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ÁGRIP 
Svipgerðargreining á EGFR stökkbreyttri lungnaþekjufrumu- 
línu og tengsl við bandvefsumbreytingu 
Krabbamein eru hópur sjúkdóma sem sífellt eru að verða algengari í 

heiminum. Lungnakrabbamein eru afar fyrirferðarmikil í flokki þessara 

sjúkdóma og valda þau flestum dauðsföllum. Týrósín kínasa viðtakinn EGFR 

hefur verið ítarlega rannsakaður bæði í tengslum við vefjaþroskun og svo 

myndun og meinvörp krabbameina. Nýlega var uppgötvað að EGFR 

stökkbreytinguna L858R væri að finna í lungnakrabbameinum. Hún kemur til 

þegar leusín (L) skiptir við arginín (R) í tákni 858 í táknröð 21, og veldur 

aukinni kínasavirkni við örvun. Ekki er með fullu þekkt hvert hlutverk eða 

afleiðingar þessarar stökkbreytingar eru. 

 Í verkefninu er notuð lungnaþekjufrumulína (VA10) sem hefur svipgerð 

berkjugrunnfruma og forverafrumueiginleika. Þessi frumulína getur myndað 

starfhæfa lungnaþekju við réttar frumuræktunaraðstæður og er hún mikilvæg í 

hinum ýmsu rannsóknum á lungnaþekju, til að mynda lyfjarannsóknum, 

stökkbreytingum og frumusérhæfingu. 

 Markmið verkefnisins var að skoða starfræn áhrif yfirtjáningar og 

sívirkjunar á EGFR viðtakanum í VA10 frumulínunni og athuga hvort þær 

breytingar hefðu áhrif á genatjáningu tengda meinvörpum.  

Niðurstöður sýndu að EGFR er tjáður í p63-jákvæðum grunnfrumum og 

lungnablöðrufrumum af gerð II í eðlilegri lungnaþekju. Yfirtjáning/sívirkjun 

virðist ekki hafa áhrif á frumufjölgun VA10 en við sveltisaðstæður kom fram 

minnkun á fosfórileringu á ERK og AKT boðferlapróteinunum miðað við 

eðlilegar VA10 frumur. L858R stökkbreytingin virðist valda því að VA10 

frumurnar auka tjáningu á þekjuvefskennisameindum (Ecadherin) og bæla 

tjáningu á sameindum tengdum meinvörpum (Ncadherin, Zeb 1&2, Snail 1&2). 

Nýleg gögn af rannsóknarstofunni hafa bendlað grunnfrumur berkja við 

bandvefsumbreytingu þekjuvefjar (e. epithelial to mesenchymal transition, 

EMT) í millivefssjúkdómnum IPF og við litun kom í ljós að á þessu svæði 

virðist tjáning á EGFR minnka. 
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ABSTRACT 
Phenotypic analysis of EGFR mutation in a lung epithelial cell 
line and relation to epithelial-to-mesenchymal transition 
Lung cancer is one of the largest groups of malignancies and is the most 

frequent cause of cancer mortality. The tyrosine kinase receptor EGFR has 

been throughly investigated in relation to histologic development as well as the 

formation of cancers and their metastatic behavior. Recently, researchers 

have found that the EGFR mutation L858R can be found in lung cancers. This 

mutation occurs when arginine (R) replaces leucin (L) in the codon 858 in 

exon 21, and causes increased kinase activity by stimulation. The purpose 

and consequences of this mutation are not fully understood.  

 In this project, a bronchial basal cell line with progenitor cell properties 

(VA10) was used with and without EGFR mutations. VA10 is able to form a 

differentiated, pseudostratified epithelium in correct cell culture environment 

and can be useful in various studies of lung epithelium, such as drug delivery, 

mutations and cell differentiation. 

The aim of the project was to examine the functional effects of 

overexpression and mutation on the EGF receptor in the VA10 cell line and 

explore possible effects on morphology and gene expression related to 

metastasis. The results showed that EGFR is expressed in p63-positive basal 

cells and alveolar type II cells in normal lung epithelium. 

Overexpression/mutation seems to have no effects on proliferative capacity of 

VA10 cells but growth factor reduced conditions resulted a decrease in 

phosphorilation of the intracellular patway proteins ERK and AKT compared to 

normal VA10 cells. L858R mutation also seems to cause VA10 cells to 

increase expression of epithelial markers (Ecadherin) and suppress the 

expression of genes associated with metastasis (Ncadherin, Zeb 1&2, Snail 

1&2). Recent data from the laboratory have implicated basal cells to epithelial-

to-mesenchymal transition (EMT) in the interstitial disease IPF and staining 

showed that in this area the expression of EGFR reduced. 



  

 vii 

LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR 

 
ALI  Loft-vökva ræktir (e. Air-liquid interface) 

AT1/2  Lungnablöðrufrumur af gerð I/II (e. Alveolar type 1/2) 

BEGM  Berkjuþekjufrumu vaxtaræti (e. Bronchial Epithelial Cell Growth 

Medium) 

BSA  Nautasermisalbúmín (e. Bovine Serum Albumin) 

CDH      Catherin 

Ck14  Cýtókeratín 14 

DAB  3,3-díamínóbenzidín 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle's medium  
dNTP  Deoxýnúkleótíð 

DTT  Dithiothreitol 

EDTA  Etýlendíamíntetraediksýra (e. Ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGF  Húðþekjuvefsvaxtarþáttur (e. Epidermal growth factor) 

EGFR  Húðþekjuvefsvaxtarþáttaviðtaki (e. Epidermal growth factor 

receptor) 

EMT  Bandvefsumbreyting þekjuvefjar (e. epithelial to mesenchymal 

transition) 

ERK  Utanfrumustjórnaður kínasi (e. Extracellular signal regulated 

kinase)  

FBS  Kálfafósturssermi (e. Foetal bovine serum) 

FDA  Bandaríska matvæla- og lyfjastofnunin (e. Food and Drug 

Administration) 

FF  Vöðvabandvefsfrumuhneppi (e. fibroblastic foci) 

GAPDH     Glýseraldehýð 3-fosfat dehýdrógenasi 

HEPES  4-(2-hýdroxýetýl)-1-píperazineethanesúlfonik sýra 

HER  Þekjuvefsvaxtarþáttaviðtaki (e. human epidermal growth factor 

receptor) 

H&E  Hematoxylín&Eosín 

IF  Mótefnaflúrljómandi (e. Immunofluorescence) 
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IPF  Lungnabandvefsmyndun af óþekktum orsökum (e. Idiopathic 

pulmonary fibrosis) 

KRT14(K14) Keratín 14 

LAF  Lagskipt loftflæði (e. Laminar air flow) 

MAPK  Ræsivirkjaður prótein kínasi (e. mitogen-activated protein kinase) 

MES  2-(N-morfólínó)etansúlfonik sýra 

NSCLC  Non small cell lung cancer (lungnakrabbamein sem ekki er 

smáfrumukrabbamein) 

PAP      Pólý(A)pólýmerasi 

PBS  Fosfat búffer saltlausn (e. Phosphate buffer saline) 

PVDF     Pólývinýl díflúoríð 

q-RT-PCR  Rauntíma-pólýmerasa keðjuverkun (e. Real-time polymerase 

chain reaction) 

RIPA  Prótein útfelling (e. Radioimmunoprecipitation assay) 

RNA  Ríbósakjarnsýra (e. Ribonucleic acid) 

rpm  Hringir á mínútu (e. Rotations per minute) 

SCRU  Rannsóknarstofa í stofnfrumufræðum (e. Stem cell research unit) 

SDS  Natríum dódekýl súlfat (e. Sodium dodecyl sulphate) 

TBS  Þríbúffer saltlausn (e. Tris buffered saline) 

TE  Tris(hýdróýymetýl)amínómetan og Etýlendíamíntetraediksýra 

(EDTA) 

TEER  Rafviðnámsmæling (e. Transepidermal Electrical Resistance) 

UIP  Millivefslungnabólga (e. usual interstitial pneumonia) 

Zeb  Zinc finger E-box-binding homeobox 
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1 INNGANGUR 
 

1.1 Lungun 

1.1.1  Lungnamyndun í fósturþroska 
Mikilvægt er að skoða myndun lungna í fósturþroska til þess að skilja hvernig 

frumur þeirra byggja upp líffærið (mynd 1).  

 Lungnaþroskun hefst á þriðju til fjórðu viku meðgöngunnar með 

innkomu lungnagrópar í nærliggjandi fósturbandvef (Magnusson, Baldursson 

og Gudjonsson, 2011). Hún dýpkar smám saman og þegar fjórða vika er liðin 

er grópin orðin að einhverskonar poka sem stækkar framan við vélindað. Úr 

honum liggur pípa sem verður að barkanum. Pípan greinist svo og myndar par 

af lungnaknöppum. Fram til loka sjötta mánaðar fósturþroskunar halda 

lungnaknapparnir áfram að lengjast og greinast endurtekið þar sem þeir 

mynda berkjur og milljónir berkjunga. Næstu þrjá mánuðina fram að fæðingu 

orsaka þessir berkjungar myndun fleiri hundruða lungnablaðra. Eftir fæðingu 

halda lungnablöðrurnar áfram að myndast en við fæðingu hafa einungis 

myndast um 15% af þeim lungnablöðrum sem fullþroskuð lungu þurfa að hafa 

(American Thoracic Society, 2003; Martini, Timmons og Tallitsch, 2012). 

Þegar barn hefur náð eins til tveggja ára aldri fer þessi hraða þróun lungnanna 

að minnka og eru þau því orðin sem næst því að vera fullmótuð, þó svo að 

þróun þeirra muni halda áfram næstu árin (Burri, 2006). 

Mynd 1: Þróun lungna í fóstrum. Myndin sýnir þróun lungna í mannsfóstri 
eftir tímabili meðgöngu. Aðlöguð mynd frá (Cincinnati, 2013). 
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1.1.2  Uppbygging og vefjafræði lungna 

Mynd 2: Líffæra- og vefjafræði lungnanna. Aðlöguð mynd frá (The Lung 
Association, e.d.). 

 

Öndunarfærin skiptast í tvo hluta, efri og neðri öndunarveg (mynd 2). Munnur, 

nefhol, barki og stærri berkjur skipa efri hlutann sem sér um að koma loftinu 

inn í líkamann, hita það og hreinsa og færa það niður til neðri hluta lungnanna. 

Nefið hefur nefhol sem er skipt í þrjá hluta. Sá hluti þess sem tengist 

öndunarfærunum er fóðraður með sýndarlagskiptu þekjulagi sem inniheldur 

m.a. bikarfrumur og bifhærðar frumur. Bikarfrumur sjá um að seyta slími svo 

að yfirborð slímhúðarinnar haldist alltaf rakt og að loftið verði vott sem kemur 

inn, auk þess að teppa óvelkomna hluti sem berast með loftinu. Bifhærðar 

frumur sjá svo um að færa slímið niður í kok þar sem því er oftast kyngt. Við 

enda barkakýlisins er barkinn en veggir hans hafa C-laga brjósk sem sér til 

þess að holrýmið falli ekki saman. Brjóskið er húðað með brjóskhimnu og 

bundið saman með sléttum vöðva (“m. trachealis”). Í barkanum er einnig 
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slímhúð, slímubeður og 

úthjúpur. Hann skiptist 

svo niður í stórar 

berkjur sem eru líkar 

barkanum í byggingu. 

