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Formali

Leidbeinendur verkefnis voru bérarinn Gudjénsson>*, Ari Jén Arason*, Magn(s Karl
Magntsson'>* og Sigurbergur Karason*®

'Leknadeild Haskéla islands, 2Rannséknastofa i blédmeinafredi  Landspitala
Héskolasjukrahuss, *Rannsoknastofa i lyfja og eiturefnafredum Lyfjafredideild Haskdla
islands, “Rannsoknastofa i stofnfrumufreedum Lifvisindasetri Haskéla Islands, *Svafinga- og

gjorgeesludeild Landspitala Haskolasjukrahuss

Verkefnid gildir 18 einingar (ECTS) sem hluti af BS gradu i laeknisfreaedi.



Agrip
Tilgangur

Ondunarvélarmedferd med yfirprystingi veldur alagi & pekjuvef lungna og getur leitt til
vefjaskemmda. Skemmdirnar geta orsakad vidvarandi bélguvidbragd og bélgumidlar og
Orverur att greida leid i blodrasina og i kjolfarid valdio fjollifferabilun. Markmid verkefnisins
var ad setja upp og proa likan til ad framkalla ahrif éndunarvélarmedferdar a
lungnapekjufrumur og rannsaka afleidingar slikrar medferdar fyrir frumurnar.

Efnividur og adferdir

Rannsodkud voru vidbrdgo tveggja lungnapekjufrumulina vid togalagi, A549
(lungnablddrufrumur) og VA10 (berkjufrumur). Notast var vid Flexcell frumutogara til ad
framkalla siendurteknar 2 sekdnda lotur af togi og hvild eftir kassalaga munstri i 12 kist. Til
vidmidunar voru frumur stadsettar i sama hitaskap i 12 klst &n togs. Svipgerdarbreytingar a
frumum voru kannadar med flurljomandi métefnalitun og Western blettun a pekktum
kennimdrkum frumanna og borid saman vid vidmid. Bolgusvorun var kénnud med pvi ad
mela seytun IL-8 og LL-37 (bakteriudrepandi peptid).

Nidurstdodur

Svipgerdarbreytingar saust i tjaningu stodgrindarpréteina A549 og VA10 eftir tog med
aukinni myndun stresspréada f-aktins 6rprada en keratin 14 hélt ad mestu 6breyttu
tjdningarmynstri. Motefnalitun & kennimdrkum togéalags gaf visbendingar um ad fleiri A549
og VA0 frumur tjadu EGF vidtaka og -4 integrin eftir tog. Mat a bélgusvorun med Western
blettun fyrir LL-37 eftir tog syndi hneigd til minnkunar & seytun hja A549 en Gbreytta seytun
hja VA10 frumum. A549 og VA0 seyta IL-8 bolgumidlinum i melanlegu magni og seytun
virdist aukast vid tog.

Alyktanir

Meginvidfangsefni verkefnisins var ad setja upp og stadla adferdafraedi vid
togalagstilraunir & lungnapekjufrumum par sem petta er i fyrsta sinn sem Flexcell teeknin er
notud hér a landi. A549 hefur adur verid notud sem likan fyrir dndunarvélaralag in vitro og
tokst ad framkalla pekkt vidbrogd hennar vid togalagi. Vid syndum ad VALO0 synir einnig slik
vidbroga. Frekari rannsokna er porf en pegar hafa komid fram dhugaverdir peettir vardandi
mun milli frumulinanna i tjaningu kennimarka togalags og seytun bolgumidla. Slik pekking
geeti leitt til aukins skilnings & og préun varna gegn averkum & lungnavef af véldum
ondunarvélarmedferdar.
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Listi yfir skammstafanir

e A549 — Frumulina sem var raektud upp Ur kirtilpekjukrabbameini Gr 58 ara karlmanni 1972
e ARDS - Bratt andnaudarheilkenni, BAH (e. acute respiratory distress syndrome)

e CK - (e. cytokeratin) gerd af millipradum

e DMEM - Ati notad & A549 frumurnar (e. dulbecco’'s modified eagle's medium)

e ELISA - Ensimtengd métefnagreining (e. enzyme Linked Immunosorbent Assay)

e FBS — Kaélfasermi (e. fetal bovine serum)

e |L-6 - Bélgumidill 6 (e. interleukin 6)

e |L-8 - Bélgumidill 8 (e. interleukin 8)

e LHC-9 — Ati fyrir lungnapekjufrumur

e LL-37 - Bakteriudrepandi peptid (e. antimicrobial peptide) sem nefnist einnig cathelicidin
e MODS - Fjolliffeerabilun (e. multiple organ dysfunction syndrome)

e  MSOF- Fjélkerfabilun (e. multi-system organ failure)

e PBS - Fosfat bufferud saltlausn (e. phospate buffered saline)

e PVDF himna — Himna fyrir western blot (e. polyvinylidene fluoride membrane)

e SCRU- Ranns6knastofa i stofnfrumufreedum (e. stem cell research unit)

e SIRS — Almennt bolgusvar (e. systematic inflammatory response syndrome)

o  TGF-B — seytt protein (e. transfroming growth factor B)

e  TNF-a - bolgumidill (e. tumor necrosis factor )

e VAI0 - Valpor Asgrimsson tilraun 10 frumulina hénnud & SCRU rannsoknarstofunni.

Berkjupekjufrumulina med stofnfrumueiginleika.
e VILI - Lungnaskemmd vegna éndunarvélamedferdar

e WB - Proteingreiningaradferdin Western blettun






1 Inngangur

Fljotlega eftir ad nytsemi utanadkomandi éndunaradstodar kom i ljos attudu menn sig & pvi
ad han geeti haft i for med sér alvarlegar aukaverkanir (Baker, 1971). Hins vegar var pad
téluvert sidar ad menn gerdu sér grein fyrir hinum smasaju skemmdum sem geta ordid a
frumum vid dgetilega éndunarvélarmedferd (Dreyfuss and Saumon, 1998; Slutsky and
Tremblay, 1998).

Har prystingur i éndunarfseerum getur valdid skemmdum a pekjufrumum, rofi i
pekjunni og jafnvel loftbrjosti (pneumothorax). Einnig getur i kjélfar bolgu og skemmda i
lungunum ordid almennt bélgusvar i likamanum (e. systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) sem getur leitt til fjélkerfabilunar (multiple-system organ failure, MSOF,
einnig kallad multiple organ dysfunction syndrome, MODS). Einnig eykst haettan a
lungnasykingum og blédrasarsykingum vid dndunarvélaradstod sem geeti verid einn af
orsakapattunum i almenna bolgusvarinu. A sidustu arum hefur pekking manna & skemmdum
vegna 6ndunarvélarmedferdar aukist mikid en samt sem &dur hefur ekki tekist ad finna
sérteekan liffreedilegan patt sem endurspegladi ahrif 6ndunarvélarmedferdar a 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).

A rannsoknarstofunni i stofnfrumufredum var i samvinnu vid svefingar- og
gjorgeeslulaekninn Sigurberg Karason nylega fjarfest i sogtogara (Flexercell/Flexcell) sem
getur styrt togi & frumur i reekt og pannig likt eftir alagi 6ndunarvéla & frumur (Colombo et al.,
2008). Kaupin voru styrkt af Ossuri ehf og Taekjasjodi Rannis.

Mikil reynsla af lungnapekjufrumum i raekt er til stadar a rannsdknarstofunni baedi med
bekktu frumulinuna A549 sem hefur ymsa eiginleika lungnablédrufrumu af gerd Il og einnig
med heimasmidada berkjupekjulinu med stofnfrumueiginleika sem kallast VA10. bvi potti
tilvalid ad nyta pekkinguna a pessum lungnafrumulinum i rannsdknir a togi a frumugrundvelli
(Halldorsson et al., 2007; Lieber et al., 1976).



1.1 Hlutverk 6ndunarfeera mannsins

Adalhlutverk lungnanna er ad taka vi0 surefni Gr andrumsloftinu og koma pvi i
surefnissnaudar blazdar, en einnig ad losa CO, ur sému edum (West, 1998).

Lungun eru storfenglega honnud af nattGrunnar hendi hvad vardar fledi surefnis og
koltvioxids um pekjuna. Logmal Ficks um flaedi segir, ad agnir fledi ar meiri styrk i minni
yfir vef. Eftir pvi sem hlutfallid milli flatarmalsins og pykktar vefjarins er sterra fledir meira
yfir vefinn (DiPaolo et al., 2010).

Lungad hefur yfirbordsflatarmal sem er um 50-100m? og pykktin er um tvo frumuldg
og 0,2-0,3um (West, 1998). Astedan fyrir pvi ad lungad hefur petta gridarlega
yfirbordsflatarmal & litlu sveedi er st ad uppistadan i lungunum er mygratur af érsmaum
lungnablddrum (Moore and Dalley, 1999). Hlutfallid milli yfirbordsflatarméls og pykktar er

bvi mjog hagsteett hvad vardar flaedi surefnis og koltvioxids.

Mikilvaegi dndunar sést 4 pvi hversu fljott einkenni koma fram vid truflun & starfssemi
lungnanna eda loftveganna. Mannskepnan getur einungis haldid nidri i sér andanum 1 orfaar
minuatur an pess ad oryggisventill likamans gripi inn i og pad 1i0i yfir einstakling og sjalfvirk

stjornun 4 dndun taki vid (Guyton and Hall. 2000).

1.2 Bygging loftvega
Lungad er mikil og stor flekja lungnapipla sem enda ad lokum i lungnablodrum, pessu utliti

lungnapiplanna hefur gjarnan verid likt vid tré & hvolfi (Anthony and Thibodeau, 1987).

Loftid sem kemur inn um munn og nef pess sem andar fer eftir barkanum nidur
meginberkjuna sem skiptist sidan i tvennt; vinstri og hagri berkjugreinarnar sem fara hvoru
sinu lunganu loft. Pessar berkjugreinar greinast sidan nidur i minni berkjugreinar sem fera
loft til annars vegar tveggja hluta vinstra lungans og hins vegar priggja hluta haegra lungans.
bessar minni berkjugreinar klofna sidan sifellt nidur i minni og minni loftganga og enda ad
lokum i endaberkjungunum (e. terminal bronchiole) sem leida loftid i lungnablodrurnar (e.
alveolar sacs) (Moore and Dalley, 1999).

[ lungnablodrunum fer adal lungnastarfssemin fram; loftsskiptin 4 strefni og
koltvioxidi. Loftskiptin verda yfir tvofalt frumulag, i lungnablodrunni yfir einfalt lag af
lungnapekjufrumum og grunnhimnu og sidan yfir grunnhimnu og einfalt lag af
®0apekjufrumum i haredunum sem umlykja lungnablédrurnar (Guyton and Hall, 2000).

Lungnablddrurnar bua yfir talsverdri pangetu (e. compliance) sem er annars vegar
vegna teygjanleika lungnavefjarins og svo hinsvegar vegna yfirbordsspennu vokvans i

lungnablédrunum.



Teygjanleiki lungnavefjarins kemur til vegna kollagen og elastin prada sem strekkist a
vid penslu lungans. Pessir praedir halda pannig & moéti strekkingunni og mynda teygjukrafta
sem leitast vid ad koma pradunum og par med blodrunum aftur i 6strekkt astand (Guyton and

Hall, 2000).

1.3 pekjuvefur 6ndunarfera

Loftvegunum er oft skipt i tvennt; efti loftvegi (sem eru loftvegirnir frd munni og nefi nidur
ad endaberkjungum) og nedri loftvegi (nedan vid endaberkjunga) par sem loftskiptin fara
fram (Sircar, 2008; Stevens and Lowe, 2005).

bekjan i 6ndunarvegunum er talsvert breytileg eftir stadsetningu og pvi hlutverki sem hun
gegnir & hverjum stad.

Efri hluti loftveganna samanstendur ad mestu leyti af studlapekjufrumum i bithaerdri
syndarlagskiptri pekju (e. pseudostratisfied), par sem frumurnar eru po6 allar tengdar
grunnhimnunni. Talid er ad pessar frumur eigi uppruna sinn i grunnfrumum (e. basal cells) i
yfirbordspekjunni (Evans et al., 1989).
bessi pekja er mjog mikilveeg 1 vornum lungans gegn ryki, Ohreinindum og bakterium
(Antunes and Cohen, 2007).

Slimlag liggur yfir allri 6ndunarpekjunni, petta slim kemur Gr stokum bikarutseytifrumum (e.
goblet cells) og ur berkjungsutkirtilfrumum (e. clara cells) eda ur litlum halaslim (e. serous

mucinus) kirtlum sem eru stadsettir ofarlega i loftvegunum.
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Bikaritseytifrumur Bandvefskim 4 4
Bifharafromur 9 Brjésk
Grunnfromur A Grunnhimna ==
Lungnablodrufrumur af gerB I & Fdapel X
Lungnablodrufrumur af g2r§ I @ Tavzakictilfromur
Stimfromur

Mynd 1 Fjolbreytt frumufléra med margvislega eiginleika er til stadar i dndunarfeerunum. Mynd fengin
frd (Magnusson et al., 2011)

Bikarutseytifrumur framleida og seyta slimi i holrymi berkjanna, slimid virkar verndandi a

pekjuna, med pvi ad veida adskotahluti sem berast nidur med andrimslofti. Sidan taka

bithardu frumurnar vid og faera pessa hluti upp dndunarveginn. Talid er ad bikarttseytifrumur

komi frd grunnfrumum, en hafi jafnvel pann eiginleika ad geta endurmyndad sig sjalfar

(Evans et al., 1989).

Grunnfrumurnar eru dreifdar um efri loftvegina og hafa stofnfrumueiginleika (De Proost et
al., 2009) bar na ekki Ut ad holinu heldur mynda sterk halthalddepilstengi (e.
hemidesmosome) vid grunnhimnuna og halda sidan i studlapekjufrumurnar sem eru utar.
Grunnfrumunum faekkar eftir pvi sem nedar dregur i 6ndunarvegunum (Evans et al., 1989;

Evans et al., 2001; Hicks et al., 1997).

11



4

I smeerri loftvegunum eins og i berkjungunum (e. bronchioles) eru berkjungsutkirtilsfrumur

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

Lungnataugakirtilfrumur (e. pulmonary neuroendocrine) eru itaugadar frumur sem hafa
hlutverk i stjorn 6ndunar. Vio orvun fra taugakerfinu seyta paer serdtonini, gastrin tengdu
peptidi (e. gastrin related peptide) innan bombesin fjolskyldunnar og calcitonini (Pan et al.,
2006). Taugakirtilfrumurnar eru dreifdar um berkjupekjuna og talid er ad paer hafi einhverja

stofnfrumueiginleika (De Proost et al., 2009).

