml í T75. TE bufferinn 

var hafður á í 4 mín inni í ræktunarskáp (37°C). PBS var bætt í flöskuna (5-10 

ml) og allt tekið upp og sett í 15 ml skilvinduglas. Spunnið niður í skilvindu í 3 

mín á 2000 rpm. Vökvinn var sogaður af frumunum og þær leystar upp í 1 ml af 

PBS eða viðkomandi æti. 10 μl voru settir sitt hvoru megin á frumutalningargler 

(undir smásjárgler) og frumurnar taldar. Til að fá heildarmagn frumna í 1 ml var 

talan sem fengin var úr talningunni margfölduð með 10.000. 
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3.6.4 Þrívíddarræktun 

 Með æðaþeli 3.6.4.1

Settar voru upp þrívíddarræktir með æðaþeli til að sjá mun á VA10EGFRL858R og 

venjulegri VA10 frumulínu. Frumum var sáð í matrigel til að ná 

þrívíddarbyggingu inni í gelinu. Við 0-4°C er matrigelið vökvi og þá er hægt að 

sá frumum í það. Við hærra hitastig storknar það og frumurnar haldast inni í 

gelinu. Til að fá VA10 frumulínuna til að mynda greinótta formgerð var 500 eða 

1500 frumum sáð með 140.000-150.000 æðaþelsfrumum (HUVECs) í 190 μl af 

matrigeli. Gelunum var sáð í 48 holu bakka. Frumum var komið fyrir í litlum 

skilvinduglösum, þær voru spunnar niður á 2000 rpm í 3 mín og vökvinn 

sogaður af. Matrigelið var geymt á ís til að það myndi ekki storkna og einnig 

frumurnar eftir að búið var að spinna þær niður. Matrigelið er tekið upp í pípettu 

og frumur leystar upp í því. Það þarf að gera mjög varlega þar sem ekki mega 

myndast loftbólur því þær gera holur í gelið eftir að það hefur storknað. Þegar 

búið var að sá í allar holurnar var bakkanum komið fyrir í ræktunarskáp og hann 

geymdur þar í 20 mín. Eftir það var 300 μl af EGM æti ásamt 5% FBS bætt 

varlega ofan á gelið.  

 Með gefitinib í æti. 3.6.4.2

Til að athuga áhrif gefitinibs á frumulínurnar í þrívíðri rækt voru settar upp ræktir 

með æðaþeli og frumulínurnar VA10EGFRL858R, VA10Empty og VA10 notaðar. Allar 

frumulínurnar voru settar upp í þríriti, nema VA10EGFRL858R var sett upp í 6 holur. 

Gefitinibi bætt út í ætið á fyrsta degi í þremur holum af VA10EGFRL858R en á 

sjöunda degi í hinar holurnar. Notaður var 1 μM styrkur af gefitinib. 500 frumum 

með 150.000 æðaþelsfrumum var komið fyrir í 48 holu bakka og leystar upp í 

190 μl af matrigeli. Framkvæmdin var eins og þrívíð rækt með æðaþeli (3.6.4.1).  

 Án æðaþels 3.6.4.3

Þrívíddarræktun án æðaþels var framkvæmd til að sjá hvort munur væri á 

frumulínunum þegar ekkert æðaþel væri til staðar til að örva vöxt. 3000 frumum 

var sáð í gel og þau látin ganga í þrjár vikur. Aðferðin var sú sama og í 

þrívíddarræktun með æðaþeli (3.6.4.1) nema æðaþelinu var sleppt. 
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3.6.5 Mótefnaflúrljómandi litun (e. Immunofluorescence (IF) staining)  

 IF litun á tjáningu lykilpróteina 3.6.5.1

IF litun var gerð til að sjá hvort munur væri í tjáningu lykilpróteina á milli 

frumulína. Þar sem litað var fyrir EGFR (ásamt öðru) voru frumurnar sveltar 

með DMEM/F12 yfir nótt til að ná fram EGFR tjáningu. LHC-9 æti var bætt á 

frumurnar og haft á í 10 mín. Eftir það voru flöskurnar skolaðar með PBS og 

frumurnar festar með 3,5% formaldehýðlausn (í PBS) í 15 mín við 25°C. 

Flöskurnar voru skolaðar með PBS og brotnar með töng þannig að aðeins 

botninn var eftir. Reitir voru afmarkaðir með eyrnapinnum og 

vökvahindrunarpenna. Ósérhæfðu svæðin voru hindruð í 5 mín með 10% FBS í 

PBS. Frummótefnin voru sett á og látin hvarfast í 30 mín við 25°C. Litað var fyrir 

K14, Thy-1, E-cad, N-cad, EpCAM og Vimentin (sjá mótefnalista í töflu 4), allt í 

þynningunni 1:50, blandað í 10% FBS í PBS. Reitirnir voru síðan skolaðir með 

PBS (1x hratt og 2x í 5 mín). Annarar gráðu mótefnin voru höfð á í 30 mín, varið 

ljósi. IgG1, IgG3 og IgG2a og kanínu mótefnin voru notuð í þynningunni 1:1000 

í 10% FBS í PBS. Skolað með PBS og kjarnalitað með kjarnalit (ToPro3) í 

þynningunni 1:500 (í PBS) í 10 mín. Skolað með PBS, síðan með vatni og látin 

þorna á dimmum stað. Sýnin voru geymd í kæli, við 4°C þar til teknar voru 

myndir í samdepla (e. confocal) smásjá. Til að taka myndir var einn dropi af 

fluoromount settur á reitina og þekjugler yfir. 

 IF litun fyrir EGFR 3.6.5.2

Til að ná fram góðri EGFR litun voru frumurnar sveltar með BEGM án EGF yfir 

nótt. 9 flöskur voru litaðar, 3 af hverri frumugerð (VA10, VA10Empty og 

VA10EGFRL858R) til að fá EGFR litun við þrjá mismunandi tímapunkta: við EGF 

svelti, 3 mín eftir að æti var sett á og 10 mín eftir að æti var sett á. Allar 9 

flöskurnar voru teknar, skolaðar með PBS og frumurnar festar með 3,5% 

formaldehýði í PBS í 15 mín við 25°C. Flöskurnar voru skolaðar með PBS og 

brotnar með töng þannig að aðeins botninn var eftir. Reitir voru afmarkaðir með 

eyrnapinnum og vökvahindrunarpenna. Ósérhæfðu svæðin voru hindruð í 5 mín 

með 10% FBS í PBS. Frummótefnin voru sett á og látin hvarfast við 4°C yfir 

nótt. Litað var fyrir EGFR, fosfórýleruðu EGFR (P1068) og stökkbreytta 

afbrigðinu EGFR L858R, allt í þynningunni 1:200 í 10% FBS í PBS.  



  

 29 

Næsta dag voru reitirnir skolaðir með PBS (1x hratt og 2x í 5 mín). Annarar 

gráðu mótefnin voru höfð á í 30 mín, varið ljósi. Kanínumótefnin voru notuð í 

þynningunni 1:1000. Skolað með PBS og kjarnalitað með kjarnalit (ToPro3) í 

þynningunni 1:500 í 15 mín. Skolað með PBS, síðan með vatni og látin þorna á 

dimmum stað. Sýnin voru geymd í kæli, við 4°C þar til teknar voru myndir í 

samdepla smásjá. Til að taka myndir var einn dropi af fluoromount settur á 

reitina og þekjugler yfir. 

3.6.6 Próteineingangrun 

T25 flaska var hreinsuð með köldu PBS og það síðan sogað af, eins mikið og 

hægt var til að auka styrk próteinanna sem kæmu út í lokin. 150-170 μl af 

köldum RIPA frumusundrunarbuffer (með 5μl NaF, 5μl NaNO3, 5μl PMSF og 2 

μl af próteasahindra í 1 ml) voru settir á frumurnar og dreift vel yfir botninn á 

flöskunni. Hún var svo geymd á ís í 10 mín. Frumurnar voru svo skafaðar af 

botninum með frumuskafara og vökvinn fluttur yfir í eppendorfglas. Sýnin voru 

sett í hljóðbað í 3 mín og síðan geymd á ís í 10 mín. Eftir það var lausnin sett í 

skilvindu við 4°C og 14.000 g í 20 mín. Próteinin flutt yfir í nýtt glas. 5 μl af sýni 

og 45 μl af vatni var komið fyrir í öðru glasi, 10 μl af því komið fyrir í 250 μl af 

Bradford lausn. 260 μl voru fluttir yfir í 96 holu bakka og eftir að hafa hvarfast í 5 

mín ljósmældir við 595 nm með UV mæli. 

