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Ágrip 

Tilgangur 

Öndunarvélarmeðferð með yfirþrýstingi veldur álagi á þekjuvef lungna og getur leitt til 

vefjaskemmda. Skemmdirnar geta orsakað viðvarandi bólguviðbragð og bólgumiðlar og 

örverur átt greiða leið í blóðrásina og í kjölfarið valdið fjöllíffærabilun. Markmið verkefnisins 

var að setja upp og þróa líkan til að framkalla áhrif öndunarvélarmeðferðar á 

lungnaþekjufrumur og rannsaka afleiðingar slíkrar meðferðar fyrir frumurnar.    

Efniviður og aðferðir 

Rannsökuð voru viðbrögð tveggja lungnaþekjufrumulína við togálagi, A549 

(lungnablöðrufrumur) og VA10 (berkjufrumur). Notast var við Flexcell frumutogara til að 

framkalla síendurteknar 2 sekúnda lotur af togi og hvíld eftir kassalaga munstri í 12 klst. Til 

viðmiðunar voru frumur staðsettar í sama hitaskáp í 12 klst án togs. Svipgerðarbreytingar á 

frumum voru kannaðar með flúrljómandi mótefnalitun og Western blettun á þekktum 

kennimörkum frumanna og borið saman við viðmið. Bólgusvörun var könnuð með því að 

mæla seytun IL-8 og LL-37 (bakteríudrepandi peptíð).   

Niðurstöður 

Svipgerðarbreytingar sáust í tjáningu stoðgrindarpróteina A549 og VA10 eftir tog með 

aukinni myndun stressþráða f-aktíns örþráða en keratin 14 hélt að mestu óbreyttu 

tjáningarmynstri. Mótefnalitun á kennimörkum togálags gaf vísbendingar um að fleiri A549 

og VA10 frumur tjáðu EGF viðtaka og β-4 integrin eftir tog. Mat á bólgusvörun með Western 

blettun fyrir LL-37 eftir tog sýndi hneigð til minnkunar á seytun hjá A549 en óbreytta seytun 

hjá VA10 frumum. A549 og VA10 seyta IL-8 bólgumiðlinum í mælanlegu magni og seytun 

virðist aukast við tog.  

Ályktanir 

Meginviðfangsefni verkefnisins var að setja upp og staðla aðferðafræði við 

togálagstilraunir á lungnaþekjufrumum þar sem þetta er í fyrsta sinn sem Flexcell tæknin er 

notuð hér á landi. A549 hefur áður verið notuð sem líkan fyrir öndunarvélarálag in vitro og 

tókst að framkalla þekkt viðbrögð hennar við togálagi. Við sýndum að VA10 sýnir einnig slík 

viðbrögð. Frekari rannsókna er þörf en þegar hafa komið fram áhugaverðir þættir varðandi 

mun milli frumulínanna í tjáningu kennimarka togálags og seytun bólgumiðla. Slík þekking 

gæti leitt til aukins skilnings á og þróun varna gegn áverkum á lungnavef af völdum 

öndunarvélarmeðferðar.  
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1  Inngangur  

Fljótlega eftir að nytsemi utanaðkomandi öndunaraðstoðar kom í ljós áttuðu menn sig á því 

að hún gæti haft í för með sér alvarlegar aukaverkanir (Baker, 1971). Hins vegar var það 

töluvert síðar að menn gerðu sér grein fyrir hinum smásæju skemmdum sem geta orðið á 

frumum við ógætilega öndunarvélarmeðferð (Dreyfuss and Saumon, 1998; Slutsky and 

Tremblay, 1998).  

Hár þrýstingur í öndunarfærum getur valdið skemmdum á þekjufrumum, rofi í 

þekjunni og jafnvel loftbrjósti (pneumothorax). Einnig getur í kjölfar bólgu og skemmda í 

lungunum orðið almennt bólgusvar í líkamanum (e. systemic inflammatory response 

syndrome, SIRS) sem getur leitt til fjölkerfabilunar (multiple-system organ failure, MSOF, 

einnig kallað multiple organ dysfunction syndrome, MODS). Einnig eykst hættan á 

lungnasýkingum og blóðrásarsýkingum við öndunarvélaraðstoð sem gæti verið einn af 

orsakaþáttunum í almenna bólgusvarinu. Á síðustu árum hefur þekking manna á skemmdum 

vegna öndunarvélarmeðferðar aukist mikið en samt sem áður hefur ekki tekist að finna 

sértækan líffræðilegan þátt sem endurspeglaði áhrif öndunarvélarmeðferðar á lungun (Dos 

Santos and Slutsky, 2000; Gattinoni et al., 2010; Plataki and Hubmayr, 2010; Pugin et al., 

2008; Villar et al., 2011a; Wheeler and Bernard). 

Á rannsóknarstofunni í stofnfrumufræðum var í samvinnu við svæfingar- og 

gjörgæslulækninn Sigurberg Kárason nýlega fjárfest í sogtogara (Flexercell/Flexcell) sem 

getur stýrt togi á frumur í rækt og þannig líkt eftir álagi öndunarvéla á frumur (Colombo et al., 

2008). Kaupin voru styrkt af Össuri ehf og Tækjasjóði Rannís.  

Mikil reynsla af lungnaþekjufrumum í rækt er til staðar á rannsóknarstofunni bæði með 

þekktu frumulínuna A549 sem hefur ýmsa eiginleika lungnablöðrufrumu af gerð II og einnig 

með heimasmíðaða berkjuþekjulínu með stofnfrumueiginleika sem kallast VA10. Því þótti 

tilvalið að nýta þekkinguna á þessum lungnafrumulínum í rannsóknir á togi á frumugrundvelli 

(Halldorsson et al., 2007; Lieber et al., 1976). 
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1.1 Hlutverk öndunarfæra mannsins 

Aðalhlutverk lungnanna er að taka við súrefni úr andrúmsloftinu og koma því í 

súrefnissnauðar bláæðar, en einnig að losa CO2 úr sömu æðum (West, 1998). 

Lungun eru stórfenglega hönnuð af náttúrunnar hendi hvað varðar flæði súrefnis og 

koltvíoxíðs um þekjuna. Lögmál Ficks um flæði segir, að agnir flæði úr meiri styrk í minni 

yfir vef. Eftir því sem hlutfallið milli flatarmálsins og þykktar vefjarins er stærra flæðir meira 

yfir vefinn (DiPaolo et al., 2010). 

Lungað hefur yfirborðsflatarmál sem er um 50-100m
2 

og þykktin er um tvö frumulög 

og 0,2-0,3µm (West, 1998). Ástæðan fyrir því að lungað hefur þetta gríðarlega 

yfirborðsflatarmál á litlu svæði er sú að uppistaðan í lungunum er mýgrútur af örsmáum 

lungnablöðrum (Moore and Dalley, 1999). Hlutfallið milli yfirborðsflatarmáls og þykktar er 

því mjög hagstætt hvað varðar flæði súrefnis og koltvíoxíðs. 

Mikilvægi öndunar sést á því hversu fljótt einkenni koma fram við truflun á starfssemi 

lungnanna eða loftveganna. Mannskepnan getur einungis haldið niðri í sér andanum í örfáar 

mínútur án þess að öryggisventill líkamans grípi inn í og það líði yfir einstakling og sjálfvirk 

stjórnun á öndun taki við (Guyton and Hall. 2000). 

1.2 Bygging loftvega 

Lungað er mikil og stór flækja lungnapípla sem enda að lokum í lungnablöðrum, þessu útliti 

lungnapíplanna hefur gjarnan verið líkt við tré á hvolfi (Anthony and Thibodeau, 1987). 

Loftið sem kemur inn um munn og nef þess sem andar fer eftir barkanum niður 

meginberkjuna sem skiptist síðan í tvennt; vinstri og hægri berkjugreinarnar sem færa hvoru 

sínu lunganu loft. Þessar berkjugreinar greinast síðan niður í minni berkjugreinar sem færa 

loft til annars vegar tveggja hluta vinstra lungans og hins vegar þriggja hluta hægra lungans. 

Þessar minni berkjugreinar klofna síðan sífellt niður í minni og minni loftganga og enda að 

lokum í endaberkjungunum (e. terminal bronchiole) sem leiða loftið í lungnablöðrurnar (e. 

alveolar sacs) (Moore and Dalley, 1999). 

Í lungnablöðrunum fer aðal lungnastarfssemin fram; loftsskiptin á súrefni og 

koltvíoxíði. Loftskiptin verða yfir tvöfalt frumulag, í lungnablöðrunni yfir einfalt lag af 

lungnaþekjufrumum og grunnhimnu og síðan yfir grunnhimnu og einfalt lag af 

æðaþekjufrumum í háræðunum sem umlykja lungnablöðrurnar (Guyton and Hall, 2000). 

Lungnablöðrurnar búa yfir talsverðri þangetu (e. compliance) sem er annars vegar 

vegna teygjanleika lungnavefjarins og svo hinsvegar vegna yfirborðsspennu vökvans í 

lungnablöðrunum. 
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Teygjanleiki lungnavefjarins kemur til vegna kollagen og elastín þráða sem strekkist á 

við þenslu lungans. Þessir þræðir halda þannig á móti strekkingunni og mynda teygjukrafta 

sem leitast við að koma þráðunum og þar með blöðrunum aftur í óstrekkt ástand (Guyton and 

Hall, 2000). 

 

1.3 Þekjuvefur öndunarfæra 

Loftvegunum er oft skipt í tvennt; efri loftvegi (sem eru loftvegirnir frá munni og nefi niður 

að endaberkjungum) og neðri loftvegi (neðan við endaberkjunga) þar sem loftskiptin fara 

fram (Sircar, 2008; Stevens and Lowe, 2005).  

Þekjan í öndunarvegunum er talsvert breytileg eftir staðsetningu og því hlutverki sem hún 

gegnir á hverjum stað. 

Efri hluti loftveganna samanstendur að mestu leyti af stuðlaþekjufrumum í bifhærðri 

sýndarlagskiptri þekju (e. pseudostratisfied), þar sem frumurnar eru þó allar tengdar 

grunnhimnunni. Talið er að þessar frumur eigi uppruna sinn í grunnfrumum (e. basal cells) í 

yfirborðsþekjunni (Evans et al., 1989).  

Þessi þekja er mjög mikilvæg í vörnum lungans gegn ryki, óhreinindum og bakteríum 

(Antunes and Cohen, 2007). 

Slímlag liggur yfir allri öndunarþekjunni, þetta slím kemur úr stökum bikarútseytifrumum (e. 

goblet cells) og úr berkjungsútkirtilfrumum (e. clara cells) eða úr litlum hálaslím (e. serous 

mucinus) kirtlum sem eru staðsettir ofarlega í loftvegunum. 
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Mynd 1 Fjölbreytt frumuflóra með margvíslega eiginleika er til staðar í öndunarfærunum. Mynd fengin 

frá (Magnusson et al., 2011) 

Bikarútseytifrumur framleiða og seyta slími í holrými berkjanna, slímið virkar verndandi á 

þekjuna, með því að veiða aðskotahluti sem berast niður með andrúmslofti. Síðan taka 

bifhærðu frumurnar við og færa þessa hluti upp öndunarveginn. Talið er að bikarútseytifrumur 

komi frá grunnfrumum, en hafi jafnvel þann eiginleika að geta endurmyndað sig sjálfar 

(Evans et al., 1989).  

Grunnfrumurnar eru dreifðar um efri loftvegina og hafa stofnfrumueiginleika (De Proost et 

al., 2009) Þær ná ekki út að holinu heldur mynda sterk hálfhalddepilstengi (e. 

hemidesmosome) við grunnhimnuna og halda síðan í stuðlaþekjufrumurnar sem eru utar. 

Grunnfrumunum fækkar eftir því sem neðar dregur í öndunarvegunum (Evans et al., 1989; 

Evans et al., 2001; Hicks et al., 1997). 
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Í smærri loftvegunum eins og í berkjungunum (e. bronchioles) eru berkjungsútkirtilsfrumur 

(e. clara cells) taldar vera forverarnir eða stofnfrumurnar (Reynolds and Malkinson, 2010). 

Lungnataugakirtilfrumur (e. pulmonary neuroendocrine) eru ítaugaðar frumur sem hafa 

hlutverk í stjórn öndunar. Við örvun frá taugakerfinu seyta þær serótóníni, gastrín tengdu 

peptíði (e. gastrin related peptide) innan bombesin fjölskyldunnar og calcitóníni (Pan et al., 

2006). Taugakirtilfrumurnar eru dreifðar um berkjuþekjuna og talið er að þær hafi einhverja 

stofnfrumueiginleika (De Proost et al., 2009). 

Í sjálfri öndunarþekjunni í lungnablöðrunum eru aðallega tvær gerðir af þekjufrumum, I og II. 

Þó frumur af gerð I séu einungis um 40% af fjöldanum af frumunum í lungnablöðrunum þá 

þekja þær þó 95% af yfirborðinu þar. Aðalhlutverk týpu I frumnanna er að gera loftskiptin 

möguleg (Anthony and Thibodeau, 1987; Junqueira and Carneiro, 2005; Stevens and Lowe, 

2005). 

Töluverður munur er á týpu I og II lungnablöðrufrumunum í útliti, á meðan týpa I er flöt og 

þunn er týpa II kringlótt og staðsett í gleiðari hornum blöðrunnar nálægt berkjunum. Týpu II 

lungnablöðrufrumurnar þekja 5% af lungnablöðrunni en aðalhlutverk þeirra er að mynda og 

seyta yfirborðsvirku lungnablöðruseyti (e. surfactant) sem þekur blöðrurnar að innan. Þetta 

efni hindrar samfall blaðranna við útöndun, með því að minnka yfirborðsspennuna, einnig 

auðveldar efnið þenslu blaðranna við innöndun. Einn mjög áhugaverður eiginleiki týpu II 

frumna er sá að geta myndað týpu I frumur (Anthony and Thibodeau, 1987; Fehrenbach et al., 

1999; Junqueira and Carneiro, 2005; Stevens and Lowe, 2005).  

1.4 Ferill eðlilegrar öndunar 

Ástæðan fyrir því að lífverur þurfa að anda er til að geta myndað ATP úr lífrænum 

samböndum. ATP er orku gjaldmiðill lífvera, án hans er ekkert líf (Lee et al., 1981). 

 Öndun fer undir eðlilegum kringumstæðum fram sjálfvirkt án þess að einstaklingurinn 

þurfi að hugsa um það. Einstaklingurinn getur þó haft mikil áhrif á hana, bæði til aukningar 

sem getur endað í oföndun, en einnig getur hann haldið niðri í sér andanum í takmarkaðan 

tíma.  