Þessir hlutar öndunar-

vegar eru fóðraðir 

með sýndarlagskiptum 

bifhærðum þekjuvef 

sem liggur á grunn- himnu en hún sér um að halda þekjuvefnum aðskildum frá 

lamina propria (mynd 3). Lamina propria er stoðvefur sem samanstendur 

meðal annars af stoðvefsfrumum, æðaþelsfrumum og ýmsum ónæmisfrumum 

en einnig er þar teygjanleg himna sem aðskilur slímubeður frá slímhimnu 

(Eroschenko, 2005; Kierszenbaum og Tres, 2012; Ross og Pawlina, 2011; 

Stevens og Lowe, 2005; Tortora og Derrickson, 2011). Berkjurnar ná niður að 

lungnableðlum í hægra og vinstra lunga. Lungun eru ekki alveg eins þar sem 

hægra lungað er breiðara en það vinstra vegna þess að stærsti hluti hjartans 

er staðsettur í vinstra brjóstholinu. Vinstra brjóstholið er hinsvegar lengra, þar 

sem þindin rís hægra meginn til að rúma massa lifrarinnar. Hægra lungað 

skiptist í þrjú lungnablöð en það vinstra í tvö (Martini o.fl., 2012; Nichols og 

Cortiella, 2008; Tortora og Derrickson, 2011). Í lungunum skiptast berkjurnar í 

minni berkjur en þar sem þær hafa þrengst mikið breytist uppbygging þeirra 

með þeim hætti að C-lagaða brjóskið verður að óreglulega löguðum 

brjóskplötum sem dreifast um allt ummál berkjanna. Sléttu vöðvarnir verða 

mikilvægari og tengja saman brjóskplöturnar. Þær þrengjast svo ennfrekar og 

greinast í berkjunga. Í þeim er ekkert brjósk og ná þá sléttu vöðvarnir um allan 

vegginn. Berkjungarnir enda svo í loftskiptasvæðinu þar sem milljónir 

lungnablaðra eru staðsettar sem hafa mikið yfirborð fyrir loftskipti (Ross og 

Pawlina, 2011; Tortora og Derrickson, 2011). Lungnablöðrurnar eru byggðar af 

annarsvegar örþunnum lungnablöðrufrumum af gerð I (AT1) sem liggja að 

þéttu háræðaneti til þess að súrefnis-koldíoxíðs skiptin geti átt sér stað og hins 

vegar lungnablöðrufrumum af gerð II (AT2) sem stjórna framleiðslu 

Mynd 3: Sýndarlagskipt þekjulag. Myndinsýnir þær 
frumutegundir sem til staðar eru í sýndarlagskiptu 
þekjulagi. Aðlöguð mynd frá ("The Histology Guide," 
2014).  
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yfirborðsvirkra efna sem seytiblöðrur sem þær innihalda eru fylltar með. 

Lungnablöðrufrumurnar eru aðskildar frá æðaþelsfrumum háræðanna með 

örþunnri grunnhimnu (Kierszenbaum og Tres, 2012; Magnusson o.fl., 2011; 

Rawlins og Hogan, 2006; Tomashefski og Farver, 2008). 

 

1.1.3  Frumur lungnaþekjunnar 
Það eru að minnsta kosti átta formfræðilega mismunandi frumutegundir til 

staðar í þekjuvef öndunarfæra manna. Byggt á byggingu, virkni og 

lífefnafræðilegum mælikvarða eru þær flokkaðar í nokkra undirflokka. Þær 

skiptast fyrst og fremst í bifhærðar frumur og óbifhærðar frumur. Óbifhærðar 

frumur greinast svo í frekari undirflokka en þar má helst nefna grunnfrumur og 

seytifrumur (mynd 4) (Ayers og Jeffery, 1988; Rogers, Dewar, Corrin og 

Jeffery, 1993; Spina, 1998).  

1.1.3.1 Bifhærðar stuðlaþekjufrumur (e. Ciliated columnar epithelial cells)  

Bifhærðar stuðlaþekjufrumur eru frumur sem taldar eru koma annað hvort frá 

grunn- eða bikarútseytifrumum í þekjunni (Ayers og Jeffery, 1988). Þær eru 

ríkjandi í öndunarveginum þar sem þær eru yfir 50% allra þekjufrumna sem 

þar eru (Spina, 1998). Venjulega hafa bifháraþekjufrumur allt að 300 bifhár á 

hverri frumu og fjölmarga hvatbera fyrir neðan frumuyfirborðið til þess að veita 

þeim orku. Þetta gefur ákveðnar upplýsingar um starfsemi þessara frumna þar 

sem þær flytja slím úr lungum og upp í háls (Harkema, Mariassy, George, 

Hyde og Plopper, 1991). 

1.1.3.2 Bikarútseytifrumur (e. Goblet/mucous cells) 

Bikarútseytifrumur eru um 5-15 % allra þekjufrumna (Shaykhiev og Crystal, 

2014). Þær finnast í ríkulegu magni í berkjum og berkjungum lungnanna 

(Magnusson o.fl., 2011). Þær einkennast af himnubundnum smákornum og 

framleiða slím sem virkar sem verndandi efni fyrir þekjuvefinn og klófesta 

aðskotahluti í öndunarveginum. Aðskotahlutirnir eru síðan færðir upp 

öndunarveginn með bifhárum þekjunnar. Það er því mikilvægt að slímið sé 

framleitt í réttu magni og með rétt seigjustig til þess að ná skilvirkri úthreinsun. 

Frumurnar eru taldar geta endurnýjað sig sjálfar en þær geta einnig komið frá 
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grunnfrumum (Harkema o.fl., 1991; Jeffery, 1983; Rogers, 2003; Shaykhiev og 

Crystal, 2014). 

1.1.3.3 Grunnfrumur (e. Basal cells) 

Grunnfrumur eru á bilinu 6-30% af sýndarþekjulagi öndunarvegarins (Rock, 

Randell og Hogan, 2010). Þær eru tengdar við grunnhimnuna en til þess nota 

þær ákveðin integrín (α6β4) (Knight og Holgate, 2003). Dreifing þeirra er 

nokkuð jöfn í grunnlagi þekjunnar en þeim fækkar þó eftir því sem 

öndunarvegurinn þrengist (Evans, Cox, Shami og Plopper, 1990; Evans og 

Plopper, 1988). Talið er að þær séu stofnfrumur fyrir efri hluta öndunarvegsins 

þar sem þær eru taldar geta endurnýjað sig sjálfar. Þær eru heldur ósérhæfðar 

en eru þó taldar vera þær meginstofnfrumur sem sérhæfast í slím- og 

bifháraþekjufrumur (Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs og Stripp, 2004; Knight 

og Holgate, 2003). Þær tjá umritunarþáttinn p63 og frumukeratínin 5 og 14 

(Jason R. Rock o.fl., 2009). Eitt af hlutverkum grunnfrumna er að tengja 

stuðlafrumur við grunnhimnuna með hálftengdum komplexum en einnig eru 

þær taldar seyta fjölda lífvirkra sameinda (Evans, Cox, Shami, Wilson og 

Plopper, 1989; Knight og Holgate, 2003). 

1.1.3.4 Clara frumur (e. Clara cells) 

Clara frumur eru taldar vera stofnfrumur sem finnast í berkjum og berkjungum 

lungnanna. Margt bendir til þess hlutverk þeirra sem stofnfrumna sé að vera 

forveri fyrir bæði bifhærðar og slímseytandi frumur. Frumurnar innihalda 

rafeindaþétt smákorn sem eru talin framleiða verndandi yfirborðsvirk efni en 

einnig eru þær færar um að hlutleysa skaðleg efni sem andað er inn (Hong, 

Reynolds, Giangreco, Hurley og Stripp, 2001; Knight og Holgate, 2003). 

1.1.3.5 Hálfrumur (e. Serous cells) 

Hálfrumur eru tiltölulega sjaldgæf tegund frumna í öndunarveginum. Talið er 

að tveir stofnar þeirra finnist í smærri hlutum öndunarvegarins. Hálfrumur 

líkjast bikarútseytifrumum formfræðilega að mörgu leyti en þó er fínbygging 

þeirra ekki sú sama. Smákornin sem hálfrumurnar seyta eru einnig ólík þar 

sem þær seyta rafeindaþéttum smákornum (Rogers o.fl., 1993). Þær hafa 

einnig rafeindaþétt umfrymi og seyta margar hverjar hlutlausu slími og jafnvel 
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lípíðum (Jeffery og Li, 1997). Hálfrumur eru taldar vera stofnfrumur fyrir 

endurnýjun þekjunnar og stjórna ummyndun í bikarútseytifrumur (Basbaum, 

Jany og Finkbeiner, 1990). 

1.1.3.6 Lungnablöðrufrumur (e. Alveolar cells) 

Lungnablöðrufrumur eru staðsettar í lungnablöðrunum en þar fara loftskiptin 

fram (Rawlins og Hogan, 2006). 

AT1 eru á um 90% af yfirborði lungnablaðra. Þær eru ábyrgar fyrir 

loftskiptum og eru í nánu sambandi við smáæðar. Þetta eru flögufrumur sem 

eru tengdar með þéttum tengjum hver við aðra í kringum kjarnann ásamt því 

að vera tengdar við aðrar frumur lungnablöðruþekjunnar. Þetta gerir frumunum 

kleift að strekkjast út og verða mjög þunnar sem gerir það að verkum að 

loftskiptin verða jöfn (Junqueira og Carneiro, 2005; Magnusson o.fl., 2011; 

Ross og Pawlina, 2011; Young, Lowe, Stevens og Heath, 2006).  

AT2 eru á um 10% af yfirborði lungnablaðra en innihalda þó um 70% 

allra lungnablöðrufrumna. Þær innihalda mikið af seytiblöðrum og stjórna þær 

einnig framleiðslu yfirborðsvirkra efna sem seytiblöðrurnar eru svo fylltar með. 

Þetta er nauðsynlegt til að lágri yfirborðsspennu geti verið viðhaldið og til þess 

að fyrirbyggja það að samfall loftrýma geti átt sér stað (Magnusson o.fl., 2011; 

Rawlins og Hogan, 2006). Þær stjórna einnig jónaflutningi og umbrjóta 

utanaðkomandi efni. Út frá gögnum módela sem líkja eftir vefjaskaða eru AT2 

taldar vera forverafrumur fyrir bæði AT1 og AT2, þar sem módelin sýna að 

þær geti komið aftur af stað virkni lungnablaðra eftir að allar frumur AT1 hafa 

verið drepnar (Magnusson o.fl., 2011).  
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Mynd 4: Frumugerðir lungnanna. Myndin sýnir 
skematíska uppbyggingu á lungum þar sem 
frumugerðum berkjunga og lungnablaðra eru gerð 
ítarleg skil. Aðlöguð mynd frá (Magnusson o.fl., 2011). 

 

 

1.2 Týrósín kínasa viðtakar 
Týrósín kínasa viðtakar eru stór fjölskylda viðtaka sem fara í gegnum 

frumuhimnuna (Schlessinger, 2000). Í mannslíkamanum eru þekktir 58 slíkir 

viðtakar sem flokkaðir eru í 20 mismunandi undirfjölskyldur. Allir þessir 

viðtakar hafa svipaða sameindabyggingu með bindisvæði fyrir bindla 

utanfrumu, einn gorm (e. helix)  sem fer í gegnum frumuhimnuna og 

innanfrumusvæði sem inniheldur prótein týrósín kínasahneppi auk 

karboxýenda og stýrisvæða (Lemmon og Schlessinger, 2010). 
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Þegar enginn bindill er til staðar þá er týrósín kínasa viðtakinn 

ófosfóríleraður og einliðaður. Þegar bindill binst utanfrumuhlutanum veldur það 

tvenndarmyndun tveggja týrósín kínasa, sem leiðir svo til fosfórýleringar 

týrósín leifanna (mynd 5) og í framhaldi af því geta þeir komið af stað ýmsum 

innanfrumuboðum (Skogseth, Tvedt og Halgunset, 2011). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Mynd 5: Skýringarmynd á virkjun EGFR viðtaka. Myndin sýnir 
byggingu og virkjun EGFR viðtaka, sem eru dæmigerðir týrósín 
kínasa viðtakar. Þeir virkjast með bindingu bindla og veldur það 
því að þeir dragast saman. Þegar það gerist þá yfirfosfórýlera 
þeir hvorn annan. Þetta kemur svo af stað innanfrumuboðum. 
Aðlöguð mynd frá (Kumar, Petri, Halmos og Boggon, 2008). 

 

1.2.1  HER (EGFR, ErbB) fjölskyldan 
Húðþekjuvaxtarþáttaviðtaka (HER) fjölskyldan er hópur týrósín kínasa viðtaka. 

Hún samanstendur af fjórum mjög skyldum tegundum viðtaka: EGFR (HER1, 

ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) og HER4 (ErbB4) (Cai, Niu og Chen, 

2008).  

EGFR viðtakinn getur bundist nokkrum mismunandi tegundum af 

bindlum sem koma af stað mismunandi boðferlum (mynd 6). Þegar hann er 

virkjaður með bindlum eins og þekjuvefsvaxtarþáttum (EGF) myndar hann 

tvenndir, annarsvegar með öðrum eins EGFR viðtaka (einsleit 

tvenndarmyndun) eða með öðrum viðtaka úr fjölskyldunni, þá oftast HER2 

(misleit tvenndarmyndun). Við það verða innanfrumuáhrif þar sem fosfórýlering 

verður á týrósín leifunum. Leifarnar fosfórýlera fleiri þætti í umfryminu og koma 

þannig af stað ýmsum boðferlum svo sem fosfórýleringu og virkjun á 

umritunarþáttum sem leiða til tjáningar á nýjum genum eða virkjun 
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ræsisvirkjaðra prótein kínasa (MAPK) ferla sem koma af stað frumufjölgun og 

frumuskriði (Becker, Kleinsmith, Hardin og Bertoni, 2009; Cai o.fl., 2008; 

Gazdar, 2009; Jorissen o.fl., 2003; Lemmon og Schlessinger, 2010; Pierce 

o.fl., 2001). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Mynd 6: Frumuboðferlar EGFR viðtaka. Myndin sýnir 
boðferla sem örvast þegar EGFR viðtakar virkjast. 

