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1) Agrip Hofundur: Gunnar Andrésson

Tengsl @odapéttleika vid bandvefsumbreytingu pekjuvefs i pri-neikveedum
brjéstakrabbameinum, og  ahrif amphiregulin  og EGF & mennsku

brjostastofnfrumulinuna D492

Inngangur: Bandvefsumbreyting pekjuvefs (epithelial to mesenchymal transition -
EMT) er ferli par sem pekjufrumur tapa tjdningunni & einkennispréteinum pekju og fara ad tja
einkennisprotein bandvefs. EMT er talid gegna mikilveegu hlutverki i meinvarpamyndun
bekjuvefsaexla. Nylega hefur verid synt fram & ad adapelsfrumur geti 6rvad EMT med pvi ad
seyta vaxtarpattum og pvi er hugsanlegt ad &dar i exlum hvetji til EMT. Einnig hefur verid
synt fram & ad s.k. pri-neikvaed brjéstakrabbamein (PNBK) hafa mikla tilhneigingu til ad

undirgangast EMT en pessi &xli eru einnig adarik.

Efnividur og adferdir: Tuttugu PNBK syni voru rannsokud med tilliti til eedapéttleika
med litunum fyrir adapelseinkennisproteininu CD31 ogkdnnud tengsl vid tjaningu &
bekjuvefs- og bandvefsproteinunum E- og N-cadherin og S100A. Einnig rannsékudum vid in
vitro EMT med pvi ad nota stofnfrumulinuna D492 og h6fdum par sérstakan ahuga a ad
kanna ahrif EGFR (epidermal growth factor receptor) bindlana EGF (epidermal growth
factor) og AREG (amphiregulin). D492 stofnfrumulinan var medhondlud i hefdbundinni
tvividri (2D) reekt i einn og halfan manud med EGF, amphiregulin eda an pessara patta. Sidan
voru pessar formedhondludu frumur settar i pridvida reekt (3D) med EGF til ad kanna ahrif

formedhdndlunar med mismunandi EGF bindlum & vefjaraekt.

Nidurstodur: Pegar borin voru saman tengsl adapéttleika (CD31 tjaning) vid
bekjuvefs- og bandvefs-kenniprétein reyndist tjaning E-cadherin (pekjuvefsprotein) vera
minnkud par sem  @dapéttleiki var mikill  (rho=-5,2765 og p<0,0001).
Bandvefskennipréteinid S100 var einnig minnkad par sem adapéttleikinn var mikill (rho=-
40343 og p<0,0001) en ekkert marktekt samband fannst a milli N-cadherin
(bandvefskenniprotein) og @dapéttleika (rho=0,00907 og p=0,9217). D492 frumur
formedhondladar med EGF myndudu fleiri EMT pyrpingar i 3D vefjarekt midad vid D492
frumur sem hofdu verid formedhdndladar med amphiregulini (117 & moti 23), en peer

myndudu frekar greinéttar pyrpingar i 3D geli (21 & méti 5).

Alyktanir: Vid fundum ekki bein tengsl milli &dapéttleika og EMT i PNBK en po var

minnkud tjaning a pekjuvefsproteininu E-cadherin i edarikum svaeedum. Amphiregulin hvetur



myndun & frumum sem mynda greinotta struktura (branching morphogenesis) i 3D
vefjarektun en EGF orvar aftur & méti myndun & frumum sem hafa tilhneigingu til ad

undirgangast EMT.



2) Listi yfir skammstafanir

EMT (epithelial-to-
mesenchymal transition
(bandvefsumbreyting
bekjuvefs))

PNBK (pri-neikveed
brjéstakrabbamein)

EGFR (epidermal growth
factor receptor)

EGF (epidermal growth
factor)

AREG (amphiregulin)

IDC-NOS (invasive
ductal carcinoma not
otherwise specified)

TDLU (terminal duct
lobular unit)

BRCAZ1 (breast cancer 1,
early onset)

BRCAZ2 (breast cancer 2
susceptibility protein)

PTEN (Phosphatase and
tensin homolog)

ATM (Ataxia
telangiectasia mutated)

PNBBK (pri-neikvad
basal-lik
brjostakrabbamein)

BBK (Basal-lik
brjostakrabbamein)

ER (estrogen receptor)
PR (prdgesteron receptor)
CK (cytokeratins)

pRB (retinoblastoma)

PI3K
(Phosphatidylinositol 3-
Kinases)

NF1B (nuclear factor 1/B)

PARP1 (poly (ADP-
ribose) polymerase 1)

SSB (einstrendingarbroti
(single-stranded breaks))

DSB (tvistrendingar brot
(double-stranded break))

FOXC2 (Forkhead box
protein C2)

VEGF (vascular
endothelial growth factor)

c-MET (hepatocyte
growth factor receptor)

HGF (hepatocyte growth
factor)

HIF-1a (hypoxia-
inducible factor 1a)

TGF-p (transforming
growth factor f3)

Fspl (fibroblast specific
protein-1 (S100A4))

MMP (matrix
metalloproteinase)

MSP (macrophage-
stimulating protein)

bFGF (fibroblast growth
factor)

TNF (tumor necrosis
factor)

PDGF (platelet derived
growth factor)

GSK-3p (glycogen
synthase kinase 33)

BMP (bone
morphogenetic protein)

NF«p (nuclear factor «f3)

NCAM (neural cell
adhesion molecule)

FGFR (FGF receptor)

MET (mesenchymal-to-
epithelial transition)

ZEB (zinc finger E-box-
binding homeobox)

WT-1 (Wilms tumor-1)

Grb (growth factor
receptor-bound protein)

SOS (son of sevenless)
Sprouty 2 (Spry-2)

Akt (protein kinase B
(PKB))

HR (homologous
recombination)

MPF (mitotic/maturation
promoting factor)

ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3-
related protein)

PIP; (phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate)

PIP, (phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate)

PDK-1 (phosphoinositide
dependent protein kinase-
1)

PKC (protein kinase C)



IGF-1 (insulin-like
growth factor)

TIMP1 (tissue inhibitor
og metalloproteinases-1)

FAK (focal adhesion
kinase)

Gas6 (Growth arrest-
specific 6)

TAM (Tyro-Axl-Mer)

SDF-1 (stromal derived
factor 1)

APC (adenomatous
polyposis coli)

IL-6 (interleukin 6)
VHL (von Hippel-Lindau)

MERTK (C-Mer tyrosine
kinase)

E-cadherin (epithelial-
cadherin)

N-cadherin (neuronal-
cadherin)

LRP5/6 (low-density
lipoprotein-related
proteins 5/6)

RhoA (actin stress fibers)
PDGFR (PDGF receptor)

Sox9 (sex determining
region Y (SRY) box 9)

TEB (terminal end buds)

SDGF (Schwannoma-
derived growth factor)

Z0O (zona occludensa)
FBS (fetal bovine serum)

DCIS (ductal carcionoma
in situ)



3) Inngangur
3.1) Brjostakrabbamein

3.1.1) Flokkun: Brjéstakrabbamein eru rimlega 20% allra krabbameina sem greinast
hja konum. Ein milljon kvenna greinast med brjostakrabbamein & &ri og um helmingur peirra
deyja af voldum sjukdémsins (1) en & Islandi eru taeplega 280 konur sem greinast og 50 sem
latast af voldum brjostakrabbameina & ari (2). Brjostakrabbamein er haegt ad flokka &
mismunandi hatt, t.d. eftir tjaningu gena i exlisfrumunum eda meinafredilegu Utliti.
Genatjaningarrannsoknir gerdar med orflégugreiningu & axlisfrumum hefur leitt til flokkunar
par sem brjéstakrabbameinsaxli eru flokkud i fimm mismunandi flokka:

e luminal A (estrogen vidtaka jakvaed)

e luminal B (estrogen vidtaka jakvaed),

e HER2/NEU tjaandi krabbamein

e Dasal-lik brjostakrabbamein (BBK) (skortir baedi HER2/NEU og estrogen vidtakann)
e Normal breast-like (3).

Hins vegar er einnig hegt ad flokka brjéstakrabbamein i 18 tegundir eftir
vefjameinafradilegu (histo-morphological) Gtliti. | vefjameinafradilegri flokkun eru 50-80%
af exlum af gerdinni ,,invasive ductal carcinoma not otherwise specified” (IDC-NQOS), en
betta er oserteekur flokkur pangad sem krabbamein fara ef ekki er haegt ad setja pau i hina 17
flokkanna (4). I t6flu 1 ma sja mismunandi flokkanir brjostakrabbameina.

3.1.2) prineikvaed brjostakrabbamein (PNBK): Endastykki (terminal duct lobular
unit - TDLU) er starfseining brjostsins og samanstendur af endagéngum og kirtilberjum. Flest
brjostakrabbamein eiga uppruna sinn i pessari TDLU einingu, par a medal svokollud pri-
neikvaed brjéstakrabbamein (PNBK) en pau fa nafn sitt par sem pau tja hvorki estrégen (ER),
progesteron (PR) né HER2/NEU vidtakana. Flest PNBK falla samkvemt
genatjaningarflokkun i flokk BBK en samkvaemt vefjameinafraedi falla pau flest i flokkinn
IDC-NOS (5). begar ad brjostastofnfrumur eru reektadar i prividri reekt pa mynda peer TDLU-
lika stratara og pvi ekki Oliklegt ad stofnfrumur séu einmitt & pessu svadi.
Stofnfrumueignleikar eru einkennandi fyrir PNBK og liklegt ad pau eigi uppruna sinn i
pessum stofnfrumum (6), enda hafa PNBK haa gradu sem er metin Gt fra fjolda mitdsa,

gangamyndun og storum oreglulegum kjérnum (5).
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PNBK er sa flokkur brjostakrabbameina sem hefur verstar horfur og tengist pad
aukinni hettu & endurkomu (relapse) axlisins eftir lyfjamedferd (7). bad er talid ad pessi tida
endurkoma sjukdéms hja konum med PNBK sé m.a. vegna minni nemni fyrir lyfjamedferd
0g einnig vegna pess ad pessi a&xli hafa mikla tilhneigingu til ad mynda meinvorp. PNBK eru
lika oft med mjog mikla litningadreglu (aneuploidy) en vid pad versna horfur (5). PNBK
koma helst fyrir hja ungum konum (fyrir breytingarskeid), konur af afriskum eda spanskum
(hispanic) uppruna og konum sem lifa i fateekt (low socioeconomic class) (7).

3.1.3) Tengsl PNBK vid genatjaningarflokkun: Eins og sagdi ad ofan falla flest
PNBK i genatjaningarflokk BBK (Basal-lik brjostakrabbamein). Samsvérunin er po ekki
fullkomin. Um 71% af PNBK eru af flokki BBK, en ef litid er & flokk BBK kemur i 1jés ad
um 77% af peim falla i flokk PNBK. PNBK eru 15% af 6llum brjostakrabbameinum og pegar
notud er flokkun samkvemt genatjaningarflokki pa falla einnig um 15% af &llum
brjéstakrabbameinum i flokk BBK (3) (8). Pegar litid er & brjostakrabbamein sem falla i bada
pessa flokka, svokdllud pri-neikveed basal-lik brjostakrabbamein (PNBBK) pa telja pau
rimlega 11% af Ollum brjostakrabbameinum. PNBK hafa & sidustu arum verid flokkud i
nokkrar undirtegundir og méa par nefna PNBBK (eins og &dur var nefnt) og einnig sk.
“claudin-low” undirflokk (3). PNBBK tj& t.d. cytokeratin 14 (CK14), EGFR og vimentin, en
tjd ekki vidtakana ER, PR, og HER2/NEU, og ekki heldur CK18 né krabbameinsgenid
BRCAL (9) (10) (4, 8, 11).

Tafla 1:
B rJ OSta kra b ba mein Flokkun brjostakrabbameina er
Flokkun flokin sérstaklega par sem sama
Gena tjéningu Myndger6 brjostakrabbameinid getur verid
. flokkad i margar tegundir eftir
1. Luminal A 1. Noninvasive carcinoma bvi hvort flokkad sé eftir
2. Lumlnal B 2. Invasive carcinoma genatja’ningu’ myndgera eda
3. HER2/NEU = IDC-NOS yfirbordspréteinum. Flest
4. Normal-like * Medullary carcinoma krabbamein i okkar rannsékn eru
5. Basal-lik " Metaplastic carcinoma bri-neikvaed basal-lik invasive

bri-neikvaed basal-like IDC-NOS

A vid um flest krabbameinin  rannsékninni

Pri-neikvaed

Yfirbordsprotein

1. Tja hormodna vidtaka
2. Tja HER2/NEU 1. Basal-lik

3. bri-neikvaedir 2. Claudin low

ductal carcinoma not otherwise
specified (IDC-NOS). bri-neikvaed
brjéstakrabbamein eru flokkud i
basal-lik og Claudin low.
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3.1.4) Brenglun i erfdamengi PNBK: BRCA1 stokkbreytingar eiga sér stad i um
20% af PNBK (10), en pad er mun harri tioni en i 6drum flokkun brjéstakrabbameina.
BRCAL er DNA vidgerdarprotein sem gerir vid tvistrendingarbrot (double stranded breaks —
DSB). begar ad tjaning a BRCA1 tapast verdur erféamengid éstddugra og samhlida pvi
verdur oft stokkbreyting i p53 og PTEN (12). Pad eru auknar visbendingar um ad PNBBK séu
natengd gollum i BRCAL ferlinum. Onnur gen sem eru oft stokkbreytt i PNBBK eru: PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), p53, ATM (Ataxia telangiectasia mutated), RB1 og
KRAS. Um 42-71% af PNBBK oftja tyrésin kinasa vidtakann EGFR, en EGFR jakvad
krabbamein eru ekki jafn nem fyrir lyfjamedferd og 6nnur krabbamein. PNBK auka yfirleitt
tjaningu PARP1(poly (ADP-ribose) polymerase 1). PARP1 er ensim sem er mikilvaegt vid
vidgerdir & einstrendingarbroti (single-stranded breaks (SSB)). Ef krabbameinsfruma sem
skortir BRCAL er ad eftirmynda erfdaefnid sitt og kemur ad SSB pad myndast tvistrendings
brot (double-stranded break DSB). bar sem BRCA1 vantar er ekki haegt ad gera vid DSB
(tvistrendinsbrot) med s.k. homologous recombination og pvi notar fruman s.k. non-

homologous end joining (NHEJ) vidgerd, en pad veldur skemmdum i erfdamenginu (13).

3.1.5) Basal-lik brjostakrabbamein (BBK): Eg hef hér ad ofan ad mestu reett um
PNBK. En eins og rett var um, falla flest PNBK saman vid genatjaningarflokkin BBK.
Rannsdknir & frumuuppruna BBK benda til ad pessi krabbamein eigi uppruna i stofnfrumum
eda forverafrumum (progenitor cells) brjostpekjunnar (fjallad verdur um stofnfrumur
brjéstpekjunnar sidar). begar ad basal-likar brjostakrabbameinsfrumur fjélga sér myndast
baedi holhlidar-likar pekjufrumur og basal-likar frumur, en petta stydur einmitt pa tilgatu ad
BBK hafi stofnfrumueiginleika (9). Umritunarpatturinn FOXC2 (Forkhead box protein C2) er
oft tjadur i BBK en pessi umritunarpéttur er einmitt tengdur stofnfrumueiginleikum. FOXC2

orvar einnig umbreytingu pekjuvefs i bandvef (EMT) og myndun meinvarpa.

BBK eru einnig mjog &darik og seyta mikid af vaxtarpaettinum VEGF (vascular
endothelial growth factor) og tja einnig vaxtarpattarviotakann c-MET (hepatocyte growth
factor receptor) sem er vidtaki fyrir HGF (hepatocyte growth factor). Vid surefnisskort i
a&xlisfrumum eykst framleidsla umritunarpattarins HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1la) en
HIF-1 a eykur stoduleika mMRNA HGF og eykur pannig tjdningu proteinsins. Surefnisskortur
virkjar einnig umritunarpattinn Twist en pessi umritunarpattur eykur tjaninginu & HGF

vidtakanum c-Met. Pannig verdur aukin tjaning a baedi vaxtarpattinum HGF og vidtaka pessa
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sama vaxtarpattar, c-Met. Orvun & pessu vaxtarpattarferli hefur verid tengt vid virkjun a
6drum tyrésin kinasa vidtakaferlum, svo sem EGFR. Af pessu mé sjé ad surefniskortur tengist
oft floknu samspili érvunar ymissa mikilveegra vaxtarpéattarferla i krabbameinsfrumunum.
Einnig tengist pessi surefnisskortur EMT-umbreytingu i frumunum. bPad sem einnig er
athyglisvert er ad pad er oft drep i pessari a&xlisgerd tengt sdrefnisskorti pratt fyrir mikla
@damyndun (6, 14).