Eðlileg öndunartíðni er u.þ.b. 12 sinnum á mínútu. Innöndun tekur um 2 sekúndur og 

útöndun um 2-3 sekúndur í eðlilegum andardrætti (Guyton and Hall, 2000). 

Þrýstingur í lungnablöðrum miðað við umhverfið þegar loft er hvorki að flæða inn né útúr 

lungunum er 0 cm H2O, þ.e.a.s. hið sama og loftþrýstingur umhverfis einstaklinginn. Við 

þessar aðstæður í lok útöndunar þá er jafnvægi milli krafta lungans að vilja falla saman og 
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brjóstkassans að vilja þenjast út. Til þess að innöndun eigi sér stað þarf þrýstingurinn að falla 

niður fyrir 0 cm vatns. Til að draga inn um 0,5 L lofts í lungun fer þrýstingurinn í -1 cm vatns. 

Í útöndun verður þrýstingurinn +1 cm H2O miðað við umhverfið og það er nóg til þess að 

0,5 L af lofti flæði út úr lungunum (Guyton and Hall, 2000).  

1.4.1 Innöndun 

Innöndun á sér stað vegna samdráttar í í þindinni sem strekkist, stækkar rúmmálið í 

brjóstkassanum og skapar neikvæðan þrýsting í brjóstholinu. Sjálf lungun þenjast strax út og 

fylgja eftir brjóstholinu því undirþrýstingurinn og samloðunin milli lungnafleiðru og 

brjósthimnu togar í þau. Undirþrýstingurinn sem myndast við þetta í lungunum veldur því að 

loft flæðir inn í þau. Lofttegundir flæða undan meiri styrk í minni. Millirifjavöðvarnir valda 

því að neðri rifin fara út og upp við innöndun og það eykur enn fremur á rúmmál brjóstholsins 

(Guyton and Hall, 2000). 

Við mikla áreynslu eða langt gengna lungnasjúkdóma sem hafa áhrif á flæði lofts í lungun 

styðja aðstoðaröndunarvöðvar við öndunina. Aðstoðaröndunarvöðvarnir í innöndun eru 

rifjaléttir (e. scalenus muscle), höfuðvendir (e. sternocleidomastoideus m.), stóri brjóstvöðvi 

(e. pectoralis major m.), sjalvöðvi (e. trapezius m.) og ytri millirifjavöðvar (e. external 

intercostal m.). 

 

1.4.2 Útöndun 

Við útöndun slaknar á þindinni og millirifjavöðvunum. Við það minnkar rúmmálið í 

brjóstholinu og þrýstingurinn verður meiri í lunganu heldur en í umhverfinu og loftið þrýstist 

út. 

Við mikla öndun þá nægja ekki teygjukraftar (e. elasticity/compliance) lungans til að koma 

loftinu nógu hratt út úr lungunum og þá koma kviðvöðvarnir, sérstaklega réttivöðvi kviðar (e. 

rectus abdominalis m.) að miklu gagni. 

Lungað hefur mikinn teygjanleika (e. elastance/compliance) eða um 200ml af lofti fyrir hverja 

1 cm H2O aukningu á þrýstingi í lunganu (Guyton and Hall, 2000). 

En teygjueiginleikar öndunarkerfisins þegar stífleiki brjóstkassans er tekinn með í reikninginn 

er helmingi minni eða um 110 ml af lofti fyrir hverja 1 cm H2O hækkun (Guyton and Hall, 

2000). 
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1.4.3 Utanaðkomandi öndunaraðstoð 

Í raun er mjög langt síðan að maðurinn áttaði sig á því að hægt væri að halda lífi í 

tilraunadýrum sem voru hætt að anda, með því að blása lofti ofan í lungun á þeim. 

Highmore ritaði greinina Corporis humani disquisitio anatomica árið 1651 og lýsir þar að 

hann hafi haldið lífi í tilraunadýri í stutta stund með því að blása lofti í það. Vísindamaður að 

nafni Croune sýndi árið 1664 í London Royal Society hvernig hann hélt lífi í kjúklingum sem 

búið var að kyrkja. Fyrsta skráða tilfellið þar sem manneskja var lífguð við með munn við 

munn aðferðinni gerðist árið 1744, skráð af Tossach (Baker, 1971). 

En menn fóru ekki að nýta sér yfirþrýstingsöndunarmeðferð skipulega fyrr en 1952 í 

lömunarveikifaraldri sem geisaði þá í Evrópu (Fuchs, 1988). 

Áður höfðu svokölluð járnlungu og undirþrýstingsklefar komið fram, en þær meðferðir duga 

yfirleitt ekki þegar um sjúkdóm í lungnavef er að ræða. Fyrstu undirþrýstingstækjunum var 

lýst á fyrri hluta 19. aldar og nokkur voru framleidd skömmu síðar, en 1928 fór í framleiðslu 

fyrsta gerðin sem komst í almenna notkun á spítölum (Fuchs, 1988).  

 

1.4.3.1 Undirþrýstings öndunarvélar (e. negative pressure ventilators)  

Undirþrýstings öndunarvélar eru það sem hefur stundum verið kallað járnlungu. Slíkar 

öndunarvélar byggja á hylki sem umlykur brjósthol og framköllun undirþrýstings innan þess í 

örfáar sekúndur veldur því að brjóstkassinn þenst út og lungun fyllast af lofti. Eðlilegum 

þrýstingi er síðan sleppt á og loftið leitar út úr lungunum. Þetta er endurtekið sífellt og þannig 

er lofti komið ofan í einstakling sem ekki getur andað. 

Þessar öndunarvélar voru notaðar áður fyrr í meðferð sjúklinga með lömunarveiki, en 

nú til dags eru undirþrýstings öndunarvélar nánast ekkert notaðar og þá eingöngu hjá 

sjúklingum með taugavöðvarýrnunarsjúkdóma og tækin hafa minnkað mikið að stærð og eru 

meðfærilegri en þau voru í lömunarveikifaraldrinum sem geisaði á árunum í kringum og eftir 

seinni heimsstyrjöldina (Fuchs, 1988). 

 

1.4.3.2 Yfirþrýstings öndunarvélar (e. positive pressure ventilators)  

Yfirþrýstings öndunarvélar eru mest notuðu öndunarvélarnar í heiminum í dag. Vélarnar 

vinna þannig að þær dæla lofti (iðulega er aukið súrefni í því lofti sem er gefið miðað við 

andrúmsloft) niður í lungu sjúklingsins og þrýsta þannig lungunum út innan frá. Við útöndun 

er þrýstingurinn minnkaður og þá tæmast lungun að sjálfu sér vegna samdráttareiginleika 
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þeirra. Þetta er síðan endurtekið með þeirri tíðni sem er sem næst eðlilegri öndunartíðni 

einstaklingsins. Sá grundvallarmunur milli eðlilegrar öndunar og vélarmeðferðar er að eðlileg 

öndun líkamans fer þannig fram að lungun þenjast út og soga þannig loftið inn, en 

yfirþrýstings öndunarvélar þrýsta lofti inn sem þenur út lungun. Þegar þessi munur er hafður í 

huga kemur það ekki á óvart að yfirþrýstings öndunaraðstoð er tengd við lungnaskemmdir 

(El-Khatib and Bou-Khalil, 2008; Plataki and Hubmayr, 2010; Villar et al., 2011a). 

Margar mismunandi aðferðir hafa þróast til að framkvæma yfirþrýstings öndunaraðstoðina, 

þær miða flestar að því að lágmarka þann skaða sem getur orðið vegna aðstoðarinnar.  

Nýjustu gerðir öndunartækja taka mið af getu sjúklingsins og nota einungis 

lágmarksþrýsting til þess að koma lofti í sjúklinginn (Boldrini et al., 2012). Reynt er einnig að 

vinna markvisst að því að sjúklingurinn sé eins stutt á öndunarvélarmeðferðinni og hægt er.  

Þær skiptast gróflega í ífarandi og ekki ífarandi yfirþrýstingsmeðferðir. 

Ekki ífarandi yfirþrýstingsöndunaraðstoðin skiptist í CPAP (e. continuous positive 

presssure support) og BiPAP (e. bilevel positive pressure support)  

CPAP eykur þrýstinginn við alla öndunina, en lætur sjúklinginn sjá um að stjórna 

önduninni, en af því að þetta er við meiri þrýsting minnkar vinna sjúklingsins við öndun og 

FRC (e. functional residual capacity) lungna eykst. BiPAP virkar alveg eins og CPAP, nema 

BiPAP hjálpar til við innöndunina með því að þrýsta inn lofti á sama augnabliki og þegar 

sjúklingurinn hefur innöndun (Jaitovich et al., 2008). 

Ífarandi yfirþrýstingsöndunaraðstoð, stjórnar algjörlega innöndun og öndunartíðninni. En 

sjúklingurinn getur þó haft áhrif á öndunaraðstoðina, á þann hátt að ef hann nær að hefja 

andardrátt af eigin rammleik fylgir öndunarvélin þeim rytma og þrýstir inn lofti til að klára þá 

innöndun.  

Tvær helstu gerðir ífarandi öndunarvélarmeðferðar eru þrýstingsstýrð og rúmmálsstýrð 

öndun. 

Við þrýstingsstýrða öndun er ákveðnum þrýstingi beitt umfram þann lágmarksþrýsting sem 

haldið er gegnum alla öndunina. Þessum þrýstingi umfram lágmarksþrýstinginn er stjórnað 

nákvæmlega.          

 Rúmmálsstýrð öndun virkar á þann hátt að ákveðnum lágmarksþrýstingi er haldið í 

útöndun en síðan er eins miklum þrýstingi og þarf til að ná ákveðnu rúmmáli inn í lungun 

beitt í innöndun. Því er þrýstingnum sjálfum ekki nákvæmlega stjórnað og hann getur í raun 

orðið talsvert meiri en í þrýstingsstýrðri öndun. Þetta er til þess að tryggja að sjúklingurinn fái 
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örugglega næg loftskipti þrátt fyrir breytingar í ástandi lungans (Ingber, 2003; Ridge et al., 

2005). 

 Við öndunarvélarmeðferð er togið sem lungnaþekjufrumurnar verða fyrir af tvíása gerð 

þegar tognar á grunnhimnunni (Tschumperlin and Margulies, 1998). Tvíása(e. biaxial) 

álagshimna var því notuð í tilaunum okkar. 

 

1.5 Brátt andnauðarheilkenni ARDS 

Brátt andnauðarheilkenni (e. acute respiratory distress syndrome ARDS) er mjög algeng 

ástæða fyrir ífarandi öndunarvélaraðstoð. ARDS var talinn vera sjúkdómur sem lýsti sér með 

einsleitum skemmdum í lunganu, en á síðari hluta 9. áratugar síðustu aldar kom í ljós með 

tilkomu betri tölvusneiðmynda af lungum að skemmdirnar væru ekki einsleitar. Ákveðin 

svæði í ARDS lungum eru vel loftuð, önnur illa loftuð og sum svæðin hafa ekkert loftflæði 

(Gattinoni and Pesenti, 2005; Plataki and Hubmayr, 2010). 

 Nýleg rannsókn sem var kynnt á veggspjaldakynningu vísinda á vordögum sýndi fram 

á töluverða minnkun í dánartíðni ARDS á árunum 1988-2010. En þá lækkaði dánartíðnin hér 

á landi vegna ARDS um 1 % á ári úr 37% árið 1988 (Martin Ingi Sigurðsson et al., 2012) . 

Ástæður þess eru taldar vera bætt öndunarvélarmeðferð meðal annars vegna birtingar 

rannsókna sem sýndu á óvéfengjanlegan hátt að öndunarvélarmeðferð með minna 

andrýmdarrúmmáli skilaði sér í aukinni lifun (2000). 

Flestir sjúklingar sem deyja vegna ARDS deyja vegna fjöllíffærabilunar(e. Multiple-

system organ failure notum hér eftir MSOF) frekar en vegna of lítils súrefnis (e. hypoxia) 

(Dos Santos and Slutsky, 2000). 

Talið er að öndunarvélaraðstoðin geti verið hluti af orsökinni fyrir þessari háu dánartíðni 

meðal ARDS sjúklinga meðal annars með því valda allsherjar bólgusvari (systematic 

inflammatory response syndrome, SIRS) og MSOF (Sessler et al., 1996; Slutsky, 1999; 

Slutsky and Tremblay, 1998). Einnig getur öndunarvélarmeðferðin gert lungun viðkvæmari 

fyrir sýkingum (Pugin et al., 2008; Villar et al., 2011a). 

Ábending fyrir ífarandi öndunarvélarmeðferð klínískt væri þegar hlutþrýstingur súrefnis í 

slagæðblóði færi undir 60mmHg, hlutþrýstingur CO2 yfir 50mmHg og öndunartíðnin yfir 

35x/mín, auðvitað hefur ástand sjúklingsins einnig mjög mikið um það að segja.   

 



  

17 

 

1.6 Skemmdir vegna öndunarvélaraðstoðar (e. Ventilator induced lung injury 

VILI) 

Í þeim sem fá öndunarvélarmeðferð þá verða 5-15% af sjúklingum fyrir lungnaskemmdum 

af völdum meðferðarinnar (e. Ventilator induced lung injury) og skemmd vegna 

öndunarvélarmeðferðar hefur dánartíðni upp á 34-60% í sjúklingum með ARDS (Haake et al., 

1987; Parker et al., 1993; Ware and Matthay, 2000)  

Komið hefur í ljós að það virðist vera skýr munur á lifun sjúklinga með bráða 

lungnaskemmd (ARDS og ALI) eftir því hvort sjúklingar fengu öndunarvélarmeðferð með 12 

ml/kg andrýmd (e. tidal volume) eða 6 ml/kg andrýmd, eftir því sem rúmmálið er meira því 

meiri er þrýstingurinn sem verkar á lungnablöðrurnar (2000). Rannsóknin var stöðvuð þegar 

bráðabirgðaniðurstöður sýndu að dánartíðnin var 22% lægri í hópnum sem var á hófsamari 

andrýmdarmeðferðinni (2000). 

Yfirþrýstings öndunarvélarmeðferð er mjög mikilvæg meðferð og virkar þannig að hún 

opnar samfallnar lungnablöðrur og minnkar þannig hjástreymi innan lungans og bætir 

súrefnisflæðið í lungunum í lungnasjúkdómum (Falke et al., 1972) 

En meðferðin hefur líka slæm áhrif sérstaklega þegar of miklum þrýstingi er beitt. Dæmi 

um slæm áhrif yfirþrýstingsmeðferðar er aukinn vökvi í lungunum, ofþensla og versnun 

loftskiptahæfileika lungablaðranna og myndun auðra svæða í lungunum (Bo et al., 1977). 