3.6.7 Western litun 

5 μg af próteinum var blandað saman við 3,75 μl af 4x NuPage LDS sýnabuffer 

og sterílt vatn að 10 μl. 1,5 μl af merkaptoetanóli var bætt í og lausnin hituð við 

100°C í 10 mín. Sýnum var hlaðið á 10% SDS Bis-Tris gel og keyrðir á 180V í 

45 mín í 1x NuPage MES keyrslubuffer. Próteinunum var þá komið fyrir á PVDF 

himnu eftir að búið var að virkja hana með metanóli í 30 sekúndur. Próteinin 

voru flutt við 30V í 90 mín í 1x NuPage flutningsbuffer sem innihélt 10% 

metanól. Eftir flutning var himnan þvegin lítillega með PBS við herbergishita í 5 

mín og síðan hindruð með 5% BSA í TBS + 0,1% Tween í 60 mín. Frummótefni 

fyrir EGFR (1:2000), EGFR L858R (1:1000) og Aktín (1:4000) voru höfð á 

himnunni yfir nótt við 4°C í 5% BSA í 0,1% TBS og Tween. Næsta dag var 

himnan þvegin þrisvar sinnum í 10 mín með PBS. Annarar gráðu innrauð 
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mótefni voru höfð á í 0,1% TBS, Tween og 0,02% SDS í 60 mín í 1:20.000 

þynningu. Himnan var þvegin aftur þrisvar sinnum með PBS í 10 mín. Sýni voru 

mæld og greind með Oddysey innrauðum skanna og tilheyrandi 

myndvinnsluforriti (sjá aðferð í Corley, 2005). 

3.6.8 Frumufjölgunarpróf 

24 holu bakki var notaður og 20.000 frumum sáð í hvern brunn. LHC-9 æti var í 

þremur brunnum en BEGM æti án EGF í öðrum þremur brunnum, fyrir hverja 

frumulínu. 500 μl af æti voru settir í brunnana og nýju æti bætt í á hverjum degi. 

Það var gert með því að bæta 500 μl af nýju æti í brunninn og 500 μl af æti 

teknir upp úr brunninum. Fimm bakkar voru notaðir og frumuvöxtur stöðvaður á 

dögum 1., 3., 5., 7. og 9. Til að stöðva frumuvöxtinn voru bakkarnir teknir úr 

ræktunarskápnum, ætinu hellt af þeim og þeir skolaðir með PBS. Frumurnar 

voru festar með formaldehýði (3,5% í PBS) í 15 mín við herbergishita. Eftir það 

var skolað með vatni, brunnarnir hálffylltir með 0,1% crystal violet og 10% 

etanóli og það látið standa í 20 mín. Eftir það voru brunnarnir skolaðir með 

eimuðu vatni og látnir þorna. Þegar búið var að stöðva frumuvöxtinn í öllum 

bökkunum var crystal violet liturinn leystur upp með 0,5 ml af 10% ediksýru og 

sýnin svo ljósmæld við 590 nm með UV mæli. 

3.6.9 Frumuskriðspróf (e. cell migration) 

Frumur voru ræktaðar á T12,5 flösku. Þær voru sveltar með BEBM æti 24 klst 

áður en þeim var sáð á götótta himnu (8 μm) til að sjá skrið þeirra í gegnum 

götin á himnunni. 50.000 frumum var sáð á hverja himnu. 200 μl af BEBM voru 

settir á himnunar en 400 μl af BEGM voru í botninum á brunninum. 

Frumuskriðið var stöðvað 48 klst eftir að frumum var sáð. Eftir það var bakkinn 

tekinn út, ætinu hellt af og skolað með PBS. Frumurnar voru festar með 

formaldehýði (3,5% í PBS) í 15 mín við herbergishita. Eftir það var skolað með 

vatni, brunnarnir hálffylltir með 0,1% crystal violet og 10% etanóli og það látið 

standa í 20 mín. Eftir það voru brunnarnir skolaðir með eimuðu vatni og látnir 

þorna. Liturinn var þveginn innan úr filtrunum og myndir teknar af þeim. 0,5 ml 

af 10% ediksýru var bætt í bakkann til að leysa upp litinn neðan á filtrunum og 

sýnin ljósmæld við 590 nm með UV mæli.  
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3.6.10 Prófun á sjálfstýrðum frumudauða 

Til að sjá hvort munur væri á sjálfstýrðum frumudauða á milli frumulína var 

sjálfstýrður frumudauði framkallaður með kamptótesíni (CPT). Frumurnar voru í 

T25 flösku, flaskan mátti ekki vera alveg þétt þar sem CPT virkar við 

frumuskiptingu. Ætið var tekið af þeim og 1 ml af nýju æti settur á. 10 μM af 

CPT var bætt út í ætið á þeim flöskum sem átti að meðhöndla. Ein flaska af 

hverri frumugerð var höfð með til viðmiðunar. CPT var haft á í 6 klst inni í 

ræktunarskáp. Flöskurnar voru síðan teknar út, skolaðar með PBS og leystar 

upp með TE buffer í 4 mín. PBS þá bætt í og frumurnar spunnar niður á 2000 

rpm í 3 mín. Frumurnar voru leystar upp í 1 ml af bindibuffer sem búið var að 

þynna úr 10x stofnlausn í 1x lausn með PBS. Þá voru frumurnar settar á ís og 

farið með þær og litarefnin upp á Blóðmeinafræðideild á Landspítala-

Háskólasjúkrahúsi. Þar var hverri frumulínu skipt á 4 glös þar sem 100 μl af 

frumum voru teknir og settir í hvert glas. Þeim var skipt upp í ólitaðar frumur, 

FITC-annexin V litaðar frumur, PI litaðar frumur og frumur litaðar með bæði 

annexini V og PI. 5 μl voru notaðir af litunum í þau glös sem við átti og liturinn 

látinn standa í 15 mín við stofuhita í myrkri. Eftir það var 800 μl af bindibuffer 

bætt í glösin, blandað vel og síðan sett í skilvindu á 2000 rpm í 3 mín til að 

skola aukalit af frumunum. 400 μl voru teknir efst úr glösunum og frumunum 

blandað aftur upp í vökvann. MACSQuant tækið var stillt með ólituðu sýni, 

annexin lituðu sýni og PI lituðu sýni og sýnin svo mæld. 100-200 μl voru teknir 

upp af hverju sýni og keyrslan stöðvuð þegar 10.000 frumum var náð. 

3.7 Forrit notuð við úrvinnslu gagna 

Við útreikninga á meðaltali, staðalfráviki úr talningum frumna og við gerð 

stöplarita var notast við Microsoft Excel 2010. Við skönnun á western litunum 

var notast við Oddyssey Image Studio software frá LiCOR Biosystems. Við 

ljósmælingar var SoftMax Pro 4.3.1. LS notað. Við myndvinnslu var notast við 

forritin Adobe Photoshop og CorelDRAW X3. Við myndatöku á IF litunum var 

notast við LSM image browser og við myndatöku á fasasmásjármyndum var 

notast við Leica Application Suite V3 3.0. 
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4. NIÐURSTÖÐUR 

4.1 Gerð og skilgreining EGFR frumulína sem eru komnar frá 
VA10 berkjufrumulínunni.  

4.1.1 Gerð EGFR frumulína sem komnar eru frá VA10 
móðurfrumulínunni. Myndun VA10Empty, VA10EGFR Wild og 
VA10EGFRL858R frumulínanna. 

Áhrif á stökkbreytingum í EGF viðtakanum hafa ekki verið rannsökuð í 

lungnafrumulínum með stofnfrumueiginleika. Fyrsta verkefni mitt var því að búa 

til nýja undirfrumulínu út frá VA10 berkjufrumulínunni þar sem EGFR viðtakinn 

var annað hvort yfirtjáður eða stökkbreyttur. VA10 frumulínan var sýkt í tveimur 

umsáningum, bæði hárri (54) og lágri (12) til að geta notað þær í mismunandi 

tilraunir. Lág umsáningartala virkar betur í loft-vökvarækt en há umsáningartala 

í þrívíðri ræktun. Frumulínan var sýkt með víxlveirum og mynduðust þrjár nýjar 

frumulínur: VA10Empty, VA10EGFRWild og VA10EGFRL858R. 

4.1.2 Áhrif á tjáningu mikilvægra kennipróteina. 

Til að ganga úr skugga um að veirusýkingin hefði tekist og genin væru komin 

inn í frumulínuna var gerð western litun á EGF viðtakanum og stökkbreytta 

afbrigðinu L858R.  

Á mynd 10 má sjá western litun fyrir EGFR viðtakann og L858R afbrigðið. 

Þar sést að EGFR viðtakinn er tjáður í öllum frumulínunum, en virðist vera örlítið 

meira tjáður í hærri umsáningu en lægri. EGFR L858R er aðeins tjáður í 

VA10EGFRL858R frumulínunum. Aktín tjáningin er nokkuð jöfn sem merkir að 

hleðslan á gelið hafi tekist vel.  
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Mynd 10: Western litun á EGFR á nýju frumulínunum, bæði í hárri (HP) og lágri 
umsáningu (LP). Hér sést að EGFR viðtakinn er tjáður í öllum frumulínum, en virðist vera meira 
tjáður í lægri umsáningu en hærri. EGFR L858R er aðeins tjáður í VA10

EGFRL858R
 frumulínunum. 

