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AGRIP
Svipgerdargreining 8 EGFR stokkbreyttri lungnapekjufrumu-

linu og tengsl vid bandvefsumbreytingu

Krabbamein eru hoépur sjukdéma sem sifellt eru ad verda algengari i
heiminum. Lungnakrabbamein eru afar fyrirferdarmikil i flokki pessara
sjukdéma og valda pau flestum daudsfollum. Tyrésin kinasa viétakinn EGFR
hefur verid itarlega rannsakadur baedi i tengslum vid vefjaproskun og svo
myndun og meinvorp krabbameina. Nylega var uppgédtvad ad EGFR
stokkbreytinguna L858R veeri ad finna i lungnakrabbameinum. Hun kemur til
pegar leusin (L) skiptir vid arginin (R) i takni 858 i taknr6d 21, og veldur
aukinni kinasavirkni vid orvun. Ekki er med fullu pekkt hvert hlutverk eda
afleidingar pessarar stokkbreytingar eru.

i verkefninu er notud lungnapekjufrumulina (VA10) sem hefur svipgerd
berkjugrunnfruma og forverafrumueiginleika. Pessi frumulina getur myndad
starfhaefa lungnapekju vid réttar frumuraektunaradsteedur og er hun mikilvaeg i
hinum ymsu rannséknum & lungnapekju, til ad mynda lyfjarannséknum,
stokkbreytingum og frumusérhaefingu.

Markmid verkefnisins var ad skoda starfraen ahrif yfirtjaningar og
sivirkjunar & EGFR vidtakanum i VA10 frumulinunni og athuga hvort peer
breytingar heféu ahrif & genatjaningu tengda meinvérpum.

Nidurstodur syndu ad EGFR er tjadur i p63-jakvaedum grunnfrumum og
lungnablédrufrumum af gerd 1l i edlilegri lungnapekju. Yfirtjaning/sivirkjun
virdist ekki hafa ahrif & frumufjdlgun VA10 en vid sveltisadsteedur kom fram
minnkun a fosférileringu @ ERK og AKT bodferlaproteinunum midad vid
edlilegar VA10 frumur. L858R stokkbreytingin virdist valda pvi ad VA10
frumurnar auka tjaningu a pekjuvefskennisameindum (Ecadherin) og beela
tjaningu & sameindum tengdum meinvorpum (Ncadherin, Zeb 1&2, Snail 1&2).
Nyleg gogn af rannsoknarstofunni hafa bendlad grunnfrumur berkja vid
bandvefsumbreytingu pekjuvefjar (e. epithelial to mesenchymal transition,
EMT) i millivefssjukddmnum IPF og vid litun kom i lj6s ad & pessu sveedi

virdist tjaning &8 EGFR minnka.



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 Il cells in normal Ilung 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.
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Loft-vOkva reektir (e. Air-liquid interface)
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Berkjupekjufrumu vaxtaraeti (e. Bronchial Epithelial Cell Growth
Medium)
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Hudpekjuvefsvaxtarpattavidtaki (e. Epidermal growth factor
receptor)

Bandvefsumbreyting pekjuvefjar (e. epithelial to mesenchymal
transition)
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Bandariska matveaela- og lyfjastofnunin (e. Food and Drug
Administration)
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Métefnaflurljomandi (e. Immunofluorescence)
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Non small cell lung cancer (lungnakrabbamein sem ekki er
smafrumukrabbamein)

Poly(A)pdlymerasi

Fosfat buffer saltlausn (e. Phosphate buffer saline)

Polyvinyl difluorid

Rauntima-pdélymerasa kedjuverkun (e. Real-time polymerase
chain reaction)

Prétein utfelling (e. Radioimmunoprecipitation assay)
Ribésakjarnsyra (e. Ribonucleic acid)

Hringir @ minutu (e. Rotations per minute)

Rannsoknarstofa i stofnfrumufraedum (e. Stem cell research unit)
Natrium ddédekyl sulfat (e. Sodium dodecyl sulphate)
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Tris(hydréyymetyl)amindémetan og Etylendiamintetraediksyra
(EDTA)

Rafvidonamsmeeling (e. Transepidermal Electrical Resistance)
Millivefslungnabdlga (e. usual interstitial pneumonia)

Zinc finger E-box-binding homeobox
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1 INNGANGUR

1.1 Lungun

1.1.1 Lungnamyndun i fosturproska

Mikilveegt er ad skoda myndun lungna i fosturproska til pess ad skilja hvernig
frumur peirra byggja upp liffeerid (mynd 1).