 

Fjölskyldan spilar ómissandi hlutverk bæði í eðlilegu lífeðlisfræðilegu 

ástandi og einnig í sjúkdómamyndun, þar á meðal krabbameinum (Hynes og 

MacDonald, 2009). 

Viðtakarnir samanstanda af 28 táknröðum en týrósín kínasahneppið er 

kóðað í táknröð 18-24 (Reiter o.fl., 2001). Bilun í boðferlum í gegnum EGFR 

viðtakana getur valdið mögnun en einnig stökkbreytingum (Shien o.fl., 2013). 
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1.2.1.1 EGFR stökkbreytingar 

Stökkbreyting á EGFR geni er að finna í fyrstu fjórum táknröðum 

kínasahneppisins (18 - 21) (mynd 7) (Gazdar, 2009).   

Mynd 7: Skýringarmynd af stökkbreytingum EGFR. Á myndinni má sjá 
staðsetningu svæða innan EGFR kínasahneppisins þar sem stökkbreytingar virkja 
kínasavirkni með bindils-óháðum kerfum. Aðlöguð mynd frá (Kumar o.fl., 2008). 

 

Það sem gerist við mögnun eða stökkbreytingu viðtakans er að 

próteinafurðin verður yfirtjáð eða sívirkjuð og getur það meðal annars leitt 

til offjölgunar frumna, meinvarpa og lengri líftíma frumnanna. Þessar 

stökkbreytingar eru meðal annars vel þekktar í lungnakrabbameinum 

(Becker o.fl., 2009; Gazdar, 2009; Gross, Shazer og Agus, 2004). 

1.2.1.1.1	  L858R	  stökkbreytingin	  

L858R stökkbreytingin er sú algengasta af öllum stökkbreytingum EGFR í 

lungum, eða um 41%. Hún kemur til þegar leusín (L) skiptir við arginín (R) í 

tákni 858 í tjáröð 21 (Gazdar, 2009; Yu o.fl., 2009).  
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1.3  Krabbamein 

1.3.1  Æxli 
Æxli er massi sem myndast við óeðlilegan frumuvöxt og -skiptingu (Martini 

o.fl., 2012). Einkenni æxlisfrumnanna umfram heilbrigðar frumur líkamans eru 

að þær forðast vaxtarbælingarþætti, komast hjá frumudauða, hafa stöðug 

vaxtarörvunarboð, eru ódauðlegar, örva æðanýmyndun í umhverfi sínu og 

geta síðar virkjað íferðarferla og meinvarpast. Þessir þættir eru taldir gera 

þeim kleift að halda áfram vexti og dreifingu (Hanahan og Weinberg, 2011).  

Æxli flokkast í tvo undirflokka, góðkynja og illkynja æxli. Í góðkynja 

æxlum haldast frumurnar innan stoðvefjarins og eru þau því sjaldnast 

lífshættuleg. Þegar um ræðir illkynja æxli geta frumurnar breiðst til 

nærliggjandi vefja. Ef það gerist þá er æxlið orðið að meinvörpum sem er bæði 

lífshættulegt og illviðráðanlegt (Martini o.fl., 2012).  

1.3.1.1 Lungnakrabbamein 

Krabbamein eru hópur sjúkdóma sem eru sífellt að verða algengari og valda 

þeir flestum dauðsföllum á heimsvísu, eða um 13% (7,6 milljónir) árið 2008. Af 

öllum krabbameinum er lungnakrabbamein algengasta undirtegundin þar sem 

talið er að um 1,37 milljónir dauðsfalla hafi orðið í heiminum þetta sama ár. 

Hér á landi er lungnakrabbamein annað algengasta krabbameinið hjá báðum 

kynjum en að meðaltali greinast 158 manns á ári (IRAC, 2008; Jónasson og 

Tryggvadóttir, 2012). Í nánustu framtíð er talið að þetta muni aukast og valda 

auknum heilsufarsvandamálum  (IRAC, 2008; Yu o.fl., 2009).  

Tóbaksnotkun er algengasti orsakavaldur lungnakrabbameins þar sem 

hún veldur um 71% tilfella (WHO, 2013). Þó eru einungis um 16% 

reykingamanna sem fá lungnakrabbamein. Þeir virðast því misnæmir fyrir 

krabbameinsvaldandi áhrifum tóbaksreyksins, sem bendir til þess að þættir 

eins og erfðir og aðrir undirliggjandi sjúkdómar s.s. lungnateppa spili hlutverk 

þar líka (Guðbjartsson o.fl., 2008). Lungnakrabbameini er skipt upp í 

tvennskonar undirtegundir, annarsvegar smáfrumulungnakrabbamein og hins 

vegar lungnakrabbamein sem ekki eru smáfrumukrabbamein (e. non-small cell 

lung cancer, NSCLC). Það síðarnefnda er mun algengara eða um 80% allra 

tilfella og má skipta í þrjá undirflokka: kirtilmyndandi krabbamein, 
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flöguþekjukrabbamein og stórfrumukrabbamein (Tiseo, Bartolotti, Gelsomino 

og Bordi, 2010; Yu o.fl., 2009). Flöguþekju- og smáfrumukrabbamein hafa 

mestu tengslin við tóbaksnotkunina en þessi tengsl eru örlítið veikari í 

kirtilmyndandi krabbameinum (Guðbjartsson o.fl., 2008).  

 Yfirtjáning á EGFR viðtökunum er algeng í NSCLC, eða milli 43-89%. 

Þar er hún algengust í flöguþekjukrabbameinum (70%), örlítið minni í 

kirtilmyndandi krabbameinum (50%) og mjög lítil í stórfrumukrabbameinum. 

Það er svo lítil sem engin yfirtjáning í smáfrumulungnakrabbameinum 

(Scagliotti, Selvaggi, Novello og Hirsch, 2004). Stökkbreytingar á viðtökunum 

eru þó örlítið sjaldgæfari þar sem þær finnast einungis í á milli 10-35% allra 

NSCLC krabbameina. Þau eru algengust hjá konum sem eru með 

kirtilmyndandi krabbamein en reykja ekki. Stökkbreytingarnar má flestar, eða í 

um það bil 90% tilfella, finna í tjáröð 19 og 21 (L858R) (Ladanyi og Pao, 2008; 

T. J. Lynch o.fl., 2004; Paez o.fl., 2004; Pao o.fl., 2004). 

 Helsta meðferð lungnakrabbameina er skurðaðgerð. Slík aðgerð er þó 

einungis kostur á fyrstu stigum sjúkdómsins, í tilvikum þar sem fjarmeinvörp 

eru ekki til staðar (Reif, Socinski og Rivera, 2000; Socinski o.fl., 2007). 

Geislameðferð er möguleg bæði sem líknandi meðferð og læknandi hjá þeim 

sjúklingum sem ekki er treyst í skurðaðgerð (Spira og Ettinger, 2004). 

Lyfjameðferð er hinsvegar oftast notuð með geislameðferðum þegar 

sjúkdómurinn er staðbundinn, langt genginn og í vaxandi mæli einnig í kjölfar 

skurðaðgerða. Hún hefur einnig, ein og sér, sýnt fram á bætta lifun og lífsgæði 

sjúklinga með meinvörp. Í þeim tilfellum eru oft notuð tvö lyf saman í blöndu 

þar sem annað lyfið er í flokki platinumlyfja (Guðbjartsson o.fl., 2008; Reif o.fl., 

2000). Gefitinib er týrósín kínasa hemill sem samþykktur var af bandarísku 

matvæla- og lyfjastofnuninni (FDA) árið 2003 sem þriðju línu NSCLC. Lengi 

vel voru læknar ekki vissir hvenær ætti að nota lyfið til meðferðar þrátt fyrir að 

vitað væri að svörunin reynist best hjá sjúklingum sem ekki hafa reykt, konum 

og sjúklingum með kirtilmyndandi krabbamein. Ástæðan er sú að einungis lítill 

hluti þessara sjúklinga var að svara meðferðinni en í þeim tilfellum sem hún 

hafði áhrif var svörunin mjög góð. Hins vegar hefur síðar komið í ljós að 

stökkbreytingar á týrósín kínasa viðtakanum EGFR segi til um svörunina við 
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meðferðinni þar sem rannsóknir hafa sýnt að þeir sem hafi stökkbreytingu 

svari mun betur meðferð en aðrir (Baselga o.fl., 2002; Green, 2004; Thomas J. 

Lynch o.fl., 2004). 

 

 

1.4 Bandvefsumbreyting þekjuvefjar (e. Epithelial-to-mesenchymal         
Transition, EMT) 

Bandvefsumbreyting þekjuvefjar (EMT) er líffræðilega flókið ferli þroskunar 

sem leyfir skautuðum þekjufrumum að gangast undir breytingar sem gera 

þeim kleift að taka upp svipgerð bandvefsfrumna (mynd 8). Með þessu missa 

þær sérhæfð einkenni sín, þar á meðal frumuviðloðun og skautun (Brabletz og 

Brabletz, 2010; Kalluri og Neilson, 2003).  

Í frumurækt verður við EMT aukin tjáning á bandvefsmarkerunum 

Ncadherín, Vimentín, Twist, Snail 1&2 og Zeb 1&2 en þó er þessi tjáning háð 

fleiri þáttum eins og frumutegundum og aðstæðum. Þessi aukna tjáning getur 

valdið aukningu á frumuskriði og viðnám getur orðið gegn stýrðum 

frumudauða. Aftur á móti verður minnkuð tjáning á 

þekjufrumukennisameindum, þar með talið Ecadherín og miR-200c 

(Moustakas og Heldin, 2007; Thiery, Acloque, Huang og Nieto, 2009; Zhao 

o.fl., 2013). EMT er eðlilegur þáttur í þroska fósturs en þar hefur ferlið 

mikilvægum hlutverkum að gegna í þroskunarferlinu, má nefna myndun 

fósturbandvefsfrumna, miðlags í holfóstursmyndun og myndun greinóttrar 

formgerðar í nokkrum líffærum (mynd 8) (Polyak og Weinberg, 2009). Hins 

vegar hefur EMT einnig verið tengt krabbameinum. Krabbameinsfrumur eru 

taldar fara í EMT vegna margvíslegra boða þar á meðal frá aðliggjandi stoðvef 

(mynd 8). Þetta stuðlar að ífarandi vexti frumnanna, myndun meinvarpa og 

auknu lyfjaónæmi. Bandvefsmyndun ýmissa annarra örmyndandi sjúkdóma er 

einnig talin tengd umbreytingunni (Gjerdrum o.fl., 2010; Kalluri og Weinberg, 

2009; Polyak og Weinberg, 2009). 
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Mynd 8: EMT í þroska og sjúkdómum. Aðlöguð mynd frá (Acloque, Adams, 
Fishwick, Bronner-Fraser og Nieto, 2009). 
  

 

1.5 Lungnatrefjun af óþekktum uppruna (e. Idiopathic pulmonary 
fibrosis, IPF) 

Lungnatrefjun af óþekktum uppruna (IPF) er ein tegund 

millivefslungnasjúkdóma sem eru sjúkdómar af völdum bólgu og 

bandvefsmyndunar í millivef lungnanna. Sjúkdómurinn er aldurstengdur og 

leggst helst á eldra fólk (Borchers, Chang, Keen og Gershwin, 2011; Gunther 

o.fl., 2012; King, Pardo og Selman, 2011).  Sjúkdómsfræðin er ekki að öllu 

þekkt en lykillinn er þó talinn liggja í langvinnum áverkum á AT2.  Í greiningu 

sést mikil þykknun á lungnablöðrusvæði lungans ásamt 

vöðvabandvefsfrumuhneppi (e. fibroblastic foci, FF) og í verstu tilfellum 

honeycomb örmyndun (Travis, 2008). Nýjustu kenningar gefa til kynna að 

frumur innan FF séu lungnaþekjufrumur sem farið hafa í EMT og þar af 

leiðandi tekið á sig bandvefslíka svipgerð (Willis, duBois og Borok, 2006). 

