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1) Ágrip                                                                                     Höfundur: Gunnar Andrésson 

Tengsl æðaþéttleika við bandvefsumbreytingu þekjuvefs í þrí-neikvæðum 

brjóstakrabbameinum, og áhrif amphiregulin og EGF á mennsku 

brjóstastofnfrumulínuna D492 

Inngangur: Bandvefsumbreyting þekjuvefs (epithelial to mesenchymal transition - 

EMT) er ferli þar sem þekjufrumur tapa tjáningunni á einkennispróteinum þekju og fara að tjá 

einkennisprótein bandvefs. EMT er talið gegna mikilvægu hlutverki í meinvarpamyndun 

þekjuvefsæxla. Nýlega hefur verið sýnt fram á að æðaþelsfrumur geti örvað EMT með því að 

seyta vaxtarþáttum og því er hugsanlegt að æðar í æxlum hvetji til EMT. Einnig hefur verið 

sýnt fram á að s.k. þrí-neikvæð brjóstakrabbamein (ÞNBK) hafa mikla tilhneigingu til að 

undirgangast EMT en þessi æxli eru einnig æðarík. 

 Efniviður og aðferðir: Tuttugu ÞNBK sýni voru rannsökuð með tilliti til æðaþéttleika 

með litunum fyrir æðaþelseinkennispróteininu CD31 ogkönnuð tengsl við tjáningu á 

þekjuvefs- og bandvefspróteinunum E- og N-cadherin og S100A. Einnig rannsökuðum við in 

vitro EMT með því að nota stofnfrumulínuna D492 og höfðum þar sérstakan áhuga á að 

kanna áhrif  EGFR (epidermal growth factor receptor) bindlana EGF (epidermal growth 

factor) og AREG (amphiregulin). D492 stofnfrumulínan var meðhöndluð  í hefðbundinni 

tvívíðri (2D) rækt í einn og hálfan mánuð með EGF, amphiregulin eða án þessara þátta. Síðan 

voru þessar formeðhöndluðu frumur settar í þríðvíða rækt (3D) með EGF til að kanna áhrif 

formeðhöndlunar með mismunandi EGF bindlum á vefjarækt.   

 Niðurstöður: Þegar borin voru saman tengsl æðaþéttleika (CD31 tjáning) við 

þekjuvefs- og bandvefs-kenniprótein reyndist tjáning E-cadherin (þekjuvefsprótein) vera 

minnkuð þar sem æðaþéttleiki var mikill (rho=-5,2765 og ρ<0,0001).  

Bandvefskennipróteinið S100 var einnig minnkað þar sem æðaþéttleikinn var mikill (rho=-

40343 og ρ<0,0001) en ekkert marktækt samband fannst á milli N-cadherin 

(bandvefskenniprótein) og æðaþéttleika (rho=0,00907 og ρ=0,9217). D492 frumur  

formeðhöndlaðar með EGF mynduðu  fleiri EMT þyrpingar í 3D vefjarækt miðað við D492 

frumur sem höfðu verið formeðhöndlaðar með  amphiregulini (117 á móti 23), en þær 

mynduðu frekar greinóttar þyrpingar í 3D geli (21 á móti 5). 

 Ályktanir: Við fundum ekki bein tengsl milli æðaþéttleika og EMT í ÞNBK en þó var 

minnkuð tjáning á þekjuvefspróteininu E-cadherin í æðaríkum svæðum. Amphiregulin hvetur 
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myndun á frumum sem mynda greinótta strúktúra (branching morphogenesis) í 3D 

vefjaræktun en EGF örvar aftur á móti myndun á frumum sem hafa tilhneigingu til að 

undirgangast EMT. 
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2) Listi yfir skammstafanir 

EMT (epithelial-to-

mesenchymal transition 

(bandvefsumbreyting 

þekjuvefs)) 

ÞNBK (þrí-neikvæð 

brjóstakrabbamein) 

EGFR (epidermal growth 

factor receptor) 

EGF (epidermal growth 

factor) 

AREG (amphiregulin) 

IDC-NOS (invasive 

ductal carcinoma not 

otherwise specified) 

TDLU (terminal duct 

lobular unit) 

BRCA1 (breast cancer 1, 

early onset) 

BRCA2 (breast cancer 2 

susceptibility protein) 

PTEN (Phosphatase and 

tensin homolog) 

ATM (Ataxia 

telangiectasia mutated) 

ÞNBBK (þrí-neikvæð 

basal-lík 

brjóstakrabbamein) 

BBK (Basal-lík 

brjóstakrabbamein) 

ER (estrógen receptor) 

PR (prógesterón 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 (tvístrendingar 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-1α (hypoxia-

inducible factor 1α) 

TGF-β (transforming 

growth factor β) 

Fsp1 (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-3β (glycogen 

synthase kinase 3β) 

BMP (bone 

morphogenetic protein) 

NFκβ (nuclear factor κβ) 

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) 

     (phosphatidylinositol 

(3,4,5)-triphosphate) 

     (phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphate) 

PDK-1 (phosphoinositide 

dependent protein kinase-

1) 

PKC (protein kinase C) 



9 
 

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) 

ZO (zona occludensa) 

FBS (fetal bovine serum) 

DCIS (ductal carcionoma 

in situ)
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3) Inngangur 

3.1) Brjóstakrabbamein 

3.1.1) Flokkun: Brjóstakrabbamein eru rúmlega 20% allra krabbameina sem greinast 

hjá konum. Ein milljón kvenna greinast með brjóstakrabbamein á ári og um helmingur þeirra 

deyja af völdum sjúkdómsins (1) en á Íslandi eru  tæplega 280 konur sem greinast og 50 sem 

látast af völdum brjóstakrabbameina á ári (2). Brjóstakrabbamein er hægt að flokka á 

mismunandi hátt, t.d. eftir tjáningu gena í æxlisfrumunum eða meinafræðilegu útliti. 

Genatjáningarrannsóknir gerðar með örflögugreiningu á æxlisfrumum hefur leitt til flokkunar 

þar sem brjóstakrabbameinsæxli eru flokkuð í fimm mismunandi flokka:  

 luminal A (estrógen viðtaka jákvæð) 

 luminal B (estrógen viðtaka jákvæð),  

 HER2/NEU tjáandi krabbamein 

 basal-lík brjóstakrabbamein (BBK) (skortir bæði HER2/NEU og estrógen viðtakann)  

 Normal breast-like (3).  

Hins vegar er einnig hægt að flokka brjóstakrabbamein í 18 tegundir eftir 

vefjameinafræðilegu (histo-morphological) útliti. Í vefjameinafræðilegri flokkun eru 50-80% 

af æxlum af gerðinni  „invasive ductal carcinoma not otherwise specified“ (IDC-NOS), en 

þetta er ósértækur flokkur þangað sem krabbamein fara ef ekki er hægt að setja þau í hina 17 

flokkanna (4). Í töflu 1 má sjá mismunandi flokkanir brjóstakrabbameina. 

3.1.2) Þríneikvæð brjóstakrabbamein (ÞNBK): Endastykki (terminal duct lobular 

unit - TDLU) er starfseining brjóstsins og samanstendur af endagöngum og kirtilberjum. Flest 

brjóstakrabbamein eiga uppruna sinn í þessari TDLU einingu, þar á meðal svokölluð þrí-

neikvæð brjóstakrabbamein (ÞNBK) en þau fá nafn sitt þar sem þau tjá hvorki estrógen (ER), 

prógesterón (PR) né HER2/NEU viðtakana. Flest ÞNBK falla samkvæmt 

genatjáningarflokkun  í flokk BBK en samkvæmt vefjameinafræði falla þau flest í flokkinn 

IDC-NOS (5). Þegar að brjóstastofnfrumur eru ræktaðar í þríviðri rækt þá mynda þær TDLU-

líka strútúra og því ekki ólíklegt að stofnfrumur séu einmitt á þessu svæði. 

Stofnfrumueignleikar eru einkennandi fyrir ÞNBK og líklegt að þau eigi uppruna sinn í 

þessum stofnfrumum (6), enda hafa ÞNBK háa gráðu sem er metin út frá fjölda mítósa, 

gangamyndun og stórum óreglulegum kjörnum (5). 
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Tafla 1: 

Flokkun brjóstakrabbameina er 

flókin sérstaklega þar sem sama 

brjóstakrabbameinið getur verið 

flokkað í margar tegundir eftir 

því hvort flokkað sé eftir 

genatjáningu, myndgerð eða 

yfirborðspróteinum. Flest 

krabbamein í okkar rannsókn eru 

þrí-neikvæð basal-lík invasive 

ductal carcinoma not otherwise 

specified (IDC-NOS). Þrí-neikvæð 

brjóstakrabbamein eru flokkuð í 

basal-lík og Claudin low. 

 

ÞNBK er sá flokkur brjóstakrabbameina sem hefur verstar horfur og tengist það 

aukinni hættu á endurkomu (relapse) æxlisins eftir lyfjameðferð (7). Það er talið að þessi tíða 

endurkoma sjúkdóms hjá konum með ÞNBK sé m.a. vegna minni næmni fyrir lyfjameðferð 

og einnig vegna þess að þessi æxli hafa mikla tilhneigingu til að mynda meinvörp. ÞNBK eru 

líka oft með mjög mikla litningaóreglu (aneuploidy) en við það versna horfur (5). ÞNBK 

koma helst fyrir hjá ungum konum (fyrir breytingarskeið), konur af afrískum eða spænskum 

(hispanic) uppruna og konum sem lifa í fátækt (low socioeconomic class) (7). 

3.1.3) Tengsl ÞNBK við genatjáningarflokkun: Eins og sagði að ofan falla flest 

ÞNBK í genatjáningarflokk BBK (Basal-lík brjóstakrabbamein). Samsvörunin er þó ekki 

fullkomin. Um 71% af ÞNBK eru af flokki BBK, en ef litið er á flokk BBK kemur í ljós að 

um 77% af þeim falla í flokk  ÞNBK. ÞNBK eru 15% af öllum brjóstakrabbameinum og þegar 

notuð er flokkun samkvæmt genatjáningarflokki þá falla einnig um 15% af öllum 

brjóstakrabbameinum í flokk BBK (3) (8). Þegar litið er á brjóstakrabbamein sem falla í báða 

þessa flokka, svokölluð þrí-neikvæð basal-lík brjóstakrabbamein (ÞNBBK) þá telja þau 

rúmlega 11% af öllum brjóstakrabbameinum. ÞNBK hafa á síðustu árum verið flokkuð í 

nokkrar undirtegundir og má þar nefna ÞNBBK (eins og áður var nefnt) og einnig sk. 

“claudin-low” undirflokk (3). ÞNBBK tjá t.d. cytókeratín 14 (CK14), EGFR og vímentin, en 

tjá ekki  viðtakana ER, PR, og HER2/NEU, og ekki heldur CK18 né krabbameinsgenið 

BRCA1 (9) (10) (4, 8, 11).  

Brjóstakrabbamein
Flokkun

Gena tjáningu
1. Luminal A

2. Luminal B

3. HER2/NEU

4. Normal-like

5. Basal-lík

Myndgerð
1. Noninvasive carcinoma

2. Invasive carcinoma
 IDC-NOS

 Medullary carcinoma 

 Metaplastic carcinoma 

Yfirborðsprótein

1. Tjá hormóna viðtaka

2. Tjá HER2/NEU

3. Þrí-neikvæðir

Þrí-neikvæð basal-like IDC-NOS
Á við um flest krabbameinin í rannsókninni

Þrí-neikvæð

1. Basal-lík

2. Claudin low
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3.1.4) Brenglun í erfðamengi ÞNBK: BRCA1 stökkbreytingar eiga sér stað í um 

20% af ÞNBK (10), en það er mun hærri tíðni en í öðrum flokkun brjóstakrabbameina. 

BRCA1 er DNA viðgerðarprótein sem gerir við tvístrendingarbrot (double stranded breaks – 

DSB). Þegar að tjáning á BRCA1 tapast verður erfðamengið óstöðugra og samhliða því 

verður oft stökkbreyting í p53 og PTEN (12). Það eru auknar vísbendingar um að ÞNBBK séu 

nátengd göllum í BRCA1 ferlinum. Önnur gen sem eru oft stökkbreytt í ÞNBBK eru: PTEN 

(Phosphatase and tensin homolog), p53, ATM (Ataxia telangiectasia mutated), RB1 og 

KRAS. Um 42-71% af ÞNBBK oftjá týrósín kínasa viðtakann EGFR, en EGFR jákvæð 

krabbamein eru ekki jafn næm fyrir lyfjameðferð og önnur krabbamein. ÞNBK auka yfirleitt 

tjáningu PARP1(poly (ADP-ribose) polymerase 1). PARP1 er ensím sem er mikilvægt við 

viðgerðir á einstrendingarbroti (single-stranded breaks (SSB)). Ef krabbameinsfruma sem 

skortir BRCA1 er að eftirmynda erfðaefnið sitt og kemur að SSB þá myndast tvístrendings 

brot (double-stranded break DSB). Þar sem BRCA1 vantar er ekki hægt að gera við DSB 

(tvístrendinsbrot) með s.k. homologous recombination og því notar fruman s.k. non-

homologous end joining (NHEJ) viðgerð, en það veldur skemmdum í erfðamenginu (13).  

3.1.5) Basal-lík brjóstakrabbamein (BBK): Ég hef hér að ofan að mestu rætt um 

ÞNBK. En eins og rætt var um, falla flest ÞNBK saman við genatjáningarflokkin BBK. 

Rannsóknir á frumuuppruna BBK benda til að þessi krabbamein eigi uppruna í stofnfrumum 

eða forverafrumum (progenitor cells) brjóstþekjunnar (fjallað verður um stofnfrumur 

brjóstþekjunnar síðar). Þegar að basal-líkar brjóstakrabbameinsfrumur fjölga sér myndast 

bæði holhliðar-líkar þekjufrumur og basal-líkar frumur, en þetta styður einmitt þá tilgátu að 

BBK hafi stofnfrumueiginleika (9). Umritunarþátturinn FOXC2 (Forkhead box protein C2) er 

oft tjáður í BBK en þessi umritunarþáttur er einmitt tengdur stofnfrumueiginleikum. FOXC2 

örvar einnig umbreytingu þekjuvefs í bandvef (EMT) og myndun meinvarpa.  

BBK eru einnig mjög æðarík og seyta mikið af vaxtarþættinum VEGF (vascular 

endothelial growth factor) og tjá einnig vaxtarþáttarviðtakann c-MET (hepatocyte growth 

factor receptor) sem er viðtaki fyrir HGF (hepatocyte growth factor). Við súrefnisskort í 

æxlisfrumum eykst framleiðsla umritunarþáttarins HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1α) en 

HIF-1 α eykur stöðuleika mRNA  HGF og eykur þannig tjáningu próteinsins. Súrefnisskortur 

virkjar einnig umritunarþáttinn Twist en þessi umritunarþáttur eykur tjáninginu á HGF 

viðtakanum c-Met. Þannig verður aukin tjáning á bæði vaxtarþættinum HGF og viðtaka þessa 
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sama vaxtarþáttar, c-Met. Örvun á þessu vaxtarþáttarferli hefur verið tengt við virkjun á 

öðrum týrósín kínasa viðtakaferlum, svo sem EGFR. Af þessu má sjá að súrefniskortur tengist 

oft flóknu samspili örvunar ýmissa mikilvægra vaxtarþáttarferla í krabbameinsfrumunum. 