3.2) bekjuvefs-bandvefs umbreyting (Epithelial to Mesenchymal transition, EMT)

3.2.1) EMT: EMT er flokio proskunarferli par sem pekjufrumur &dlast einkenni
bandvefsfrumna. Vid EMT verdur meiri tjaning & N-cadherin, vimentin, Fspl (fibroblast
specific protein-1 (S100A4)) og kollagen | i frumunum en tjaning & E-cadherin og Claudin
minnkar (15-18). EMT 4 sér stad sem edlilegur pattur i fosturproska en petta sama ferli hefur
einnig verid tengt vid krabbamein. bekjufrumur sem fara i EMT tileinka sér bodferla og
svipgerdareiginleika sem eru einkennandi fyrir stofnfrumur og neural crestfrumur. |
krabbameinsfrumum er petta ferli tengt ifarandi vexti frumanna, myndun meinvarpa, og
auknu lyfjaénaemi. Bandvefsmyndun i mérgum 6rmyndandi sjukdéomum er einnig talin tengd
EMT umbreytingu (18). Vid EMT 6dlast pekjufrumur stofnfrumueiginleika og pessi eiginleiki
er talinn minnka svorun onemiskerfisins gegn pessum frumum (19). Nylegar rannséknir
benda til ad svokalladar krabbameinsstofnfrumur og venjulegar pekjuvefsstofnfrumur tjai
mdrg sému proétein og krabbameinsfrumur sem hafa farid i gegnum EMT (16). A mynd 1 ma

sja hvernig EMT umbreyting getur tengst framproun axlismyndunar (sja mynd 1).

Krabbameinsfrumur eru taldar fara i EMT vegna margvislegra boda, m.a. fra
adliggjandi stodvef. Daemi um vaxtarpetti eda onnur bod sem stodvefurinn seytir er TGF- 3
(transforming growth factor ) og bolgumidlar af ymsum toga. Einnig er talid ad
surefnisskortur geti 6rvad EMT eins og talad var um ad ofan. par frumur i bandvefnum sem
geta 6rvad EMT eru fibroblastar sem mynda m.a. TGF-a, MSP (macrophage-stimulating
protein) og HGF, en allir pessir peettir hafi verid tengdir vid 6érvun & EMT i krabbameinum
(6). Fleiri vaxtarpettir tengdir bandvef sem 6rva EMT eru VEGF, EGF og HGF. bessir
vaxtarpeettir eru til stadar i bandvefnum og virkjast vid nidurbrot bandvefsins (19). NCAM
(neural cell adhesion molecule) er eitt af fyrstu préteinunum sem eru tjad vido EMT
umbreytingu krabbameinsfruma. NCAM eykur stodugleika vaxtarpattavidtakans FGFR (FGF

receptor). FGFR getur studlad ad auknu frumuskridi og ifeerni frumanna (20). Préteasinn
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MMP28 (matrix metalloproteinase-28) klippir E-cadherin og virkjar & sama tima TGF-$ sem
aftur leidir til EMT (21). I t6flu 2 ma sja deemi um helstu peetti sem 6rva EMT umbreytingu.

Nylega hafa svokdllud microRNA stjornarsameindir verid tengdar vio EMT. miR-200
fjolskyldan (sem inniheldur fimm mismunandi miR-sameindir) og miR-205 eru til stadar i
pekjuvefsfrumum og eru par taldar koma i veg fyrir EMT. Pessi microRNA hindra ZEB1
(zinc finger E-box-binding homeobox) og ZEB2, en ZEB1 og ZEB2 hindra tjaningu E-
cadherin sem er einkennandi fyrir pekjuna. Tap & tjdningu pessara microRNA sameinda hafa
verid tengd vid EMT umbreytingu (18).
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Mynd 1: (A) EMT: Grunnhimnan adskilur pekjufrumur fra bandvefnum. bekjufrumur einkennast m.a. af
frumutengipréteininu E-cadherin. Z£dar geta seytt vaxtarpattum eins og HGF sem breytir svipgerd
pekjufrumunnar. Vid EMT fara frumur m.a. ad tja N-cadherin og S100. (B) bad eru prjar mismunandi
tegundir af frumum i TDLU. Vodvapekjufrumur liggja @ grunnhimnunni og ofan & peer eru
holhlidarpekjufrumur en sumstadar a milli peirra eru suprabasalfrumur sem eru taldar vera stofnfrumur
brjostkirtilsins. Liklega eru pad suprabasal frumurnar sem verda fyrir krabbameinsbreytingum i PNBK.
Krabbameinsvoxturinn veldur bandvefsbreytingum pannig ad a&dum, fibrobléstum og macrophégum
fidlgar. Fibroblastanir seyta kollagen | og breyta pvi bandvefnum ur lausum i péttann bandvef, einnig
seyta pessar frumur ymsum vaxtarpattum. Pessar bandvefsbreytingar 6rva krabbameins- frumur til ad
fara i EMT. (C) PNBK auka tjaninguna a préteinum sem gera vid SSB (einstrendingabrot) en minnka
tjaningu prdteina sem gera vid DSB (tvistrendingabrot).
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3.2.2) Viosnaningur & EMT ferlinu: b6 ad pad sé nokkud audvelt ad koma
krabbameinsfrumum i frumureekt i gegnum EMT ferlid pa er erfidara ad finna pessa svipgerd
in vivo i @xlum (15). Talid er ad krabbameinsfrumur fari ekki allar i fullmétad EMT, heldur
fari frumurnar adeins timabundid i EMT og pa hugsanlega sérstaklega & motum bandvefs og
axlisins (21). TGF-B getur 6rvad timabundid EMT en um leid og pessi TGF-B 6érvun minnkar
verdur vidsnuningur & svipgerd frumanna og per taka aftur upp pekjuvefssvipgerd. Slikur
vidsnaningur & EMT er kallad MET (mesenchymal to epithelial transition). pPad er talid liklegt
ad slikt timabundid EMT eigi sér stad vid meinvarpamyndun. Krabbameinsfrumurnar fari i
EMT vid ifarandi voxt inni &dar, per lifi af i blédrasinni vegna EMT eiginleika en pegar ad
krabbameinsfrumurnar eru komnar i nyjan vef pa taki peer aftur upp eiginleika
pekjuvefsfruma med pvi ad fara i gegnum MET (6). MET umbreytingin er tengd aukinni
tjaningu microRNA sameindanna sem nefnd voru hér ad ofan (miR-200 fj6lskyldan og
miR205).

Frumur og sameindir sem 6rva EMT
* Frumur * Vaxtarpeettir
— Adapelsfrumur — HGF
— Fibroblastar — TGF-B1
— Bolgufrumur — EGF
— FGF
* Bodferlar
— Wnt/GSK-3B * Umritunarpeaettir
— MAPK — Snail
— PI3K/Akt — Slug
— Hypoxia — FOXC2
— Twist

Tafla 2: Helstu frumur, bodferlar, vaxtarpaettir og umritunarpaettir sem 6rva EMT

3.3) Mikilveegir vaxtarpeettir i PNBK

3.3.1) EGFR : EGFR er tyrosin kinasa vidtaki sem getur bundist nokkrum

mismunandi bindlum og 6rvun & pessum vidtaka er medal annars tengd EMT umbreytingu.
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pegar ad EGFR tengist bindli sinum (t.d. EGF eda AREG) myndast vidtakatvennd og
vidtakanir fosféra hvorn annan og lada til sin Grb (growth factor receptor-bound protein) og
SOS (son of sevenless). SOS virkjar sidan Ras, Ras virkjar Raf, Raf virkjar MAPK, MAPK
fer inn i kjarnann og hefur ahrif a tjaningu fjélmargra gena. Eitt pessara gena sem MAPK
orvar tjaningu a er Sprouty 2 (Spry-2). Samhlida 6rvun gegnum pennan flokna SOS-Ras-Raf-
MAPK feril p4 orvast einng adrir ferlar eftir EGFR virkjun. bar ma nefna tyrosin kinasann
Src, en pessi tyrosin kinasi fosforar og virkjar Spry-2. Spry-2 er hluti af bremsukerfi
bodferilsins og hefur ahrif med pvi ad hindra virkni SOS og dregur par med ur aframhaldandi
virkjun EGFR vidtakans (22). Spry-2 hefur pannig temprandi ahrif & frumufjélgun og
frumuskrid af voldum EGF. Spry-2 kemur einnig vid sdgu & svipadan hétt i bodferlum
gegnum HGF/cMet drvun. Spry-2 dregur einnig Ur greinamyndun (branching morphogenesis)
i mérgum pekjuvefsvefjum, svo sem i lungum sem bendir til ad MAPK bodleidin sé mikilveeg
vid pad ferli. Tjaning Spry-2 er talin minnka i sumum krabbameinum og pvi fellur pad
hugsanlega i flokk krabbameinsbaligena (tumor supressor).  Nylegar rannsoknir &
Rannsoknarstofu i stofnfrumufreedum benda til ad Spry-2 hindri ad D492 stofnfrumulinan fari
i EMT (bbirtar nidurstoour).

MAPK bodferlid midlar frumufjélgun, frumubreytingum, sérhaefingu, frumuskridi og
lifun. Annad ferli sem orvast fer i gegnum Grb2 sem virkjar PI3K og Akt (protein kinase B -
PKB). bannig virkjar EGFR vidtakinn allt i senn, Src-kinasann, PI3K og MAPK (23). Nanar
verdur fjallad um bindla EGFR vidtakans sidar.

3.3.2) TGF-B og EMT: begar ad TGF-B er ekki til stadar pa eru badi E-cadherin og
B-catenin fljotlega brotin nidur pegar ad fruma losnar fra pekjunni, en pegar ad fruma verdur
fyrir 6rvun af TGF-B pa eykst stoduleiki B-catenins en pad orvar frumuna frekar til ad fara i
EMT heldur en apoptosu (24). betta geeti verid vegna pess ad TGF-B virkjar EMT
umritunarpeetti eins og Slug sem veldur nidurbroti & E-cadherin og eykur stoduleika [-catenin
(25). TGF-B getur 6rvad tjaningu 4 N-cadherin med pvi ad virkja JNK. Med pvi ad minnka
tjaningu & E-cadherin pa losnar fruman fra pekjunni en pegar ad tjaning N-cadherin er aukin

péa feer fruman hefileika til ad skrida inn i vefinn (26).

3.3.3) Samband Axl og EMT: | edlilegum vef er tjaning tyrosin kinasa vidtakans AxI
neer eingdngu i sléttum voédvafrumum. Sléttvodvafrumur sem eru i blédrasinni geta skridid inn
i intima &da vid aedahrérnunarsjukddéma og er hugsanlegt ad pad sé einmitt tengt tjaningu a

pessum vidtaka (5, 19). Vid EMT i brjostakrabbameinum verdur aukin tjaning & Axl. bessar
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somu EMT frumur tja einnig Gas6 (Growth arrest-specific 6) sem er bindillinn fyrir AxI
vidtakann og pvi verdur sjalfsvirkjunar hringras. I nylegri grein var talid ad akvedid magn af
AxI verdi ad vera til stadar til pess ad krabbameinsfrumunar 6dlist bandvefs-lika svipgerd,
ifeerni og myndun meinvarpa i framandi vef. Axl virkjun hefur ahrif & bodferla a bord vid
PI3K/Akt, MAPK, NF-kB, STAT og fleiri. Tjaning Axl er meiri i meinvérpum midad vid
upphaflega krabbameinid. Pad eru EMT umritunarpeettirnir (sérstaklega Snail og Slug) sem
orva tjaninguna & Axl. SDF-1 (stromal derived factor 1) er mikilveegt chemokine vid myndun
meinvarpa til lungna og beina. Eftir pvi sem tjaning Axl er meiri i krabbameinsfrumum pvi
betri verdur svorunin vid SDF-1 0Orvadri meinvarpamyndun. Axl er lika tjao af
aedapelsfrumum i a&xlum og pegar ad krabbameinid myndar Gas6é pa verdur hugsanlega
samspil & milli @damyndunar og krabbameinsins (19). bannig er hugsanlegt ad AXL-Gas6

geti haft mikilveegt hlutverk i framproun og meinvarpamyndun i brjostakrabbameinum.
3.4) Eoar

3.4.1) A£damyndun: Pad er algengast ad edamyndun eigi sér stad med greinamyndun
at frda gdbmlum adum. Vaxtarpatturinn VEGF oOrvar &damyndun en pétt vidlodun pericyta,
sem umlykja margar &dar getur dregid Ur henni. Vid greinamyndun pa snyst skautun
a&dapelsfrumna vid og frumurnar verda hreyfanlegar og ifarandi. bad verdur breyting &
frumutengjum og nidurbroti & bandvef. A£dapelsfrumur seyta vaxtarpaettinum PDGF (platelet-
derived growth factor) vid petta ferli og lada pannig til sin pericyta. Einnig virkjast EMT
bodferlid Notch sem er naudsynlegt vid greinamyndun og frumufjélgun. Hér er Notch virkjad
af EGF-likum sameindum. bad ma pannig atla ad vid @damyndun eigi sér stad timabundid
EMT sem er vel stjérnad i baedi tima og rumi. N-cadherin er tjad og gerir pad tengingar a milli
a&dapelsfrumna og pericyta stodugar. EMT umritunarpaettirnir FOXC1 og FOXC2 taka patt i
slagedamyndun medal annars med pvi ad vidhalda 6rvun Notch bodferilsins. begar ad
pericytar eru ekki til stadar i @damyndun verdur ennpd meiri &@damyndun en &darnar verda
b0 frekar lekar og Utsettar fyrir smasedagulum og bledingum. Eftir ad eedamyndun hefur att
sér stad dregur blodfledid ar sdrefnisskorti og frumurnar heetta ad mynda VEGF og

&damyndun stoppar (27).

3.4.2) Adar i krabbameinsvef: Adamyndun er eitt einkenna krabbameins, en an
@danymyndunar geta krabbamein ekki ordid sterri en 1-2mm (28). Adanymyndunin er
naudsynleg fyrir flutning nearingarefna, losun Urgangsefna og &dar eru einnig flutningsleid

krabbameinsfrumna pegar paer meinvarpast i adra vefi likamans. Nylega hafa einnig vaknad
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hugmyndir ad edapelsfrumur geta par ad auki seytt vaxtarpattum sem 6rva frumur
krabbameinsins til ad verda ifarandi og énemar gegn lyfjamedferd. bvi er moégulegt ad a&dar
skapi sérstakt umhverfi fyrir EMT og myndun meinvarpa. A métum bandvefsins og BBK er
mikill edapéttleiki og par ma einnig sja frumur med EMT svipgerd. (6, 18). Adapelsfrumur
geta 6rvad EMT, frumuskiptingar og greinamyndun i pekjufrumum. Adapelsfrumur seyta
medal annars 1L-6 (interleukin 6), CXCL8 og EGF sem veldur frumuskridi og 6nemi fyrir
tengi-hadan-styrdan-frumudauda (anoikis). Einnig eru adapelsfrumur mikilvaegar vid ad
skapa stofnfrumuhreidur (stem cell niche) i mérgum vefjum sem naudsynlegt er til vidhalds
vefjastofnfrumum. Nylega var synt ad adapelsfrumur geta drvad brjoststofnfrumulinuna
D492 til ad baedi mynda greina- og EMT pyrpingar i 3D vefjareakt (6).

Adapéttleiki er skilgreindur eftir pvi hversu langt er & milli haredanna i vefnum.
AEdapettleiki endurspeglar ekki einungis edamyndun &xlisins heldur einnig efnaskiptahrada
krabbameinsins; ef efnaskiptahradinn er mikill pa er edapéttleikinn meiri. Krabbamein sem
glata p53 framleida meira VEGF. HIF-1a tjaning eykst vid tap a badi p53 eda VHL, en HIF-
la eykur framleidslu VEGF (29). Eitlameinvorp eru liklegri ef edapéttleiki krabbameina er
mikill (30).

3.4.3) Pericytar: Pericytar eru stodvefsfrumur sem auka burdargetu &da og stjorna
lifedlisfreedi vefja med pvi ad styra bloofledi. Pericytar koma medal annars i veg fyrir
surefnisskort, EMT og fosférun Met vidtakans (vidtaki HGF). Ef ad pericytar eru ekki til
stadar eykst c-Met-had meinvarpamyndun. Petta gerist vegna surefnisskorts sem eykur
framleidslu og stoduleika HIFla sem aftur virkjar EMT umritunarpattinn Twist og
framleioslu HGF. Adar verda einnig lekar pegar pericytar eru ekki til stadar og pa geta
krabbameinsfrumur att greidari leid inn i blodrasina. Lekar adar auka magn albdmins i
krabbameinsvefnum, vid pad eykst osmotiskur prystingur sem lokar fyrir &dar og veldur

surefnisskorti (31).