Sjúkdómurinn er óafturkræfur og er í flestum tilfellum banvænn (King o.fl., 

2011). 
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1.6 Ræktunaraðferðir 
Til þess að hægt sé að stunda rannsóknir á lungum á sem bestan hátt er 

aðgangur að góðum líkönum grundvallaratriði. Algengt hefur verið að nota 

dýralíkön til þessara rannsókna in vivo, þá aðallega nagdýr, s.s. mýs. Hafa 

verður þó í huga að samsetning frumna í öndunarvegi manna og nagdýra er 

ekki sú sama og vefjauppbygging önnur. Þannig geta in vitro rannsóknir og 

sérstök ræktunarlíkön, sem líkja eins vel og hægt er eftir því umhverfi sem er 

til staðar í mannslíkamanum, nýst vel til ákveðinna rannsókna á lungum 

manna (J. R. Rock o.fl., 2009; Weaver, Fischer, Peterson og Bissell, 1996). 

 

1.6.1  Einlagsræktir 
Í mörg ár hafa einlagsfrumuræktir verið mikilvægt verkfæri í rannsóknum þar 

sem þær geta svarað mikilvægum spurningum í frumu- og sameindalíffræði 

(mynd 9) (Weaver o.fl., 1996). Í þeim vaxa frumur á flötu plastyfirborði. 

Rannsóknir hafa þó sýnt að þegar frumur eru teknar frá vef sínum og látnar 

vaxa á svona þéttu yfirborði, geti þær orðið háðar ákveðnum takmörkunum þar 

sem þær skortir meðal annars stoðvef og millifrumuefni. Sýnt hefur verið fram 

á að með þessum hætti missi frumurnar sérhæfingu sína og 

byggingareiginleika (Carterson o.fl., 2005; Kim, 2005).  

 

1.6.2  Loft-vökva ræktir (e. Air-liquid interface, ALI) 
Loft-vökva ræktir (ALI) hafa verið notaðar með góðum árangri til að líkja eftir 

vefjafræði efri hluta öndunarvegarins (mynd 9) (Verkman, Song og 

Thiagarajah, 2003). Þar eru frumurnar ræktaðar á transwell filtrum þar sem 

ræktunarætið er fyrir neðan frumulagið sem gerir það að verkum að grunn- og 

hliðlæga hlið frumnanna kemst í snertingu við vaxtarætið en topphliðin kemst í 

snertingu við loft.  
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Sýnt hefur verið fram á að sumar lungnafrumulínur myndi 

sýndarþekjulag í ALI ræktunum og hafa þær því verið notaðar til rannsókna á 

ýmsum varnareiginleikum útþekjunnar, s.s. þétttengjum og örverueyðandi 

peptíðum (Asgrimsson, Gudjonsson, Gudmundsson og Baldursson, 2006; 

Halldorsson o.fl., 2007; Steinmann, Halldorsson, Agerberth og Gudmundsson, 

2009).  

Mynd 9: Skýringarmynd sem sýnir muninn á einlags- og ALI-rækt. 
A&B sýna einlagsrækt þar sem frumur eru ræktaðar á botni flösku og 
ræktunarætið sett ofan á. Í C&D er ALI rækt þar sem frumur eru ræktaðar á 
transwell filtrum og ræktunarætið er fyrir neðan frumulagið. Þannig komast 
þær bæði í snertingu við æti og loft.  

 

 

1.7 VA10 frumulínan 
Öndunarvegurinn er flókið fyrirbæri og frumugerðirnar í þekjuvef hans 

fjölbreyttar. Því er mikilvægt að hafa vel skilgreinda frumulínu sem er fær um 

að geta endurmyndað sérstaka svipgerðareiginleika lungna in vivo. Það hefur 

hins vegar verið skortur á aðgengi að slíkum frumulínum. Nýlega hefur þó 

verið gerð mannalungnaþekjufrumulína með forverafrumueiginleika, sem 

nefnd var VA10 (Asgrimsson o.fl., 2006; Halldorsson o.fl., 2007).  

Grunnfrumur eru einu frumurnar sem eru bundnar grunnhimnunni með 

α6β4 integrínum, en umritunarþátturinn p63 og cytokeratin-14 eru m.a. 

kenniprótein þeirra. Flúrljómandi litun var gerð á tjáningu α6β4 integrínsins og 

grunnfrumutengda umritunarþáttarins p63 sem studdi niðurstöður litunar sem 

gerð var á VA10 frumulínunni, en hún sýndi að frumukeratín 5, 6, 13, 14 og 17 
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eru tjáð í henni, en í henni er einnig tjáður umritunarþátturinn p63. Þetta bendir 

til þess að hún hafi grunnfrumulíka svipgerð. Þar sem grunnfrumur eru taldar 

hafa stofnfrumueiginleika getur þetta verið kostur fram yfir aðrar frumulínur 

sem notaðar hafa verið til að rannsaka lungnaþekju, en þær eru margar 

hverjar æxlisfrumur (Halldorsson o.fl., 2007). 

VA10 frumulínan var gerð ódauðleg með því að innleiða E6 og E7 

æxlisgen frá vörtuveiru (HPV16) í fósturlungnaþekjufrumur. Þetta var gert þar 

sem þekjufrumurnar hafa ekki óendanlegan líftíma (Halldorsson o.fl., 2007). 

Þessi ódauðlega lungnaþekjufrumulína hefur nú þegar nýst til þess að skoða 

uppbyggingu, virkni og þroskun lungnavefjar (Arason o.fl., 2014; Franzdottir 

o.fl., 2010). 

Í ALI rækt, þar sem grunn hlið frumnanna er útsett fyrir vaxtaræti og 

topphliðin er útsett fyrir lofti, mynda VA10 frumurnar lagskipt frumulag með 

tjáningu á p63 í grunnlaginu (Halldorsson o.fl., 2007).  

Samræktun VA10 frumulínunnar með æðaþelsfrumum mynda 

berkjulíka formgerð með greinarmyndun og mögulega sérhæfa þekjufrumurnar 

í að mynda lungnablöðruþekjufrumur í þrívíðri rækt. In vitro ræktir af 

lungaþroskun og sérhæfingu væri þannig hægt að nota til að skoða marga 

þætti, s.s. milliverkun á milli frumna og boðefnamyndun í formþroska vefjarins 

(Franzdottir o.fl., 2010). 
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2 MARKMIÐ 
 

Stökkbreyting eða mögnun á týrósín kínasa viðtökum hefur verið tengd 

lungnakrabbameinsmyndun og meðal þeirra er týrósín kínasa viðtakinn EGFR. 

Stökkbreytingin L858R veldur skiptingu á tákna 858 úr amínósýrunni leusíni í 

argínín. Hún finnst í undirafbrigðum lungnakrabbameina og gæti mögulega 

reynst ákjósanlegt lyfjamark. Nýlega hefur innleiðing verið gerð á L858R 

stökkbreytingunni í VA10 lungnaþekjufrumulínuna. 

 Í verkefninu var í upphafi ætlunin að skoða tjáningarmynstur EGFR í 

eðlilegum lungnavef ásamt því að skoða tjáningamynstur þess einnig í 

lungnavef IPF sjúklinga. Síðan voru skilgreindar starfrænar breytingar VA10 

frumnanna í kjölfar yfirtjáningar EGFR og L858R stökkbreytingarinnar. Sérstök 

áhersla var lögð á að kanna hæfni frumnanna til þess að vaxa ífarandi sem er 

eitt af kennimerkjum illkynja krabbameinsfrumna sem og tilhneigingu þeirra til 

þess að fara í EMT. 

 

Megin markmiðið er því að kanna eftirfarandi þætti: 

• Tjáningarmynstur EGFR í eðlilegum og IPF lungnavef. 

• Starfrænar breytingar í kjölfar EGFR yfirtjáningar/stökkbreytingar 

• Tilhneiging frumnanna til þess að fara í EMT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 19 

3 EFNI OG AÐFERÐIR 
 

3.1 Undirbúningur 
Fengin voru sýni frá rannsóknarstofu í meinafræði á Landspítala 

Háskólasjúkrahúsi bæði úr heilbrigðum lungnavef og lungnavef sjúklinga með 

lungnatrefjunarsjúkdóma. Fyrir sýnin er nauðsynlegt að hafa tilskilin leyfi og 

hefur Vísindasiðanefnd samþykkt þau: nr. 88374–96345. 

 

 

3.2 Efni 

3.2.1  Efnalisti 
Tafla 1: Listi yfir þau efni sem notuð voru í rannsókninni 

Efni Framleiðandi 
Asetón Sigma-Aldrich® 
BEGM 
Viðbótarþættir: 
        Penisillín 
        Retinóín sýra (A-vítamín) 
        Streptómysín 

Cell applications inc. 
 
Gibco® 
Cell applications inc. 
Gibco® 

Bradford reagent Sigma 
Collagen PureCol-Biomaterials 
Crystal violet SCRU 
DAB + chromogen Dako 
DAB + imidazól HCL búffer Dako 
DMEM/F-12 
Viðbótarþættir: 
        HEPES (15mM) 
        L-Glútamín 
        Penisillín 
        Streptómysín 
        Ultroser G (2%) 

Gibco® 
 
Gibco® 
Gibco® 
Gibco® 
Gibco® 
Pall 

dNTP 10 mM InvitrogenTM 

DTT 0,1 mM InvitrogenTM 
FBS SCRU 
Fluoromount  Sigma 
Flutningsbúffer Life technologies 
Formaldehýð 36,5% Sigma-Aldrich® 
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Fosfatasahindri Thermo Scientific 
Hemtoxylín SCRU 
Ísóprópanól Sigma-Aldrich® 
Kjarnalitur (TO-PRO®-3 iodide) InvitrogenTM 
Klóróform Sigma-Aldrich® 
Köfnunarefni (fljótandi) Ísaga 
LHC-base Gibco® 
Merkaptóetanól Sigma 
Merkt pólýmer-hrp-anti-rabbit Dako 
MES keyrslubúffer Life technologies 
Metanól Sigma-Aldrich® 
PBS SCRU 
Peroxíðasa hindri Dako 
PVDF himna Immobilon®-FL 
Odyssey®hindrunarbúffer (BSA) Li-cor® 
Phalloidin Life technologies #1304569 
Prestain ladder Thermo Scientific 
Próteasahindri Thermo Scientific 
PVDF himna Immobilon®-FL 
Random hexamer primers Fermentas 
RIPA búffer SCRU 
RNaseOUTTM ribonuclease inhibitor 40 U/µl InvitrogenTM 
SDS SCRU 
Sermi SCRU 
Super pap pen InvitrogenTM 
Super ScriptTM II bakriti 200 U/µl InvitrogenTM 
Spiritus Fortis 96% Gamla apótekið 
TBS SCRU 
TriReagent Ambion® 
TE búffer 0,25% SCRU 
Trypsín Gibco® 
Tween® 20 Sigma 
Xylene J.T. Baker 
5x first strand búffer InvitrogenTM 
10% SDS Bis-Tris gel Life technologies 
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3.2.2  Mótefnalisti 
Tafla 2: Listi yfir þau mótefni sem notuð voru í rannsókninni 

Mótefni Tegund Mótefna-
flokkur 

Þynning 
(DAB/IF/WB) 

Framleiðandi 

Actín Mús IgG1 1:-/-/5000 Abcam 3280 
AKT Mús IgG1 1:-/-/2000 Cell Signaling 

#2920 
Ck14 Mús IgG3 1:100/25/- Novocastra 
Ecadherin Mús IgG2a 1:-/100/1000 BD -610182 
EGFR Kanína IgG 1:100/100/2000 Cell Signaling 

#4267S 
ErbB2 Kanína IgG 1:100/-/- Cell Signaling 

#3197S 
ERK Mús IgG1 1:-/-/1000 Cell Signaling 

#4696 
Histone H3 Kanína IgG 1:-/-/1000 Cell Signaling 

#4499S 
L858R Kanína IgG 1:-/-/1000  Cell Signaling 

#2237 
Ncadherin Mús IgG1 1:-/-/1000 BD 610921 
p-AKT Kanína IgG 1:-/-/2000 Cell Signaling 

#4060 
p-ERK Kanína IgG 1:-/-/1000 Cell Signaling 

#4370 
p63 Kanína IgG 1:-/100/1000 Santa Cruz 

8344 
p63 Mús IgG1 1:-/100/- Novocastra 
Vimentín Mús IgG1 1:-/100/1000 DAKO, M0725 
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3.2.3  Rauntíma-pólýmerasa keðjuverkunar (e. Real-time 

          polymerase chain reaction, RT-qPCR) primerar 
Tafla 3: Listi yfir þá SYBR Green primera sem notaðir voru í rannsókninni  