4

I sjalfri ondunarpekjunni i lungnablédrunum eru adallega tver gerdir af pekjufrumum, I og II.
b6 frumur af gerd I séu einungis um 40% af fjoldanum af frumunum i lungnablédrunum pa
pekja paer p6 95% af yfirbordinu par. Adalhlutverk typu I frumnanna er ad gera loftskiptin
moguleg (Anthony and Thibodeau, 1987; Junqueira and Carneiro, 2005; Stevens and Lowe,
2005).

Toluverdur munur er 4 typu I og II lungnablédrufrumunum i 1tliti, & medan typa I er flot og
punn er typa II kringlott og stadsett i gleidari hornum blodrunnar nalegt berkjunum. Typu II
lungnabldorufrumurnar pekja 5% af lungnablodrunni en adalhlutverk peirra er ad mynda og
seyta yfirbordsvirku lungnablodruseyti (e. surfactant) sem pekur blodrurnar ad innan. betta
efni hindrar samfall bladranna vid Gtondun, med pvi ad minnka yfirbordsspennuna, einnig
audveldar efnid penslu bladranna vid innondun. Einn mjog dhugaverdur eiginleiki typu II
frumna er sa ad geta myndad typu I frumur (Anthony and Thibodeau, 1987; Fehrenbach et al.,
1999; Junqueira and Carneiro, 2005; Stevens and Lowe, 2005).

1.4 Ferill edlilegrar 6ndunar
Astedan fyrir pvi ad lifverur purfa ad anda er til ad geta myndad ATP ar lifrenum
sambondum. ATP er orku gjaldmidill lifvera, 4n hans er ekkert lif (Lee et al., 1981).

Ondun fer undir edlilegum kringumstadum fram sjalfvirkt 4n pess ad einstaklingurinn
purfi ad hugsa um pad. Einstaklingurinn getur p6 haft mikil 4hrif 4 hana, baedi til aukningar
sem getur endad i ofondun, en einnig getur hann haldid nidri 1 sér andanum i takmarkadan

tima.

Edlileg 6ndunartioni er u.p.b. 12 sinnum & minatu. Innéndun tekur um 2 sektindur og
utondun um 2-3 sekiandur i edlilegum andardreetti (Guyton and Hall, 2000).
brystingur 1 lungnablodrum midad vid umhverfid pegar loft er hvorki ad fleda inn né utar
lungunum er 0 cm H,0, p.e.a.s. hid sama og loftprystingur umhverfis einstaklinginn. Vid

pessar adstedur i lok Gtdndunar pa er jafnvaegi milli krafta lungans ad vilja falla saman og
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brjostkassans ad vilja penjast at. Til pess ad inndndun eigi sér stad parf prystingurinn ad falla
nidur fyrir 0 cm vatns. Til ad draga inn um 0,5 L lofts i lungun fer prystingurinn i -1 cm vatns.
[ utondun verdur prystingurinn +1 cm H,O midad vid umhverfid og pad er nog til pess ad

0,5 L af lofti fleedi ut ur lungunum (Guyton and Hall, 2000).

141 Inndndun
Innéndun & sér stad vegna samdrattar i i pindinni sem strekkist, stekkar rimmalid i
brjostkassanum og skapar neikvadan prysting i brjostholinu. Sjalf lungun penjast strax ut og
fylgja eftir brjostholinu pvi undirprystingurinn og samlodunin milli lungnafleidru og
brjosthimnu togar i pau. Undirprystingurinn sem myndast vid petta i lungunum veldur pvi ad
loft fleedir inn i pau. Lofttegundir fleda undan meiri styrk i minni. Millirifjavodvarnir valda
pvi ad nedri rifin fara ut og upp vid inndndun og pad eykur enn fremur 4 rimmal brjéstholsins

(Guyton and Hall, 2000).

Vid mikla areynslu eda langt gengna lungnasjukdoma sem hafa ahrif & fleedi lofts i lungun
stydja adstodarondunarvodvar vid Ondunina. Adstodarondunarvodvarnir i inndndun eru
rifjaléttir (e. scalenus muscle), h6fudvendir (e. sternocleidomastoideus m.), stori brjostvodvi
(e. pectoralis major m.), sjalvodvi (e. trapezius m.) og ytri millirifjavédvar (e. external

intercostal m.).

1.4.2 Uténdun
Vid utondun slaknar 4 pindinni og millirifjavodvunum. Vid pad minnkar rummalid i
brjostholinu og prystingurinn verdur meiri i lunganu heldur en i umhverfinu og loftid prystist
ut.
Vid mikla 6ndun pa nagja ekki teygjukraftar (e. elasticity/compliance) lungans til ad koma
loftinu no6gu hratt Gt Gr lungunum og pa koma kvidvodvarnir, sérstaklega réttivodvi kvidar (e.
rectus abdominalis m.) ad miklu gagni.
Lungad hefur mikinn teygjanleika (e. elastance/compliance) eda um 200ml af lofti fyrir hverja
1 cm H,O aukningu 4 prystingi i lunganu (Guyton and Hall, 2000).
En teygjueiginleikar 6ndunarkerfisins pegar stifleiki brjostkassans er tekinn med i reikninginn
er helmingi minni eda um 110 ml af lofti fyrir hverja 1 cm H,O hakkun (Guyton and Hall,
2000).
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1.4.3 Utanadkomandi 6ndunaradstod

I raun er mjog langt sidan ad madurinn 4ttadi sig & pvi ad haegt veeri ad halda lifi i
tilraunadyrum sem voru hatt ad anda, med pvi ad blasa lofti ofan i lungun a peim.
Highmore ritadi greinina Corporis humani disquisitio anatomica arid 1651 og lysir par ad
hann hafi haldid lifi i tilraunadyri i stutta stund med pvi ad blasa lofti i pad. Visindamadur ad
nafni Croune syndi &rid 1664 i London Royal Society hvernig hann hélt lifi i kjuklingum sem
blid var ad kyrkja. Fyrsta skrada tilfellid par sem manneskja var lifgud vid med munn vid
munn adferdinni gerdist arid 1744, skrad af Tossach (Baker, 1971).

En menn féru ekki ad nyta sér yfirprystingsondunarmedferd skipulega fyrr en 1952 i
I6munarveikifaraldri sem geisadi pa i Evrépu (Fuchs, 1988).
Adur héfdu svokollud jarnlungu og undirprystingsklefar komid fram, en paer medferdir duga
yfirleitt ekki pegar um sjukdom i lungnavef er ad raeda. Fyrstu undirprystingstekjunum var
lyst & fyrri hluta 19. aldar og nokkur voru framleidd skdmmu sidar, en 1928 fér i framleidslu

fyrsta gerdin sem komst i almenna notkun & spitélum (Fuchs, 1988).

1.4.3.1 Undirprystings 6ndunarvélar (e. negative pressure ventilators)

Undirprystings ondunarvélar eru pad sem hefur stundum verid kallad jarnlungu. Slikar
ondunarvélar byggja & hylki sem umlykur brjésthol og framkdéllun undirprystings innan pess i
orfaar sekundur veldur pvi ad brjostkassinn penst Gt og lungun fyllast af lofti. Edlilegum
pbrystingi er sidan sleppt & og loftid leitar Ut ar lungunum. Petta er endurtekid sifellt og pannig

er lofti komid ofan i einstakling sem ekki getur andad.

pessar dndunarvélar voru notadar adur fyrr i meoferd sjuklinga med I6munarveiki, en
na til dags eru undirprystings ondunarvélar nanast ekkert notadar og pa eingéngu hja
sjuklingum med taugavodvaryrnunarsjukdoma og tekin hafa minnkad mikid ad sterd og eru
medfeerilegri en pau voru i Idmunarveikifaraldrinum sem geisadi & arunum i kringum og eftir

seinni heimsstyrjoldina (Fuchs, 1988).

1.4.3.2 Yfirprystings 6ndunarvélar (e. positive pressure ventilators)

Yfirprystings éndunarvélar eru mest notudu éndunarvélarnar i heiminum i dag. Vélarnar
vinna pannig ad paer dela lofti (idulega er aukid sarefni i pvi lofti sem er gefid midad vid
andrumsloft) nidur i lungu sjuklingsins og prysta pannig lungunum Ut innan fra. Vid aténdun

er prystingurinn minnkadur og pa temast lungun ad sjalfu sér vegna samdrattareiginleika
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peirra. Petta er sidan endurtekid med peirri tidni sem er sem nast edlilegri dndunartioni
einstaklingsins. S& grundvallarmunur milli edlilegrar éndunar og vélarmedferdar er ad edlileg
ondun likamans fer pannig fram ad lungun penjast Gt og soga pannig loftid inn, en
yfirprystings éndunarvélar prysta lofti inn sem penur Ut lungun. Pegar pessi munur er hafdur i
huga kemur pad ekki & dvart ad yfirprystings éndunaradstod er tengd vid lungnaskemmdir
(El-Khatib and Bou-Khalil, 2008; Plataki and Hubmayr, 2010; Villar et al., 2011a).

Margar mismunandi adferdir hafa proast til ad framkvaema yfirprystings 6ndunaradstodina,

baer mida flestar ad pvi ad lagmarka pann skada sem getur ordid vegna adstodarinnar.

Nyjustu gerdir ondunarteekja taka mid af getu sjuklingsins og nota einungis
lagmarksprysting til pess ad koma lofti i sjuklinginn (Boldrini et al., 2012). Reynt er einnig ad
vinna markvisst ad pvi ad sjuklingurinn sé eins stutt & dndunarvélarmedferdinni og hegt er.

paer skiptast groflega i ifarandi og ekki ifarandi yfirprystingsmedferdir.
Ekki ifarandi yfirprystingsondunaradstodin skiptist i CPAP (e. continuous positive

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

CPAP eykur prystinginn vid alla 6ndunina, en letur sjuklinginn sjad um ad stjorna
onduninni, en af pvi ad petta er vid meiri prysting minnkar vinna sjaklingsins vid éndun og
FRC (e. functional residual capacity) lungna eykst. BiPAP virkar alveg eins og CPAP, nema
BiPAP hjalpar til vid inndndunina med pvi ad prysta inn lofti & sama augnabliki og pegar
sjuklingurinn hefur inndndun (Jaitovich et al., 2008).

ifarandi yfirprystingsondunaradstod, stjornar algjorlega innéndun og ondunartidninni. En
sjuklingurinn getur p6 haft ahrif & éndunaradstodina, & pann hatt ad ef hann nar ad hefja
andardratt af eigin rammleik fylgir dndunarvélin peim rytma og prystir inn lofti til ad klara pa

inndndun.

Tveer helstu gerdir ifarandi dndunarvélarmedferdar eru prystingsstyrd og rammalsstyrd
ondun.

Vid prystingsstyrda éndun er akvednum prystingi beitt umfram pann lagmarksprysting sem
haldid er gegnum alla 6ndunina. Pessum prystingi umfram lagmarksprystinginn er stjornad
nakvaemlega.

Rammalsstyrd 6ndun virkar & pann hatt ad akvednum lagmarksprystingi er haldid i
aténdun en sidan er eins miklum prystingi og parf til ad na dkvednu rammali inn i lungun
beitt i inndndun. Pvi er prystingnum sjalfum ekki ndkveemlega stjérnad og hann getur i raun

ordid talsvert meiri en i prystingsstyrdri éndun. betta er til pess ad tryggja ad sjuklingurinn fai
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orugglega naeg loftskipti préatt fyrir breytingar i astandi lungans (Ingber, 2003; Ridge et al.,
2005).

Vid dndunarvélarmedferd er togid sem lungnapekjufrumurnar verda fyrir af tvidsa gerd
begar tognar & grunnhimnunni (Tschumperlin and Margulies, 1998). Tviasa(e. biaxial)

alagshimna var pvi notud i tilaunum okkar.

1.5 Bratt andnaudarheilkenni ARDS

Bratt andnaudarheilkenni (e. acute respiratory distress syndrome ARDS) er mjég algeng
asteeda fyrir ifarandi éndunarvélaradstod. ARDS var talinn vera sjakdomur sem lysti sér med
einsleitum skemmdum i lunganu, en & sidari hluta 9. aratugar sidustu aldar kom i ljés med
tilkomu betri tolvusneidmynda af lungum ad skemmdirnar veeru ekki einsleitar. Akvedin
svaedi i ARDS lungum eru vel loftud, onnur illa loftud og sum svaedin hafa ekkert loftflaedi
(Gattinoni and Pesenti, 2005; Plataki and Hubmayr, 2010).

Nyleg rannsdkn sem var kynnt & veggspjaldakynningu visinda & vordégum syndi fram
a téluverda minnkun i danartioni ARDS a arunum 1988-2010. En pa leekkadi danartidnin hér
a landi vegna ARDS um 1 % a ari ur 37% arid 1988 (Martin Ingi Sigurdsson et al., 2012) .
Astedur pess eru taldar vera beatt 6ndunarvélarmedferd medal annars vegna birtingar
rannsokna sem syndu & d&véfengjanlegan héatt ad Ondunarvélarmedferd med minna

andrymdarrammali skiladi sér i aukinni lifun (2000).

Flestir sjuklingar sem deyja vegna ARDS deyja vegna fjollifferabilunar(e. Multiple-
system organ failure notum hér eftir MSOF) frekar en vegna of litils surefnis (e. hypoxia)
(Dos Santos and Slutsky, 2000).

Talid er a0 Ondunarvélaradstodin geti verid hluti af orsokinni fyrir pessari hau déanartioni
medal ARDS sjuklinga medal annars med pvi valda allsherjar bolgusvari (systematic
inflammatory response syndrome, SIRS) og MSOF (Sessler et al., 1996; Slutsky, 1999;
Slutsky and Tremblay, 1998). Einnig getur dndunarvélarmedferdin gert lungun vidkvamari
fyrir sykingum (Pugin et al., 2008; Villar et al., 2011a).

Abending fyrir ifarandi 6ndunarvélarmedferd kliniskt veri pegar hlutprystingur strefnis i
slagedblodi feri undir 60mmHg, hlutprystingur CO, yfir 50mmHg og 6ndunartidonin yfir

35x/min, audvitad hefur astand sjuklingsins einnig mjog mikid um pad ad segja.
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1.6 Skemmdir vegna 6ndunarvélaradstodar (e. Ventilator induced lung injury
VILI)

[ peim sem f& 6ndunarvélarmedferd pa verda 5-15% af sjuklingum fyrir lungnaskemmdum
af voldum medferdarinnar (e. Ventilator induced lung injury) og skemmd vegna
ondunarvélarmedferdar hefur danartioni upp a 34-60% i sjuklingum med ARDS (Haake et al.,
1987; Parker et al., 1993; Ware and Matthay, 2000)

Komid hefur i 1jos ad pad virdist vera skyr munur & lifun sjuklinga med brada
lungnaskemmd (ARDS og ALLI) eftir pvi hvort sjuklingar fengu éndunarvélarmedferd med 12
ml/kg andrymd (e. tidal volume) eda 6 ml/kg andrymd, eftir pvi sem rGmmalid er meira pvi
meiri er prystingurinn sem verkar & lungnablédrurnar (2000). Rannsdknin var stodvud pegar
bradabirgdanidurstodur syndu ad danartionin var 22% leaegri i hopnum sem var & héfsamari
andrymdarmedferdinni (2000).