Lungnaproskun hefst a pridju til fjordu viku medgdngunnar med
innkomu lungnagrépar i neerliggjandi fésturbandvef (Magnusson, Baldursson
og Gudjonsson, 2011). Hun dypkar smam saman og pegar fjérda vika er lidin
er grépin ordin ad einhverskonar poka sem steekkar framan vié vélindad. Ur
honum liggur pipa sem verdur ad barkanum. Pipan greinist svo og myndar par
af lungnakndéppum. Fram til loka sjotta manadar fésturproskunar halda
lungnaknapparnir afram ad lengjast og greinast endurtekid par sem peir
mynda berkjur og milljénir berkjunga. Naestu prja manudina fram ad faedingu
orsaka pessir berkjungar myndun fleiri hundruda lungnabladra. Eftir faedingu
halda lungnabl6drurnar afram ad myndast en vid feedingu hafa einungis
myndast um 15% af peim lungnabldédrum sem fullproskud lungu purfa ad hafa
(American Thoracic Society, 2003; Martini, Timmons og Tallitsch, 2012).
Pegar barn hefur nad eins til tveggja ara aldri fer pessi hrada préun lungnanna
ad minnka og eru pau pvi ordin sem naest pvi ad vera fullmétud, pé svo ad

préun peirra muni halda afram neestu arin (Burri, 2006).

Oproskad Kirtilsliki Greinamyndun  Belgmyndun Lungnablodrur
Vika 3-7 Vika 5-17 Vika 16-26 Vika 26-36  Vika 36-3ja ara
o
S - <
)
";'}))»
i i / d P
©

Lungnagrop

Mynd 1: Préun lungna i féstrum. Myndin synir préun lungna i mannsféstri
eftir timabili medgdngu. Adldgud mynd fra (Cincinnati, 2013).



1.1.2 Uppbygging og vefjafraedi lungna
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Mynd 2: Liffeera- og vefjafradi lungnanna. Adlogud mynd fra (The Lung
Association, e.d.).

Ondunarfeerin skiptast i tvo hluta, efri og nedri éndunarveg (mynd 2). Munnur,
nefhol, barki og steerri berkjur skipa efri hlutann sem sér um ad koma loftinu
inn i likamann, hita pad og hreinsa og faera pad nidur til nedri hluta lungnanna.
Nefid hefur nefhol sem er skipt i prja hluta. Sa hluti pess sem tengist
ondunarfeerunum er fédradur med syndarlagskiptu pekjulagi sem inniheldur
m.a. bikarfrumur og bifhaerdar frumur. Bikarfrumur sja um ad seyta slimi svo
ad yfirbord slimhudarinnar haldist alltaf rakt og ad loftid verdi vott sem kemur
inn, auk pess ad teppa 6velkomna hluti sem berast med loftinu. Bifhaerdar
frumur sja svo um ad faera slimid nidur i kok par sem pvi er oftast kyngt. Vid
enda barkakylisins er barkinn en veggir hans hafa C-laga brjésk sem sér il
pess ad holrymid falli ekki saman. Brjéskid er hudad med brjéskhimnu og

bundi® saman med sléttum védva (“m. trachealis”). | barkanum er einnig



slimhud, slimubedur og Bikardtseytifruma Stuslaekjufruma
uthjupur. Hann skiptist
svo nidur i stérar
berkjur sem eru likar
barkanum i byggingu.

bessir hlutar ondunar-

Grunnfrumur

vegar eru f6dradir Mynd 3: Syndarlagskipt pekjulag. Myndinsynir peer
med syndarlagskiptum frumutegundir sem til stadar eru i syndarlagskiptu

bekjulagi. Adlégud mynd fra ("The Histology Guide,"
bifhaerdum bekjuvef 2014).

sem liggur a grunn- himnu en hun sér um ad halda pekjuvefnum adskildum fra
lamina propria (mynd 3). Lamina propria er stodvefur sem samanstendur
medal annars af stodvefsfrumum, sedapelsfrumum og ymsum Snaemisfrumum
en einnig er par teygjanleg himna sem adskilur slimubedur fra slimhimnu
(Eroschenko, 2005; Kierszenbaum og Tres, 2012; Ross og Pawlina, 2011;
Stevens og Lowe, 2005; Tortora og Derrickson, 2011). Berkjurnar na nidur ad
lungnabledlum i haegra og vinstra lunga. Lungun eru ekki alveg eins par sem
haegra lungad er breidara en pad vinstra vegna pess ad steersti hluti hjartans
er stadsettur i vinstra brjéstholinu. Vinstra brjostholid er hinsvegar lengra, par
sem bpindin ris haegra meginn til ad ruma massa lifrarinnar. Haegra lungad
skiptist i prju lungnabldéd en pad vinstra i tvd (Martini o.fl., 2012; Nichols og
Cortiella, 2008; Tortora og Derrickson, 2011). i lungunum skiptast berkjurnar i
minni berkjur en par sem paer hafa prengst mikid breytist uppbygging peirra
med peim heetti ad C-lagada brjéskid verdur ad oreglulega I6gudum
brioskplétum sem dreifast um allt ummal berkjanna. Sléttu vodvarnir verda
mikilvaegari og tengja saman brjoskploturnar. bPaer prengjast svo ennfrekar og
greinast i berkjunga. i peim er ekkert brjésk og na pa sléttu védvarnir um allan
vegginn. Berkjungarnir enda svo i loftskiptasvaedinu par sem milljonir
lungnabladra eru stadsettar sem hafa mikid yfirbord fyrir loftskipti (Ross og
Pawlina, 2011; Tortora og Derrickson, 2011). Lungnabldédrurnar eru byggdar af
annarsvegar Orpunnum lungnablédrufrumum af gerd | (AT1) sem liggja ad
péttu haraedaneti til pess ad surefnis-koldioxids skiptin geti att sér stad og hins