 

VA10 frumulínan tjáir að eðlisfari þekjufrumuþéttitengipróteinið E-cadherin 

(E-cad) en N-cadherin (N-cad) í minna magni. N-cad er meira tengt 

bandvefskími (Tuan, 2003) en E-cad þekjufrumum (Beavon, 2000). Vimentin er 

tjáð í frumum sem koma upprunalega frá bandvefskími (Katsumoto, 

Mitsushima, & Kurimura, 1990) en er þó mikið tjáð í VA10 frumulínunni. EpCAM 

er viðloðunarprótein sem tjáð er í þekjufrumum (Chaudry, Sales, Ruf, Lindhofer, 

& Winslet, 2007) og VA10 tjáir það einnig í miklu magni. Thy-1 próteinið er tjáð í 

trefjakímfrumum, taugafrumum, blóðstofnfrumum og innanþekjufrumum (e. 

endothelial cells) (Rege & Hagood, 2006). Það er því lítið tjáð í VA10 

frumulínunni að eðlisfari. Keratín eru þráðlamyndandi prótein þekjufrumna sem 

eru nauðsynleg fyrir eðlilega vefjauppbyggingu og –virkni. Genamengi 

mannsins kóðar fyrir 54 keratínum og eru þau öll númeruð, en númer 9-28 eru 

tengd þekjufrumum (Schweizer og fl., 2006). Grunnfrumur og vöðvaþekjufrumur 

tjá K14 (Wetzels og fl., 1992) og VA10 frumulínan gerir það líka. Á mynd 11 má 

sjá próteintjáningu VA10Empty og VA10EGFRL858R miðað við VA10 frumulínuna. 

Myndir A-C sýna tjáningu E-cad og N-cad þar sem E-cad er grænt en N-cad 

rautt, kjarnaliturinn er blár á öllum myndunum. E-cad er tjáð í mun meira magni 

en ekki mikill munur er á tjáningu próteinanna tveggja á milli frumulína. D-F 

sýna tjáningu K14 (grænt) og Thy-1 (rautt). K14 virðist vera meira tjáð í VA10 

frumulínunni en hinum en þó er ekki víst að það sé í miklu magni. Thy-1 sést 
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hvergi. EpCAM er á myndum G-I og virðist enginn munur vera á tjáningu þar. 

Ekki virðist heldur vera neinn munur á vimentin tjáningu (myndir J-L) á milli 

frumulína. 

Mynd 11: Próteintjáning nýju frumulínanna borin saman við VA10 frumulínuna. Ekki virðist 
vera munur í tjáningu á lykilpróteinum á milli frumulína. Í A), B) og C) er tjáning E-cad og N-cad 
sýnd. E-cad með grænu og N-cad með rauðu. Kjarnalitur er blár. Í D), E) og F) er tjáning K14 
sýnt með grænum lit og Thy-1 sýnt með rauðum lit. G), H) og I) sýna EpCAM tjáningu í grænum 
lit. J), K) og L) sýna vimentin litun með grænum lit. Myndirnar eru teknar í 20x stækkun. 
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Þar sem VA10EGFRL858R inniheldur stökkbreyttan viðtaka var áhugi fyrir að 

skoða EGFR tjáningu í frumulínunum og athuga hvort mikill munur væri á henni. 

Því var ákveðið að lita fyrir EGFR viðtakanum, fosfórýleruðum viðtaka (P1068) 

og stökkbreytta viðtakanum EGFR L858R. Þar sem EGF viðtakinn er ekki mikið 

tjáður í frumuhimnunni við eðlilegt ástand í frumunni var ákveðið að svelta 

frumurnar með BEGM æti án EGF vaxtarþáttarins yfir nótt áður en þær yrðu 

litaðar til að draga fram tjáningu á viðtakanum. Frumurnar voru litaðar á þremur 

tímapunktum, við EGF svelti, 3 mínútum eftir að hefðbundið æti var gefið og 10 

mínútum eftir að hefðbundið æti var gefið. Niðurstöðurnar má sjá á mynd 12. 

Myndir A-F sýna tjáningu VA10 og VA10EGFRL858R á EGFR, fosfórýleruðu EGFR 

(P1068) og stökkbreyttu EGFR (L858R) við EGF svelti (T0). Myndir G-L sýna 

tjáninguna við T3, þ.e. þremur mínútum eftir að æti var gefið og myndir M-R við 

tíma T10, þ.e. tíu mínútum eftir að nýtt æti var gefið. Mótefnin eru lituð með 

grænu en kjarnaliturinn er blár. 

Við T0 (myndir A-F) má sjá að meiri tjáning er á EGFR í VA10EGFRL858R en í 

VA10 (myndir A og D). Lítil eða engin fosfórýlering virðist vera í frumulínununum 

(myndir B og E) og aðeins VA10EGFRL858R tjáir stökkbreytta viðtakann (mynd F 

miðað við C). 

Við T3 (myndir G-L) má sjá enn meiri mun á tjáningu EGFR á milli frumulína 

en mun meiri tjáning er hjá VA10EGFRL858R (J) en hjá VA10 (G). Einnig er mun 

meiri fosfórýlering hjá VA10EGFRL858R (K) en VA10 (H). Tjáning á EGFR L858R 

kemur aðeins fram hjá VA10EGFRL858R (L miðað við I).  

Á myndum M til R má sjá tjáninguna við tíma T10. EGFR tjáningin hefur 

nánast horfið hjá VA10 (mynd M) en er enn mjög mikil hjá VA10EGFRL858R þó að 

tjáningin hafi mikið færst inn að kjarnanum (mynd P). Það er enn örlítil 

fosfórýlering í VA10 frumulínunni (mynd N) en þó mun meiri hjá VA10EGFRL858R 

(mynd Q). Tjáning á stökkbreytta viðtakanum hjá VA10EGFRL858R virðist hafa 

minnkað mjög mikið og sést varla á mynd R. En eins og áður þá er engin tjáning 

hjá VA10 frumulínunni á EGFR L858R viðtakanum.  
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Mynd 12: Tjáning á EGFR, EGFR P1068 og EGFR L858R í VA10 og VA10
EGFRL858R

 við svelti 
(T0), eftir 3 mín í æti (T3) og eftir 10 mín í æti (T10). Mótefnin eru lituð græn og kjarnalitur er 
blár. Myndirnar eru teknar í 20x stækkun.  
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4.1.3 Starfræn hegðun frumulínanna í tvívíðri ræktun. 

 Frumuskrið VA10 og VA10EGFRL858R 4.1.3.1

VA10 frumur skríða að eðlisfari ekki mikið en til að athuga hvort stökkbreytti 

viðtakinn hefði áhrif á getu frumnanna til að skríða var framkvæmt 

frumuskriðspróf. Þar var skrið frumnanna í gegnum götótta himnu (8 μm) 

kannað yfir 48 klst. Skriðið var örvað með því að hafa næringarsnautt æti fyrir 

ofan himnuna og næringarríkt æti fyrir neðan hana. Niðurstöður úr talningu og 

ljósmælingu á þeim frumum sem höfðu skriðið voru sambærilegar og var enginn 

munur á frumuskriði á milli frumulínanna. Niðurstöður úr ljósmælingu á þeim 

frumum sem skriðu hjá VA10 (blátt) og VA10EGFRL858R (grænt) má sjá á mynd 

13. 

 

 

 

 

 

 

 

 VA10EGFRL858R vex hraðar en VA10 og VA10Emtpy 4.1.3.2

Mynd 13: Frumuskriðspróf. Enginn munur er á frumuskriði hjá VA10 og VA10
EGFRL858R

. 
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Til að athuga hvort L858R stökkbreytingin á EGFR viðtakanum hefði áhrif á 

vaxtarhraða frumnanna var frumufjölgunarpróf framkvæmt með frumutalningu á 

crystal violet lituðum frumum. Á þeim 9 dögum sem athugaðir voru uxu 

VA10EGFRL858R frumurnar tölfræðilega marktækt hraðar en VA10 og VA10Empty 

frumurnar, sjá mynd 14. 

 

Stökkbreytingin á EGFR viðtakanum gæti valdið því að hann verði óháður 

bindli (EGF) til að vera virkur. Því könnuðum við hvort frumurnar gætu vaxið án 

EGF í æti. Þegar tilraun var gerð þar sem grunnæti (DMEM/F12) var gefið án 

EGF virtist sem frumurnar yxu ekkert (niðurstöður ekki sýndar). Annað 

frumufjölgunarpróf var framkvæmt með BEGM æti þar sem EGF var sleppt. Þá 

uxu frumurnar mun betur og VA10EGFRL858R betur en VA10Empty og VA10 (mynd 

Mynd 14: Vaxtarkúrfa þar sem VA10, VA10
Empty

 og VA10
EGFRL858R

 voru ræktaðar í 
hefðbundnu LHC-9 æti. VA10

EGFRL858R 
vaxa hraðar en VA10 og VA10

Empty
, sem vaxa 

með svipuðum hraða. 
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15). Þær uxu þó ekki jafn hratt og í venjulegu LHC-9 æti en um 30% munur er á 

vaxtarhraðanum.  