Einnig getur yfirþrýstings öndunarvélarmeðferð minnkað bláæðabakflæði og aukið viðnám í 

hægri sleglunum og þannig valdið lækkun í blóðþrýstingi (Wheeler and Bernard). Hættan 

eykst einnig á sýkingum, bæði lungnasýkingum og blóðrásarsýkingum (e. sepsis) og talið er 

að sýrustigsbreyting sem verður við öndunarvélarmeðferð geti verið hluti af orsökinni (Pugin 

et al., 2008). 

Einnig kemur það fyrir að einstaklingar fái fjöllíffæraskemmdir (MSOF) í kjölfar 

öndunarvélarmeðferðar, vegna kerfisbólgusvars (Villar et al., 2011a). Menn deila nú um það 

hvort til séu einhver mörk þrýstings sem ekki valda skemmdum á lungnavefinn. 

 

1.7 Leit að skýringum á skemmdum vegna öndunarvélarmeðferðar  

1.7.1 Þrýstings- og rúmmálsáverka kenningar 

Hugtakið þrýstingsáverki hefur verið notað til að lýsa beinum skemmdum sem verða vegna 

mikils þrýstings í lungnavegunum, þessar skemmdir geta komið fram sem rof í þekjunni, sem 

loftbrjóst (e. pneumothorax) og lungnahrun (e. atelectasis). Einnig verða bólgu og 
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bandvefsmyndanir á lungunum (Dos Santos and Slutsky, 2000; Gattinoni et al., 2010; Plataki 

and Hubmayr, 2010; Pugin et al., 2008; Taniguchi et al., 2010; Villar et al., 2011a; Wheeler 

and Bernard). 

Eftir 1980 fóru menn að draga í efa að einungis væri hér um beinar skemmdir vegna þrýstings 

að ræða (Dreyfuss et al., 1988). 

Rúmmálsáverka kenningin byggir á því að skemmdirnar verði vegna 

rúmmálsaukningarinnar en ekki vegna þrýstingsins. Gerðar voru tilraunir á heilbrigðum 

rottum þar sem bundið var um brjóstkassann þannig að hann gæti ekki þanist út og annar 

hópur af rottum hafður til samanburðar með óbundinn brjóstkassa. Þrýstingurinn sem var 

notaður var sá sami en í ljós kom að mun minni lungnaskemmdir komu fram í hópnum þar 

sem búið var að binda um lungað á rottunum. Hér var eini munurinn í andrýmdinni, en ekki í 

þrýstingnum (Dreyfuss et al., 1988). 

Þess vegna var í raun talið að um væri að ræða skemmdir vegna rúmmáls en ekki þrýstings 

(Gattinoni et al., 2010).  

Ástæðan fyrir þessu er að þveraður lungnaþrýstingur hjá rottunum með bundið um 

brjóstkassann breytist lítið miðað við eðlilega öndun (án aðstoðar háþrýstingsöndunarvélar) 

því það er mikill þrýstingur á brjóstkassann. Hins vegar þegar brjóstkassinn getur hreyfst 

eðlilega og rottan er á öndunarvélarmeðferð er orðinn mikill munur á þrýstingnum í lungunum 

og utan við þau. Þessu má líkja við skemmdir sem verða hjá köfurum vegna mikils þrýstings 

lofts sem þeir anda að sér en minni að utan þegar þeir fara hratt upp á yfirborðið (Gattinoni et 

al., 2010). 

Þetta sýnir að í raun er enginn munur á rúmmáls og þrýstingsáverka kenningum, allt 

snýst þetta á endanum um þrýsting og þenslu á yfirborðsþekjunni og aðlægu æðaþeli í 

lungunum. En þrýstings- og rúmmálsáverkakenningarnar útskýra einungis beinu skemmdirnar 

sem vélræna öndunin veldur, ekki óbeinu skemmdirnar sem geta orðið um allan líkamann og 

koma í ljós sem fjöllíffærabilun.  

Þá fóru menn að velta fyrir sér hlutverki bólgumiðla varðandi bæði staðbundnar og fjarlægar 

skemmdir og hugtakið bólguáverki (e. biotrauma) varð til. 
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1.7.2 Bólguáverki 

Sýnt hefur verið fram á aukningu á losun bólgumiðla bæði in vitro, ex vivo og in vivo á 

dýrum og talið er að aukið gegndræpi í lungnablöðrunum við skemmdirnar hleypi þessum 

bólgumiðlum út í blóðrásina og valdi þannig fjöllíffærabilun (Halbertsma et al., 2005).

 Meira magn IL-6 og IL-8 í blóði var tengt við hækkaða dánartíðni og alvarlegri 

sjúkdóm (Gattinoni et al., 2010). Öndunarvélarmeðferð með lágri andrýmd (e. low tidal 

volume) var tengd við hraðari temprun bólgusvarsins (Parsons et al., 2005a; Parsons et al., 

2005b). Í framhaldi af því hafa menn sýnt fram á minni myndun ýmissa bólgumiðla (IL-1, IL-

1β, IL-6, IL-8 og TNF-α) í lungnum þegar notast er við meðferð með lágri andrýmd borið 

saman við meiri andrýmd (Ranieri et al., 1999). Einnig mældist marktæk meiri aukning á 

TNF-  og IL-6 í viðmiðunarhópnum með hefðbundinni andrýmd miðað við minni andrýmd 

(Ranieri et al., 1999). Í rannsóknum með einangraðar lungnafrumur í síendurtekinni 7% 

tognun jókst losun á TNF-α, IL-6, IL-8 og MMP-9 (Pugin et al., 1998). Aðaluppistaðan af 

bólgumiðlunum kom frá makrófögunum í lungunum, sem tengdust aukningu á 

umritunarþættinum NFκB (Held et al., 2001). 

Hluti af skýringunni á MSOF gæti verið í gegnum stýrðan frumudauða fjarri 

staðsetningu áreitis vegna öndunarvélarmeðferðarinnar, þar er dauðabindillinn FasL 

hugsanlega hluti af skýringunni. Þessar kenningar komu fram við öndunarvélarmeðferð á 

kanínum sem olli stýrðum frumudauða í þekjufrumum nýrna og smáþarma (Imai et al., 2003). 

  Talið er að stærri hluti af skýringunni á MSOF sé í gegnum aukningu á bólgumiðlum 

bæði svæðisbundið í lungunum og líka í blóðrásinni, sýnt hefur verið fram á þetta í mönnum 

og rottum (Chiumello et al., 1999; Ranieri et al., 1999; Tremblay et al., 1997; von Bethmann 

et al., 1998). 

Einnig getur orðið skerspenna ef ekki nægum þrýstingi er haldið í gegnum alla 

öndunina, skerspennan verður þegar þarf endurtekið að opna upp samfallnar lungnablöðrur. 

Fríir súrefnis radíkalar geta líka valdið miklum skemmdum en þeir koma aðallega ef verið er 
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að gefa súrefni í hærri skömmtum en í andrúmsloftinu (Fanelli et al., 2011).

 

Mynd 2 Öndunarvélartengdur áverki á lungu X-ás segir til um þrýstinginn, Y ás um rúmmálið sem notað er 

við öndunarvélarmeðferð. Innan gulu línanna er hagstæðasta rúmmáls og þrýstingsmeðferðin fyrir 

sjúklinginn, teikning fengin frá Sigurbergi Kárasyni og birt með góðfúslegu leyfi hans. 

1.8 Skynjun og miðlun togálags í frumum lungans 

1.8.1 Skynjun togálags 

Til þess að fruman geti brugðist við togálagi þarf hún að skynja álagið. Lykilþættir í 

togskyninu eru taldir vera integrinin, punkt tengisvæði (e. focal adhesion plaques) og 

frumustoðgrindin (Pugin, 2003). 

Integrin tilheyra fjölskyldu himnupróteina sem koma saman í focal adhesion skellum, 

aðalhlutverk þeirra er að tengja frumur við utanfrumuefnið og grunnhimnur. Í mikilli nálægð 

við þau eru efni sem tengja örþræðina og píplurnar við frumuhimnuna, dæmi um þau eru 

Vinculin, FAK (e. focal adhesion kínasi) og paxillin (Pugin, 2003; Zamir and Geiger, 2001). 

Breytingar á integrini verða við tog, sem leiða til virkjunar á FAK og MAP kínasa sem á 

endanum valda virkjun á prótein kínasa A og fosfatidýlinósítól 3 kínasa boðleiðum (Banes et 

al., 1995). 
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Frumustoðgrindin 

Talið er að frumustoðgrindin sjálf geti að einhverju leiti skynjað ytra áreiti eins og tog. Þegar 

aktín örþræðir og örpíplunetið eru toguð, geta þau virkjað sömu boðleiðir og integrínin í 

gegnum sameindir sem tengdar eru við stoðgrindina (Shafrir and Forgacs, 2002). 

Togvirkjuð jónagöng 

Innflæði jóna úr tognæmum jónagöngum geta komið af stað boðum um togálag á frumunni. 

En einnig eru þau talin geta miðlað beint auknu gegndræpi himnunnar (Dos Santos and 

Slutsky, 2000). 

 

Mynd 3 Gróft yfirlit yfir mikilvæga þætti í miðlun togálags og tengsl við IL-8 seytun, aðlöguð mynd frá 

(Pugin, 2003). 

1.8.2 Miðlun togálags 

Talið er að MAP kínasa boðleið sé lykill í að miðla boðum til kjarnans og hvetja umritun í 

kjölfar skynjunar togálags (Oldenhof et al., 2002). 

MAP kínasar eru boðensím sem virkjast við fosfórýleringu ofar í boðleiðinni í svari við 

miklum fjölda af utanfrumuboðum t.d. frá vaxtarþáttum, bólgumiðlum, bakteríuefnum, efna 

áreiti og lífeðlislegu álagi. Afmyndun frumunnar getur líka virkjað MAP kínasa boðleiðir 

(Peverali et al., 2001). MAPK boðleiðin hefur mikil áhrif í stjórnun ýmissa hluta 

lífsnauðsynlegrar frumustarfssemi, eins og frumufjölgun, bólgusvari og stýrðu frumudrápi. 

Lokaafurðir MAP kínasa ferilsins eru umritunarþættir sem fara í kjarnann og bindast 

sérstökum stýrisvæðum og stjórna þannig genaumritun (Peverali et al., 2001). 
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Vaxtarþættir örva vaxtarþáttaviðtaka en einnig utanfrumu boðtengda kínasa (e. 

Extracellular signal-related kinase) en ýmislegt áreiti bæði efna og álags veldur virkjun á 

svokölluðum stress kínösum JNK og p38, það hefur sést í frumulínum við síendurtekið 

togálag (Martineau and Gardiner, 2001). Í rannsókn með togaðri berkjuþekjulínu kom í ljós að 

ERK, JNK og p38 voru mjög hratt fosfóríleruð eftir upphaf togálagsins. P38 hindri kom í veg 

fyrir togmiðlaða frumuvirkjun. Lyfjafræðihindri á ERK boðleiðinni hindraði þó einungis að 

hluta losun bólgumiðla í rottulungum við öndunarvélarmeðferð (Underwood et al., 2000). 

Svo virðist sem c-fos sameindin virkjist við öndunarvélarmeðferð, en hún er líka 

mikilvægur hlekkur í MAPK boðleiðinni (Tremblay et al., 1997; Ying et al., 2006). 

Umritunarþáttinn NFκB í svari við frumutogi hefur reynst erfitt að sýna fram á, m.a. vegna 

skorts á sérhæfðum hindrum gegn honum. 

Álagið sem lungnafrumurnar verða fyrir í sjúklingum á öndunarvélarmeðferð er ekki 

einungis beint síendurtekið tog heldur einnig í gegnum bólgumiðla, fría radíkala, nitur oxíð og 

próteasa, en þessir þættir hafa allir áhrif á tjáningu gena (Fan et al., 2001). 

Áhrifin á umritun gena er því samspil mjög margra þátta og erfitt er að spá fyrir 

nákvæmlega um áhrifin á tjáningu þeirra. Samspil umritunarþátta getur leitt til aukningar á 

umritun en einnig til minnkunar (Evans et al., 2001).      

 Eins og hér að ofan hefur komið fram eru margar mismunandi sameindir í frumunni 

sem hafa verið tengdar við miðlun álags (e. mechanotransduction) og eða verða fyrir áhrifum 

af álagi. Þar á meðal eru tognæm jónagöng, caveolae himnuflekar, integrín 

viðloðunarsameindir, cadherin millifrumutengi, vaxtarþáttaviðtakar, myosin mótorar, 

frumustoðgrindar örþræðir, utanfrumuefni og ýmsir aðrir frumuhlutar og boðefni (Ingber, 

2006).  

Við ákváðum að skoða frekar breitt svið af þáttum sem hafa verið tengdir við togálag. Með 

ofangreind atriði í huga var ákveðið að lita með flúrljómandi mótefnum fyrir f-aktíni, 

frumukeratini 14, β4-integrini, EGF viðtaka, β-catenini, N-cadherini, E-cadherini, LL-37, og 

Vímentíni. 
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Mynd 4 Helstu þættir sem miðla togálagi, mynd aðlöguð frá (Ingber, 2006) 

 

1.9 Frumulínurnar A549 og VA10 

1.9.1 A549 

A549 frumulínan var einangruð úr meinvarpi lungnakirtilfrumukrabbameins 58 ára gamals 

manns árið 1972.  

A549 frumulínan framleiðir lungnablöðruseyti (e. surfactant), sýnir fjölblaðastrúktúra (e. 

multilamellar bodies) og myndar tiltölulega mikið magn af ómettuðu lesitíni sem bendir til 

þess að frumulínan sýni týpu 2 eiginleika. A549 frumurnar mynda samfellt einnar frumu 

þykktar lag í rækt en svo virðist sem hún geti hrannast að einhverju leyti upp. Frumulínan er 

mjög mikið notað líkan í lungnafrumurannsóknum utan líkamans. Upphaflegu A549 

frumurnar höfðu 61 litning vegna tvöföldunar á einstökum litningum (Lieber et al., 1976).  