Yfirprystings 6ndunarvélarmedferd er mjog mikilveeg medferd og virkar pannig ad hin
opnar samfallnar lungnablédrur og minnkar pannig hjastreymi innan lungans og batir

strefnisfleedio i lungunum i lungnasjukdémum (Falke et al., 1972)

En medferdin hefur lika sleem ahrif sérstaklega pegar of miklum prystingi er beitt. Daemi
um slem ahrif yfirprystingsmedferdar er aukinn vokvi i lungunum, ofpensla og versnun

loftskiptahefileika lungabladranna og myndun audra sveeda i lungunum (Bo et al., 1977).

Einnig getur yfirprystings éndunarvélarmedferd minnkad blasedabakfledi og aukid vionam i
heegri sleglunum og pannig valdid leekkun i blodprystingi (Wheeler and Bernard). Hettan
eykst einnig 4 sykingum, badi lungnasykingum og blddrasarsykingum (e. sepsis) og talid er
ad syrustigsbreyting sem verdur vid ondunarvélarmedferd geti verid hluti af orsékinni (Pugin

et al., 2008).

Einnig kemur pad fyrir ad einstaklingar fai fjollifferaskemmdir (MSOF) i kjolfar
ondunarvélarmedferdar, vegna kerfisbolgusvars (Villar et al., 2011a). Menn deila ni um pad

hvort til séu einhver mork prystings sem ekki valda skemmdum & lungnavefinn.

1.7 Leit ad skyringum & skemmdum vegna 6ndunarvélarmedferdar

1.7.1 Prystings- og rummalsaverka kenningar
Hugtakid prystingsaverki hefur verid notad til ad lysa beinum skemmdum sem verda vegna
mikils prystings i lungnavegunum, pessar skemmdir geta komid fram sem rof i pekjunni, sem

loftbrjost (e. pneumothorax) og Ilungnahrun (e. atelectasis). Einnig verda boélgu og
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bandvefsmyndanir 4 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 foru menn ad draga i efa ad einungis vaeri hér um beinar skemmdir vegna prystings

ad reda (Dreyfuss et al., 1988).

Rummalsaverka kenningin byggir 4 pvi ad skemmdirnar verdi vegna
rammalsaukningarinnar en ekki vegna prystingsins. Gerdar voru tilraunir & heilbrigdum
rottum par sem bundid var um brjostkassann pannig ad hann gati ekki panist Gt og annar
hopur af rottum hafdur til samanburdar med Obundinn brjéstkassa. brystingurinn sem var
notadur var sa sami en i ljos kom ad mun minni lungnaskemmdir komu fram i hépnum par
sem buid var ad binda um lungad 4 rottunum. Hér var eini munurinn i andrymdinni, en ekki i

prystingnum (Dreyfuss et al., 1988).

bess vegna var i raun talid ad um veri ad reda skemmdir vegna rimmals en ekki prystings

(Gattinoni et al., 2010).

Astedan fyrir pessu er ad pveradur lungnaprystingur hja rottunum med bundid um
brjostkassann breytist 1itid midad vid edlilega dndun (an adstodar haprystingsondunarvélar)
pvi pad er mikill prystingur &4 brjostkassann. Hins vegar pegar brjostkassinn getur hreyfst
edlilega og rottan er 4 dndunarvélarmedferd er ordinn mikill munur & prystingnum i lungunum
og utan vid pau. bessu ma likja vid skemmdir sem verda hja kofurum vegna mikils prystings
lofts sem beir anda ad sér en minni ad utan pegar peir fara hratt upp & yfirbordid (Gattinoni et

al., 2010).

betta synir ad i raun er enginn munur 4 rimmals og prystingsaverka kenningum, allt
snyst petta 4 endanum um brysting og penslu & yfirbordspekjunni og adlegu adabpeli i
lungunum. En prystings- og rimmalsaverkakenningarnar utskyra einungis beinu skemmdirnar
sem vélrena ondunin veldur, ekki 6beinu skemmdirnar sem geta ordid um allan likamann og

koma 1 1j6s sem fjolliffaerabilun.

ba foru menn ad velta fyrir sér hlutverki bélgumidla vardandi baedi stadbundnar og fjarlegar

skemmdir og hugtakid bolguaverki (e. biotrauma) varo til.
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1.7.2 Boélguaverki

Synt hefur verid fram & aukningu & losun bélgumidla baedi in vitro, ex vivo og in vivo a
dyrum og talid er ad aukid gegndreepi i lungnablédrunum vid skemmdirnar hleypi pessum
bolgumidlum ut i blodrasina og valdi pannig fjolliffeerabilun (Halbertsma et al., 2005).

Meira magn IL-6 og IL-8 i blddi var tengt vid hekkada danartioni og alvarlegri
sjukdom (Gattinoni et al., 2010). Ondunarvélarmedferd med lagri andrymd (e. low tidal
volume) var tengd vid hradari temprun bdlgusvarsins (Parsons et al., 2005a; Parsons et al.,
2005b). I framhaldi af pvi hafa menn synt fram & minni myndun ymissa bolgumidla (IL-1, 1L-
1B, IL-6, IL-8 og TNF-a) i lungnum pegar notast er vid medferd med lagri andrymd borid
saman vid meiri andrymd (Ranieri et al., 1999). Einnig meldist markteek meiri aukning a
TNF-a 0g IL-6 i viomidunarhdpnum med hefdbundinni andrymd midad vid minni andrymd
(Ranieri et al., 1999). I rannsoknum med einangradar lungnafrumur i siendurtekinni 7%
tognun jokst losun a TNF-a, IL-6, IL-8 og MMP-9 (Pugin et al., 1998). Adaluppistadan af
bolgumidlunum kom fra makrofogunum i lungunum, sem tengdust aukningu &
umritunarpattinum NFxB (Held et al., 2001).

Hluti af skyringunni & MSOF geati verid i gegnum styrdan frumudauda fjarri
stadsetningu areitis vegna ondunarvélarmedferdarinnar, par er daudabindillinn FasL
hugsanlega hluti af skyringunni. Pessar kenningar komu fram vid 6ndunarvélarmedferd &

kaninum sem olli styrdum frumudauda i pekjufrumum nyrna og sméaparma (Imai et al., 2003).

Talio er ad steerri hluti af skyringunni & MSOF sé i gegnum aukningu & bélgumidlum
baedi sveedisbundid i lungunum og lika i bl6drésinni, synt hefur verid fram & petta i ménnum
og rottum (Chiumello et al., 1999; Ranieri et al., 1999; Tremblay et al., 1997; von Bethmann
etal., 1998).

Einnig getur ordid skerspenna ef ekki naegum prystingi er haldid i gegnum alla
ondunina, skerspennan verdur pegar parf endurtekid ad opna upp samfallnar lungnablédrur.

Friir sarefnis radikalar geta lika valdid miklum skemmdum en peir koma adallega ef verid er
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ad gefa surefni i heerri skdmmtum en i andramsloftinu (Fanelli et al., 2011).

Ondunarvélartengdur averki a lungu
(Ventilator induced lung injury)

Ofpan. . 4 Fammal Sl’lr’f&ﬁlise’itrun
. bristings rimmélsivers  (Friir radikalar)
“E oy d //
[jrugg \
e Bolguaverki
O Stadbundid og almennt
bolgusvar
Feersla 4 inneitri og
- bakterium
" L ﬁ Fjalkerfabilun
‘0*- Oruget "
Skerspenna pristingshil PBrystingur

Mynd 2 Ondunarvélartengdur averki a lungu X-as segir til um prystinginn, Y s um raimmalid sem notad er
vid dndunarvélarmedferd. Innan gulu linanna er hagsteedasta rammals og prystingsmedferdin fyrir

sjuklinginn, teikning fengin fr4 Sigurbergi Kérasyni og birt med gédfaslegu leyfi hans.

1.8 Skynjun og midlun togalags i frumum lungans

1.8.1 Skynjun togélags

Til pess ad fruman geti brugdist vid togalagi parf hin ad skynja alagid. Lykilpaettir i
togskyninu eru taldir vera integrinin, punkt tengisveedi (e. focal adhesion plagques) og
frumustodgrindin (Pugin, 2003).
Integrin tilheyra fjolskyldu himnuproéteina sem koma saman i focal adhesion skellum,
adalhlutverk peirra er ad tengja frumur vid utanfrumuefnid og grunnhimnur. T mikilli nalsegd
vid pau eru efni sem tengja 6rpraedina og piplurnar vid frumuhimnuna, deemi um pau eru

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

Breytingar & integrini verda vid tog, sem leida til virkjunar & FAK og MAP kinasa sem &
endanum valda virkjun a prétein kinasa A og fosfatidylindsitol 3 kinasa bodleioum (Banes et
al., 1995).
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Frumustodgrindin

Talid er ad frumustodgrindin sjalf geti ad einhverju leiti skynjad ytra areiti eins og tog. begar
aktin Orpreedir og orpiplunetid eru togud, geta pau virkjad sému bodleidir og integrinin i
gegnum sameindir sem tengdar eru vid stodgrindina (Shafrir and Forgacs, 2002).

Togvirkjud jonagoéng

Innflaedi jona ar togneemum jénagéngum geta komid af stad bodum um togalag a frumunni.

En einnig eru pau talin geta midlad beint auknu gegndraepi himnunnar (Dos Santos and
Slutsky, 2000).

Integrins

FAK, paxillin,
talin, tensin, Src

A1 -
[N\ Orpraesir
[Ny, Orpiphar
|

MAPKs mRNA Stédzun?
T

IL-8 protein

Midlun togalags

AAAARA

c-fos IL-8 mRNA

\.. p65/p50

Tog Tog

Tog svars pettit |L-8 gene

Mynd 3 Groft yfirlit yfir mikilveega peetti i midlun togalags og tengsl vid 1L-8 seytun, adlogud mynd fra
(Pugin, 2003).

1.8.2 Midlun togéalags
Talid er ad MAP kinasa bodleid sé lykill i ad midla bodum til kjarnans og hvetja umritun i

kjolfar skynjunar togalags (Oldenhof et al., 2002).

MAP kinasar eru bodensim sem virkjast vid fosforyleringu ofar i bodleidinni i svari vid
miklum fj6lda af utanfrumubodum t.d. frad vaxtarpattum, bélgumidlum, bakteriuefnum, efna
areiti og lifedlislegu alagi. Afmyndun frumunnar getur lika virkjad MAP kinasa bodleidir
(Peverali et al., 2001). MAPK bodleidin hefur mikil ahrif i stjornun ymissa hluta
lifsnaudsynlegrar frumustarfssemi, eins og frumufjolgun, bolgusvari og styrou frumudrapi.
Lokaafurdir MAP kinasa ferilsins eru umritunarpettir sem fara i kjarnann og bindast

sérstokum styrisveedum og stjorna pannig genaumritun (Peverali et al., 2001).
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Vaxtarpeettir Orva vaxtarpattavidtaka en einnig utanfrumu bodtengda kinasa (e.
Extracellular signal-related kinase) en ymislegt areiti baedi efna og alags veldur virkjun &
svokolludum stress kindsum JNK og p38, pad hefur sést i frumulinum vid siendurtekid
togalag (Martineau and Gardiner, 2001). | rannsokn med togadri berkjupekjulinu kom i ljés ad
ERK, JNK og p38 voru mjog hratt fosforilerud eftir upphaf togalagsins. P38 hindri kom i veg
fyrir togmidlada frumuvirkjun. Lyfjafredihindri & ERK bodleidinni hindradi p6 einungis ad
hluta losun bolgumidla i rottulungum vid éndunarvélarmedferd (Underwood et al., 2000).

Svo virdist sem c-fos sameindin virkjist vid oOndunarvélarmedferd, en hun er lika
mikilveegur hlekkur i MAPK bodleidinni (Tremblay et al.,, 1997; Ying et al., 2006).
Umritunarpattinn NF«B i svari vid frumutogi hefur reynst erfitt ad syna fram &, m.a. vegna
skorts & sérhaefdum hindrum gegn honum.

Alagid sem lungnafrumurnar verda fyrir i sjuklingum & éndunarvélarmedferd er ekki
einungis beint siendurtekid tog heldur einnig i gegnum bolgumidla, fria radikala, nitur oxid og
proteasa, en pessir peettir hafa allir ahrif & tjaningu gena (Fan et al., 2001).

Ahrifin & umritun gena er pvi samspil mjog margra patta og erfitt er ad spa fyrir
nakvaemlega um ahrifin & tjaningu peirra. Samspil umritunarpatta getur leitt til aukningar a
umritun en einnig til minnkunar (Evans et al., 2001).

Eins og hér ad ofan hefur komid fram eru margar mismunandi sameindir i frumunni
sem hafa verid tengdar vid midlun alags (e. mechanotransduction) og eda verda fyrir dhrifum
af alagi. Par a4 medal eru tognem jénagdng, caveolae himnuflekar, integrin
vidlodunarsameindir, cadherin millifrumutengi, vaxtarpattavidtakar, myosin motorar,
frumustodgrindar 6rpraedir, utanfrumuefni og ymsir adrir frumuhlutar og bodefni (Ingber,
2006).