3.4.4) Hlutverk microRNA stjérnsameinda i a&damyndun i krabbameinum:
Nylega var synt fram & ad tap & tjaningu & microRNA sameindinni miR-126 komi vid sogu i
meinvarpamyndun. | pessari rannsokn var synt ad miR-126 hindar @dapelsfrumur i ad ladast
ad Orvorpum (micrometatasis). AEdapéttleiki aexla sem skortir miR-126 var meiri. Eitt af
genunum sem miR-126 stjornar tjaningu a er MERTK (C-Mer tyrosine kinase) sem er vidtaki
bindilsins Gas6. Gas6 kom einnig vid sogu i EMT eins og rett var um ad ofan, en pad i

gegnum virkjun & Axl vidtakanum. Gas6 bindillinn virdist hindra &damyndun med pvi ad
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virkja MERTK en aftur a moti 6rvar Gasé @damyndun med pvi ad bindast AxI (19, 32). |
gegnum fldkid ferli par sem MERTK og Gas6 koma vid sgu var synt ad edamyndun jokst
vid tap & miR-126 (32).

3.5) Cadherin

3.5.1) Cadherin: I kaflanum um EMT hér ad ofan var oft raett um svokdllud Cadherin,
sem mynda tengi milli fruma. E-Cadherin er eitt megineinkennisprotein pekjuvefja en énnur
cadherin koma vid ségu i 6drum vefjum. bannig verdur beling & E-cadherin tjaningu og
aukning & N-Cadherin tjaningu vid EMT. En hvernig koma pessar Cadherin sameindir vid
sOgu i tengingu milli fruma? Tengingar & milli frumna er skipt i prja meginflokka; gangatengi,
pétttengi og vidlodunartengi. Vidlodunartengjum er sidan skipt i desmosome og adherens
junctions. Cadherin/catenin eru svok6llud adherens junction protein og tengjast pau vid
Orpraedi (microfilament) og hafa medal annars ahrif a millifrumu- og innanfrumubod. Pad eru
til margar tegundir af cadherin eins og E-, N-, VE-, P-, R-, og K-cadherin. Tenging fruma
fyrir tilstudan cadherina er had kalsium. Fjélmorg prétein koma vid sogu i myndun cadherin

0g ma par nefna p120-, a-, -, og y-catenin (24).

3.5.2) E-cadherin: E-cadherin (epithelial-cadherin) er eitt helsta kenniprotein
bekjufruma. I mérgum pekjuvefseexlum verdur tap & tjaningu E-cadherin, en slikt tap verdur
medal annars vegna stokkbreytinga, litningagalla, beelingar & tjaningu eda vegna poéggunar
gegnum DNA metylaringar i styrisvaedi E-cadherin gensins (cdhl). Einnig koma microRNA
sameindir vid sogu i stjérnun a E-cadherin tjaningu, en miRNA-9 sem oft er tjad i
brjéstakrabbameinsfrumum belir E-cadherin tjaningu. EGFR vidtakinn sem kemur vida vid
sogu og er eins og adur var sagt oft oftjadur i BBK, orvar endocytosu & E-cadherin
sameindinni. Vid tap & E-cadherin sameindum pa faekkar péttitengjum og fruman tapar
skautun sinni. p-catenin, sem venjulega er bundid E-cadherin losnar i umfrymid. I
umfryminuer B-catenin merkt til nidurbrots af APC/axin/GSK3p fleekjunni en morg exli hafa
tapad virkni pessa nidurbrotsferlis og pa getur B-catenin ferdast inn i kjarnann og virkjad
tjaningu fj6lmargra proteina. Protein sem B-catenin eykur tjaningu a eru: c-Myec, cyclin D1,
cyclin D2, fibronectin, MMP7, 1d2, CD44, axin-2, Tcf-1, L1-CAM, S100A4, Snail og Slug.

Fleiri peettir virkjast vio E-cadherin tap, og ma par nefna p120-catenin sem losnar Ut i
umfrymid. p120-catenin hindrar RhoA (actin stress fibers) og virkjar Rac og Cdc42, en pessi
prétein eru mikilvaeg til ad styra samsetningu actins og hefur pannig ahrif & frumutengingar

og frumuskrid. Rac eykur pannig myndun a lamellipodia og Cdc42 eykur filopodia en badi

19



pessi ferli koma vid sogu i frumuskridi (20). HGF getur 6rvad myndun & E-cadherin og B-
catenins & sama tima og pad hvetur til nidurbrots & E-cadherin. HGF flytur pannig E-cadherin
og B-catenin Ur frumuhimnu til umfrymis. Verkun B-catenins er ekki svo had stodugleika eda
magns pess i umfryminu heldur skiptir meira mali ad p-catenin hafi farid i frumuhimnuna
tengst vid E-cadherin virkjast par og losnad aftur fra. Ras og PI3K ferlarnir, sem eru medal
annars virkjadir af EGFR, auka stoduleika B-catenins (33). Aukin umfrymis- og kjarnatjaning
B-catenin er til stadar i um 40% brjostakrabbameina og hefur verid tengt vid verri horfur (24).

3.5.3) N-cadherin: N-cadherin (neural-cadherin) er vidlodunarsameind sem er
adallega tjad i taugavef vid venjulegar kringumstaedur. I brjostkirtlinum eru einstakar N-
cadherin jakveedar holhlidarpekjufrumur. Vodvapekjufrumur brjéstsins tjad pd einnig N-
cadherin en ekki E-cadherin. Frumutengingar sem eru midladar af N-cadherin draga ar
apoptosu (34). N-cadherin tengist vid marga vaxtarpattavidtaka og hefur ahrif & midlun
bodferla. N-cadherin bindst vid B-catenin og PDGFR (PDGF receptor) en virkjun & PDGFR
midlar frumufjélgun, sérhaefingu og frumuskridi. Tenging & milli FGFR (fibroblast growth
factor receptor) og N-cadherin eykur stoéduleika FGFR og vid pad eflist MAPK bodleidin,
frumuskrid, seytun & MMP-proéteindsum og ifeerni. Pegar ad N-cadherin er ekki til stadar er
virkjun FGFR aftur a méti stutt og leidir adallega til frumufjolgunar (20). Pegar ad N-cadherin
er slegid nidur pa minnkar einnig geta B-catenins til ad virkja umritunarpeetti, og er pvi liklegt
ad N-cadherin sé naudsynlegt til ad virkja B-catenin i frumum sem eru ad fara i EMT. Af

pbessu sést ad N-cadherin getur 6rvad EMT ferlid afram & marga vegu.
3.6) S100 proteinid

3.6.1) S100: pad eru til margar tegundir af S100 proteinum og pau hafa mismunandi
hlutverk. P6 ad S100 geti verkad utan frumu pa er adal starfsemi pess inni i frumum. S100 eru
prétein sem tengjast vid kalsium og midla bodum kalsiums til annarrar markpréteina. S100 er
talid stjérna microtubule breytingum, tengingu frumustodgrindar vid frumuhimnuna, kalsium-
hadum bodferlum, frumufjolgun, vexti og sérhafingu. Breyting a tjaningu S100 proteina

verdur i mérgum krabbameinum, en einnig Down’s heilkenni og i Alzheimer sjukdomi (35).

3.6.2) S100A4 eda Fspl (fibroblast-specific protein 1): er eitt meginprotein i S100
fjolskyldunni en pad eflir frumuskrid og bandvefsfrumu svipgerd. TGF-f1, PDGF og EGF
orva Oll tjaningu & S100A4/Fspl. begar ad S100A4/Fspl er yfirtjad i gangapekjufrumum
nyrna minnkar tjaning vidlodunarsameinda og cytokeratina en tjning vimentin eykst. betta

eru einmitt einkenni EMT umbreytingar. Af utanfrumusameindum pa virdist kollagen |
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(umfram 6nnur utanfrumuprotein) geta 6rvad frumur til ad tja meira magn af S100A4/Fspl og
par med hvatt til EMT (17).

3.6.3) S100A2: er oft baelt i krabbameinum. S100A2 er talid hindra frumuvoxt og er
bvi hugsanlega krabbameinsbelandi. En S100A2 er tjad i edlilegum brjostakirtli. S1004A er
aftur & méti oftjdd i EMT og meinvarpafrumum. S100-aldolasa tenging getur 6rvad fledid i
gegnum glycolytiska ferlid i midtaugakerfinu en petta er sama orkuferli og flestar
krabbameinsfrumur nota (35, 36). Fleiri S100 sameindir koma vid sogu i krabbameinsmyndun
(35). Tjaning S100A7 og S100A15 er meiri i ER/PR neikvaedum brjéstakrabbameinum.
S100A7 er notad til ad einkenna in-situ carcinoma. Tjaning S100A7 minnkar yfirleitt i
ifarandi krabbameinum en ef pad vidhelst i ifarandi krabbameini pa bendir pad til verri horfa
(37).

3.7) Stofnfrumur

3.7.1) Stofnfrumur: Pad eru margar mismunandi tegundir af illkynja frumum i
krabbameinum sem eiga i samskiptum vid hvor adra og hafa einnig ahrif & stromaid i kring.
pannig ad pegar ad orfaar illkynja frumur mynda 6rvarp pa er ekki ndg ad peer geti skipt sér
endalaust pvi pa mundi adeins myndast einsleitur massi frumna, heldur purfa peaer ad geta
gefid af sér margar mismunandi tegundir frumna. Osérhafdar frumur sem hafa hafileika til

ad mynda sérhafdar dotturfrumur med mismunandi svipgerd kallast stofnfrumur.

pad eru til prjar megintegundir af stofnfrumum i edlilegum vef, féstur-, kyn-, og
vefjastofnfrumur. Vefjastofnfrumur eru til stadar i 6llum vefjum og vidhalda par
vefjasértekum frumum. Slikar frumur eru til stadar i pekjuvef brjostkirtilsins. 1 hverjum
tidahring undirgangast ~ frumur brjéstkirtilsins frumufjélgun, sérheefingu og styrdan
frumdauda. Vefjastofnfrumur brjostkirtilsins vidhalda pessari hringras og purfa pvi ad vera
langlifar (6). Tidni brjostakrabbameina eykst med aldri og er hvert &xli morg ar ad proast sem
gefur til kynna ad pad séu langlifar stofnfrumur sem eru fyrirrennarar axlisins. Stofnfrumum
er stjornad af innan og utan frumubodum og er talid ad galli i pessari stjornun geti komid
a&xlismyndun af stad. Barneignir snemma a a&vinni minnka likurnar a brjéstakrabbameini. Ein
skyring er ad vid pungun verdi sérhaefing & 4dur 0sérhaefoum frumum sem annars veeru
motteekilegar fyrir stokkbreytingum. Brjostakrabbameinsstofnfrumur og brjostastofnfrumur
hafa svipada prétein tjaningu og eru per oft audkenndar med fleedifrumusjagreiningu par sem
CD44 er hatt tjad en CD24 er belt (svokalladur CD44*/CD2 profill) (38). Nylegar rannsoknir

hafa bent til ad brjostakrabbameinsstofnfrumur hafi sérstaka tilhneigingu til ad fara i EMT.
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Eitt ferlid par sem slikt geeti gerst er vegna bodefnanna IL-6 og CXCL7 sem
bandvefsstofnfrumur seyta (6).

bri-neikvaed basal-lik IDC-NOS ﬂ Holhlidar- og vodvapekjufrumur

Aukintjaning Minnkud tjanig Préteintjdning
holhlidarpekjufrumur vodvapekjufrumur

* D44 * HER2/NEU + E-cadherin + EGFR

* c-Kit * Progesterdn vidtaka

* VEGF * Estrogen vidtaka + (K8,18 0g 19 + CK14,5/60g 17

¢ Vimentin « RB

¢ N-cadherin +« BRCA1 + Mucl * B4-integin

* EGFR + CK8 og CK18 (litil tjanig)

* CK5/6,140g17 . Mucl * Occludin og Claudin * a-SMA

+ c-Met + E-cadherin . .

. Ki-67 . CD24 * Vimentin

* p53 . i i

Claudin (Ekki BBK) . Thy-
c o [
. EMT og bandvefsfrumur Brjéstastofnfrumur
Meiri tjdning vid EMT Minni tjaning via EMT Préteintjaning

1. Frumuskrid . cgﬁnnmaf . Mjl::olmr

2. Thy-1

3.LD44 + Vimentin + Estrogen vidtaknum
4. c-Kit

5.CD133 . . Thy-1 « (D24

6. pol gegn apoptosis

7. N-cadherin Bandvefsfrumur . c-Met « miRNA-203 og 205
8. Fibronectin * N-cadherin

9. Vimentin * Vimetnin + EGER

10.a-smoot muscle actin ~ * d-smoot muscle actin

* Thy-1

! ) + CK19,14,17,8085/6
* Fibronectin

Tafla 3 Raudletrud prétein aukast vid EMT, graenletrud prétein minnka vid EMT og
undirstrikud, feitletrud proéteinin eru einkennandi fyrir stofnfrumur. (A) PNBBK hafa svipgerd
sem einkennir EMT og stofnfrumur. PNBBK mynda litid af proteinum sem einkenna sérhaféar
frumur (CD24, Mucl og claudin). PNBK skiptast i: BBK sem tja claudin, og claudin-low sem
mynda ekkert claudin. (B) Vid EMT feaekkar préteinum sem einkenna holhlidarpekjuna en
vodvapekjufrumur hafa einhver einkennisprotein EMT. (C) Vid EMT 0Od6last frumur beedi
svipgerd stofnfrumna og bandvefsfrumna en tapar svipgerd sérhafdarpekju. (D) Stofnfrumur
einkennast af préteinum sem fjélga vid EMT en skortir protein sem faekka vid EMT.

Pad eru krabbameinsstofnfrumurnar sem vidhalda misleitni axlisins. bess vegna er
mikilveegt ad reyna ad drepa krabbameinsstofnfrumurnar med lyfjamedferd (38).
Umritunarpeettirnir Slug og Sox9 (sex determining region Y (SRY) box 9) vidhalda
brjéstastofnfrumum. Slug og Sox9 auka einnig likurnar & meinvarpamyndun. Tjaning Sox9 er
mikilveeg i brjéstaforverufrumum en Slug og Sox9 purfa baedi ad vera tjad til ad vidhalda
brjostastofnfrumum. Myndun & umritunarpattunum Slug og Snail er 6rvud af B-catenin, og vid
petta eykst fjoldi stofnfruma. betta ferli getur att sér stad vid EMT pegar ad tjaning E-

cadherin minnkar og B-catenin losnar Gt i umfrymid og érvar myndun Snail og Slug (33, 39).
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Liklega eru til krabbameinsstofnfrumuhreidur (niche) nalegt &dum sem vidhalda
stofnfrumueiginleikum i mérgum vefjum. Liklegt er ad &dar veiti krabbameinsstofnfrumum
heefni til ad lifa af og dafna eftir lyfjamedferd, en eftir slika medferd hafa krabbameinsfrumur
einmitt meiri  stofnfrumusvipgerd. Krabbamein med mikid af frumum med
stofnfrumusvipgerd eru med meiri @damyndun og pau seyta meira af edamyndandi efnum
eins og VEGF og SDF-1 (40). Brjoéstakrabbameinsfrumur sem finnast i bldoras eru med
stofnfrumusvipgerdina CD44%/CD24~, sem bendir til ad pad séu krabbameinsstofnfrumur sem

ferdist um og geti myndad meinvorp (18).

3.7.2) D492 brjostastofnfrumulinan:  Brjostkirtilinn - er gerdur Ur badi
holhlidapekjufrumum sem snla ad holinu og védvapekjufrumum sem liggja & grunnhimnunni.
Holhlidarpekjufrumur tjA CK8, CK18 og CK19, Mucl, EpCAM, occludin og claudin en
voovapekjufrumurnar tja betad-integrin, Thy-1 alfa-SMA, CK5, 14 og 17. Svokalladar
suprabasalfrumur eru liklega stofnfrumur brjéstkirtilsins. pessar frumur eru hvorki i snertingu
vid holid né grunnhimnuna. D492 er mennsk suprabasalfrumulina sem gerd var 6daudleg med
retrdveiru sykingu a genunum E6 og E7 (E6 og E7 dvirkjar p53 og RB) ur HPV16(41). bessi
frumulina tjair protein einkennandi fyrir holhlidarpekjufrumur (EpCAM og CK19) og
voovapekjufrumur (CK14), en ekki Mucl sem er einkennandi fyrir sérhafdar pekjufrumur.
D492 getur einnig serhafst badi i holhlidarpekjufrumur og vddvapekjufrumur. D492
frumulinan hefur pann mikilvaega eiginleika ad mynda TDLU-lika struktara i 3D vefjareekt
par sem badi myndast holhlidarpekjufrumur og vodvapekjufrumur (6). Nylega syndi
rannsoknarstofan ad a&dapelsfrumur geta hvatt D492 frumur til ad fara i EMT og mynda
spolulagapyrpingar i 3D rektunum, medal annars med pvi ad seyta HGF. Um 20% af D492
frumum i reekt vidhalda stofnfrumupréfilnum CD44*/CD24~, en pessum frumum fjolgar vid
EMT. D492 likist pvi ad morgu leyti PNBK, en slik &xli eru einmitt rik af frumum med
stofnfrumusvipgerd og eru pvi D492 frumur ageett médel fyrir BNBK EMT in vitro (6).