Ástæðan fyrir því að við notumst við A549 frumur er sú að hún hefur margsinnis verið 

toguð og svar hennar því vel þekkt og gefur okkur því ákveðið viðmið í þessum fyrstu 

rannsóknum okkar. Einnig líkir hún vel eftir lungnablöðrufrumum af gerð II og þær eru taldar 

mjög mikilvægar í VILI sjúkdómsferlinu (Desai et al., 2007; Hammerschmidt et al., 2004; 

Tschumperlin et al., 2000; Vlahakis et al., 1999). Þess utan er A549 mjög auðræktanleg 

fruma. 
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1.9.2 VA10 

VA10 frumulínan var búin til með því að sýkja lungnaþekjufrumur með retróveirum sem 

innrituðu E6 og E7 æxlisgenin inn í frumurnar, þetta olli því að frumulínan getur skipt sér 

endalaust í rækt (Halldorsson et al., 2007). 

VA10 frumulínan tjáir ýmis frumukeratín (e. Cytokeratin CK) eins og frumukeratinin 

5, 13, 14, 17, holkeratin (e. luminal keratin) 18 og umritunarþáttinn p63 sem einkennir 

stofnfrumur í mörgum líffærum og er því talin hafa grunnfrumu svipgerð með 

forverafrumueiginleika (Halldorsson et al., 2007).  

Aldrei áður hefur togálagi verið beitt á VA10 frumulínuna en þó hefur það verið skoðað í 

línum með eiginleika berkjuþekju. Berkjuþekjulínur hafa m.a. sýnt aukna tjáningu á 

bandvefspróteinum við tog (Cabrera-Benitez et al., 2012), en einnig sýna þær aukna tjáningu 

á IL-8 (Oudin and Pugin, 2002). 

Ástæðan fyrir því að þessi frumulína varð fyrir valinu er sú að mikil reynsla og 

þekking á henni er til staðar á rannsóknarstofunni í stofnfrumufræðum og frumulínan líkir vel 

eftir berkjuþekjufrumum í líkamanum. VA10 hefur þann kost fram yfir A549 að hún er ekki 

upprunnin úr stökkbreyttum krabbameinsfrumum heldur beint úr eðlilegum vef. VA10 

frumulínan er þess utan ekki súpa einstofna dótturfruma einnar æxlisfrumu eins og A549 

heldur blanda fruma með stofnfrumueiginleika og dótturfruma þeirra, þetta hefur bæði ókosti 

og kosti í för með sér (Halldorsson et al., 2007; Lieber et al., 1976).  
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1.10 Markmið rannsóknarinnar  

Öndunarvélarmeðferð með yfirþrýstingi veldur álagi á þekjuvef lungna og getur leitt til 

vefjaskemmda. Skemmdirnar geta orsakað viðvarandi bólguviðbragð og bólgumiðlar og 

örverur átt greiða leið í blóðrásina og í kjölfarið valdið fjöllíffærabilun.  

Viðbrögð hinna einstöku lungnavefja við slíku þrýstingsálagi er ekki fyllilega þekkt né 

hvaða frumugerðir eru viðkvæmastar fyrir þrýstingsálaginu (Dos Santos and Slutsky, 2000; 

Gattinoni et al., 2010; Plataki and Hubmayr, 2010; Pugin et al., 2008; Villar et al., 2011a; 

Wheeler and Bernard). 

Markmið verkefnisins var að setja upp og þróa líkan til að framkalla áhrif 

öndunarvélarmeðferðar á lungnaþekjufrumur og rannsaka afleiðingar slíkrar 

meðferðar fyrir frumurnar.  

Annars vegar var notast við frumugerðina A549 sem komin er frá lungnablöðrufrumum af 

gerð 2 úr kirtilþekjukrabbameini (e. adenocarcinoma) og hins vegar VA10 sem á uppruna sinn 

í grunnfrumum eðlilegrar berkju. 

Í verkefninu voru borin saman viðbrögð A549 og VA10 við togálagi og kannaðar 

svipgerðarbreytingar í frumunum. Sértæk markmið verkefnisins voru að:  

1. Skoða almennar svipgerðarbreytingar frumanna 

2. Kanna tjáningarbreytingar kennipróteina togálags 

3. Mæla breytingar á bólgusvörun frumna 
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2 Efni og aðferðir  

2.1  Tækjalisti 

Tafla 1 Tækin sem notuð voru við gerð rannsóknarinnar 

Tæki Framleiðandi 

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

Skilvinda Hettich Zentrifugen 

Fasasmásjá Leica 

Sogtogari(Flexcell
®
 FX-5000™ Tension 

System) 

Flexcell International Corporation 

Flúrnæm smásjá (e. confocal) Zeiss LSM5 Pasqal 

Víðsjá Leica 

Ljósgleypnimælir Spectramax plus-molecular Devices 

Rafdráttarspennustýrir Hoefer scientific instruments 

Oddysey innrauður skanni LiCOR Biosystems 

Rafdráttarhylki Invitrogen–Life Technologies 

IL-8 Duoset ELISA R and D systems 

Próteineinangrunarsúlur Oasis 

 

2.2  Áhaldalisti 

Tafla 2 Ílát og önnur áhöld sem notast var við 

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

 

6 holu togbakkar (e. BioFlex
®
 Culture Plates) Flexcell International corporation 

Sílikon smurefni Loctite-Henkel corporation 

Bómullarhnoðrar Euro shopper - AMS Sourcing B.V. 

Maxisorp plötur Nunc – Thermo scientific 
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2.3  Efnalisti 

Tafla 3 Helstu efni sem notuð voru við gerð rannsóknarinnar 

Efni Framleiðandi 

LHC-9 Gibco 

DMEM/F12 Gibco 

Penicillin Streptomycin (P/S) Gibco 

FBS Gibco 

PBS SCRU 

Trypsín SCRU 

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 

4-12% grading SDS 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 

Etanól Sigma-Aldrich 

Metanól Sigma-Aldrich 

ToPro3 (Kjarnalitur) Invitrogen 

Fluoromount Sigma-Aldrich 

Nauta kollagen húðunarlausn Advanced Biomatrix 

Próteinstigi(e. Pageruler prestained protein 

ladder) 

Fermentas Molecular Biology Tools 

ELISA buffer, 1% BSA í PBS Ónæmisfræðideild Landspítala 

Háskólasjúkrahús 

TRIS-Elísubuffer Ónæmisfræðideild Landspítala 

Háskólasjúkrahús 

Streptavidin Ónæmisfræðideild Landspítala 

Háskólasjúkrahús 
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2.4  Mótefnalisti 

Tafla 4 Listi yfir mótefnin sem notuð voru við gerð rannsóknarinnar 

Mótefni Klón Tegund Mótefna-

flokkur 

Framleiðandi - 

framleiðslunúmer 
Aktín C4 Mús IgG1 Abcam -ab3280 

β4-integrin 3E1 Mús IgG1 Chemicon 

β-catenin Poly60

01 

Kanína IgG Cell sciences? 

CK-14 LL002 Mús IgG3 Abcam ab7800 

E-cad  Mús IgG2a BD - 610182 

EGFR  Kanína IgG Cell Signaling – 4267S 

F-aktín 

(Phalloidin) 

 Kemur 

samtengt 

Kemur 

samtengt 

Invitrogen–Life Technologies 

LL-37 

(cathelicidin) 

 Kanína IgG Sérsmíðað 

N-cad  Mús IgG1 BD - 610921 

Vímentín V9 Mús IgG1 DAKO – M0725 

 

2.5 Ræktun og viðhald frumna 

Tveim frumulínum var viðhaldið og fjölgað við framkvæmd rannsóknarinnar, annars vegar 

A549 en hins vegar VA10 frumum.  

 

2.5.1 A549 frumulínan 

A549 er eins og lýst var í inngangnum auðræktanleg frumulína. Ætið sem notast var við var 

blanda af DMEM-Ham’s F-12 æti (Gibco, Burlington, Canada) og 10% kálfasermi (e. fetal 

bovine serum, hér eftir kallað FBS). Skipt var um æti á frumunum annan hvern dag. Ætið 

innihélt einnig sýklalyfin Streptomycin og Penicillin í styrknum 50u/ml.  

Frumunum var skipt á nýjar flöskur á 5 daga fresti og það tók þær ekki nema rúman 

sólarhring að verða þéttar (e. confluent) í flöskunni, þó einungis hefði verið sáð einum 

tuttugasta af frumum fyrri flöskunnar.  

 

2.5.2 VA10 frumulínan 

VA10 frumulínan var búin til á SCRU rannsóknarstofunni og hefur svipgerð grunnfruma og 

forverafrumueiginleika. 

VA10 vex töluvert hægar en A549 og var þeim því sáð þéttar í nýjar flöskur; u.þ.b. 1:5. 

Við notuðumst við LHC-9 (Gibco, Burlington, Canada) æti með Streptomycin og Penicillini í 

styrknum 50u/ml. LHC-9 æti er mikið notað æti fyrir berkjufrumulínur, ætið inniheldur ekki 
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sermi. 

VA10 frumum var skipt í nýjar flöskur á 7-10 daga fresti, og þær fengu nýtt æti annan hvern 

dag.  

 

2.6 Undirbúningur fruma fyrir keyrslu í sogtogara 

Frumum var skipt upp á kollagen I húðaða brunna sem hver hefur flatarmál upp á 9,62 cm
2
 og 

sem viðmið á kollagen I húðaðar T12,5cm
2
 flöskur. Þar sem flatarmál þessara íláta er ekki 

jafn stórt var frumum sáð í sama magni á hvern fersentímeter. Það sama var gert með A549 

frumurnar.  

 Vöxtur og skipting VA10 frumnanna var töluvert hægari en A549 og því var VA10 frumunum 

skipt niður á 6 holu bakkana 4 dögum fyrir keyrslu í sogtogaranum úr alveg þéttri T25 flösku, 

en A549 frumunum var skipt niður á bakkana sólarhring fyrir keyrslu. En einnig var VA10 sáð 

þéttar eins og sést á töflu 5 og þannig fengust álíka þétt tilraunaílát af A549 og VA10 þegar 

átti að keyra tækið. 

Tafla 5 Skipting frumna niður á 6 holu bioflex kollagen I bakka og kollagen I húðaðar viðmiðsflöskur. 

 

Bakkarnir voru síðan keyrðir í sogtogara þegar frumurnar þöktu alveg yfirborðið (e. 

confluent) 

 Nýtt volgt æti var sett á frumurnar 15 mínútum fyrir keyrslu, til þess að getað borið seytun 

togaðra fruma saman við seytun frumna sem urðu ekki fyrir togi. 

Myndir voru teknar af frumum í fasakontrast smásjá fyrir og eftir keyrslu til að meta þéttni 

frumnanna. 

 

2.7  Frumutogarinn (e. flexcell/flexercell)  

Tækið sem notast var við að strekkja á frumunum kallast á ensku Flexcell® FX‐5000™ 

Tension System (Flexcell International Corporation, Hillsborough, North Carolina, USA). 

Það vinnur á þann hátt að undirþrýstingi (sogi) er beitt á undirbakka (e. basalplate) sem 

sexholubökkunum er komið fyrir í. Sexholu bakkarnir hafa sveigjanlega sílikon himnu, og 

þeir togast niður við undirþrýstinginn og lenda á fyrirstöðum sem skaga upp úr 

 VA10 A549 

Bioflex brunnur 9,62 cm
2
 Sáð 1:6,7 Sáð 1:33,3 

T12,5 cm
2
 flaska Sáð 1:5,1 Sáð 1:25,6 
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undirbakkanum og valda því að það teygist á himnum í bakkanum (mynd 5). Togið sem tækið 

getur beitt á þessa gerð af bökkum verður mest 26% sem svipar til þess er getur orðið í 

háandrýmdar öndunarvélarmeðferð (Colombo et al., 2008; Wirtz and Dobbs, 2000). 

Eðlileg öndun veldur um 4% línulegri tognun (e. linear elongation) á grunnhimnunni (e. 

basement membrane) (Forrest, 1970). 

Strekking á himnunni með sogtogara líkir eftir álagi öndunarvéla á frumur (Colombo et al., 

2008).  

Takkinn sem himnan lendir á hefur radíus upp á 12,7 mm, en radíus himnunnar er 17,49 

mm á tvíása álagshimnu (e. biaxial strain membrane) sem var gerðin sem varð fyrir valinu 

(Geest et al., 2004).  

 

 

Mynd 5 Þverskurðarmynd af togbrunni. Við ekkert tog (efri mynd), við tog (neðri mynd) framkallað með 

undirþrýstingi. Frumurnar sitja á sílikonhimnu sem teygist á og við það teygist líka á frumunum sem 

voru búnar að festa sig við hana, aðlöguð mynd frá (Colombo et al., 2008) 

 

Tog bakkarnir voru af gerðinni bioflex með sex holum/brunnum með teygjanlegri himnu með 

collagen 1 lagi. Notast var við T12,5 flöskur sem voru húðaður með nautakollageni (PureCol 

Advanced Biomatrix Purified bovine collagen solution) sem viðmið.  

Bioflex bakkinn fer á svokallaða grunnplötu (e. baseplate) inni í hitaskáp. Í grunnplötuna 

liggur slanga í gegnum afturvegg hitaskápsins sem tilraunirnar eru gerðar í, þessi slanga er 
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tengd dælu sem veldur undirþrýstingi í grunnplötunni. Þessi undirþrýstingur orsakar það að 

sex holu bakkinn sogast niður á fyrirstöður í grunnplötunni. Þetta veldur því að það teygjist á 

himnum í brunnum bakkans. 

 

Mynd 6 Sýnir tognun himnunnar eftir staðsetningu. Punktalínan sem gengur lóðrétt í gegnum grafið sýnir 

stærð hringlaga fyrirstöðunnar, hægra megin við línuna er togið því óáreiðanlegt eins og sést 

greinilega á hægra grafinu. Aðlöguð mynd frá (Geest et al., 2004) 

 

2.8 Yfirlit yfir vinnslu sýna eftir keyrslu í frumutogaranum 

Eftir keyrslur var æti safnað af frumum og myndir teknar af þeim í fasakontrast smásjá til 

að bera saman þéttni á frumum í viðmiðunarflöskum og togbrunnum. 

Sýni voru einnig fixeruð og síðan lituð með flúrljómandi litum. Prótein var einangrað frá 

frumum til þess að greina með Western blettun. 

2.8.1 Þrif sílikons neðan af himnu togbakka 

Mikilvægt skref fyrir alla frekari myndvinnslu var að þrífa sílikon smurefnið neðan af 

himnum. Smurefninu var komið fyrir á fyrirstöðunum fyrir keyrslu til að koma í veg fyrir rof 

á himnum. 