vegar lungnablodrufrumum af gerd 1l (AT2) sem stjorna framleidslu



yfirbordsvirkra efna sem seytiblodrur sem paer innihalda eru fylltar med.
Lungnablddrufrumurnar eru adskildar fra aedapelsfrumum haraedanna med
orpunnri grunnhimnu (Kierszenbaum og Tres, 2012; Magnusson o.fl., 2011;

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

1.1.3 Frumur lungnapekjunnar

Pad eru ad minnsta kosti atta formfreedilega mismunandi frumutegundir til
stadar i pekjuvef ondunarfeera manna. Byggt & byggingu, virkni og
lifefnafraedilegum meelikvarda eru peer flokkadar i nokkra undirflokka. beer
skiptast fyrst og fremst i bifheerdar frumur og ébifhaerdar frumur. Obifhaerdar
frumur greinast svo i frekari undirflokka en par ma helst nefna grunnfrumur og
seytifrumur (mynd 4) (Ayers og Jeffery, 1988; Rogers, Dewar, Corrin og
Jeffery, 1993; Spina, 1998).

1.1.3.1 Bifhaerdar studlapekjufrumur (e. Ciliated columnar epithelial cells)

Bifhaerdar studlapekjufrumur eru frumur sem taldar eru koma annad hvort fra
grunn- eda bikarutseytifrumum i pekjunni (Ayers og Jeffery, 1988). beer eru
rikjandi i 6ndunarveginum par sem peer eru yfir 50% allra pekjufrumna sem
pbar eru (Spina, 1998). Venjulega hafa bifharapekjufrumur allt ad 300 bifhar a
hverri frumu og fjdlmarga hvatbera fyrir nedan frumuyfirboréid til pess ad veita
peim orku. betta gefur akvednar upplysingar um starfsemi pessara frumna par
sem peer flytja slim ur lungum og upp i hals (Harkema, Mariassy, George,

Hyde og Plopper, 1991).

1.1.3.2 Bikarutsevtifrumur (e. Goblet/mucous cells)

Bikarutseytifrumur eru um 5-15 % allra pekjufrumna (Shaykhiev og Crystal,
2014). beer finnast i rikulegu magni i berkjum og berkjungum lungnanna
(Magnusson o.fl., 2011). baer einkennast af himnubundnum smakornum og
framleida slim sem virkar sem verndandi efni fyrir pekjuvefinn og kléfesta
adskotahluti i o©ndunarveginum. Adskotahlutirnir eru sidan faerdir upp
ondunarveginn med bifharum pekjunnar. Pad er pvi mikilvaegt ad slimid sé
framleitt i réttu magni og med rétt seigjustig til pess ad na skilvirkri uthreinsun.

Frumurnar eru taldar geta endurnyjad sig sjalfar en paer geta einnig komid fra



grunnfrumum (Harkema o.fl., 1991; Jeffery, 1983; Rogers, 2003; Shaykhiev og
Crystal, 2014).

