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Agrip

Inngangur: Sjalfsat er hluti af edlilegri starfsemi frumu. Han nytir sjalfsat adallega til ad
endurvinna proétein og frumuliffeeri en vid streituastand nytir han sér pad til ad lifa af
adsteedurnar pangad til edlilegt umhverfi nast aftur. Skortur & sjalfsati getur valdid aukinni
tilhneigingu til krabbameinsmyndunar en a hinn béginn getur sjalfsat hjalpad
krabbameinsfrumum ad lifa af medferd.

Markid: Ad kanna sjalfsat og raesingu pess i brjésta- og briskrabbameini.

Framkvemd: Fengin voru 15 brjosta- og 14 briskrabbameinssyni fra Rannsoknastofu i
meinafraedi. Pau voru maétefnalitud fyrir p62 (tengist myndun sjéalfsatsbola), AMPK (nemur
orkuastand frumunnar) og LC3 (binst sjalfsatsbélum). Oll synin voru skodud i ljéssmasja af
H.M.O, J.G.J og U.T. Akvedid var ad meta litastyrk fra + til +++ & AMPK og p62 en fyrir
LC3 var metid hversu stért hlutfall fruma i syninu héfou depla sem merkja sjalfsatsbolur.
Lokamat var samhlj6da akvordun.

Nidurstodur: Oll synin syndu sterka (++/+++) litun fyrir p62 en litunin var dsértaek. Af
brjéstakrabbameinssynunum héfou 60% sterka tjaningu & AMPK en 50% i
briskrabbameinssynunum. Eitthvad var um misleita litun i synum, stundum d&regluleg,
stundum sterkari i Gtjadri vefjasynisins. 1 brj6stakrabbameinssynunum saust LC3-jakvaedir
deplar i >30% fruma i 33,3% en 50% i briskrabbameinssynunum. I mérgum synum sast sterk
AMPK tjaning og mikil LC3 tjaning 4 sama stad. Algengast var ad tjaning a AMPK og LC3
fylgdist ad, pannig ad AMPK litun var dauf og LC3 litun litil i 11 af 29 tilvikum, og mikil
tjaning af AMPK og sterk litun fyrir LC3 sast i 9 tilvikum. Adeins voru 3 syni med mikla
tjaningu & LC3 en daufa AMPK litun. Aftur & méti syndu 6 syni sterka AMPK litun en héfdu
faa LC3 depla. Mat med Fisher's exakt profi a sambandi AMPK og LC3 gaf p-gildid 0,06.

Alyktanir: Mjog sterk litun gegn p62 i 6llum synum var 6sértek. Dauft AMPK og lagt
LC3 hlutfall sast i pridjungi tilfella og gefur til kynna nagt orkuastand frumanna og pvi ekki
porf & sjalfsati. Sterkt AMPK og héatt LC3 hlutfall sast einnig i pridjungi tilfella og gefur til
kynna mikinn orkuskort i frumunum og mikid sjalfsat i gangi. Sjalfsat virtist sjaldan reaesast
eftir 6drum leidum en vegna orkuskorts (3 tilvik) en i fimmtungi tilvika saust ekki merki um
mikid sjalfsat pratt fyrir orkuskort, sem bendir til pess ad krabbameinsfrumur geti farid

framhja skilabodum um orkuskort.



Listi yfir skammstafanir

Atg = Autophagy related (prétein)

LC3 = Light chain 3

PE = Phosphatidylethenolamine

P62 = Protein 62

Vsp34 = Vacuolar sorting protein 34

mTOR = Mammalian target of rapamycin
AMPK = AMP-Activated protein kinase

ULK1 = Unc-51-like kinase 1

TSC1-TSC2 = Tuberous sclerosis protein complex
DRAM = Damage-regulate autophagy modulator
P53 = Protein 53

RTK = Receptor tyrosine kinases

ROS = Reactive Oxygen Species

IPMN = Intraductal papillary mucinous neoplasm

US = Usnin syra



1 Inngangur

Sjélfsat er hluti af edlilegri starfsemi frumu. begar fruman er i edlilegu umhverfi notar hin
sjalfsat adallega til ad endurvinna protein og frumuliffeeri pegar pau eru gémul, géllud eda
hafa ordid fyrir skada [1]. Pegar fruman lendir i streitu, surefniskorti og/eda neringarskorti
nytir han ser sjalfsat til ad lifa adsteedur af pangad til edlilegt umhverfi naest aftur [1]. begar
sjalfsat gengur of lengi endar pad i frumudauda og hefur verid kallad ,,styrdur frumudaudi

typa 11 en apoptosis er typa | [2].

1.1 Hvernig sjalfsat fer fram

Fruman umlykur efnid sem & ad endurvinna, i tvihimna sjalfsatsbolu (e. autophagic
vesicle) sem er einnig pekkt sem autophagosome. Bolan rennur svo saman vid leysikorn (e.
lysosome) sem sér um ad brjota efnid nidur [3]. Leysikorn hafa sart umhverfi og eru med
meltingarensim til ad brjota nidur efnin. Eins og synt er & mynd 1 fer sjalfsat af stad vegna
naeringarskorts eda vegna streitu/uppsofnunar & hvarfefnum. Naest hefst sjafsatsbélumyndun
med pvi ad samsett fjolprétein Gr Beclinl-Vsp34 (sja sidar), setjast & upphafshimnuna
(e. source membrane) til ad lada ad fleiri sjalfsatstengd (e. autophagy related (Atg)) protein til
ad proskun bélunnar geti haldid afram. Upphafshimnan er fengin Ur frymisnetinu eda
golgifléttunni en nylegar rannsoknir [3-5] hafa synt fram & ad upphafshimnan getur lika
komid fra hvatbera- eda frumuhimnunni pvi ad pau eru rik af phosphatidylethenolamine (PE)
sem er einkennandi fyrir sjalfsatsbolu.