3.8) EGFR vidtakabindlar

3.8.1) EGF: EGF, TGF-a, amphiregulin (AREG), heparin-binding EGF-like growth
factor (HB-EGF), betacellulin, epiregulin og epigen eru bindlar EGFR. (42). EGF er bindill
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sem tengist adeins vio EGFR vidtakann, en vid pad getur EGFR myndad einsleita eda
misleitar vidtakatvenndir med 6drum tegundum af EGF-fjolskyldunni, svokolludum ErbB
viotokum. EGFR asamt 6drum ErbB vidtokum gegna lykilhlutverki i myndun meinvarpa,
aexlisvexti, frumufjolgun og lyfjadnemi (43). EGF bindillinn hvetur einnig til EMT, en EMT
parf ad 6llum likindum einnig adra vaxtarpatti eins og TGF-B1. Framleidsla a kollagen 1
minnkar vid 6rvun fra EGF, en pad er dhugavert par sem kollagen | 6rvar einnig EMT. EGF
hjalpar einnig frumum ad vaxa i mjikagar, sem bendir til stofnfrumueiginleika. | frumuraekt
er TGF-B1 vaxtarbalandi en petta snyst vid pegar frumurnar fa4 samhlida bod gegnum EGFR
fra EGF (17). pegar ad magn EGFR eda EGF er aukid i hofud- og halskrabbameinum, pa
verdur aukin tjaning & stofnfrumupréteinun, svo sem CD44, BMI-1, NANOG, CXCR4 og
SDF-1. bvi hafa margir talid ad haegt sé draga Ur krabbameinsstofnfrumueiginleikum med
lyfinu Gefintib sem er sérhaefdur smasameindahindri & EGFR vidtakann. [ edlilegum vef 6rvar
EGFR vefjastofnfrumur til ad skipta sér en eftir ad forverufrumurnar myndast pa minnkar eda
hverfur tjaning pessara vidtaka. EGFRVIII er stokkbreytur EGFR vidtaki sem er stanslaust
virkur og er til stadar i sumum illkynja krabbameinum i mismunandi vefjum. Talid er ad ahrif
EGFR & stofnfrumueigileika sé allavegana ad hluta til midladur i gegnum PI3K/Akt
bodleidina. PI3K/Akt bodleidin hefur ahrif & frumuskiptingar, iferni og lyfjadnaemi (43).

Brjostakrabbamein sem tja EGFR eru o6namari fyrir lyfjamedferd, fa hradar
endurkomu &xlis eftir medferd og eru liklegri til ad mynda meinvorp, pa sérstaklega i lungum
og heila. EGFR vidtakanir geta 6rvad tjaningu Snail, Slug, MMP2 og MMP9 en petta eykur
frumuskrid og EMT svipgerd. Allir bindlar EGFR eru til ad byrja med, bundin vid
frumuhimnuna en eru sidan klipptir af ensiminu ADAM17 (44). begar ad hyaluronan tengist
vid kollagen pa dregur pad ar EGFR-hadu EMT (45, 46).

3.8.2) AREG (amphiregulin): A kynproskaarum er AREG mikilveegasti EFGR
bindillinn i brjostakirtli kvenna. AREG veldur myndun a svokolludu terminal end bud (TEB)
og lengingu a brjostagobngunum. AREG drvar frumufjolgun i gegnum MAP kinasa bodleidina
og orvar einnig myndun a meira AREG (47). AREG eykur stdduleika EGFR og flytur EGFR
vidtakann i frumuhimnuna. begar AREG er hindradur minnkar haefni frumanna til ad vaxa
ifarandi i 3D Matrigel frumuraekt. Pegar ad BRCA1 eda p53 er stokkbreytt, eins og i PNBK,
pa eykst myndun AREG (48, 49). AREG bindst vid heparin sem tengist heparan sulphate
proteoglycan a yfirbordi fruma og geeti petta verid ein asteda fyrir mismunandi ahrifum
AREG og EGF. AREG getur 6rvad myndun a sameindum sem tengist bolguvidbragdi eins og
IL-8, IL-6, GM-CSF. AREG eykur einnig framleidslu & nidurbrotsensimunum MMP-2,
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MMP-9, uPA, EMMPRIN og PAI-1. AREG getur einnig valdid minnkadri tjaningu a E-
cadherin (48). begar konur eru Oléttar eda nybunar ad eiga pa er AREG i lagmarki. Petta geeti
gefid til kynna a® AREG komi vid sogu i krabbameinsmyndun par sem barneignir minnka
likurnar & brjéstakrabbameini. AREG og EGFR virdast stjorna myndun ganga frekar en
kirtilberja. I nyrnapekju hefur verid synt ad hindrun & PIK3 bodleidinni hindar greinamyndun
en studlar ad lengingu ganga en ef MAPK bodleidin er hindrud hefur pad adeins ahrif &
greinamyndun (50). Amphiregulin hefur einnig ahrif 8 WNT og Notch bodferlana en pad

midlar sennilega ahrifum & frumuskrid og iferni (51).
3.9) Onnur ahugaverd protein

3.9.1) Claudin: Claudin er pétttengja-protein sem stjornar gegndreepi a milli frumna.
Claudin stjornar medal annars frumuskiptingum og ymsu i svipgerd fruma. Claudin tengist
vid actin i gegnum Z0O-1 og 2. Bblga minnkar claudin en pessi minnkada tjaning midlar auknu
gegndrepi milli fruma sem sést i almennum bolguferlum. Interferon y, TNF og IL-13 eru
demi um bolgumidla sem draga ur claudin myndun og Orva pannig gegndrepid. EMT
umritunarpatturinn SNAIL dregur einnig Ur tjaningu & claudin. Krabbameinsfrumur hafa
yfirleitt brenglud pétttengi  asamt minnkadri  sérhafingu og skautun (52). I
brjéstakrabbameinum eru claudinl og 7 yfirleitt minnkud en claudin 3 og 4 aukin.
Undirtegundin af PNBK sem hefur mesta EMT og stofnfrumu svipgerd er claudin-low

brjéstakrabbamein sem hafa enga tjaningu & claudin 3, 4 og 7 (52).

3.9.2) Kollagen: Kollagen | veldur EMT i brjostapekju med pvi ad hafa ahrif & integrin,
PI3K, Racl og JNK (21). Kollagen I hindrar sérhafingu en eykur frumufjélgun og tjaningu
stofnfrumuproéteina i parmakrabbameinum og eru &hrifin  liklega midlud i gegnum
a2Plintegrin (53).

3.10) Markmid rannsoknar

Rannsoknarstofan i stofnfrumufreedum hefur nylega synt fram & ad aedapelsfrumur geti
hvatt til EMT i in vitro modelum. Til pess ad kanna frekar hugsanlegt hlutverk sdapelsfruma
i brjéstakrabbameinum pa rannsékudum vid tuttugu mennsk PNBK. PNBK hafa badi mikinn
a&dapéttleika og svipgerd EMT og pvi ageett mddel til ad skoda hugsanleg tengsl EMT vid
a@dapelsfrumur. Vid vildum pvi i fyrri hluta verkefnisins kanna hvort ad EMT etti ser

adallega stad naleegt &@dum en vid gerdum pad med pvi ad motefnalita fyrir edapelsfrumum

25



(CD31), frumum med pekjuvefssvipgerd (E-cadherin) og bandvefssvipgerd (N-cadherin og
S100).

EGFR sem er vidtaki bindlanna AREG og EGF er oft oftjadur i PNBK. Vid vildum i
sidari hluta verkefnisins skoda é&hrif EGF bindlanna AREG og EGF in vitro &
brjéstastofnfrumulinuna D492. D492 likist ad morgu leyti PNBK og er pvi ageett model fyrir
PNBK. Vid vildum sertekt kanna ahrif EGF og AREG a: EMT, greinamyndun og

stofnfrumusvipgerd i privioum raektunum.
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4) Efni og Adferdir

D492 frumulinan var rektud i 50ml monolayer rektunarbokkum sem voru hddadar med
kollagen 1. Frumurnar fengu 5ml af &ti & tveggja til priggja daga fresti. Frumunar voru

reektadar a prennskonar eti:

I. D492 sem fengu H14 &ti an EGF (ati an nokkurra EGF bindla) (Kallad H14-EGF)
I1. D492 sem fegnu H14 &ti (H14 @ti inniheldur EGF) (kallad H14)
[11. D492 sem fengu H14 &ti an EGF en med amphiregulini (kallad H15).

H14 @&tid var med DMEM/F-12 (1:1) asamt Penicillin/Streptomycin, en H14 inniheldur
einnig: instlin (0,5 pg/ml), transferrin (5ug/ml), EGF (5ug/ml), Na-selenite (10pg/ml),
Estradiol (10ug/ml ), hydrocortisol (10ug/ml) og prolactin (10ug/ml). Styrkur amphiregulins i
H15 &tinu var til ad byrja med 80ng/ml en sidan var pad minnkad i 60ng/ml. Styrkurinn &
AREG var valinn vegna pess ad hann jok frumufjolgun D492 i monolayer reekt jafn mikid og

EGF styrkurinn, sem var notadur i tilrauninni.

D492 4 H14 a&ti og H14 4n EGF en med AREG voru reektar i prividri raekt ar 300l af
kollageni. pad voru 10.000 frumur sem foru i hvora raektina. peim var gefid 0,5ml af eti til ad

byrja med en sidan var pvi breytt i Iml fjérum dégum seinna.

D492 frumulinurnar sem hofou verid rektadar & AREG, EGF eda hvorki EGF né AREG i
teeplega einn og halfan manud voru settar i Matrigel 3D raekt. | Matrigeli voru 10.000 frumur
af hvorri linunni settar i sinn hvorn brunninn og 6llum gefid H14 &ti asamt 2% Matrigeli. 500
frumur Ur pessum frumulinum voru raektadar dsamt 10.000 adapelsfrumum i Matrigel og
fengu &tid EGM5 asamt 5% FBS (fetal bovine serum). I EGM5 eru efnin: hydrocortisone,
bFGF, VEGF, IGFR3, Heparin og C-vitamin.

Umsaning fruma: Nyjar reektunarfloskur voru hudadar med kollagen 1. 1ml af trypsini var
sett a frumurnar til ad leysa peer upp. Frumurnar voru settar i skilvindu vid 2000rpm i 3min.
Frumurnar voru settar i nyju rektunarfloskurnar med fjéldi frumna 1:20 til 1:4 midad vid

upphaflega fjéldann.

Motefnalitun: 5-7ml af metandl vid -20°C var sett & frumurnar til ad fixera og frumurnar
geymdar inni i frysti i 5min. Eftir pad var metanolid sogad af og hreinsad med PBS. 1ml af
sermi var blandad at i 9ml af PBS. PBS+Sermi var sett & hvern reit i 30min. 100ul af

PBS+sermi var blandad vid primary motefni. 50ul af métefni PBS+sermi var sett & hvern reit
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i 30min. Sidan voru reitirnir skoladir med PBS. 500uL af sermi+PBS var blandad i ependorff
glés og pynningarnar voru 1:1000 fyrir 61l secondary métefnin. 50 af sermi+PBS+secondary
motefni voru sett & hvern reit i 30min. Sidan voru reitirnir skoladir med PBS. Kjarnaliturinn
var blandadur i PBS 1:500 og sidan voru settir 50pL & hvern reit i 15min. Eftir pad var aftur

hreinsad med PBS en sidan vatni og latid porna.

Smasjarskodun og myndataka & motefnalitudum frumum: Myndir voru teknar med LSM
5 Pascal Axioskop 2 mot plus sméasja med RT color myndaveél. Myndirnar voru greindar med
Pascal LSM 510 forritinu.

Motefnalitun & meinafreedisynum: Vefjasynin voru til ad byrja med i formalini. Tissue-Tek
VIP skoladi formalinid af og sett var heitt parafin & vefjasynin i stadinn. P& voru skornar um
3-4um pykkar sneidar af vefjasynum. Sneidarnar voru settar i hitaskap til ad festa synin.
Parafinid var fjarlegt med xyelene sem leysir pad upp eftir ad parafinid hefur verid breett i
hitaofni tvisvar sinnum i fimm mindtur, sidan er pad l1atid porna og gufa upp tvisvar sinnum
fimm minutur i alcoholi. Alcoholid leysti upp xylene. Alcoholid var skolad af med vatni. bad
var opnad fyrir hulin bindiset (methylene bryr) med pvi ad setja sneidarnar i buffer pH9 og
hitabad sem er um 100°C. Autostainer Link 48 (EnVision TM FLEX, High pH code K500
Dako) skoladi sneidarnar i vetnisperoxidi & undan til ad dvirkja peroxidasa ensimin sem eru i
vefnum, petta var gert i fimm mindtur. Autistainer Link 48 setti primary motefni & i 30min.
Sidan setti pad a secondary métefni sem innhalda baedi moétefni gegn kaninu og muasa métefni
0g pessi secondary moétefni eru bundin vid peroxidasa. Secondary métefnin voru & sneidunum
i 20min. Neesta skref var litun med DAB (diaminobenzodine) dsamt peroxidi i 10min, og pa
myndast brann litur dsamt vatni par sem peroxidasar eru til stadar a synunum. Primary

motefnin eru gegn S100, N-cadherin, E-cadherin og CD31.

Brjostakrabbameinssyni: betta voru samtals 20 PNBK ur synum sjuklinga i safni
meinafraedideildar. Pad voru teknar niu myndir af hverju krabbameini sem var skipt i svadi
pannig ad prjar myndir voru teknar af miklum &dapéttkeika, prjar af litlum adapéttleika og
prjar af N-cadherin jakveedum frumum, sidan var styrkur hinna métefnalitanna metnar Gt fra
pessum svaedum. Styrkur métefnalitanna var reiknadur med forritinu ImageJ (30, 54) til ad
komast hja mannlegum mistokum, en pad réd ekki vid veiku tjaningu N-cadherin. N-cadherin
styrkurinn var metin af tveim sérfredingum i vefjasynum en peir voru dmedvitadir um
&dapéttleikann i synunum sem peir voru ad meta, pad var gert til ad koma i veg fyrir

hlutdreegar nidurstodur. Tolvufraedin var reiknud sem correlation med forritinu SAS. Ol
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personuaudkenni sjaklinga voru fjarleegd adur en syni voru fengin og purfti pvi ekki upplyst

sampykki sjuklinganna.
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5) Nidurstdour

5.1) Tengsl adapéttleika vid valin kenniprétein pekjuvefs og bandvefs i PNBK: Vid
vildum meta EMT svipgerd &xlisfruma nélegt edum i tuttugu mennskum PNBK. Sneidar ur

&xlisvef voru métefnalitadar med motefnun gegn CD31, E-cadherin, N-cadherin og S100.

CD31 var notad til ad bera kennsl & &dar en tjaning hinna préteinanna breytast vio EMT

umbreytingu, E-cadherin tjaning minnkar en S100 og N-cadherin tjaning eykst. Til ad byrja

med voru skodadar nidurstodur ar svedum med miklum og litlum adapéttleika. E-cadherin

tjaning minnkadi marktekt eftir pvi sem adapéttleikinn vard meiri (rho=-5,2765 og

p<0,0001) eins og sja ma mynd 2B par sem buid er ad meta magn tjaningar & viokomandi
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Mynd 2: (A) PNBK sem hefur verid métefnalitad fyrir CD31, E-cadherin, N-cadherin og S100. High eru
myndir med mikinn aedapéttleika, Low eru myndir med litlum sedapéttleika og N-cad+ eru svaedi med N-
cadherin tjaningu. (B og C) Grofin eru fengin af sveedum med litlum og miklum zedapéttleika (High og
Low). Eftir pvi sem adapéttleikinn vard meiri pvi minni vard E-cadherin (rho=-5,2765 og p<0,0001) og
$100 (rho=-40343 og p<0,0001) tjaningin. (D) Grafid er af sveedum med N-cadherin tjdningu (N-cad+) og
eftir pvi sem N-cadherin styrkurinn vard meiri pa jokst tjaning S100 (rho=0,35682 og p=0,0051).
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einkennispréteinum med hjalp myndvinnsluforrits. Samkvaemt pessum nidurstédum péa styour
betta ad 6fugt samhengi geti verid milli tjaningar E-cadherins i a@xlisfrumum og nalegdar vid
@dapelsfrumur. Vid konnudum naest samband e&dapéttleika og tjaningar a EMT
svipgerdarproteininu S100. Ofugt vid pad sem vid reiknudum med pa var einnig ofugt
samhengi milli edapéttleika og S100 tjaningar (rho=-40343 og p<0,0001) eins og sja ma a
mynd 2 C.