1.1.3.3 Grunnfrumur (e. Basal cells)

Grunnfrumur eru a bilinu 6-30% af syndarpekjulagi dndunarvegarins (Rock,
Randell og Hogan, 2010). beer eru tengdar vidé grunnhimnuna en til pess nota
paer akvedin integrin (a6pB4) (Knight og Holgate, 2003). Dreifing peirra er
nokkud jofn i grunnlagi pekjunnar en peim faekkar po eftir pvi sem
ondunarvegurinn prengist (Evans, Cox, Shami og Plopper, 1990; Evans og
Plopper, 1988). Talid er ad paer séu stofnfrumur fyrir efri hluta dndunarvegsins
par sem paer eru taldar geta endurnyjad sig sjalfar. baer eru heldur 6sérhaeféar
en eru pd taldar vera peer meginstofnfrumur sem sérhaefast i slim- og
bifharapekjufrumur (Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs og Stripp, 2004; Knight
og Holgate, 2003). beer tja umritunarpattinn p63 og frumukeratinin 5 og 14
(Jason R. Rock o.fl., 2009). Eitt af hlutverkum grunnfrumna er ad tengja
studlafrumur vid grunnhimnuna med halftengdum komplexum en einnig eru
pbaer taldar seyta fjdlda lifvirkra 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 i berkjum og berkjungum
lungnanna. Margt bendir til pess hlutverk peirra sem stofnfrumna sé ad vera
forveri fyrir baedi bifhaerdar og slimseytandi frumur. Frumurnar innihalda
rafeindapétt smakorn sem eru talin framleida verndandi yfirbordsvirk efni en
einnig eru paer faerar um ad hlutleysa skadleg efni sem andad er inn (Hong,

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

1.1.3.5 Halfrumur (e. Serous cells)

Halfrumur eru tiltdlulega sjaldgaef tegund frumna i édndunarveginum. Talid er
ad tveir stofnar peirra finnist i smaerri hlutum 6ndunarvegarins. Halfrumur
likjast bikarutseytifrumum formfraedilega ad morgu leyti en pd er finbygging
peirra ekki su sama. Smakornin sem halfrumurnar seyta eru einnig 6lik par
sem peer seyta rafeindapéttum smakornum (Rogers o.fl., 1993). baer hafa

einnig rafeindapétt umfrymi og seyta margar hverjar hlutlausu slimi og jafnvel



lipidum (Jeffery og Li, 1997). Halfrumur eru taldar vera stofnfrumur fyrir
endurnyjun pekjunnar og stjorna ummyndun i bikarutseytifrumur (Basbaum,
Jany og Finkbeiner, 1990).

1.1.3.6 Lungnabldédrufrumur (e. Alveolar cells)

Lungnablddrufrumur eru stadsettar i lungnablédrunum en par fara loftskiptin
fram (Rawlins og Hogan, 2006).

AT1 eru @ um 90% af yfirbordi lungnabladra. baer eru abyrgar fyrir
loftskiptum og eru i nanu sambandi vid smaaedar. betta eru flogufrumur sem
eru tengdar med péttum tengjum hver vid adra i kringum kjarnann asamt pvi
ad vera tengdar vid adrar frumur lungnablédrupekjunnar. betta gerir frumunum
kleift ad strekkjast ut og verda mjog punnar sem gerir pad ad verkum ad
loftskiptin verda jofn (Junqueira og Carneiro, 2005; Magnusson o.fl., 2011;
Ross og Pawlina, 2011; Young, Lowe, Stevens og Heath, 2006).

AT2 eru a um 10% af yfirbordi lungnabladra en innihalda pé um 70%
allra lungnablddrufrumna. Paer innihalda mikid af seytiblodrum og stjorna peer
einnig framleidslu yfirbordsvirkra efna sem seytiblodrurnar eru svo fylltar meé.
Petta er naudsynlegt til ad lagri yfirbordsspennu geti verid vidhaldid og til pess
ao fyrirbyggja pad ad samfall loftryma geti att sér stad (Magnusson o.fl., 2011;
Rawlins og Hogan, 2006). beer stjorna einnig jonaflutningi og umbrjota
utanadkomandi efni. Ut fra gégnum modela sem likja eftir vefjaskada eru AT2
taldar vera forverafrumur fyrir baedi AT1 og AT2, par sem mddelin syna ad
pbaer geti komid aftur af stad virkni lungnabladra eftir ad allar frumur AT1 hafa

verid drepnar (Magnusson o.fl., 2011).
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Mynd 4: Frumugerdir lungnanna. Myndin synir
skematiska uppbyggingu & lungum par sem
frumugerdum berkjunga og lungnabladra eru gerd
itarleg skil. Adlogud mynd fra (Magnusson o.fl., 2011).

1.2 Tyrésin kinasa vidtakar

Tyrésin kinasa vidtakar eru stér fidlskylda vidtaka sem fara i gegnum
frumuhimnuna (Schlessinger, 2000). | mannslikamanum eru pekktir 58 slikir
vidtakar sem flokkadir eru i 20 mismunandi undirfjdlskyldur. Allir pessir
vidtakar hafa svipada sameindabyggingu med bindisvaedi fyrir bindla
utanfrumu, einn gorm (e. helix) sem fer i gegnum frumuhimnuna og
innanfrumusvaedi sem inniheldur prétein  tyrésin  kinasahneppi auk

karboxyenda og styrisvaeda (Lemmon og Schlessinger, 2010).