Umfrymisproteinid LC3, sem er Ubiquitin-likt protein, binst vid PE til ad merkja ad petta er
byrjunarstig bolunnar. pegar LC3 er buid ad bindast vid himnu bélunnar, ladar pad til sin
hjalparprétein sem hjélpa vid sértekni, eins og t.d. p62 sem seér um ad styra golludum
préteinum i sjalfsatsbéluna. Gollud prétein eru merkt med préteininu Gbiquitin. Bélan er svo
flutt ad leysikorninu par sem ytri himnan sameinast himnu leysikornsins og innri himna

bélunnar og innihaldid er brotid nidur af ensimum leysikornsins [3].
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1.2 Prétein i sjalfsatsb6lum
Ymis prétein koma ad vid stjornun & myndun sjalfsatsbola og verdur peim helstu lyst hér &

eftir.

1.2.1 P62

P62 er pad protein sem sér um ad styra ubiquitin merktum prétein arfellingum
(e. aggregates) fyrir sjalfsatsboluna ad gripa/gleypa [6]. P62 er pvi mikilveegt fyrir sérteekni
sjalfsatsbola. A mynd 1 sést ad p62 fer med inn i leysikornid par sem pad er lika brotid nidur.
Pad virdist vera mikilvaegt ad p62 se lika brotid nidur i leysikorninu pvi synt hefur verid ad
upps6fnun a p62 veldur aukinni tilhneigingu til krabbameinsmyndunar i lifrum musa sem hafa
minnkad sjalfsat midad vid mys af villigerd og mys sem gatu ekki myndad p62 [6].

1.2.2 Atg protein fjolskyldan

Atg proétein eru fjolmorg protein sem hafa vidhaldist vel i gegnum préunina pvi flest 6ll
genin fyrir pessi prétein eru pau sému i ménnum og i ger-frumum. Petta eru 6l pau protein
sem tengjast sjalfsati a einhvern hatt, allt fra reesingu sjalfsats, vali & farmi, til flutnings
sjalfsatbolunnar [7].

Ein af peim Atg fjolskyldum sem tengjast stjérnun og proskun sjalfsatsbdlunnar er Atg8
fjolskyldan. LC3 er pekktasta proteinid i fjolskyldunni. pad er klofid af Atg4 og bundid vid
PE i gegnum Atg7 og Atg3. LC3 er pvi fest vid himnu bélunnar par sem pad styrir vexti
bolunnar og hvada farmur er tekinn inn med pvi ad stjorna hvada hjalparprétein, sem valda
sérteekni & vali farmins, setjast & himnu bdlunnar [3].

Ein af peim Atg fjolskyldum sem eru mikilveegar fyrir raesingu sjalfsats er Atg6
fjolskyldan og Beclin 1 er hluti af henni. Beclin 1 myndar tvennd vid vacuolar sorting protein
34 (Vsp34) og er pessi tvennd naudsynleg fyrir upphafsmyndun & sjalfsatsbélu [8].

1.3 Styriprotein sjalfsats.

Ymis prétein koma ad vid stjornun og raesingu & sjalfsati og verdur peim helstu lyst hér &
eftir.

1.3.1 mTOR

Likt og sést & mynd 2 er mTOR pungamidja stjornar & sjalfsati fruma. mTOR er til i
tveimur geroum, mTORC1 og mTORC2, og er talid ad badar gerdir komi ad sjalfsati en
MTORC1 hafi mun sterra hlutverk [3, 9. mTOR hamlar sjalfsat med pvi ad festa fosfor a
Atgl3 og minnka par med tengingu pess vid Atgl/ULK1 og einnig med pvi ad stjorna
fosforun a 6drum sjalfsatsstyriproteinum eins og Vps34-Beclinl tvenndinni [3]. bar med

hefur mTOR neikvada stjornun a sjalfsati og pvi veldur baling 8 mTOR aukningu & sjalfsati.
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1.3.2 AMP Kinasi

AMP-Activated protein kinase (AMPK) sér um ad skynja minnkad ATP/AMP hlutfall og
pannig skynjar pad minnkun & orku og neringu i frumunni. Pegar ATP/AMP hlutfallid
minnkar raesist AMPK i gegnum LKB1 kinasa, sja mynd 2. AMPK veldur svo fosférun &
TSC1-TSC2 tvenndinni sem hamlar svo virkni mTORC1 [9]. AMPK veldur pvi resingu &
sjélfsati i gegnum balingu & mTOR.

1.3.3 P53

P53 er best pekkt sem verndari erfdaefnisins. Pad er badi stadsett i kjarna og umfrymi
frumunnar og verkar pad a mismunandi hatt eftir pvi hvar pad er stadsett i frumunni [10].

P53 i kjarna skynjar skemmdir & erfédaefninu og getur raest sjalfsat gegnum AMPK eins og
sést & mynd 2 [9]. Kjarna p53 getur lika reest sjalfsat i gegnum damage-regulate autophagy
modulator (DRAM) [9]. Minna er vitad um p53 i umfryminu en pad er vitad ad pad getur raest
sjalfsat en pad er 6pekkt hvernig su raesing fer fram [10].

Rannsokn hefur synt ad med pvi ad fjarlegja p53 ar frumunni, annad hvort med pvi ad
stddva myndun pess eda hamla virkni pess, pa virkjast sjalfsat i frumunni, sem gefur til kynna
ad p53 hamli sjalfsat [11]. Virkni p53 til sjalfsats er pvi ekki fullkomlega skilin.