Einnig tengist þessi súrefnisskortur EMT-umbreytingu í frumunum. Það sem einnig er 

athyglisvert er að það er oft drep í þessari æxlisgerð tengt súrefnisskorti þrátt fyrir mikla 

æðamyndun (6, 14).  

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

3.2.1) EMT: EMT er flókið þroskunarferli þar sem þekjufrumur öðlast einkenni 

bandvefsfrumna. Við EMT verður meiri tjáning á N-cadherin, vímentin, Fsp1 (fibroblast 

specific protein-1 (S100A4)) og kollagen I í frumunum en tjáning á E-cadherin og Claudin 

minnkar (15-18). EMT á sér stað sem eðlilegur þáttur í fósturþroska en þetta sama ferli hefur 

einnig verið tengt við krabbamein. Þekjufrumur sem fara í EMT tileinka sér boðferla og 

svipgerðareiginleika sem eru einkennandi fyrir stofnfrumur og neural crestfrumur. Í 

krabbameinsfrumum er þetta ferli tengt ífarandi vexti frumanna, myndun meinvarpa, og 

auknu lyfjaónæmi. Bandvefsmyndun í mörgum örmyndandi sjúkdómum er einnig talin tengd 

EMT umbreytingu (18). Við EMT öðlast þekjufrumur stofnfrumueiginleika og þessi eiginleiki 

er talinn minnka svörun ónæmiskerfisins gegn þessum frumum (19). Nýlegar rannsóknir 

benda til að svokallaðar krabbameinsstofnfrumur og venjulegar þekjuvefsstofnfrumur tjái 

mörg sömu prótein og krabbameinsfrumur sem hafa farið í gegnum EMT (16). Á mynd 1 má 

sjá hvernig EMT umbreyting getur tengst framþróun æxlismyndunar (sjá mynd 1).  

Krabbameinsfrumur eru taldar fara í EMT vegna margvíslegra boða, m.a. frá 

aðliggjandi stoðvef. Dæmi um vaxtarþætti eða önnur boð sem stoðvefurinn seytir er TGF- β 

(transforming growth factor β) og bólgumiðlar af ýmsum toga. Einnig er talið að 

súrefnisskortur geti örvað EMT eins og talað var um að ofan. Þær frumur í bandvefnum sem 

geta örvað EMT eru fibroblastar sem mynda m.a. TGF-α, MSP (macrophage-stimulating 

protein) og HGF, en allir þessir þættir hafi verið tengdir við örvun á EMT í krabbameinum 

(6). Fleiri vaxtarþættir tengdir bandvef sem örva EMT eru VEGF, EGF og HGF. Þessir 

vaxtarþættir eru til staðar í bandvefnum og virkjast við niðurbrot bandvefsins (19).  NCAM 

(neural cell adhesion molecule) er eitt af fyrstu próteinunum sem eru tjáð við EMT 

umbreytingu krabbameinsfruma. NCAM eykur stöðugleika vaxtarþáttaviðtakans FGFR (FGF 

receptor). FGFR getur stuðlað að auknu frumuskriði og ífærni frumanna (20). Próteasinn 
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Mynd 1: (A) EMT: Grunnhimnan aðskilur þekjufrumur frá bandvefnum. Þekjufrumur einkennast m.a. af 

frumutengipróteininu E-cadherin. Æðar geta seytt vaxtarþáttum eins og HGF sem breytir svipgerð 

þekjufrumunnar. Við EMT fara frumur m.a. að tjá N-cadherin og S100. (B) Það eru þrjár mismunandi 

tegundir af frumum í TDLU. Vöðvaþekjufrumur liggja á grunnhimnunni og ofan á þær eru 

holhliðarþekjufrumur en sumstaðar á milli þeirra eru suprabasalfrumur sem eru taldar vera stofnfrumur 

brjóstkirtilsins. Líklega eru það suprabasal frumurnar sem verða fyrir krabbameinsbreytingum í ÞNBK. 

Krabbameinsvöxturinn veldur bandvefsbreytingum þannig að æðum, fibroblöstum og macrophögum 

fjölgar. Fibroblastanir seyta kollagen I og breyta því bandvefnum úr lausum í þéttann bandvef, einnig 

seyta þessar frumur ýmsum vaxtarþáttum. Þessar bandvefsbreytingar örva krabbameins- frumur til að 

fara í EMT. (C) ÞNBK auka tjáninguna á próteinum sem gera við SSB (einstrendingabrot) en minnka 

tjáningu próteina sem gera við DSB (tvístrendingabrot). 

 

MMP28 (matrix metalloproteinase-28) klippir E-cadherin og virkjar á sama tíma TGF-β sem 

aftur leiðir til EMT (21). Í töflu 2 má sjá dæmi um helstu þætti sem örva EMT umbreytingu. 

Nýlega hafa svokölluð microRNA stjórnarsameindir verið tengdar við EMT. miR-200 

fjölskyldan (sem inniheldur fimm mismunandi miR-sameindir) og miR-205 eru til staðar í 

þekjuvefsfrumum og eru þar taldar koma í veg fyrir EMT. Þessi microRNA hindra ZEB1 

(zinc finger E-box-binding homeobox) og ZEB2, en ZEB1 og ZEB2 hindra tjáningu E-

cadherin sem er einkennandi fyrir þekjuna. Tap á tjáningu þessara microRNA sameinda hafa 

verið tengd við EMT umbreytingu (18).  

A B

C
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Tafla 2: Helstu frumur, boðferlar, vaxtarþættir og umritunarþættir sem örva EMT  

 

3.2.2) Viðsnúningur á EMT ferlinu: Þó að það sé nokkuð auðvelt að koma 

krabbameinsfrumum í frumurækt í gegnum EMT ferlið þá er erfiðara að finna þessa svipgerð 

in vivo í æxlum (15). Talið er að krabbameinsfrumur fari ekki allar í fullmótað EMT, heldur 

fari frumurnar aðeins tímabundið í EMT og þá hugsanlega sérstaklega á mótum bandvefs og 

æxlisins (21). TGF-β getur örvað tímabundið EMT en um leið og þessi TGF-β örvun minnkar 

verður viðsnúningur á svipgerð frumanna og þær taka aftur upp þekjuvefssvipgerð. Slíkur 

viðsnúningur á EMT er kallað MET (mesenchymal to epithelial transition). Það er talið líklegt 

að slíkt tímabundið EMT eigi sér stað við meinvarpamyndun. Krabbameinsfrumurnar fari í 

EMT við ífarandi vöxt inní æðar, þær lifi af í blóðrásinni vegna EMT eiginleika en þegar að 

krabbameinsfrumurnar eru komnar í nýjan vef þá taki þær aftur upp eiginleika 

þekjuvefsfruma með því að fara í gegnum MET (6). MET umbreytingin er tengd aukinni 

tjáningu microRNA sameindanna sem nefnd voru hér að ofan (miR-200 fjölskyldan og 

miR205). 

Frumur og sameindir sem örva EMT

• Frumur
– Æðaþelsfrumur

– Fibroblastar

– Bólgufrumur

• Boðferlar
– Wnt/GSK-3β

– MAPK

– PI3K/Akt

– Hypoxia

• Vaxtarþættir
– HGF

– TGF-β1

– EGF

– FGF

• Umritunarþættir
– Snail

– Slug

– FOXC2

– Twist

 

        

3.3) Mikilvægir vaxtarþættir í ÞNBK 

3.3.1) EGFR : EGFR er týrósín kínasa viðtaki sem getur bundist nokkrum 

mismunandi bindlum og örvun á þessum viðtaka er meðal annars tengd EMT umbreytingu. 
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Þegar að EGFR tengist bindli sínum (t.d. EGF eða AREG) myndast viðtakatvennd og 

viðtakanir fosfóra hvorn annan og laða til sín Grb (growth factor receptor-bound protein) og 

SOS (son of sevenless). SOS virkjar síðan Ras, Ras virkjar Raf, Raf virkjar MAPK, MAPK 

fer inn í kjarnann og hefur áhrif á tjáningu fjölmargra gena. Eitt þessara gena sem MAPK 

örvar tjáningu á er Sprouty 2 (Spry-2). Samhliða örvun gegnum þennan flókna SOS-Ras-Raf-

MAPK feril þá örvast einng aðrir ferlar eftir EGFR virkjun. Þar má nefna týrósin kínasann 

Src, en þessi týrósin kínasi fosfórar og virkjar Spry-2. Spry-2 er hluti af bremsukerfi 

boðferilsins og hefur áhrif með því að hindra virkni SOS og dregur þar með úr áframhaldandi 

virkjun EGFR viðtakans (22). Spry-2 hefur þannig temprandi áhrif á frumufjölgun og 

frumuskrið af völdum EGF. Spry-2 kemur einnig við sögu á svipaðan hátt í boðferlum 

gegnum HGF/cMet örvun. Spry-2 dregur einnig úr greinamyndun (branching morphogenesis) 

í mörgum þekjuvefsvefjum, svo sem í lungum sem bendir til að MAPK boðleiðin sé mikilvæg 

við það ferli. Tjáning Spry-2 er talin minnka í sumum  krabbameinum og því fellur það 

hugsanlega í flokk krabbameinsbæligena (tumor supressor).  Nýlegar rannsóknir á 

Rannsóknarstofu í stofnfrumufræðum benda til að Spry-2 hindri að D492 stofnfrumulínan fari 

í EMT (óbirtar niðurstöður).  

MAPK boðferlið miðlar frumufjölgun, frumubreytingum, sérhæfingu, frumuskriði og 

lifun. Annað ferli sem örvast fer í gegnum Grb2 sem virkjar PI3K og Akt (protein kinase B - 

PKB). Þannig virkjar EGFR viðtakinn allt í senn, Src-kínasann,  PI3K og MAPK (23). Nánar 

verður fjallað um bindla EGFR viðtakans síðar. 

3.3.2) TGF-β og EMT: Þegar að TGF-β er ekki til staðar þá eru bæði E-cadherin og 

β-catenin fljótlega brotin niður þegar að fruma losnar frá þekjunni, en þegar að fruma verður 

fyrir örvun af TGF-β þá eykst stöðuleiki β-catenins en það örvar frumuna frekar til að fara í 

EMT heldur en apoptosu (24). Þetta gæti verið vegna þess að TGF-β virkjar EMT 

umritunarþætti eins og Slug sem veldur niðurbroti á E-cadherin og eykur stöðuleika β-catenin 

(25). TGF-β getur örvað tjáningu á N-cadherin með því að virkja JNK. Með því að minnka 

tjáningu á E-cadherin þá losnar fruman frá þekjunni en þegar að tjáning N-cadherin er aukin 

þá fær fruman hæfileika til að skríða inn í vefinn (26). 

3.3.3) Samband Axl og EMT: Í eðlilegum vef er tjáning týrosín kínasa viðtakans Axl 

nær eingöngu í sléttum vöðvafrumum. Sléttvöðvafrumur sem eru í blóðrásinni geta skriðið inn 

í intima æða við æðahrörnunarsjúkdóma og er hugsanlegt að það sé einmitt tengt tjáningu á 

þessum viðtaka (5, 19). Við EMT í brjóstakrabbameinum verður aukin tjáning á Axl. Þessar 
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sömu EMT frumur tjá einnig Gas6 (Growth arrest-specific 6) sem er bindillinn fyrir Axl 

viðtakann og því verður sjálfsvirkjunar hringrás. Í nýlegri grein var talið að ákveðið magn af 

Axl verði að vera til staðar til þess að krabbameinsfrumunar öðlist bandvefs-líka svipgerð, 

ífærni og myndun meinvarpa í framandi vef. Axl virkjun hefur áhrif á boðferla á borð við 

PI3K/Akt, MAPK, NF-kB, STAT og fleiri. Tjáning Axl er meiri í meinvörpum miðað við 

upphaflega krabbameinið. Það eru EMT umritunarþættirnir (sérstaklega Snail og Slug) sem 

örva tjáninguna á Axl. SDF-1 (stromal derived factor 1) er mikilvægt chemokine við myndun 

meinvarpa til lungna og beina. Eftir því sem tjáning Axl er meiri í krabbameinsfrumum því 

betri verður svörunin við SDF-1 örvaðri meinvarpamyndun. Axl er líka tjáð af 

æðaþelsfrumum í æxlum og þegar að krabbameinið myndar Gas6 þá verður hugsanlega 

samspil á milli æðamyndunar og krabbameinsins (19). Þannig er hugsanlegt að AXL-Gas6 

geti haft mikilvægt hlutverk í framþróun og meinvarpamyndun í brjóstakrabbameinum. 

     3.4) Æðar 

3.4.1) Æðamyndun: Það er algengast að æðamyndun eigi sér stað með greinamyndun 

út frá gömlum æðum. Vaxtarþátturinn VEGF örvar æðamyndun en þétt viðloðun pericyta, 

sem umlykja margar æðar getur dregið úr henni. Við greinamyndun þá snýst skautun 

æðaþelsfrumna við og frumurnar verða hreyfanlegar og ífarandi. Það verður breyting á 

frumutengjum og niðurbroti á bandvef. Æðaþelsfrumur seyta vaxtarþættinum PDGF (platelet-

derived growth factor) við þetta ferli og laða þannig til sín pericyta. Einnig virkjast EMT 

boðferlið Notch sem er nauðsynlegt við greinamyndun og frumufjölgun. Hér er Notch virkjað 

af EGF-líkum sameindum. Það má þannig ætla að við æðamyndun eigi sér stað tímabundið 

EMT sem er vel stjórnað í bæði tíma og rúmi. N-cadherin er tjáð og gerir það tengingar á milli 

æðaþelsfrumna og pericyta stöðugar. EMT umritunarþættirnir FOXC1 og FOXC2 taka þátt í 

slagæðamyndun meðal annars með því að viðhalda örvun Notch boðferilsins. Þegar að 

pericytar eru ekki til staðar í æðamyndun verður ennþá meiri æðamyndun en æðarnar verða 

þó frekar lekar og útsettar fyrir smáæðagúlum og blæðingum. Eftir að æðamyndun hefur átt 

sér stað dregur blóðflæðið úr súrefnisskorti og frumurnar hætta að mynda VEGF og 

æðamyndun stoppar (27).  

3.4.2) Æðar í krabbameinsvef: Æðamyndun er eitt einkenna krabbameins, en án 

æðanýmyndunar geta krabbamein ekki orðið stærri en 1-2mm (28). Æðanýmyndunin er 

nauðsynleg fyrir flutning næringarefna, losun úrgangsefna og æðar eru einnig flutningsleið 

krabbameinsfrumna þegar þær meinvarpast í aðra vefi líkamans. Nýlega hafa einnig vaknað 
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hugmyndir að æðaþelsfrumur geta þar að auki seytt vaxtarþáttum sem örva frumur 

krabbameinsins til að verða ífarandi og ónæmar gegn lyfjameðferð. Því er mögulegt að æðar 

skapi sérstakt umhverfi fyrir EMT og myndun meinvarpa. Á mótum bandvefsins og BBK er 

mikill æðaþéttleiki og þar má einnig sjá frumur með EMT svipgerð. (6, 18). Æðaþelsfrumur 

geta örvað EMT, frumuskiptingar og greinamyndun í þekjufrumum. Æðaþelsfrumur seyta 

meðal annars  IL-6 (interleukin 6), CXCL8 og EGF sem veldur frumuskriði og ónæmi fyrir 

tengi-háðan-stýrðan-frumudauða (anoikis). Einnig eru æðaþelsfrumur mikilvægar við að 

skapa stofnfrumuhreiður (stem cell niche) í mörgum vefjum sem nauðsynlegt er til viðhalds  

vefjastofnfrumum. Nýlega var sýnt að æðaþelsfrumur geta örvað brjóststofnfrumulínuna 

D492 til að bæði mynda greina- og EMT þyrpingar í 3D vefjarækt (6). 