Neest skodudum vid samband adapéttleika og tjdningar & EMT svipgerdarproteininu N-
cadherin. N-Cadherin tjaning i pessu safni PNBK syna var almennt mjdg litil og kom pad
mjog & ovart, enda margar rannsoknir synt ad N-cadherin er talsvert tjad i PNBK. Ekkert
marktaekt samband fannst & milli N-cadherin og &dapéttleika (rho=0,00907 og p=0,9217), en
erfitt er ad meta areidanleika vegna litillar tjaningar. Einnig voru teknar myndir af N-cadherin

jakveedum frumum en peer voru ekki endilega i &xlinu og voru pvi ekki med i Gtreikningunum

e \ |
e :

Mynd 3: Myndir ur mismunandi PNBKum. Bandvefsfrumur sem tja N-cadherin en ekki E-cadherin

hér ad ofan. Nidurstddur ur N-cadherin jakvaedu svedinu syndu ad styrkur S100 vard meiri
eftir pvi sem styrkur N-cadherin jokst (rho=0,35682 og p=0,0051) (mynd 2 D). Pad var ekkert
samband & milli N-cadherin og E-cadherin tjaningar (rho=0,01506 og p=0,9091), né N-
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cadherin og CD31 tjaningar (rho=-0,04943 og p=0,7076). | pessum krabbameinum voru pad
yfirleitt edlilegar frumur med pekjuvefsatlit sem voru mest aberandi N-cadherin jakvaedar en
pessar frumur voru einnig E-cadherin jakvedar. Hinsvegar kom i ljos pegar
krabbameinstengdi bandvefurinn var skodadur betur ad pa saust oft spolulaga bandvefsfrumur

med veika N-cadherin en enga E-cadherin tjaningu naleegt haredum. (mynd 3).

5.2) Ahrif EGFR bindlanna EGF og AREG & brjostastofnufrumulinuna D492: D492 er
brjéstfrumulina, einangrud Ur suprabasalfrumu og gerd 6daudleg med E6 og E7(41). Vid
reektudum D492 badi i monolayer og 3D geli og skodudum EMT og greinamyndun eftir
reektanir i &ti med mismundandi EGF bindlum. (EGF og/eda AREG). Vid gerdum ymsar
tilraunir med pessar raektir undir mismunandi kringumsteedum. Taka verdur fram ad einungis
mé lita & petta sem fornidurstéour sem kanna parf frekar & rannsdknarstofunni med

endurteknum tilraunum og frekari svipgerdargreiningum. Slikar fornidurstédur sem pessar

EGF~/AREG~ EGF*/AREG~ EGF /AREG*
CK14 graennt, CK19 rautt CK14 greennt, CK19 rautt CK14 greennt, CK19 rautt

"

¢

EGF~/AREG- EGF*/AREG- EGF/AREG*
E-cadherin rautt E-cadherin rautt E-cadherin rautt

Mynd 4: EGF/AREG* frumunar tja mest CK19. EGF*/AREG™ eru ilangar, dreyfdar og med E-cadherin
tjaningu adalega nalaegt kjarnanum. EGF/AREG* og EGF/AREG™ tja adalega E-cadherin a milli
frumnanna en einnig er einhver E-cadherin tjaning nalaegt kjarnanum i EGF"/AREG* frumunum.
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geta nyst til ad setja upp nyjar rannsoknarspurningar i pessu in vitro brjostarektunarmadeli.

[ fyrstu akvadum vid ad kanna ahrif formedhondlunar med mismunandi EGF bindlum
a D492 frumulinuna. pannig reektudum vid lengi i hefdbundinni tvividri frumuraekt D492 og
fengum pannig prjar mismundandi undirlinur, ein undirlinan fékk ati med hvorki EGF né
AREG (EGF/AREG"), 6nnur fékk ati med EGF (EGF*/AREG”) og sidasta linan fékk eti
med AREG (EGF/AREGY).

5.2.1) Métefnalitun eftir prja daga: Eftir prjd daga i tvividri rekt voru pessar
undirlinur litadar med motefnum gegn einkennispréteinum EMT- og stofnfrumna (CK14,
CK19, p4-integrin og E-cadherin). EGF"/AREG™ linan var mest jakvaed fyrir baedi CK14 og

EGF*/AREG~ EGF*/AREG~ EGF*/AREG~
B4-integrin graennt CK14 greennt, CK19 rautt E-cadherin

¥ s

EGF-/AREG* EGF/AREG* EGF-/AREG*
B4-integrin graennt CK14 graennt, CK19 rautt E-cadherin

Mynd 5: B4-integrin gefur til kynna ad pad sé meira skipulag & EGF"/AREG* frumunum midad vid
EGF*/AREG™ frumurnar. EGF"/AREG* frumurnar tja aftur fleiri frumur sem eru baedi jakvaedar fyrir CK14
og CK19. Tjaning E-cadherin er mest i EGF*/AREG™ frumunum en hun er baedi i frumuhimnunni og i
umfryminu.
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CK19 en EGF*/AREG™ linan var med &lika mikla tjaningu & pessum tveim préteinum og
EGF/AREG" linan. EGF/AREG"™ frumurnar myndudu litid af CK19. Nokkur munur var &
atliti frumanna i reektunarfloskunum. EGF-/AREG™ og EGF/AREG™ frumurnar myndudu,
pyrpingar af sampjoppudum frumum en aftur & moti dreifdu EGF*/AREG™ frumurnar frekar
ur seér. E-cadherin tjaning EGF/AREG™ fruma var adallega & milli fruma sem bendir til ad E-
cadherin sé virkt sem millifrumutengi . Stadsetning E-cadherin var heldur nalegt kjérnum i
dreifdum frumum i baedi EGF/AREG" og EGF*/AREG™ linunum, en pad voru po fleiri
dreifdar frumur i EGF*/AREG™ linunni (mynd 4).

5.2.2) Métefnalitun eftir sex daga: Eftir sex daga i raekt, pa voru EGF*/AREG™ og
EGF/AREG" linunar ordnar péttar en ekki EGF"/AREG™ linan. ba voru EGF*/AREG™ og
EGF/AREG" motefnalitud fyrir somu motefnum og seinast (CK14, CK19, B-integrin og E-

cadherin). Sambeerilegar nidurstodur fengust vardandi tjaningu CK14 og CK19. B-integrin

EGF*/AREG™ EGF*/AREG™ EGF*/AREG™
B4-integrin greennt, Spry-2 rautt CK14 greennt, CK19 rautt Claudin4 graennt, Occludin rautt

o\ A \
L | b

& 3
(Fpie)

EGF*/AREG™ EGF*/AREG™ EGF*/AREG™
E-cadherin greennt, B-catenin rautt Vimentin graennt, EGFR rautt AREG graennt

)
‘D
%

A

Mynd 6: Frumurnar i eyjunum virGast vera ad fara i EMT. baer minnka tjaninguna 34
frumutengiproteinum sem einkenna pekjuna en auka tjaninguna @ vimentin. Frumunar heaetta ad tja

EGFR en pad er samt einhver Spry-2 tjaning sem bendir til ad bodferlar EGFR séu virkir. bessar frumur
mvnda cialfar citthuvaA af ARFG
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litunin syndi ad pad veeri skipulag i upprédun EGF/AREG* en minna skipulag i
EGF'/AREG™. E-cadherin tjaning EGF*/AREG™ var heldur meiri en EGF/AREG™ og pad

var stadsett baedi & milli fruma og i umfryminu (mynd 5).

5.2.3) péttar frumur med EMT svipgerd: Vid motefnalitudum frumulinurnar
EGF/AREG* og EGF*/AREG™ rimlega viku eftir ad hun var ordin svo pétt ad frumur voru
farnar ad vaxa ofan & hvor annarri. Moétefnalitun leiddi i 1j6s ad EGF*/AREG™ var farid ad
mynda nokkurskonar frumueyjar i reektinni en eyjarnar voru miklu ferri i EGF/AREG*
linunni (mynd 6 og 7). bad var litad fyrir AREG, CK14, CK19, B4-integrin, Spry-2, B-catenin,
E-cadherin, Claudin4, Occludin, vimentin og EGFR. Frumurnar i kringum eyjarnar tjadu
AREG, CK14, CK19, p4-integrin, Spry-2, B-catenin, E-cadherin, Claudin4, Occludin og
EGFR, en petta eru protein sem sjast mikid i pessari frumulinu. Frumueyjarnar aftur & moti
syndu enga tjaningu & P4-integrin, Occludin, E-cadherin og EGFR. Tjaning B-catenin,
Claudin4d og Spry-2 var adalega nalegt kjérnum. Frumurnar i eyjunum tjadu annad hvort

EGF~/AREG* EGF~/AREG* EGF/AREG*
B4-integrin graennt, Spry-2 rautt CK14 graennt, CK19 rautt Claudin4 graennt, Occludin rautt

EGF/AREG* EGF/AREG* EGF~/AREG*
E-cadherin rautt, i Vimentin graennt, EGFR rautt Negative control
EC I . R N RN S

y
A,
g

Mynd 7: bad myndast lika eitthvad af eyjum en paer eru faerri. bessari frumulinu var gefid EGF eeti

seinustu 4 dagana vegna pess ad AREG klaradist og geeti pad haft ahrif a fjolda fruma sem fara i
FNMT
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CK14 eda CK19 en aberandi var ad tjaning EMT préteinsins vimentins jokst i eyjunum.

Frumurnar umhverfis eyjarnar tjadu yfirleitt Spry-2 nema paer sem voru nastar eyjunum.

5.2.4) Frumurnar sem urdu fyrir neeringarskorti: Krabbameinsfrumur sem lifa af
lyfjamedferd eru taldar hafa fengid EMT og stofnfrumueiginleika. Vid vildum pvi athuga
hvort EGF/AREG™ eda EGF*/AREG™ linan lifdi frekar af neeringarskort i tvividri reekt, en
slikt geeti gefid til kynna ad stofnfrumur veeru til stadar. Tiu daga eftir ad skipt var um &ti a
EGF/AREG" og EGF*/AREG™ leit allt ut fyrir ad vera dautt i rektunum. P& var
frumulinunum skipt upp og settar i monolayer raekt med nyju ati sem var ekki hidad med
kollageni 1 til ad gera lifskilyrdi frumanna verri. Daginn eftir voru engar lifandi frumur ar
EGF/AREGT linunni en

EGF*/AREG™ EGF*/AREG™ EGF*/AREG™
. Degurs | . . . Mynd 8: Naestum allar frumunar i

EGF*/AREG™ og EGF/AREG*
linunum voru daudar & 9. degi. A
10. degi var peim skipt upp og
gefid nytt ati. bad lifdu engar
EGF-/AREG*  frumur af en
EGF*/AREG~ frumununar sem lifu
af foru ekki ad skipta sér fyrr en
daudu frumurnar voru fjarlaegdar.
Til ad byrja med voru frumunar
sem lifdu af spdlulaga. En eftir ad
hafa verid 9 daga i raekt voru
frumunar aftur ordnar eins og
bekjufrumur sem bendir til ad pad
hafi ordid MET eda/og ad petta
hafi verid stofnfrumur sem hafa

EGF*/AREG™ EGF*/AREG™ EGF~/AREG*
Dagur 15 Dagur 18 Dagur 11
= I a, - v gwv

baedi geta gefid af sér pekjufrumur
nokkrar Or EGF'/AREG™ linunni. Pessar fau frumur | ogspélulaga frumur.

EGF*/AREG™ undirlinunnar sem liféu af foru ekki ad fjolga

sér fyrstu tvo dagana eftir ad peim var skipt upp, préatt fyrir ad hafa fengid nytt eti. En pegar
ad vio fjarlegdum daudu frumurnar pa foru peer loksins ad skipta sér (mynd 8).

5.2.5) Kollagen I reekt: Nest kénnudum vid hvernig undirlinurnar EGF-/AREG™ og
EGF*/AREG~ sem hofdu lifad af reektina mynd vaxa i 3D kollagen-1 geli. | pessari raekt
fengu EGF"/AREG™ frumunar &ti med AREG en EGF*/AREG~ frumunar &ti med EGF.
Eftir ramlega 18 daga hofou frumurnar & AREG &tinu myndad nokkud sem minnti & TDLU.
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Frumurnar i &ti med EGF voru flestar dreifdar pd ad einstaka strukturar hafi myndast sem
héfou atlit TDLU (mynd 9). betta geeti bent til ad peer frumur sem hefdu lifad af i AREG
&tinu hefou meiri edlilega stofnfrumusvipgerd & medan ad peer sem lifdu af i EGF ati hefdu
frekar tilhneigingu til ad mynda stakar ifarandi frumur. ba veeri mjog ahugavert ad kanna
hvort pessar stoku frumur hefdu EMT svipgerd en ekki tokst ad lita paer i pessu

rannséknarverkefni.

EGF*/AREG~

EGF~/AREG*

Mynd 9: begar ad D492 frumunar voru reektadar i kollagen | reekt med zeti sem innihélt EGF pa
urdu adalega til dreifdar frumur sem bendir til EMT. En pegar ad D492 frumurnar voru reektadar i
2ti med AREG pa myndast frekar TDLU-likir straktarar.

5.2.6) Matrigel reekt: pegar ad frumulinunar EGF/AREG™, EGF/AREG* og
EGF/AREG™ hoféu verid rektadar i monolayer i um einn og halfan manud, vildum vio
athuga ahrif pessarar formedhondlunar a getu frumanna til ad mynda mismunandi strdktdra i
3D vefjarekt i hefdbundnu geli, svokallad Matrigel. Matrigel reektununum var skipt i sex
flokka. Prjar reektanir par sem hver af formedhdndludu frumunum (500 slikar
formedhondladar D492 frumur) var sett i samraekt med adapelsfrumum (10* @depelsfrumur).
Allar &dpelssamreektir krefjast pess ad nota adapelsetid EGM5 5% FBS (fetal bovine
serum). Einnig voru settar upp prjar sambarilegir raektir an edapels med hinum mismundandi
formedhondludu D492 frumum. | pessum raektunu voru 10% D429 frumur rektadar i
hefdbundnu H14 dsamt 2% Matrigeli. Frumurnar sem voru rektadar an a&dapels myndudu

engar pyrpingar. Hins vegar myndudu frumurnar sem
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Dagur 10 EGF"/AREG™ Dagur 11

Mynd 10: 10x  stekkun  af
EGF/AREG™  frumulinunni.  baer
mynda adalega kululaga struktura
sem verda ekki mjog storir. bad

ity Dagur 14 g B o:cur s myndudust engar EMT byrpingar
T " sem bendir til ad EGF og AREG séu

o : abyrgir fyrir EMT.

Dagur 8 ] Dagur 10 EGF*/AREG™ Dagur 11

Mynd  11: 10x stekkun af
EGF*/AREG™  frumulinunni.  Hér
myndast flestar EMT pyrpingarnar
117 af 212 pyrpingum en pad er lika
Dagur 12 Dagur 14 Dagur 15 SR einhver greinamyndun 5 af 212.

S ’ ' Hérna myndudust einnig flestar og
7= steerstu pyrpingarnar.

Dagur 10 EGF"/AREG* Dagur 11

Mynd  12: 10x  stekkun af
EGF/AREG® linunni. AREG hvetur til
greinamyndun (21 af 166) og
Dagur 12 Dagur 14 Dagur 15 4 eitthvad af EMT (23 af 166). AREG
: virdist einnig geta aukid
frumufjélgun og lifun frumanna.
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voru samraktadar med &dapelsfrumum adsamt EGM5 margar pyrpingar. Pessum pyrpingum
matti skipta i prja flokka og hafa paer verid skilgreindar & rannséknarstofunni. Kululaga
byrpingar eru oOsérhaefdar pyrpingar geta haft mismunandi pydingu. Greinamyndandi
byrpingar gefa til kynna hedfbundna vefjastofnfrumu svipgerd brjostkirtils. Pridja
byrpingartegundin, svokalladar spdlulaga pyrpingar hafa einungis sést hja D492 pegar hun er
samraektud med edapeli og pessar pyrpingar eru frumur sem hafa undirgengist EMT
svipgerdarbreytingu. EGF*/AREG™ formedhondlada frumulinan myndadi flestar pyrpingar,
alls 212. Af pessum 212 pyrpingum voru 117 pyrpingar spolulaga (mynd 10). EGF-/AREG”
formedhondlada frumulinan myndadi nastflestar pyrpingar, alls 166 pyrpingar. par hoféu
meiri tilhneigingu til ad mynda greinalaga struktara heldur en hinar frumulinurnar (21
greinamyndandi pyrpingar i EGF"/AREG" linunni & moti 5 i EGF*/AREG™ linunni og 0 i
EGF/AREG™ linunni) (mynd 11). Hilutfallslega mun farri spdlulaga pyrpingar myndust i
EGF/AREG*. EGF/AREG™ linanan myndadi faestar pyrpingar (82) og engar peirra var
spolulaga (mynd 12 og 13).