 

 Próf á sjálfstýrðum frumudauða. 4.1.3.3

CPT er frumudrepandi efni sem kallar fram sjálfstýrðan frumudauða hjá frumum 

með því að hindra tópóísómerasa I. Það veldur því að eftirritun á DNA gengur 

ekki eftir þannig að í frumuskiptingu stöðvast fruman í seinni hluta S-fasa eða 

byrjun G2 fasa. Það veldur því að fruman fer í sjálfstýrðan frumudauða (Morris 

& Geller, 1996).  

CPT var því bætt á frumurnar til að kalla fram sjálfstýrðan frumudauða í 

VA10, VA10Emtpy og VA10EGFRL858R. Annexin V hefur mikla sækni í fosfólípíð 

fosfatidýlserín (PS) sem er prótein sem venjulega er bundið innan á 

Mynd 15: Vaxtarkúrfa þar sem VA10, VA10
Empty

 og VA10
EGFRL858R

 eru ræktaðar í BEGM 

æti án EGF vaxtarþáttarins. Allar frumulínurnar vaxa í ætinu en VA10
EGFRL858R 

þó hraðast. 
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frumuhimnuna en færist utan á hana í sjálfstýrðum frumudauða. Annexin V 

hentar því vel til að kanna upphafsstig sjálfstýrðs frumudauða. Propidíum jóðíð 

(PI) er notað til að greina lifandi frumur frá dauðum. Lifandi frumur hleypa PI 

ekki að sér en PI getur bundist dauðum eða skemmdum frumum. Frumur sem 

litast bæði með PI og annexin V eru því annað hvort á lokastigi sjálfstýrðs 

frumudauða eða þegar dauðar. Á mynd 16 má sjá niðurstöður úr prófinu. 

VA10 frumurnar fara úr því að vera 17,1% á lokastigi sjálfstýrðs frumudauða 

eða þegar dauðar (viðmið, mynd A, bæði annexin og PI jákvæðar) í 26,9% 

(meðhöndlað, mynd B), það er 9,8% munur. VA10Emtpy fer úr því að vera 12,3% 

(C) í 19,4% (D), 7,1% munur. Í VA10EGFRL858R fara frumurnar úr 8,38% (E) í 

11,8% (F), 3,42% munur.  

Ef bæði upphafsstigið og lokastigið eru tekin með þá verður munurinn á milli 

viðmiðs og meðhöndlaðs 9,6% (VA10), 15,11% (VA10Empty) og 1,62% 

(VA10EGFRL858R).  

Þetta bendir til að VA10EGFRL858R sé ekki eins næm fyrir framköllun á 

sjálfstýrðum frumudauða og hinar frumulínurnar, en nánari rannsókn þyrfti til að 

staðfesta þetta. 
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Mynd 16: Sjálfstýrður frumudauði kallaður fram með CPT. Myndir A) og B) sýna VA10, C) 
og D) sýna VA10

Empty
 og E) og F) sýna VA10

EGFRL858R
. VA10

EGFRL858R
 virðast vera minna 

viðkvæmar fyrir framköllun sjálfstýrðs frumudauða með CPT en VA10 og VA10
Empty

. 
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4.2 Sérhæfing EGFR frumulína í þrívíðri ræktun 

4.2.1 Ræktun með æðaþeli 

 VA10EGFRL858R myndar fleiri þyrpingar en VA10 í þrívíddarræktun 4.2.1.1
út frá jafn mörgum frumum. 

Þrívíð ræktun með æðaþeli er notuð til að ná fram myndun á greinóttum 

formgerðum hjá VA10. Ef æðaþel er ekki til staðar myndast ekki greinótt 

formgerð (Franzdottir og fl., 2010). Þegar jafn mörgum frumum er sáð í matrigel 

af VA10 og VA10EGFRL858R þá myndar VA10EGFRL858R fleiri þyrpingar í gelinu. Á 

mynd 17 má sjá víðsjármynd (í stækkun 1,25x) af VA10 holu (A) og 

VA10EGFRL858R (B) eftir 21 dag í rækt með æðaþeli. 500 frumum var sáð með 

150.000 æðaþelsfrumum. Á myndinni sést að mun fleiri þyrpingar eru á B 

myndinni. 

Mynd 17: Þrívíð ræktun af VA10 og VA10EGFRL858R með æðaþeli. Myndin er tekin í 1,25x 
stækkun. A) VA10 frumur eftir 21 dag í matrigeli ásamt æðaþeli, 500 frumum var sáð.  
B) VA10

EGFRL858R
 frumur eftir 21 dag í matrigeli ásamt æðaþeli, 500 frumum var sáð. 

 

Frumulínurnar voru ræktaðar í þríriti til að fá tölfræðilega marktækar 

niðurstöður. Þyrpingar voru taldar á dögum 10, 15 og 20 og þeim var skipt í 4 

flokka eftir því hversu flóknar þyrpingar voru að myndast. Til hægri á mynd 18 

og 19 má sjá myndir sem skýra út skilgreiningar á þyrpingunum. Flokkarnir 
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voru: Hringlaga þyrpingar, snemmbúin útbungun, flókin útbungun og greinótt 

formgerð.  

VA10EGFRL858R myndar samtals mun fleiri þyrpingar en VA10 í gelinu, eða um 

200 á móti um 100. Talningar á dögum 10, 15 og 20 má sjá á myndum 18, 19 

og 20.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 19: Fjöldi hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga hjá VA10 
(blátt) og VA10

EGFRL858R
 (grænt) eftir 15 daga í þrívíðri rækt með æðaþeli. Til hægri 

má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. VA10
EGFRL858R

 myndar mun 
fleiri þyrpingar en VA10. 

Mynd 18: Fjöldi hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga hjá VA10 
(blátt) og VA10

EGFRL858R
 (grænt) eftir 10 daga í þrívíðri rækt með æðaþeli. Til hægri 

má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. VA10
EGFRL858R

 myndar mun 
fleiri þyrpingar en VA10. 
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 Á fyrri hluta þrívíddarfrumuræktunar með æðaþeli myndar 4.2.1.2
VA10EGFRL858R flóknari þyrpingar en VA10. 

Við ræktun í matrigeli með æðaþelsfrumum mynda VA10EGFRL858R ekki bara 

fleiri þyrpingar heldur einnig flóknari byggingar. Það eru ekki eins margar 

þyrpingar sem eru aðeins hringlaga heldur myndar hún einnig þyrpingar sem 

kallast hér flókin útbungun. Þar verða miklu fleiri og þéttari útbunganir sem 

oftast verða ekki að greinóttri formgerð, heldur dragast að lokum saman í 

hringlaga þyrpingu.  

Á mynd 21 má sjá VA10 (A-D) og VA10EGFRL858R (E-H) sem ræktaðar voru í 

matrigeli ásamt æðaþeli. VA10EGFRL858R myndar flóknari byggingar en VA10 í 

byrjun (sjá myndir B og F og C og G). Á degi 9 (D9) er VA10 þó farin að mynda 

útbunganir sem gætu þróast í greinótta formgerð (D) en VA10EGFRL858R myndar 

mjög þéttar útbunganir sem ólíklegt er að greinist frekar (H). Í hægra horninu á 

myndunum má sjá stækkaða útgáfu af þeim þyrpingum sem örvarnar benda á. 

Myndirnar eru upprunalega allar teknar í 5x stækkun.  

Mynd 20: Fjöldi hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga hjá VA10 
(grænt) og VA10EGFRL858R (blátt) eftir 20 daga í þrívíðri rækt með æðaþeli. Til hægri 
má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. VA10

EGFRL858R
 myndar mun fleiri 

þyrpingar en VA10. 
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Mynd 21: Þróun VA10 og VA10
EGFRL858R

 í þrívíðri ræktun með æðaþeli, dagar 5-9 (D5-D9). 
VA10

EGFRL858R
 byrjar örlítið fyrr en VA10 að mynda útbungur, eins og sjá má á myndum F og G 

miðað við myndir B og C. Upprunalega eru myndirnar teknar í 5x stækkun en litlu myndirnar í 
hægra horninu eru stækkaðar útgáfur af þeim þyrpingum sem örvarnar benda á. 
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Á mynd 22 má sjá að á seinni dögum ræktunarinnar heldur VA10EGFRL858R 

áfram að vera með fleiri útbunganir úr hverri þyrpingu en fer þó að mynda 

greinótta formgerð, líkt og VA10 (myndir B og F). Á degi 20 (D20) (myndir D og 

H) eru báðar búnar að mynda greinótta formgerð en svo virðist sem 

VA10EGFRL858R sé með fleiri greinar en VA10. 