1.3.4 Tyro6sin kinasar tengdir vidtakar

A mynd 2 sést ad tyrdsin kinasar tengdir vidtakar (e. receptor tyrosine kinases, RTK) geta
haft ahrif a sjalfsat i gegnum PI3K-Akt og Ras-Erk en pessar leidir hindra reesingu a sjalfsati
med pvi ad hindra virkjun & TSC1-TSC2 tvenndinni. PI3K og Ras eru algeng axlisgen i
mannakrabbameinum en stokkbreytingar i peim geta valdid aukinni virkjun & pessum
bodleidum en einnig er algengt ad RTK verdi fyrir stokkbreytingu sem geeti raest eda magnad
PI3K-Akt og Ras-Erk enn frekar [12].
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1.4 Sjélfsat og krabbamein

Sjélfsat er tvieggjad sverd i sambandi vid krabbamein. Pegar sjalfsat er virkt getur pad
hamlad krabbameinsmyndun en pad getur lika hjalpad krabbameini ad lifa af medferd og
erfidar adsteedur. Skortur & sjalfsati getur valdid aukinni tilhneigingu til
krabbameinsmyndunar en ef hagt vari ad stédva sjalfsat i krabbameinsfrumum geeti pad
valdid pvi ad krabbameinid drepist frekar vid medferd [7].

1.4.1 Sjalfsat hindrar krabbameinsmyndun

Synt hefur verid fram & ad ef sjalfsat er minnkad eda stodvad veldur pad uppséfnun &
g6lludum proteinum og frumuliffeerum sem geta aukid myndun a eitrudum surefnis afleidum
(e. reactive oxygen species (ROS)) sem auka likur & skemmdum & erfdaefni frumunnar
talsvert[13].

Rannsokn var framkveemd & genabreyttum musum par sem genid fyrir beclin 1 var fjarlegt
af 6drum litningum. Par sem beclin 1 er mikilveegt fyrir raesingu sjalfsats hofou pessar mys
skert sjalfsat og hofou jafnframt aukna tilhneigingu til ad mynda krabbamein i lifur [10, 13].
Talid er liklegt ad pad hafi verido vegna uppsofnunar & p62 prétein urfellingum, skéddudum
hvatberum og missamanbrotnum proéteinum, sem valda haekkun & ROS [1]. Ef p62 var lika
slegid ut dsamt beclin 1 pa vard talsvert minni myndun a drfellingum sem geetu valdio
heekkun & ROS og axlisvoxtur virtist ekki myndast [10, 13].

Sjalfsat getur lika veitt vorn gegn nymyndun krabbameins med pvi ad minnka drep og
bolgusvar, en langvarandi bdlga hefur oft verid tengd aukinni heettu & krabbameini [3, 10].

1.4.2 Sjalfsat i krabbameinsfrumu

Krabbameinsfrumur nota sjalfsat til ad lifa af peer erfidu adsteedur sem myndast inni i &xli
baedi vegna mikillar frumufjélgunar, sem veldur orku og naringarskorti, og einnig vegna
surefnisskorts sem myndast pegar @xlismassinn vex frd @dum. Sjalfsat hjalpar
krabbameinsfrumum ad lifa af voxtinn og getur einnig aukid likurnar & ad einhverjar frumur
lifi af krabbameinsmedferd svo &xlid geti komiod upp aftur [14]. Petta mé talka pannig ad ef
heegt veeri ad stodva sjalfsat i krabbameinsfrumum geetu krabbameinsmedferdir virkad talsvert

betur og minni likur veeri & endurkomu krabbameinsins.
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1.5 Brjostakrabbamein

Brjostakrabbamein er langalgengasta krabbameinid i konum & Islandi en medalfjéldi nyrra
tilfella brjostakrabbameina, & timabilinu 2006-2010, var 194 & Islandi, en lungnakrabbamein
kemur nast med 81 nytt tilfelli & ari ad medaltali [15]. Tveer gerdir brjostakrabbameins eru
algengastar: Gangna- (e. ductal) og bledlakrabbamein (e. lobular). Gangnabrjostakrabbamein
er upprunid Uur mjoélkurgangafrumunum og er algengasta brjéstakrabbameinid en
bledlabrjostakrabbamein er upprunid ar mjolkurkirtlum brjostsins [16].

A islandi eru 88% greindra kvenna ennpa lifandi fimm arum eftir greiningu [15].

1.6 Briskrabbamein

Meadalfjoldi nyrra tilfella briskrabbameina & ari voru 13 hja karlménnum og 15 hja
kvenmoénnum & timabilinu 2006-2010 & islandi [15]. Bris gegnir nokkrum stérfum i
likamanum. Pad ser um ad mynda og seyta Ut i skeifugdrnina meltingarensimum til ad melta
feedu. Einnig sér pad um ad mynda og seyta Ut i bl6did hormonum, insdlin og glikagon, sem
sja um ad stilla af styrk blodsykurs, en pad er hlutverk frumna i Langerhanseyjum
briskirtilsins. Frumurnar sem sja um ad framleida hormonin kallast innkirtlafrumur. Sjaldgeeft
er ad axli myndist par. Frumurnar sem sja um ad framleida meltingarensim kallast
utkirtlafrumur og mynda kirtla. Algengast er ad &xli i brisi myndist ar gangnafrumum pessara
Kirtla og kallast pa ,,ductal adenocarcinoma‘ [16]. £xlid myndst i 60% tilfella i haus brissins,
15% i midju brissins og 5% i skotti brissins en i 20% tilfella myndast pad i fleiri en einum
hluta brissins [16]. Briskrabbamein greinist adallega i eldra folki en 80% greindra eru 60-80
ara [16].