140

80

® An EGF og AREG

= EGF EGF*/AREG™

AREG

60

af peim voru
EGF/AREG*

pbyrpingar heldur
Kala ‘ Kula/Grein ‘ Grei d ‘ Greir ynd Olul ‘ Spolulaga ‘ frumu“nurnar

Mynd 13: Sumar pyrpingar var
erfitt ad greina og pa voru paer

120 flokkadar  kula/grein
greinmyndun/spdélulaga

100 pbvi hvort peer liktust meira.
EGF/AREG™

frumulinan
myndadi samtals 82 pyrpingar,
en engin af peim var spélulaga.
frumulinan
myndadi 212 pyrpingar og 117

frumulinan
myndadi 166 pyrpingar
hafdi meiri tilhneigingu til ad
mynda greinamyndandi
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6) Umraedur og alyktanir:

6.1) Bandvefsumbreytingar med tilliti til eedapéttleika: | pessari rannsokn saum vid
ekki bein tengsl milli &dapéttleika og EMT svipgerdar i 20 PNBK synum. Vid saum po tengsl
milli minnkadrar tjaningar & E-cadherin og &dapéttleika en a sama tima voru einnig neikvaed
tengsl vid tjaningu & EMT svipgerdaproteininu S-100. Rétt er ad hafa i huga ad pri-neikvaed
brjéstakrabbamein eru fjélbreytt flora krabbameina med mismunandi horfum og einkennum.
Pess vegna hefdi verid betra ad velja axli sem falla i genatjaningarflokkinn BBK, en pau eru
einsleitari i genatjaningu en PNBK (3, 35). Einnig er hugsanlegt ad val & N-cadherin og S100
sem einkennisprétein EMT umbreytingar hafi verido 6heppilegt. Bedi N-cadherin og S100 eru
einnig tjad ad einhverju leyti i edlilegum brjostavef (mynd 2, N-cad+) (34). Pad hefdi pvi
verio mjog spennandi ad skoda EMT kenniprotein med sérhafdari tjaningu, t.d. eitthvad af
umritunarpattum sem sérteek eru fyrir EMT, svo sem Snail eda Slug. Einnig ma benda a ad
S100 er i raun heil proteinfjélskylda eins og fjallad er um i inngangi ritgerdarinnar. Til demis
er S100A2 tjao i edlilegum brjéstafrumum og hefur verid talid krabbameinsbzlandi. Aftur &
moti er S1004A talid krabbameinstengt gen en tjaning pess eykst vid EMT & medan ad tjaning
S100A2 minnkar (35). Motefnid sem vid notudum er notad i almennri meinafredi en pad
greinir pa ekki & milli pessara mismunandi proteina i S100 fjolskyldunni og pvi erfitt ad segja

til um tengsl pess vid EMT i pessum a&xlum.

I pessu @&xlum voru edlilegar pekjufrumur i TDLU jakvaedar fyrir N-cadherin og
tjaning N-cadherin par oft meiri en i a&xlinu. Edlilegu frumurnar sem tjadu N-cadherin voru
einnig jakveedar fyrir E-cadherin og S100 sem gefur til kynna ad N-cadherin i pessum
frumum geeti verid naudsynlegt fyrir voxt og gangamyndun i edlilegri pekju, en slik greina-
og gangamyndun i edlilegum pekjuvef hefur stundum verid likt vid timabundid EMT (6). N-
cadherin er krabbameinstengt protein og pvi er ahugavert ad ihuga hvort pessar frumur geti
verid motteekilegri fyrir forstigsbreytingum krabbameina.

Svaedin sem ranns6kud voru med tilliti sdapéttleika voru adallega i adleegum
krabbameinstengdum bandvef og pvi fremur litid af krabbameinsfrumum par og geeti petta
haft ahrif & nidurstédur okkar. Pad ma p6 benda 4 ad E-cadherin minnkar téluvert meira a
svedum med mikinn &dapéttleika borid saman vid minnkun S100 & samberilegum svaedum.
Petta stydur ad nidurstédurnar um bzlda tjaningu a E-cadherin i krabbameinsfrumum nalaegt

@oum Séu réttar.
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Krabbameinsfrumur eru oft ifarandi & métum axlis og bandvefs og pvi mé reikna med
ad & slikum svaedum megi einmitt finna frumur sem hafa einkenni EMT (36). Okkar rannsdkn
gefur visbendingar um agd ifarandi krabbameinsfrumur beeli tjaningu E-cadherins en frekari
rannsoknir eru naudsynlegar til ad kanna hvort pessar lag-tjaandi frumur tjai einhver
kenniprotein EMT. Vitad er ad AREG getur valdid minnkadri tjaningu E-cadherin og pad
breytir einnig stadsetningu pess i frumunni og ytir undir frumuskrid (50). MAP-kinasi og
PI3K sem hvetja greinamyndun brjostkirtilsins eru einnig virkjud af AREG og pvi er liklegt
ad vio edlilega greinamyndun verdi frumurnar ifarandi inn i bandvefinn med pvi ad tileinka
sér sum einkenni EMT. Brjéstakrabbameinsfrumur geetu pannig mogulega notad somu ferla,

t.d. AREG, til ad verda ifarandi og tapa tjaningu & E-cadherini (6).

6.2) prir dagar i tviviori frumurekt: Pegar vid beinum sjonum okkar ad
nidurstédum fengnum med D492 frumulikaninu er rétt ad taka fram ad hér er einungis um

fornidurstddur ad raeda.

Svipgerd frumanna sem raektadar vou med EGF bindlum eftir einungis 4 daga i reekt
(mynd 4): (beedi EGF/AREG" linan og EGF*/AREG™ linan) voru ad mestu tvijakvedar fyrir
baedi CK14 og CK19. Frumur sem ekki fengu slika EGF bindla (EGF/AREG™ linan) tjadu
aftur & méti litio af CK19. petta bendir til a8 EGFR bindlarnir EGF og AREG séu
naudsynlegir til ad vidhalda stofnfrumusvipgerd D492, par sem talid er ad brjostastofnfrumur
tjai baedi CK19 og CK14 (6). I pessum sému reektunum syndu badi EGF/AREG™ og
EGF/AREG™ linurnar pyrpingar af sampjoppudum frumum & medan ad EGF*/AREG™ linan
dreifdi mun meira Gr ser. petta gefur til kynna ad EGF*/AREG~ hafi 0dlast meiri
frumuskriosheefileika. B4-integrin matefnalitunin  studdi pessa tilgatu enda saust i peim
frumum med mikid af litlum frumutotum sem bendir einmitt til frumuskrids. Frumuskrid, sem
liklega var 6rvad af EGF, er eitt einkenni EMT. E-cadherin tjaning EGF/AREG™ fruma var
adallega a milli frumna. En stadsetning E-cadherin var dreifdari, m.a. nalegt kjornum i
frumum sem fengid hofou EGF/AREG® eda EGF*/AREG™. bessi stadsetning & E-cadherin
geeti gefid til kynna ad E-cadherin sé i frymisnetinu og vid pad getur B-catenin losnad og
orvad Wnt bodleidina(44).

6.3) Sex dagar i tvividri frumureekt: Eftir sex daga i hefdbundinni frumuraekt
(myndir 6 og 7) var E-cadherin tjaning i EGF'/AREG™ linunni heldur meiri en i
EGF/AREG" og var stadsetning E-cadherins badi a milli fruma og i umfryminu, en pad

getur bent til mikillar framleidslu og nidurbrots & E-cadherin. Nyjar rannsoknir hafa gefid til
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kynna ad B-catenin verdi ad tengjast vio E-cadherin til ad virkjast og er pvi hugsanlegt ad
EGF 6rvudu frumurnar hafi mikin umsnuning (turnover) & pessu E-cadherin/ B-catenin ferli
(33). Pess ma geta ad HGF getur 6érvad myndun & E-cadherin & sama tima og pad hvetur til
nidurbrots pess og pvi er hugsanlegt ad EGF geti pad lika (33).

6.4) béttu frumurnar: | frumum eftir langa reektun myndudust péttir klasar af
frumum. { pessum frumum var tjaning B-catenin, Claudind og Spry-2 adallega nalagt
kjornum. Frumurnar i eyjunum tjddu flestar annad hvort CK14 eda CK19, ekki bzdi
cytokeratinin i sdmu frumunni. petta bendir til mismunandi sérhafingar pessara fruma. pad
var einnig athyglisvert ad tjaning vimentin jokst i eyjunum. petta bendir til ad frumurnar i
eyjunum geetu verid ad 0dlast bandvefsutlit gegnum EMT umbreytingu hugsanlega vegna
neeringarskorts, beinnar EGF drvunar, eda einhverskonar samspili beggja pessara péatta. bad
ma spyrja hvadan frumurnar koma sem mynda pessar eyjar og virdast hafa akvedna eiginleika
EMT umbreytingar. Eru petta stofnfrumur sem voru parna fra upphafi eda voru petta sérhaedar
frumur sem undirgengust EMT? Frumurnar umhverfis eyjarnar tjadu flestar Spry-2. Spry-2 er
tjad i frumum sem hafa mjog virka tyrdsin kinasa ¢rvada ferla, svo sem gegnum EGFR
vidtaka og pvi geeti petta bent til pess ad bodferlar EGFR séu virkir i pessum frumum og
geetu hafa érvad EMT umbreytinguna i frumunum sem voru inni i eyjunum (6, 22). Til pess
ad kanna pessa tilgatu l1étum vio EGF/AREG™ linuna vaxa pétt og verda fyrir naeringarskorti,
en pa4 myndadi han svipada eyjustriktira og saust i EGF/AREG* og EGF*/AREG™ linunum,
en i pessum frumum an EGF bindla voru eyjurnar tomar. pvi er hugsanlegt ad frumurnar i
eyjunum séu orvadar af EGF bindlum til ad ad fara i EMT. Claudin-low PNBK eru med
minnkada framleidslu claudin-3, -4 og -7 og E-cadherin, pessar krabbameinsfrumur
einkennast af bandvefs- og stofnfrumueinkennum (55). PNBK sem eru med basal-lika
svipgerd likjast holhlidarpekjuforverufrumum en PNBK sem eru claudin low eru frekar eins
og stofnfrumur (8). bar sem frumurnar i frumueyjunum okkar voru hvorki med E-cadherin né
claudin-4 tjaningu ma velta pvi fyrir sér hvort pessar frumur hafi svipada svipgerd og
krabbameinsfrumur i claudin-low PNBK. Petta er lika sérstaklega ahugavert par sem vid
teljum D492 frumulinuna vera basal-lika en hin getur samkvaemt pessu breytt svipgerd sinni i
claudin-low frumur. | BBKum eru 6rfaar frumur med claudin-low svipgerd sem geta liklega

gefid af sér basal-likar frumur (55).

6.5) Neeringarskortur: Frumunar sem liféu af neringarskort voru mest aberandi i
EGF*/AREG™ linunni (mynd 8). bessi lina syndi einnig mest EMT svipgerdareinkenni betta
bendir einnig til ad EGF geti aukid lifun fruma og er hugsanlegt ad pad gerist gegnum EMT
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umbreytingu, en pad er vitad ad slikar frumur eru mun énaemari fyrir styrdum frumudauda
(36). pessar fau frumur EGF*/AREG™ linunnar sem lifdu af foru ekki ad fjolga sér fyrstu tvo
dagana eftir ad peim var skipt upp, pratt fyrir ad hafa fengid nytt ti.

6.6) Kollagen raktin: Matrigel likir adalega eftir grunnhimnunni (laminin og
kollagen 1V) en kollagen | er frekar eins og samsetning bandvefsins og er pvi ad moérgu leyti
hentugra maodel til ad likja eftir pvi sem gerist in vivo eftir ad frumur eru komnar inn i
adleegan bandvef. D492 frumur reektadar i kollagan | geli (sjd mynd 9) med AREG ti
myndudu mikid af kirtlagongum og nokkur kirtilber. D492 frumur i sama geli med EGF i eti
i stad AREG myndudu aftur & méti mun meira af dreifdum frumum en po var afram vottur
fyrir ganga- og kirtilberjamyndun. AREG studlar pvi frekar vid pessar kringumstaedur ad
skipulégdum pekjuvefsvexti sem ytir undir vel skipulagda struktura. Kollagen | getur dregid
ar sérhaefingu og valdid EMT (53), pvi er mogulegt ad AREG studli ad sérhafingu og komi i
veg fyrir EMT. EGF 0Orvun virdist aftur & moti frekar studla ad pvi ad frumurnar skridi i

mismunandi attir, og 68list EMT svipgerd og frumuskrid.

6.7) Matrigel reektin: D492 frumur reektadar i Matrigel priviori reekt geta myndad
prjar mismunandi tegundir pyrpinga, kulur, greinamyndandi straktara og spolulaga pyrpingar
sem hafa EMTsvipgerd (6). pegar ad frumulinurnar i pessari rannsékn voru reektadar i
Matrigeli pa atti nanast enginn voxtur sér stad nema med adstod a&dapelsfruma. I Matrigel
reekt med adapeli voru allar frumulinurnar & EGM5 @ti sem inniheldur EMT vaxtarpettina
EGF, FGF og VEGF, en pessir pettir eru ekki nagir til ad D492 myndi spolulaga pyrpingar af
frumum (6). Liklegt er ad nidurstddurnar bendi til ad formedhdndlun med mismunandi EGF
bindlum gefi af sér frumur sem hafa mjog 6lika eiginleika pegar peer koma i samraekt med
@dapeli. Frumulinan sem fékk EGF i monolayer rekt myndadi fleiri og steerri pyrpingar, en
par a eftir kom frumulinan sem var rektud & AREG og faestar og minnstu pyrpingarnar
myndadi frumulinan sem fékk hvorki EGF né AREG. petta bendir til ad EGF og AREG studli
ad frumufjélgun og lifun en EGF er po 6flugri vaxtarpattur. EGF-/AREG™ myndadi engar
spblulaga eda greinamyndandi pyrpingar sem bendir til ad EGF bindlar séu naudsynlegt til ad
vidhalda frumum sem hafa hafileika til ad mynda greinétta formgerd eda undirgangast EMT
umbreytingu. Pad er einnig mjog athyglisvert ad mikill munur var & fjolda spolulaga pyrpinga
sem myndudust i EGF borid saman vid AREG formedhdndladar frumur. Pad voru adeins 23
af 166 pyrpingum i EGF/AREG™" linunni spélulaga borid saman vid 117 af 212 pyrpingum
EGF*/AREG™ linunnni. petta bendir eindregid til ad EGF frekar en AREG studli ad vidhaldi
fruma sem hafa eiginleika til undirgangast EMT. Aftur & moti myndudu EGF~/AREG™ frekar
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greinalaga straktura (21/166) heldur en EGF*/AREG™ (5/212). betta geeti bent til ad AREG sé
med sterra hlutverk vardandi greinamyndun en EGF. Pad ma hugsa sér ad straktdr
pyrpinganna gefi til kynna mismunandi stofnfrumueiginleika pessara fruma og ad EGF
vidhaldi mestum stofnfrumueiginleikum, enda er s eiginleiki natengdur eiginleiknum ad geta

undirgengist EMT.

6.8) Mogulegt hlutverk EGF vardandi frumudvala: Eftir pvi sem frumurnar voru
Gtsettar fyrir erfidari skilyrdum pa virtust eingdbngu EGF 6rvadar frumur lifa af og fengu
jafnframt akvedin einkenni EMT og stofnfrumu. Petta kemur einnig heim og saman vid ad
EGF vidhaldi stofnfrumueiginleikum beint (43). I a@xlisvef eru oft mjog erfidar adstedur t.d
mikil samkeppni & milli fruma um neringu sem getur valdid drepi. Einnig skapar
krabbameinslyfjamedferd mjog erfidar adsteedur (36). bvi er hugsanlegt ad vid slikar
mismunandi erfidar adsteedur geti EGF aukid hafni frumanna til ad lifa af. EGFR kemur
medal annars i veg fyrir sjalfsat, apoptosis. EGFR eykur stdduleika SGLT1 (sodium/glucose
cotransporter 1), og pvi taka frumurnar frekar upp glucosa og pad kemur i veg fyrir
neeringarskort pegar pad er naegur glucosi til stadar (56). betta geeti allt studlad ad auknum

likum a ad EGF orvadar frumur lifi af vid erfidar kringumstaedur.

Gefitinib er lyf sem hindrar EGFR vidtakann. Ein alvarlegasta aukaverkun gefitinib er
millivefjabdlgusjukdomur i lungum. Rannsoknir & gefitinib benda til ad EMT ferlid veiti
frumum 6nami gegn gefitinib (57, 58). | okkar nidurstédum virdist EGF studla ad EMT en
vid pessa umbreytingu tapa peer EGFR tjaningu (sja mynd 6) og pad geeti skyrt af hverju EMT
frumur tapa naemi fyrir gefitinib. petta bendir til ad frumur sem fara i EMT tapi pessu

mikilveaega lyfjamarki sem gefitinib virkar 4.

7) bakkir

7.1) bakkir: Eg vil pakka leidbeinendum minum: bérerni Gudjonssyni, Bjarna Agnari
Agnarssyni, Szevari Ingporssyni, Sigurrésu Jonasdottur, Bylgju Hilmarsdottur, Magnusi Karli
Magnussyni. Sérstaklega vil ég pakka Savari fyrir ad hafa lagt mikinn tima i ad hjalpa mér
baedi med tilraunirnar og ad tulka nidurstédurnar. Sidan vil ég pakka 6llum a Lifvisindasetrinu
sérstalega Stem Cell Research Unit. Ad lokum pakka ég starfsménnum Rannsoknarstofunni i

Meinafraedi fyrir mikinn studning vid rannsokn a PNBK.