 

Mynd 22: Þróun VA10 og VA10
EGFRL858R

 í þrívíðri ræktun með æðaþeli, dagar 11-20 (D11-
D20). VA10

EGFRL858R
 myndar flóknari þyrpingar, með fleiri útbunganir, eins og sjá má á myndum 

E og F miðað við A og B. Einnig fær greinótta formgerðin mun fleiri greinar (H) en VA10 
greinótta formgerðin (D). Upprunalega eru myndirnar teknar í 5x stækkun en litlu myndirnar í 
hægra horninu eru stækkaðar útgáfur af þeim þyrpingum sem örvarnar benda á. 
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Þegar talning var framkvæmd var þyrpingunum skipt niður í fjóra flokka: 

Hringlaga þyrpingar, snemmbúin útbungun, flókin útbungun og greinótt 

formgerð. Talningar voru framkvæmdar á dögum 10, 15 og 20 og eru 

niðurstöður úr þeim sýndar á myndum 23, 24 og 25. Þar má einnig sjá 

sýnimyndir með dæmi úr hverjum flokki (til hægri). 

Af heildarfjölda þyrpinga myndar VA10EGFRL858R mun hærra hlutfall af flóknum 

útbungunum en VA10 eins og sjá má á myndum 23 og 24. Á mynd 25 eru 

staðalfrávikin frekar stór fyrir VA10EGFRL858R en það er vegna þess að frumurnar 

í einni holu af þremur hættu að vaxa. Ef sú hola væri ekki tekin með væri 

munurinn svipaður og á myndum 23 og 24. Ekki er munur á fjölda þyrpinga sem 

mynda greinótta formgerð á milli frumulínanna (sjá myndir 24 og 25).  

 

 

Mynd 23: Hlutfall hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga af heildarfjölda 
þyrpinga VA10 (blátt) og VA10

EGFRL858R
 (grænt) eftir 10 daga í þrívíðri rækt með æðaþeli. 

Til hægri má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. VA10
EGFRL858R

 myndar mun 
fleiri flóknar útbunganir en VA10. 
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Mynd 24: Hlutfall hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga og greinóttra 
forgerða af heildarfjölda þyrpinga VA10 (blátt) og VA10

EGFRL858R
 (grænt) eftir 15 daga í 

þrívíðri rækt með æðaþeli. Til hægri má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. 
VA10

EGFRL858R
 myndar mun fleiri flóknar útbunganir en VA10. 

 

 

Mynd 25: Hlutfall hringlaga þyrpinga, snemmbúinna- og flókinna útbunga og greinóttra 
forgerða af heildarfjölda þyrpinga VA10 (blátt) og VA10

EGFRL858R
 (grænt) eftir 20 daga í 

þrívíðri rækt með æðaþeli. Til hægri má sjá skýringarmyndir fyrir skilgreiningarnar á myndinni. 
VA10

EGFRL858R
 myndar mun fleiri flóknar útbunganir en VA10. 
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 Ræktun með gefitinib í æti 4.2.1.3

Þar sem gefitinib hindrar EGF viðtaka og þá sérstaklega stökkbreytta viðtaka 

var ákveðið að setja upp rækt þar sem gefitinibi var bætt út í ætið. Frumunum 

var sáð í matrigel ásamt æðaþelsfrumum. Þrjár frumulínur voru notaðar, VA10, 

VA10Empty og VA10EGFRL858R. Lyfinu var bætt í ætið í 1μM styrk á degi 7 (D7), 

þegar frumurnar væru búnar að mynda þyrpingar til að kanna áhrif þess á 

myndun á greinóttum formgerðum. Þar sem búist var við að VA10EGFRL858R gæti 

verið viðkvæmari fyrir lyfinu en hinar frumulínurnar var hún einnig sett upp í sér 

rækt þar sem gefitinibi var bætt út í ætið á 1. degi (D1).  

Á mynd 26 má sjá fjölda þyrpinga sem mynduðust í ræktinni á fjórum 

tímapunktum: Rétt áður en gefitinib var bætt í ætið (7. dagur) og eftir 10, 15 og 

20 daga. Þar sem lyfið var ekki sett í ætið fyrr en á 7. degi náðu frumurnar að 

mynda þyrpingar og hélst sá fjöldi nokkurn veginn út allan tímann. 

VA10EGFRL858R (D1) voru ekki taldar á 7. degi þar sem þyrpingarnar voru svo 

litlar að mjög erfitt var að telja þær. VA10EGFRL858R (D1) myndaði mjög litlar 

þyrpingar en þær voru þó fleiri en VA10 myndar í rækt án gefitinibs þannig að 

það virðist sem lyfið hafi ekki alveg stöðvað vöxt þeirra, þó að nánast engar hafi 

myndað þyrpingar að svipaðri stærð og í hefðbundinni þrívíðri rækt (sjá mynd 

26). 

 

Mynd 26: Fjöldi þyrpinga í þrívíðri ræktun á VA10 (D7), VA10
Empty

 (D7), VA10
EGFRL858R

 (D7) 
og VA10

EGFRL858R
 (D1) þar sem D stendur fyrir daginn sem gefitinibi var bætt í ætið. 

Talningar voru gerðar fjórum sinnum, á 7., 10., 15. og 20. degi. Fjöldi þyrpinga sem myndaðist í 
upphafi hélst nokkurn veginn allan tímann. 
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Á mynd 27 má hvernig frumulínurnar uxu í matrigeli ásamt gefitinib í æti. 

Myndir A-E sýna þróun VA10 frumulínunnar frá því áður en ætið var sett á (D7) 

og fram á dag 20 (D20). Myndir F-J sýna VA10Empty, myndir K-O VA10EGFRL858R 

(D7) og myndir P-T VA10EGFRL858R (D1). Engin myndun verður á greinóttum 

formgerðum eða flóknum útbungunum hjá neinni frumulínunni. Örlítið var um 

snemmbúnar útbunganir og örvarnar benda á þær ef þær eru til staðar. Þetta 

bendir til þess að EGF sé nauðsynlegt fyrir myndun á greinóttri formgerð. 

 

Mynd 27: Þrívíð ræktun af VA10 (A-E), VA10
Empty

 (F-J) og VA10
EGFRL858R

 (K-T) með gefitinib 
í æti. Gefitinib var sett í ætið annað hvort á degi 7 (D7) eða á degi 1 (D1). Örvarnar benda á 
þær þyrpingar sem eru markverðar á hverri mynd. Á myndum P-T var gefitinibi bætt í ætið hjá 
VA10

EGFRL858R
 á degi 1 og myndast því mjög smáar þyrpingar, allt fram til dags 20 (T). Myndirnar 

eru teknar í 5x stækkun. Engin frumulína myndaði greinótta formgerð eða útbunganir á 20 
dögum í rækt. 
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4.2.2 Ræktun án æðaþels 

Þegar VA10 frumulínan er ræktuð í þrívíðri ræktun án æðaþels myndar hún 

mjög sjaldan greinóttar formgerðir (Franzdottir og fl., 2010). Þegar þrívíðar 

ræktanir voru settar upp með æðaþeli voru settar upp viðmiðunarholur án 

æðaþels til að vera viss um að frumulínurnar mynduðu ekki greinótta formgerð 

án æðaþelsins. Í tveimur af fimm holum sem settar voru upp með VA10EGFRL858R 

mynduðu örfáar þyrpingar greinótta formgerð. Í sömu fimm tilfellum gerðist það 

aldrei hjá VA10. Myndir 28 og 29 sýna þyrpingar úr þessum tveimur tilraunum. 

Á mynd 28 er VA10 sýnd á myndum A-F og VA10EGFRL858R á myndum G-L. Á 

mynd 29 er VA10 sýnd á myndum A-G og VA10EGFRL858R á myndum H-N. Á 

þeim má sjá að aðeins VA10EGFRL858R myndar greinótta formgerð eða einhvers 

konar afbrigði af henni. 
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Mynd 28: VA10 (A-F) og VA10
EGFRL858R

 (G-L) í rækt í matrigeli án æðaþels. Myndirnar eru 
teknar á dögum 8-20 (D8-D20) og eru teknar í 5x stækkun. Í hægra horninu er stækkuð mynd af 
þeim þyrpingum sem örvarnar benda á. Aðeins VA10

EGFRL858R 
myndar greinótta formgerð. 
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Mynd 29: VA10 (A-G) og VA10
EGFRL858R

 (H-N) í rækt í matrigeli án æðaþels. Myndirnar eru 
teknar á dögum 8-22 (D8-D22) og eru teknar í 5x stækkun. Í hægra horninu er stækkuð mynd af 
þeim þyrpingum sem örvarnar benda á. Aðeins VA10

EGFRL858R 
myndar greinótta formgerð. 
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5. UMRÆÐUR 

5.1 Samantekt 

Í þessari rannsókn skoðaði ég aðallega áhrif stökkbreytts EGF viðtaka á VA10 

lungnaberkjuþekjufrumulínu. Áhrifin voru skoðuð í þrívíðri rækt en einnig voru 

gerðar prófanir á starfrænni hegðun í tvívíðri rækt og á svipgerðareiginleikum 

nýju frumulínunnar.  