Pegar enginn bindill er til stadar pa er tyrésin kinasa vidtakinn
ofosforileradur og einlidadur. begar bindill binst utanfrumuhlutanum veldur pad
tvenndarmyndun tveggja tyrésin kinasa, sem leidir svo til fosforyleringar
tyrésin leifanna (mynd 5) og i framhaldi af pvi geta peir komid af stad ymsum

innanfrumubodum (Skogseth, Tvedt og Halgunset, 2011).

®
Bindill
Ovirkir Virkir
/4< ~.._Fosforilering
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Mynd 5: Skyringarmynd a virkjun EGFR vidtaka. Myndin synir
byggingu og virkjun EGFR viétaka, sem eru deemigerdir tyrésin
kinasa vidtakar. beir virkjast med bindingu bindla og veldur pad
pvi ad peir dragast saman. begar pad gerist pa yfirfosforylera
peir hvorn annan. betta kemur svo af stad innanfrumubodum.
Adl6égud mynd fra (Kumar, Petri, Halmos og Boggon, 2008).

1.2.1 HER (EGFR, ErbB) fi6lskyldan
Hudpekjuvaxtarpattavidtaka (HER) fijdlskyldan er hépur tyrésin kinasa vidtaka.

Hun samanstendur af fjorum mjég skyldum tegundum vidtaka: EGFR (HER1,
ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) og HER4 (ErbB4) (Cai, Niu og Chen,
2008).

EGFR vidtakinn getur bundist nokkrum mismunandi tegundum af
bindlum sem koma af stad mismunandi bodferlum (mynd 6). Pegar hann er
virkjadur med bindlum eins og pekjuvefsvaxtarpattum (EGF) myndar hann
tvenndir, annarsvegar med O0rum eins EGFR vidtaka (einsleit
tvenndarmyndun) eda med O66rum vidtaka ur fjdlskyldunni, pa oftast HER2
(misleit tvenndarmyndun). Vid pad verda innanfrumuahrif par sem fosforylering
verdur a tyrosin leifunum. Leifarnar fosférylera fleiri paetti i umfryminu og koma
pannig af stad ymsum bodferlum svo sem fosforyleringu og virkjun a

umritunarpattum sem leida til tjaningar a nyjum genum eda virkjun



reesisvirkjadra protein kinasa (MAPK) ferla sem koma af stad frumufjolgun og
frumuskridi (Becker, Kleinsmith, Hardin og Bertoni, 2009; Cai o.fl., 2008;
Gazdar, 2009; Jorissen o.fl., 2003; Lemmon og Schlessinger, 2010; Pierce

o.fl., 2001).
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Mynd 6: Frumuboéferlar EGFR vidtaka. Myndin synir
bodferla sem drvast pegar EGFR vidtakar virkjast.

Fjolskyldan spilar édmissandi hlutverk baedi i edlilegu lifedlisfraedilegu
astandi og einnig i sjukddmamyndun, par @ medal krabbameinum (Hynes og
MacDonald, 2009).

Vidtakarnir samanstanda af 28 taknrodum en tyrésin kinasahneppid er
kodad i taknrod 18-24 (Reiter o.fl., 2001). Bilun i bodferlum i gegnum EGFR

vidtakana getur valdi® mognun en einnig stokkbreytingum (Shien o.fl., 2013).



1.2.1.1 EGFR stokkbreytingar
Stokkbreyting @ EGFR geni er ad finna i fyrstu fjorum taknrodum
kinasahneppisins (18 - 21) (mynd 7) (Gazdar, 2009).
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Mynd 7: Skyringarmynd af stokkbreytingum EGFR. A myndinni ma sja
stadsetningu sveeda innan EGFR kinasahneppisins par sem stokkbreytingar virkja
kinasavirkni med bindils-6hadum kerfum. Adlégud mynd fra (Kumar o.fl., 2008).

pPad sem gerist vid mdgnun eda stokkbreytingu vidtakans er ad
préteinafurdin verdur yfirtjiad eda sivirkjud og getur pad medal annars leitt
til offjdlgunar frumna, meinvarpa og lengri liftima frumnanna. Pessar
stokkbreytingar eru medal annars vel pekktar i lungnakrabbameinum
(Becker o.fl., 2009; Gazdar, 2009; Gross, Shazer og Agus, 2004).