44



8) Heimildaskra

1. Okumura N, Yoshida H, Kitagishi Y, Nishimura Y, Matsuda S. Alternative splicings on p53,
BRCA1 and PTEN genes involved in breast cancer. Biochem Biophys Res Commun. 2011;413(3):395-9.
Epub 2011/09/07.

2. islands K. Gagnatoflur. http://www.krabbameinsskra.is/?id=i12009.

3. Badve S, Dabbs DJ, Schnitt SJ, Baehner FL, Decker T, Eusebi V, et al. Basal-like and triple-
negative breast cancers: a critical review with an emphasis on the implications for pathologists and
oncologists. Modern Pathol. 2011;24(2):157-67.

4, de Ruijter TC, Veeck J, de Hoon JP, van Engeland M, Tjan-Heijnen VC. Characteristics of triple-
negative breast cancer. Journal of cancer research and clinical oncology. 2011;137(2):183-92. Epub
2010/11/12.

5. V. Kumar, Abbas A, Fausto N, Mitchell R. Robbins Basic Pathology Elsevier; 2007. 11 p.

6. Sigurdsson V, Hilmarsdottir B, Sigmundsdottir H, Fridriksdottir AJ, Ringner M, Villadsen R, et
al. Endothelial induced EMT in breast epithelial cells with stem cell properties. PloS one.
2011;6(9):€23833. Epub 2011/09/15.

7. Hudis CA, Gianni L. Triple-Negative Breast Cancer: An Unmet Medical Need. Oncologist.
2011;16:1-11.
8. Stefansson OA, Jonasson JG, Olafsdottir K, Hilmarsdottir H, Olafsdottir G, Esteller M, et al.

CpG island hypermethylation of BRCA1 and loss of pRb as co-occurring events in basal/triple-negative
breast cancer. Epigenetics : official journal of the DNA Methylation Society. 2011;6(5):638-49. Epub
2011/05/20.

9. Kim J, Villadsen R, Sorlie T, Fogh L, Gronlund SZ, Fridriksdottir AJ, et al. Tumor initiating but
differentiated luminal-like breast cancer cells are highly invasive in the absence of basal-like activity.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
2012;109(16):6124-9. Epub 2012/03/29.

10. Adamo B, Anders CK. Stratifying triple-negative breast cancer: which definition(s) to use?
Breast cancer research : BCR. 2011;13(2):105. Epub 2011/04/05.
11. Vasudev P, Onuma K. Secretory Breast Carcinoma Unique, Triple-Negative Carcinoma With a

Favorable Prognosis and Characteristic Molecular Expression. Arch Pathol Lab Med.
2011;135(12):1606-10.

12. Guirouilh-Barbat J, Wilhelm T, Lopez BS. AKT1/BRCA1 in the control of homologous
recombination and genetic stability: the missing link between hereditary and sporadic breast cancers.
Oncotarget. 2010;1(8):691-9.

13. Lee E, McKean-Cowdin R, Ma H, Spicer DV, Van Den Berg D, Bernstein L, et al. Characteristics
of triple-negative breast cancer in patients with a BRCA1 mutation: results from a population-based
study of young women. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of
Clinical Oncology. 2011;29(33):4373-80. Epub 2011/10/20.

14. Xu KP, Yu FSX. Cross talk between c-Met and epidermal growth factor receptor during retinal
pigment epithelial wound healing. Invest Ophth Vis Sci. 2007;48(5):2242-8.
15. Veerle L, Marck V, Bracke ME. Epithelial-Mesenchymal Transitions in Human Cancer.

16. Sarrio D, Rodriguez-Pinilla SM, Hardisson D, Cano A, Moreno-Bueno G, Palacios J. Epithelial-
mesenchymal transition in breast cancer relates to the basal-like phenotype. Cancer research.
2008;68(4):989-97. Epub 2008/02/19.

17. Okada H, Danoff TM, Kalluri R, Neilson EG. Early role of Fsp1 in epithelial-mesenchymal
transformation. The American journal of physiology. 1997;273(4 Pt 2):F563-74. Epub 1997/11/15.

18. Polyak K, Weinberg RA. Transitions between epithelial and mesenchymal states: acquisition
of malignant and stem cell traits. Nature Reviews Cancer. 2009;9(4):265-73.
19. Gjerdrum C, Tiron C, Hoiby T, Stefansson |, Haugen H, Sandal T, et al. Axl is an essential

epithelial-to-mesenchymal transition-induced regulator of breast cancer metastasis and patient

45


http://www.krabbameinsskra.is/?id=i12009

survival. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.
2010;107(3):1124-9. Epub 2010/01/19.

20. Yilmaz M, Christofori G. Mechanisms of Motility in Metastasizing Cells. Mol Cancer Res.
2010;8(5):629-42.

21. Shintani Y, Fukumoto Y, Chaika N, Svoboda R, Wheelock MJ, Johnson KR. Collagen I-mediated
up-regulation of N-cadherin requires cooperative signals from integrins and discoidin domain
receptor 1. The Journal of cell biology. 2008;180(6):1277-89. Epub 2008/03/26.

22. Ingpdrsson S, editor. EGFR. 2012.

23. Kolch W, Pitt A. Functional proteomics to dissect tyrosine kinase signalling pathways in
cancer. Nature Reviews Cancer. 2010;10(9):618-29.

24. Tian XR, Liu ZL, Niu B, Zhang JL, Tan TK, Lee SR, et al. E-Cadherin/beta-Catenin Complex and
the Epithelial Barrier. J Biomed Biotechnol. 2011.

25. Choi J, Park SY, Joo CK. Transforming growth factor-betal represses E-cadherin production
via slug expression in lens epithelial cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2007;48(6):2708-18. Epub
2007/05/26.

26. Maeda M, Johnson KR, Wheelock MJ. Cadherin switching: essential for behavioral but not
morphological changes during an epithelium-to-mesenchyme transition. J Cell Sci. 2005;118(Pt
5):873-87. Epub 2005/02/17.

27. Adams RH, Alitalo K. Molecular regulation of angiogenesis and lymphangiogenesis. Nat Rev
Mol Cell Bio. 2007;8(6):464-78.

28. Erdogan N, Dengizen A, Igdem A, Sahan E, Tetikkurt U. Angiogenesis in Breast Cancer without
Lymph Node Metastasis. Ozgun Arastrima. 2009:4.

29. Hlatky L, Hahnfeldt P, Folkman J. Clinical application of antiangiogenic therapy: microvessel
density, what it does and doesn't tell us. Journal of the National Cancer Institute. 2002;94(12):883-
93. Epub 2002/06/20.

30. Lorincz T, Toth J, Szendroi M, Timar J. Microvascular density of breast cancer in bone
metastasis: influence of therapy. Anticancer research. 2005;25(4):3075-81. Epub 2005/08/06.

31. Cooke VG, LeBleu VS, Keskin D, Khan Z, O'Conne JT, Teng Y, et al. Pericyte Depletion Results
in Hypoxia-Associated Epithelial-to-Mesenchymal Transition and Metastasis Mediated by Met
Signaling Pathway. Cancer Cell. 2012;21(1):66-81.

32. Png KJ, Halberg N, Yoshida M, Tavazoie SF. A microRNA regulon that mediates endothelial
recruitment and metastasis by cancer cells. Nature. 2012;481(7380):190-+.

33. Howard S, Deroo T, Fujita Y, Itasaki N. A Positive Role of Cadherin in Wnt/beta-Catenin
Signalling during Epithelial-Mesenchymal Transition. PloS one. 2011;6(8).

34. Tsuchiya B, Sato Y, Kameya T, Okayasu I, Mukai K. Differential expression of N-cadherin and
E-cadherin in normal human tissues. Archives of histology and cytology. 2006;69(2):135-45. Epub
2006/07/05.

35. Zimmer DB, Cornwall EH, Landar A, Song W. The S100 Protein Family - History, Function, and
Expression. Brain Res Bull. 1995;37(4):417-29.

36. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011;144(5):646-
74. Epub 2011/03/08.

37. Wolf R, Voscopoulos C, Winston J, Dharamsi A, Goldsmith P, Gunsior M, et al. Highly
homologous hS100A15 and hS100A7 proteins are distinctly expressed in normal breast tissue and
breast cancer. Cancer letters. 2009;277(1):101-7. Epub 2009/01/13.

38. Gudjonsson T, Magnusson MK. Stem cell biology and the cellular pathways of carcinogenesis.
Apmis. 2005;113(11-12):922-9.

39. Guo WJ, Keckesova Z, Donaher JL, Shibue T, Tischler V, Reinhardt F, et al. Slug and Sox9
Cooperatively Determine the Mammary Stem Cell State. Cell. 2012;148(5):1015-28.

40. Zhao Y, Bao Q, Renner A, Camaj P, Eichhorn M, Ischenko |, et al. Cancer stem cells and
angiogenesis. The International journal of developmental biology. 2011;55(4-5):477-82. Epub
2011/07/07.

46



41. Gudjonsson T, Villadsen R, Nielsen HL, Ronnov-Jessen L, Bissell MJ, Petersen OW. Isolation,
immortalization, and characterization of a human breast epithelial cell line with stem cell properties.
Genes & development. 2002;16(6):693-706.

42. Higginbotham JN, Demory Beckler M, Gephart JD, Franklin JL, Bogatcheva G, Kremers GJ, et
al. Amphiregulin exosomes increase cancer cell invasion. Current biology : CB. 2011;21(9):779-86.
Epub 2011/04/26.

43, Abhold EL, Kiang A, Rahimy E, Kuo SZ, Wang-Rodriguez J, Lopez JP, et al. EGFR Kinase
Promotes Acquisition of Stem Cell-Like Properties: A Potential Therapeutic Target in Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma Stem Cells. PloS one. 2012;7(2).

44, Yang Z, Zhang H, Kumar R. Regulation of E-cadherin. Focus On. 2005.

45, Louderbough JM, Schroeder JA. EGFR-induced EMT is modulated by the ECM: the role of
hyaluronan in the inhibition of breast cancer metastasis. Clin Exp Metastas. 2009;26(7):899-.

46. Heuberger J, Birchmeier W. Interplay of Cadherin-Mediated Cell Adhesion and Canonical Wnt
Signaling. Csh Perspect Biol. 2010;2(2).

47. Booth BW, Boulanger CA, Anderson LH, Jimenez-Rojo L, Brisken C, Smith GH. Amphiregulin
mediates self-renewal in an immortal mammary epithelial cell line with stem cell characteristics.
Experimental cell research. 2010;316(3):422-32. Epub 2009/11/17.

48. Willmarth NE, Ethier SP. Amphiregulin as a novel target for breast cancer therapy. J
Mammary Gland Biol. 2008;13(2):171-9.

49, Baillo A, Giroux C, Ethier SP. Knock-down of amphiregulin inhibits cellular invasion in
inflammatory breast cancer. Journal of cellular physiology. 2011;226(10):2691-701. Epub
2011/02/09.

50. Sternlicht MD, Sunnarborg SW. The ADAM17-amphiregulin-EGFR axis in mammary
development and cancer. ) Mammary Gland Biol. 2008;13(2):181-94.

51. Baillo A, Giroux C, Ethier SP. Knock-Down of Amphiregulin Inhibits Cellular Invasion in
Inflammatory Breast Cancer. Journal of cellular physiology. 2011;226(10):2691-701.

52. Morin PJ. Claudin proteins in human cancer: promising new targets for diagnosis and
therapy. Cancer research. 2005;65(21):9603-6. Epub 2005/11/04.

53. Kirkland SC. Type | collagen inhibits differentiation and promotes a stem cell-like phenotype
in human colorectal carcinoma cells. Brit J Cancer. 2009;101(2):320-6.

54, Goddard JC, Sutton CD, Furness PN, Kockelbergh RC, O'Byrne KJ. A computer image analysis
system for microvessel density measurement in solid tumours. Angiogenesis. 2002;5(1-2):15-20.
Epub 2003/01/29.

55. Prat A, Parker JS, Karginova O, Fan C, Livasy C, Herschkowitz JI, et al. Phenotypic and
molecular characterization of the claudin-low intrinsic subtype of breast cancer. Breast cancer
research : BCR. 2010;12(5):R68. Epub 2010/09/04.

56. Weihua Z, Tsan R, Huang WC, Wu Q, Chiu CH, Fidler lJ, et al. Survival of cancer cells is
maintained by EGFR independent of its kinase activity. Cancer Cell. 2008;13(5):385-93.

57. Frederick BA, Helfrich BA, Coldren CD, Zheng D, Chan D, Bunn PA, Jr., et al. Epithelial to
mesenchymal transition predicts gefitinib resistance in cell lines of head and neck squamous cell
carcinoma and non-small cell lung carcinoma. Molecular cancer therapeutics. 2007;6(6):1683-91.
Epub 2007/06/02.

58. Namba T, Tanaka K, Hoshino T, Azuma A, Mizushima T. Suppression of expression of heat
shock protein 70 by gefitinib and its contribution to pulmonary fibrosis. PloS one. 2011;6(11):e27296.
Epub 2011/11/19.

59. Jechlinger M, Sommer A, Moriggl R, Seither P, Kraut N, Capodiecci P, et al. Autocrine PDGFR
signaling promotes mammary cancer metastasis. J Clin Invest. 2006;116(6):1561-70. Epub
2006/06/03.

60. Heise RL, Stober V, Cheluvaraju C, Hollingsworth JW, Garantziotis S. Mechanical stretch
induces epithelial-mesenchymal transition in alveolar epithelia via hyaluronan activation of innate
immunity. The Journal of biological chemistry. 2011;286(20):17435-44. Epub 2011/03/15.

47



61. Bozic M, de Rooij J, Parisi E, Ortega MR, Fernandez E, Valdivielso JM. Glutamatergic signaling
maintains the epithelial phenotype of proximal tubular cells. Journal of the American Society of
Nephrology : JASN. 2011;22(6):1099-111. Epub 2011/05/21.

62. Yuan SH, Martin J, Elia J, Flippin J, Paramban RI, Hefferan MP, et al. Cell-Surface Marker
Signatures for the Isolation of Neural Stem Cells, Glia and Neurons Derived from Human Pluripotent
Stem Cells. PloS one. 2011;6(3).

63. http://en.wikipedia.org/wiki/CD117. CD117. Wikipedia2012.

64. http://en.wikipedia.org/wiki/CD44. CD44. Wikipedia2012.

48


http://en.wikipedia.org/wiki/CD117
http://en.wikipedia.org/wiki/CD44

9) Vidauka Umradur og alyktanir

Eftirfarandi umraedur og alyktanir eru vangaveltur stidents og sumar hverjar byggdar
& hugleidingum sem ekki hafa mjdg sterkar skirskotanir i birtar greinar.

Pericytar tja N-cadherin sem bindst vid og eykur verkun B-catenin og PDGFR. Virkjun
a4 PDGR veldur frumufjélgun, sérhaefingu og frumuskridi. Adapelsfrumur seyta PDGF sem
hvetja pericytana til ad koma og tengjast edapelsfrumum. Pessi prjd protein sem pericytanir
tj& (N-cadherin, B-catenin og PDGFR) eru lika framleidd af EMT frumum. Einnig hefur verid
synt ad PDGFR er mikilveegt i sambandi vid meinvarpamyndun brjostakrabbameina (27, 31,
59). Min kenning er ad tenging meinvarpamyndandi fruma vid &dar sé had N-cadherin
tengingu Vvid adapelid, en pegar ad &dapelid er tengt vid pericyta eru N-cadherin tengiset
@dapels hulin af pericytum. Eg tel ad EMT frumur séu ad pykjast vera pericytar og sidan
begar ad peer tengjast edapelinu pa nota paer énnur prétein eins og c-Kit til ad komast ut i

blodréasina.

Twist gegnir lykilhlutverki vid myndun & N-cadherin, en Twist myndast vid
surefnisskort. bvi er liklegast ad frumur sem fara i EMT séu langt fra &@dum og sidan skridi i
att ad eedunum. Bestu skilyrdi fyrir EMT veeri vid surefnisskort, bolguvidbrdgd og érvun fra
a&dapelsfrumum sem mynda ekki opna bl6dréas. Adar geta baedi komid i veg fyrir EMT og
studlad af pvi. Ef pad er mikid af pericytum tengdir vid @dapelid og ®din flytur nagilegt
magn af blodi pa kemur pad i veg fyrir EMT. En ef pad er litid af pericytum og bl6dflaedid er
brenglad pa hvetur pad ETM. Twist sem myndast vid surefniskort eykur framleidslu c-Met,
sem er vidtaki HGF. Pericytar tja einnig c-Met vidtakann. Adapelsfrumur aftur & moti mynda
HGF og 6rva pvi frumuskrid pericyta og EMTfrumna ad edum i gegnum PI13K/Akt bodferlid
(20, 31, 59). Surefnisskortur veldur pvi ad krabbameinsfrumur fara ad mynda CXCR4 sem er
frumuskridsvidtaki bindilsins SDF1. bannig veldur surefnisskortur enn frekar frumuskridi
(20).