Auðkenni Primer Basaröð 5’-3’ 
CDH1 (Ecadherin) CDH1-fwd TCAGAATGACAACAAGCCC 

CDH1-rev ACAGAGGTTCCTGGAAGAG 
CDH2 (Ncadherin) CDH2-fwd TGGGAATCCGACGAATGG 

CDH2-rev TGCAGATCGGACCGGATACT 
GAPDH 
(Glýseraldehýð-3-fosfat 
dehýdrógenasi) 

GAPDH-fwd AGCCACATCGCTCAGACAC 
GAPDH-rev GCCCAATACGACCAAATCC 

KRT14 (Keratín14) KRT14-fwd GATGCGTGACCAGTATGAG 
KRT14-rev TTCAGCTCCTCTGTCTTGG 

TP63 p63-fwd AAAGGACAGCAGCATTGATCAA 
p63-rev TGTTCAGGAGCCCCAGGTT 

 
Tafla 4: Listi yfir þá TaqMan primera sem notaðir voru í rannsókninni 

Auðkenni prófunar  Primer Basaröð 
Hs00540086_m1 EGFR1 - 
Hs01076092_m1 EGFR2 - 
Hs99999905_m1 GAPDH GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT 
Hs00195591_m1 SNAI1 GACTCTAATCCAGAGTTTACCTTCC 
Hs00950344_m1 SNAI2 TTAGAACTCACACGGGGGAGAAGCC 
Hs01675818_s1 TWIST1 CCATGTCCGCGTCCCACTAGCAGGC 
Hs00232783_m1 ZEB1 TGATGAAAATGGAACACCAGATGCA 
Hs00207691_m1 ZEB2 GGACAGATCAGCACCAAATGCTAAC 
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3.3 Tæki 

3.3.1  Tækjalisti 
Tafla 5: Listi yfir helstu tækin sem notuð voru í rannsókninni 

Tæki Framleiðandi 
Aflgjafi Hoefer scientific Instruments 
Frumuteljari Tamaco 
Hitablokk Techne 
LAF-skápur Holten LaminAir 
LAF-skápur Thermo electron corporation 
LAF-skápur Kebo 
Oddysey® innrauður skanni Li-cor® 
PCR tæki Applied Biosystems 
Rugga Stuart Scientific 
Ræktunarskápur (37°C, 5% CO2 95% raki) Heraeus instruments cytoperm 2 
Ræktunarskápur (37°C, 5% CO2) Thermo Scientific 
Samdepla smásjá (e. confocal) Zeiss LSM 510 
Smásjá Fluovert 
Skilvinda Sarstedt 
Skilvinda Hettich Zentrifugen 
Skilvinda Thermo Scientific 
Spectrophotometer Nanodrop® 
Ljósgleypnimælir SPECTRAmaxPLUS384 
Vortex genie 2 vél Scientific Industries 
Xcell SureLockTM Invitrogen 
Xcell IITM Blot Module Invitrogen 
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3.3.2  Áhaldalisti 
Tafla 6: Listi yfir helstu áhöldin sem notuð voru í rannsókninni 

Áhald Framleiðandi 
Eppendorf glas Ambion® 
Frumuskrapari BD FalconTM 
PCR bakki 4titude 
Pípetta 5 – 25 ml Falcon® 
Pípetta Gilson 
Pípettuoddar Diamond® 
Rakakassi SCRU 
Skilvinduglas 15 ml BD FalconTM 

Skilvinduglas 50 ml BD FalconTM 
Sýnagler Starfrost 
Transwell himna Corning 
T25 flaska BD FalconTM 
8 holu bakki BD FalconTM 
12 holu bakki BD FalconTM 
24 holu bakki BD FalconTM 
96 holu bakki BD FalconTM 
 

 

3.4 Hugbúnaður 

Tafla 7: Listi yfir þau forrit sem notuð voru í rannsókninni 

Aðgerð Hugbúnaður 
Gröf Microsoft® Excel® for Mac 2011(Version 14.2.0) 
Ljósmæling SoftMax® Pro 4.3.1 LS  
Myndataka IF-litunar LSM Pascal 510 
Myndataka mótefnalitunar Adobe® Photoshop CS3 
Myndvinnsla  CorelDRAW X3 og Paintbrush2 (Version 2.1.1) 
Mæling á próteinmagni ND-1000 (Version 3.5.1) 
Skönnun western litunar Image Studio (Version 2.0) 
Stöplarit Microsoft® Excel® for Mac 2011 (Version 14.2.0) 
Töflur Microsoft® Word for Mac 2011 (Version14.2.0) 
Útreikningar 
        Meðaltöl 
       Staðalfrávik 

Microsoft® Excel® for Mac 2011 (Version 14.2.0) 
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3.5 Aðferðir 

3.5.1  Frumuræktir 
Allar frumuræktanir rannsóknarinnar, voru geymdar í ræktunarskáp við 37°C 

og 5% CO2 styrk. 

3.5.1.1 Einlagsrækt 

Í einlagsrækt voru VA10 frumulínurnar ræktaðar með lungnaþekjufrumuætinu 

Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM) sem sýklalyfjum hafði verið bætt 

útí. Þessar ræktanir voru hafðar í T25 ræktunarflöskum.  

 Skipt var um æti þrisvar í viku og umsáning gerð þegar ræktirnar voru 

um 90% þéttar. 

3.5.1.1.1	  Umsáning	  

Æti var tekið af frumunum og þær skolaðar með fosfat búffer saltlausn (PBS).   

1 ml af trypsíni var settur út í flöskuna og hún geymd í 37°C heitum 

ræktunarskáp í rúmlega 3 mínútur til þess að losa frumurnar. Þær voru svo 

skoðaðar í smásjá þannig að öruggt væri að allar hefðu losnað. Flaskan var 

skoluð með 12 ml af PBS nokkrum sinnum til þess að ná öllum frumunum. 

Lausnin var sett í 15 ml skilvinduglös og spunnin við 2000 hringi á mínútu 

(rpm) í 3 mínútur. Á meðan var 5 ml af æti komið fyrir í nýjum T25 

ræktunarflöskum. Lausnin var því næst tekin úr skilvindunni og vökvinn 

sogaður af þannig að frumupalletan í botninum sæti ein eftir. Hún var svo leyst 

upp í 1 ml af æti og viðeigandi magni komið fyrir í nýju ræktunarflöskunum. 

3.5.1.2 ALI rækt 

Byrjað var á að húða pólýesterhimnur með 0,4 µm götum með því að setja 500 

µl af þynntri kollagen:PBS lausn (1:40) á hverja himnu í 12 holu bakka. Eftir að 

hafa staðið við stofuhita í 30-60 mínútur var vökvinn sogaður af og himnurnar 

látnar þorna í lagskiptum loftflæðis (LAF) skáp. 

 150.000 frumur sem, blandaðar höfðu verið við 500 µl af BEGM æti, 

voru settar á hverja himnu. 1½ ml af æti var svo komið fyrir í hólfinu fyrir 

neðan. Frumunum var leyft að festa sig og vaxa þétt í 2 sólarhringa. Þá var 

vaxtarætið fjarlægt beggja megin himnunnar og volgu sérhæfingaræti komið 

fyrir í staðinn. Frumurnar skruppu á þessu stigi og voru því ekki lengur þéttar. 
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Bíða þurfti þar til þær næðu þéttum vexti að nýju. 5-7 dagar liðu og var þá 

ætinu sem var fyrir neðan himnuna, skipt út fyrir nýtt en ætið fyrir ofan var 

fjarlægt. Frumurnar voru þvegnar á tveggja daga fresti með PBS og samtímis 

var gamla ætinu í neðra hólfinu skipt út fyrir nýtt.  

 

3.5.2  RNA einangrun 
Frumur úr einlagsrækt voru leystar upp með því að 1 ml af TriReagent var 

bætt út í flöskuna og látið standa við stofuhita í 5 mínútur. Lausnin var svo 

færð yfir í eppendorf glas og út í hana bætt 200 µl af klóróformi. Glasið var 

hrist í 15 sekúndur og látið standa við stofuhita í 10-15 mínútur. Eftir það var 

lausnin sett í skilvindu við 4°C og 13.000 rpm í 18 mínútur. Flotið var tekið af 

og komið fyrir í öðru eppendorf glasi. Út í þann vökva var bætt 500 µl af 

ísóprópanóli til þess að botnfall RNA næðist. Eftir að hafa beðið við stofuhita í 

5-10 mínútur var lausnin sett í skilvindu við 4°C og 13.000 rpm í 12 mínútur. 

Því næst var vökvinn tekinn ofan af og RNA pallettan látin sitja eftir í botninum. 

Hún var þvegin með 1ml af 96% etanóli, vortexuð og sett í skilvindu við 4°C og 

8000 rpm í 5 mínútur. Etanólið var tekið af með pípettu og RNA látið þorna í 

30 mínútur. Að lokum var RNA enduruppleyst með 30 µl af RNasa fríu vatni og 

látið standa í 5 mínútur við stofuhita áður en það var mælt með nanodrop og 

sett í frysti. 

3.5.2.1 Umritun í cDNA 

500 µg af RNA voru sett í eppendorf glas og fyllt upp að 10 µl með vatni. 1 µl 

random primers og 1 µl deoxýnúkleótíð (dNTP) var blandað saman við 

lausnina. Lausnin var hituð við 65°C í 5 mínútur og komið fyrir á ís. Búið var til 

master mix þar sem 12 µl 5x first-strand búffer og 8 µl 0,1M dithiothreitol (DTT) 

var blandað saman og 6 µl af þeirri blöndu sett út í lausnina. 1 µl RNaseOUT 

(40 einingar/µl) var einnig bætt út í. Þessu var blandað varlega saman með 

pípettu og hitað í PCR vél við 25 °C í 10 mínútur. Þá var 1 µl (200 einingum) af 

Super ScriptTMII bakrita blandað mjög varlega saman við með pípettu. Því 

næst var lausnin hituð við 42°C í 50 mínútur og transcriptasi óvirkjaður með 

því að hita lausnina við 70°C í 15 mínútur. Styrkurinn var að lokum mældur í 

Nanodrop. 



  

 27 

3.5.2.1.1	  RT-‐qPCR	  

Gerð var cDNA blanda þar sem cDNA var þynnt í 150 µg/ml með Rnasa 

hreinu vatni. Einnig voru gerðar primera blöndur sem innihéldu, fyrir SYBR 

green: 150 µl SYBR green-rox, 112,5 µl vatn og 22,5 µl 0,3 µM viðeigandi F&R 

primera mix en fyrir TaqMan: 50 µl Maxima Probe/RCX, 35 µl vatn og 5 µl 

viðeigandi primera mix. Í kjölfarið var 1 µl af cDNA blöndu hverrar frumulínu 

settur ofan í 9 holur í 96 holu PCR-bakka ásamt 19 µl af viðeigandi primer 

blöndu í SYBR green en 9 µl í TaqMan. Gerð voru einnig neikvæð viðmið, eitt 

með hverri mótefnablöndu og í stað þess að setja 1 µl cDNA var settur 1 µl af 

hreinsuðu vatni. Þetta var svo spunnið niður áður en það var sett í RT-PCR 

tæki og keyrt í 2 klukkustundir. 

 

3.5.3  Próteineinangrun 
Tvær T25 flöskur fyrir hverja frumutegund voru sveltar með DMEM æti og 

hafðar í frumuræktunarskáp yfir nótt. Morguninn eftir var DMEM æti úr einni 

flösku hverrar frumutegundar fjarlægt og 5 ml af heitu BEGM æti sett á og haft 

í ræktunarskáp í 10 mínútur. Flöskurnar voru skolaðar tvisvar með köldu PBS 

og það svo sogað af eins mikið og hægt var en það eykur lokastyrk 

próteinanna og þynnir ekki Próteinútfellingar (RIPA)  bufferinn. RIPA búffer var 

blandaður á eftirfarandi hátt: 490 µl RIPA, 5 µl proteasa hindri og 5 µl 

fosfatasahindri. 170 µl af RIPA blöndunni var svo sett á frumurnar og látnar 

standa á ís í 10 mínútur. Frumuskrapari var notaður til að skrapa frumurnar af 

yfirborði flöskunnar og fluttar í eppendorf glös á ís. Glösin voru svo fryst 

þrisvar sinnum með fljótandi köfnunarefni og þýdd á milli. Í kjölfarið voru þau 

látin standa á ís í 10 mínútur áður en sýnunum var spunnið niður við 4°C og 

14.000 rpm í 20 mínútur. Glæri vökvinn sem inniheldur próteinið var færður í 

nýtt glas á ís og restinni hent. Glösin voru sett í frysti eftir próteinmælingu. 