1.2.1.1.1 L858R stokkbreytingin
L858R stokkbreytingin er su algengasta af ollum stdokkbreytingum EGFR i

lungum, eda um 41%. Hun kemur til pegar leusin (L) skiptir vid arginin (R) i
takni 858 i tjardd 21 (Gazdar, 2009; Yu o.fl., 2009).
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1.3 Krabbamein
1.3.1 Axli

AXxli er massi sem myndast vid 6edlilegan frumuvoxt og -skiptingu (Martini
o.fl., 2012). Einkenni aexlisfrumnanna umfram heilbrigéar frumur likamans eru
ad peer fordast vaxtarbaelingarpeetti, komast hja frumudauda, hafa st6dug
vaxtarérvunarbod, eru 6daudlegar, 6rva aedanymyndun i umhverfi sinu og
geta sidar virkjad iferdarferla og meinvarpast. bessir peettir eru taldir gera
peim kleift ad halda afram vexti og dreifingu (Hanahan og Weinberg, 2011).

/Exli flokkast i tvo undirflokka, gédkynja og illkynja aexli. i gédkynja
&xlum haldast frumurnar innan stodvefjarins og eru pau pvi sjaldnast
lifsheettuleg. begar um raedir illkynja exli geta frumurnar breidst il
naerliggjandi vefja. Ef pad gerist pa er a&xlid ordid ad meinvérpum sem er beedi
lifshaettulegt og illvidradanlegt (Martini o.fl., 2012).

1.3.1.1 Lungnakrabbamein

Krabbamein eru hopur sjukddoma sem eru sifellt ad verda algengari og valda
peir flestum daudsfollum & heimsvisu, eda um 13% (7,6 milljonir) arid 2008. Af
Ollum krabbameinum er lungnakrabbamein algengasta undirtegundin par sem
talid er ad um 1,37 milljonir daudsfalla hafi ordid i heiminum petta sama ar.
Hér a landi er lungnakrabbamein annad algengasta krabbameinid hja badum
kynjum en ad medaltali greinast 158 manns a ari (IRAC, 2008; Jénasson og
Tryggvadottir, 2012). | nanustu framtid er talid ad petta muni aukast og valda
auknum heilsufarsvandamalum (IRAC, 2008; Yu o.fl., 2009).

Tobaksnotkun er algengasti orsakavaldur lungnakrabbameins par sem
han veldur um 71% tilfella (WHO, 2013). P6 eru einungis um 16%
reykingamanna sem fa lungnakrabbamein. beir virdast pvi misnaemir fyrir
krabbameinsvaldandi ahrifum tébaksreyksins, sem bendir til pess ad peettir
eins og erfdir og adrir undirliggjandi sjukdémar s.s. lungnateppa spili hlutverk
par lika (Gudbjartsson o.fl., 2008). Lungnakrabbameini er skipt upp i
tvennskonar undirtegundir, annarsvegar smafrumulungnakrabbamein og hins
vegar lungnakrabbamein sem ekki eru smafrumukrabbamein (e. non-small cell
lung cancer, NSCLC). bad sidarnefnda er mun algengara eda um 80% allra

tilfella og ma skipta i prja undirflokka: kirtimyndandi krabbamein,
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flogupekjukrabbamein og stérfrumukrabbamein (Tiseo, Bartolotti, Gelsomino
og Bordi, 2010; Yu o.fl., 2009). Flégupekju- og smafrumukrabbamein hafa
mestu tengslin vid tobaksnotkunina en pessi tengsl eru orlitid veikari i
kirtiimyndandi krabbameinum (Gudbjartsson o.fl., 2008).

Yfirtjaning @8 EGFR vidtokunum er algeng i NSCLC, eda milli 43-89%.
pPar er hun algengust i flogupekjukrabbameinum (70%), Orlitid minni i
kirtimyndandi krabbameinum (50%) og mjog litil i stérfrumukrabbameinum.
pPad er svo litii sem engin Yfirtjaning i smafrumulungnakrabbameinum
(Scagliotti, Selvaggi, Novello og Hirsch, 2004). Stokkbreytingar a viétokunum
eru po orlitid sjaldgeefari par sem peer finnast einungis i @ milli 10-35% allra
NSCLC krabbameina. Pau eru algengust hja konum sem eru med
kirtimyndandi krabbamein en reykja ekki. Stokkbreytingarnar ma flestar, eda i
um pad bil 90% tilfella, finna i tjaréd 19 og 21 (L858R) (Ladanyi og Pao, 2008;
T. J. Lynch o.fl., 2004; Paez o.fl., 2004; Pao o.fl., 2004).