A byrjunarstigum briskrabbameins eru oftast litil einkenni og pvi er &xlid oftast langt
gengid pegar pad greinist og komid a stig Il eda V. betta pydir ad oft er ordid of seint fyrir
leeknandi medferd pegar krabbameinid finnst i einstaklingnum.

A lslandi eru adeins 6% 4 lifi af greindum karménnum og 3% af greindum kvenménnum
fimm arum eftir greiningu [15].

1.7 Stig krabbameins

Krabbamein eru flokkud i stig eftir pvi hversu langt gengin pau eru. betta hjalpar ad
akvarda hvers konar medferd er porf a og hverjar batahorfunar eru. pegar krabbameinid er
ekki ordid ifarandi kallast pad in-situ. Flokkarnir eru fjorir, 1-1V, heerri tala pydir sterra mein

0g ad pad sé buid ad dreifa sér meira.
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1.8 Markmid rannséknar

Fjélmargar rannsoknir a sjalfsati eru til sem byggjast & frumulinum og dyratilraunum en
rannsoknir a sjalfsati i krabbameinsaexlum eru hins vegar mjog faar og hafa t.d. ekki skodad
bodferla sem tengjast raesingu pess. begar eru hafnar tilraunir med medferd sem beinist ad pvi
ad hafa ahrif & sjalfsat, en &dur en mikid lengra er haldid i pvi efni er edlilegt ad skoda sjalfsat
i raunverulegum axlum.

Markmid rannsoknarinnar var ad kanna sjalfsat og raesingu pess i brjosta- og
briskrabbameini med pvi ad motefnalita fyrir einkennisproteini sjalfsatsbéla LC3, og

lykilproteinum vid raesingu sjalfsats: p62 og AMPK.
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2 Efni og adferdir
2.1 Vefjasynin

Brjostakrabbameinstilfellin voru valin Gtfra r6d innsendra brjostakrabbameinstilfella fyrri
hluta ars 2012 sem send voru til vefjagreiningar a Rannsdknarstofu i meinafredi a
Landspitala. Briskrabbameinssynin voru valin med pvi ad leita i Krabbaeminsskra islands ad
20 tilfellum briskrabbameina par sem gert hafdi verid brottndm briskirtils med &xli og synid
sent til vefjarannsdknar a Rannsdknarstofu i meinafraedi a LSH. Vefjagler voru fundin til fyrir
oll vefjasynin, baedi fyrir brjosta- og briskrabbamein og i framhaldi af pvi for meinafraeedingur
(Jon G. Jonasson, medleidbeinandi i verkefninu) yfir vefjaglerin og valdi vid pa yfirferd einn
paraffin vefjakubb med axlisvef ur hverju tilfelli. Lifeindafreedingar & Rannsoknarstofu i
meinafraedi skaru fjorar 3 micron pykkar vefjasneidar ur hverjum pessara paraffin kubba og
settu a sérstok smasjargler, atlud fyrir métefnalitanir & vef. Ein sneid ar hverju axli var litud
med hematoxylin-eosin litun til pess ad unnt veeri ad atta sig meinafraedilega a vefjabyggingu
axlisins i hverri métefnalitun sem sidar skyldi metin. Ad lokum voru sneidarnar litadar fyrir
p62, AMPK og LC3.

I lokin stodu eftir fimmtan brjostakrabbameinssyni, tiu peirra voru af gangnakrabbameins
gerd, tv0 voru af svonefndri tubular gerd, eitt var blandad &xli af gangna- og
bledlakrabbameins gerd, eitt var af bledlakrabbameins gerd og eitt var af svonefndu mucinous
(colloid) carcinoma gerd. Briskrabbameinssynin voru sextan talsins, tolf peirra voru af
gangnakrabbameins gerd, tvé voru af svokdlludu intraductal papillary mucinous neoplasm
(IPMN) gerd, og tvdo voru af innkirtlakrabbameins gerd (e. endocrine carcinoma).
Innkirtlakrabbameinssynin syndu annars konar LC3 tjaningu og peim synum var sleppt vid

frekari arvinnslu. Engar frekari upplysingar fylgdu um sjuklingana.
2.2 Leyfi
Leyfi voru fengin fra: Rannsoknarstofu i meinafraedi (L-02/12), Visindasidanefnd (11-155)

og Krabbameinsfélaginu (bréf dags. 14.12.11) og Personuvernd, Tilvisunarnimer
2012010056.
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2.3 Forlitun

Gerd var forlitun til ad athuga hvada motefni virkudu og hvada styrk pyrfti ad nota pvi ekki
voru til leidbeiningar fyrir 61l motefnin. Frumulinan sem var notud er brjostakrabbameinslina
og heitir T47D fengin fr& American Type Culture Collection (ATTC) gegnum LGC
Promochem. Notadar voru tveer reektunarfloskur af frumum, 6nnur désnert en hin var booud i
usninsyru (US) til ad framkalla sjalfsat i frumunum [17]. Litunaradferd fyrir forlitunina er

heegt ad sja a mynd | i vidauka.