Þrifin voru framkvæmd á þann hátt að tekinn var bómullarhnoðri og sílikonið þurrkað af 

himnunni, þessi aðgerð krafðist nokkurra hnoðra og töluverðrar þolinmæði. 

Næsta skref var að bleyta hnoðra í lausn af mildri sápu t.d. handsápu, eða gluggahreinsiefni. 

Síðan var himnan þrifin varlega með þessu, endurtekið þar til himnan var algjörlega laus við 

sílikonið. 

Þar á eftir var yfirborðið hreinsað með afjónuðu vatni og þurrkað með þerripappír án kusks. 



  

32 

 

2.8.2 Einangrun próteina úr æti 

Strax eftir keyrslu var æti safnað af brunnum og kontról flöskum. Ætið var fryst niður við -

20° á C. Þegar kom að því að einangra próteinin var ætið spunnið niður á 12000 snúningum á 

mínútu í 10 mínútur og flotið hirt. Þetta var gert til þess að losna við hluti sem gætu stíflað 

próteineinangrunarsúlur eins og dauðar frumur og stórir frumubútar. Eftir einangrun próteina 

voru þau rafdregin og lituð með Western blettunar aðferðinni (sjá nánar í kafla 2.8.7 Western 

blettun).  

2.8.3 Próteineinangrun úr frumum 

Gerð var próteineinangrun til þess að geta í framhaldinu greint þau prótein sem voru tjáð og 

hvort einhver munur hafi verið á tjáningu þeirra eftir tog. Fyrst voru brunnarnir skolaðir með 

ísköldu PBS-i (fosfat búfferaðri saltlausn) tvisvar, síðan var það sogað upp og afgangurinn 

látinn gufa af. Næst var 150µL af köldum RIPA lysis buffer skellt á brunnana, þannig að 

bufferinn þakkti allar frumurnar. Haft við 4°C á vöggu í 30 mínútur, einangrun próteina úr 

venjulegum flöskum krefst einungis 10 mínútna á ís, en kollagen húðuðu sílíkon himnurnar 

voru sérstaklega erfiðar hvað varðar einangrun próteina.  

RIPA lysis buffer virkar þannig að hann sprengir upp frumur og þannig fæst prótein til 

áframhaldandi greiningar. 

Þá var frumuskafa notuð til að skrapa sprengdu frumurnar og próteinin saman í eitt horn 

brunnsins sem var hallað og síðan var þessi lausn tekin upp með pípettu og flutt í glas og höfð 

á ís í 10 mínútur. 

Næst var vökvinn spunninn niður við 4° á C í 20 mín á 12000 snúningum á mínútu, þá 

verður eftir botnfall sem í er ýmislegt sem ekki er prótein (t.d. RNA og DNA). Það er því 

skilið eftir en allt flotið tekið upp og sett í nýtt glas. 

Próteinmagnið var ákvarðað í ljósgleypnimæli og RIPA bufferinn var notaður sem núll 

ljósviðmið. Próteinmagnið var mælt til að sjá hvort tekist hefði að ná nægu próteini úr 

sýnunum og geta í framhaldinu skammtað jafn miklu próteini úr hverju sýni í brunna 

rafdráttargelsins í Western blettuninni. 

2.8.4 Fixering sýna með formaldehýði 

Þegar sýnin koma nýtoguð beint úr frumutogaranum þá er nauðsynlegt að stoppa öll frekari 

hvörf (e. biochemical reactions) t.d. sjálfeyðingu (e.autolysis) og úldnun (e. putrefaction) með 

fixeringu fruma. 

Frumurnar voru fyrst skolaðar tvisvar með PBS. Næst voru frumur fixeraðar með 3,7% 
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formaldehyde í 15 min. Því næst var sýnið skolað tvisvar með PBS í 5 mín. 

0,1 % Triton X100 (Octylphenol Ethoxylat) var haft á sýnunum í 7 mínútur til að gera 

frumuhimnurnar gegndræpar og þar með leyfa innflæði mótefna og lita. 

Aftur var skolað tvisvar með PBS í 5 mín. Næst var blokkað með 10% FBS/PBS í 10 mín þá 

var sýnið tilbúið fyrir mótefnalitun. Með því að setja 10% FBS/PBS út á sýnið þá binst mikill 

fjöldi af mismunandi próteinum ósértækt við sýnið. Á þann hátt má minnka ósértæka 

bindingu sértæku mótefnanna (1° og 2° mótefnanna) við handahófskennd prótein. Þannig 

minnkum við bakgrunnstruflanir sem við hefðum annars fengið fram í lituninni. 

2.8.5 Flúrljómandi litun 

Eftir að sýnin höfðu verið fixeruð með formaldehýði og blokkuð með 10% FBS/PBS í 10 

mín, var hafist handa við mótefnaflúrlitunina (e. immunofluorescence staining) 

Mótefni sem bindast beint próteinum sem vilji er fyrir að skoða kallast fyrsta stigs (e. primary, 

1°) mótefni. Við þynntum þessi mótefni niður eftir því sem söluaðilarnir lögðu til. 

Mótefnin voru þynnt á bilinu 1:200 – 1:40 í búffer fyrir flúrljómandi mótefni (e. 

Immunofluorescence buffer) 

Því næst voru 50 µL af mótefnalausn settir á hvert litunarsvæði. Einungis er hægt að 

skoða 3 liti á hverju litunarsvæði í flúrljómandi smásjánni sem notast var við, grænan, rauðan 

og bláan. En þar sem kjarninn er oftast litaður blár, þá eru bara tveir litir eftir; rauður og 

grænn fyrir hvert litunarsvæði. 

Þessi fyrsta stigs mótefni (e. primary antibodies) eru höfð á sýnunum í 30 mín við stofuhita og 

síðan soguð af og svæðið skolað með PBS 1x hratt og svo 2x í 5 mín. 

Næsta skref var að láta tilsvarandi annars stigs (e. secondary) mótefni í lausnina, en það banst 

kristallaða hluta mótefnanna (e. fragment, crystallizable köllum hér eftir Fc). Fc hluti 

mótefnanna er sá hluti sem er lengst frá mótefnavakaþekkjandi hluta mótefnanna, einskonar 

hald mótefnisins sem ónæmisfrumur líkamans þekkja og geta gripið í. 

Fyrsta stigs mótefnin hafa ólíka Fc hluta, þannig að para þarf saman rétt annars stigs mótefni 

við Fc hluta fyrsta stigs mótefnanna. 2° mótefnin voru þynnt 1:1000 í flúrljómandi buffer (e. 

IF buffer). 

Annars stigs mótefnin voru höfð í 30 mín á sýnunum við stofuhita. Næst voru sýnin skoluð 

einu sinni hratt með PBS og svo tvisvar í 5 mín. 

Því næst var kjarnaliturinn settur út á sýnin. Kjarnalitinn þurfti að þynna 1:500 í PBS, hann 

var hafður í 15 mín á sýninu. 

Eftir það var kjarnaliturinn sogaður af og sýnið hreinsað einu sinni hratt með PBS og svo 
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tvisvar í 5 mín. Þá loksins var komið að því að hreinsa sýnið með eimuðu vatni og það látið 

gufa af og loks var einn lítill dropi af efninu flouromount (Sigma-Aldrich) settur á sýnin og 

því næst þekjugler yfir. Fluoromount eykur flúrljómun 2° mótefnanna. 

2.8.6 Samlokuelísa fyrir IL-6 og IL-8 úr ætinu með Duoset (R&D systems DY208)  

Fylgt var leiðbeiningum framleiðanda við gerð ELISA, en í grófum dráttum er aðferðin á 

eftirfarandi leið: 

Samlokuelísan var framkvæmd þannig að fyrst var 96 holu bakki húðaður að innan með 

húðunarmótefnum. Þessi húðunarmótefni festast við yfirborð brunnanna og snúa 

mótefnavakaþekkjandi hlutanum út en eru föst við brunnana við Fc hlutann. 

Blokkunarlausn var látin standa í 1 klst. í brunnum. Næst voru viðmiðunarlausnirnar okkar 

útbúnar, með þekktum styrk markefna, ljósgleypnin á þeim segir okkur til um magn bundinna 

markefni (e. target chemical). Eftir að hafa sett 100µL af sýnum út í ELISA brunna og látið 

það standa í bakkanum í 2 klst. þá voru bakkarnir þrifnir fjórum sinnum með PBS buffer.  

Næsta skref var að setja greiningarmótefnin fyrir markefnið út í, fyrir IL-8 í styrknum 

20ng/ml 100µL, það var haft á í 2klst.  

Næsta skref var að bæta Streptavidini útí í styrknum 5uL/ml, 100uL í hvern brunn. Haft á í 20 

mínútur í myrkri við herbergishita. Streptavidin er ensím sem festist við 2° mótefnið og 

hvetur hvarf hvarfefnanna og myndar litinn sem er 

síðan mældur til að áætla styrk markefnisins. Eftir það 

var þvegið fjórum sinnum með PBS þvottalausn. Næst 

var hvarfefnið sett út í og þá kom upp litur í réttu 

samræmi við magn markefnis sem hafði bundist. Þegar 

liturinn var orðinn stöðugur var stopplausn sett út í og 

þá breyttist liturinn í gulan og næsta skref var að mæla 

ljósgleypnina. Á mynd 7 sést hvernig samlokuELISA 

virkar í grunnatriðum. 

 

 

 

Mynd 7 SamlokuELISA byggist á bindingu markefnis við mótefni á 

yfirborði og mótefnis í lausn. Á endanum verður til litur í 

réttu hlutfalli við fjölda bundinna markefna. Aðlöguð mynd 

frá (2012) 
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2.8.7 Western blettun (e. Western blot) 

Western blettun er mikið notuð aðferð til þess að greina próteintjáningu sýna og með 

þessari aðferð er einnig hægt að áætla mun á styrk tjáningarinnar, með því að skoða þykkt og 

styrk banda sem fást eftir rafdrátt og mótefnlitun. 

Þess vegna var þessi aðferð talin vera kjörin til að áætla breytingu í tjáningu nokkurra 

valinna próteina við togálag á frumum í rækt. 

Meginskref Western blettunar (WB) eru: prótein rafdregin á geli, þau flutt á himnu sem á 

eru sett mótefni gegn þeim próteinum sem skoða á tjáningu á. Þar eftir voru annars stigs 

mótefni sett útí sem bindast við fyrsta stigs mótefnin og flúrljóma í rauðum eða grænum lit. 

Himnurnar voru þar á eftir skoðaðar með Odyssey skanna, á himnunum sjást bönd eftir magni 

próteinsins ef allt ferlið hefur verið gert rétt og próteinið var til staðar í sýninu. 

 

2.8.7.1 Útbúa lausnir og undirbúa rafdrátt 

Fyrsta skref er að reikna út magnið af próteineinangruðu lausninni sem þarf til að fá 5µg af 

próteini í hvern brunn. Við notumst við mælda styrk próteina úr ljósgleypnimælingunni í 

próteineinangrunni. Því næst voru búnar til sérlausnir fyrir hvert sýni sem átti að skoða.  

Fyrir hvert próteinsýni var eftirfarandi lausn útbúinn: 

Próteinsýni                  x µl 

Sample buffer    2,5 µl    

Reducing agent (mercaptoetanol)  1 µl     

Afjónað vatn    að 6,5 µl 

Heildar rúmmál                10 µl  

Eftir að þessar lausnir höfðu verið útbúnar, voru þær spunnar niður og síðan hitaðar við 

90°C í 10 mínútur. Keyrslu buffer var útbúinn, 40ml 20xNuPage Running buffer í 760ml af 

eimuðu vatni. Einnig var nauðsynlegt að skola ílát undir rafdráttargelið með vatni.  

 

2.8.7.2 Rafdráttur 

Rafdrættirnir voru framkvæmdir á SDS (e. sodium dodecyl sulfate) fjölakrýlamíð geli með 

brunnum sem blönduðu sýnalausnirnar voru settar ofan í, ein lausn í hvern brunn. 
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Einnig var settur próteinlengdar stigi í einn brunn, til þess að geta áttað sig á stærð próteina 

sem rafdragast. Þegar búið var að hlaða sýnunum og stiganum í brunna, var ílátið utan um 

rafdráttarsamlokuna fyllt af keyrslubúffer (e. running buffer). 

Þá var rafdregið, fyrst við 170Volt og síðan aukið upp í 200V til að tryggja jafnan rafdrátt. 

Ef byrjað var að keyra strax á 200V rafdrógust próteinin ójafnt. Rafdregið var í 35-50 mín, 

eða þar til staðvísarnir (e. markers) voru komnir að enda gelsins. 

 

2.8.7.3 Rafdráttur fyrir LL-37 

Þegar rafdregið var fyrir LL-37 var spennan höfð 60V í 5 mínútur og síðan 120 V í 60 

mínútur. Þetta þýddi það að próteinin fóru ekki jafn langt og í hefðbundnum rafdrætti og því 

minni hætta á að missa LL-37 út úr gelinu, vegna smæðar þess. 

 

2.8.7.4 Flutningur próteina af geli og á himnu 

Svampar settir í flutnings búffer og loftbólur tæmdar úr þeim, tveir síupappírar einnig settir í 

flutnings búfferinn en PVDF himna (e. Polyvinylidene fluoride membrane) sett fyrst í 

metanól í 30 sek áður en hægt var að setja hana í flutningsbúfferinn.  

Gel var síðan tekið úr hylki, brunnar og gelið á milli þeirra skorið burt. 

Þegar síupappírinn var loks settur á gelið voru loftbólur aftur losaðar. Þessu var öllu 

haganlega komið fyrir í flutningshylki. Uppröðunin má sjá á mynd 8. Hylkið var tengt við 

straum og spennan höfð 30V í 90 til 120 mín. og þá höfðu próteinin færst af gelinu og yfir á 

himnuna. 

 

Mynd 8 Western blettun, uppröðun fyrir flutning á próteinum af geli og á himnu í flutningshylki 
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2.8.7.5 Blokkering og mótefnabinding 

Samlokan var losuð úr kassanum og himnan sett í ílát á ruggu og skoluð með PBS. 

Næst var blokkað með 5% BSA í TBST sem er akkúrat 0,5g BSA (nautasermisalbúmín e. 

bovine serum albumin) í 10 ml af 0,1% Tween/TBS í 1 klst á ruggunni.  

Í BSA-inu er gríðarlegt magn af próteinum sem bindast ósértækt við prótein á himnunni, þetta 

minnkar bakgrunnsmengunina í lituninni því þá bindast mótefnin einungis þeim próteinum 

sem þau eru nákvæmlega sértæk fyrir. 