 Æðaþéttleiki er skilgreindur eftir því hversu langt er á milli háræðanna í vefnum. 

Æðaþéttleiki endurspeglar ekki einungis æðamyndun æxlisins heldur einnig efnaskiptahraða 

krabbameinsins; ef efnaskiptahraðinn er mikill þá er æðaþéttleikinn meiri. Krabbamein sem 

glata p53 framleiða meira VEGF. HIF-1α tjáning eykst við tap á bæði p53 eða VHL, en HIF-

1α eykur framleiðslu VEGF (29). Eitlameinvörp eru líklegri ef æðaþéttleiki krabbameina er 

mikill (30).  

3.4.3) Pericytar: Pericytar eru stoðvefsfrumur sem auka burðargetu æða og stjórna 

lífeðlisfræði vefja með því að stýra blóðflæði. Pericytar koma meðal annars í veg fyrir 

súrefnisskort, EMT og fosfórun Met viðtakans (viðtaki HGF). Ef að pericytar eru ekki til 

staðar eykst c-Met-háð meinvarpamyndun. Þetta gerist vegna súrefnisskorts sem eykur 

framleiðslu og stöðuleika HIF1α sem aftur virkjar EMT umritunarþáttinn Twist og 

framleiðslu HGF. Æðar verða einnig lekar þegar pericytar eru ekki til staðar og þá geta 

krabbameinsfrumur átt greiðari leið inn í blóðrásina. Lekar æðar auka magn albúmins í 

krabbameinsvefnum, við það eykst osmótískur þrýstingur sem lokar fyrir æðar og veldur 

súrefnisskorti (31).   

3.4.4) Hlutverk microRNA stjórnsameinda í æðamyndun í krabbameinum: 

Nýlega var sýnt fram á að tap á tjáningu á microRNA sameindinni miR-126 komi við sögu í 

meinvarpamyndun. Í þessari rannsókn var sýnt að miR-126 hindar æðaþelsfrumur í að laðast 

að örvörpum (micrometatasis). Æðaþéttleiki æxla sem skortir miR-126 var meiri. Eitt af 

genunum sem miR-126 stjórnar tjáningu á er MERTK (C-Mer tyrosine kinase) sem er viðtaki 

bindilsins Gas6. Gas6 kom einnig við sögu í EMT eins og rætt var um að ofan, en það í 

gegnum virkjun á Axl viðtakanum. Gas6 bindillinn virðist hindra æðamyndun með því að 
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virkja MERTK en aftur a móti örvar Gas6 æðamyndun með því að bindast Axl (19, 32). Í 

gegnum flókið ferli þar sem MERTK og Gas6 koma við sögu var sýnt að æðamyndun jókst 

við tap á miR-126 (32).  

     3.5) Cadherin 

3.5.1) Cadherin: Í kaflanum um EMT hér að ofan var oft rætt um svokölluð Cadherin, 

sem mynda tengi milli fruma. E-Cadherin er eitt megineinkennisprótein þekjuvefja en önnur 

cadherin koma við sögu í öðrum vefjum. Þannig verður bæling á E-cadherin tjáningu og 

aukning á N-Cadherin tjáningu við EMT. En hvernig koma þessar Cadherin sameindir við 

sögu í tengingu milli fruma? Tengingar á milli frumna er skipt í þrjá meginflokka; gangatengi, 

þétttengi og viðloðunartengi. Viðloðunartengjum er síðan skipt í desmosome og adherens 

junctions. Cadherin/catenin eru svokölluð adherens junction prótein og tengjast þau við 

örþræði (microfilament) og hafa meðal annars áhrif á millifrumu- og innanfrumuboð. Það eru 

til margar tegundir af cadherin eins og E-, N-, VE-, P-, R-, og K-cadherin. Tenging fruma 

fyrir tilstuðan cadherina er háð kalsíum. Fjölmörg prótein koma við sögu í myndun cadherin 

og má þar nefna p120-, α-, β-, og γ-catenin (24). 

3.5.2) E-cadherin: E-cadherin (epithelial-cadherin) er eitt helsta kenniprótein 

þekjufruma. Í mörgum þekjuvefsæxlum verður tap á tjáningu E-cadherin, en slíkt tap verður 

meðal annars vegna stökkbreytinga, litningagalla, bælingar á tjáningu eða vegna þöggunar 

gegnum DNA metylaringar í stýrisvæði E-cadherin gensins (cdh1). Einnig koma microRNA 

sameindir við sögu í stjórnun á E-cadherin tjáningu, en miRNA-9 sem oft er tjáð í 

brjóstakrabbameinsfrumum bælir E-cadherin tjáningu. EGFR viðtakinn sem kemur víða við 

sögu og er eins og áður var sagt oft oftjáður í BBK, örvar endocytosu á E-cadherin 

sameindinni. Við tap á E-cadherin sameindum þá fækkar þéttitengjum og fruman tapar 

skautun sinni. β-catenin, sem venjulega er bundið E-cadherin losnar í umfrymið.  Í 

umfryminuer β-catenin merkt til niðurbrots af APC/axin/GSK3β flækjunni en mörg æxli hafa 

tapað virkni þessa niðurbrotsferlis og þá getur β-catenin ferðast inn í kjarnann og virkjað 

tjáningu fjölmargra próteina. Prótein sem β-catenin eykur tjáningu á eru: c-Myc, cyclin D1, 

cyclin D2, fibronectin, MMP7, Id2, CD44, axin-2, Tcf-1, L1-CAM, S100A4, Snail og Slug.  

Fleiri þættir virkjast við E-cadherin tap,  og má þar nefna p120-catenin sem losnar út í 

umfrymið. p120-catenin hindrar RhoA (actin stress fibers) og virkjar Rac og Cdc42, en þessi 

prótein eru mikilvæg til að stýra samsetningu actins og hefur þannig áhrif á frumutengingar 

og frumuskrið. Rac eykur þannig myndun á lamellipodia og Cdc42 eykur filopodia en bæði 
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þessi ferli koma við sögu í frumuskriði (20). HGF getur örvað myndun á E-cadherin og β-

catenins á sama tíma og það hvetur til niðurbrots á E-cadherin. HGF flytur þannig E-cadherin 

og β-catenin úr frumuhimnu til umfrymis. Verkun β-catenins er ekki svo háð stöðugleika eða 

magns þess í umfryminu heldur skiptir meira máli að β-catenin hafi farið í frumuhimnuna 

tengst við E-cadherin virkjast þar og losnað aftur frá. Ras og PI3K ferlarnir, sem eru meðal 

annars virkjaðir af EGFR, auka stöðuleika β-catenins (33). Aukin umfrymis- og kjarnatjáning 

β-catenin er til staðar í um 40% brjóstakrabbameina og hefur verið tengt við verri horfur (24).  

3.5.3) N-cadherin: N-cadherin (neural-cadherin) er viðloðunarsameind sem er 

aðallega tjáð í taugavef við venjulegar kringumstæður. Í brjóstkirtlinum eru einstakar N-

cadherin jákvæðar holhliðarþekjufrumur. Vöðvaþekjufrumur brjóstsins tjá þó einnig N-

cadherin en ekki E-cadherin. Frumutengingar sem eru miðlaðar af N-cadherin draga úr 

apoptosu (34). N-cadherin tengist við marga vaxtarþáttaviðtaka og hefur áhrif á miðlun 

boðferla. N-cadherin bindst við β-catenin og PDGFR (PDGF receptor) en virkjun á PDGFR 

miðlar frumufjölgun, sérhæfingu og frumuskriði. Tenging á milli FGFR (fibroblast growth 

factor receptor) og N-cadherin eykur stöðuleika FGFR og við það eflist MAPK boðleiðin, 

frumuskrið, seytun á MMP-próteinösum og ífærni. Þegar að N-cadherin er ekki til staðar er 

virkjun FGFR aftur á móti stutt og leiðir aðallega til frumufjölgunar (20). Þegar að N-cadherin 

er slegið niður þá minnkar einnig geta β-catenins til að virkja umritunarþætti, og er því líklegt 

að N-cadherin sé nauðsynlegt til að virkja β-catenin í frumum sem eru að fara í EMT. Af 

þessu sést að N-cadherin getur örvað EMT ferlið áfram á marga vegu. 

     3.6) S100 próteinið 

3.6.1) S100: Það eru til margar tegundir af S100 próteinum og þau hafa mismunandi 

hlutverk. Þó að S100 geti verkað utan frumu þá er aðal starfsemi þess inni í frumum. S100 eru 

prótein sem tengjast við kalsíum og miðla boðum kalsíums til annarrar markpróteina. S100 er 

talið stjórna microtubule breytingum, tengingu frumustoðgrindar við frumuhimnuna, kalsíum-

háðum boðferlum, frumufjölgun, vexti og sérhæfingu. Breyting á tjáningu S100 próteina 

verður í mörgum krabbameinum, en einnig Down´s heilkenni og í Alzheimer sjúkdómi (35). 

3.6.2) S100A4 eða Fsp1 (fibroblast-specific protein 1): er eitt meginprótein í S100 

fjölskyldunni en það eflir frumuskrið og bandvefsfrumu svipgerð. TGF-β1, PDGF og EGF 

örva öll tjáningu á S100A4/Fsp1. Þegar að S100A4/Fsp1 er yfirtjáð í gangaþekjufrumum 

nýrna minnkar tjáning viðloðunarsameinda og cytokeratina en tjáning vímentin eykst. Þetta 

eru einmitt einkenni EMT umbreytingar. Af utanfrumusameindum þá virðist kollagen I 
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(umfram önnur utanfrumuprótein) geta örvað frumur til að tjá meira magn af S100A4/Fsp1 og 

þar með hvatt til EMT (17).  

 3.6.3) S100A2: er oft bælt í krabbameinum. S100A2 er talið hindra frumuvöxt og er 

því hugsanlega krabbameinsbælandi. En S100A2 er tjáð í eðlilegum brjóstakirtli. S1004A er 

aftur á móti  oftjáð í EMT og meinvarpafrumum. S100-aldolasa tenging getur örvað flæðið í 

gegnum glycolytiska ferlið í miðtaugakerfinu en þetta er sama orkuferli og flestar 

krabbameinsfrumur nota (35, 36). Fleiri S100 sameindir koma við sögu í krabbameinsmyndun 

(35). Tjáning S100A7 og S100A15 er meiri í ER/PR neikvæðum brjóstakrabbameinum. 

S100A7 er notað til að einkenna in-situ carcinoma. Tjáning S100A7 minnkar yfirleitt í 

ífarandi krabbameinum en ef það viðhelst í ífarandi krabbameini þá bendir það til verri horfa 

(37).  

     3.7) Stofnfrumur 

3.7.1) Stofnfrumur:  Það eru margar mismunandi tegundir af illkynja frumum í 

krabbameinum sem eiga í samskiptum við hvor aðra og hafa einnig áhrif á stromaið í kring. 

Þannig að þegar að örfáar illkynja frumur mynda örvarp þá er ekki nóg að þær geti skipt sér 

endalaust því þá mundi aðeins myndast einsleitur massi frumna, heldur þurfa þær að geta 

gefið af sér margar mismunandi tegundir frumna.  Ósérhæfðar frumur sem hafa hæfileika til 

að mynda sérhæfðar dótturfrumur með mismunandi svipgerð kallast stofnfrumur.  

Það eru til þrjár megintegundir af stofnfrumum í eðlilegum vef, fóstur-, kyn-, og 

vefjastofnfrumur. Vefjastofnfrumur eru til staðar í öllum vefjum og viðhalda þar 

vefjasértækum frumum. Slíkar frumur eru til staðar í þekjuvef brjóstkirtilsins. Í hverjum 

tíðahring undirgangast  frumur brjóstkirtilsins frumufjölgun, sérhæfingu og stýrðan 

frumdauða. Vefjastofnfrumur brjóstkirtilsins viðhalda þessari hringrás og þurfa því að vera 

langlífar (6). Tíðni brjóstakrabbameina eykst með aldri og er hvert æxli mörg ár að þróast sem 

gefur til kynna að það séu langlífar stofnfrumur sem eru fyrirrennarar æxlisins. Stofnfrumum 

er stjórnað af innan og utan frumuboðum og er talið að galli í þessari stjórnun geti komið 

æxlismyndun af stað. Barneignir snemma á ævinni minnka líkurnar á brjóstakrabbameini. Ein 

skýring er að við þungun verði sérhæfing á áður ósérhæfðum frumum sem annars væru 

móttækilegar fyrir stökkbreytingum. Brjóstakrabbameinsstofnfrumur og brjóstastofnfrumur 

hafa svipaða prótein tjáningu og eru þær oft auðkenndar með flæðifrumusjágreiningu þar sem 

CD44 er hátt tjáð en CD24 er bælt (svokallaður CD44⁺/CD2 prófíll) (38). Nýlegar rannsóknir 

hafa bent til að brjóstakrabbameinsstofnfrumur hafi sérstaka tilhneigingu til að fara í EMT. 
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Tafla 3  Rauðletruð prótein aukast við EMT, grænletruð prótein minnka við EMT og 

undirstrikuð, feitletruð próteinin eru einkennandi fyrir stofnfrumur. (A) ÞNBBK hafa svipgerð 

sem einkennir EMT og stofnfrumur. ÞNBBK mynda litið af próteinum sem einkenna sérhæfðar 

frumur (CD24, Muc1 og claudin). ÞNBK skiptast í: BBK sem tjá claudin, og claudin-low sem 

mynda ekkert claudin. (B) Við EMT fækkar próteinum sem einkenna holhliðarþekjuna en 

vöðvaþekjufrumur hafa einhver einkennisprótein EMT. (C) Við EMT öðlast frumur bæði 

svipgerð stofnfrumna og bandvefsfrumna en tapar svipgerð sérhæfðarþekju. (D) Stofnfrumur 

einkennast af próteinum sem fjölga við EMT en skortir prótein sem fækka við EMT. 

B

C D

A

Eitt ferlið þar sem slíkt gæti gerst er vegna boðefnanna IL-6 og CXCL7 sem 

bandvefsstofnfrumur seyta (6).  

Það eru krabbameinsstofnfrumurnar sem viðhalda misleitni æxlisins. Þess vegna er 

mikilvægt að reyna að drepa krabbameinsstofnfrumurnar með lyfjameðferð (38). 