Tafla 1: Tegund moétefnalita

Proétein Framleidandi Dyr Gerd Pynning
Life science - ,
P62 Kanina Fj6lstofna 1:1000
cat.no. PW9860 ! J
LC3 Cell#%lgggllng Kanina Einstofna 1:1000
mTOR Cell Signaling Kanina Einstofna 1:250
#2976
AMPK Cell Signaling Kanina Einstofna 1:250
#4188
elF2a Cell signaling Kanina Fjolstofna 1:250
#9721

2.4 Vefjasynalitun

Litanir & vefjasynum voru framkvemdar a Rannsoknarstofu i meinafredi &
Landspitalanum af Sigrdnu Kristjansd6ttur. Synin  voru undirblin pannig ad eftir
afparaffineringu (e. Deparaffinization) féru sneidar i epitop opnun (e. epitope retrieval) i
Tris-EDTA pH 9 buffer i vatnsbadi i 20 min i 98-99°C og voru sidan latnar kélna i buffernum
uti & bordi i 20 min. baer voru svo litadar eftir stadladri adferd, sja vidauka ,,Adferd 1°.
Notadar voru pynningarnar 1:250 fyrir AMPK, 1:500 fyrir p62 og 1:1000 fyrir LC3.

2.5 Skodun a synum

Oll synin voru skodud i ljéssmasja af Helgu M. Ogmundsddttur, Joni G. Jonassyni og
Ulfi Thoroddsen. Meinafraedingurinn Jon G. Jonasson skodadi synin nakvaemlega til ad vist
veeri ad metin veeru axlissvaedi og axlisfrumur en ekki annars konar frumur i vefnum.
Akvedid var ad meta litastyrk fra - til +++ & AMPK og p62 en hja LC3 var leitad ad litlum
deplum i umfrymi og svo var akvedid hversu stort hlutfall fruma i syninu hofdu pessa depla.
Lokamat var samhlj6da akvoérdun. Myndir voru teknar af synunum i Leeknagardi med Leica
DM LD ljéssmasja, Leica DFC310 FX ljésmyndavél og Leica Applicaation Suite V. 3.3.0
[josmyndaforriti.
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2.6 Urvinnsla

Nidurstddurnar ur skodun synanna var sett upp i toflur og borinn var saman styrkur p62,
AMPK og fj6ldi LC3 depla. Akvedid var ad skipta styrk & motefnalit i lagan styrk (-/+) og
haan styrk (++/+++), og skipta hlutfalli LC3 depla i lagt eda hatt eftir pvi hvort pau voru undir
eda yfir 30%. Til ad skoda samband & milli AMPK og LC3 var sett upp 2x2 tafla par sem
styrkur AMPK var -/+ eda ++/+++ og hlutfall LC3 depla voru undir eda yfir 30%. betta var
gert fyrir badi brjosta- og briskrabbamein og einnig var gerd ein tafla med badum
krabbameinunum saman. Vid tolfredigreiningu var notad ,Fisher's exact test’ a Graphpad

heimasidunni: http://graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm
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3 Nidurstoour
3.1 Forlitun
Synin med AMPK motefnalitun syndu ekki sjaganlegan mun a milli dmedhéndlada synisins
0g synisins med US. Moétefnalitun fyrir mTOR, elF2a og p62 litadi baeedi dmedhondlada synid
0g synid med US en synid med US litadist adeins dekkra. Motefnalitun fyrir LC3 syndi mun
fleiri litlar litadar doppur i US syninu midad vid 6medhondlada synid sem syndi naer engar
doppur.
3.2 Tjaning a sjalfsatstengdum préteinum i brjésta- og briskrabbameinssynum
I toflu 2 er synt vfirlit yfir tjaningu & sjalfsatstengdrum proteinum i brjosta- og

briskrabbameinssynunum.

Tafla 2: Tjaning sjalfsatstengdra proteina i brjosta- og briskrabbameinssynum

Brjostakrabbamein Briskrabbamein
n=15 n=14
Fjoldi syna: | Hlutfall (%): | Fjoldi syna | Hlutfall (%)
++ 2 13,3 4 28,6
P62 +++ 13 86,7 10 71,4
-1+ 6 40,0 7 50,0
AMPK | ++/+++ 9 60,0 7 50,0
<30% 10 66,7 7 50,0
LC3 | >30% 5 333 7 50,0

Oll synin litudust sterkt med métefninu gegn p62 og litunin var metin Osérteek. Allar
frumur litudust, heilbrigdar sem og axlisfrumur og oft litadist allt inni i frumunni, kjarna og
umfrymi en baist var vid ad einungis umfrymid i frumunum myndi litast.

Af brjostakrabbameinssynunum hoéfou 60% synanna sterka litun & AMPK en adeins
bridjungur var med hatt hlutfall LC3. Af briskrabbameinssynunum var AMPK med sterka
litun og LC3 med hatt hlutfall i helmingi syna.
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3.2.1 Tjaning a sjalfsatstengdum préteinum i brjostakrabbameinssynunum

Mynd 3 er af syni #B-01 sem er daeemi um syni sem er med litinn styrk af AMPK og lagt
hlutfall LC3 depla i brjéstakrabbameini. Synid er lika gott demi um ad litun var mismunandi
eftir pvi hvar i syninu var horft en nokkur syni voru med sterkari lit i Gtjadrinum midad vid

midju synisins.

Mynd 3a: AMPK. Vinstri myndin er tekln ar mléju synisins og er naestum I|tIaus Myndln haegra megin er tekin
af Utjadri synisins og synir lagan styrk AMPK.

Mynd 3c: P62. betta syni er daeml um osertaeka litun fyrir P62.
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Mynd 4 er af syni #B-09 sem er demi um syni sem er med haan styrk af AMPK og hétt
hlutfall LC3 depla i brjostakrabbameini.

)L s

.!nn“ L ¢ M
Mynd 4b: LC3. Flestar frumurnar hafa LC3 depla og nokkrar frumur hafa mikinn fjolda af deplum.