Helsta medferd lungnakrabbameina er skurdadgerd. Slik adgerd er po
einungis kostur a fyrstu stigum sjukdémsins, i tilvikum par sem fjarmeinvorp
eru ekki til stadar (Reif, Socinski og Rivera, 2000; Socinski o.fl., 2007).
Geislamedferd er moguleg baedi sem liknandi medferd og laeknandi hja peim
sjuklingum sem ekki er treyst i skurdadgerd (Spira og Ettinger, 2004).
Lyflamedferd er hinsvegar oftast notud med geislamedferdbum pegar
sjukdomurinn er stadbundinn, langt genginn og i vaxandi meeli einnig i kjolfar
skurdadgerda. Hun hefur einnig, ein og sér, synt fram a beetta lifun og lifsgaedi
sjuklinga med meinvérp. i peim tilfellum eru oft notud tvd lyf saman i bléndu
par sem annad lyfid er i flokki platinumlyfja (Gudbjartsson o.fl., 2008; Reif o.fl.,
2000). Gefitinib er tyrésin kinasa hemill sem sampykktur var af bandarisku
matveela- og lyfjastofnuninni (FDA) arid 2003 sem pridju linu NSCLC. Lengi
vel voru laeknar ekki vissir hvenaer eetti ad nota lyfid til medferdar pratt fyrir ad
vitad veeri ad svorunin reynist best hja sjuklingum sem ekki hafa reykt, konum
og sjuklingum med kirtimyndandi krabbamein. Asteedan er su ad einungis litill
hluti pessara sjuklinga var ad svara medferdinni en i peim tilfellum sem hun
hafdi ahrif var svorunin mjég god. Hins vegar hefur sidar komid i ljos ad

stokkbreytingar & tyrésin kinasa vidtakanum EGFR segi til um svorunina vid
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medferdinni par sem rannsoknir hafa synt ad peir sem hafi stokkbreytingu
svari mun betur medferd en adrir (Baselga o.fl., 2002; Green, 2004; Thomas J.
Lynch o.fl., 2004).

1.4 Bandvefsumbreyting pekjuvefjar (e. Epithelial-to-mesenchymal

Transition, EMT)

Bandvefsumbreyting pekjuvefjar (EMT) er liffreedilega flokid ferli proskunar
sem leyfir skautudum pekjufrumum ad gangast undir breytingar sem gera
pbeim kleift ad taka upp svipgerd bandvefsfrumna (mynd 8). Med pessu missa
baer sérhaefd einkenni sin, par a medal frumuvidlodun og skautun (Brabletz og
Brabletz, 2010; Kalluri og Neilson, 2003).

i frumuraekt verdur vid EMT aukin tjaning & bandvefsmarkerunum
Ncadherin, Vimentin, Twist, Snail 1&2 og Zeb 1&2 en po er pessi tjaning had
fleiri pattum eins og frumutegundum og adsteedum. Pessi aukna tjaning getur
valdid aukningu a frumuskridi og vidnam getur ordid gegn styrdum
frumudauda. Aftur a mOoti verdur minnkud tjaning a
pekjufrumukennisameindum, par med tali® Ecadherin og miR-200c
(Moustakas og Heldin, 2007; Thiery, Acloque, Huang og Nieto, 2009; Zhao
o.fl., 2013). EMT er edlilegur pattur i proska fésturs en par hefur ferlid
mikilveegum hlutverkum ad gegna i proskunarferlinu, ma nefna myndun
fésturbandvefsfrumna, midlags i holféstursmyndun og myndun greinoéttrar
formgerdar i nokkrum liffeerum (mynd 8) (Polyak og Weinberg, 2009). Hins
vegar hefur EMT einnig verid tengt krabbameinum. Krabbameinsfrumur eru
taldar fara i EMT vegna margvislegra boda par & medal fra adliggjandi stodvef
(mynd 8). betta studlar ad ifarandi vexti frumnanna, myndun meinvarpa og
auknu lyffabnaemi. Bandvefsmyndun ymissa annarra érmyndandi sjukdéma er
einnig talin tengd umbreytingunni (Gjerdrum o.fl., 2010; Kalluri og Weinberg,
2009; Polyak og Weinberg, 2009).
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Mynd 8: EMT i proska og sjukdémum. Adlogud mynd fra (Acloque, Adams,
Fishwick, Bronner-Fraser og Nieto, 2009).

1.5 Lungnatrefjun af 6pekktum uppruna (e. Idiopathic pulmonary
fibrosis, IPF)

Lungnatrefjun  af  opekktum uppruna  (IPF) er ein  tegund
millivefslungnasjukdobma sem eru sjukdémar af voldum bdélgu og
bandvefsmyndunar i millivef lungnanna. Sjukdémurinn er aldurstengdur og
leggst helst & eldra folk (Borchers, Chang, Keen og Gershwin, 2011; Gunther
o.fl., 2012; King, Pardo og Selman, 2011). Sjukdémsfraedin er ekki ad 6llu
bekkt en lykillinn er pé talinn liggja i langvinnum averkum a AT2. i greiningu
sést mikil pbykknun a lungnablodrusveedi lungans asamt
vodvabandvefsfrumuhneppi (e. fibroblastic foci, FF) og i verstu tilfellum
honeycomb 6rmyndun (Travis, 2008). Nyjustu kenningar gefa til kynna ad
frumur innan FF séu lungnapekjufrumur sem fari® hafa i EMT og par af
leidandi tekid a sig bandvefslika svipgerd (Willis, duBois og Borok, 2006).
Sjukdomurinn er oOafturkreefur og er i flestum tilfellum banveenn (King o.fl.,
2011).
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1.6 Raktunaradéferdir