Megin niðurstöður úr rannsókninni eru að VA10EGFRL858R er mjög lík 

hefðbundinni VA10 frumulínu þegar kemur að helstu kennipróteinum hennar. 

VA10EGFRL858R tjáir EGFR í meira magni og lengur en VA10 en annars er 

próteintjáning þeirra mjög svipuð. Í rannsóknum á starfrænni hegðun þeirra óx 

VA10EGFRL858R hraðar en VA10 og virtist einnig vera með meira viðnám gegn 

sjálfstýrðum frumudauða þegar hann var kallaður fram með CPT. Enginn munur 

var hins vegar á frumuskriði þeirra tveggja. Mestur munur á frumulínunum 

tveimur kom fram þegar þær voru skoðaðar í þrívíðri rækt. VA10EGFRL858R 

myndaði þar næstum því tvisvar sinnum fleiri þyrpingar en VA10 gerði og 

þyrpingarnar sem hún myndaði voru einnig almennt flóknari að gerð. Í ræktun 

án æðaþels náðu örfáar þyrpingar hjá VA10EGFRL858R að mynda greinótta 

formgerð að einhverju leyti í tveimur tilraunum af fimm en VA10 gerði það í 

engu tilfelli. Það virðist því sem stökkbreytingin á EGFR hafi áhrif á frumurnar 

þannig að þær eigi auðveldar með að mynda greinótta formgerð án hjálpar 

æðaþelsins. Mjög áhugavert var að þegar gefitinib var sett í ætið í þrívíðri 

ræktun með æðaþeli myndaði engin af frumulínunum greinótta formgerð eða 

útbungur. Það gefur til kynna að EGF sé mikilvægt við myndun greinóttrar 

formgerðar og er áhugavert að kanna það nánar. 

5.2 VA10Empty 

Í upphafi voru búnar til sex frumulínur, þrjár frumulínur í hárri umsáningu og 

þrjár frumulínur í lágri umsáningu. Það var gert til að hægt væri að rannsaka 

frumulínurnar bæði í loft-vökva rækt, þar sem þörf er á frumulínu með lágri 

umsáningartölu, og til að rannsaka þær í myndun á greinóttri formgerð en 

frumulínur með háa umsáningartölu henta betur til þess. Þrjár genaferjur voru 
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notaðar, þar af var ein tóm, ein með villigerð af EGF viðtakanum og ein með 

stökkbreytta gerð af viðtakanum (L858R).  

Í þessu verkefni var sjónum sérstaklega beint að VA10 undirfrumulínunum 

með tómu genaferjuna (VA10Empty) og stökkbreytta viðtakann (VA10EGFRL858R) í 

hárri umsáningu. Einnig var unnið með venjulegar VA10 frumur og þær notaðar 

sem viðmið fyrir VA10Empty.  

Þegar valætið (með puro) var sett á nýju undirfrumulínurnar varð mjög mikið 

val og stór hluti af frumunum dóu. Þær frumur sem innleitt höfðu genaferjuna í 

erfðamengið sitt ættu að lifa af þar sem í genaferjunni fylgdi viðnám gegn puro. 

VA10Empty fór sérstaklega illa út úr valinu og aðeins um tvær eða þrjár frumur 

lifðu valið af og mynduðu hina nýju frumulínu, bæði hjá lágu og háu 

umsáningunum. 

Eftir að farið var að vinna með VA10Empty frumulínuna og hún borin saman við 

VA10 kom í ljós að undirfrumulínan hagaði sér allt öðruvísi en VA10 gerði. Í 

frumufjölgunarprófun óx hún lang hraðast, betur en bæði VA10 og 

VA10EGFRL858R. Í þrívíðri rækt myndaði hún einnig mun fleiri þyrpingar en VA10, 

en þó ekki jafn margar og VA10EGFRL858R. Það lítur út fyrir að við þetta mikla val 

hafi valist úr nokkrar frumur sem voru að einhverju leyti hæfari en hinar til að lifa 

af. Eftir nokkrar tilraunir með VA10Empty var því ákveðið að búa til nýja 

undirfrumulínu af VA10 með tóma genaferju.  

Við gerð nýju VA10Empty frumulínunnar var ákveðið að í stað þess að sýkja 

aðeins einu sinni, að sýkja tvisvar með veirum. Einum degi eftir að hætt var að 

sýkja var valætið svo sett á nýju frumurnar en því miður dóu þær allar. Í þriðju 

tilraun var ákveðið að prófa aftur að sýkja tvisvar sinnum til að auka líkur á að 

fleiri frumur myndu innleiða genaferjuna í erfðamengið sitt. Ákveðið var að 

reyna að bíða eins lengi og hægt væri með að setja valætið á frumurnar en 

einum og hálfum degi eftir sýkingu var talið að þær væru svo þéttar að það þyrfti 

að setja valætið á. Í þetta skiptið heppnaðist sýkingin vel og um helmingur 

frumnanna valdist úr (sem var mjög gott miðað við fyrri sýkingar).  

Þessir erfiðleikar með VA10Empty frumulínuna urðu til þess að VA10 

frumulínan var oftar notuð sem viðmið fyrir VA10EGFRL858R, þó betra hefði verið 
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að hafa frumulínu sem einnig hefði verið sýkt með veirum til að ganga úr 

skugga um að ekki aðeins veirusýkingin væri að hafa áhrif. 

Niðurstöður úr gömlu VA10Empty línunni eru aðeins notaðar í myndir 9 og 10 í 

niðurstöðum (kafli 4.1.2: Áhrif á tjáningu mikilvægra kennipróteina) en á öðrum 

stöðum þar sem vitnað er í VA10Empty er um nýju frumulínuna að ræða. Reynt 

var að endurtaka sem flestar tilraunir með nýju frumulínunni en ekki reyndist 

tími til að endurtaka þær allar. Því er aðeins VA10 viðmið í tilraun á frumuskriði 

(4.1.3.1) og í ræktunum með æðaþeli (4.2.1.1 og 4.2.1.2). 

5.3 Starfræn hegðun VA10EGFRL858R 

Í frumufjölgunarprófi óx VA10EGFRL858R hraðar en hinar frumulínurnar tvær, bæði 

í hefðbundnu LHC-9 æti og í BEGM æti án EGF vaxtarþáttarins. Ástæðan fyrir 

því að VA10EGFRL858R vex betur gæti verið sú að stökkbreytti EGF viðtakinn örvi 

vöxt án þess að EGF vaxtarþátturinn þurfi að vera til staðar. Viðtakinn gefur því 

oftar boð um frumuskiptingu en í frumulínunum þar sem stökkbreytingin í EGFR 

er ekki til staðar. Athygli vakti að í BEGM æti án EGF uxu allar frumulínurnar 

ágætlega, þó engin af þeim yxi jafn vel og í hefðbundnu æti (vaxtarhraðinn 

minnkaði um það bil um 30%). Búist var við því að aðeins VA10EGFRL858R 

frumulínan eða jafnvel engin þeirra myndu vaxa í æti án EGF. Hugsanleg 

skýring á þessu gæti verið að þegar EGF vaxtarþátturinn er ekki til staðar í 

ætinu bæti aðrir vaxtarþættir það upp og hlaupi í skarðið fyrir frumurnar svo þær 

geti vaxið, en BEGM er mjög ríkt af vaxtarþáttum. Það virkar þó ekki jafn vel og 

þegar EGF er til staðar og því vaxa frumurnar ekki jafn hratt. 

Próf á sjálfstýrðum frumudauða var framkvæmt til að athuga hvort 

stökkbreytingin í EGFR hefði einhver áhrif ef sjálfstýrður frumudauði væri 

kallaður fram í frumunum. Erfiðlega gekk að ná aðferðinni góðri og þurfti 

nokkrar tilraunir til að ná niðurstöðum. Mestur tími fór í að stilla MACSQuant 

tækið fyrir VA10 frumulínuna en eftir það gekk mun betur. Niðurstöður þessarar 

tilraunar benda til að VA10EGFRL858R sé með meira viðnám gegn því að láta kalla 

fram sjálfstýrðan frumudauða hjá sér. En aðeins um 3% breyting er á milli 

viðmiðs og meðhöndlaðra frumna á lokastigi sjálfstýrðs frumudauða en hún er 

um 7% og 10% hjá hinum frumulínunum. Ef bæði eru teknar þær frumur sem 
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eru á frum- og á lokastigi sjálfstýrðs frumudauða (bæði þær sem eru jákvæðar 

eru fyrir PI og annexin saman og þær sem eru aðeins jákvæðar fyrir annexin) er 

munurinn enn meiri, eða um 2% á móti 10% og 15%.  