Mótefni sem bindast þeim próteinum sem vilji er fyrir því að skoða eru sett út í ílát með 

himnunni þessi mótefni eru einnig kölluð 1. stigs mótefni (eins og flúrljómandi mótefnin). 

Þessu er síðan vaggað yfir nótt í kæli. Notast var við 8 ml af PBS lausn með 1° mótefnum 

fyrir heila himnu. Þegar litað var fyrir fleiri próteinum en 2 var himnan klippt í minni búta, 

því skanninn gat einungis greint á milli græns og rauðs flúrljómandi litar.  

 

2.8.7.6 Þvottur og annars stigs mótefni 

Vaggan með himnunni var tekin úr kælinum og himnan skoluð þrisvar með PBS í 10 mín á 

vöggunni. 

Síðan voru annars stigs mótefnin höfð á í 1 klst, þau voru þynnt 1:20000 fyrir músa 1° 

mótefni og 1:10000 fyrir kanínu 1° mótefni í PBS. Himnan var látin vera á vöggunni. 

Næst var himnan þvegin þrisvar með PBS í 10 mínútur. 

Þar á eftir var himnan sett í vatn og því næst í Odyssey skannann, til greiningar. 

 

2.9 Úrvinnsla gagna og myndvinnsla 

Notast var við Microsoft Office Excel 2010 við útreikninga á staðalfráviki, gerð tölfræðiprófa 

og súlurita. Notast var við Wilcoxon óparametrískt próf fyrir paraðar stærðir til að geta borið 

saman viðmið og tog úr sömu keyrslu. Við ljósgleypnimælingar á próteinmagni var notast við 

Spectramax Plus frá Molecular Devices. Við úrlestur og mælingu á þéttni banda eftir Western 

blettun var notast við Image studio. Þegar flúrljómandi myndir voru skoðaðar var forritið 

Zeiss LSM Image browser notað. Við frekari úrvinnslu mynda var notast við Adobe 

Photoshop CS3 og Corel Draw X3. Við uppsetningu heimilda var notast við sama form og 

vísindatímaritið the Cell notar fyrir heimildir. 

 



  

38 

 

3 Niðurstöður 

3.1 Svipgerð frumna fyrir og eftir tog 

Til að athuga hvort einhverjar áberandi útlitsbreytingar yrðu við tog á frumum voru teknar 

fasakontrast myndir af frumum fyrir og eftir tog. Þekjan sem A549 frumurnar myndar hélst 

óbreytt fyrir og eftir tog og ekki voru sjáanleg ummerki togsins á svipgerð frumnanna (mynd 

9A og B).  

Í tilraunum með þéttan vöxt VA10 sáust ekki breytingar á útliti né þéttni frumna fyrir og eftir 

tog (mynd 9C og 9D).  

 

Mynd 9 Fasakontrast myndir af frumum á togbökkum sýna ekki breytingu í svipgerð eftir tog A) sýnir 

A549 frumur fyrir tog, B) sýnir A549 frumur eftir tog, C) sýnir VA10 frumur fyrir tog D) sýnir VA10 

frumur eftir tog. 10x stækkun 

 

 

 

 

Fyrir tog Eftir tog 



  

39 

 

3.2 Athuganir á mismunandi kennipróteinum togálags með flúrljómandi 

mótefnalitun 

3.2.1 Uppröðun F-aktíns breytist og stressþræðir myndast við tog  

Stoðgrind frumunnar er ákaflega mikilvæg hvað varðar áhrif af og viðbrögð við togálagi, og 

F-aktín örþræðir sýna auðsjáanleg viðbrögð við togi (Ingber, 1998). F-aktín þræðir hafa sýnt 

viðbrögð við togi eftir svo skamman tíma sem 10 mínútur í togálagi (Zhang et al., 2007). Það 

var ástæðan fyrir flúrljómandi mótefnalitun fyrir F-aktíni í lungnafrumulínunum okkar í 

viðmiðs og togfrumum.          

 Í lungnablöðrufrumulínunni A549 kemur í ljós að frumur sem gangast ekki undir tog 

sýna beina og reglulega F-aktín þræði (mynd 10A). Sama frumugerð sýnir óreglulega 

uppbyggingu þráðanna eftir 12 klst. tog og myndun F-aktín stressþráða (sjá mynd 10B). 

Einnig virðast F-aktín þræðirnir út við himnu frumnanna fara úr því að vera beinir í það að 

verða óreglulegir. Einnig virðist tjáningin aukast á F-aktín fjölliðum. Það ber þó að hafa í 

huga að hér aðeins eitt þunnt skurðarplan skoðað og ekki hægt að segja nákvæmlega til um 

hvað gerist fyrir ofan eða neðan. Skurðarplanið var þó allt skoðað og var það mjög 

sambærilegt í gegnum alla þykktina. F-aktín þráða litunin kom mjög svipað út eftir allar 

keyrslur.             

 VA10 frumurnar sýndu einnig breytingu eftir tog (mynd 10D) miðað við viðmiðið 

(mynd 10C) en breytingin hjá VA10 frumunum fólst aðallega í þéttingu F-aktín fjölliðanna út 

við himnuna. Einnig virtist vera sem fleiri aktín þræðir næðu í gegnum himnuna og fleiri 

frumur fengu því „ígulkersútlit“ eftir tog miðað við viðmið.  
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Mynd 10 F-aktín örþræðir sýna breytingu við tog og myndun stressþráða. A) A549 viðmið með eðlilegum 

beinum F-aktín þráðum B) A549 eftir tog sem sýnir F-aktín stressþráða myndun C) VA10 viðmið sem 

sýnir F-aktín þræði áberandi við himnu D) VA10 eftir tog sýna ennþá meiri þykknun F-aktín þráða úti 

við himnu. 40x stækkun 
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3.2.2 Tjáning frumukeratíns 14 helst að mestu leyti óbreytt við tog  

Frumukeratin 14 er af milliþráðagerð (e. intermediate filament) og er hluti af stoðgrind 

frumunnar, breytingar á þeim hafa verið tengdar við togálag (Ingber, 2006). Keratin 14 

jákvæðar frumur hafa verið tengdar við viðgerð eftir skemmdir og er Keratin 14 talið vera 

mikilvægt viðgerðarkenniprótein í lungnavef (Ooi et al., 2010). Keratin 14 er mikið tjáð í 

VA10 frumulínunni og því þótti áhugavert að sjá hvort breyting yrði í tjáningu þess við tog. 

A549 frumulínan tjáir ekki keratin 14 í merkjanlegu magni við flúrljómandi litun og það 

breyttist ekki við tog. Það virtist ekki vera mikill munur á tjáningu Keratíns 14 í VA10 við tog 

miðað við viðmið (sjá myndir 11A og 11B). 

 

 

Mynd 11 Keratin 14 sýnir ekki mikla breytingu eftir tog. A) VA10 viðmið B) VA10 togaðar frumur. 20x 

stækkun 

3.2.3  β-4 integrín tjáning kemur fram í fleiri frumum eftir tog 

Integrin eru viðtakatvenndir sem tengja frumuna við grunnhimnuna en hafa einnig hlutverk 

í samskiptum frumunnar og utanfrumuefnisins (Ingber, 1997). Aukna tjáningu integríns hefur 

verið sýnt fram á í lungnafrumum (Zhang et al., 2007) og því var áhugavert að skoða tjáningu 

þess í VA10 og A549 frumulínunum, með flúrljómandi litun.     

 β-4 integrin var tjáð í auðsjáanlegum mæli af báðum frumulínum. Aukning í tjáningu 

þess varð hjá A549 lungnablöðrufrumunum við tog (myndir 12A og 12B). Gerð var talning á 

β-4 integrin tjáandi frumum sem hlutfalli af öllum lituðum kjörnum í hverju felti. Sú talning 

gaf marktækan mun (p<0.05) í aukningu tjáningar með pöruðu Wilcoxon prófi (mynd 13). 

Parað tölfræðipróf var notað til þess að geta borið saman viðmið úr sömu keyrslu og togið. 

Þannig lágmörkuðum við áhrifin af breytilegri umsáningartölu frumnanna við keyrslurnar og 

Keratin 14 
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minnkuðum áhrif annarra ytri þátta við hverja keyrslu.     

 VA10 sýndi hins vegar ekki sama mun í fjölda tjáandi frumna hjá berkjuþekjulínunni 

VA10, en hún sýndi hins vegar dreifðari tjáningu miðað við viðmiðunarsýnin.  

     

     Mynd 12 Fjöldi β-4 integrin tjáandi A549, eykst við tog. VA10 sýnir dreifðari tjáningu. A) A549 viðmið 

B) A549 tog C) VA10 viðmið D) VA10 tog. A og B 10x stækkun, C og D 20x stækkun 

 

Mynd 13 Hlutfall β-4 integrin tjáandi A549 fruma eykst við tog, p<0,05 
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3.2.4 EGF viðtaka tjáning eykst við tog 

EGF viðtakinn er vaxtarþáttaviðtaki sem hefur áhrif á frumuhreyfingu, tengsl frumna og 

frumuskiptingu að gera. Einnig hefur tjáning hans sést aukast við tog (Sanchez-Esteban et al., 

2004), þess vegna var tjáning hans skoðuð í VA10 og A549 frumulínunum.   

 Tjáning EGF viðtaka eftir tog var kannað með flúrljómandi litun (mynd 14) og virðist 

aukast við tog bæði hjá A549 frumum og VA10. Tjáning þeirra var metin með ljósmælingu á 

styrk og magni litarins, ljósmæling fyrir A549 á mynd 15 en fyrir VA10 á mynd 16. Kom í 

ljós að aukning seytunar hjá VA10 hafði p=0,048 í pöruðu Wilcoxon prófi. Aukning í seytun 

hjá A549 reyndist ekki martæk p=0,065. Einnig var gerð ein Western blettun á 

próteintjáningu frumnanna, en þar kom einnig í ljós aukning í tjáningu EGF viðtaka hjá VA10 

frumum, en aukningin virtist þó einungis vera um 30 %. Ekki tókst að mæla EGF viðtaka 

tjáningu A549 frumna með Western blot aðferðinni fyrir lok verkefnisins.  
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Mynd 14 Tjáning EGF viðtaka eykst í A549 og VA10 frumum eftir tog. A) A549 viðmið B) A549 tog C) 

VA10 viðmið D) VA10 tog. 40x stækkun. 

 

 

      

Mynd 15 Ómarktæk aukning í tjáningu EGF 

viðtaka hjá A549 p=0,068 

 

Mynd 16 Tjáning EGF viðtaka eykst við tog 

p=0,048 
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3.2.5 E-cadherin og N-cadherin tjáning breytist lítið við tog.  

Cadherín sameindir eru frumu-frumutengi, E-cadherín er mest tjáð í þekjuvef en N-

cadherín mest í tauga- og bandvef (Duguay et al., 2003; Ingber, 2006). Þar sem við vildum 

skoða áhrif togs lá það nokkuð beint við að skoða tjáningu frumu-frumutengja og kanna hvort 

breyting yrði á henni við tog. Notuð var flúrljómandi mótefnalitun til að skoða tjáninguna, en 

einnig western blettun á próteini úr A549.      

 A549 sýnir bæði sterka E-cadherin og N-cadherin tjáningu út frá 

fljúrljómandlitun(mynd 17A og B). Ekki sást nein augljós breyting í tjáningu við togið. 

 Litun fyrir próteinum VA10 sýnir mikið E-cadherin eins og sést á myndum 17C og 

17D en einnig eru einstakar frumur sem sýna ekki E cad en tjá N-cadherin, þessi fjöldi virtist 

sýna örlitla aukningu, úr 6 frumum á 4 myndum í viðmiðshóp í 21 frumur á 5 myndum úr 

toghóp. Staðirnir sem myndirnar voru teknar voru valdir af handahófi. Munurinn sem sást er 

ekki martækur vegna þess hversu lítill fjöldi jákvæðra fruma er á hverri mynd og það hversu 

mikil skekkjumörkin eru.  
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Mynd 17 VA10 sýnir sterkari þekjusvipgerð en A549 út frá E-cadherin (þekju cadherin) og N-cadherin 

(bandvefs og tauga cadherin) litun. A) A549 viðmið B) A549 tog C) VA10 viðmið D) VA10 tog. 

20x stækkun. 

 

 

Mynd 18 Aukning í fjölda Ecad- Ncad+ frumna hjá VA10 í hverju handahófsvalda felti. p>0,05 
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3.2.6 Tjáning β-catenins breytist ekki við tog 

β-catenin er prótein úr cadherin flóka frumna og er hluti af Wnt boðleiðinni. Þessi boðleið 

er talin virkjast að einhverju leiti við tog og koma boðum um álag til skila til kjarnans. Einnig 

er talið að það hafi með bandvefsumbreytingu við togálagið að gera (Heise et al., 2011). 

Notast var við flúrljómandi mótefnalitun á β-catenini. En það virðist ekki verða aukning á 

tjáningu þess eftir tog borið saman við viðmið, hvorki hjá A549 né hjá VA10 (myndir 19A til 

19D). 

              

Mynd 19 Ekki sjáanleg breyting í tjáningu β-catenins við tog. A) A549 viðmið B) A549 tog C) VA10 viðmið 

D) VA10 tog. 10x stækkun 
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3.3  Mögulega verða bandvefsumbreytingar við togálagið  

Gerðar voru litanir á vímentíni (milliþræðir), sem er gott kenniprótein fyrir 

bandvefsumbreytingu (Lee et al., 2006), vegna þeirra mögulegu vísbendinga um 

bandvefsumbreytingu sem N-cadherin og E-cadherin mótefnalitunin gaf fyrir VA10 (17C og 

17D). Notast var við flúrljómandi mótefnalitun en einnig western blettun.    

 Svo virtist sem það væri ekki áberandi aukning á tjáningu vímentíns hjá VA10 

(myndir 20C og D). Hins vegar virtist vera aukning á tjáningu vímentíns hjá A549 (myndir 

20A og B). Ákveðið var að gera Western blettun til þess að kanna betur hvort um aukningu 

væri að ræða á tjáningu vímentíns hjá A549 en svo virtist vera við þéttnimælingu á böndum 

þess og leiðréttingu fyrir hleðsluviðmiðinu aktíni (mynd 21). Hins vegar verður að taka þessar 

niðurstöður með fyrirvara því einungis náðist að framkvæma þær einu sinni. 