L -
et S
T B

s e

Mynd 4c: P62. betta s§/ni er deemi um undantekningu 4 litun & p62 en hér litast einungis umfrymi frumunnar en

kjarninn minna. Myndin til haegri er sama svedi i aukinni steekkun.
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Mynd 5 er af syni B-02 sem er demi um syni sem er med lagan styrk af AMPK og hétt
hlutfall LC3 depla i brjostakrabbamelnl

Mynd 5c: P62 petta syni i er deemi um Osértaeka litun P62, Myndin til haegrl er sama svae6| i aukinni staekkun
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Mynd 6 er af syni #B-04 sem er demi um syni sem er med haan styrk af AMPK og lagt
hlutfall LC3 depla i brjostakrabbamelnl

Mynd 6c: P62 betta syni er daeml um undanteknlngu & litun & p62 en hér Iltast elnungls umfrymi frumunnar en

kjarninn minna. Myndin til haegri er sama svedi i aukinni steekkun.
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[ t6flu 3 er haegt ad sja nanari upplysingar um hvert syni fyrir sig.

Tafla 3: Tjaning & AMPK og LC3 i brjostakrabbameinssynunum

_ AMPK - Hlutfall AMPK
Syni # Tegund Styrkur | LC3 depla athugasemd L.C3 athugasemd
. ... . | Fleiri deplar voru hja
- 0,
B-01 Ductal + 5% Litur i Utjadri AMPK svadi
Einn litill blettur
- 0
B-02 Ductal (+) 90% af lit finnst
B-03 Ductal ) <5% Ll'tl.,ln sest adeins
i in-situ hluta
B-04 Ductal ++/+++ <5% Misleit litun
B-05 Ductal ++ 5% Misleit litun
B-06 Ductal ++ 20-25%
B-07 Ductal H+ | 40-50% Sumsstadar
umfrymislitun
B-08 Ductal ++ 90-100% Misleit litun
B-09 Ductal +++ 70-80%
B-10 Ductal - 20-25%
B-11 Tubular + <5%
B-12 Tubular ++ <5%
Fleiri deplar hja
- 0
B-13 |Ductal+Lobular| +/++ <5% sterku AMPK S8
B-14 Lobular ) 504 LI,tl.Jn sest adeins
i in-situ hluta
B-15 Mucinous ++ 30-40% Kjarnalitun sést
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3.2.2 Tjaning a AMPK og LC3 i briskrabbameinssynunum
Mynd 7 er af syni #P-14 sem er deemi um syni sem er med litinn styrk af AMPK og lagt

hlutfall LC3 depla i briskrabbameini.

“Hlows J <P N R e B

n til haegri er sama svadi i aukinni staekkun.

RN LA e 8 :
Mynd 7c: P62. betta syni er deemi um 6sérteka litun P62. Myndi
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Mynd 8 er af syni #P-04 sem er deemi um syni sem er med haan styrk af AMPK og hatt

Mynd 8b: L3. Flestar frdmurnar haa LC3 depla og nokkrar frumur hafa mikinn fjélda af deplum.
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Mynd 10 er af syni #P-08 sem er deemi um syni sem er med héaan styrk af AMPK og lagt
hlutfall LC3 depla i briskrabbameini.

s s P 0

litun P62.

Mynd 11 er af syni #P-15 sem er deemi um innkirtliskrabbameinssyni i brisi sem syndu
odruvisi LC3 tjaningu.

baeoi edlilegur og krabbameinsvefur litudust eins.
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[ t6flu 4 er haegt ad sja nanari upplysingar um hvert syni fyrir sig.
Tafla 4: Tjaning 8 AMPK + LC3 i briskrabbameinssynunum

_ AMPK - Hlutfall AMPK
Syni # | Tegund Styrkur LC3 depla athugasemd L.C3 athugasemd
P-01 | Ductal ++ 5-10% Misleit litun
P-02 | Ductal + <5% Sterk umfrymislitun
P-03 | Ductal ++ 50%
P-04 | Ductal ++ 90-100%
P-05 | Ductal +++ 90% Litur i utjadri
Einn litill blettur
- -80N0
P-06 | Ductal (+) 70-80% af lit finnst
P-07 | Ductal ++ 80%
P-08 | Ductal ++ 20%
Einn litill blettur
- -500
P-09 | Ductal (+) 40-50% af lit finnst
Einn litill blettur | Fleiri deplar voru hja
- -100
P-10 | Ductal | (+) >-10% o it finnst AMPK blettinum
Einn litill blettur | Fleiri deplar voru hja
- 0,
P-11 | Ductal (+) 25% af lit finnst AMPK blettinum
P-12 | Ductal + 10% Umfrymi litast lika.
P-13 | IPMN ++ 100% Misleit litun
P-14 | IPMN + 15-20% Misleit litun
P-15 *Islet Ftfrrt 0 Mi_aja_aex_lis Allt litast, erfitt ad sja
Cell litminni depla
* - " >
P-16 Islet t 506 Allt litast, erfitt ad sja
Cell depla

*Tvo af briskrabbameinssynunum eru af innkirtlavefsuppruna. Pau syna annars kona LC3 tjaningu og peim

synum var sleppt vid frekari rvinnslu.
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3.2.3 Samanburdur & tjaningu LC3 og AMPK i brjosta- og briskrabbameinssynunum

Eins og getid er ad ofan virtist oft fara saman sterk tjaning & AMP kinasa og mikill fjoldi
LC3 bletta. Til pess ad kanna petta frekar voru gognin flokkud i tvo flokka fyrir AMPK
tjaningu, lagan styrk (-/+) og haan styrk (++/+++), og tvo flokka fyrir LC3 tjaningu par sem
hlutfall LC3 depla var undir eda yfir 30%. bessar nidurstédur eru syndar i toflu 6.