Fleiri tilraunir þyrfti þó að gera til að staðfesta þessar niðurstöður. Mjög erfitt 

er að fá sambærilegar niðurstöður á milli tilrauna, líklega vegna þess að 

frumulínur eru alltaf að einhverju leyti í sjálfstýrðum frumudauða, án þess að 

hann þurfi að vera kallaður fram í þeim með efnum. Það væri þó mjög 

áhugavert að skoða betur hvernig stökkbreyting í EGFR viðtakanum hefði áhrif 

til þess að draga úr sjálfstýrðum frumudauða. Ekki er alveg ljóst í gegnum 

hvaða ferla það gæti verið en EGFR hefur meðal annars áhrif í gegnum PI3K á 

Akt og mTOR en þeir miðla boðum sem auka lifun og koma í veg fyrir 

sjálfstýrðan frumudauða. mTOR hefur verið tengdur NSC lungnakrabbameinum 

og er talinn valda aukinni lifun með því að komast hjá sjálfstýrðum frumudauða 

(Hay & Sonenberg, 2004). Nákvæmur verkunarmáti, hvernig stökkbreytti 

viðtakinn ætti að komast hjá verkun CPT er þó ekki ljós og eru þetta einungis 

getgátur. 

5.4 Þrívíð ræktun 

Þrívíð frumurækt er notuð til að kanna þroskun þekjufrumna í eðlilegra umhverfi 

en í tvívíðum ræktum. Til að kanna áhrif stökkbreytta viðtakans á myndun 

greinóttrar formgerðar hjá VA10 var því notuð þrívíð frumurækt. Í þrívíðum 

ræktunum með VA10 er æðaþel nauðsynlegt svo hún myndi greinóttar 

formgerðir. Í fyrstu tilraununum sem gerðar voru í ræktun með æðaþeli var 1500 

frumum sáð af hverri frumutegund með 145.000 æðaþelsfrumum. Við það 

mynduðust um 300-500 þyrpingar og reyndist mjög erfitt og tímafrekt að telja 

þær. Einnig virtist vera sem frumurnar væru ekki að mynda mikið af greinóttum 

formgerðum og kom upp sú tilgáta að það væri þar sem þær höfðu ekki mikið 

laust pláss til að mynda greinarnar út í. Í framhaldi af því var ákveðið að setja 

upp rækt með færri frumum (500) svo niðurstöðurnar væru greinilegri, það er 

frumurnar fengju þá meira pláss til að mynda greinótta formgerð, ef það var 

plássleysi sem var að hafa áhrif áður. 
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Niðurstöðurnar sýndu að VA10EGFRL858R hefði meiri hæfileika til að mynda 

þyrpingar í þrívíðri rækt en VA10, en um 50% munur var á samtals þyrpingum 

sem frumulínurnar mynduðu. Þetta bendir til að stökkbreytti viðtakinn geri 

frumunum betur kleift að vaxa og stækka í umhverfi þar sem grunnhimna er allt 

í kring. VA10EGFRL858R myndaði einnig mjög mikið af því sem ég vil kalla flóknar 

útbunganir (e. complex budding). Margar þyrpingarnar sem mynduðust hjá 

VA10EGFRL858R mynduðu mjög mikið af útbungunum, öllum í einum hnappi. Þær 

stækkuðu að einhverju leyti en eftir 15 daga í rækt fóru þær oft að draga sig 

saman og enduðu stundum sem hringlaga þyrpingar eftir 20 daga í rækt. 

Möguleg skýring á þessu gæti verið að EGF viðtakinn sendi almennt boð um að 

fruma skuli mynda útbunganir til að byrja að mynda greinótta formgerð. Í 

eðlilegum viðtaka eru boðin send nógu strjált til að hæfilega margar útbungur 

myndist og verði síðan að greinum og myndi greinótta formgerð. Mögulega gæti 

verið að þegar viðtakinn er stökkbreyttur þá sendi hann miklu oftar boð um 

myndun á útbungum. Þær verði síðan á endanum það margar að engin þeirra 

nái að dreifa betur úr sér, því dragi þær sig allar saman aftur á endanum.  

Í greinóttu formgerðunum virtist VA10EGFRL858R einnig mynda, í flestum 

tilfellum, fleiri greinar en VA10. Það gæti einnig verið af sömu ástæðu og fyrir 

útbunganirnar, að stökkbreytti viðtakinn sendi fleiri boð um myndun útbungana 

en eðlilegi viðtakinn gerir. Í þau skipti sem þyrpingarnar ná að mynda greinótta 

formgerð gæti verið að boðin hafi ekki verið eins mörg og í flóknum útbungunum 

og því ekki myndast of margar útbunganir í hnapp heldur náðu greinarnar að 

vaxa út.  

VA10EGFRL858R byrjaði einnig örlítið fyrr (1-2 dögum) en VA10 að mynda 

útbunganir út úr hringlaga þyrpingunum. Það gæti bent til þess að EGFR L858R 

sé virkari og komi því greinamyndandi ferlinu fyrr af stað innan frumnanna, þó 

það sé ekki mikið fyrr. 

Þessar niðurstöður benda til þess að EGFR sé mjög mikilvægur þegar kemur 

að boðum um að frumur myndi greinar. Niðurstöðurnar úr ræktunum með EGFR 

hindranum gefitinib í æti eru í samræmi við það þar sem þegar EGFR var 

hindraður með 1 μM af gefitinib mynduðust engar útbunganir eða greinóttar 

formgerðir hjá neinni frumulínu.  
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Niðurstöður úr ræktunum án æðaþels eru einnig í samræmi við þetta þar sem 

VA10EGFRL858R náði að mynda greinótta formgerð í tveimur tilfellum af fimm þar 

sem þær voru ræktaðar án æðaþels. Á sama tíma myndaði VA10 aldrei 

greinótta formgerð. VA10 hefur áður getað myndað greinótta formgerð í öðrum 

rannsóknum þar sem æðaþel var ekki til staðar en það er mjög sjaldgæft. 

Niðurstöðurnar benda því til að stökkbreytti viðtakinn geri frumunum það 

auðveldara fyrir. Í greinamyndun miðlar EGFR MAPK og PI3K ferlum sem örva 

greinamyndun og er því líklegt að stökkbreyttur viðtaki geti haft mikil áhrif á 

greinamyndun (Davies, 2002). 

5.4.1 Ræktun með gefitinib 

Áður en gefitinib var bætt í ætið í þrívíðu ræktinni var gerð prófun á einlagarækt 

þar sem 0,5 μM, 1 μM, 2μM og 5μM styrkir voru notaðir. Í fljótu bragði sást ekki 

mikill munur á milli styrkja og var því ákveðið að nota 1 μM styrk sem var í 

samræmi við aðrar tilraunir (Abhold og fl., 2012; Guix og fl., 2008; Lynch og fl., 

2004). Styrkurinn átti að vera nægilegur til að áhrif myndu sjást en átti ekki að 

hindra EGF viðtakana að fullu. Einnig var líklegra að EGFR L858R viðtakinn 

myndi hindrast meira en hinir og því hefðu jafnvel getað komið fram meiri áhrif á 

VA10EGFRL858R frumulínunni en hinum. Það reyndist þó ekki vera munur á milli 

frumulína en niðurstöðurnar úr tilrauninni komu skemmtilega á óvart þar sem 

gefitinib hindraði algjörlega alla greinamyndun hjá frumulínunum þremur. Það 

gefur sterklega til kynna að EGF viðtakinn skipti miklu máli fyrir myndun 

greinóttrar formgerðar hjá frumunum.  

Viðtakinn FGFR er mjög mikilvægur fyrir greinamyndun. Þar sem hann er 

einnig týrósín kínasa viðtaki eru líkur á að gefitinib gæti hafa hindrað hann að 

einhverju leyti í tilrauninni. Franzdóttir og félagar prófuðu að hindra FGFR hjá 

VA10 í þrívíðri rækt og varð það til þess að mun færri eða nærri engar greinóttar 

formgerðir mynduðust (Franzdottir og fl., 2010). Í tilrauninni notuðu þau 

ósérhæfðan FGFR hindra sem kallast SU5402 og notuðu hann í 25 μM og 50 

μM styrk. Þar sem hemillinn er ósérhæfður þarf að nota hann í meiri styrk en 

ella til að hindra FGFR viðtakana. Gefitinib var notað í 1 μM styrk og sagt er að 

það sé sérhæfður hemill fyrir EGFR. Gefitinib hindrar þó einnig aðra týrósín 

kínasa viðtaka þar sem það ræðst á ATP raufina á týrósín kínasa viðtakanum. Í 
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samantekt á eiginleikum gefitinibs fyrir FDA kemur fram að gefitinib geti hindrað 

FGF viðtakann með helmingshömlun við 1-3 μM í HUVEC frumum. Í 

trefjakímfrumum var FGF viðtakinn haminn að helmingi við 3,4 μM styrk (Cohen 

og fl., 2004). Í ljósi þessa getur verið að FGF viðtakarnir hafi hindrast að 

einhverju leyti en ólíklegt er að þeir hafi hindrast að fullu. Einnig skal athuga að 

rannsóknin var framkvæmd í þrívíðu geli og því er líklegra að meiri styrk þurfi af 

lyfinu til að fara inn í gelið en þegar rannsóknirnar eru framkvæmdar á tvívíðri 

rækt.  