3.5.3.1 Bradford mæling 

5 µl próteinlausn og 45 µl vatn var blandað saman í brunna 96 holu bakka. 

Ásamt því var einn viðmiðunarbrunnur sem innihélt eingöngu RIPA búffer án 

próteins. 10 µl hverrar lausnar var svo komið fyrir í öðrum brunni og blandað 
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við 250 µl Bradford lausn. Bakkinn var látinn standa í 10 mínútur og að lokum 

ljósmældur við 595 nm með ljósgleypnimæli. 

3.5.3.2 Western litun 

50 µg próteinum, 37,5 µl 4xNuPage LDS sýnabúffer og 15 µl merkaptóetanól 

var blandað saman og fyllt upp að 150 µl með vatni. Lausnin var hituð við 

98°C í 10 mínútur og geymd í frysti. 15 µl af lausninni voru notaðir í litunina og 

þeim hlaðið á 10% natríum dódekýl súlfat (SDS) Bis-Tris gel. 2 µl pre-stained 

ladder var hafður í að minnsta kosti einum brunni til þess að hægt væri að sjá 

hvar byrjað var að hlaða og var 2,5 µl sýnabúffer komið fyrir í tómu brunnunum 

til þess að tryggja jafnan rafdrátt. Þetta var keyrt á 200V í 35 mínútur í 

20xNuPage 2-N-(morfólínó)etansúlfonik sýru (HEPES) keyrslubúffer. Próteinin 

voru svo færð á pólývinýl díflúoríð (PVDF) himnu eftir að hún hafði verið 

virkjuð með metanóli í 30 sekúndur og höfð í flutningsbúffer í 5 mínútur. Þetta 

var gert með flutningi við 30V í 60 mínútur í 20xNuPage flutningsbúffer. Eftir 

flutninginn var himnan þvegin stuttlega á ruggu með þríbúffer saltlausn (TBS). 

Því næst var hún hindruð með 5% nautasermisalbúmíni (BSA) í TBS í 60 

mínútur á ruggu. Frummótefnum var svo bætt út í og höfð á ruggu í kæli við 

4°C yfir nótt. Daginn eftir var himnan þvegin þrisvar sinnum í 10 mínútur með 

0,1% TBS/Tween. Annarar gráðu innrauð mótefni voru sett á í blöndu með 

0,1% TBS/Tween og 0,02% SDS í 60 mínútur í hlutföllunum 1:20.000. Himnan 

að lokum þvegin þrisvar sinnum í 10 mínútur með 0,1% TBS/Tween og höfð í 

vatni í 5 mínútur. Sýnin voru svo greind með innrauðum Oddysey skanna. 

 

3.5.4  Mótefnalitun 
3.5.4.1 Mótefnalitun á vefjasneiðum/ALI-sneiðum 

3.5.4.1.1	  Af-‐paraffínisering	  

Paraffín steyptar lungnavefjasneiðar voru afparaffíniseraðar í Xylen tvisvar 

sinnum í 5 mínútur. Þær voru svo endurvatnaðar með 96% alkóhóli einnig 

tvisvar sinnum í 5 mínútur. Mótefnavaki var endurheimtur með því að sjóða 

sneiðarnar í 10% tris(hýdróýymetýl)amínómetan og etýlendíamíntetraediksýru 

(EDTA) búffer (TE búffer). Sýnin voru að lokum soðin þar sem byrjað var á að  
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hita þau í 9 mínútur til þess að ná upp suðunni og henni svo viðhaldið í 15 

mínútur. Sneiðarnar voru svo kældar niður í 20 mínútur og komið fyrir í PBS. 

3.5.4.1.2	  Mótefnalitun	  	  

Vefjasneiðarnar/ALI-sneiðarnar voru meðhöndlaðar með PBS/10%kálfafóstur-

sermis (FBS) hindrunarlausn í 5-10 mínútur (í sumum tilfellum var peroxíðasa 

hindri settur á fyrir þetta skref til að koma í veg fyrir bakgrunn). Frummótefni 

voru blönduð saman við PBS/10%FBS lausn í viðeigandi styrkjum fyrir hvert 

mótefni og látið liggja á þeim í 30 mínútur (í sumum tilfellum yfir nótt í 4°C 

kæliskáp). Að loknum þessum tíma voru sýnin skoluð með PBS (öll 

skolunarskref eru gerð einu sinni hratt og svo tvisvar í 5 mínútur). Monoclonal 

Mouse Anti-Rabbit Immunoglobulin (M0737) komið fyrir á sýnunum, látið bíða í 

30 mínútur og sýni svo skoluð með PBS. Því næst var mótefnið polyclonal 

Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulin (Z0259) sett á sýnin og það einnig látið 

bíða á í 30 mínútur. Sýnin voru þá aftur skoluð með PBS og þriðja og síðasta 

yfirbyggingin, Pólý(A)pólýmerasa (PAP), Mouse, Monoclonal (P850) sett á og 

látin bíða í aðrar 30 mínútur (önnur aðferð var einnig notuð sem innihélt 

einungis eitt 2° mótefni, merkt polýmer-hrp-anti-rabbit sem haft var á sýnunum 

í 30 mínútur). Að þessu loknu voru sýnin skoluð með PBS. Til framköllunar var 

3.3-diaminobenzidín (DAB) í chromogen lausn blandað við DAB + imidazól 

HCL búffer (pH 7.5) sem innihélt vetnisperoxíð (H2O2) og bakteríudrepandi efni 

í hlutföllunum 1 µl (chromogen lausn):1 ml (hvarfefnabúffer). Þetta var látið 

bíða á í 10 mínútur og að lokum skolað og látið þorna.  

 Kjarnalitun var gerð með því að hemtoxylíni var komið fyrir á sýnunum, 

látið bíða á í 20-30 sekúndur áður en það var skolað af með kranavatni.  

3.5.4.1.3	  Mótefnaflúrljómandi	  litun	  (e.	  immunofluorescence	  (IF)	  staining)	  

Vefjasneiðar voru meðhöndlaðar með PBS/10%FBS hindrunarlausn í 5-10 

mínútur. Sum sýnanna þörfnuðust kjarnalitunar og voru þau kjarnafixeruð áður 

en farið var í næsta skref. Þá var sett metanól:acetón lausn á sýnin og þau 

höfð í frysti í 5 mínútur. Frummótefnum var blandað við PBS/10%FBS lausn í 

viðeigandi styrkjum og látin liggja á sýnunum í 30 mínútur (í sumum tilfellum 

yfir nótt við 4°C). Að loknum þessum tíma voru sýnin skoluð með PBS. 
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Viðeigandi 2° mótefni voru svo sett á sýnin og höfð í 30 mínútur með álpappír 

yfir þar sem 2° mótefnin eru ljósnæm. Áður en farið var í næsta skref var 

kjarnaliturinn TO-Pro-3 blandaður í PBS/10%FBS (1:500), settur á sýnin og 

látinn bíða á í 20 mínútur, í þeim tilfellum sem þess var þörf. Því næst voru 

sýnin þvegin með PBS og að lokum vel með vatni þar sem losna þurfti við 

söltin sem PBS skilur eftir sig í sýnunum. Að lokum voru sýnin látin þorna á 

myrkum og þurrum stað. 

3.5.4.2 Mótefnalitun á frumum 

3.5.4.2.2	  IF-‐litun	  í	  einlagsrækt	  

Þegar IF-litun var gerð á frumum þurfti að byrja á að fixera þær. Það var gert 

með því að setja á þær 3,7% formaldehýð í 15 mínútur. Ef gerð var kjarnalitun 

þá voru þær festar með metanól:asetón lausn í 5 mínútur í frysti (p63, Ck14 og 

Vimentín) (í tilfelli EGFR og Ecadherín var einungis metanól haft á í fyrsti í 10 

mínútur en þá var formaldehýð skrefinu sleppt). Flaskan var svo brotin og reitir 

gerðir í frumulagið til að hægt væri að lita fyrir fleiri mótefnum í einu. 

Frumurnar voru skolaðar vel með PBS áður en þær voru gerðar gegndræpar 

með trítonX í 10 mínútur, á milli voru þær skolaðar örstutt með PBS og svo 

meðhöndlaðar aftur með trítonX í 5 mínútur. Að öðru leiti var litunin gerð á 

sama hátt og í kafla 3.5.4.1.3. 

 

3.5.5  Rafviðnámsmæling (e. Transepithelial Electrical Resistance,    

          TEER) ALI frumna 
500 µl af volgu Dulbecco’s breyttu Eagle’s æti (e. Dulbecco’s modiefied 

Eagle’s medium, DMEM)/F12 (1:1) án viðbótarefna var sett í efri hólf ALI-

ræktunarbakkanna og frumum leyft að aðlagast í 30 mínútur til 1 klukkustund í 

hitaskáp. Elektróður gerðar sterílar í 96% etanóli og látnar þorna. Svo var 

TEER mælt með millipore mæli. 

 

 



  

 31 

3.5.6  Frumutalning 
Þegar sáð var ákveðið mörgum frumum í tilraun þurfti að telja þær svo hægt 

væri að áætla þann fjölda frumna sem væri til staðar.  

Ætið var tekið af frumunum og þær skolaðar með PBS. 1 ml af trypsíni 

var svo settur á og hafður í 4 mínútur inni í ræktunarskáp (37°C). 12 ml af PBS 

var bætt við í flöskuna, lausninni svo allri komið fyrir í 15 ml skilvinduglasi og 

henni spunnið niður í skilvindu við 2000 rpm í 3 mínútur. Vökvinn var sogaður 

ofan af svo að frumupalletan sæti eftir í botninum. Hún var svo leyst upp með 

1 ml af æti.  

10 µl af frumulausninni voru settir sitthvoru meginn á frumutalningargler  

og frumurnar taldar. Til þess að heildarmagnið í 1 ml fengist þurfti að 

margfalda töluna sem fékkst úr talningunni með 10.000. 

 

3.5.7  Sáraviðgerðarpróf (e. wound healing assay) 
50.000 frumum var sáð í fersku BEGM æti þar til þær næðu þéttri rækt í 8 holu 

bakka (chamber slide bakka). Þétt einlagið var skrapað með P200 pípettuoddi 

til þess að mynda sár. Myndataka á frumunum var gerð í 8 klukkustundir og 

voru myndir teknar á 4 stöðum fyrir hverja frumulínu með 30 mínútna millibili. 

 

3.5.8  Frumuskriðspróf (e. cell migration) 
Ein flaska af hverri frumutegund var svelt með DMEM æti í 24 klukkustundir. 

50.000 frumum var svo sáð á götótta himnu (8 µm göt) í 400 µl af DMEM æti. 

1 ml af fersku BEGM æti var svo sett í botn brunnsins. Með þessu var hægt að 

sjá skrið frumnanna í gegnum göt himnunnar. Frumuskriðið var stöðvað 

rúmum 24 klukkustundum eftir að frumunum hafði verið sáð. Ætinu var þá hellt 

af og frumurnar sem enn voru á himnunni fjarlægðar með eyrnapinna og þær 

sem skriðið höfðu í gegn festar með 3,7% formaldehýði í PBS í 10 mínútur. Þá 

voru brunnarnir fylltir til hálfs með 0,1% crystal violet  og það látið standa á í 

15 mínútur. Brunnarnir voru síðan skolaðir 3x með vatni og látnir þorna áður 

en frumurnar voru taldar. 
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3.5.9  Frumufjölgunarpróf (e. proliferation assay) 
Notaðir voru 24 holu bakkar og 20.000 frumum sáð í hvern brunn. Það var gert 

með því að blanda frumunum út í BEGM æti í viðeigandi þynningu miðað við 

heildarmagn frumnanna. 500 µl af lausninni var svo komið fyrir í hverjum 

brunni.  

Eftir fyrsta daginn var 500 µl af æti bætt ofan í hvern brunn en eftir það 

var nýju æti bætt út í brunnana annan hvern dag. Það var gert með því að taka 

500 µl af gamla ætinu upp úr og 500 µl af nýju æti bætt við í staðinn.  