Vid dkvadum ad skoda frekar breitt svio af pattum sem hafa verid tengdir vid togalag. Med
ofangreind atridi i huga var &kvedid ad lita med flarljdbmandi motefnum fyrir f-aktini,
frumukeratini 14, B4-integrini, EGF vidtaka, p-catenini, N-cadherini, E-cadherini, LL-37, og

Vimentini.
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Togalags midlunarsameindir

| A yfirborinu
Frumufrumutengi g?hmé;ctu:
Cadherin
Gap-tengi
Himnur

K]arm 7~ Tonagéng
Jonaging Kaveoli
Kjarnahimna VfirborBsvidtakar
Litmid

G -

) — Frumugrindin
Frumu-utanfrumutengsl { %Fﬁlaﬂ
integrin - — iplur

= Utanfrumuefnid 1 :
Ak i Millipraedir
Fokal adhesions Fibronektin L b
Eollagen
Proteaglikon
Grunnhimnan

Mynd 4 Helstu pattir sem midla togalagi, mynd adlogud fra (Ingber, 2006)

1.9 Frumulinurnar A549 og VA10

19.1 A549
A549 frumulinan var einangrud Ur meinvarpi lungnakirtilfrumukrabbameins 58 ara gamals
manns arid 1972.
A549 frumulinan framleidir lungnabl6druseyti (e. surfactant), synir fjolbladastraktira (e.
multilamellar bodies) og myndar tiltdlulega mikid magn af dmettudu lesitini sem bendir til
pess ad frumulinan syni typu 2 eiginleika. A549 frumurnar mynda samfellt einnar frumu
pykktar lag i reekt en svo virdist sem hin geti hrannast ad einhverju leyti upp. Frumulinan er
mjog mikid notad likan i lungnafrumurannséknum utan likamans. Upphaflegu A549
frumurnar h6fou 61 litning vegna tvofoldunar 4 einstokum litningum (Lieber et al., 1976).
Astaedan fyrir pvi ad vid notumst vid A549 frumur er si ad hun hefur margsinnis verid
togud og svar hennar pvi vel pekkt og gefur okkur pvi dkvedid viomid i pessum fyrstu
rannsOknum okkar. Einnig likir hun vel eftir lungnablodrufrumum af gerd I og per eru taldar
mjog mikilveegar i VILI sjukdomsferlinu (Desai et al., 2007, Hammerschmidt et al., 2004;
Tschumperlin et al., 2000; Vlahakis et al., 1999). bess utan er A549 mjog audraktanleg

fruma.
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19.2 VAIO
VA10 frumulinan var buin til med pvi ad sykja lungnapekjufrumur med retréoveirum sem
innritudu E6 og E7 @xlisgenin inn i frumurnar, petta olli pvi ad frumulinan getur skipt sér
endalaust i reekt (Halldorsson et al., 2007).

VA10 frumulinan tjair ymis frumukeratin (e. Cytokeratin CK) eins og frumukeratinin

5, 13, 14, 17, holkeratin (e. luminal keratin) 18 og umritunarpattinn p63 sem einkennir
stofnfrumur 1 morgum lifferum og er pvi talin hafa grunnfrumu svipgerd med
forverafrumueiginleika (Halldorsson et al., 2007).
Aldrei 40ur hefur togalagi verid beitt & VA10 frumulinuna en p6 hefur pad verid skodad i
linum med eiginleika berkjupekju. Berkjupekjulinur hafa m.a. synt aukna tjdningu &
bandvefsproteinum vid tog (Cabrera-Benitez et al., 2012), en einnig syna par aukna tjdningu
4 IL-8 (Oudin and Pugin, 2002).

Astzdan fyrir pvi ad pessi frumulina vard fyrir valinu er si ad mikil reynsla og
pekking & henni er til stadar 4 rannsdknarstofunni i stofnfrumufredum og frumulinan likir vel
eftir berkjupekjufrumum i likamanum. VA10 hefur pann kost fram yfir A549 ad hun er ekki
upprunnin Ur stokkbreyttum krabbameinsfrumum heldur beint ar edlilegum vef. VA10
frumulinan er pess utan ekki sipa einstofna dotturfruma einnar @xlisfrumu eins og A549
heldur blanda fruma med stofnfrumueiginleika og dotturfruma peirra, petta hefur badi okosti

og kosti 1 for med sér (Halldorsson et al., 2007; Lieber et al., 1976).
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1.10 Markmid rannsoknarinnar
Ondunarvélarmedferd med yfirprystingi veldur alagi a pekjuvef lungna og getur leitt til
vefjaskemmda. Skemmdirnar geta orsakad vidvarandi bolguvidbragd og bolgumidlar og

orverur att greida leid i bldédrasina og i kjolfarid valdio fjolliffeerabilun.

Vidbrogd hinna einstoku lungnavefja vid sliku prystingsalagi er ekki fyllilega pekkt né
hvada frumugerdir eru viokveemastar fyrir prystingsalaginu (Dos Santos and Slutsky, 2000;
Gattinoni et al., 2010; Plataki and Hubmayr, 2010; Pugin et al., 2008; Villar et al., 2011a;
Wheeler and Bernard).

Markmid verkefnisins var ad setja upp og préa likan til ad framkalla ahrif
ondunarvélarmedferdar a lungnapekjufrumur og rannsaka afleidingar slikrar

medferdar fyrir frumurnar.

Annars vegar var notast vid frumugerdina A549 sem komin er fra lungnablodrufrumum af
gerd 2 1r kirtilpekjukrabbameini (e. adenocarcinoma) og hins vegar VA10 sem 4 uppruna sinn

i grunnfrumum edlilegrar berkju.

[ verkefninu voru borin saman vidbrogd AS549 og VAIO vid togalagi og kannadar

svipgerdarbreytingar i frumunum. Sértek markmid verkefnisins voru ad:
1. Skoda almennar svipgerdarbreytingar frumanna
2. Kanna tjaningarbreytingar kenniproteina togalags

3. Mzela breytingar 4 bolgusvorun frumna
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2 Efniog adferdir

2.1 Tekjalisti

Tafla 1 Teekin sem notud voru vid gerd rannséknarinnar

Teeki

Framleidandi

Reektunarskapur (37°C, 5% CO2, 95% raki)

Heraeus instruments cytoperm 2

Skilvinda

Hettich Zentrifugen

Fasasmasja

Leica

Sogtogari(Flexcell® FX-5000™ Tension
System)

Flexcell International Corporation

Flurneem smésjé (e. confocal)

Zeiss LSM5 Pasqal

Vidsja

Leica

Ljoésgleypnimeelir

Spectramax plus-molecular Devices

Rafdrattarspennustyrir

Hoefer scientific instruments

Oddysey innraudur skanni

LiCOR Biosystems

Rafdrattarhylki

Invitrogen-Life Technologies

IL-8 Duoset ELISA

R and D systems

Proteineinangrunarsilur Oasis

2.2 Ahaldalisti

Tafla 2 114t og énnur &héld sem notast var vid
T12,5 flaska Falcon®
T25 flaska Falcon®
T75 flaska Falcon®
Skilvinduglas 15 ml BD Falcon™
Skilvindulas 50 ml BD Falcon™
Pipettur Finnpipette
Pipettuoddar Diamond®
5-10-25 ml pipettur BD Falcon™

6 holu togbakkar (e. BioFlex® Culture Plates)

Flexcell International corporation

Silikon smurefni

Loctite-Henkel corporation

Bomullarhnodrar

Euro shopper - AMS Sourcing B.V.

Maxisorp plétur

Nunc — Thermo scientific




2.3 Efnalisti

Tafla 3 Helstu efni sem notud voru vid gerd rannséknarinnar

Efni Framleidandi
LHC-9 Gibco
DMEM/F12 Gibco
Penicillin Streptomycin (P/S) Gibco

FBS Gibco

PBS SCRU
Trypsin SCRU

TBS SCRU

BSA Applichem
RIPA leysibuffer SCRU
Merkaptoetanol Sigma Aldrich
Tween Sigma Aldrich
SDS Sigma Aldrich

4X NuPage LDS synabuffer

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
Formaldehyo 34,5% Sigma-Aldrich

Etandl Sigma-Aldrich

Metandl Sigma-Aldrich

ToPro3 (Kjarnalitur) Invitrogen

Fluoromount Sigma-Aldrich

Nauta kollagen hidunarlausn

Advanced Biomatrix

Proteinstigi(e. Pageruler prestained protein
ladder)

Fermentas Molecular Biology Tools

ELISA buffer, 1% BSA i PBS

Onamisfraedideild Landspitala
Héskolasjukrahds

TRIS-Elisubuffer

Onamisfraedideild Landspitala
Haskélasjukrahis

Streptavidin

Onamisfreedideild Landspitala
Héaskolasjukrahds
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2.4  Motefnalisti

Tafla 4 Listi yfir motefnin sem notud voru vid gerd rannsoknarinnar

Motefni Klon Tegund Motefna- Framleioandi -
flokkur framleidsluniumer

Aktin C4 Mus IgG1 Abcam -ab3280

B4-integrin 3E1 Mus 1gG1 Chemicon

[-catenin Poly60 Kanina IgG Cell sciences?

01

CK-14 LL002 Mus 1gG3 Abcam ab7800

E-cad Mus IgG2a BD - 610182

EGFR Kanina IgG Cell Signaling — 4267S

F-aktin Kemur Kemur Invitrogen—Life Technologies
(Phalloidin) samtengt samtengt

LL-37 Kanina IgG Sérsmidad
(cathelicidin)

N-cad Mus 1gG1 BD - 610921

Vimentin V9 Mis I1gG1 DAKO —M0725

2.5 Raktun og vidhald frumna

Tveim frumulinum var vidhaldid og fjolgad vid framkvemd rannsdknarinnar, annars vegar

A549 en hins vegar VA10 frumum.

2.5.1 A549 frumulinan

A549 er eins og lyst var i inngangnum audraktanleg frumulina. ZAtid sem notast var vid var
blanda af DMEM-Ham’s F-12 @®ti (Gibco, Burlington, Canada) og 10% kalfasermi (e. fetal
bovine serum, hér eftir kallad FBS). Skipt var um @ti & frumunum annan hvern dag. Ztid
innihélt einnig syklalyfin Streptomycin og Penicillin i styrknum 50u/ml.

Frumunum var skipt &4 nyjar floskur & 5 daga fresti og pad tok par ekki nema riman
solarhring ad verda péttar (e. confluent) i floskunni, pé einungis hefdi verid sad einum

tuttugasta af frumum fyrri fléskunnar.

2.5.2 VA0 frumulinan

VA10 frumulinan var buin til & SCRU rannsoknarstofunni og hefur svipgerd grunnfruma og
forverafrumueiginleika.

VA10 vex toluvert haegar en A549 og var peim pvi sad péttar i nyjar floskur; u.p.b. 1:5.

Vid notudumst vid LHC-9 (Gibco, Burlington, Canada) @ti med Streptomycin og Penicillini i

styrknum 50u/ml. LHC-9 @ti er mikio notad eti fyrir berkjufrumulinur, tid inniheldur ekki
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sermi.
VA10 frumum var skipt i nyjar floskur & 7-10 daga fresti, og paer fengu nytt ti annan hvern

dag.

2.6 Undirbaningur fruma fyrir keyrslu i sogtogara

Frumum var skipt upp 4 kollagen I hadada brunna sem hver hefur flatarmal upp 4 9,62 cm” og
sem vidmid 4 kollagen I hiidadar T12,5cm” floskur. bar sem flatarmal pessara ilata er ekki
jafn stort var frumum s&0 i1 sama magni 4 hvern fersentimeter. Pad sama var gert med A549
frumurnar.

Voxtur og skipting VA10 frumnanna var t6luvert haegari en A549 og pvi var VA10 frumunum
skipt nidur 4 6 holu bakkana 4 dégum fyrir keyrslu i sogtogaranum ur alveg péttri T25 flosku,
en A549 frumunum var skipt nidur 4 bakkana sélarhring fyrir keyrslu. En einnig var VA10 sao
péttar eins og sést & toflu 5 og pannig fengust alika pétt tilraunailat af A549 og VA10 pegar

atti a0 keyra taekid.
Tafla 5 Skipting frumna nidur a 6 holu bioflex kollagen | bakka og kollagen I htudadar vidmidsfléskur.

VAI0 A549
Bioflex brunnur 9,62 cm’ Sad 1:6,7 Sad 1:33,3
T12,5 cm’ flaska Sad 1:5,1 Sad 1:25,6

Bakkarnir voru sidan keyrdir i sogtogara pegar frumurnar poktu alveg yfirbordid (e.
confluent)

Nytt volgt @ti var sett & frumurnar 15 minatum fyrir keyrslu, til pess ad getad borid seytun
togadra fruma saman vid seytun frumna sem urdu ekki fyrir togi.

Myndir voru teknar af frumum i fasakontrast smasja fyrir og eftir keyrslu til ad meta péttni

frumnanna.

2.7 Frumutogarinn (e. flexcell/flexercell)

Teekid sem notast var vid ad strekkja & frumunum kallast & ensku Flexcell® FX-5000™
Tension System (Flexcell International Corporation, Hillsborough, North Carolina, USA).
Pad vinnur & pann hatt ad undirprystingi (sogi) er beitt & undirbakka (e. basalplate) sem
sexholubokkunum er komid fyrir i. Sexholu bakkarnir hafa sveigjanlega silikon himnu, og

beir togast nidur vid undirprystinginn og lenda & fyrirstooum sem skaga upp dar
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undirbakkanum og valda pvi ad pad teygist & himnum i bakkanum (mynd 5). Togid sem tekid
getur beitt & pessa gerd af bokkum verdur mest 26% sem svipar til pess er getur ordid i
haandrymdar éndunarvélarmedferd (Colombo et al., 2008; Wirtz and Dobbs, 2000).

Edlileg 6ndun veldur um 4% linulegri tognun (e. linear elongation) &4 grunnhimnunni (e.
basement membrane) (Forrest, 1970).
Strekking 4 himnunni med sogtogara likir eftir dlagi 6ndunarvéla a frumur (Colombo et al.,
2008).

Takkinn sem himnan lendir & hefur radius upp & 12,7 mm, en radius himnunnar er 17,49
mm a tvidsa alagshimnu (e. biaxial strain membrane) sem var gerdin sem vard fyrir valinu
(Geest et al., 2004).

AEti

Fyrirstada T

Silikon himna

Tviasa tog

Z b
) rd

Fyrirstada

! .

Undirprystingur Undirprystingur

Mynd 5 bverskurdarmynd af togbrunni. Vid ekkert tog (efri mynd), vid tog (nedri mynd) framkallad med
undirprystingi. Frumurnar sitja a silikonhimnu sem teygist 4 og vid pad teygist lika & frumunum sem

voru bunar ad festa sig vid hana, adlégud mynd fra (Colombo et al., 2008)

Tog bakkarnir voru af gerdinni bioflex med sex holum/brunnum med teygjanlegri himnu med
collagen 1 lagi. Notast var vid T12,5 floskur sem voru hudadur med nautakollageni (PureCol
Advanced Biomatrix Purified bovine collagen solution) sem vidmid.