 

Af þessum niðurstöðum sést að L858R stökkbreytingin í EGFR hefur áhrif á 

vöxt VA10 frumulínunnar og þroska hennar varðandi myndun greinóttrar 

formgerðar í þrívíðri rækt. Þrátt fyrir að stökkbreytingin hafi verið tengd við 

krabbamein virðist hún ekki nægja ein og sér til að breyta eðlilegri 

berkjuþekjufrumulínu í krabbameinsfrumur. Stökkbreytti viðtakinn veldur því að 

frumulínan vex hraðar og myndar frekar greinótta formgerð í þrívíðri rækt en 

hann veldur þó ekki óeðlilegum vexti. Líklegt er að ef fleiri stökkbreytingum verði 

bætt við gæti frumulínan orðið meira ífarandi og sýnt frekari 

krabbameinseinkenni. Þetta er í samræmi við aðrar heimildir en þar segir að 

frumur þurfi alltaf fleiri en eina stökkbreytingu til að verða að 

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

Niðurstöður úr tilraunum á stökkbreytta viðtakanum EGFR L858R í VA10 

frumulínunni hafa sýnt fram á að helstu áhrifin sem hann hefur á frumulínuna 

snúa að vaxtarhraða hennar og myndun greinóttrar formgerðar í þrívíðri ræktun. 

Niðurstöður benda til þess að viðtakinn sé virkari en hefðbundni EGF viðtakinn í 

VA10 frumulínunni en stökkbreytingin í honum einum og sér virðist þó ekki 

verða til þess að frumurnar fái krabbameinslíka hegðun. Í krabbameinum er 

talað um að þurfi á bilinu sex til tíu stökkbreytingar til að mynda krabbamein og 

er því líklegt að þurfi fleiri stökkbreytingar en aðeins í EGF viðtakanum til að 

mynda krabbameinslíkar frumur.  

Í framhaldi af þessu væri áhugavert að breyta frumulínunni enn frekar, til 

dæmis með því að magna upp eða slá niður önnur gen sem hafa áhrif á 

greinamyndun. Í þessu samhengi mætti nefna niðurslátt á sprouty sem dæmi en 

sprouty gegnir mikilvægu hlutverki í hömlun greinamyndunar. 

 

Niðurstöður sýna að áhrif gefitinibs á vöxt og þróun frumnanna voru greinileg 

og stöðvuðu greinamyndun að öllu leyti. Það er því ljóst að hömlun á EGF 

viðtakanum hefur mikil áhrif á myndun greinóttrar formgerðar.  

Í næstu skrefum væri áhugavert að gera áframhaldandi tilraunir á gefitinib þar 

sem minni styrkur af gefitinib er notaður og sjá við hvaða styrk það hættir að 

hafa jafn mikil áhrif. Einnig væri hægt að prófa þrívíddarræktun á hefðbundinni 

VA10 frumulínu með mismiklum styrk af vaxtaþættinum EGF í æti og sjá hvort 

aukinn styrkur myndi auka myndun greinóttrar formgerðar. 
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9. VIÐAUKAR 

VIÐAUKI 1 
 
Hér má sjá innihaldsefni helstu buffera sem notaðir voru við rannsóknina. 
 

10xPBS 

Þegar PBS er nefnt er alltaf átt við 1xPBS sem er 1:10 þynning á þessum 

buffer. 

1,38 M NaCl 

26,8 mM KCl 

81,0 mM Na2HPO4 

70,5 mM KH2PO4 

 í afjónuðu vatni 

 

TE buffer  

10mM tris(hýdroýymetýl)amínómetan 

1mM EDTA (Triplex)  

 Í afjónuðu vatni 

 

RIPA buffer  

50 mM Tris-HCl, pH 8.0  

150 mM NaCl  

1.0% Igepal CA-630  

0.5% Natríum deoxýkólat  

0.1% Natrium dódecýl súlfat  

 Í afjónuðu vatni 
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VIÐAUKI 2 

Töflur sem línurit og gröf eru byggð á. 

 

Tafla I: Frumuskriðspróf (mynd 13): 

Frumulína 
   

Meðaltal Staðalfrávik 

VA10 0,052 0,055 0,068 0,058333 0,008505 

VA10
EGFRL858R

 0,054 0,062 0,052 0,056 0,005292 

 

 

Tafla II: Vaxtarkúrfa með EGF í æti (mynd 14): 

Dagur VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

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 VA10
Empty

 Meðaltal Staðalfrávik 

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 VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

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 

 

 

 

 

 

 



  

 C 

Tafla III: Vaxtarkúrfa án EGF í æti (mynd 15):  

Dagur VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

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 VA10

Empty
 Meðaltal Staðalfrávik 

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 VA10

EGFRL858R
 Meðaltal Staðalfrávik 

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: Fjöldi þyrpinga eftir 10 daga (mynd 18): 

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 100 101 113 104,7 7,2 

Snemmbúin útbungun 3 3 2 2,7 0,6 

Flókin útbungun 5 6 5 5,3 0,6 

Samtals þyrpingar 108 110 120 112,7 6,4 

      Gerð þyrpinga: VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 163 170 163 165,3 4,0 

Snemmbúin útbungun 2 3 3 2,7 0,6 

Flókin útbungun 39 53 47 46,3 7,0 

Samtals þyrpingar 204 226 213 214,3 11,1 
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Tafla V: Fjöldi þyrpinga eftir 15 daga (mynd 19):  

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 81 74 102 85,7 14,6 

Snemmbúin útbungun 6 3 3 4,0 1,7 

Flókin útbungun 6 4 7 5,7 1,5 

Greinótt formgerð 6 6 2 4,7 2,3 

Samtals þyrpingar 99 87 114 100,0 13,5 

      Gerð þyrpinga: VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 140 148 146 144,7 4,2 

Snemmbúin útbungun 3 0 0 1,0 1,7 

Flókin útbungun 40 45 39 41,3 3,2 

Greinótt formgerð 6 11 8 8,3 2,5 

Samtals þyrpingar 189 204 193 195,3 7,8 

 

Tafla VI: Fjöldi þyrpinga eftir 20 daga (mynd 20):  

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 75 75 87 79 6,9 

Snemmbúin útbungun 3 1 1 1,7 1,2 

Flókin útbungun 4 6 7 5,7 1,5 

Greinótt formgerð 8 6 4 6 2,0 

Samtals þyrpingar 90 88 99 92,3 5,9 

      Gerð þyrpinga: VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 159 120 127 135,3 20,8 

Snemmbúin útbungun 3 2 1 2,0 1,0 

Flókin útbungun 4 36 20 20,0 16,0 

Greinótt formgerð 0 16 20 12,0 10,6 

Samtals þyrpingar 166 174 168 169,3 4,2 
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Tafla VII: Hlutfall eftir 10 daga (mynd 23):  

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 92,6 91,8 94,2 92,9 1,2 

Snemmbúin útbungun 2,8 2,7 1,7 2,4 0,6 

Flókin útbungun 4,6 5,5 4,2 4,8 0,7 

      Gerð þyrpinga: VA10EGFRL858R Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 79,9 75,2 76,5 77,2 2,4 

Snemmbúin útbungun 1,0 1,3 1,4 1,2 0,2 

Flókin útbungun 19,1 23,5 22,1 21,5 2,2 

 

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

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 81,82 85,06 89,47 85,45 3,8 

Snemmbúin útbungun 6,06 3,45 2,63 4,05 1,8 

Flókin útbungun 6,06 4,60 6,14 5,60 0,9 

Greinótt formgerð 6,06 6,90 1,75 4,90 2,8 

      

      Gerð þyrpinga: VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 74,07 72,55 75,65 74,09 1,6 

Snemmbúin útbungun 1,59 0,00 0,00 0,53 0,9 

Flókin útbungun 21,16 22,06 20,21 21,14 0,9 

Greinótt formgerð 3,17 5,39 4,15 4,24 1,1 

 

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

Gerð þyrpinga: VA10 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 83,3 85,2 87,9 85,5 2,3 

Snemmbúin útbungun 3,3 1,1 1,0 1,8 1,3 

Flókin útbungun 4,4 6,8 7,1 6,1 1,4 

Greinótt formgerð 8,9 6,8 4,0 6,6 2,4 

      Gerð þyrpinga: VA10
EGFRL858R

 Meðaltal Staðalfrávik 

Hringlaga þyrpingar 95,8 69,0 75,6 80,1 14,0 

Snemmbúin útbungun 1,8 1,1 0,6 1,2 0,6 

Flókin útbungun 2,4 20,7 11,9 11,7 9,1 

Greinótt formgerð 0,0 9,2 11,9 7,0 6,2 

 

 