Umritunarþættirnir Slug og Sox9 (sex determining region Y (SRY) box 9) viðhalda 

brjóstastofnfrumum. Slug og Sox9 auka einnig líkurnar á meinvarpamyndun. Tjáning Sox9 er 

mikilvæg í brjóstaforverufrumum en Slug og Sox9 þurfa bæði að vera tjáð til að viðhalda 

brjóstastofnfrumum. Myndun á umritunarþáttunum Slug og Snail er örvuð af β-catenin, og við 

þetta eykst fjöldi stofnfruma. Þetta ferli getur átt sér stað við EMT þegar að tjáning E-

cadherin minnkar og β-catenin losnar út í umfrymið og örvar myndun Snail og Slug (33, 39).  
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Líklega eru til krabbameinsstofnfrumuhreiður (niche) nálægt æðum sem viðhalda 

stofnfrumueiginleikum í mörgum vefjum. Líklegt er að æðar veiti krabbameinsstofnfrumum 

hæfni til að lifa af og dafna eftir lyfjameðferð, en eftir slíka meðferð hafa krabbameinsfrumur 

einmitt meiri stofnfrumusvipgerð. Krabbamein með mikið af frumum með 

stofnfrumusvipgerð eru með meiri æðamyndun og þau seyta meira af æðamyndandi efnum 

eins og VEGF og SDF-1 (40). Brjóstakrabbameinsfrumur sem finnast í blóðrás eru með 

stofnfrumusvipgerðina CD44⁺/CD24⁻, sem bendir til að það séu krabbameinsstofnfrumur sem 

ferðist um og geti myndað meinvörp (18). 

 

 

3.7.2) D492 brjóstastofnfrumulínan: Brjóstkirtilinn er gerður úr bæði 

holhliðaþekjufrumum sem snúa að holinu og vöðvaþekjufrumum sem liggja á grunnhimnunni. 

Holhliðarþekjufrumur tjá CK8, CK18 og CK19, Muc1, EpCAM, occludin og claudin en 

vöðvaþekjufrumurnar tjá beta4-integrin, Thy-1 alfa-SMA, CK5, 14 og 17. Svokallaðar 

suprabasalfrumur eru líklega stofnfrumur brjóstkirtilsins. Þessar frumur eru hvorki í snertingu 

við holið né grunnhimnuna. D492 er mennsk suprabasalfrumulína sem gerð var ódauðleg með 

retróveiru sýkingu á genunum E6 og E7 (E6 og E7 óvirkjar p53 og RB) úr HPV16(41). Þessi 

frumulína tjáir prótein einkennandi fyrir holhliðarþekjufrumur (EpCAM og CK19) og 

vöðvaþekjufrumur (CK14), en ekki Muc1 sem er einkennandi fyrir sérhæfðar þekjufrumur. 

D492 getur einnig sérhæfst bæði í holhliðarþekjufrumur og vöðvaþekjufrumur. D492 

frumulínan hefur þann mikilvæga eiginleika að mynda TDLU-líka strúktúra í 3D vefjarækt 

þar sem bæði myndast holhliðarþekjufrumur og vöðvaþekjufrumur (6). Nýlega sýndi 

rannsóknarstofan að æðaþelsfrumur  geta hvatt D492 frumur til að fara í EMT og  mynda 

spólulagaþyrpingar í 3D ræktunum, meðal annars með því að seyta HGF. Um 20% af D492 

frumum í rækt viðhalda stofnfrumuprófílnum CD44⁺/CD24⁻, en þessum frumum fjölgar við 

EMT. D492 líkist því að mörgu leyti ÞNBK, en slík æxli eru einmitt rík af frumum með 

stofnfrumusvipgerð og eru því D492 frumur ágætt módel fyrir ÞNBK EMT in vitro (6).  

 

     3.8) EGFR viðtakabindlar 

3.8.1) EGF: EGF, TGF-α, 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 aðeins við EGFR viðtakann, en við það getur EGFR myndað einsleita eða 

misleitar viðtakatvenndir með öðrum tegundum af EGF-fjölskyldunni, svokölluðum ErbB 

viðtökum. EGFR ásamt öðrum ErbB viðtökum gegna lykilhlutverki í myndun meinvarpa, 

æxlisvexti, frumufjölgun og lyfjaónæmi (43). EGF bindillinn hvetur einnig til EMT, en EMT 

þarf að öllum líkindum einnig aðra vaxtarþætti eins og TGF-β1. Framleiðsla á kollagen I 

minnkar við örvun frá EGF, en það er áhugavert þar sem kollagen I örvar einnig EMT. EGF 

hjálpar einnig frumum að vaxa í mjúkagar, sem bendir til stofnfrumueiginleika. Í frumurækt 

er TGF-β1 vaxtarbælandi en þetta snýst við þegar frumurnar fá samhliða boð gegnum EGFR 

frá EGF (17). Þegar að magn EGFR eða EGF er aukið  í höfuð- og hálskrabbameinum, þá 

verður aukin tjáning á stofnfrumupróteinun, svo sem CD44, BMI-1, NANOG, CXCR4 og 

SDF-1. Því hafa margir talið að hægt sé draga úr krabbameinsstofnfrumueiginleikum með 

lyfinu Gefintib sem er sérhæfður smásameindahindri á EGFR viðtakann. Í eðlilegum vef örvar 

EGFR vefjastofnfrumur til að skipta sér en eftir að forverufrumurnar myndast þá minnkar eða 

hverfur tjáning þessara viðtaka. EGFRvIII er stökkbreytur EGFR viðtaki sem er stanslaust 

virkur og er til staðar í sumum illkynja krabbameinum í mismunandi vefjum. Talið er að áhrif 

EGFR á stofnfrumueigileika sé allavegana að hluta til miðlaður í gegnum PI3K/Akt 

boðleiðina. PI3K/Akt boðleiðin hefur áhrif á frumuskiptingar, ífærni og lyfjaónæmi (43).  

Brjóstakrabbamein sem tjá EGFR eru ónæmari fyrir lyfjameðferð, fá hraðar 

endurkomu æxlis eftir meðferð og eru líklegri til að mynda meinvörp, þá sérstaklega í lungum 

og heila. EGFR viðtakanir geta örvað tjáningu Snail, Slug, MMP2 og MMP9 en þetta eykur 

frumuskrið og EMT svipgerð. Allir bindlar EGFR eru til að byrja með, bundin við 

frumuhimnuna en eru síðan klipptir af ensíminu ADAM17 (44). Þegar að hyaluronan tengist 

við kollagen þá dregur það úr EGFR-háðu EMT (45, 46). 

3.8.2) AREG (amphiregulin):  Á kynþroskaárum er AREG mikilvægasti EFGR 

bindillinn í brjóstakirtli kvenna. AREG veldur myndun á svokölluðu terminal end bud (TEB) 

og lengingu á brjóstagöngunum. AREG örvar frumufjölgun í gegnum MAP kínasa boðleiðina 

og örvar einnig myndun á meira AREG (47). AREG eykur stöðuleika EGFR og flytur EGFR 

viðtakann í frumuhimnuna. Þegar AREG er hindraður minnkar hæfni frumanna til að vaxa 

ífarandi í 3D Matrigel frumurækt. Þegar að BRCA1 eða p53 er stökkbreytt, eins og í ÞNBK, 

þá eykst myndun AREG (48, 49). AREG bindst við heparin sem tengist heparan sulphate 

proteoglycan á yfirborði fruma og gæti þetta verið ein ástæða fyrir mismunandi áhrifum 

AREG og EGF. AREG getur örvað myndun á sameindum sem tengist bólguviðbragði eins og 

IL-8, IL-6, GM-CSF. AREG eykur einnig framleiðslu á niðurbrotsensímunum MMP-2, 
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MMP-9, uPA, EMMPRIN og PAI-1. AREG getur einnig valdið minnkaðri tjáningu á E-

cadherin (48). Þegar konur eru óléttar eða nýbúnar að eiga þá er AREG í lágmarki. Þetta gæti 

gefið til kynna að AREG komi við sögu í krabbameinsmyndun þar sem barneignir minnka 

líkurnar á brjóstakrabbameini. AREG og EGFR virðast stjórna myndun ganga frekar en 

kirtilberja. Í nýrnaþekju hefur verið sýnt að hindrun á PIK3 boðleiðinni hindar greinamyndun 

en stuðlar að  lengingu ganga en ef MAPK boðleiðin er hindruð hefur það aðeins áhrif á 

greinamyndun (50). Amphiregulin hefur einnig áhrif á WNT og Notch boðferlana en það 

miðlar sennilega áhrifum á frumuskrið og ífærni (51).  

     3.9) Önnur áhugaverð prótein 

3.9.1) Claudin: Claudin er þétttengja-prótein sem stjórnar gegndræpi á milli frumna. 

Claudin stjórnar meðal annars frumuskiptingum og ýmsu í svipgerð fruma. Claudin tengist 

við actin í gegnum ZO-1 og 2. Bólga minnkar claudin en þessi minnkaða tjáning miðlar auknu 

gegndræpi milli fruma sem sést í almennum bólguferlum. Interferon γ, TNF og IL-13 eru 

dæmi um bólgumiðla sem draga úr claudin myndun og örva þannig gegndræpið. EMT 

umritunarþátturinn SNAIL dregur einnig úr tjáningu á claudin. Krabbameinsfrumur hafa 

yfirleitt brengluð þétttengi ásamt minnkaðri sérhæfingu og skautun (52). Í 

brjóstakrabbameinum eru claudin1 og 7 yfirleitt minnkuð en claudin 3 og 4 aukin. 

Undirtegundin af ÞNBK sem hefur mesta EMT og stofnfrumu svipgerð er claudin-low 

brjóstakrabbamein sem hafa enga tjáningu á claudin 3, 4 og 7 (52).  

3.9.2) Kollagen: Kollagen I veldur EMT í brjóstaþekju með því að hafa áhrif á integrin, 

PI3K, Rac1 og JNK (21). Kollagen I hindrar sérhæfingu en eykur frumufjölgun og tjáningu 

stofnfrumupróteina í þarmakrabbameinum og eru áhrifin  líklega miðluð í gegnum 

α2β1integrin (53).       

      3.10) Markmið rannsóknar 

Rannsóknarstofan í stofnfrumufræðum hefur nýlega sýnt fram á að æðaþelsfrumur geti 

hvatt til EMT í in vitro módelum. Til þess að kanna frekar hugsanlegt hlutverk æðaþelsfruma 

í brjóstakrabbameinum þá rannsökuðum við tuttugu mennsk ÞNBK. ÞNBK hafa bæði mikinn 

æðaþéttleika og svipgerð EMT og því ágætt módel til að skoða hugsanleg tengsl EMT við 

æðaþelsfrumur. Við vildum því í fyrri hluta verkefnisins kanna hvort að EMT ætti sér 

aðallega stað nálægt æðum en við gerðum það með því að mótefnalita fyrir æðaþelsfrumum 
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(CD31), frumum með þekjuvefssvipgerð (E-cadherin) og bandvefssvipgerð (N-cadherin og 

S100).  

EGFR sem er viðtaki bindlanna AREG og EGF er oft oftjáður í ÞNBK. Við vildum í 

síðari hluta verkefnisins skoða áhrif EGF bindlanna AREG og EGF in vitro á 

brjóstastofnfrumulínuna D492. D492 líkist að mörgu leyti ÞNBK og er því ágætt módel fyrir 

ÞNBK. Við vildum sértækt kanna áhrif EGF og AREG á: EMT, greinamyndun og 

stofnfrumusvipgerð í þrívíðum ræktunum. 
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4) Efni og Aðferðir 

D492 frumulínan var ræktuð í 50ml monolayer ræktunarbökkum sem voru húðaðar með 

kollagen I. Frumurnar fengu 5ml af æti á tveggja til þriggja daga fresti. Frumunar voru 

ræktaðar á þrennskonar æti:  

I. D492 sem fengu H14 æti án EGF (æti án nokkurra EGF bindla) (Kallað H14-EGF)  

II. D492 sem fegnu H14 æti (H14 æti inniheldur EGF) (kallað H14)  

III. D492 sem fengu H14 æti án EGF en með amphiregulini (kallað H15).  

H14 ætið var með DMEM/F-12 (1:1) ásamt Penicillin/Streptomycin, en H14 inniheldur 

einnig: insúlin (0,5 µg/ml), transferrin (5µg/ml), EGF (5µg/ml), Na-selenite (10µg/ml), 

Estradíól (10µg/ml ), hydrocortisol (10µg/ml) og prolactin (10µg/ml). Styrkur amphiregulins í 

H15 ætinu var til að byrja með 80ng/ml en síðan var það minnkað í 60ng/ml. Styrkurinn á 

AREG var valinn vegna þess að hann jók frumufjölgun D492 í monolayer rækt jafn mikið og 

EGF styrkurinn, sem var notaður í tilrauninni. 

D492 á H14 æti og H14 án EGF en með AREG voru ræktar í þríviðri rækt úr 300µl af 

kollageni. Það voru 10.000 frumur sem fóru í hvora ræktina. Þeim var gefið 0,5ml af æti til að 

byrja með en síðan var því breytt í 1ml fjórum dögum seinna.   

D492 frumulínurnar sem höfðu verið ræktaðar á AREG, EGF eða hvorki EGF né AREG í 

tæplega einn og hálfan mánuð voru settar í Matrigel 3D rækt. Í Matrigeli voru 10.000 frumur 

af hvorri línunni settar í sinn hvorn brunninn og öllum gefið H14 æti ásamt 2% Matrigeli. 500 

frumur úr þessum frumulínum voru ræktaðar ásamt 10.000 æðaþelsfrumum í Matrigel og 

fengu ætið EGM5 ásamt 5% FBS (fetal bovine serum). Í EGM5 eru efnin: hydrocortisone, 

bFGF, VEGF, IGFR3, Heparin og C-vítamín. 

Umsáning fruma: Nýjar ræktunarflöskur voru húðaðar með kollagen I. 1ml af trypsini var 

sett á frumurnar til að leysa þær upp. Frumurnar voru settar í skilvindu við 2000rpm í 3mín. 

Frumurnar voru settar í nýju ræktunarflöskurnar með fjöldi frumna 1:20 til 1:4 miðað við 

upphaflega fjöldann.  

Mótefnalitun:  5-7ml af metanól við -20°C var sett á frumurnar til að fixera og frumurnar 

geymdar inni í frysti í 5mín. Eftir það var metanólið sogað af og hreinsað með PBS. 1ml af 

sermi var blandað út í 9ml af PBS. PBS+Sermi var sett á hvern reit í 30mín. 100µl af 

PBS+sermi var blandað við primary mótefni. 50µl af mótefni PBS+sermi var sett á hvern reit 
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í 30mín. Síðan voru reitirnir skolaðir með PBS. 500µL af sermi+PBS var blandað í ependorff 

glös og þynningarnar voru 1:1000 fyrir öll secondary mótefnin. 50µ af sermi+PBS+secondary 

mótefni voru sett á hvern reit í 30mín. Síðan voru reitirnir skolaðir með PBS. Kjarnaliturinn 

var blandaður í PBS 1:500 og síðan voru settir 50µL á hvern reit í 15mín. Eftir það var aftur 

hreinsað með PBS en síðan vatni og látið þorna.  

 Smásjárskoðun og myndataka á mótefnalituðum frumum: Myndir voru teknar með LSM 

5 Pascal Axioskop 2 mot plus smásjá með RT color myndavél. Myndirnar voru greindar með 

Pascal LSM 510 forritinu. 