 

Mynd 20 Tjáning vímentíns virðist aukast við tog hjá A549 en ekki hjá VA10. A) A549 viðmið B) A549 tog 

C) VA10 viðmið D) VA10 tog. 10x stækkun 
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Mynd 21 Tjáning vímentíns virðist aukast við tog í þéttnimælingu á böndum úr WB. Einungis gerð ein WB 

mæling, langt frá því að vera marktækt 

3.4 Seytun bólgumiðilsins IL-8 eykst við tog bæði hjá A549 og VA10 

Bólgumiðlarnir TGF-β, IL-6 og IL-8 hafa sést aukast við tog á frumum og í lungum 

sjúklinga í öndunarvél (Halbertsma et al., 2005; Oudin and Pugin, 2002). Sýnt hefur verið 

fram á aukna seytun hjá A549 við tog (Ning and Wang, 2007), en einnig í 

berkjuþekjufrumum (Oudin and Pugin, 2002). Því þótti áhugavert að kanna seytun þess í 

VA10 frumulínunni.           

 Mælt var magn bólgumiðlanna TGF-β, IL-6 og IL-8 með ELISA aðferð í æti frumna 

eftir togtilraunir og var þá borið saman magn þess í æti togaðra fruma og hins vegar 

viðmiðunarfruma. Kom í ljós að TGF-β var ekki seytt í því magni að hægt væri að greina 

seytun þess með þessari gerð ELISA (Duoset R&D Systems). IL-6 sýndi seytun en seytun 

þess var svo lítil að ekki var hægt að fá nákvæmt tölugildi á seytun allra sýnanna. IL-8 seytun 

var vel innan mælanlegs sviðs bæði hjá A549 frumum en einnig hjá VA10. IL-8 seytunin 

sýndi ákveðna hneigð í átt að aukningu við tog, en töluverð sveifla var milli sýna, þannig að 

staðalfrávikið var ansi stórt (mynd 22). Þess vegna reyndist aukning í seytun þess ekki 

martæk (p>0,05) með pöruðu Wilcoxon prófi. 

 

Mynd 22 Aukning í seytun IL-8 hjá VA10 er ómartæk p>0,05 
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3.5  Tjáning LL-37 eykst ekki við tog 

Bakteríudrepandi peptíð gegna mikilvægu hlutverki í vörnum líkamans við sýkingum 

(Alalwani et al., 2010). Sýnt hefur verið fram á að seytun skylda peptíðsins β-defensín 3 eykst 

ekki við sýkingu ef mýs eru á öndunarvélarmeðferð á sama tíma, eins og gerist ef mýsnar eru 

sýktar en ekki á öndunarvélarmeðferðinni (Wu et al., 2011).    

 Mæld var seytun á LL-37 út í ætið eftir tog og borið saman við viðmið. Ekki varð 

marktæk breyting á seytun LL-37 hjá A549 frumum en seytun þess sýndi leitni í átt að 

minnkun í kjölfar togs (mynd 23 og 24). Í ljós kom að ekki varð aukning í seytun óvirkjaðs 

forms LL-37 (18 kDa þykka bandið fyrir ofan 15 kDa merkið) við tog hjá VA10 frumunum 

(mynd 23 og 25).         

 Óháð togálaginu: Í ljós kom að seytun LL-37 var töluvert frábrugðin hjá A549 miðað 

við VA10. A549 virðist einungis seyta virkjaða formi LL-37 (sjá mynd 23). En VA10 virðist 

seyta ýmsum formum af LL-37 þó mest af óvirkjaða 18 kDa forminu, en einnig virkjaða 4,5 

kDa forminu eins og sést á mynd 23. Það er í fyrsta sinn sem sýnt hefur verið fram á að VA10 

frumur seyti virkjaða forminu.        

 Einnig kom í ljós að VA10 virðist seyta nokkrum gerðum af LL-37, eða peptíðum 

með mjög svipað virkni set, því mótefnið er sértækt á virkniset LL-37. Þessi skildu peptíð 

virðast vera af mörgum stærðum. Sérstaklega er breytt band við stærðina 40kDa það peptíð 

virðist einnig hugsanlega sýna breytingu við togi.  

 

 

Mynd 23 Western blettun fyrir LL-37 sýnir enga breytingu í tjáningu VA10 frumna en mögulega 

minnkun í seytun hjá A549. Lengst til vinstri er jákvætt viðmið fyrir virkjaða form LL-37 (4,5kDa), 

næst er próteinstigi með próteinum af þekktri lengd, þar á eftir koma VA10 viðmið og tog og síðast 

eru A549 viðmið og tog, í þessari röð frá vinstri. 
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Mynd 24 Seytun A549 á LL-37 virðist minnka, 

er ómarkækt p>0,05                                                                     

 

Mynd 25 Seytun VA10 á LL-37 virðist ekki sýna 

breytingu 
 

 

 

 

 

 

0,00E+00

2,00E+06

4,00E+06

6,00E+06

8,00E+06

1,00E+07

1,20E+07

1

A549ctrl

A549Tog

0,00E+00

2,00E+06

4,00E+06

6,00E+06

8,00E+06

1,00E+07

1

VA10CTRL

VA10Tog



  

52 

 

4  Umræður 

4.1 Samantekt 

Meginviðfangsefni verkefnisins var að setja upp og staðla aðferðafræði við 

togálagstilraunir á þekjufrumur lunga þar sem þetta er í fyrsta sinn sem Flexcell tæknin er 

notuð hér á landi. A549 hefur áður verið notuð sem líkan fyrir öndunarvélarálag in vitro og 

tókst að framkalla þekkt viðbrögð hennar við togálagi. Við sýndum að VA10 sýnir einnig slík 

viðbrögð. Frekari rannsókna er þörf en þegar hafa komið fram áhugaverðir þættir varðandi 

mun milli frumulínanna í tjáningu kennimarka togálags og seytun bólgumiðla. Slík þekking 

gæti leitt til aukins skilnings á og þróun varna gegn áverkum á lungnavef af völdum 

öndunarvélarmeðferðar.  

Við togálag sem líkir eftir öndunarvélarmeðferð verður breyting á svipgerð og 

tjáningarmynstri lungnafrumulína A549 og VA10. Stress þræðir og brenglun í uppröðun F-

aktíns sást hjá A549 og þétting þess út við himnu hjá VA10. Keratín 14 tjáning virtist óbreytt 

hjá VA10. Aukin tjáning varð á β4-integríni hjá A549 og dreifðari tjáning þess hjá VA10. 

Aukin tjáning VA10 og A549 á EGF-viðtaka sást. Þessar ólíku frumugerðir sýndu ólíka E-

cadherín og N-cadherín tjáningu. Vímentín eykst mögulega hjá A549 við tog. β-catenín virtist 

ekki breytast við tog. Seytun IL-8 var mælanleg og LL-37 seytun jókst ekki við tog 

frumnanna.  

4.2 F-aktín örþræðir frumunnar í togi 

Greinilega sést í in vitro módelinu okkar með A549 og VA10 að breytingar verða á 

uppbyggingu og skipulagi stoðgrindarpróteina, það var þekkt með A549 en þetta er í fyrsta 

sinn sem viðbrögð VA10 við togálagi er rannsakað. Það sem gerir VA10 frumulínuna ólíka 

A549 er það að hún er safn af frumum með stofnfrumueiginleika og dótturfruma, á meðan 

A549 frumulínan er safn af nákvæmlega sömu æxlisfrumunni. Miðað við tjáningu 

kennipróteina er VA10 frumulínan lík uppruna sínum í líkamanum (Halldorsson et al., 2007; 

Lieber et al., 1976). 

F-aktín stress þráða myndun og brenglun í F-aktín stoðgrindaruppröðuninni sáust vel í 

toguðu A549 frumunum eins og við var búist enda hefur verið sýnt fram á að slíkar skemmdir 

geti komið við svo stutt sem 10 mínútna togálag á A549 frumum (DiPaolo et al., 2010). VA10 

frumulínan sýndi ekki hefðbundnar stress þráða myndanir né sterkari tjáningu í miðri 

frumunni heldur virtist F-aktín tjáning aukast út við himnu frumunnar. Einnig virtust fleiri F-

aktín þræðir ná í gegnum himnuna sem leiddi til „hærðara“ útlits frumanna og minnti það á 
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útlit ígulkera. Velta má því fyrir sér hvort þessi svör séu til marks um það að VA10 sé meiri 

þekjuvefsfruma og því í grunninn þolnari fyrir ýmsu togálagi. Hins vegar er A549 upprunnið 

upphaflega úr frumum sem hafa aðallega með lungnablöðruseytun, varnarstarfssemi og 

myndun týpu II frumna að gera (Fehrenbach, 2001; Lieber et al., 1976). Því sést að A549 

hefur ekki jafn mikla þekjueiginleika og VA10. Kemur þetta einnig fram í niðurstöðum okkar 

í litunum fyrir E-cadherín (þekjuvefur) og N-cadherín (tauga og bandvefur). Jafnframt var 

keratín 14 litun áberandi í VA10 en mjög lítil í A549 en keratín geta nýst sem kennimörk fyrir 

þekjuvef (Fuchs, 1988).        

 Þykknun í F-aktíni út við himnu VA10 og ígulkera myndun gæti verið til marks um 

það að fruman reynir að halda lögun sinni og stöðu á undirlaginu sem er að toga hana í 

sundur. Velta má því fyrir sér hvort og þá eftir hversu langan tíma hægt væri að sjá 

sambærilegar breytingar hjá VA10 frumum og sáust hjá A549.   

4.3 Keratín 14 tjáning við tog     

Tjáning frumukeratíns 14 er nánast engin í A549 og því voru allar flúrljómandi myndir 

fyrir því mjög daufar, og það breyttist ekki eftir tog. Hins vegar tjáir VA10 töluvert meira 

K14 eins og við sáum (mynd 11). Tjáning Keratíns 14 hélst nokkuð svipuð í tog- og 

viðmiðsfrumum VA10, þó virtist vera talsverður breytileiki í tjáningu eftir umsáningartölu 

VA10, en heilt yfir virtist K14 tjáning ekki breytast mikið við tog. VA10 tjáir keratín 14 í 

mjög miklu magni, hugsanlega í það miklu magni að áhrifin sjáist hreinlega ekki nógu vel 

með einfaldri mótefnalitun. Ekki var gert Western blot til að mæla próteinmagnið, en það væri 

í raun næsta skref til að staðfesta þetta. Milliþræðir (e. intermediate filament) gegna 

mikilvægu hlutverki í stoðgrind frumunnar og að taka á móti mekanísku álagi (Ingber, 2003). 

Þessar niðurstöður komu að einhverju leyti á óvart, en við getum á engan hátt útilokað að það 

verði einhverjar breytingar við togálagið. Sýnt hefur verið fram á að skerspenna (sem myndast 

við flæði vökva á efni) getur valdið minnkun í tjáningu milliþráða en í sömu rannsókn hafði 

togspenna ekki hafa áhrif á tjáninguna (Ridge et al., 2005). Fleiri rannsóknir hafa sýnt fram á 

aukna tjáningu við skerspennu hjá A549 (Jaitovich et al., 2008). Einnig hefur aukin keratin 14 

tjáning verið tengd við viðgerð skemmda í lungnaþekjufrumum (Ooi et al., 2010). Með því 

tilliti væri áhugavert að skoða áhrif þess að leyfa frumum að jafna sig eftir togálag og kanna 

þá keratín 14 tjáninguna. 
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4.4 β-4 integrín og EGF viðtaki við tog 

Tjáning β-4 integrín kemur fram i hlutfallslega fleiri A549 frumum eftir tog borið saman 

við viðmið. Sýnt hefur verið fram á aukningu mjög svipaðs integríns, β-1D integríns, við tog 

en einnig er vitað að integrínin gegna mikilvægu hlutverki í miðlun togálags (Zhang et al., 

2007). Talið að integrín geti virkjað EGF viðtaka (Moro et al., 1998) það er því mjög 

viðeigandi að við sáum bæði aukningu á β-4 integríni og EGF viðtaka við tog hjá A549 

frumum.           

 Tjáning VA10 á β-4 integríni virtist verða dreifðari en ekki sást nein skýr aukning í 

því með flúrljómandi litun og ekki náðist að gera western blettun til að kanna prótein 

tjáninguna betur á þessum tímapunkti, en það er vissulega nauðsynlegt í framhaldinu. Tjáning 

β-4 integríns var meiri miðlægt i viðmiðunarfrumum, heldur en togfrumum og því gætum við 

velt því fyrir okkur hvort það hafi eitthvað með myndun á því að gera í kjölfar togs. Mögulega 

gæti það verið hluti af svari frumunnar að reyna að festa sig betur við grunnhimnuna þar sem 

það er eitt af aðalhlutverkum integrína (Pugin, 2003; Zamir and Geiger, 2001).  

 Tjáning VA10 og A549 á EGF viðtaka eykst við tog. EGF viðtakinn hefur týrosín 

innri hluta og er talinn hafa áhrif á frumuskiptingar, þroskun og lifun frumna (Herbst, 2004). 

Aukning á tjáningu hans við tog var það sem búist var við enda hafa margar rannsóknir sýnt 

fram á mikilvægi EGF viðtaka í miðlun togálags. Meðal annars eykst EGF viðtaka tjáning í 

fósturlungnablöðrufrumum af gerð II við tog (Sanchez-Esteban et al., 2004). EGF viðtakinn 

hefur áhrif í gegnum nokkrar boðleiðir í miðlun togálagsins, NRF-ARE, Akt og ERK1/2 

boðleiðirnar því er áhugavert að kanna frekar hvaða innanfrumuboðleiðir tengdar EGF 

viðtakanum virkjast við togálag (Correa-Meyer et al., 2002; Krepinsky et al., 2005; 

Papaiahgari et al., 2007).  

4.5 Bandvefsbreytingar og mismunandi N-cadherin litun 

N-cadherín og E-cadherín eru af cadherín tengja gerð, en það eru millifrumutengi og tengja 

því saman frumur. N-cadherín er mest tjáð í tauga og bandvef, en E-cadherín er tjáð í þekju 

(Duguay et al., 2003). Við sáum mikinn mun í tjáningu frumulínanna á N-cadheríni 

sérstaklega, VA10 virtist tjá það í litlu magni á meðan A549 tjáði það í miklu magni ásamt 

talsverðu E-cadheríni. VA10 tjáði E-cadherín í miklu magni. Örlítil aukning í tjáningu N-

cadherin jákvæðra E-cadherin neikvæðra frumna virtist verða við tog hjá VA10, sömu 

breytingu var erfiðara að sjá hjá A549. Þess vegna verður næsta skref að gera western blettun 

fyrir einangruðu próteini úr frumunum, til að magngreina tjáninguna.    