 Til þess að stöðva frumuvöxtinn voru bakkarnir teknir út úr 

ræktunarskápnum, ætinu hellt af og þeir skolaðir með PBS. 500 µl 3,7% 

formaldehýð var sett ofan í brunnana og látið liggja á við herbergishita í 10 

mínútur til þess að festa frumurnar. Þá voru brunnarnir fylltir til hálfs með 0,1% 

crystal violet og það látið standa á í 15 mínútur. Brunnarnir voru að lokum 

skolaðir með vatni fjórum sinnum og látnir þorna. 

Þegar búið var að stöðva frumuvöxt í öllum bökkunum var 1 ml af 10% 

ediksýrulausn notaður til að leysa upp crystal violet litinn. Þessu var blandað 

vel saman í 20 mínútur áður en 50 µl af hverju sýni var komið fyrir í 96 holu 

bakka og þau ljósmæld við 595 nm með ljósgleypnimæli. 

 

3.5.10  Lágmarks viðloðunarpróf (e. low attachment assay) 
1.000 frumum var sáð og þær ræktaðar í fersku BEGM æti í 24 holu bakka 

sem húðaður var með pólý-hema. Fjöldi þyrpinga var metinn eftir 7 daga. 
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4 NIÐURSTÖÐUR 
 

4.1 Staðsetning EGFR í heilbrigðum lungnavef 
Í upphafi var tjáning EGFR í heilbrigðum lungnavef skoðuð til að fá skýrari 

mynd af því hvar það er að finna við eðlilegar aðstæður. Byrjað var á því að 

mótefnalita EGFR í lungnavefjasýni og eins og sjá má á mynd 10 A&B er það 

tjáð grunnlægt í berkjunum. Þetta var svo staðfest með því að gera IF-litun á 

samskonar sýni, þar sem EGFR var litað með grænum lit en kjarninn með 

bláum lit (mynd 10 C). Einnig var tjáning EGFR skoðuð í lungnablöðrum og má 

sjá út frá myndum 10 D&E að þær sé að finna í AT2 frumum. Þetta var svo 

staðfest með IF litun þar sem EGFR er tjáð með grænum lit (mynd 10 F). 

Mynd 10. EGFR er tjáð grunnlægt í lungnaþekju. A) sýnir hvernig EGFR er tjáð 
grunnlægt í berkjuþekju og B) sýnir stækkaða mynd af svæðinu. Í C) er þetta staðfest 
með IF-litun. Í D) er sýnt hvernig EGFR er tjáð í AT2 frumum og E) sýnir stækkaða 
mynd af sama svæði þar sem AT2 er sýnt með óslitnum örvum en AT1 með rifluðum 
örvum. F) staðfestir þetta með IF litun. 
 

Þar sem p63 er eingöngu tjáð í grunnfrumum (Barbieri og Pietenpol, 2006) var 

það notað til samlitunar með EGFR í IF-litun til að skoða hvort tjáning þess 

væri eingöngu bundin við grunnfrumur. Eins og sjá má á mynd 11 A&B kom í 

ljós að svo væri.  
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Mynd 11. EGFR er tjáð í grunnfrumum. A&B sýna hvernig EGFR (grænt) er 
eingöngu bundið við grunnfrumutjáningu með því að haldast í hendur við p63 
tjáningu (rautt), sem er eingöngu tjáð í grunnfrumum.  

 

 

4.2 EGFR í lungnaþekjufrumulínu með svipgerð grunnfruma 
Til að skoða stafrænar breytingar í kjölfar yfirtjáningar og stökkbreytingar á 

EGFR í lungnaþekju voru notaðar erfðabreyttar VA10 frumur. Þetta voru 

þrenns konar frumulínur sem fengnar voru tilbúnar úr fyrri rannsóknum 

(Gunnarsdóttir, 2012): VA10empty, VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R. Tekin var 

mynd af þeim í rækt til að varpa betra ljósi á hvort einhver munur hafi verið til 

staðar með tilliti til svipgerðar þeirra. Í ljós kom að nær enginn sjáanlegur 

munur væri á milli frumulínanna þriggja (mynd 12 A). 

 Þar sem EGFR er yfirtjáð í VA10EGFRWT frumulínunni og stökkbreytingin 

í VA10EGFRL858R undir sama sívirka stýrli, ætti undir venjulegum 

kringumstæðum að sjást aukning á tjáningu í þeim ásamt því að L858R 

afbrigðið ætti einungis að tjást í VA10EGFRL858R. Byrjað var á að gera 

mótefnalitun þar sem litað var fyrir EGFR ásamt p63 og Cýtókeratín 14 (Ck14), 

sem eru hvort tveggja kennisameindir grunnfrumna (Schweizer o.fl., 2006) 

(mynd 12 B). EGFR kom fram í öllum þremur frumulínunum en liturinn sýndist 

sterkari í VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R. Tjáning p63 og Ck14 var til staðar í 

öllum línum en erfitt var að greina breytingu í magni tjáningar þeirra. 

 Gerðar voru Western litanir fyrir EGFR, L858R og p63 þar sem 

frumurnar höfðu annarsvegar verið sveltar fyrir próteineinangrun með DMEM 
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æti og hins vegar fengið ferskt BEGM æti (mynd 12 C). Með því var bæði 

hægt að fá betri sýn á niðurstöður mótefnalitananna og einnig hægt að sjá 

áhrifin sem það hafði á frumurnar að hafa ekki vaxtarþætti í æti. Niðurstöður 

western litunarinnar voru í samræmi við þær niðurstöður sem mótefnalitanirnar 

höfðu gefið áður þar sem EGFR er tjáð í öllum frumulínum en þó minnst í 

VA10Empty, L858R afbrigðið einungis tjáð í VA10EGFRL858R og mild aukning á 

p63 tjáningu í EGFR línunum. Það virtist ekki hafa áhrif á tjáningu þessara 

próteina að frumurnar skyldu vera sveltar. Aktín tjáningin var nánast alveg jöfn 

sem sýnir fram á það að hleðslan á gelið hafi tekist vel. 

 Gerð var q-RT-PCR greining á mRNA sameindum til að staðfesta þær 

niðurstöður sem komið höfðu fram í öðrum prófunum (mynd 12 D). Útkoma 

þeirra gaf sambærilegar niðurstöður. Ck14 tjáning hélst nokkuð jöfn en p63 

tjáning jókst þar sem munurinn milli VA10Empty og VA10EGFRL858R var rúmlega 

þrefaldur.  
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Mynd 12: Tjáning helstu kennipróteina VA10 lungnaþekjufrumna. Í A) er svipgerð 
VA10Empty, VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R sýnd. Í B) eru tjáningar EGFR og Ck14 
sýndar með grænum lit og p63 með rauðum lit ásamt því að kjarnalitur er blár í IF-
litunum. C) sýnir tjáningu lykilpróteina í q-RT-PCR og D) sýnir western litun þeirra 
ásamt L858R, annarsvegar í svelti og hins vegar með vaxtarþætti í æti. 
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4.3 Starfræn hegðun VA10EGFRL858R frumulínanna í einlagsrækt 

4.3.1  Frumufjölgun 
Frumufjölgunarpróf voru framkvæmd til að skoða hvort stökkbreytingin L858R 

hefði áhrif á vaxtarhraða VA10 frumnanna. Notað var hefðbundið BEGM æti 

og talning gerð daglega í 8 sólarhringa. Á þeim tíma kom í ljós að ekki væri 

marktækur munur á vaxtarhraðanum miðað við hinar tvær frumulínurnar 

(mynd 13 A).  

 Með Western litun á innanfrumuboðferlasameindunum ERK, pERK, 

AKT og pAKT kom í ljós að minnkuð tjáning var á fosfóríleringu ERK og AKT 

við sveltisaðstæður í EGFR línunum bæði við yfirtjáningu og stökkbreytingu 

(mynd 13 B). Í kjölfar þessara niðurstaðna var því ákveðið að gera 

frumufjölgunarpróf við sveltisaðstæður til að skoða hæfni frumnanna til þess 

að vaxa við slíkar aðstæður. Frumurnar virtust ekki þola aðstæðurnar þar sem 

þær festust illa við botn ræktunarflasknanna og enginn vöxtur átti sér stað. 
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Mynd 13: Jöfn frumufjölgun í hefðbundnu BEGM æti og minnkuð 
fosfórílering á ERK og AKT við sveltisaðstæður. A) sýnir vaxtarkúrfu þar 
sem VA10empty, VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R voru ræktaðar í hefðbundnu 
BEGM æti. B) sýnir western litun á ERK, pERK, AKT og pAKT við svelti og í 
fersku BEGM æti.  

 

4.3.2  Frumuskrið 
Gert var frumuskriðspróf þar sem skoða átti hæfni frumnanna til þess að skríða 

í gegnum himnu með 8 µm götum. Hjá öllum frumulínunum höfðu afar fáar 

frumur skriðið í gegn og var því ekki hægt að gera tölfræðilega greiningu. 

Þannig var gengið út frá því að enginn munur hafi verið á milli frumulínanna. 

 

4.3.3  Sáraviðgerð 
Framkvæmt var sáraviðgerðarpróf til að bera saman hæfileika frumulínanna til 

að gera við sár (mynd 14). Eftir að framkallað hafði verið sár í þekjuna með því 

að rispa hana voru teknar myndir á 30 mínútna fresti í 15 klukkustundir. Svo 
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virðist sem stökkbreytingin L858R á EGFR viðtakanum hafi gengið hægar fyrir 

sig í viðgerðarferlinu en í VA10empty og VA10EGFRWT. 

 

Mynd 14: Sáraviðgerð. Viðgerðarferli frumna með 5 klukkustunda millibili eftir að gert 
hafði verið í þær sár.  
 

 

4.4 Minnkuð tjáning á EMT kennisameindum í VA10EGFRL858R  
Skoðuð var tjáning ýmissa EMT kennisameinda í frumum í einlagsrækt. Byrjað 

var á því að gera western litun fyrir Ecadherin, Ncadherin og vimentín, annars 

vegar í svelti og hins vegar með vaxtarþætti í æti (mynd 15 A). Í ljós kom að 
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aukning var á tjáningu Ecadherin í VA10EGFRL858R stökkbreytingunni í báðum 

tilfellum ásamt því að minnkuð tjáning var á Ncadherini. Vimentín tjáning var 

einnig minnkuð í VA10EGFRL858R. Histone H3 tjáningin var nokkuð jöfn og bendir 

það til þess að hleðslan á gelið hafi verið nokkuð jöfn. 

 Til að fylgja eftir þessum niðurstöðum var ákveðið að gera frekari 

rannsóknir á þessum sömu EMT kennisameindum til staðfestingar. Gerð var 

IF-litun (mynd 15 B) á frumunum og var tjáningarmynstur Ecadherin í 

samræmi við western niðurstöðurnar. q-RT-PCR var gert fyrir Ncadherin og 

Ecadherin og sést þar að Ncadherin lækkaði rúmlega fjórfalt á milli 

VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R og Ecadherin hækkar um rúmlega fjórfalt milli 

VA10Empty og VA10EGFRWT og hækkar svo um 33% milli VA10EGFRWT og 

VA10EGFRL858R (mynd 15 C). 
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Mynd 15: Tjáning EMT kennipróteina í einlagsrækt. Í A) er western litun á 
Ecadherin, Ncadherin og vimentíni sýnd, annars vegar í svelti og hins vegar í fersku 
BEGM æti. B) sýnir IF litun sömu kennisameinda þar sem þau eru öll lituð með grænu 
en kjarninn með bláu. C) sýnir svo RT-qPCR greiningu Ecadherin og Ncadherin. 

 

Þar sem rannsókn á ofangreindum kennipróteinum gaf ákveðnar 

vísbendingar um að stökkbreyting á EGFR viðtakanum valdi því að frumulínan 

hafi ekki tilhneigingu til að fara í EMT og séu í raun að auka þekjuvefseinkenni, 

var ákveðið að gera q-RT-PCR greiningu á fleiri EMT kennisameindum til að fá 

skýrari mynd á tilgáturnar. Skoðaður var munurinn á tjáningu Zeb 1&2,  Snail 

1&2 og twist milli VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R (mynd 16). Í ljós kom að 
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tjáning Zeb 1&2 minnkaði um yfir 75% í báðum tilfellum, tjáning Snail 1&2 

minnkaði einnig í báðum tilfellum um rúm 50% en tjáningin á twist var óbreytt á 

milli línanna.  

Niðurstöður flestra q-RT-PCR greininganna innihéldu há skekkjumörk 

og eru þær því ekki marktækar. 

 
Mynd 16: EMT á sér ekki stað í VA10EGFRL858R stökkbreytingunni. Myndin sýnir q-
RT-PCR greiningu á  EMT kennipróteinunum Ncadherin, Zeb 1&2, Snail 1&2 og twist. 
 