Bioflex bakkinn fer 4 svokallada grunnplotu (e. baseplate) inni i hitaskap. I grunnpltuna
liggur slanga i gegnum afturvegg hitaskapsins sem tilraunirnar eru gerdar i, pessi slanga er
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tengd deelu sem veldur undirprystingi i grunnpldtunni. Pessi undirprystingur orsakar pad ad
sex holu bakkinn sogast nidur & fyrirstodur i grunnplétunni. betta veldur pvi ad pad teygjist a

himnum i brunnum bakkans.
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Mynd 6 Synir tognun himnunnar eftir stadsetningu. Punktalinan sem gengur 160rétt i gegnum grafid synir
steerd hringlaga fyrirstddunnar, heegra megin vid linuna er togio pvi dareidanlegt eins og sést

greinilega & hagra grafinu. Adl6gud mynd fra (Geest et al., 2004)

2.8 Yfirlit yfir vinnslu syna eftir keyrslu i frumutogaranum

Eftir keyrslur var ati safnad af frumum og myndir teknar af peim i fasakontrast smasja til
ad bera saman péttni a frumum i vidmidunarfléskum og togbrunnum.
Syni voru einnig fixerud og sidan litud med flarljomandi litum. Prétein var einangrad fra

frumum til pess ad greina med Western blettun.

2.8.1 Prif silikons nedan af himnu togbakka

Mikilveegt skref fyrir alla frekari myndvinnslu var ad prifa silikon smurefnid nedan af
himnum. Smurefninu var komid fyrir & fyrirstédunum fyrir keyrslu til ad koma i veg fyrir rof
a himnum.

Prifin voru framkvaemd 4 pann hatt ad tekinn var bomullarhnodri og silikonid purrkad af
himnunni, pessi adgerd krafdist nokkurra hnodra og t6luverdrar polinmadi.

Neasta skref var ad bleyta hnodra i lausn af mildri sépu t.d. handsapu, eda gluggahreinsiefni.
Sidan var himnan prifin varlega med pessu, endurtekid par til himnan var algjérlega laus vid
silikonid.

bar 4 eftir var yfirbordid hreinsad med afjonudu vatni og purrkad med perripappir an kusks.
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2.8.2 Einangrun préteina Ur ati

Strax eftir keyrslu var @ti safnad af brunnum og kontrdl floskum. Ztid var fryst nidur vid -
20° a C. begar kom ad pvi ad einangra proteinin var &tid spunnid nidur a 12000 snuningum a
minttu 1 10 minGtur og flotid hirt. Petta var gert til pess ad losna vid hluti sem gaetu stiflad
proteineinangrunarsulur eins og daudar frumur og storir frumubutar. Eftir einangrun préteina
voru pau rafdregin og litud med Western blettunar adferdinni (sja nénar i kafla 2.8.7 Western

blettun).

2.8.3 Proteineinangrun ar frumum

Gerd var préteineinangrun til pess ad geta i framhaldinu greint pau protein sem voru tjad og
hvort einhver munur hafi verid 4 tjdningu peirra eftir tog. Fyrst voru brunnarnir skoladir med
iskoldu PBS-i (fosfat bufferadri saltlausn) tvisvar, sidan var pad sogad upp og afgangurinn
latinn gufa af. Neest var 150pL af kéldum RIPA lysis buffer skellt 4 brunnana, pannig ad
bufferinn pakkti allar frumurnar. Haft vid 4°C 4 voggu i 30 minutur, einangrun préteina ar
venjulegum floskum krefst einungis 10 minttna & is, en kollagen hududu silikon himnurnar
voru sérstaklega erfidar hvad vardar einangrun préteina.

RIPA lysis buffer virkar pannig ad hann sprengir upp frumur og pannig fast protein til
aframhaldandi greiningar.
b4 var frumuskafa notud til ad skrapa sprengdu frumurnar og préteinin saman i eitt horn
brunnsins sem var hallad og sidan var pessi lausn tekin upp med pipettu og flutt i glas og hofo
a1is 1 10 minutur.

Naest var vokvinn spunninn nidur vid 4° 4 C 1 20 min 4 12000 sniningum 4 minutu, pa
verdur eftir botnfall sem i er ymislegt sem ekki er protein (t.d. RNA og DNA). bad er pvi
skilid eftir en allt flotid tekid upp og sett i nytt glas.

Proteinmagnid var dkvardad i ljosgleypnimali og RIPA bufferinn var notadur sem null
]j6sviomid. Proteinmagnid var melt til ad sjd hvort tekist hefdi ad nd negu préteini Ur
synunum og geta i framhaldinu skammtad jafn miklu proteini ur hverju syni i brunna

rafdrattargelsins 1 Western blettuninni.

2.8.4 Fixering syna med formaldehydi

Pegar synin koma nytogud beint Ur frumutogaranum pa er naudsynlegt ad stoppa oll frekari
hvorf (e. biochemical reactions) t.d. sjalfeydingu (e.autolysis) og tldnun (e. putrefaction) med
fixeringu fruma.

Frumurnar voru fyrst skoladar tvisvar med PBS. Nast voru frumur fixeradar med 3,7%
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formaldehyde i 15 min. Pvi nast var synid skolad tvisvar med PBS 1 5 min.

0,1 % Triton X100 (Octylphenol Ethoxylat) var haft & synunum 1 7 minutur til ad gera
frumuhimnurnar gegndrepar og par med leyfa innfladi moétefna og lita.

Aftur var skolad tvisvar med PBS 1 5 min. Neast var blokkad med 10% FBS/PBS 1 10 min pa
var syni0 tilbuid fyrir métefnalitun. Med pvi ad setja 10% FBS/PBS 1t & synid pa binst mikill
fjoldi af mismunandi proteinum oOsértzekt vid synid. A pann hatt mad minnka osértaeka
bindingu sérteeku motefnanna (1° og 2° motefnanna) vid handahofskennd protein. Pannig

minnkum vid bakgrunnstruflanir sem vid hefdum annars fengid fram i lituninni.

2.8.5 Flurljémandi litun

Eftir ad synin hofou verid fixerud med formaldehydi og blokkud med 10% FBS/PBS i 10
min, var hafist handa vid métefnafltrlitunina (e. immunofluorescence staining)
Motefni sem bindast beint proteinum sem vilji er fyrir ad skoda kallast fyrsta stigs (e. primary,
1°) métefni. Vid pynntum pessi motefni nidur eftir pvi sem s6luadilarnir 16gdu til.
Motefnin voru pynnt & bilinu 1:200 — 1:40 i buaffer fyrir flurljdomandi motetni (e.
Immunofluorescence buffer)

Pvi nast voru 50 pL af motefnalausn settir & hvert litunarsvaedi. Einungis er haegt ad
skoda 3 liti 4 hverju litunarsvaedi 1 flurljomandi smésjanni sem notast var vid, graenan, raudan
og blaan. En par sem kjarninn er oftast litadur blar, pa eru bara tveir litir eftir; raudur og
graenn fyrir hvert litunarsvadi.

Pessi fyrsta stigs motefni (e. primary antibodies) eru hofd 4 synunum 1 30 min vid stofuhita og
sidan sogud af og svedid skolad med PBS 1x hratt og svo 2x 1 5 min.
Nasta skref var a0 lata tilsvarandi annars stigs (e. secondary) moétetni i lausnina, en pad banst
kristallada hluta moétefnanna (e. fragment, crystallizable kollum hér eftir Fc). Fc hluti
motefnanna er sa hluti sem er lengst fra motefnavakapekkjandi hluta moétefnanna, einskonar
hald métefnisins sem ona@misfrumur likamans pekkja og geta gripid i.
Fyrsta stigs métefnin hafa 6lika Fc hluta, pannig ad para parf saman rétt annars stigs motefni
vi0 Fc hluta fyrsta stigs motefnanna. 2° moétetnin voru pynnt 1:1000 i flarljomandi buffer (e.
IF buffer).
Annars stigs motefnin voru héfd 1 30 min & synunum vid stofuhita. Naest voru synin skolud
einu sinni hratt med PBS og svo tvisvar i 5 min.
Pvi nest var kjarnaliturinn settur ut 4 synin. Kjarnalitinn purfti ad pynna 1:500 i PBS, hann
var hafour i 15 min 4 syninu.

Eftir pad var kjarnaliturinn sogadur af og synid hreinsad einu sinni hratt med PBS og svo
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tvisvar i 5 min. P4 loksins var komid ad pvi ad hreinsa synid med eimudu vatni og pad 14tid
gufa af og loks var einn litill dropi af efninu flouromount (Sigma-Aldrich) settur & synin og

pvi neaest pekjugler yfir. Fluoromount eykur flarljomun 2° métetnanna.

2.8.6 Samlokuelisa fyrir I1L-6 og IL-8 Ur &tinu med Duoset (R&D systems DY 208)

Fylgt var leidbeiningum framleidanda vid gerd ELISA, en i grofum drattum er adferdin a
eftirfarandi leid:

Samlokuelisan var framkvemd pannig ad fyrst var 96 holu bakki hiudadur ad innan med
hadunarmotefnum.  Pessi  hadunarmotefni  festast vid  yfirbord brunnanna og snua

motefnavakapekkjandi hlutanum Ut en eru fost vid brunnana vid Fc hlutann.

Blokkunarlausn var latin standa i 1 Kkist. i brunnum. Nest voru vidmidunarlausnirnar okkar
utbunar, med pekktum styrk markefna, ljosgleypnin & peim segir okkur til um magn bundinna
markefni (e. target chemical). Eftir ad hafa sett 100uL af synum Gt i ELISA brunna og latid
pad standa i bakkanum i 2 Kkist. pa voru bakkarnir prifnir fjorum sinnum med PBS buffer.

Neesta skref var ad setja greiningarmotefnin fyrir markefnio at i, fyrir IL-8 i styrknum
20ng/ml 100puL, pad var haft & i 2klst.

Neesta skref var ad bata Streptavidini ati i styrknum 5ul/ml, 100uL i hvern brunn. Haft 4 i 20
minatur i myrkri vid herbergishita. Streptavidin er ensim sem festist vid 2° moétefnid og

hvetur hvarf hvarfefnanna og myndar litinn sem er

Litahvarfefii
sidan maldur til ad atla styrk markefnisins. Eftir pad ” ’) Ensimid
var pvegid fjérum sinnum med PBS pvottalausn. Naest » q Streptavidin
var hvarfefnid sett Gt i og pa kom upp litur i réttu 2% motefni
samraemi vid magn markefnis sem hafdi bundist. pegar 1° métefni
liturinn var ordinn stddugur var stopplausn sett Ut i og L
ba breyttist liturinn i gulan og naesta skref var ad mela Hisbumanmbtofd
ljdsgleypnina. A mynd 7 sést hvernig samlokuELISA SamlolEL IS A

virkar i grunnatridum.

Mynd 7 SamlokuELISA byggist a bindingu markefnis vid motefni a
yfirbordi og maétefnis i lausn. A endanum verdur til litur
réttu hlutfalli vid fjélda bundinna markefna. Adlégud mynd

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

Western blettun er mikid notud adferd til pess ad greina préteintjaningu syna og med
bessari adferd er einnig haegt ad asetla mun & styrk tjaningarinnar, med pvi ad skoda pykkt og

styrk banda sem fast eftir rafdratt og maétefnlitun.

Pess vegna var pessi adferd talin vera kjorin til ad aztla breytingu i tjaningu nokkurra

valinna proteina vio togalag & frumum i reekt.

Meginskref Western blettunar (WB) eru: prétein rafdregin a geli, pau flutt & himnu sem &
eru sett moétefni gegn peim proteinum sem skoda a tjaningu a. Par eftir voru annars stigs
motefni sett Gti sem bindast vid fyrsta stigs motefnin og flarljoma i raudum eda greenum lit.
Himnurnar voru par & eftir skodadar med Odyssey skanna, & himnunum sjast bond eftir magni

préteinsins ef allt ferlid hefur verid gert rétt og proteinid var til stadar i syninu.

2.8.7.1 Utbua lausnir og undirbGa rafdratt

Fyrsta skref er ad reikna Ut magnid af proteineinangrudu lausninni sem parf til ad fa 5ug af
proteini i hvern brunn. Vid notumst vid melda styrk préteina ur ljésgleypnimelingunni i

proteineinangrunni. Pvi naest voru banar til sérlausnir fyrir hvert syni sem atti ad skoda.

Fyrir hvert proteinsyni var eftirfarandi lausn atbdinn:

Proteinsyni X ul
Sample buffer 2,5 ul
Reducing agent (mercaptoetanol) 1l
Afjonad vatn ad 6,5 pl
Heildar rammal 10 pul

Eftir ad pessar lausnir hofou verid Gtbdnar, voru peer spunnar nidur og sidan hitadar vid
90°C i 10 minatur. Keyrslu buffer var Gtbdinn, 40ml 20xNuPage Running buffer i 760ml af

eimudu vatni. Einnig var naudsynlegt ad skola ilat undir rafdrattargelio med vatni.

2.8.7.2 Rafdrattur

Rafdreettirnir voru framkvaemdir & SDS (e. sodium dodecyl sulfate) fjolakrylamid geli med

brunnum sem bléndudu synalausnirnar voru settar ofan i, ein lausn i hvern brunn.
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Einnig var settur préteinlengdar stigi i einn brunn, til pess ad geta attad sig & steerd préteina
sem rafdragast. Pegar buid var ad hlada synunum og stiganum i brunna, var ilatid utan um

rafdrattarsamlokuna fyllt af keyrslubdffer (e. running buffer).

P& var rafdregid, fyrst vid 170Volt og sidan aukid upp i 200V til ad tryggja jafnan rafdratt.
Ef byrjad var ad keyra strax & 200V rafdrogust préteinin ¢jafnt. Rafdregid var i 35-50 min,

eda par til stadvisarnir (e. markers) voru komnir ad enda gelsins.

2.8.7.3 Rafdrattur fyrir LL-37

pegar rafdregid var fyrir LL-37 var spennan hofd 60V i 5 mindtur og sidan 120 V i 60
minuatur. betta pyddi pad ad proteinin féru ekki jafn langt og i hefdbundnum rafdraetti og pvi
minni heetta & ad missa LL-37 Ut Ur gelinu, vegna smadar pess.

2.8.7.4 Flutningur proteina af geli og a himnu

Svampar settir i flutnings buffer og loftbolur teemdar Gr peim, tveir siupappirar einnig settir i
flutnings bdfferinn en PVDF himna (e. Polyvinylidene fluoride membrane) sett fyrst i
metanol i 30 sek &dur en haegt var ad setja hana i flutningsbufferinn.

Gel var sidan tekid ur hylki, brunnar og gelid & milli peirra skorid burt.

Pegar siupappirinn var loks settur & gelio voru loftbdlur aftur losadar. bessu var 6llu
haganlega komid fyrir i flutningshylki. Upprédunin ma sj4 & mynd 8. Hylkid var tengt vid
straum og spennan hofd 30V i 90 til 120 min. og pa hofdu proteinin ferst af gelinu og yfir &

himnuna.