Tolfredigreining syndi ad sambandid & milli LC3 og AMPK i brjosta- og
briskrabbameinssynunum var ekki tolfreedilega marktekt en pegar tolur dar badum
krabbameinunum voru settar saman i tolfredigreiningu fékkst talsvert sterkara tolfraedilegt
samband en po ekki marktaekt.

Algengast var ad tjaning & AMPK og LC3 fylgdist ad, pannig ad AMPK litun var dauf og
LC3 litun Iitil i 11 af 29 tilvikum, og mikil tjaning af AMP kinasa og sterk litun fyrir LC3 sast
i 9 tilvikum. Undantekningar voru po 9 talsins en 3 syni med mikla tjaningu a LC3 en daufa
AMPK litun og 6 syni voru med sterka AMPK litun en h6fou faa LC3 depla.

Tafla 6: Samanburdur & tjaningu LC3 og AMPK

Brjostakrabbamein LC3 Briskrabbamein LC3
<30% | >30% <30% | >30%
AMPK -+ 6 1 7 AMPK -[+ 5 2 7
++/+++ 4 4 8 ++/+++ 2 5 7
P=0.2821 10 5 15 P=0.2861 7 7 14
Brjostakrabbamein og LC3
Briskrabbamein <30% | >30%
AMPK -/+ 11 3 14
++/+++ 6 9 15
P=0.0604 17 12 29
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4  Umreada
4.1 Stutt samantekt & nidurstédunum

Oll synin syndu sterka (++/+++) litun fyrir p62 en var litunin Osértek. Af
brjéstakrabbameinssynunum  hoéfou 60% sterka tjdningu & AMPK en 50% i
briskrabbameinssynunum. Eitthvad var um misleita litun i synum, stundum d&regluleg,
stundum sterkari i Gtjadri vefjasynisins. | brjdstakrabbameinssynunum saust LC3-jakvaedir
deplar i yfir 30% fruma i pridjungi syna en i helmingi af briskrabbameinssynunum. I mérgum
synum séast sterk AMPK tjaning og ha LC3 tidni & sama stad. Algengast var ad tjaning &
AMPK og LC3 fylgdist ad, pannig ad AMPK litun var dauf og LC3 litun litil i 11 af 29
tilvikum, og mikil tjaning af AMP kinasa og sterk litun fyrir LC3 sast i 9 tilvikum. Adeins
voru 3 syni med mikla tjaningu & LC3 en daufa AMPK litun. Aftur & moti syndu 6 syni sterka
AMPK litun en hofdu faa LC3 depla. Mat med Fisher's exakt profi & sambandi AMPK og
LC3 gaf p-gildid 0,06.
4.2 Tualkun
42.1 P62

P62 litadist sterkt i 6llum synum og i flestum synum Gsérteekt, p.e. pad litadi allar frumur,
heilbrigdar sem og &xlisfrumur og litadi allt inni i frumunni, kjarna og umfrymi. Buist var vid
eftir forlitunina ad einungis umfrymi frumanna myndi litast. Liklegast er skyringin teknilegs
edlis. Synin voru undirbtin m.a. med pvi ad hita pau vid 98-99°C og geati pad haft ahrif a
litunina. Einnig getur verido ad motefnaliturinn sem notadur var henti ekki til notkunar &

vefjasynum sem hafa verid hert i formalini.

422 AMPK

I brjostakrabbameinssynunum voru 60% synanna med sterka tjaningu & AMPK og i
briskrabbameinssynunum voru 50% synanna med sterka tjaningu & AMPK. betta ma tulka
bannig ad i allavega helmingi krabbameinanna var mikill naringarskortur. Eitthvad var um ad
Utjadar synisins veeri med sterkari lit heldur en midja synisins en atla metti ad midja axlisins
veeri frekar undir neringarskorti heldur en (tjadar pess. bad getur verid ad vegna
surefnisskortar eru frumurnar farnar ad nyta ser surefnisfirrt efnaskipti til ad halda uppi
orkuporfinni [18].
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423 LC3

LC3 deplar tdkna sjalfsatsbolur og eru pa i pridjungi brjostakrabbbameina og i helmingi
briskrabbameina ad myndast mikid af sjalfsatsbélum i exlinu.

Innkirtlakrabbameinssynin ur brisi métefnalitudu LC3 allt 6druvisi heldur en hin &xlin.
Allt i frumunni litadist sterkt og erfitt var ad sja einhverja punkta. Ahugavert er ad nefna ad

edlilegar innkirtlafrumur og edlilegar taugafrumur litudust & sama hatt.

4.2.4 Adrar rannsoknir

P62 og AMPK rannsoknir eru adallega ad skoda virkni peirra i sjalfsati frekar en ad skoda pau
i krabbameinum i folki. Aftur & moti hafa rannsoknir & LC3 virkni i krabbameinum verid
gerdar. Brjostakrabbamein voru skodud af Sivridis et al sau pau mikla LC3 virkni i 30%
axlissynum [19]. Briskrabbamein voru skodud af Fujii et al og sau pau mikla LC3 virkni i
87% eaxlissynum [20]. Yoshioka et al skodudu nokkrar tegundir krabbameina og fengu mikla
LC3 virkni i 53% &xlissynum ar vélindakrabbameini, 58% axlissynum ur magakrabbameini
0g 63% axlissynum ar ristilkrabbameini [21].

Nidurstodur okkar eru pvi svipadar peim sem Sivridis et al lystu. Rannsokn Fujii et al
syndi heerra hlutfall en pessi rannsokn & LC3 virkni i briskrabbameinum. Badar hinar
rannséknirnar hofou talsvert fleiri syni heldur en pessi rannsdkn, Fujii et al voru med 71
briskrabbameinssyni og Sivridis et al voru med 102 brjostakrabbameinssyni en pessi
rannsokn hafdi adeins 14 briskrabbameinssyni og 15 brjostakrabbameinssyni.