Krabbamein virkja yfirleitt alltaf damyndunarferlid sem einkennist af: greinamyndun
hareda, oreglulegum og stérum adum, reikulu blodfledi, smabledingum, leka, Gedlilega
mikilli a&dapelsfrumufjélgun og apoptosu (36). Pad er ahugavert ad edamyndunin er einnig
ifarandi og notar meiri ad segja somu sameindir til ad orva ifernina eins og EMT (t.d. SDF-
1). Smabladingar, leki og mikill fjoldi edapelsfrumna bendir til ad hlutfall dapelsfruma er
mjog hatt midad vid pericyta i krabbameinsfrumum. Vid edamyndun virkjast Notch bodferlid

sem er naudsynlegt vid greinamyndun adapelsfrumna og frumufjoélgun. Notch er eitt af
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bodferlunum sem veldur EMT (27). bvi er margt sameiginlegt vid &damyndun og EMT. Petta

eykur grun minn um ad edamyndun og &dar seu ad einhverju leiti tengt vio EMT.

TIMP1 kemur i veg fyrir iferni baedi krabbameinsfruma og edamyndandi fruma, og
hindrar myndun meinvarpa. TIMP-1 er ad finna i leekningajurtinni Sage. par ad auki hvetur
TIMP framleidslu @ PTEN og eykur stdduleika p53. En tjaning PTEN og p53 er einmitt
go6llud i PNBK og pvi er Sage liklega ageett lyf fyrir pennan sjukdom (1).

Vid EMT minnkar framleidslan a kollagen 1V og laminin en framleidsla kollagen | og
hyaluronan eykst (15). Hyaluronan er bindill fyrir CD44 og Kollagen | hvetur afram EMT svo
betta er i rauninni sjalfstyrking & EMT og ifeerni (60).

Stokkbreyting i E-cadherin geninu (CDH1) eykur likurnar & lobular
brjéstakrabbameini en ekki EMT. Hinsvegar valda epigenetiskar breytingar badi EMT og
aukinni stofnfrumusvipgerd (18). bvi tel ég EMT vera ferli sem er hdd E-cadherin til ad byrja

med, adur en tjaning pess minnkar.

Vid ad hindra AxI minnkar illkynja voxtur BBK mikid og pad myndar litlar kringlottar
klessur i Matrigeli, petta bendir til ad Axl taki patt i ad vidhalda stofnfrumueigileikum fruma,
t.d. verdur svorun frumanna fyrir SDF-1 betri eftir pvi meira sem er tjad af Axl. CXCL4 er til
stadar & @damyndandi a&dapelsfrumum og sumum krabbameinsstofnfrumum og pvi er liklegt
ad krabbameinsstofnfrumur og @damyndandi &dapelsfrumur ladist ad hvort 6dru.
Krabbameinsstofnfrumur hafa eiginleika EMT frumna og eiga pvi audveldara med ad mynda
meinvorp, pvi er sérstaklega sleemt ad peer ladist ad eedapelsfrumum (19). CXCLA4 er lika tjad

af stofnfrumum og geeti studlad ad pvi ad stofnfrumur séu nalegt eedum.

Likleg asteeda pess ad 0rvorp geti ekki vaxio er vegna pess ad pau skorti hafni til ad
mynda &dar og vid meinvarpamyndun fara frumurnar yfirleitt i MET (mesenchymal to
epithelial transition) (36). Pannig ad kannski geta brengladar edar krabbameins érvad frumur
til ad fara i EMT og sidan heilbrigdar &dar 6rvad MET ferlid. Liklega er &@damyndunin einnig
naudsynleg til ad bda til stofnfrumuhreidur pvi vid @damyndun myndast SDF-1 (36).

Gas6 er K-vitamin hadur bindill sem virkjar baeedi Axl og MERTK. Axl er naudsynlegt
vid @damyndun en MERTK hindrar &@damyndun. bvi geati verid ahugavert ad athuga hversu
liklegir sjuklingar, sem taka warfarin og eru med krabbamein, eru til ad f& meinvorp. Axl er
maogulega mjog gott lyfjamark par sem pad hefur hvetjandi ahrif & krabbameinsstofnfrumur,

meinvarpamyndun, EMT og &davoxt (19, 32).
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NF2 genid myndar Merlin. Merlin stjornar contact inhibition med pvi ad t.d. ad tengja
E-cadherin vid EGFR, pannig eykur Merlin stoduleika E-cadherin en dregur Gr bodum sem
tyrosinekinasavidtakar geta midlad (36). Einstaklingar med stokkbreytingu i NF2 geninu hafa
auknar likur & ad fa scwannoma sem er S100 jakveett krabbamein (5). En PNBK einkennast af
EGFR vidtakanum, minnkadri tjaningu & E-cadherini og S100 jakveedni. bvi er ég med
kenningu um ad tjaning NF2 minnki i PNBK. c-Met vidtakinn tengist oft vid E-cadherin (33)

0g pad geeti mogulega einnig verid midlad i gegnum Merlin.

Eru EMT frumur ad tja helstu préteinin sem eru mikilveeg vardandi nam? N-cadherin
og S100 eru yfirleitt tjad pegar ad taugasimar og griplur taugafrumna eru ad breyta um
stellingu og stadsetningu sem er mikilveegt vid nam (36). NMDA vidtakinn er kalsium gong
sem eru virkjud af glutamat. Virkjun 8 NMDA vidtakanum er mjog mikilveegt vardandi ndm.
NMDA vidtakinn virkjar proteasann calpain. Calpain klippir p-catenin pannig ad stoduleiki
pess verdur meiri og pa getur B-catenin virkjad TCF/LEF-1 genatjaningu (46). Tjaning N-
cadherin, S100 og B-catenin verdur meiri vid EMT en litid er vitad um tjaningu NMDA
vidtakans i sambandi vid EMT og brjostakrabbamein. pvi veri dhugavert ad skoda hvort
NMDA vidtakinn geti verid tjadur i krabbameinsfrumum, og hvort pad geti komid EMT
ferlinu af stad par sem NMDA vidtakinn eykur innanfrumustyrk kalsiums og par med virkni
calpain. Reyndar kemur NMDA vidtakinn i veg fyrir EMT i nyrunum en pad gerir einnig
HGF svo pad eru greinilega einhverjir adrir ferlar sem leida til EMT par (21, 61).

pad er talid ad samskipti vid krabbameinstengda stromaid 6rvi krabbameinsfrumur til
ad mynda EMT umritunarpeettina. Bandvefsstofnfrumur mynda CCL5/RANTES pegar ad paer
eru Orvadar af krabbameinsfrumunum. CCL5 eykur sidan hafni krabbameinsfrumnanna til ad
verda ifarandi. Krabbameinsfrumur geta myndad CSF-1 sem Orvar macrophaga og
macrophaganir mynda pa EGF. Pannig ad hafni krabbameins til ad mynda meinvorp getur
verid 6had pvi hvort pad 6dlast fleiri stokkbreytingar (36). Petta er mjog ahugavert par sem
macrophagar geta einnig 6rvad edamyndun. Pannig ad pad sem macrophagarnir eru i rauninni
ad gera er ad bula til stofnfrumuhreidur med pvi ad 6rva frumur ad fara i EMT og 6dlast
pannig stofnfrumueiginleika, og sidan ad koma med &darnar ad frumunum med

stofnfrumueiginleikana.

FGF2 og FGF7 6rva greinamyndun i 6llum vefjum par ad medal EGFR-neikvaedum
vef. bannig ad pad er talid ad FGF2 og FGF7 séu bodefni sem koma i kjélfar virkjunar a
EGFR eda virkja 6had EGFR og stjorna 6drum atridum vid gangamyndun, eda hafa
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samverkandi ahrif med EGFR (50). Segjum nuna ad EGF o6rvi frekar en AREG myndunina a
N-cadherin pa geeti pad utskyrt mismunandi ahrif & EMT. Vegna pess ad N-cadherin eykur
stoduleika FGFR og vid pad verdur frekar tjaning & EMT préteinum, en ef AREG getur ekki

aukid framleidslu N-cadherin pa veldur FGFR adallega frumufjolgun.

Sumar &xlisfrumur geta dreift sér adur en peer verda illkynja (36). Enda saust mikid af
N-cadherin jakveedum frumum i Kirtilggngum med heilli grunnhimnu i synunum sem vid
vorum ad skoda. Stundum getur intraductal carcinoma myndad meinvérp p6 ad grunnhimnan
virdist alveg heil (5). betta geeti gefid til kynna ad frumur med forstigsbreytingar sem fara i
EMT geti vid pad dregid Ur stéduleika erféamengisins og peer verdi pvi nemari fyrir auknum

stokkbreytingum og pvi liklegri til ad mynda krabbamein.

Ekki 61l PNBBK eru med stokkbreytingu i BRCAL en pad getur lika verid epigenetic
sem dregur Ur tjaningu BRCAL eins og DNA metyleringar a BRCAL geninu. En BRCAL
DNA metyleringar eiga sér nanast alveg jafn oft stad i PNBBK og 6drum
brjéstakrabbameinum. Tjaning BRCAL i PNBBK er samt tvofalt leegri en i 6drum axlum,
kannski eru t.d. einhver miRNA sem stjérna BRCAL. Magn inhibitor of DNA binding 4 (1D4)
er 9 sinnum meiri i PNBBK en ¢drum axlum. 1D4 hindrar starfsemi BRCA1 (4). BRCAL er
vidgerdarprotein sem gerir vid tvistrendingarbrot DNA vegna hlutverks sins i homologous
recombination en pegar a8 BRCA1 vantar pd er gert vid tvistrendingarbrot med non-
homologous end-joining sem veldur breytingum i erfdarmenginu og eykur likurnar &
krabbameini. bad geeti kannski gerst ad edlilegar frumur dkvedi ad verda krabbameinsfrumur
adur en peer byrja ad safna i sig stokkbreytingum. T.d ef peer mundu byrja & ad minnka
BCRAL tjaninguna pa yrou pear nemari fyrir forstigsbreytingum. En nylegar rannsoknir
benda til a0 DNA metylering og chromatin breytingar eigi sér stad & undan stokkbreytingum,

vid myndun krabbameina (18).

Medullary carcinoma er badi pri-neikveett og med stokkbreytt BRCAL. b6 eru horfur
pess mjog godar. betta er vel afmarkad krabbamein med mikid af lymphocytiskum
bolgufrumum (5). Pad er spurning hvort &xlid eigi upptok sin i 6drum frumum sem eru ekKi
stofnfrumur eda forverufrumum pannig ad frumurnar eiga ekki alveg jafn audvelt med ad fara
i EMT og mynda meinvorp. Enda er DCIS (ductal carcionoma in situ) oftast ekki til stadar, en
DICS eiga upptok sin i TDLU par sem stofnfrumurnar eru (5). Flest secretory
brjostakrabbamein eru jakveed fyrir S100 og pri-neikveed. Sum secretory brjostakrabbamein

eru med basal-lika métefna svipgerd (immunoprofile). bPad hefur fundist translocation t(12;15)
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sem leidir til myndunar & ETV6-NTRK3 sem er tyrosine kinasi. Virkni ETV6-NTRK3 er i
gegnum Ras-Mek1 og PI3K-Akt bodferlana, samt hafa pessi krabbamein einnig gédar horfur.
Adenoid cystic carcinoma er krabbamein med basal-lika svipgerd en er lika med &geetar
horfur (8). Pad veeri gaman ad skoda muninn & pessum basal-liku krabbameinum med godum

horfum og meinvarpamyndandi basal-liku krabbameini sem er med mjdg sleemar horfur.

Jonandi geislun veldur adeins brjéstakrabbameini i sjuklingum sem eru yngri en 30ara
en & peim tima er brjostakirtilinn ekki alveg fullproska (5). Jonandi geislun veldur DSB i
erfdaefninu. Styrkur amphiregulin er mikill & pessum tima, sem gefur til kynna ad AREG
gerir vefinn motakilegan fyrir DSB-hadum stokkbreytingum. bvi er liklegt ad AREG dragi ar
heefni fruma til ad gera vid skemmdir i erfdarmenginu med homologous recombination og

maogulega med pvi ad minnka tjaningu BRCAL.

Gen sem verda fyrir fjolgun i PNBK eru nuclear factor 1/B (NF1B), petta gen er
mikilveegt vardandi proskun midtaugakerfisins (4). CD271 er lika tjadd af PNBK en pad er
venjulega tjao af neural crest stofnfrumum (62). Petta er adeins eitt af mérgum deemum sem
syna ad pad er greinilegt ad vid EMT 6dlist frumur baedi meiri stofnfrumu- og taugafrumu

svipgero.

pad er liklegt ad Slug hvetji frumur til ad fara i EMT en ef frumurnar verda einnig
fyrir &hrifum Sox9 pa verda per frekar stofnfrumur. Vid ad hindra Slug p4 minnkar myndun
meinvarpa 5falt en vid ad hindra Sox9 pa minnkadi myndun meinvarpa 40falt, pvi er liklegt
ad forverufrumur skipti jafnvel meiru mali heldur en stofnfrumur vardandi myndun
meinvarpa. Ef Slug eda Sox9 er tjad i krabbameinsfrumum sem mynda yfirleitt ekki meinvérp
ba myndast nokkur 6rvérp, en ef pau eru baedi tjad saman pa myndast meinvorp. pad er liklegt
ad EMT (pa séerstaklega EMT umritunarpettirnir Slug og Snail) leidi til myndunar a
stofnfrumum ef upphafsfrumurnar voru forverufrumur, en ef frumurnar voru upphaflega
sérhaefdar frumur pa fa paer nokkur einkenni stofnfuma en verda ekki stofnfrumur ad fullu
(39).

c-Kit vidtakinn vidheldur stofnfrumueiginleikum blédmyndandi stofnfrumna. c-Kit er

tjadur i PNBBK vegna umritunarpattarins Slug. c-Kit lokkar frumurnar at i blédrésina (18)

c-Kit vidtakinn er oObeint 6rvadur af G-CSF en vid pad fara blodstofnfrumur Gt i
bl6did. c-Kit er einnig til stadar a BBK (4, 63) og getur mogulega gegnt hlutverki tengt pvi ad
PNBK-frumurnar fari Ut i blédrésina. PNBK tja einnig stofnfrumupréteinio CD44. CD44 er
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vidtaki fyrir baedi E-selectin og fibronectin. begar ad PNBKSs frumur eru i blédrasinni og
komast i snertingu vid E-selectin pa fara frumurnar r &dinni og i bandvefinn par sem CD44
getur bundist vid fibronectin. c-Met getur tengst vid CD44 vidtakann og a6p4 integrin &8 EMT
frumum sem eykur verkun c-Met (20, 64). Af pessu ma gera rad fyrir ad heattan vid
meinvarpamyndun sem myndast vid EMT sé ad hluta til vegna aukinna stofnfrumusvipgerdar

krabbameinsfrumanna og ekki bara vegna aukinna bandvefseinkenna.

Ef brjostapekjufrumur fara ad mynda TWIST1, eda eru medhdndladar med TGFp, pa
myndast fleiri stofnfrumur (18). bPegar ad frumur deyja vegna surefniskorts pa losnar MMP
sem leysa upp bandvefinn. Pad eru margir vaxtarpettir (sérstaklega TGF) fastir i
bandvefnum en MMP getur frelsad pessa vaxtarpeetti. Neerliggjandi frumur tja pvi Twist og
eru orvadar af TGFp, pvi eru peer hvattar til ad breytast i stofnfrumur. betta er merkilegt par
sem talid var ad stofnfrumur geti myndad sérheaefoar frumur en ekki vice versa. En pad sem
pbetta er ad segja okkur er ad vid adstedur sem eru krefjandi geta serhaefdar frumur ordid
stofnfrumur. Pad eru sérstaklega krabbameinsvaldandi vaxtarpaettir sem studla ad

stofnfrumueigileikum og EMT

Laekning brjéstakrabbameina: Krabbameinsstofnfrumur deila maorgum
yfirbordspréteinum med bléomyndandi stofnfrumum. Sémuleidis eru pessar frumutegundir
frekar i bldorasinni. Ef lyfjamedferdin er gegn pessum yfirbordsproteinum pa deyja bedi
blodmyndandi stofnufrumurnar og krabbameinsstofnfrumurnar. bess vegna verdur ad vera
buid ad taka beinmerg Ur sjuklingunum & undan og sitja sidan aftur i sjuklingana eftir
medferdina. P& geeti  krabbameinid ekki vidhaldid sér vegna skorts &
krabbameinsstofnfrumum. Forverufrumur sem eru syktar med krabbameinsvaldandi genum
geta aftur ordid stofnfrumur (38). Pvi verdur einnig ad huga ad pvi ad krabbameinsfrumur geti
breyst i krabbameinsstofnfrumur. Pvi veeri best ad vera med markteka lyfjamedferd fyrir
pessi krabbameinsvaldandi efni & sama tima. Twist 6rvar myndun & miR-10b sem eykur
iferni og myndun meinvarpa. miR-335 hindrar iferni og myndun meinvarpa. (18). |
framtidinni veeri mogulega haegt ad lekna krabbamein med genaleknum sem innhalda

microRNA sem koma i veg fyrir meinvarpamyndun.
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