$38338338338388388388388388388383883883883884844
$38338338338388388388388388388383883883883884844 2X svampur

siupappir
55 g himna
~A~Asssssssssesssssssssssss s 55555555 5555555555559 EE]-
siupappir

F00000000000000000000000000000000000000000000000: 2X Svmpm
F00000000000000000000000000000000000000000000000:

Mynd 8 Western blettun, upprédun fyrir flutning a préteinum af geli og a himnu i flutningshylki
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2.8.7.5 Blokkering og métefnabinding

Samlokan var losud Ur kassanum og himnan sett i ilat & ruggu og skolud med PBS.

Naest var blokkad med 5% BSA i TBST sem er akkirat 0,59 BSA (nautasermisalbimin e.
bovine serum albumin) i 10 ml af 0,1% Tween/TBS i 1 klst & ruggunni.

I BSA-inu er gridarlegt magn af préteinum sem bindast dsérteekt vid prétein & himnunni, petta
minnkar bakgrunnsmengunina i lituninni pvi p4 bindast motefnin einungis peim préteinum

sem pau eru nakveemlega sertek fyrir.

Motefni sem bindast peim préteinum sem vilji er fyrir pvi ad skoda eru sett Gt i ilat med
himnunni pessi motefni eru einnig kollud 1. stigs motefni (eins og flarljomandi métefnin).
Pessu er sidan vaggad yfir nétt i keli. Notast var vio 8 ml af PBS lausn med 1° moétefnum
fyrir heila himnu. begar litad var fyrir fleiri proteinum en 2 var himnan klippt i minni buta,

pbvi skanninn gat einungis greint & milli greens og rauds flarljomandi litar.

2.8.7.6 bvottur og annars stigs maétefni

Vaggan med himnunni var tekin Ur keelinum og himnan skolud prisvar med PBS i 10 min a

voggunni.

Sidan voru annars stigs motefnin héfd & i 1 kist, pau voru pynnt 1:20000 fyrir musa 1°

motefni og 1:10000 fyrir kaninu 1° motefni i PBS. Himnan var latin vera & véggunni.
Naest var himnan pvegin prisvar med PBS i 10 minGtur.

par & eftir var himnan sett i vatn og pvi naest i Odyssey skannann, til greiningar.

2.9 Urvinnsla gagna og myndvinnsla

Notast var vid Microsoft Office Excel 2010 vid Utreikninga & stadalfraviki, gerd tolfreediprofa
og sulurita. Notast var vid Wilcoxon 6parametriskt préf fyrir paradar steerdir til ad geta borid
saman viomid og tog ur sému keyrslu. Vid ljosgleypnimalingar a préteinmagni var notast vio
Spectramax Plus frd Molecular Devices. Vid Urlestur og melingu & péttni banda eftir Western
blettun var notast vid Image studio. Pegar flurljomandi myndir voru skodadar var forritid
Zeiss LSM Image browser notad. Vid frekari drvinnslu mynda var notast vid Adobe
Photoshop CS3 og Corel Draw X3. Vid uppsetningu heimilda var notast vid sama form og

visindatimaritid the Cell notar fyrir heimildir.
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3 Nidurstédur
3.1 Svipgerd frumna fyrir og eftir tog

Til ad athuga hvort einhverjar aberandi utlitsbreytingar yrou vid tog a frumum voru teknar
fasakontrast myndir af frumum fyrir og eftir tog. Pekjan sem A549 frumurnar myndar helst
Obreytt fyrir og eftir tog og ekki voru sjdanleg ummerki togsins & svipgerd frumnanna (mynd
9A og B).

[ tilraunum med péttan voxt VAL saust ekki breytingar & Gtliti né péttni frumna fyrir og eftir
tog (mynd 9C og 9D).

Fyrir tog Fasakontrast mynd  Eftir tog

A e | S

Mynd 9 Fasakontrast myndir af frumum & togbdkkum syna ekki breytingu i svipgerd eftir tog A) synir
A549 frumur fyrir tog, B) synir A549 frumur eftir tog, C) synir VA10 frumur fyrir tog D) synir VA10

frumur eftir tog. 10x steekkun
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3.2 Athuganir & mismunandi kennipréteinum togélags med flarljomandi
motefnalitun

3.2.1 Upprodun F-aktins breytist og stresspraedir myndast vid tog

Stodgrind frumunnar er akaflega mikilveeg hvad vardar ahrif af og vidbrdgd vid togélagi, og
F-aktin Orpreedir syna audsjaanleg vidbrogd vid togi (Ingber, 1998). F-aktin praedir hafa synt
vidbrogo vid togi eftir svo skamman tima sem 10 minGtur i togalagi (Zhang et al., 2007). bad
var astedan fyrir flarljomandi motefnalitun fyrir F-aktini i lungnafrumulinunum okkar i
vidmids og togfrumum.

I lungnablédrufrumulinunni A549 kemur i ljos ad frumur sem gangast ekki undir tog
syna beina og reglulega F-aktin praedi (mynd 10A). Sama frumugerd synir oreglulega
uppbyggingu pradanna eftir 12 kist. tog og myndun F-aktin stressprada (sja mynd 10B).
Einnig virdast F-aktin praedirnir Ut vid himnu frumnanna fara ar pvi ad vera beinir i pad ad
verda oOreglulegir. Einnig virdist tjaningin aukast a4 F-aktin fjollidum. Pad ber p6 ad hafa i
huga ad hér adeins eitt punnt skurdarplan skodad og ekki haegt ad segja nakveemlega til um
hvad gerist fyrir ofan eda nedan. Skurdarplanid var po allt skodad og var pad mjog
sambeerilegt i gegnum alla pykktina. F-aktin prada litunin kom mjdg svipad ut eftir allar
keyrslur.

VAL0 frumurnar syndu einnig breytingu eftir tog (mynd 10D) midad vid viomidid
(mynd 10C) en breytingin hja VA10 frumunum félst adallega i péttingu F-aktin fjéllidanna ut
vid himnuna. Einnig virtist vera sem fleiri aktin preedir nedu i gegnum himnuna og fleiri

frumur fengu pvi ,,igulkersutlit eftir tog midad vid vidmid.
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Mynd 10 F-aktin 6rpreaedir syna breytingu vid tog og myndun stressprada. A) A549 vidomid med edlilegum
beinum F-aktin pradum B) A549 eftir tog sem synir F-aktin stressprada myndun C) VA10 vidmid sem
synir F-aktin praedi aberandi vio himnu D) VALO0 eftir tog syna ennpa meiri pykknun F-aktin prada Gti
vid himnu. 40x steekkun
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3.2.2 Tjaning frumukeratins 14 helst ad mestu leyti 6breytt vid tog

Frumukeratin 14 er af millipradagerd (e. intermediate filament) og er hluti af stodgrind
frumunnar, breytingar & peim hafa verid tengdar vid togalag (Ingber, 2006). Keratin 14
jékvaedar frumur hafa verid tengdar vid vidgerd eftir skemmdir og er Keratin 14 talid vera
mikilvaegt vidgerdarkenniprétein i lungnavef (Ooi et al., 2010). Keratin 14 er mikid tjao i
VA10 frumulinunni og pvi potti dhugavert ad sja hvort breyting yroi i tjaningu pess vid tog.
A549 frumulinan tjair ekki keratin 14 i merkjanlegu magni vid flarljdémandi litun og pad
breyttist ekki vid tog. bad virtist ekki vera mikill munur 4 tjaningu Keratins 14 i VA10 vi0 tog
midad vid vidmiod (sja myndir 11A og 11B).

Vidmid Keratin 14 Tog

VA10

Mynd 11 Keratin 14 synir ekki mikla breytingu eftir tog. A) VA10 viomid B) VA10 togadar frumur. 20x
steekkun

3.2.3 P-4 integrin tjaning kemur fram i fleiri frumum eftir tog
Integrin eru vidtakatvenndir sem tengja frumuna vid grunnhimnuna en hafa einnig hlutverk
i samskiptum frumunnar og utanfrumuefnisins (Ingber, 1997). Aukna tjaningu integrins hefur
verid synt fram & i lungnafrumum (Zhang et al., 2007) og pvi var dhugavert ad skoda tjaningu
bess i VA10 og A549 frumulinunum, med flurljémandi litun.
B-4 integrin var tjad i audsjaanlegum meeli af badum frumulinum. Aukning i tjaningu
pess vard hja A549 lungnablédrufrumunum vid tog (myndir 12A og 12B). Gerd var talning a
B-4 integrin tjdandi frumum sem hlutfalli af 6llum litudum kjérnum i hverju felti. Su talning
gaf marktaekan mun (p<0.05) i aukningu tjaningar med pérudu Wilcoxon profi (mynd 13).
Parad tolfrediprof var notad til pess ad geta borid saman vidmid ur somu keyrslu og togid.

pannig lagmaorkudum vid ahrifin af breytilegri umsaningartélu frumnanna vid keyrslurnar og
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minnkudum &hrif annarra ytri patta vio hverja keyrslu.
VA10 syndi hins vegar ekki sama mun i fjdlda tjaandi frumna hjé berkjupekjulinunni

VA0, en hdn syndi hins vegar dreifdari tjaningu midad vid vidmidunarsynin.

Viomio B-4 integrin Tog

A549

VA10

Mynd 12 Fjoldi -4 integrin tjdandi A549, eykst vid tog. VA0 synir dreifdari tjaningu. A) A549 vidmid
B) A549 tog C) VAL0 viomid D) VA10 tog. A og B 10x steekkun, C og D 20x steekkun

= VA10 CTRL
* VA10Tog

Hlutfall B-4 integrin tjaandi frumna

Mynd 13 Hlutfall g-4 integrin tjdandi A549 fruma eykst vid tog, p<0,05
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3.2.4 EGF vidtaka tjaning eykst vid tog

EGF viotakinn er vaxtarpattaviotaki sem hefur ahrif & frumuhreyfingu, tengsl frumna og
frumuskiptingu ad gera. Einnig hefur tjaning hans sést aukast vid tog (Sanchez-Esteban et al.,
2004), pess vegna var tjaning hans skodud i VA10 og A549 frumulinunum.

Tjaning EGF vidtaka eftir tog var kannad med flarljdmandi litun (mynd 14) og virdist
aukast vid tog baedi hja A549 frumum og VA10. Tjaning peirra var metin med ljosmalingu &
styrk og magni litarins, ljésmaling fyrir A549 & mynd 15 en fyrir VA10 & mynd 16. Kom i
lj6s ad aukning seytunar hja VA10 hafdi p=0,048 i pérudu Wilcoxon proéfi. Aukning i seytun
hja A549 reyndist ekki martek p=0,065. Einnig var gerd ein Western blettun &
proteintjdningu frumnanna, en par kom einnig i lj6s aukning i tjdningu EGF vidtaka hja VA10
frumum, en aukningin virtist pé einungis vera um 30 %. Ekki tokst ad mela EGF vidtaka

tjaningu A549 frumna med Western blot adferdinni fyrir lok verkefnisins.
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Viomid

AS549

VA10

EGF-vidtaki Tog

Mynd 14 Tjaning EGF vidtaka eykst i A549 og VA10 frumum eftir tog. A) A549 viomid B) A549 tog C)

VA10 viomid D) VAL0 tog. 40x staekkun.

(Ljosmeeldur litastyrkur
synis)/(litastyrkur A549Tog)

1,5

1

® A549 Viomid
0,5
¥ A549 Tog
0]

A549 A549Tog
Vidmid

Mynd 15 Omarktak aukning i tjaningu EGF
vidtaka hja A549 p=0,068

(Ljosmeeldur litastyrkur
synis)/(litastyrkur VA10Tog)

1,5

1
® VA10 Vidmid

-+ * VA10 Tog

0,5

0

VA10 VA10Tog
Vidmid

Mynd 16 Tjaning EGF vidtaka eykst vio tog
p=0,048
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3.2.5 E-cadherin og N-cadherin tjaning breytist litid vid tog.

Cadherin sameindir eru frumu-frumutengi, E-cadherin er mest tjad i pekjuvef en N-
cadherin mest i tauga- og bandvef (Duguay et al., 2003; Ingber, 2006). Par sem vid vildum
skoda ahrif togs 14 pad nokkud beint vid ad skoda tjaningu frumu-frumutengja og kanna hvort
breyting yrdi & henni vid tog. Notud var flarljémandi métefnalitun til ad skoda tjdninguna, en
einnig western blettun a proteini ar A549.

A549 synir badi sterka E-cadherin og N-cadherin tjaningu ut fra
fljarljémandlitun(mynd 17A og B). Ekki sast nein augljés breyting i tjaningu vid togid.

Litun fyrir proteinum VAL0 synir mikid E-cadherin eins og sést @ myndum 17C og
17D en einnig eru einstakar frumur sem syna ekki E cad en tja N-cadherin, pessi fjoldi virtist
syna orlitla aukningu, ar 6 frumum & 4 myndum i vidmidshop i 21 frumur & 5 myndum dar
toghop. Stadirnir sem myndirnar voru teknar voru valdir af handahéfi. Munurinn sem sést er
ekki marteekur vegna pess hversu litill fjoldi jakveedra fruma er & hverri mynd og pad hversu

mikil skekkjumarkin eru.
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Vidmid E-cadherin og N-cadherin  Tog

AS49

Mynd 17 VA10 synir sterkari pekjusvipgerd en A549 at fr4 E-cadherin (pekju cadherin) og N-cadherin
(bandvefs og tauga cadherin) litun. A) A549 viomid B) A549 tog C) VA10 vidmid D) VA10 tog.
20x staekkun.

® VA10 Vidmid
* VA10 Tog

Eclad- Ncad+

Mynd 18 Aukning i fjdlda Ecad- Ncad+ frumna hja VA0 i hverju handahdéfsvalda felti. p>0,05
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3.2.6 Tjaning B-catenins breytist ekki vid tog

B-catenin er prétein ur cadherin floka frumna og er hluti af Wnt bodleidinni. pessi bodleid
er talin virkjast ad einhverju leiti vid tog og koma bodum um alag til skila til kjarnans. Einnig
er talio ad pad hafi med bandvefsumbreytingu vid togalagid ad gera (Heise et al., 2011).
Notast var vid flurljomandi moétefnalitun a B-catenini. En pad virdist ekki verda aukning &
tjdningu pess eftir tog borid saman vid vidmid, hvorki hja A549 né hja VA10 (myndir 19A til
19D).

Viomio B-catenin Tog

A

A549

VA10

Mynd 19 Ekki sjaanleg breyting i tjaningu B-catenins vid tog. A) A549 vidmid B) A549 tog C) VAL0 viomid
D) VA0 tog. 10x stekkun



3.3 Mogulega verda bandvefsumbreytingar vid togalagid

Gerdar voru litanir & vimentini (millipredir), sem er gott kenniprétein fyrir
bandvefsumbreytingu (Lee et al., 2006), vegna peirra mogulegu visbendinga um
bandvefsumbreytingu sem N-cadherin og E-cadherin moétefnalitunin gaf fyrir VA10 (17C og
17D). Notast var vid flurljomandi motefnalitun en einnig western blettun.