 Mótefnalitun á meinafræðisýnum: Vefjasýnin voru til að byrja með í formalíni. Tissue-Tek 

VIP skolaði formalínið af og sett var heitt parafin á vefjasýnin í staðinn. Þá voru skornar um 

3-4µm þykkar sneiðar af vefjasýnum. Sneiðarnar voru settar í hitaskáp til að festa sýnin. 

Parafinið var fjarlægt með xyelene sem leysir það upp eftir að parafinið hefur verið brætt í 

hitaofni tvisvar sinnum í fimm mínútur, síðan er það látið þorna og gufa upp tvisvar sinnum 

fimm mínútur í alcoholi. Alcoholið leysti upp xylene. Alcoholið var skolað af með vatni. Það 

var opnað fyrir hulin bindiset (methylene brýr) með því að setja sneiðarnar í buffer pH9 og 

hitabað sem er um 100°C. Autostainer Link 48 (EnVision TM FLEX, High pH code K500 

Dako) skolaði sneiðarnar í vetnisperoxiði á undan til að óvirkja peroxidasa ensímin sem eru í 

vefnum, þetta var gert í fimm mínútur. Autistainer Link 48 setti primary mótefni á í 30mín. 

Síðan setti það á secondary mótefni sem innhalda bæði mótefni gegn kanínu og músa mótefni 

og þessi secondary mótefni eru bundin við peroxidasa. Secondary mótefnin voru á sneiðunum 

í 20mín. Næsta skref var litun með DAB (diaminobenzodine) ásamt peroxiði í 10mín, og þá 

myndast brúnn litur ásamt vatni þar sem peroxidasar eru til staðar á sýnunum. Primary 

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

Brjóstakrabbameinssýni: Þetta voru samtals 20 ÞNBK úr sýnum sjúklinga í safni 

meinafræðideildar. Það voru teknar níu myndir af hverju krabbameini sem var skipt í svæði 

þannig að þrjár myndir voru teknar af miklum æðaþéttkeika, þrjár af litlum æðaþéttleika og 

þrjár af N-cadherin jákvæðum frumum, síðan var styrkur hinna mótefnalitanna metnar út frá 

þessum svæðum. Styrkur mótefnalitanna var reiknaður með forritinu ImageJ (30, 54) til að 

komast hjá mannlegum mistökum, en það réð ekki við veiku tjáningu N-cadherin. N-cadherin 

styrkurinn var metin af tveim sérfræðingum í vefjasýnum en þeir voru ómeðvitaðir um 

æðaþéttleikann í sýnunum sem þeir voru að meta, það var gert til að koma í veg fyrir 

hlutdrægar niðurstöður. Tölvufræðin var reiknuð sem correlation með forritinu SAS. Öll 
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persónuauðkenni sjúklinga voru fjarlægð áður en sýni voru fengin og þurfti því ekki upplýst 

samþykki sjúklinganna. 
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Mynd 2: (A) ÞNBK sem hefur verið mótefnalitað fyrir CD31, E-cadherin, N-cadherin og S100. High eru 

myndir með mikinn æðaþéttleika, Low eru myndir með litlum æðaþéttleika og N-cad+ eru svæði með N-

cadherin tjáningu. (B og C) Gröfin eru fengin af svæðum með litlum og miklum æðaþéttleika (High og 

Low). Eftir því sem æðaþéttleikinn varð meiri því minni varð E-cadherin (rho=-5,2765 og ρ<0,0001) og 

S100 (rho=-40343 og ρ<0,0001) tjáningin. (D) Grafið er af svæðum með N-cadherin tjáningu (N-cad+) og 

eftir því sem N-cadherin styrkurinn varð meiri þá jókst tjáning S100 (rho=0,35682 og ρ=0,0051). 
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5) Niðurstöður 

5.1) Tengsl æðaþéttleika við valin kenniprótein þekjuvefs og bandvefs í ÞNBK: Við 

vildum meta EMT svipgerð æxlisfruma nálægt æðum í tuttugu mennskum ÞNBK. Sneiðar úr 

æxlisvef voru mótefnalitaðar með mótefnun gegn CD31, E-cadherin, N-cadherin og S100. 

CD31 var notað til að bera kennsl á æðar en tjáning hinna próteinanna breytast við EMT 

umbreytingu, E-cadherin tjáning minnkar en S100 og N-cadherin tjáning eykst. Til að byrja 

með voru skoðaðar niðurstöður úr svæðum með miklum og litlum æðaþéttleika. E-cadherin 

tjáning minnkaði marktækt eftir því sem æðaþéttleikinn varð meiri (rho=-5,2765 og 

ρ<0,0001) eins og sjá  má mynd 2B þar sem búið er að meta magn tjáningar á viðkomandi 
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Mynd 3: Myndir úr mismunandi  ÞNBKum. Bandvefsfrumur sem tjá N-cadherin en ekki E-cadherin   

 

einkennispróteinum með hjálp myndvinnsluforrits. Samkvæmt þessum niðurstöðum þá styður 

þetta að öfugt samhengi geti verið milli tjáningar E-cadherins í æxlisfrumum og nálægðar við 

æðaþelsfrumur. Við könnuðum næst samband æðaþéttleika og tjáningar á EMT 

svipgerðarpróteininu S100. Öfugt við það sem við reiknuðum með þá var einnig öfugt 

samhengi milli æðaþéttleika og S100 tjáningar (rho=-40343 og ρ<0,0001) eins og sjá má á 

mynd 2 C.  

Næst skoðuðum við samband æðaþéttleika og tjáningar á EMT svipgerðarpróteininu N-

cadherin. N-Cadherin tjáning í þessu safni ÞNBK sýna var almennt mjög lítil og kom það 

mjög á óvart, enda margar rannsóknir sýnt að N-cadherin er talsvert tjáð í ÞNBK.  Ekkert 

marktækt samband fannst á milli N-cadherin og æðaþéttleika (rho=0,00907 og ρ=0,9217), en 

erfitt er að meta áreiðanleika vegna lítillar tjáningar. Einnig voru teknar myndir af N-cadherin 

jákvæðum frumum en þær voru ekki endilega í æxlinu og voru því ekki með í útreikningunum 

hér að ofan. Niðurstöður úr N-cadherin jákvæðu svæðinu sýndu að styrkur S100 varð meiri 

eftir því sem styrkur N-cadherin jókst (rho=0,35682 og ρ=0,0051) (mynd 2 D). Það var ekkert 

samband á milli N-cadherin og E-cadherin tjáningar (rho=0,01506 og ρ=0,9091), né N-
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Mynd 4: EGF⁻/AREG⁺ frumunar tjá mest CK19. EGF⁺/AREG⁻ eru ílangar, dreyfðar og með E-cadherin 

tjáningu aðalega nálægt kjarnanum. EGF⁻/AREG⁺  og EGF⁻/AREG⁻ tjá aðalega E-cadherin á milli 

frumnanna en einnig er einhver E-cadherin tjáning nálægt kjarnanum í EGF⁻/AREG⁺ frumunum. 

EGF⁺/AREG⁻
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁻/AREG⁻
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁻/AREG⁻
E-cadherin rautt

EGF⁺/AREG⁻
E-cadherin rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
E-cadherin rautt

cadherin og CD31 tjáningar (rho=-0,04943 og ρ=0,7076). Í þessum krabbameinum voru það 

yfirleitt eðlilegar frumur með þekjuvefsútlit sem voru mest áberandi N-cadherin jákvæðar en 

þessar frumur voru einnig E-cadherin jákvæðar. Hinsvegar kom í ljós þegar 

krabbameinstengdi bandvefurinn var skoðaður betur að þá sáust oft spólulaga bandvefsfrumur 

með veika N-cadherin en enga E-cadherin tjáningu nálægt háræðum. (mynd 3).  

5.2) Áhrif EGFR bindlanna EGF og AREG á brjóstastofnufrumulínuna D492: D492 er 

brjóstfrumulína, einangruð úr suprabasalfrumu og gerð ódauðleg með E6 og E7(41). Við 

ræktuðum D492 bæði í monolayer og 3D geli og skoðuðum EMT og greinamyndun eftir 

ræktanir í æti með mismundandi EGF bindlum. (EGF og/eða AREG). Við gerðum ýmsar 

tilraunir með þessar ræktir undir mismunandi kringumstæðum. Taka verður fram að einungis 

má líta á þetta sem forniðurstöður sem kanna þarf frekar á rannsóknarstofunni með 

endurteknum tilraunum og frekari svipgerðargreiningum. Slíkar forniðurstöður sem þessar 



33 
 

Mynd 5: Β4-integrin gefur til kynna að það sé meira skipulag á EGF⁻/AREG⁺ frumunum miðað við 

EGF⁺/AREG⁻ frumurnar. EGF⁻/AREG⁺ frumurnar tjá aftur fleiri frumur sem eru bæði jákvæðar fyrir CK14 

og CK19. Tjáning E-cadherin er mest í EGF⁺/AREG⁻ frumunum en hún er bæði í frumuhimnunni og í 

umfryminu.  

EGF⁺/AREG⁻
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁺/AREG⁻
Β4-integrin grænnt

EGF⁺/AREG⁻
E-cadherin

EGF⁻/AREG⁺ 
Β4-integrin grænnt

EGF⁻/AREG⁺ 
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
E-cadherin

geta nýst til að setja upp nýjar rannsóknarspurningar í þessu in vitro brjóstaræktunarmódeli.  

Í fyrstu ákváðum við að kanna áhrif formeðhöndlunar með mismunandi EGF bindlum 

á D492 frumulínuna. Þannig ræktuðum við lengi í hefðbundinni tvívíðri frumurækt D492 og 

fengum þannig þrjár mismundandi undirlínur, ein undirlínan fékk æti með hvorki EGF né 

AREG (EGF⁻/AREG⁻), önnur fékk æti með EGF (EGF⁺/AREG⁻) og síðasta línan fékk æti 

með AREG (EGF⁻/AREG⁺).  

5.2.1) Mótefnalitun eftir þrjá daga: Eftir þrjá daga í tvívíðri rækt voru þessar 

undirlínur litaðar með mótefnum gegn einkennispróteinum EMT- og stofnfrumna  (CK14, 

CK19, β4-integrin og E-cadherin). EGF⁻/AREG⁺ línan var mest jákvæð fyrir bæði CK14 og 
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Mynd 6: Frumurnar í eyjunum virðast vera að fara í EMT. Þær minnka tjáninguna á 

frumutengipróteinum sem einkenna þekjuna en auka tjáninguna á vímentin. Frumunar hætta að tjá 

EGFR en það er samt einhver Spry-2 tjáning sem bendir til að boðferlar EGFR séu virkir. Þessar frumur 

mynda sjalfar eitthvað af AREG.  

EGF⁺/AREG⁻
Β4-integrin grænnt, Spry-2 rautt

EGF⁺/AREG⁻
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁺/AREG⁻
Claudin4 grænnt, Occludin rautt

EGF⁺/AREG⁻
E-cadherin grænnt, β-catenin rautt

EGF⁺/AREG⁻
Vímentin grænnt, EGFR rautt

EGF⁺/AREG⁻
AREG grænnt

CK19 en EGF⁺/AREG⁻ línan var með álika mikla tjáningu á þessum tveim próteinum og 

EGF⁻/AREG⁺ línan.  EGF⁻/AREG⁻ frumurnar mynduðu lítið af CK19. Nokkur munur var á 

útliti frumanna í ræktunarflöskunum. EGF⁻/AREG⁻ og EGF⁻/AREG⁺ frumurnar mynduðu, 

þyrpingar af samþjöppuðum frumum en aftur á móti dreifðu EGF⁺/AREG⁻ frumurnar frekar 

úr sér. E-cadherin tjáning EGF⁻/AREG⁻ fruma var aðallega á milli fruma sem bendir til að E-

cadherin sé virkt sem millifrumutengi . Staðsetning E-cadherin var heldur nálægt kjörnum í 

dreifðum frumum í bæði EGF⁻/AREG⁺ og EGF⁺/AREG⁻ línunum, en það voru þó fleiri 

dreifðar frumur í EGF⁺/AREG⁻ línunni (mynd 4). 

 5.2.2) Mótefnalitun eftir sex daga: Eftir sex daga í rækt, þá voru EGF⁺/AREG⁻ og 

EGF⁻/AREG⁺ línunar orðnar þéttar en ekki EGF⁻/AREG⁻ línan. Þá voru EGF⁺/AREG⁻ og 

EGF⁻/AREG⁺ mótefnalituð fyrir sömu mótefnum og seinast (CK14, CK19, β-integrin og E-

cadherin). Sambærilegar niðurstöður fengust varðandi tjáningu CK14 og CK19. β-integrin 
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Mynd 7: Það myndast líka eitthvað af eyjum en þær eru færri. Þessari frumulínu var gefið EGF æti 

seinustu 4 dagana vegna þess að AREG kláraðist og gæti það haft áhrif á fjölda fruma sem fara í 

EMT.  

EGF⁻/AREG⁺ 
Negative control

EGF⁻/AREG⁺ 
Β4-integrin grænnt, Spry-2 rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
CK14 grænnt, CK19 rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
Claudin4 grænnt, Occludin rautt

EGF⁻/AREG⁺ 
E-cadherin rautt, β-catenin grænnt

EGF⁻/AREG⁺ 
Vímentin grænnt, EGFR rautt

litunin sýndi að það væri skipulag í uppröðun EGF⁻/AREG⁺ en minna skipulag í 

EGF⁺/AREG⁻.  E-cadherin tjáning EGF⁺/AREG⁻ var heldur meiri en EGF⁻/AREG⁺ og það 

var staðsett bæði á milli fruma og í umfryminu (mynd 5).  

5.2.3) Þéttar frumur með EMT svipgerð: Við mótefnalituðum frumulínurnar 

EGF⁻/AREG⁺ og EGF⁺/AREG⁻ rúmlega viku eftir að hún var orðin svo þétt að frumur voru 

farnar að vaxa ofan á hvor annarri. Mótefnalitun leiddi í ljós að EGF⁺/AREG⁻ var farið að 

mynda nokkurskonar frumueyjar í ræktinni en eyjarnar voru miklu færri í  EGF⁻/AREG⁺ 

línunni (mynd 6 og 7). Það var litað fyrir AREG, CK14, CK19, β4-integrin, Spry-2, β-catenin, 

E-cadherin, Claudin4, Occludin, vímentin og EGFR. Frumurnar í kringum eyjarnar tjáðu 

AREG, CK14, CK19, β4-integrin, Spry-2, β-catenin, E-cadherin, Claudin4, Occludin og 

EGFR, en þetta eru prótein sem sjást mikið í þessari frumulínu. Frumueyjarnar aftur á móti 

sýndu enga tjáningu á β4-integrin, Occludin,  E-cadherin og EGFR. Tjáning β-catenin, 

Claudin4 og Spry-2 var aðalega nálægt kjörnum. Frumurnar í eyjunum tjáðu annað hvort 
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Mynd 8: Næstum allar frumunar í 

EGF⁺/AREG⁻ og EGF⁻/AREG⁺ 

línunum voru dauðar á 9. degi. Á 

10. degi var þeim skipt upp og 

gefið nýtt æti. Það lifðu engar 

EGF⁻/AREG⁺ frumur af en 

EGF⁺/AREG⁻  frumununar sem lifðu 

af fóru ekki að skipta sér fyrr en 

dauðu frumurnar voru fjarlægðar. 