 

4.5 Áhrif yfirtjáningar og stökkbreytingar á formmyndun 
      berkjuþekju  
Til að athuga hvort stökkbreytingarnar gætu haft áhrif á formbyggingu 

lungnaþekju voru VA10 frumulínurnar ræktaðar í ALI rækt. Eftir 3 vikur af 

ræktun var þekjunum steypt í paraffín, þær þverskornar og litaðar fyrir EGFR, 

Ck14 og Hematoxylini&Eosini (H&E) (mynd 17 A). í ljós kom að þekja EGFR 

L858R virðist vera þykkri en hinna. EGFR tjáist í grunnfrumum í VA10Empty  

eins og í eðlilegri lungnaþekju en verður svo stjórnlaus við yfirtjáningu og 

stökkbreytingu viðtakans og sést í frumum hvort sem þær eru grunnlægt eða 

ekki. Ck14 er tjáð meira í VA10EGFRWT og VA10EGFRL858R heldur en í VA10Empty. 
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TEER var framkvæmt til þess að skoða þéttleika þekjunnar (mynd 17 

B). Í ljós kom að þekja stökkbreyttu frumulínunnar myndaði mest viðnám  þar 

sem þekjur VA10Empty og VA10EGFRWT mynduðu lítið viðnám á meðan 

VA10EGFRL858R fór hratt vaxandi í styrkleika og var á degi 13 komin í rúmlega 

350. 

 
Mynd 17:Tjáning kennisameinda og styrkur þekju í ALI-rækt. Í A) 
sést mótefnalitun kennisameindanna H&E, EGFR og Ck14. B) sýnir 
mælingu á styrk þekjunnar í frumulínunum þremur. 
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4.6 Minnkuð tjáning á EGFR í IPF sjúklingavefjasýnum 
Gerð var mótefnalitun á vefjasýnum úr IPF sjúklingum og virðist sem minnkuð 

tjáning verði á EGFR þegar FF er til staðar (mynd 18).  

 
Mynd 18: Tjáning EGFR í IPF sjúklingasýnum. Myndirnar sýna EGFR tjáningu í 
tveimur mismunandi sjúklingasýnum þar sem örvarnar benda á minnkaða tjáningu á 
EGFR. 
 

 

4.7 ErbB2 (EGFR2) tjáð grunn- og hliðlægt í þekjunni 
Tjáning systurpróteins EGFR, ErbB2 (EGFR2), hefur lítið verið rannsökað í 

lungunum. Til að athuga hvort það hefði sambærilegt tjáningarmynstur og 

EGFR var gerð litun á heilbrigðum lungnavef. Í ljós kom að tjáning þess væri 

bæði grunn- og hliðlæg í þekjunni (mynd 19).  

Mynd 19: ErbB2 er tjáð basolateralt. Í A) er sýnt með mótefnalitun hvernig ErbB2 er 
tjáð grunn- og hliðlægt í lungnaberkjum. B) sýnir stækkaða mynd af sama svæði.  
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5 UMRÆÐUR 
 

Niðurstöður verkefnisins gefa til kynna að hvorki VA10EGFRL858R stökkbreytingin 

né yfirtjáningin VA10EGFRWT séu öflugir valdar að EMT. Stökkbreytingin lítur 

enn fremur út fyrir að geta valdið bælingu á mörgum kennisameindum EMT og 

aukinni tjáningu á þekjuvefskennisameindum sem bendir til þess að frumurnar 

fari ekki í EMT og muni því síður valda ífarandi vexti. Minnkun virðist vera á 

EGFR í IPF þekju í kringum FF og fer það ágætlega saman með óbirtum 

niðustöðum af rannsóknastofunni um að sú þekja sé mögulega að auka 

tjáningu á EMT tengdum kennisameindum. 

Þar sem niðurstöður úr rannsóknum á staðsetningu EGFR í lungnavef 

gefa til kynna að hann sé tjáður í grunnfrumum og AT2 frumum má gera ráð 

fyrir að yfirtjáning og stökkbreyting á EGFR viðtakanum hafi helst áhrif á þær 

frekar en aðrar frumur lungnaþekjunnar.  

 Í frumufjölgunarprófi virtust allar línurnar fjölga sér á sama hraða í 

BEGM æti. Því eru líkur á því að hvorki yfirtjáning á EGFR viðtakanum né 

stökkbreytingin á honum örvi vöxt frumnanna. Áhugavert væri að endurtaka 

þessa tilraun með því tilliti að athuga hvort stökkbreyttu frumurnar haldi áfram 

að fjölga sér eftir að frumuræktin hefur náð fullum þéttleika. 

Frumufjölgunarpróf var einnig gert í æti sem ekki innihélt EGF til að skoða 

hæfni frumnanna til að vaxa án örvunar EGF. Í ljós kom að þær festust illa og 

enginn vöxtur varð. Þetta gæti stafað af því að frumurnar séu háðar EGF en 

ástæðan gæti einnig legið í ætinu. LHC-base er grunnæti fyrir LHC-9, sem er 

samskonar æti og BEGM. Það var notað ásamt viðbótarþáttum BEGM ætis, til 

að blanda EGF lausa ætið. Þrátt fyrir að allir viðbótaþættirnir hafi verið notaðir 

úr BEGM ætinu nema EGF vaxtarþátturinn, er möguleiki á því að 

grunnsamsetning BEBM og LHC-base ætanna sé ekki sú sama og gæti það 

haft áhrif á niðurstöðurnar. Þetta þyrfti að athuga nánar. 

 Við sveltisaðstæður kom fram minnkuð fosfórílering á ERK og AKT hjá 

VA10 með EGFR yfirtjáningu og stökkbreytingu. Þetta gæti bent til þess að  

frumurnar séu að nota aðra innanfrumuferla af EGFR sem eru óháðir ERK og 

AKT, svo sem JAK/STAT ferillinn. Hann hefur verið tengdur við lifun frumna og 
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gæti því mögulega nýst frumum sem lenda í sveltisaðstæðum (Henson og 

Gibson, 2006; Steelman o.fl., 2004).  

 Niðurstöður rannsóknarinnar gefa til kynna mögulega bælingu á 

tjáningu bandvefskennisameindanna Ncadherin, Vimentín, Snail 1&2, Zeb 1&2 

og Twist og aukna tjáningu þekjuvefskennisameindarinnar Ecadherin hjá 

VA10EGFRL858R. Þannig má leiða líkur að því að þær fari síður í gegnum EMT. 

Þar sem VA10 eru ekki krabbameinsfrumur þarf þó að túlka þessar 

niðurstöður með þeim fyrirvara. Þrátt fyrir ítrekaðar tilraunir voru skekkjumörk 

q-RT-PCR of há og niðurstöður þeirra því ekki marktækar en mynstur þeirra 

var á sama veg og niðurstöður Western litunar. Nauðsynlegt er að endurtaka 

q-RT-PCR greiningu til þess að fá marktækar niðurstöður. Á meðan á 

verkefninu stóð kom út rannsókn sem sýnir fram á að líkurnar á meinvörpum 

lungnakrabbameina með stökkbreytinguna L858R sé minni (6,3%) en 

stökkbreytingar í tjáröð 19 (41,4%) (Kim o.fl., 2014).  

Þar sem stundum eru notuð krabbameinslyf sem virka hamlandi á 

EGFR (t.d. gefitinib og erlotinib) er hægt að velta upp þeirri tilgátu að í 

einhverjum tilfellum gæti notkun slíkra lyfja aukið tilhneigingu 

lungnakrabbameinsfrumna til þess að undirgangast EMT og gæti þá leitt til 

meinvarpa. Áhugavert væri í framhaldi þessarar rannsóknar að gera prófanir á 

slíkum lyfjum með tilliti til stökkbreytingarinnar L858R í VA10, m.a. í 

ræktunarlíkönum sem líkja betur eftir þeim aðstæðum sem til staðar eru í 

líkamanum, svo sem þrívíðum ræktunum (Kim, 2005).  

 Með litun á vefjasneiðum úr IPF kom í ljós að líklega er minnkuð tjáning 

á EGFR í þekjuvef sem liggur við fibroblastic foci. Ein kenning um tilurð 

bandvefsfrumna í IPF er sú að lungnaþekjufrumur undirgangist EMT og fái 

þannig bandvefssvipgerð (Willis o.fl., 2006). Ef sú kenning heldur, að 

einhverjar boðleiðir í gegn um EGFR viðhaldi á einhvern hátt þekjuvefsvipgerð 

lungnafrumna, væri áhugavert að skoða EMT í lungnaþekju IPF með tilliti til 

EGFR. 

 Skoðað var í ALI rækt hvort VA10EGFRL858R hefði áhrif á formbyggingu 

lungnaþekjunnar. Í ljós kom að þekjan sýnist þykkri hjá VA10EGFRL858R.  

VA10empty á einnig oftast að mynda TEER en gerir það þó stundum ekki eins 
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og í þessari rannsókn. Það geta verið margar ástæður fyrir því og er því ekki 

hægt að álykta mikið út frá þessum niðurstöðum. 
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6 ÁLYKTANIR 
 

Samantekið, þá er EGFR tjáð í grunnfrumum og AT2 frumum í heilbrigðri 

lungnaþekju. Yfirtjáning og stökkbreyting á viðtakanum hefur ekki afgerandi 

áhrif á vaxtarhraða eða hæfileika til frumuskriðs hjá VA10 frumulínunni. Við 

sveltisaðstæður kemur fram minnkun á fosfóríleringu á ERK og AKT hjá 

yfirtjáðu og stökkbreyttu frumulínunum miðað við VA10empty. VA10EGFRL858R 

virðist hamla tjáningu á genum tengdum EMT og EGFR tjáning virðist minni í 

þekjuvef í kringum FF í IPF. 

 

Rannsóknirnar gáfu áhugaverðar niðurstöður en þær eru á algjöru 

byrjunarstigi, sér í lagi þar sem rannsóknin var nær eingöngu gerð á 

einlagsræktuðum frumum. 
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9 VIÐAUKAR 
VIÐAUKI I 

Innihaldsefni helstu búffera 

 

10xPBS 
Það PBS sem notað er í rannsóknum verkefnisins er 1xPBS og er það því tíföld 

þynning af þessum búffer. 

1,38 M NaCl 

26,8 mM KCl 

81,0 mM Na2HPO4 

70,5 mM KH2PO4 

í afjónað vatn 

 

TE búffer 
10 mM tris(hýdroýymetýl)amínómetan 

1 mM EDTA (Triplex) 

í afjónað vatn 

 

RIPA búffer 
50 mM Tris-HCl, pH 8.0 

150 mM NaCl 

1.0% Igepal CA-630 

0.5% Natríum deoxýkólat 

0.1% Natríum dódecýl súlfat 
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VIÐAUKI II 

Gögn sem notuð voru við úrvinnslu frumufjölgunarprófs 

Tafla I: Vaxtarkúrfa frumufjölgunarprófs (mynd 13) 

Dagur VA10Empty Meðaltal Staðalfrávik 
2 0.01 0.012 0.01 0.010667 0.001155 
3 0.028 0.025 0.016 0.023 0.006245 
4 0.058 0.05 0.049 0.052333 0.004933 
5 0.071 0.084 0.077 0.077333 0.006506 
6 0.153 0.137 0.157 0.149 0.010583 
7 0.211 0.201 0.201 0.204333 0.005774 
8 0.344 0.35 0.312 0.335333 0.020429 
 VA10EGFRWT  

2 0.023 0.028 0.028 0.026333 0.002887 
3 0.064 0.106 0.077 0.082333 0.021502 
4 0.141 0.135 0.151 0.142333 0.008083 
5 0.217 0.241 0.246 0.234667 0.015503 
6 0.392 0.44 0.458 0.43 0.034117 
7 0.56 0.592 0.622 0.591333 0.031005 
8 0.812 0.776 0.789 0.792333 0.01823 
 VA10EGFRL858R  

2 0.032 0.048 0.038 0.039333 0.008083 
3 0.109 0.103 0.107 0.106333 0.003055 
4 0.183 0.227 0.221 0.210333 0.023861 
5 0.377 0.408 0.381 0.388667 0.016862 
6 0.663 0.671 0.683 0.672333 0.010066 
7 0.833 0.879 0.967 0.893 0.068088 
8 1.134 1.192 1.21 1.178667 0.039716 
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VIÐAUKI III 

Neikvæð viðmið sem notuð voru við IF-litanir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd I: Myndin sýnir þau neikvæðu viðmið sem notuð voru í IF-litunum. 