Svo virtist sem pad veeri ekki aberandi aukning & tjaningu vimentins hja VAL0
(myndir 20C og D). Hins vegar virtist vera aukning a tjaningu vimentins hja A549 (myndir
20A og B). Akvedid var ad gera Western blettun til pess ad kanna betur hvort um aukningu
veeri ad raeda a tjaningu vimentins hja A549 en svo virtist vera vid péttnimelingu & bondum
pbess og leidréttingu fyrir hledsluvidomidinu aktini (mynd 21). Hins vegar verdur ad taka pessar

nidurstddur med fyrirvara pvi einungis nadist ad framkveema peer einu sinni.

Viomid Vimentin

.

Mynd 20 Tjaning vimentins virdist aukast vid tog hja A549 en ekki hja VA10. A) A549 viomid B) A549 tog

C) VA10 viomid D) VAL0 tog. 10x steekkun
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Vimentin

® Vidmio

Tog

Vidmid

Mynd 21 Tjaning vimentins virdist aukast vid tog i péttnimaelingu & béndum ar WB. Einungis gerd ein WB

meeling, langt fra pvi ad vera marktaekt

3.4 Seytun bolgumidilsins IL-8 eykst vid tog baedi hja A549 og VA10

Bélgumidlarnir TGF-B, IL-6 og IL-8 hafa seést aukast vid tog & frumum og i lungum
sjuklinga i 6ndunarvél (Halbertsma et al., 2005; Oudin and Pugin, 2002). Synt hefur verid
fram & aukna seytun hja A549 vid tog (Ning and Wang, 2007), en einnig i
berkjupekjufrumum (Oudin and Pugin, 2002). bvi pétti dhugavert ad kanna seytun pess i
VA10 frumulinunni.

Melt var magn bolgumidlanna TGF-p, IL-6 og 1L-8 med ELISA adferd i &ti frumna
eftir togtilraunir og var pa borid saman magn pess i eti togadra fruma og hins vegar
vidmidunarfruma. Kom i 1jés ad TGF-B var ekki seytt i pvi magni ad hagt veeri ad greina
seytun pess med pessari gerd ELISA (Duoset R&D Systems). IL-6 syndi seytun en seytun
bess var svo litil ad ekki var haegt ad fa nakveemt tolugildi & seytun allra synanna. IL-8 seytun
var vel innan melanlegs svids badi hja A549 frumum en einnig hja VAL0. IL-8 seytunin
syndi akvedna hneigd i att ad aukningu vid tog, en tdluverd sveifla var milli syna, pannig ad
stadalfravikid var ansi stort (mynd 22). bess vegna reyndist aukning i seytun pess ekKi

martaek (p>0,05) med pérudu Wilcoxon profi.

» VA10
Viomio

» VA1lOTog

Mynd 22 Aukning i seytun IL-8 hja VA10 er émartek p>0,05
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3.5 Tjaning LL-37 eykst ekKi vid tog

Bakteriudrepandi peptid gegna mikilvegu hlutverki i vérnum likamans vid sykingum
(Alalwani et al., 2010). Synt hefur verid fram 4 ad seytun skylda peptidsins B-defensin 3 eykst
ekki vid sykingu ef mys eru & 6ndunarvélarmedferd & sama tima, eins og gerist ef mysnar eru
syktar en ekki a dndunarvélarmedferdinni (Wu et al., 2011).

Meld var seytun a LL-37 Ut i atid eftir tog og borid saman vid vidmid. Ekki vard
marktek breyting & seytun LL-37 hjd A549 frumum en seytun pess syndi leitni i att ad
minnkun i kjolfar togs (mynd 23 og 24). I ljés kom ad ekki vard aukning i seytun dvirkjads
forms LL-37 (18 kDa pykka bandid fyrir ofan 15 kDa merkid) vid tog hja VA10 frumunum
(mynd 23 og 25).

Ohad togalaginu: I 1j6s kom ad seytun LL-37 var téluvert frabrugdin hja A549 midad
vid VA10. A549 virdist einungis seyta virkjada formi LL-37 (sja mynd 23). En VAL0 virdist
seyta ymsum formum af LL-37 p6 mest af 6virkjada 18 kDa forminu, en einnig virkjada 4,5
kDa forminu eins og sést a mynd 23. bad er i fyrsta sinn sem synt hefur verid fram & ad VA10
frumur seyti virkjada forminu.

Einnig kom i ljés ad VALO0 virdist seyta nokkrum gerdum af LL-37, eda peptioum
med mjog svipad virkni set, pvi motefnid er sértekt a virkniset LL-37. Pessi skildu peptid
virdast vera af morgum steerdum. Sérstaklega er breytt band vid sterdina 40kDa pad peptid

virdist einnig hugsanlega syna breytingu vid togi.

LL-37 Ab549 Ab549
jakveett Viomid Tog
viomid

Mynd 23 Western blettun fyrir LL-37 synir enga breytingu i tjaningu VA10 frumna en mdgulega
minnkun i seytun hja A549. Lengst til vinstri er jakveett vidmio fyrir virkjada form LL-37 (4,5kDa),
nast er préteinstigi med proteinum af pekktri lengd, par a eftir koma VA10 vidmid og tog og sidast

eru A549 vidmio og tog, i pessari rdo fra vinstri.
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1,20E+07 1,00E+07

1,00E+07

8,00E+06

8,00E+06
6,00E+06

6,00E+06 ® A549ctrl » VA10CTRL
4,00E+06

4,00E+06 » A549Tog » VA10Tog
2,00E+06

2,00E+06

0,00E+00 0,00€+00

Mynd 24 Seytun A549 & LL-37 virdist minnka, Mynd 25 Seytun VA10 & LL-37 virdist ekki syna

er dmarkekt p>0,05 breytingu
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4 Umradur

4.1 Samantekt

Meginvidfangsefni verkefnisins var ad setja upp og stadla adferdafredi vid
togalagstilraunir & pekjufrumur lunga par sem petta er i fyrsta sinn sem Flexcell teknin er
notud hér a landi. A549 hefur adur verid notud sem likan fyrir éndunarvélaralag in vitro og
tokst ad framkalla pekkt vidbrogd hennar vid togélagi. Vid syndum ad VA10 synir einnig slik
vidbrogd. Frekari rannsdkna er porf en pegar hafa komid fram &hugaverdir peettir vardandi
mun milli frumulinanna i tjaningu kennimarka togalags og seytun bolgumidla. Slik pekking
geeti leitt til aukins skilnings a og préun varna gegn averkum & lungnavef af voldum

ondunarvélarmedferdar.

Vid togalag sem likir eftir dndunarvélarmedferd verdur breyting & svipgerd og
tjdningarmynstri lungnafrumulina A549 og VA10. Stress praedir og brenglun i upprédun F-
aktins sast hja Ab49 og peétting pess Ut vid himnu hja VA10. Keratin 14 tjaning virtist 6breytt
hja VA10. Aukin tjaning vard a B4-integrini hja A549 og dreifdari tjaning pess hja VAL0.
Aukin tjaning VA10 og A549 & EGF-vidtaka sast. bessar oliku frumugerdir syndu olika E-
cadherin og N-cadherin tjaningu. Vimentin eykst mogulega hja A549 vid tog. B-catenin virtist
ekki breytast vid tog. Seytun IL-8 var mealanleg og LL-37 seytun jokst ekki vid tog

frumnanna.

4.2 F-aktin 6rpraedir frumunnar i togi

Greinilega sést i in vitro modelinu okkar med A549 og VAL0 ad breytingar verda &
uppbyggingu og skipulagi stodgrindarproéteina, pad var pekkt med A549 en petta er i fyrsta
sinn sem viobrogd VA10 vid togalagi er rannsakad. Pad sem gerir VA10 frumulinuna dlika
A549 er pad ad han er safn af frumum med stofnfrumueiginleika og dotturfruma, a medan
A549 frumulinan er safn af ndkvemlega somu &xlisfrumunni. Midad vid tjaningu
kenniproteina er VA10 frumulinan lik uppruna sinum i likamanum (Halldorsson et al., 2007;
Lieber et al., 1976).

F-aktin stress prada myndun og brenglun i F-aktin stodgrindaruppréduninni saust vel i
togudu A549 frumunum eins og Vvid var buist enda hefur verid synt fram a ad slikar skemmdir
geti komid vid svo stutt sem 10 mindtna togalag & A549 frumum (DiPaolo et al., 2010). VA10
frumulinan syndi ekki hefdbundnar stress prada myndanir né sterkari tjaningu i midri
frumunni heldur virtist F-aktin tjaning aukast Ut vid himnu frumunnar. Einnig virtust fleiri F-

aktin praedir nd i gegnum himnuna sem leiddi til ,,haerdara“ utlits frumanna og minnti pad &
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atlit igulkera. Velta mé pvi fyrir sér hvort pessi svor séu til marks um pad ad VA10 sé meiri
bekjuvefsfruma og pvi i grunninn polnari fyrir ymsu togalagi. Hins vegar er A549 upprunnid
upphaflega ur frumum sem hafa adallega med lungnabl6druseytun, varnarstarfssemi og
myndun typu Il frumna ad gera (Fehrenbach, 2001; Lieber et al., 1976). Pvi sést ad A549
hefur ekki jafn mikla pekjueiginleika og VA10. Kemur petta einnig fram i nidurstddum okkar
i litunum fyrir E-cadherin (pekjuvefur) og N-cadherin (tauga og bandvefur). Jafnframt var
keratin 14 litun aberandi i VA10 en mjog litil i A549 en keratin geta nyst sem kennimork fyrir
bekjuvef (Fuchs, 1988).

pykknun i F-aktini Gt vid himnu VAL0 og igulkera myndun geeti verid til marks um
pbad ad fruman reynir ad halda 16gun sinni og stéou & undirlaginu sem er ad toga hana i
sundur. Velta ma pvi fyrir sér hvort og pa eftir hversu langan tima haegt veeri ad sja

samberilegar breytingar hja VAL10 frumum og saust hja A549.

4.3 Keratin 14 tjaning vid tog

Tjaning frumukeratins 14 er nénast engin i A549 og pvi voru allar flarljomandi myndir
fyrir pvi mjog daufar, og pad breyttist ekki eftir tog. Hins vegar tjair VA10 téluvert meira
K14 eins og vid saum (mynd 11). Tjaning Keratins 14 hélst nokkud svipud i tog- og
vidmidsfrumum VA10, po virtist vera talsverdur breytileiki i tjaningu eftir umséaningartolu
VA10, en heilt yfir virtist K14 tjaning ekki breytast mikid vid tog. VAL0 tjair keratin 14 i
mjog miklu magni, hugsanlega i pad miklu magni ad ahrifin sjaist hreinlega ekki négu vel
med einfaldri motefnalitun. EKki var gert Western blot til ad mala préteinmagnid, en pad veeri
i raun naesta skref til ad stadfesta petta. Millipraedir (e. intermediate filament) gegna
mikilveegu hlutverki i stodgrind frumunnar og ad taka a méti mekanisku alagi (Ingber, 2003).
pessar nidurstédur komu ad einhverju leyti & 6vart, en vid getum a engan hatt Gtilokad ad pad
verdi einhverjar breytingar vid togalagid. Synt hefur verid fram 4 ad skerspenna (sem myndast
vid fledi vokva & efni) getur valdid minnkun i tjaningu milliprada en i sému rannsokn hafdi
togspenna ekki hafa ahrif & tjaninguna (Ridge et al., 2005). Fleiri rannséknir hafa synt fram a
aukna tjaningu vio skerspennu hja A549 (Jaitovich et al., 2008). Einnig hefur aukin keratin 14
tjaning verid tengd vid vidgerd skemmda i lungnapekjufrumum (Ooi et al., 2010). Med pvi
tilliti veeri ahugavert ad skoda ahrif pess ad leyfa frumum ad jafna sig eftir togalag og kanna

pa keratin 14 tjaninguna.
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4.4 B-4 integrin og EGF vidtaki vid tog

Tjaning B-4 integrin kemur fram i hlutfallslega fleiri A549 frumum eftir tog borid saman
vid viomid. Synt hefur verid fram 4 aukningu mjog svipads integrins, f-1D integrins, vid tog
en einnig er vitad ad integrinin gegna mikilveegu hlutverki i midlun togalags (Zhang et al.,
2007). Talio ad integrin geti virkjad EGF vidtaka (Moro et al., 1998) pad er pvi mjog
videigandi ad vid saum baedi aukningu 4 B-4 integrini og EGF vidtaka vid tog hja A549
frumum.

Tjaning VA10 a B-4 integrini virtist verda dreifdari en ekki sast nein skyr aukning i
bvi med flurljomandi litun og ekki nadist ad gera western blettun til ad kanna protein
tjAninguna betur & pessum timapunkti, en pad er vissulega naudsynlegt i framhaldinu. Tjaning
B-4 integrins var meiri midlaegt i viomidunarfrumum, heldur en togfrumum og pvi geetum vid
velt pvi fyrir okkur hvort pad hafi eitthvad med myndun & pvi ad gera i kjolfar togs. Mdgulega
geeti pad verid hluti af svari frumunnar ad reyna ad festa sig betur vid grunnhimnuna par sem
pad er eitt af adalhlutverkum integrina (Pugin, 2003; Zamir and Geiger, 2001).

Tjaning VA10 og A549 & EGF vidtaka eykst vid tog. EGF vidtakinn hefur tyrosin
innri hluta og er talinn hafa ahrif & frumuskiptingar, proskun og lifun frumna (Herbst, 2004).
Aukning & tjaningu hans vid tog var pad sem buist var vid enda hafa margar rannsoknir synt
fram & mikilveegi EGF vidtaka i midlun togalags. Medal annars eykst EGF vidtaka tjaning i
fosturlungnablédrufrumum af gerd 11 vid tog (Sanchez-Esteban et al., 2004). EGF vidtakinn
hefur ahrif i gegnum nokkrar bodleidir i midlun togalagsins, NRF-ARE, Akt og ERK1/2
bodleidirnar pvi er dhugavert ad kanna frekar hvada innanfrumubodleidir tengdar EGF
vidtakanum virkjast vid togéalag (Correa-Meyer et al., 2002; Krepinsky et al., 2005;
Papaiahgari et al., 2007).