 Breyting í tjáningu cadherína frá E-cadheríni í N-cadherín kallast cadherín breyting (e. 
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cadherin switch) og er merki um bandvefsumbreytingu (Wheelock et al., 2008). Sýnt hefur 

verið fram á bandvefsumbreytingu í frumum sem verða fyrir togálagi í 4 daga (Heise et al., 

2011). Því gætum við verið að sjá vísi að bandvefsumbreytingum eftir 12 klst.  

Grein Heise og félaga (Heise et al., 2011) sýndi að togálagið ylli bandvefsumbreytingu í 

gegnum Wnt boðleiðina en þar er β-catenin lykilsameind (Huang and He, 2008). Einnig hefur 

verið sýnt fram á á öndunarvélarmeðferð hafi áhrif á Wnt/β-catenin boðleiðina (Villar et al., 

2011b). Því var tjáning β-catenin næst skoðuð með flúrljómandi mótefnalitun, en þær litanir 

bentu ekki til aukningar í tjáningu þess eftir tog miðað við viðmið hjá okkur. 

Próteinrafdráttur(WB) á próteinum frá A549 gaf þá vísbendingu að um aukna tjáningu á β-

catenini gæti verið að ræða, en það þarf fleiri rafdrætti til að geta staðfest það. Rafdrátturinn á 

próteinunum frá VA10 frumunum gekk ekki sem skildi og náðist ekki að framkvæma 

próteinrafdrætti nægilega oft. 

Stöðlun aðferðarfræði hvað varðar einangrun próteina af togbökkum eftir tog reyndist 

tímafrek og því frestuðust allir próteinrafdrættir þar til stuttu fyrir skil verkefnis.  

Vímentín er milliþráðaprótein en einnig gott kenniprótein fyrir bandvefseiginleika fruma 

og var skoðað í flúrljómandi litun í framhaldi af vísbendingum um bandvefsumbreytingu úr 

N-cadherin og E-cadherín lituninni (Lee et al., 2006). Vímentín tjáningin virðist aukast við 

tog hjá A549 frumunum en ekki hjá VA10 frumunum. Ein western blettun studdi þá greining. 

En það ber að athuga að vímentín var einungis skoðað rétt í lok rannsóknarvinnunnar og því 

eru þetta í rauninni bara vísbendingar um það sem er að gerast og fleiri keyrslur þarf til 

staðfestingar í framhaldinu. Sýnt hefur verið fram á aukningu í tjáningu á vímentíni í 

lungnablöðrufrumum af gerð II úr músum eftir togálag og því eru okkar vísbendingar með 

aukna tjáningu á vímentíni í lungnablöðrufrumulínunni A549 alveg í takt við fyrri rannsóknir 

(Heise et al., 2011). Berkjuþekjulínur hafa ekki verið jafn ítarlega skoðaðar hvað 

bandvefsumbreytingu varðar í kjölfar öndunarvélarmeðferð, en þó hefur verið sýnt fram á 

bandvefsumbreytingu nýlega í berkjuþekjulínu við togálag (Cabrera-Benitez et al., 2012). 

Áhugavert er því að halda áfram með rannsóknir á VA10 og sjá hvað sú frumulína gerir við 

nokkurra daga togálag, það sýnir okkur svör frumnanna við lengra tímabili af togálagi. 

4.6 Bólgusvör 

IL-8 er bólgumiðill sem eykst við togálag in vitro, ex vivo, og in vivo (Halbertsma et al., 

2005). Talið er að IL-8 ásamt fleiri bólgumiðlum geti farið út í blóðrásina við skemmdir á 

lungunum, einnig geta bólgumiðlar í kjölfar sýkinga við öndunarvélarmeðferð farið út í 

blóðrásina. Þetta tvennt getur stuðlað hvort um sig eða saman að fjölkerfabilun í kjölfar 
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öndunarvélarmeðferð. Ekki er alveg ljóst hvort og hversu stóran þátt IL-8 á í þessum 

fjöllífæraskemmdum. Öndunarvélarmeðferð með minni andrýmd er tengd við minni losun 

bólgumiðla og lægri dánartíðni (2000; Parsons et al., 2005a; Parsons et al., 2005b; Ranieri et 

al., 1999).           

  Sýnt hefur verið fram á að A549 auki seytun IL-8 í kjölfar togs og því er talið að 

lungnablöðrufrumur af gerð II hafi talsvert að segja varðandi afleiðingar 

öndunarvélarmeðferðar (Vlahakis et al., 1999).       

 VA10 frumurnar okkar virtust auka tjáningu IL-8 við tog en fleiri tilraunir þarf til að 

skera úr um marktæki þessarar svörunar. En vísbendingarnar um aukna tjáningu við tog passa 

við þær niðurstöður sem hafa fengist með aðrar berkjuþekjulínur (Oudin and Pugin, 2002), en 

það verður mjög áhugavert að sjá hvort VA10 berkjuþekjulínan sýni einnig marktæka 

aukningu á seytun IL-8.  

4.7 Seytun LL-37 í kjölfar togálags 

LL-37 er bakteríudrepandi peptíð sem er mikið tjáð í öndunarveginum en það hefur 

einnig áhrif á bólgusvar og flutning bólgufruma að áreiti eða skemmdum. Einnig er talið að 

það gegni hlutverki í að binda og hlutleysa LPS (e. lipopolysaccharide) frá bakteríum 

(Alalwani et al., 2010; Durr et al., 2006). Í rannsókn sem greindi breytingu í genatjáningu 

makrófaga, jók LL-37 genatjáningu 29 gena og minnkaði tjáningu 20 gena. Meðal annars jók 

LL-37 tjáningu IL-8 við tog. Talið er að LL-37 geti haldið skemmdum í skefjum af völdum 

bakteríuafleiða með því að kalla í bólgufrumur til að losna við sýkingu (Scott et al., 2002). 

Sýnt hefur verið fram á að seytun skylda peptíðsins β-defensín 3 eykst ekki við 

sýkingu ef mýs eru á öndunarvélarmeðferð á sama tíma, eins og gerist ef mýsnar eru sýktar en 

ekki á öndunarvélarmeðferðinni (Wu et al., 2011). 

Bakteríudrepandi peptíðið LL-37 var mælt í æti frumnanna, næst var prótein einangrað úr 

ætinu og loks var það rafdregið. Einn galli við að mæla seytt prótein úr æti er sá að við höfum 

ekki viðmiðunarprótein sem hægt er að nota til að segja til um að jafnmargar frumur séu á 

bakvið hvern ml af æti. Þess vegna var mikilvægt að sá frumum í réttum hlutföllum í upphafi 

rannsóknarinnar en einnig að mæla nógu mörg sýni.  

Þær niðurstöður okkar að seytun LL-37 aukist ekki við hreint, sýklalaust tog og sýni 

jafnvel hneigð til minnkunar hjá A549 segja okkur í raun ekki mikið því það eru aðallega 

sýkingar sem auka seytun LL-37 (Nell et al., 2004). En ef við hefðum séð aukningu hefði það 

í raun verið mjög athyglisvert, en einnig ef áframhaldandi rannsóknir myndu sýna minnkun í 
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seytun LL-37 hjá A549 þá væri hugsanlega komin tengsl við aukna sýkingarhættu í kjölfar 

öndunarvélarmeðferð.  

 En fleira kom í ljós varðandi seytun LL-37; vegna þess að notaður var öflugur skanni 

(Odyssey) með mikið næmi sást að VA10 frumur seyta að einhverju marki virkjaða formi LL-

37(4,5 kDa), VA10 seytir óvirkjaða formi LL-37 (18 kDa) í mun meiri mæli eins og við sáum 

(Gudmundsson et al., 1996). Einnig sáust um 40 kDa bönd sem lituðust með LL-37 mótefninu 

hjá VA10, en það virtist mögulega vera aukning í tjáningu þeirra við tog. Hvaða peptíð 

nákvæmlega þetta er og hvort seytun þess eykst virkilega við tog er verkefni frekari 

rannsókna. LL-37 mótefnið binst við virka set LL-37 og því er líklegt að þetta 40 kDa peptíð 

sé einhver forveri, peptíð bundið LL-37 eða peptíð náskylt LL-37.  

A549 seytir einungis virkjaða formi LL-37 og seytun þess virtist frekar minnka við tog 

heldur en hitt, en þeim niðurstöðum þarf að taka með varúð og miklu fleiri tilraunir þarf að 

gera til að hægt sé að staðfesta þær niðurstöður.  

4.8 Varðandi togbakka og kontról flöskur 

Togbakkarnir sem notast var við höfðu sveigjanlega sílíkon himnu en viðmiðunarílátin 

voru plast ræktunarflöskur með hörðum botni. Þessi viðmið voru réttlætt með því að 

togbakkarnir væru of dýrir fyrir stöðlun á aðferðarfræði og uppsetningu líkansins og keyrslu í 

þessari forkönnun (e. pilot study). En viðmiðunar og togílátin voru að öðru leyti eins; bæði 

húðuð með kollageni I og sama æti í sama magni notað. En það er alveg ljóst að til þess að 

geta verið fullkomlega viss um breytta tjáningu við tog þarf að nota dýru togbakkana bæði 

fyrir viðmiðsfrumur og togfrumur.  

4.9 Togálag sem líkan fyrir öndunarvélarmeðferð 

Togálag teygir á frumum, svipað og gerist við frumur lungans þegar lofti er dælt niður í 

lungun í öndunarvélarmeðferð. En hins vegar verður enginn utanaðkomandi beinn þrýstingur 

á frumurnar með þessu líkani, eins og verður í lungum sjúklinga á öndunarvélarmeðferð. 

Þessi beini þrýstingur hefur einhver áhrif á lungnafrumurnar sem við getum því ekki séð fyrir 

með líkaninu. En þar fyrir utan eru aðstæður í lifandi vef allt aðrar en þær sem ein frumulína á 

himnu upplifir, m.a. allt samspil frumu og utanfrumuefnis, en einnig samspil mismunandi 

frumugerða hverja við aðra og einnig hefur fyrirliggjandi bakteríuflóra lungna sitt að segja. 

En margt af því sem sést hefur í in vitro rannsóknunum með þetta togálagsmódel hefur einnig 

sést in vivo (Halbertsma et al., 2005). En það er nokkuð ljóst að þess konar frumumódel getur 

veitt ýmsar vísbendingar um áhrifin in vivo, en því fleiri frumugerðir sem kannaðar eru í 

líkaninu in vitro því breiðari og áreiðanlegri verða vísbendingarnar sem fást.  
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4.10 Atriði sem betur hefðu mátt fara 

Meiri þolinmæði í upphafi rannsóknarverkefnis hefði hugsanlega skilað fleiri marktækum 

tilraunum, því ef beðið hefði verið lengur með að keyra fyrstu keyrslurnar, hefðu fleiri frumur 

fengist og því hefði verið hægt að keyra fleiri togbakka samtímis. Einnig hefði mátt bíða 

lengur með að keyra togbakkana, því ekki var hægt að nota niðurstöðurnar úr fyrstu 

keyrslunum þar sem VA10 frumulagið var ekki orðið alveg þétt.     

Ef tekist hefði verið á við vandann við próteineinangrun úr togbökkunum fyrr, hefði verið 

hægt að gera mun fleiri western litanir sem hefðu þá getað sagt betur til um beytinguna á 

tjáningu hinna mismunandi kenni - og stoðgrindarpróteina. Einnig hefði verið betra að nota 

VA10 stofn með annarri umsáningartölu en notast var við, því vitað er að stofninn fer í 

ákveðið krísuástand í kringum umsáningar 25-30. Það tafði því ennþá frekar allar 

togálagstilraunir að nota VA10 með umsáningartölur 20-30. Ástæðan fyrir því að notast var 

við þessa tiltölulega lágu umsáningartölu var til þess að notast við stofn sem væri eins líkur 

eðlilegri berkjuþekju og hægt væri. Því lægri umsáningartala gefur okkur frumur sem hafa 

færri stökkbreytingar frá upprunavef. 
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5 Ályktanir og framhald 

Okkur tókst að setja upp og staðla aðferðarfræði við togálag í berkjuþekjulínunni VA10 og 

lungnablöðrufrumulínunni A549.  

A549 sýndi viðbrögð við togi eins og við var búist hvað varðar f-aktín, β4-integrín, 

EGF viðtaka og vímentín. VA10 sýndi svipgerðarbreytingar og viðbrögð við togi, en ekki 

á nákvæmlega sama hátt og A549, það gefur vísbendingar um áhrif togálags á ólíkar 

frumugerðir.           

 VA10 frumulínuna er hægt að nota sem frumulíkan fyrir öndunarvélarmeðferð, 

samhliða öðrum frumulínum. Á þann hátt fæst vitneskja um hlutverk og þátt ólíkra 

frumugerða í togálagsskemmdum.  

Mögulega líkir VA10 meira eftir fjölbreyttri flóru þekjunnar í berkjunni, en A549 gerir í 

lungnablöðrunum. Því að VA10 er blanda fruma með stofnfrumueiginleika og dótturfruma 

þeirra, en A549 er safn nákvæmlega eins frumna (Halldorsson et al., 2007; Lieber et al., 

1976).  

Mjög spennandi væri að halda áfram með rannsóknir á hlutverki β4-integríns í miðlun 

togálags og þá að mæla próteintjáningu þess með western blettunar aðferð, einnig að kanna 

samspil EGF viðtaka og β4-integríns. Í raun er alveg nauðsynlegt að kanna breytingu á 

tjáningu LL-37 eftir sýkingu og togálag borið saman við sýktar en ekki togaðar frumur, bæði 

með VA10 og A549. 

Áhugavert væri einnig að kanna áhrifin eftir mislanga tíma undir togálagi og þá kanna 

hvenær ákveðnar breytingar eiga sér stað.        

 Gott aðgengi rannsóknarstofunnar í stofnfrumufræðum að ferskum lungnasýnum gefur 

möguleika á að einangra ákveðnar frumugerðir úr heilbrigðu lunga og kanna viðbrögð þeirra 

við togálagi, t.d. gerð I lungnablöðrufruma. 

Ekki má síðan gleyma því að kanna í framhaldinu, út frá þeim niðurstöðum sem fást, áhrif 

efna eða aðferða sem geta snúið við eða minnkað þær skemmdir sem verða á frumunum. Því 

það er auðvitað langtímamarkmiðið með öllum grunnrannsóknum að þekkingin nýtist 

einhvern tímann á einhvern hátt til bættra lífsgæða og betri lifunar einstaklinga með tiltekið 

vandamál. 
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