Til að byrja með voru frumunar  

sem lifðu af spólulaga. En eftir að 

hafa verið 9 daga í rækt voru 

frumunar aftur orðnar eins og 

þekjufrumur sem bendir til að það 

hafi orðið MET eða/og að þetta 

hafi verið stofnfrumur sem hafa 

bæði geta gefið af sér þekjufrumur 

og spólulaga frumur. 

CK14 eða CK19 en áberandi var að tjáning EMT próteinsins vímentins jókst í eyjunum.  

Frumurnar umhverfis eyjarnar tjáðu yfirleitt Spry-2 nema þær sem voru næstar eyjunum.   

 5.2.4) Frumurnar sem urðu fyrir næringarskorti: Krabbameinsfrumur sem lifa af 

lyfjameðferð eru taldar hafa fengið EMT og stofnfrumueiginleika. Við vildum því athuga 

hvort EGF⁻/AREG⁺ eða EGF⁺/AREG⁻ línan lifði frekar af næringarskort í tvívíðri rækt, en 

slíkt gæti gefið til kynna að stofnfrumur væru til staðar. Tíu daga eftir að skipt var um æti á 

EGF⁻/AREG⁺ og EGF⁺/AREG⁻ leit allt út fyrir að vera dautt í ræktunum. Þá var 

frumulínunum skipt upp og settar í monolayer rækt með nýju æti sem var ekki húðað með 

kollageni I til að gera lífskilyrði frumanna verri. Daginn eftir voru engar lifandi frumur úr 

EGF⁻/AREG⁺ línunni en  

 

 

nokkrar úr EGF⁺/AREG⁻ línunni. Þessar fáu frumur 

EGF⁺/AREG⁻ undirlínunnar sem lifðu af fóru ekki að fjölga 

sér fyrstu tvo dagana eftir að þeim var skipt upp, þrátt fyrir að hafa fengið nýtt æti. En þegar 

að við fjarlægðum dauðu frumurnar þá fóru þær loksins að skipta sér (mynd 8).  

5.2.5) Kollagen I rækt: Næst könnuðum við hvernig undirlínurnar EGF⁻/AREG⁺ og 

EGF⁺/AREG⁻  sem höfðu lifað af ræktina mynd vaxa í 3D kollagen-I geli. Í þessari rækt 

fengu EGF⁻/AREG⁺  frumunar æti með AREG en EGF⁺/AREG⁻  frumunar æti með EGF. 

Eftir rúmlega 18 daga höfðu frumurnar á AREG ætinu myndað nokkuð sem minnti á TDLU. 

EGF⁺/AREG⁻
Dagur 9

EGF⁺/AREG⁻
Dagur 11

EGF⁺/AREG⁻
Dagur 12

EGF⁺/AREG⁻
Dagur 15

EGF⁺/AREG⁻
Dagur 18

EGF⁻/AREG⁺ 
Dagur 11
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Mynd 9: Þegar að D492 frumunar voru ræktaðar í kollagen I rækt með æti sem innihélt EGF þá 

urðu aðalega til dreifðar frumur sem bendir til EMT. En þegar að D492 frumurnar voru ræktaðar í 

æti með AREG þá myndast frekar TDLU-líkir strúktúrar.  

Frumurnar í æti með EGF voru flestar dreifðar þó að einstaka strúktúrar hafi myndast sem 

höfðu útlit TDLU (mynd 9). Þetta gæti bent til að þær frumur sem hefðu lifað af í AREG 

ætinu hefðu meiri eðlilega stofnfrumusvipgerð á meðan að þær sem lifðu af í EGF æti hefðu 

frekar tilhneigingu til að mynda stakar ífarandi frumur. Þá væri mjög áhugavert að kanna 

hvort þessar stöku frumur hefðu EMT svipgerð en ekki tókst að lita þær í þessu 

rannsóknarverkefni.  

 

 5.2.6) Matrigel rækt: Þegar að frumulínunar EGF⁺/AREG⁻, EGF⁻/AREG⁺ og 

EGF⁻/AREG⁻ höfðu verið ræktaðar í monolayer í um einn og hálfan mánuð, vildum við 

athuga áhrif þessarar formeðhöndlunar á getu frumanna til að mynda mismunandi strúktúra í 

3D vefjarækt í hefðbundnu geli, svokallað Matrigel.  Matrigel ræktununum var skipt í sex 

flokka. Þrjár ræktanir þar sem hver af formeðhöndluðu frumunum (500 slíkar 

formeðhöndlaðar D492 frumur) var sett í samrækt með  æðaþelsfrumum (10
4
 æðeþelsfrumur). 

Allar æðþelssamræktir krefjast þess að nota æðaþelsætið EGM5 5% FBS (fetal bovine 

serum). Einnig voru settar upp þrjár sambærilegir ræktir án æðaþels með hinum mismundandi 

formeðhöndluðu D492 frumum. Í þessum ræktunu voru 10
4
 D429 frumur ræktaðar í 

hefðbundnu H14 ásamt 2% Matrigeli. Frumurnar sem voru ræktaðar án æðaþels mynduðu 

engar þyrpingar. Hins vegar mynduðu frumurnar sem  

EGF⁺/AREG⁻ EGF⁺/AREG⁻

EGF⁻/AREG⁺ EGF⁻/AREG⁺
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Mynd 10: 10x stækkun af 

EGF⁻/AREG⁻ frumulínunni. Þær 

mynda aðalega kúlulaga strúktúra 

sem verða ekki mjög stórir. Það 

mynduðust engar EMT þyrpingar 

sem bendir til að EGF og AREG séu 

ábyrgir fyrir EMT.  

Mynd 11: 10x stækkun af 

EGF⁺/AREG⁻ frumulínunni. Hér 

myndast flestar EMT þyrpingarnar 

117 af 212 þyrpingum en það er líka 

einhver greinamyndun 5 af 212. 

Hérna mynduðust einnig flestar og 

stærstu þyrpingarnar.  

Mynd 12: 10x stækkun af 

EGF⁻/AREG⁺ línunni. AREG hvetur til 

greinamyndun (21 af 166) og 

eitthvað af EMT (23 af 166). AREG 

virðist einnig geta aukið 

frumufjölgun og lifun frumanna.  
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voru samræktaðar með æðaþelsfrumum ásamt EGM5 margar þyrpingar.  Þessum þyrpingum 

mátti skipta í þrjá flokka og hafa þær verið skilgreindar á rannsóknarstofunni. Kúlulaga 

þyrpingar eru ósérhæfðar þyrpingar geta haft mismunandi þýðingu. Greinamyndandi 

þyrpingar gefa til kynna heðfbundna vefjastofnfrumu svipgerð brjóstkirtils. Þriðja 

þyrpingartegundin, svokallaðar spólulaga þyrpingar hafa einungis sést hjá D492 þegar hún er 

samræktuð með æðaþeli og þessar þyrpingar eru frumur sem hafa undirgengist EMT 

svipgerðarbreytingu. EGF⁺/AREG⁻ formeðhöndlaða frumulínan myndaði flestar þyrpingar, 

alls 212. Af þessum 212 þyrpingum voru 117 þyrpingar  spólulaga (mynd 10). EGF⁻/AREG⁺ 

formeðhöndlaða frumulínan myndaði næstflestar þyrpingar, alls 166 þyrpingar. Þær höfðu 

meiri tilhneigingu til að mynda greinalaga strúktúra heldur en hinar frumulínurnar (21 

greinamyndandi þyrpingar í EGF⁻/AREG⁺ línunni á móti 5 í EGF⁺/AREG⁻ línunni og 0 í 

EGF⁻/AREG⁻ línunni) (mynd 11).  Hlutfallslega mun færri spólulaga þyrpingar myndust í 

EGF⁻/AREG⁺.  EGF⁻/AREG⁻  línanan myndaði fæstar þyrpingar (82) og engar þeirra var 

spólulaga (mynd 12 og 13).  
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Mynd 13: Sumar þyrpingar var 

erfitt að greina og þá voru þær 

flokkaðar kúla/grein eða 

greinmyndun/spólulaga eftir 

því hvort þær líktust meira. 

EGF⁻/AREG⁻ frumulínan 

myndaði samtals 82 þyrpingar, 

en engin af þeim var spólulaga. 

EGF⁺/AREG⁻ frumulínan 

myndaði 212 þyrpingar og 117 

af þeim voru spólulaga. 

EGF⁻/AREG⁺ frumulínan 

myndaði 166 þyrpingar og 

hafði meiri tilhneigingu til að 

mynda greinamyndandi 

þyrpingar heldur en hinar 

frumulínurnar.  
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6) Umræður og ályktanir:  

6.1) Bandvefsumbreytingar með tilliti til æðaþéttleika: Í þessari rannsókn sáum við 

ekki bein tengsl milli æðaþéttleika og EMT svipgerðar í 20 ÞNBK sýnum. Við sáum þó tengsl 

milli minnkaðrar tjáningar á E-cadherin og æðaþéttleika en á sama tíma voru einnig neikvæð 

tengsl við tjáningu á EMT svipgerðapróteininu S-100. Rétt er að hafa í huga að þrí-neikvæð 

brjóstakrabbamein eru fjölbreytt flóra krabbameina með mismunandi horfum og einkennum. 

Þess vegna hefði verið betra að velja æxli sem falla í genatjáningarflokkinn BBK, en þau eru 

einsleitari í genatjáningu en ÞNBK (3, 35). Einnig er hugsanlegt að val á N-cadherin og S100 

sem einkennisprótein EMT umbreytingar hafi verið óheppilegt. Bæði N-cadherin og S100 eru 

einnig tjáð að einhverju leyti  í eðlilegum brjóstavef (mynd 2, N-cad+) (34). Það hefði því 

verið mjög spennandi að skoða EMT kenniprótein með sérhæfðari tjáningu, t.d. eitthvað af 

umritunarþáttum sem sértæk eru fyrir EMT, svo sem Snail eða Slug. Einnig má benda á að 

S100 er í raun heil próteinfjölskylda eins og fjallað er um í inngangi ritgerðarinnar. Til dæmis 

er S100A2 tjáð í eðlilegum brjóstafrumum og hefur verið talið krabbameinsbælandi. Aftur á 

móti er S1004A talið krabbameinstengt gen en tjáning þess eykst við EMT á meðan að tjáning 

S100A2 minnkar (35). Mótefnið sem við notuðum er notað í almennri meinafræði en það 

greinir þá ekki á milli þessara mismunandi próteina í S100 fjölskyldunni og því erfitt að segja 

til um tengsl þess við EMT í þessum æxlum.  

Í þessu æxlum voru eðlilegar þekjufrumur í TDLU jákvæðar fyrir N-cadherin og 

tjáning N-cadherin þar oft meiri en í æxlinu. Eðlilegu frumurnar sem tjáðu N-cadherin voru 

einnig jákvæðar fyrir E-cadherin og S100 sem gefur til kynna að N-cadherin í þessum 

frumum gæti verið nauðsynlegt fyrir vöxt og gangamyndun í eðlilegri þekju, en slík greina- 

og gangamyndun í eðlilegum þekjuvef hefur stundum verið líkt við tímabundið EMT (6). N-

cadherin er krabbameinstengt prótein og því er áhugavert að íhuga hvort þessar frumur geti 

verið móttækilegri fyrir forstigsbreytingum krabbameina.   

Svæðin sem rannsökuð voru með tilliti æðaþéttleika voru aðallega í aðlægum 

krabbameinstengdum bandvef og því fremur lítið af krabbameinsfrumum þar og gæti þetta 

haft áhrif á niðurstöður okkar. Það má þó benda á að E-cadherin minnkar töluvert meira á 

svæðum með mikinn æðaþéttleika borið saman við minnkun S100 á sambærilegum svæðum.  

Þetta styður að niðurstöðurnar um bælda tjáningu á E-cadherin í krabbameinsfrumum nálægt 

æðum séu réttar.  
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Krabbameinsfrumur eru oft ífarandi  á mótum æxlis og bandvefs og því má reikna með 

að á slíkum svæðum megi einmitt finna frumur sem hafa einkenni EMT (36). Okkar rannsókn 

gefur vísbendingar um að ífarandi krabbameinsfrumur bæli tjáningu E-cadherins en frekari 

rannsóknir eru nauðsynlegar til að kanna hvort þessar lág-tjáandi frumur tjái einhver 

kenniprótein EMT. Vitað er að AREG getur valdið minnkaðri tjáningu E-cadherin og það 

breytir einnig staðsetningu þess í frumunni og ýtir undir  frumuskrið (50). MAP-kínasi og 

PI3K sem hvetja greinamyndun brjóstkirtilsins eru einnig virkjuð af AREG og því er líklegt 

að við eðlilega greinamyndun verði frumurnar ífarandi inn í bandvefinn með því að tileinka 

sér sum einkenni EMT. Brjóstakrabbameinsfrumur gætu þannig mögulega notað sömu ferla, 

t.d. AREG, til að verða ífarandi og tapa tjáningu á E-cadherini (6).   

6.2) Þrír dagar í tvívíðri frumurækt: Þegar við beinum sjónum okkar að 

niðurstöðum fengnum með D492 frumulíkaninu er rétt að taka fram að hér er einungis um 

forniðurstöður að ræða.  

Svipgerð frumanna sem ræktaðar vou með EGF bindlum eftir einungis 4 daga í rækt 

(mynd 4): (bæði EGF⁻/AREG⁺ línan og EGF⁺/AREG⁻ línan) voru að mestu tvíjákvæðar fyrir 

bæði CK14 og CK19. Frumur sem ekki fengu slíka EGF bindla (EGF⁻/AREG⁻ línan) tjáðu 

aftur á móti lítið af CK19. Þetta bendir til að EGFR bindlarnir EGF og AREG séu 

nauðsynlegir til að viðhalda stofnfrumusvipgerð D492, þar sem talið er að brjóstastofnfrumur 

tjái bæði CK19 og CK14 (6). Í þessum sömu ræktunum sýndu bæði EGF⁻/AREG⁻ og 

EGF⁻/AREG⁺ línurnar þyrpingar af samþjöppuðum frumum á meðan að EGF⁺/AREG⁻ línan 

dreifði mun meira úr sér. Þetta gefur til kynna að EGF⁺/AREG⁻ hafi öðlast meiri 

frumuskriðshæfileika. β4-integrin mótefnalitunin  studdi þessa tilgátu enda sáust í þeim 

frumum með mikið af litlum frumutotum sem bendir einmitt til frumuskriðs. Frumuskrið, sem 

líklega var örvað af EGF, er eitt einkenni EMT. E-cadherin tjáning EGF⁻/AREG⁻ fruma var 

aðallega á milli frumna. En staðsetning E-cadherin var dreifðari, m.a. nálægt kjörnum í 

frumum sem fengið höfðu  EGF⁻/AREG⁺ eða EGF⁺/AREG⁻. Þessi staðsetning á E-cadherin 

gæti gefið til kynna að E-cadherin sé í frymisnetinu og við það getur β-catenin losnað og 

örvað Wnt boðleiðina(44). 