4.5 Bandvefsbreytingar og mismunandi N-cadherin litun

N-cadherin og E-cadherin eru af cadherin tengja gerd, en pad eru millifrumutengi og tengja
pvi saman frumur. N-cadherin er mest tjad i tauga og bandvef, en E-cadherin er tjad i pekju
(Duguay et al., 2003). Vido saum mikinn mun i tjaningu frumulinanna & N-cadherini
sérstaklega, VA0 virtist tja pad i litlu magni a medan A549 tjadi pad i miklu magni dsamt
talsverdu E-cadherini. VA10 tjadi E-cadherin i miklu magni. Orlitil aukning f tjaningu N-
cadherin jakveaedra E-cadherin neikveedra frumna virtist verda vid tog hja VA10, s6mu
breytingu var erfidara ad sja hja A549. bess vegna verdur nasta skref ad gera western blettun
fyrir einangrudu proteini ar frumunum, til ad magngreina tjaninguna.

Breyting i tjaningu cadherina fra E-cadherini i N-cadherin kallast cadherin breyting (e.
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cadherin switch) og er merki um bandvefsumbreytingu (Wheelock et al., 2008). Synt hefur
verid fram & bandvefsumbreytingu i frumum sem verda fyrir togalagi i 4 daga (Heise et al.,
2011). bvi geetum vid verid ad sja visi ad bandvefsumbreytingum eftir 12 kist.

Grein Heise og félaga (Heise et al., 2011) syndi ad togalagid ylli bandvefsumbreytingu i
gegnum Wnt bodleidina en par er B-catenin lykilsameind (Huang and He, 2008). Einnig hefur
verid synt fram a4 4 ondunarvélarmedferd hafi ahrif & Wnt/p-catenin bodleidina (Villar et al.,
2011b). Pvi var tjaning B-catenin nast skodud med flurljomandi motefnalitun, en paer litanir
bentu ekki til aukningar i tjaningu pess eftir tog midad vid viomid hja okkur.
Proteinrafdrattur(WB) a proteinum fra A549 gaf pa visbendingu ad um aukna tjaningu a -
catenini gaeti verid ad raeda, en pad parf fleiri rafdreetti til ad geta stadfest pad. Rafdratturinn a
proteinunum frd& VA10 frumunum gekk ekki sem skildi og nadist ekki ad framkvaema
proteinrafdreetti naegilega oft.

Stodlun adferdarfreedi hvad vardar einangrun proteina af togbokkum eftir tog reyndist
timafrek og pvi frestudust allir préteinrafdraettir par til stuttu fyrir skil verkefnis.

Vimentin er millipradaprotein en einnig gott kenniprotein fyrir bandvefseiginleika fruma
og var skodad i flurljomandi litun i framhaldi af visbendingum um bandvefsumbreytingu ar
N-cadherin og E-cadherin lituninni (Lee et al., 2006). Vimentin tjaningin virdist aukast vid
tog hja A549 frumunum en ekki hja VA10 frumunum. Ein western blettun studdi pa greining.
En pad ber ad athuga ad vimentin var einungis skodad rett i lok rannsoknarvinnunnar og pvi
eru petta i rauninni bara visbendingar um pad sem er ad gerast og fleiri keyrslur parf til
stadfestingar i framhaldinu. Synt hefur verid fram a aukningu i tjaningu a vimentini i
lungnablédrufrumum af gerd Il Gr masum eftir togalag og pvi eru okkar visbendingar med
aukna tjaningu a vimentini i lungnablédrufrumulinunni A549 alveg i takt vid fyrri rannsoknir
(Heise et al.,, 2011). Berkjupekjulinur hafa ekki verid jafn itarlega skodadar hvad
bandvefsumbreytingu vardar i kjélfar dndunarvélarmedferd, en po hefur verido synt fram &
bandvefsumbreytingu nylega i berkjupekjulinu vid togalag (Cabrera-Benitez et al., 2012).
Ahugavert er pvi ad halda 4fram med rannsoknir & VA10 og sja hvad sd frumulina gerir vid

nokkurra daga togalag, pad synir okkur svor frumnanna vid lengra timabili af togalagi.

4.6 Bolgusvor

IL-8 er bélgumidill sem eykst vid togalag in vitro, ex vivo, og in vivo (Halbertsma et al.,
2005). Talid er ad IL-8 asamt fleiri bélgumidlum geti farid Gt i bl6drasina vio skemmdir &
lungunum, einnig geta bélgumidlar i kjolfar sykinga vid ondunarvélarmedferd farid ut i

blodrasina. Petta tvennt getur studlad hvort um sig eda saman ad fjolkerfabilun i kjolfar
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ondunarvélarmedferd. EkkKi er alveg ljost hvort og hversu stéran patt IL-8 & i pessum
fjollifeeraskemmdum. Ondunarvélarmedferd med minni andrymd er tengd vid minni losun
bolgumidla og leegri danartioni (2000; Parsons et al., 2005a; Parsons et al., 2005b; Ranieri et
al., 1999).

Synt hefur verid fram & ad A549 auki seytun IL-8 i kjolfar togs og pvi er talid ad
lungnablédrufrumur  af  gerd Il hafi talsvert ad segja vardandi afleidingar
ondunarvélarmedferdar (Vlahakis et al., 1999).

VAL0 frumurnar okkar virtust auka tjaningu IL-8 vid tog en fleiri tilraunir parf til ad
skera ur um marktaeki pessarar svérunar. En visbendingarnar um aukna tjningu vid tog passa
Vvid peer nidurstédur sem hafa fengist med adrar berkjupekjulinur (Oudin and Pugin, 2002), en
bad verour mjog ahugavert ad sja hvort VA10 berkjupekjulinan syni einnig markteka

aukningu & seytun IL-8.

4.7 Seytun LL-37 i kjolfar togalags

LL-37 er bakteriudrepandi peptid sem er mikid tjad i 6ndunarveginum en pad hefur
einnig ahrif & bolgusvar og flutning bdlgufruma ad areiti eda skemmdum. Einnig er talid ad
bad gegni hlutverki i ad binda og hlutleysa LPS (e. lipopolysaccharide) fra bakterium
(Alalwani et al., 2010; Durr et al., 2006). | rannsokn sem greindi breytingu i genatjaningu
makrofaga, jok LL-37 genatjaningu 29 gena og minnkadi tjaningu 20 gena. Medal annars jok
LL-37 tjaningu IL-8 vid tog. Talid er ad LL-37 geti haldid skemmdum i skefjum af véldum
bakteriuafleida med pvi ad kalla i bolgufrumur til ad losna vid sykingu (Scott et al., 2002).

Synt hefur verid fram & ad seytun skylda peptidsins B-defensin 3 eykst ekki vio
sykingu ef mys eru a 6ndunarvélarmedferd & sama tima, eins og gerist ef mysnar eru syktar en
ekki & 6ndunarvélarmedferdinni (Wu et al., 2011).

Bakteriudrepandi peptidid LL-37 var melt i &ti frumnanna, nast var protein einangrad Ur
&tinu og loks var pad rafdregid. Einn galli vio ad mala seytt protein Ur ati er sa ad vid hofum
ekki viomidunarprotein sem haegt er ad nota til ad segja til um ad jafnmargar frumur séu a
bakvid hvern ml af ati. Pess vegna var mikilvaegt ad sa frumum i réttum hlutfollum i upphafi
rannsoknarinnar en einnig ad mela nobgu morg syni.

peer nidurstodur okkar ad seytun LL-37 aukist ekki vid hreint, syklalaust tog og syni
jafnvel hneigd til minnkunar hja A549 segja okkur i raun ekki mikid pvi pad eru adallega
sykingar sem auka seytun LL-37 (Nell et al., 2004). En ef vid hefoum séd aukningu hefdi pad

i raun verid mjog athyglisvert, en einnig ef aframhaldandi rannsoknir myndu syna minnkun i
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seytun LL-37 hja A549 pa veeri hugsanlega komin tengsl vid aukna sykingarhattu i kjolfar
ondunarvelarmedferd.

En fleira kom i ljos vardandi seytun LL-37; vegna pess ad notadur var 6flugur skanni
(Odyssey) med mikid nemi sast ad VAL0 frumur seyta ad einhverju marki virkjada formi LL-
37(4,5 kDa), VA0 seytir ovirkjada formi LL-37 (18 kDa) i mun meiri meli eins og vid saum
(Gudmundsson et al., 1996). Einnig saust um 40 kDa bond sem litudust med LL-37 métefninu
hja VA10, en pad virtist mogulega vera aukning i tjaningu peirra vid tog. Hvada peptid
nadkvaemlega petta er og hvort seytun pess eykst virkilega vid tog er verkefni frekari
rannsékna. LL-37 motefnid binst vid virka set LL-37 og pvi er liklegt ad petta 40 kDa peptid
sé einhver forveri, peptid bundid LL-37 eda peptid naskylt LL-37.

Ab549 seytir einungis virkjada formi LL-37 og seytun pess virtist frekar minnka vid tog
heldur en hitt, en peim nidurstédum parf ad taka med varud og miklu fleiri tilraunir parf ad

gera til ad haegt sé ad stadfesta paer nidurstodur.

4.8 Varodandi togbakka og kontrol fléskur

Togbakkarnir sem notast var vid htfdu sveigjanlega silikon himnu en vidmidunarilatin
voru plast rektunarfloskur med hoérdum botni. Pessi viomid voru réttlett med pvi ad
togbakkarnir vaeru of dyrir fyrir stodlun & adferdarfraedi og uppsetningu likansins og keyrslu i
pbessari forkdnnun (e. pilot study). En viomidunar og togilatin voru ad 6dru leyti eins; baedi
hadud med kollageni | og sama &ti i sama magni notad. En pad er alveg ljost ad til pess ad
geta verid fullkomlega viss um breytta tjaningu vid tog parf ad nota dyru togbakkana badi

fyrir viomidsfrumur og togfrumur.

4.9 Togélag sem likan fyrir 6ndunarvélarmedferd

Togalag teygir 4 frumum, svipad og gerist vid frumur lungans pegar lofti er delt nidur i
lungun i 6ndunarvélarmedferd. En hins vegar verdur enginn utanadkomandi beinn prystingur
4 frumurnar med pessu likani, eins og verdur i lungum sjuklinga & dndunarvélarmedferd.
bessi beini prystingur hefur einhver ahrif 4 lungnafrumurnar sem vid getum pvi ekki séd fyrir
med likaninu. En par fyrir utan eru adstadur i lifandi vef allt adrar en par sem ein frumulina 4
himnu upplifir, m.a. allt samspil frumu og utanfrumuefnis, en einnig samspil mismunandi
frumugerda hverja vid adra og einnig hefur fyrirliggjandi bakteriufléra lungna sitt ad segja.
En margt af pvi sem sést hefur 1 in vitro rannsoknunum med petta togalagsmodel hefur einnig
sést in vivo (Halbertsma et al., 2005). En pad er nokkud 1jost ad pess konar frumumodel getur
veitt ymsar visbendingar um ahrifin in vivo, en pvi fleiri frumugerdir sem kannadar eru i

likaninu in vitro pvi breidari og areidanlegri verda visbendingarnar sem fast.
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4.10 Atridi sem betur hefdu matt fara

Meiri polinmadi i upphafi rannséknarverkefnis hefdi hugsanlega skilad fleiri marktekum
tilraunum, pvi ef bedid hefdi verid lengur med ad keyra fyrstu keyrslurnar, hefdu fleiri frumur
fengist og pvi hefdi verid haegt ad keyra fleiri togbakka samtimis. Einnig hefdi matt bida
lengur med ad keyra togbakkana, pvi ekki var hagt ad nota nidurstédurnar ar fyrstu
keyrslunum par sem VA10 frumulagid var ekki ordid alveg pétt.

Ef tekist hefdi verid & vio vandann vid préteineinangrun ur togbokkunum fyrr, hefdi verio
haegt ad gera mun fleiri western litanir sem hefdu pa getad sagt betur til um beytinguna &
tjaningu hinna mismunandi kenni - og stodgrindarproteina. Einnig hefdi verid betra ad nota
VA10 stofn med annarri umsaningartélu en notast var vid, pvi vitad er ad stofninn fer i
akvedio krisuastand i kringum umsaningar 25-30. bad tafdi pvi ennpd frekar allar
togalagstilraunir ad nota VA10 med umsaningartolur 20-30. Astaeedan fyrir pvi ad notast var
vid pessa tiltélulega lagu umsaningart6lu var til pess ad notast vid stofn sem veeri eins likur
edlilegri berkjupekju og heegt veeri. bvi legri umsaningartala gefur okkur frumur sem hafa

feerri stokkbreytingar fra upprunavef.
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5 Alyktanir og framhald

Okkur tokst ad setja upp og stadla adferdarfraeedi vid togélag i berkjupekjulinunni VA10 og
lungnablddrufrumulinunni A549.

A549 syndi vidbrogd vid togi eins og vid var buist hvad vardar f-aktin, p4-integrin,

EGF vidtaka og vimentin. VAL0 syndi svipgerdarbreytingar og vidbrogd vid togi, en ekki
& ndkvemlega sama héatt og A549, pad gefur visbendingar um ahrif togélags & olikar
frumugeradir.

VA10 frumulinuna er heaegt ad nota sem frumulikan fyrir déndunarvélarmedferd,
samhlida 6drum frumulinum. A pann hatt fest vitneskja um hlutverk og patt dlikra
frumugeroa i togalagsskemmdum.

Mogulega likir VA10 meira eftir fjolbreyttri floru pekjunnar i berkjunni, en A549 gerir i
lungnablédrunum. Pvi ad VA10 er blanda fruma med stofnfrumueiginleika og dotturfruma
peirra, en A549 er safn ndkvamlega eins frumna (Halldorsson et al., 2007; Lieber et al.,
1976).

Mjog spennandi veri ad halda 4fram med rannsoknir & hlutverki B4-integrins i midlun
togéalags og pa ad mela proteintjaningu pess med western blettunar adferd, einnig ad kanna
samspil EGF vidtaka og P4-integrins. { raun er alveg naudsynlegt ad kanna breytingu a
tjaningu LL-37 eftir sykingu og togalag borid saman vid syktar en ekki togadar frumur, badi
med VA10 og A549.

Ahugavert vari einnig ad kanna ahrifin eftir mislanga tima undir togalagi og pa kanna
hvener dkvednar breytingar eiga sér stad.

Gott adgengi rannsoknarstofunnar i stofnfrumufreedum ad ferskum lungnasynum gefur
moguleika 4 ad einangra akvednar frumugerdir Ur heilbrigdu lunga og kanna vidbrogd peirra
vid togalagi, t.d. gerd I lungnablédrufruma.

Ekki ma sidan gleyma pvi ad kanna i framhaldinu, Gt fra peim nidurstddum sem fast, ahrif
efna eda adferda sem geta snuid vid eda minnkad paer skemmdir sem verda & frumunum. bvi
pad er audvitad langtimamarkmidid med Ollum grunnrannséknum ad pekkingin nytist
einhvern timann 4 einhvern hatt til battra lifsgeda og betri lifunar einstaklinga med tiltekid

vandamal.
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