Badir Sivridis et al og Fujii et al notudu fjolstofna kaninu métefni en pessi rannsokn var
med einstofna kaninu métefni. Badir skodudu peir synin undir 1jéssmésja en peir midadu vid
ad 50% fruma i syni pyrftu ad vera litud til ad svérun veeri sterk en pessi rannsékn midadi vid
30%. Einnig notudu peir badir mismunandi litunaradferdir heldur en hvor annar og pessi

rannsokn.

4.25 Samband AMPK og LC3

pad virtist vera samband & milli styrks AMPK tjaningar og fjolda LC3 depla. Ef skodad er
yfir 6ll synin i heildina sést ad i pridjungi tilfella er AMPK tjaning dauf og LC3 hlutfall lagt.
betta gefur til kynna ad nagt orkuastand er i frumunum og pvi ekki porf & sjalfsati. 1 63rum
bridjungi tilfella sést ad sterk AMPK tjaning og hatt hlutfall LC3 depla. petta gefur til kynna
mikinn orkuskort i frumunum og pvi mikid sjalfsat i gangi. I premur tilfellum er styrkur
AMPK lagur en hlutfall LC3 depla hatt og pvi virdist sjalfsat reesast eftir 6drum leidum en
vegna orkuskorts. I fimmtungi tilvika saust ekki merki um mikid sjalfsat pratt fyrir orkuskort,

sem bendir til pess ad krabbameinsfrumur geti farid framhja skilabodum um orkuskort.
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4.2.6 Orkuskortur an sjalfsats

A mynd 2 sést ad RTK getur haft ahrif & sjalfsat med pvi ad virkja mTOR med hémlun &
TSC1-TSC2 tvenndinni gegnum PI3K-Akt og Ras-ERK bodleidunum. PI3K og Ras eru
a&xlisgen sem eru mjog algeng i mannakrabbameinum og stokkbreyting & pessari leid geeti
leitt til Oedlilegrar sjalfsatsstyringu, sérstaklega i gegnum AMPK rasingu sem nytir sér
TSC1-TSC2 tvenndina til ad reesa sjalfsat.

4.3 Kostir og gallar

Helsti kostur rannsoknarinnar var vel heppnud litun fyrir AMPK og LC3. Helstu gallar
rannsoknarinnar voru ad motefnalitun fyrir p62 gaf ekki upplysingar. bannig takmarkadist
rannsoknin vid eina bodleid sjalfsats, en litanir fyrir fleiri sjalfsatstengdum préteinum
ramudust ekki innan ramma pessa verkefnis. Helsta takmdérkunin er ad sjalfsogdu fed syna i
svona afmorkudu namsverkefni. Einnig var ékostur ad pau voru ekki 6ll af sama uppruna

innan hvors liffeeris.

4.4  Alyktanir

Sjélfsat virdist reesast i brjosta- og briskrabbameinum. Pad virdist vera algengara i
briskrabbameinum, par sem helmingur synanna var med mikid af sjalfsatsbolum, frekar en i
brjéstakrabbameinum, par sem pridjungur var med mikio af sjalfsatsb6lum. Orkuskortur er i
helmingi syna hja badum krabbameinum sem gefur til kynna ad orkuskortur er i &xlum og
raesir sjalfsat. Orfa syni syndu ad sjalfsat reestist gegnum adrar leidir en orkuskort og veeri
heegt ad lita fyrir fleirum préteinum, eins og t.d. elF2q, til ad reyna ad finna Gt hvada leidir
pad eru. Ahugaverdast er p6 ad i niu synum var orkuskortur i axlinu en samt vard ekki
myndun a sjalfsatsbélum. Forvitnilegt er ad finna Ut hvad pad er sem er ad hamla myndun a
sjalfsatsbélunum t.d. med motefnalitun fyrir PI3K og Ras. Einnig veeri forvitnilegt ad skoda
tengsl milli sjalfsats og pess hvernig sjuklingum farnast i medferd, sérstaklega med tilliti til
resingarleida.
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Vidauki
Adferd 1:

1. Eftir deparaffinization fara sneidar i epitope retrieval i Tris-EDTA pH 9 buffer i
vatnsbadi i 20 min i 98-99°C og sidan latnar kélna i buffernum ati & bordi i 20 min.
Skolad.

5 min i H202.

Skolad.

Motefni i 30 min.

Skolad.

Envision flex i 20 min.
Skolad.

. DAB chromogen i 10 min.
10. Skolad.

CoNoOR~WN

Adferd 2: Mynd |

-
| Venjuleg Fixering )
| (Metandl) )

\
“——— Soga ti af og skola med PBS

|

~ Fixera mfed Metandl i S min vid -20°C

| Skera botn Ur iésku, afmarka
~ refti med eyrnapinna og DAKO
penna

\ Blokkera med 10%FBS i PBS i 5 min

|
|

\ Primary métefru |

——— e

\

\.

~——— Rabbat
Incubera med Primary motefni i 30 min
~ Skola 1x hratt og 2x i S min med P8BS

Incubera med M0O737(1:50) i 30 min

Skola 1x hratt og 2x i 5 min med PBS

* Incubera med 20259 (1:25) i 30 min
Skola 1x hratt og 2x i S min med PBS
Incubera med P85S0 (1.100) i 30 min
Skola 1x hratt og 2x i 5 min med P8S

|

| Incubera med DAB 7,5 pl/ml
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