6.3) Sex dagar í tvívíðri frumurækt: Eftir sex daga í hefðbundinni  frumurækt 

(myndir 6 og 7) var E-cadherin tjáning í  EGF⁺/AREG⁻ línunni heldur meiri en í 

EGF⁻/AREG⁺ og var staðsetning E-cadheríns bæði á milli fruma og í umfryminu, en það 

getur bent til mikillar framleiðslu og niðurbrots á E-cadherin.  Nýjar rannsóknir hafa gefið til 
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kynna að β-catenin verði að tengjast við E-cadherin til að virkjast og er því hugsanlegt að 

EGF örvuðu frumurnar hafi mikin umsnúning (turnover) á þessu E-cadherin/ β-catenin ferli 

(33). Þess má geta að HGF getur örvað myndun á E-cadherin á sama tíma og það hvetur til 

niðurbrots þess og því er hugsanlegt að EGF geti það líka (33). 

6.4) Þéttu frumurnar: Í frumum eftir langa ræktun mynduðust þéttir klasar af 

frumum. Í þessum frumum var tjáning  β-catenin, Claudin4 og Spry-2 aðallega nálægt 

kjörnum. Frumurnar í eyjunum tjáðu flestar annað hvort CK14 eða CK19, ekki bæði 

cytokeratínin í sömu frumunni. Þetta bendir til mismunandi sérhæfingar þessara fruma. Það 

var einnig athyglisvert að tjáning vímentin jókst í eyjunum. Þetta bendir til að frumurnar í 

eyjunum gætu verið að öðlast bandvefsútlit gegnum EMT umbreytingu hugsanlega vegna 

næringarskorts, beinnar EGF örvunar, eða einhverskonar samspili beggja þessara þátta. Það 

má spyrja hvaðan frumurnar koma sem mynda þessar eyjar og virðast hafa ákveðna eiginleika 

EMT umbreytingar. Eru þetta stofnfrumur sem voru þarna frá upphafi eða voru þetta sérhæðar 

frumur sem undirgengust EMT? Frumurnar umhverfis eyjarnar tjáðu flestar Spry-2. Spry-2 er 

tjáð í frumum sem hafa mjög virka týrósín kínasa örvaða ferla, svo sem gegnum EGFR 

viðtaka og því gæti þetta bent til þess að  boðferlar EGFR séu virkir í þessum frumum og 

gætu hafa örvað EMT umbreytinguna í frumunum sem voru inni í eyjunum (6, 22). Til þess 

að kanna þessa tilgátu létum við EGF⁻/AREG⁻ línuna vaxa þétt og verða fyrir næringarskorti, 

en þá myndaði hún svipaða eyjustrúktúra og sáust í EGF⁻/AREG⁺ og EGF⁺/AREG⁻ línunum, 

en í þessum frumum án EGF bindla voru eyjurnar tómar. Því er hugsanlegt að frumurnar í 

eyjunum séu örvaðar af EGF bindlum til að að fara í EMT. Claudin-low ÞNBK eru með 

minnkaða framleiðslu claudin-3, -4 og -7 og E-cadherin, þessar krabbameinsfrumur 

einkennast af bandvefs- og stofnfrumueinkennum (55). ÞNBK sem eru með basal-líka 

svipgerð líkjast holhliðarþekjuforverufrumum en ÞNBK sem eru claudin low eru frekar eins 

og stofnfrumur (8). Þar sem frumurnar í frumueyjunum okkar voru hvorki með E-cadherin né 

claudin-4 tjáningu má velta því fyrir sér hvort þessar frumur hafi svipaða svipgerð og 

krabbameinsfrumur í claudin-low ÞNBK. Þetta er líka sérstaklega áhugavert þar sem við 

teljum D492 frumulínuna vera basal-líka en hún getur samkvæmt þessu breytt svipgerð sinni í 

claudin-low frumur. Í BBKum eru örfáar frumur með claudin-low svipgerð sem geta líklega 

gefið af sér basal-líkar frumur (55). 

 6.5) Næringarskortur: Frumunar sem lifðu af næringarskort voru mest áberandi í 

EGF⁺/AREG⁻ línunni (mynd 8). Þessi lína sýndi einnig mest EMT svipgerðareinkenni  Þetta 

bendir einnig til að EGF geti aukið lifun fruma og er hugsanlegt að það gerist gegnum EMT 
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umbreytingu, en það er vitað að slíkar frumur eru mun ónæmari fyrir stýrðum frumudauða 

(36). Þessar fáu frumur EGF⁺/AREG⁻ línunnar sem lifðu af fóru ekki að fjölga sér fyrstu tvo 

dagana eftir að þeim var skipt upp, þrátt fyrir að hafa fengið nýtt æti.  

6.6) Kollagen ræktin: Matrigel líkir aðalega eftir grunnhimnunni (laminin og 

kollagen IV) en kollagen I er frekar eins og samsetning bandvefsins og er því að mörgu leyti 

hentugra módel til að líkja eftir því sem gerist in vivo eftir að frumur eru komnar inn í 

aðlægan bandvef. D492 frumur ræktaðar í kollagan I geli (sjá mynd 9) með AREG æti 

mynduðu mikið af kirtlagöngum og nokkur kirtilber. D492 frumur í sama geli með EGF í æti 

í stað AREG mynduðu aftur á móti mun meira af dreifðum frumum en þó var áfram vottur 

fyrir ganga- og kirtilberjamyndun. AREG stuðlar því frekar við þessar kringumstæður að 

skipulögðum þekjuvefsvexti sem ýtir undir vel skipulagða strúktúra. Kollagen I getur dregið 

úr sérhæfingu og valdið EMT (53), því er mögulegt að AREG stuðli að sérhæfingu og komi í 

veg fyrir EMT. EGF örvun virðist aftur á móti frekar stuðla að því að frumurnar skríði í 

mismunandi áttir, og öðlist EMT svipgerð og frumuskrið.  

6.7) Matrigel ræktin: D492 frumur ræktaðar í Matrigel þrívíðri rækt geta myndað 

þrjár mismunandi tegundir þyrpinga, kúlur, greinamyndandi strúktúra og spólulaga þyrpingar 

sem hafa EMTsvipgerð (6). Þegar að frumulínurnar í þessari rannsókn voru ræktaðar í 

Matrigeli þá átti nánast enginn vöxtur sér stað nema með aðstoð æðaþelsfruma. Í Matrigel 

rækt með æðaþeli voru allar frumulínurnar á EGM5 æti sem inniheldur EMT vaxtarþættina 

EGF, FGF og VEGF, en þessir þættir eru ekki nægir til að D492 myndi spólulaga þyrpingar af 

frumum (6). Líklegt er að niðurstöðurnar bendi til að formeðhöndlun með mismunandi EGF 

bindlum gefi af sér frumur sem hafa mjög ólíka eiginleika þegar þær koma í samrækt með 

æðaþeli. Frumulínan sem fékk EGF í monolayer rækt myndaði fleiri og stærri þyrpingar, en 

þar á eftir kom frumulínan sem var ræktuð á AREG og fæstar og minnstu þyrpingarnar 

myndaði frumulínan sem fékk hvorki EGF né AREG. Þetta bendir til að EGF og AREG stuðli 

að frumufjölgun og lifun en EGF er þó öflugri vaxtarþáttur. EGF⁻/AREG⁻ myndaði engar 

spólulaga eða greinamyndandi þyrpingar sem bendir til að EGF bindlar séu nauðsynlegt til að 

viðhalda frumum sem hafa hæfileika til að mynda greinótta formgerð eða undirgangast EMT 

umbreytingu. Það er einnig mjög athyglisvert að mikill munur var á fjölda spólulaga þyrpinga 

sem mynduðust í EGF borið saman við AREG formeðhöndlaðar frumur. Það voru aðeins 23 

af 166 þyrpingum í EGF⁻/AREG⁺ línunni spólulaga borið saman við 117 af 212 þyrpingum 

EGF⁺/AREG⁻ línunnni. Þetta bendir eindregið til að EGF frekar en AREG stuðli að viðhaldi 

fruma sem hafa eiginleika til undirgangast EMT. Aftur á móti mynduðu EGF⁻/AREG⁺ frekar 
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greinalaga strúktúra (21/166) heldur en EGF⁺/AREG⁻ (5/212). Þetta gæti bent til að AREG sé 

með stærra hlutverk varðandi greinamyndun en EGF. Það má hugsa sér að strúktúr 

þyrpinganna gefi til kynna mismunandi stofnfrumueiginleika þessara fruma og að EGF 

viðhaldi mestum stofnfrumueiginleikum, enda er sá eiginleiki nátengdur eiginleiknum að geta 

undirgengist EMT.  

6.8) Mögulegt hlutverk EGF varðandi frumudvala: Eftir því sem frumurnar voru 

útsettar fyrir erfiðari skilyrðum þá virtust eingöngu EGF örvaðar frumur lifa af  og fengu 

jafnframt ákveðin einkenni EMT og stofnfrumu. Þetta kemur einnig heim og saman við að 

EGF viðhaldi stofnfrumueiginleikum beint (43). Í æxlisvef eru oft mjög erfiðar aðstæður t.d 

mikil samkeppni á milli fruma um næringu sem getur valdið drepi. Einnig skapar 

krabbameinslyfjameðferð mjög erfiðar aðstæður (36). Því er hugsanlegt að við slíkar 

mismunandi erfiðar aðstæður geti EGF aukið hæfni frumanna til að lifa af. EGFR kemur 

meðal annars í veg fyrir sjálfsát, apoptosis. EGFR eykur stöðuleika SGLT1 (sodium/glucose 

cotransporter 1), og því taka frumurnar frekar upp glucosa og það kemur í veg fyrir 

næringarskort þegar það er nægur glucosi til staðar (56). Þetta gæti allt stuðlað að auknum 

líkum á að EGF örvaðar frumur lifi af við erfiðar kringumstæður. 

Gefitinib er lyf sem hindrar EGFR viðtakann. Ein alvarlegasta aukaverkun gefitinib er 

millivefjabólgusjúkdómur í lungum. Rannsóknir á gefitinib benda til að EMT ferlið veiti 

frumum ónæmi gegn gefitinib (57, 58). Í okkar niðurstöðum virðist EGF stuðla að EMT en 

við þessa umbreytingu tapa þær EGFR tjáningu (sjá mynd 6) og það gæti skýrt af hverju EMT 

frumur tapa næmi fyrir gefitinib. Þetta bendir til að frumur sem fara í EMT tapi þessu 

mikilvæga lyfjamarki sem gefitinib virkar á. 

 

7) Þakkir 
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9) Viðauka Umræður og ályktanir  

Eftirfarandi umræður og ályktanir eru vangaveltur stúdents og sumar hverjar byggðar 

á hugleiðingum sem ekki hafa mjög sterkar skírskotanir í birtar greinar.   

Pericytar tjá N-cadherin sem bindst við og eykur verkun β-catenin og PDGFR. Virkjun 

á PDGR veldur frumufjölgun, sérhæfingu og frumuskriði. Æðaþelsfrumur seyta PDGF sem 

hvetja pericytana til að koma og tengjast æðaþelsfrumum. Þessi þrjú prótein sem pericytanir 

tjá (N-cadherin, β-catenin og PDGFR) eru líka framleidd af EMT frumum. Einnig hefur verið 

sýnt að PDGFR er mikilvægt í sambandi við meinvarpamyndun brjóstakrabbameina (27, 31, 

59). Mín kenning er að tenging meinvarpamyndandi fruma við æðar sé háð N-cadherin 

tengingu við æðaþelið, en þegar að æðaþelið er tengt við pericyta eru N-cadherin tengiset 

æðaþels hulin af pericytum. Ég tel að EMT frumur séu að þykjast vera pericytar og síðan 

þegar að þær tengjast æðaþelinu þá nota þær önnur prótein eins og c-Kit til að komast út í 

blóðrásina. 

Twist gegnir lykilhlutverki við myndun á N-cadherin, en Twist myndast við 

súrefnisskort. Því er líklegast að frumur sem fara í EMT séu langt frá æðum og síðan skríði í 

átt að æðunum. Bestu skilyrði fyrir EMT væri við súrefnisskort, bólguviðbrögð og örvun frá 

æðaþelsfrumum sem mynda ekki opna blóðrás. Æðar geta bæði komið í veg fyrir EMT og 

stuðlað af því. Ef það er mikið af pericytum tengdir við æðaþelið og æðin flytur nægilegt 

magn af blóði þá kemur það í veg fyrir EMT. En ef það er lítið af pericytum og blóðflæðið er 

brenglað þá hvetur það ETM. Twist sem myndast við súrefniskort eykur framleiðslu c-Met, 

sem er viðtaki HGF. Pericytar tjá einnig c-Met viðtakann.  Æðaþelsfrumur aftur á móti mynda 

HGF og örva því frumuskrið pericyta og EMTfrumna að æðum í gegnum PI3K/Akt boðferlið 

(20, 31, 59). Súrefnisskortur veldur því að krabbameinsfrumur fara að mynda CXCR4 sem er 

frumuskriðsviðtaki bindilsins SDF1. Þannig veldur súrefnisskortur enn frekar frumuskriði 

(20).  

Krabbamein virkja yfirleitt alltaf æðamyndunarferlið sem einkennist af: greinamyndun 

háræða, óreglulegum og stórum æðum, reikulu blóðflæði, smáblæðingum, leka, óeðlilega 

mikilli æðaþelsfrumufjölgun og apoptosu (36). Það er áhugavert að æðamyndunin er einnig 

ífarandi og notar meiri að segja sömu sameindir til að örva ífærnina eins og EMT (t.d. SDF-

1). Smáblæðingar, leki og mikill fjöldi æðaþelsfrumna bendir til að hlutfall æðaþelsfruma er 

mjög hátt miðað við pericyta í krabbameinsfrumum. Við æðamyndun virkjast Notch boðferlið 

sem er nauðsynlegt við greinamyndun æðaþelsfrumna og frumufjölgun. Notch er eitt af 
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boðferlunum sem veldur EMT (27). Því er margt sameiginlegt við æðamyndun og EMT. Þetta 

eykur grun minn um að æðamyndun og æðar séu að einhverju leiti tengt við EMT. 

TIMP1 kemur í veg fyrir ífærni bæði krabbameinsfruma og æðamyndandi fruma, og 

hindrar myndun meinvarpa. TIMP-1 er að finna í lækningajurtinni Sage. Þar að auki hvetur 

TIMP framleiðslu á PTEN og eykur stöðuleika p53. En tjáning PTEN og p53 er einmitt 

gölluð í ÞNBK og því er Sage líklega ágætt lyf fyrir þennan sjúkdóm (1). 

Við EMT minnkar framleiðslan á kollagen IV og laminin en framleiðsla kollagen I og 

hyaluronan eykst (15). Hyaluronan er bindill fyrir CD44 og Kollagen I hvetur áfram EMT svo 

þetta er í rauninni sjálfstyrking á  EMT og ífærni (60).  

Stökkbreyting í E-cadherin geninu (CDH1) eykur líkurnar á lobular 

brjóstakrabbameini en ekki EMT. Hinsvegar valda epigenetískar breytingar bæði EMT og 

aukinni stofnfrumusvipgerð (18). Því tel ég EMT vera ferli sem er háð E-cadherin til að byrja 

með, áður en tjáning þess minnkar. 

Við að hindra Axl minnkar illkynja vöxtur BBK mikið og það myndar litlar kringlóttar 

klessur í Matrigeli, þetta bendir til að Axl taki þátt í að viðhalda stofnfrumueigileikum fruma, 

t.d. verður svörun frumanna fyrir SDF-1 betri eftir því meira sem er tjáð af Axl. CXCL4 er til 

staðar á æðamyndandi æðaþelsfrumum og sumum krabbameinsstofnfrumum og því er líklegt 

að krabbameinsstofnfrumur og æðamyndandi æðaþelsfrumur laðist að hvort öðru. 

Krabbameinsstofnfrumur hafa eiginleika EMT frumna og eiga því auðveldara með að mynda 

meinvörp, því er sérstaklega slæmt að þær laðist að æðaþelsfrumum (19). CXCL4 er líka tjáð 

af stofnfrumum og gæti stuðlað að því að stofnfrumur séu nálægt æðum. 

Líkleg ástæða þess að örvörp geti ekki vaxið er vegna þess að þau skorti hæfni til að 

mynda æðar og við meinvarpamyndun fara frumurnar yfirleitt í MET (mesenchymal to 

epithelial transition) (36). Þannig að kannski geta brenglaðar æðar krabbameins örvað frumur 

til að fara í EMT og síðan heilbrigðar æðar örvað MET ferlið. Líklega er æðamyndunin einnig 

nauðsynleg til að búa til stofnfrumuhreiður því við æðamyndun myndast SDF-1 (36). 

Gas6 er K-vítamín háður bindill sem virkjar bæði Axl og MERTK. Axl er nauðsynlegt 

við æðamyndun en MERTK hindrar æðamyndun. Því gæti verið áhugavert að athuga hversu 

líklegir sjúklingar, sem taka warfarin og eru með krabbamein, eru til að fá meinvörp. Axl er 

mögulega mjög gott lyfjamark þar sem það hefur hvetjandi áhrif á krabbameinsstofnfrumur, 

meinvarpamyndun, EMT og æðavöxt (19, 32).  
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 NF2 genið myndar Merlin. Merlin stjórnar contact inhibition með því að t.d. að tengja 

E-cadherin við EGFR, Þannig eykur Merlin stöðuleika E-cadherin en dregur úr boðum sem 

tyrosinekínasaviðtakar geta miðlað (36). Einstaklingar með stökkbreytingu í NF2 geninu hafa  

auknar líkur á að fá scwannoma sem er S100 jákvætt krabbamein (5). En ÞNBK einkennast af 

EGFR viðtakanum, minnkaðri tjáningu á E-cadherini og S100 jákvæðni. Því er ég með 

kenningu um að tjáning NF2 minnki í ÞNBK. c-Met viðtakinn tengist oft við E-cadherin (33) 

og það gæti mögulega einnig verið miðlað í gegnum Merlin. 

Eru EMT frumur að tjá helstu próteinin sem eru mikilvæg varðandi nám? N-cadherin 

og S100 eru yfirleitt tjáð þegar að taugasímar og griplur taugafrumna eru að breyta um 

stellingu og staðsetningu sem er mikilvægt við nám (36). NMDA viðtakinn er kalsíum göng 

sem eru virkjuð af glútamat. Virkjun á NMDA viðtakanum er mjög mikilvægt varðandi nám. 

NMDA viðtakinn virkjar próteasann calpain. Calpain klippir β-catenin þannig að stöðuleiki 

þess verður meiri og þá getur β-catenin virkjað TCF/LEF-1 genatjáningu (46). Tjáning N-

cadherin, S100 og β-catenin verður meiri við  EMT en lítið er vitað um tjáningu NMDA 

viðtakans í sambandi við EMT og  brjóstakrabbamein. Því væri áhugavert að skoða hvort 

NMDA viðtakinn gæti verið tjáður í krabbameinsfrumum, og hvort það gæti komið EMT 

ferlinu af stað þar sem NMDA viðtakinn eykur innanfrumustyrk kalsíums og þar með virkni 

calpain. Reyndar kemur NMDA viðtakinn í veg fyrir EMT í nýrunum en það gerir einnig 

HGF svo það eru greinilega einhverjir aðrir ferlar sem leiða til EMT þar (21, 61). 

Það er talið að samskipti við krabbameinstengda stromaið örvi krabbameinsfrumur til 

að mynda EMT umritunarþættina. Bandvefsstofnfrumur mynda CCL5/RANTES þegar að þær 

eru örvaðar af krabbameinsfrumunum. CCL5 eykur síðan hæfni krabbameinsfrumnanna til að 

verða ífarandi. Krabbameinsfrumur geta myndað CSF-1 sem örvar macrophaga og 

macrophaganir mynda þá EGF. Þannig að hæfni krabbameins til að mynda meinvörp getur 

verið óháð því hvort það öðlast fleiri stökkbreytingar (36). Þetta er mjög áhugavert þar sem 

macrophagar geta einnig örvað æðamyndun. Þannig að það sem macrophagarnir eru í rauninni 

að gera er að búa til stofnfrumuhreiður með því að örva frumur að fara í EMT og öðlast 

þannig stofnfrumueiginleika, og síðan að koma með æðarnar að frumunum með 

stofnfrumueiginleikana. 

FGF2 og FGF7 örva greinamyndun í öllum vefjum þar að meðal EGFR-neikvæðum 

vef. Þannig að það er talið að FGF2 og FGF7 séu boðefni sem koma í kjölfar virkjunar á 

EGFR eða virkja óháð EGFR og stjórna öðrum atriðum við gangamyndun, eða hafa 
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samverkandi áhrif með EGFR (50). Segjum núna að EGF örvi frekar en AREG myndunina á 

N-cadherin þá gæti það útskýrt mismunandi áhrif á EMT. Vegna þess að N-cadherin eykur 

stöðuleika FGFR og við það verður frekar tjáning á EMT próteinum, en ef AREG getur ekki 

aukið framleiðslu N-cadherin þá veldur FGFR aðallega frumufjölgun. 

Sumar æxlisfrumur geta dreift sér áður en þær verða illkynja (36). Enda sáust mikið af 

N-cadherin jákvæðum frumum í kirtilgöngum með heilli grunnhimnu í sýnunum sem við 

vorum að skoða. Stundum getur intraductal carcinoma myndað meinvörp þó að grunnhimnan 

virðist alveg heil (5). Þetta gæti gefið til kynna að frumur með forstigsbreytingar sem fara í 

EMT geti við það dregið úr stöðuleika erfðamengisins og þær verði því næmari fyrir auknum 

stökkbreytingum og því líklegri til að mynda krabbamein. 

Ekki öll ÞNBBK eru með stökkbreytingu í BRCA1 en það getur líka verið epigenetic 

sem dregur úr tjáningu BRCA1 eins og DNA metyleringar á BRCA1 geninu. En BRCA1 

DNA metyleringar eiga sér nánast alveg jafn oft stað í ÞNBBK og öðrum 

brjóstakrabbameinum. Tjáning BRCA1 í ÞNBBK er samt tvöfalt lægri en í öðrum æxlum, 

kannski eru t.d. einhver miRNA sem stjórna BRCA1. Magn inhibitor of DNA binding 4 (ID4) 

er 9 sinnum meiri í ÞNBBK en öðrum æxlum. ID4 hindrar starfsemi BRCA1 (4). BRCA1 er 

viðgerðarprótein sem gerir við tvístrendingarbrot DNA vegna hlutverks síns í homologous 

recombination en þegar að BRCA1 vantar þá er gert við tvístrendingarbrot með non-

homologous end-joining sem veldur breytingum í erfðarmenginu og eykur líkurnar á 

krabbameini. Það gæti kannski gerst að eðlilegar frumur ákveði að verða krabbameinsfrumur 

áður en þær byrja að safna í sig stökkbreytingum.  T.d ef þær mundu byrja á að minnka 

BCRA1 tjáninguna þá yrðu þær næmari fyrir forstigsbreytingum. En nýlegar rannsóknir 

benda til að DNA metýlering og chromatin breytingar eigi sér stað á undan stökkbreytingum, 

við myndun krabbameina (18). 

Medullary carcinoma er bæði þrí-neikvætt og með stökkbreytt BRCA1. Þó eru horfur 

þess mjög góðar. Þetta er vel afmarkað krabbamein með mikið af lymphocytiskum 

bólgufrumum (5). Það er spurning hvort æxlið eigi upptök sín í öðrum frumum sem eru ekki 

stofnfrumur eða forverufrumum þannig að frumurnar eiga ekki alveg jafn auðvelt með að fara 

í EMT og mynda meinvörp. Enda er DCIS (ductal carcionoma in situ) oftast ekki til staðar, en 

DICS eiga upptök sin í TDLU þar sem stofnfrumurnar eru (5). Flest secretory 

brjóstakrabbamein eru jákvæð fyrir S100 og þrí-neikvæð. Sum secretory brjóstakrabbamein 

eru með basal-líka mótefna svipgerð (immunoprofile). Það hefur fundist translocation t(12;15) 
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sem leiðir til myndunar á ETV6-NTRK3 sem er tyrosine kinasi. Virkni ETV6-NTRK3 er í 

gegnum Ras-Mek1 og PI3K-Akt boðferlana, samt hafa þessi krabbamein einnig góðar horfur. 

Adenoid cystic carcinoma er krabbamein með basal-líka svipgerð en er líka með ágætar 

horfur (8). Það væri gaman að skoða muninn á þessum basal-líku krabbameinum með góðum 

horfum og meinvarpamyndandi basal-líku krabbameini sem er með mjög slæmar horfur. 

Jónandi geislun veldur aðeins brjóstakrabbameini í sjúklingum sem eru yngri en 30ára 

en á þeim tíma er brjóstakirtilinn ekki alveg fullþroska (5). Jónandi geislun veldur DSB í 

erfðaefninu. Styrkur amphiregulin er mikill á þessum tíma, sem gefur til kynna að AREG 

gerir vefinn mótækilegan fyrir DSB-háðum stökkbreytingum. Því er líklegt að AREG dragi úr 

hæfni fruma til að gera við skemmdir í erfðarmenginu með homologous recombination og 

mögulega með því að minnka tjáningu BRCA1. 

Gen sem verða fyrir fjölgun í ÞNBK eru nuclear factor 1/B (NF1B), þetta gen er 

mikilvægt varðandi þroskun miðtaugakerfisins (4). CD271 er líka tjáð af ÞNBK en það er 

venjulega tjáð af neural crest stofnfrumum (62). Þetta er aðeins eitt af mörgum dæmum sem 

sýna að það er greinilegt að við EMT öðlist frumur bæði meiri stofnfrumu- og taugafrumu 

svipgerð. 

Það er líklegt að Slug hvetji frumur til að fara í EMT en ef frumurnar verða einnig 

fyrir áhrifum Sox9 þá verða þær frekar stofnfrumur. Við að hindra Slug þá minnkar myndun 

meinvarpa 5falt en við að hindra Sox9 þá minnkaði myndun meinvarpa 40falt, því er líklegt 

að forverufrumur skipti jafnvel meiru máli heldur en stofnfrumur varðandi myndun 

meinvarpa. Ef Slug eða Sox9 er tjáð í krabbameinsfrumum sem mynda yfirleitt ekki meinvörp 

þá myndast nokkur örvörp, en ef þau eru bæði tjáð saman þá myndast meinvörp. Það er líklegt 

að EMT (þá sérstaklega EMT umritunarþættirnir Slug og Snail) leiði til myndunar á 

stofnfrumum ef upphafsfrumurnar voru forverufrumur, en ef frumurnar voru upphaflega 

sérhæfðar frumur þá fá þær nokkur einkenni stofnfuma en verða ekki stofnfrumur að fullu 

(39). 

c-Kit viðtakinn viðheldur stofnfrumueiginleikum blóðmyndandi stofnfrumna. c-Kit er 

tjáður í ÞNBBK vegna umritunarþáttarins Slug. c-Kit lokkar frumurnar út í blóðrásina (18) 

 c-Kit viðtakinn er óbeint örvaður af G-CSF en við það fara blóðstofnfrumur út í 

blóðið. c-Kit er einnig til staðar á BBK (4, 63) og getur mögulega gegnt hlutverki tengt því að 

ÞNBK-frumurnar fari út í blóðrásina. ÞNBK tjá einnig stofnfrumupróteinið CD44. CD44 er 
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viðtaki fyrir bæði E-selectin og fibronectin. Þegar að ÞNBKs frumur eru í blóðrásinni og 

komast í snertingu við E-selectin þá fara frumurnar úr æðinni og í bandvefinn þar sem CD44 

getur bundist við fibronectin. c-Met getur tengst við CD44 viðtakann og α6β4 integrin á EMT 

frumum sem eykur verkun c-Met (20, 64). Af þessu má gera ráð fyrir að hættan við 

meinvarpamyndun sem myndast við EMT sé að hluta til vegna aukinna stofnfrumusvipgerðar 

krabbameinsfrumanna og ekki bara vegna aukinna bandvefseinkenna.  

Ef brjóstaþekjufrumur fara að mynda TWIST1, eða eru meðhöndlaðar með TGFβ, þá 

myndast fleiri stofnfrumur (18). Þegar að frumur deyja vegna súrefniskorts þá losnar MMP 

sem leysa upp bandvefinn. Það eru margir vaxtarþættir (sérstaklega TGFβ) fastir í 

bandvefnum en MMP getur frelsað þessa vaxtarþætti. Nærliggjandi frumur tjá því Twist og 

eru örvaðar af TGFβ, því eru þær hvattar til að breytast í stofnfrumur. Þetta er merkilegt þar 

sem talið var að stofnfrumur geti myndað sérhæfðar frumur en ekki vice versa. En það sem 

þetta er að segja okkur er að við aðstæður sem eru krefjandi geta sérhæfðar frumur orðið 

stofnfrumur. Það eru sérstaklega krabbameinsvaldandi vaxtarþættir sem stuðla að 

stofnfrumueigileikum og EMT 

Lækning brjóstakrabbameina: Krabbameinsstofnfrumur deila mörgum 

yfirborðspróteinum með blóðmyndandi stofnfrumum. Sömuleiðis eru þessar frumutegundir 

frekar í blóðrásinni. Ef lyfjameðferðin er gegn þessum yfirborðspróteinum þá deyja bæði 

blóðmyndandi stofnufrumurnar og krabbameinsstofnfrumurnar. Þess vegna verður  að vera 

búið að taka beinmerg úr sjúklingunum á undan og sitja síðan aftur í sjúklingana eftir 

meðferðina. Þá gæti krabbameinið ekki viðhaldið sér vegna skorts á 

krabbameinsstofnfrumum. Forverufrumur sem eru sýktar með krabbameinsvaldandi genum 

geta aftur orðið stofnfrumur (38). Því verður einnig að huga að því að krabbameinsfrumur geti 

breyst í krabbameinsstofnfrumur. Því væri best að vera með marktæka lyfjameðferð fyrir 

þessi krabbameinsvaldandi efni á sama tíma. Twist örvar myndun á miR-10b sem eykur 

ífærni og myndun meinvarpa. miR-335 hindrar ífærni og myndun meinvarpa. (18). Í 

framtíðinni væri mögulega hægt að lækna krabbamein með genalæknum sem innhalda 

microRNA sem koma í veg fyrir meinvarpamyndun. 

 

 

 