Til pess ad haegt sé ad stunda rannséknir a lungum & sem bestan hatt er
adgangur ad goédum likdbnum grundvallaratridi. Algengt hefur verid ad nota
dyralikon til pessara rannsokna in vivo, pa adallega nagdyr, s.s. mys. Hafa
verdur pé i huga ad samsetning frumna i 6ndunarvegi manna og nagdyra er
ekki su sama og vefjauppbygging onnur. bannig geta in vitro rannséknir og
sérstok raektunarlikon, sem likja eins vel og haegt er eftir pvi umhverfi sem er
til stadar i mannslikamanum, nyst vel til akvedinna rannsékna a lungum
manna (J. R. Rock o.fl., 2009; Weaver, Fischer, Peterson og Bissell, 1996).

1.6.1 Einlagsreektir

i mérg ar hafa einlagsfrumureektir verid mikilveegt verkfeeri i rannsdknum par
sem paer geta svarad mikilveegum spurningum i frumu- og sameindaliffraedi
(mynd 9) (Weaver o.fl., 1996). i peim vaxa frumur & flétu plastyfirbordi.
Rannsoknir hafa p6 synt ad pegar frumur eru teknar fra vef sinum og latnar
vaxa a svona péttu yfirbordi, geti paer ordid hadar akvednum takmorkunum par
sem paer skortir medal annars stodvef og millifrumuefni. Synt hefur verid fram
a ad med pessum heetti missi frumurnar sérhaefingu sina og

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

1.6.2 Loft-vokva reektir (e. Air-liquid interface, ALI)

Loft-vokva reektir (ALI) hafa verid notadar med gédum arangri til ad likja eftir

vefjafreedi efri hluta ondunarvegarins (mynd 9) (Verkman, Song og
Thiagarajah, 2003). Par eru frumurnar reektadar a transwell filtrum par sem
reektunareetid er fyrir nedan frumulagi® sem gerir pad ad verkum ad grunn- og
hlidleega hlid frumnanna kemst i snertingu vid vaxtareetid en topphlidin kemst i

snertingu vid loft.
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Synt hefur verid fram & ad sumar lungnafrumulinur myndi
syndarpekjulag i ALI reektunum og hafa peer pvi verid notadar til rannsdkna a
ymsum varnareiginleikum utpekjunnar, s.s. pétttengjum og oOrverueydandi
peptidum (Asgrimsson, Gudjonsson, Gudmundsson og Baldursson, 2006;
Halldorsson o.fl., 2007; Steinmann, Halldorsson, Agerberth og Gudmundsson,
2009).
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Mynd 9: Skyringarmynd sem synir muninn a einlags- og ALl-raekt.
A&B syna einlagsraekt par sem frumur eru raektadar a botni floésku og
reektunareetid sett ofan 4. | C&D er ALI raekt par sem frumur eru reektadar a
transwell filtrum og reektunaraetid er fyrir nedan frumulagid. Pannig komast
paer baedi i snertingu vid aeti og loft.

1.7 VA10 frumulinan
Ondunarvegurinn er flokid fyrirbeeri og frumugerdirnar i pekjuvef hans
fidlbreyttar. bvi er mikilveegt ad hafa vel skilgreinda frumulinu sem er feer um
ad geta endurmyndad sérstaka svipgerdareiginleika lungna in vivo. bad hefur
hins vegar verid skortur & adgengi ad slikum frumulinum. Nylega hefur po
verid gerd mannalungnapekjufrumulina med forverafrumueiginleika, sem
nefnd var VA10 (Asgrimsson o.fl., 2006; Halldorsson o.fl., 2007).

Grunnfrumur eru einu frumurnar sem eru bundnar grunnhimnunni med
a6p4 integrinum, en umritunarpatturinn p63 og cytokeratin-14 eru m.a.
kenniprétein peirra. Flurljdomandi litun var gerd a tjaningu a6p4 integrinsins og
grunnfrumutengda umritunarpattarins p63 sem studdi nidurstdédur litunar sem

gerd var a VA10 frumulinunni, en hun syndi ad frumukeratin 5, 6, 13, 14 og 17
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eru tjad i henni, en i henni er einnig tjadur umritunarpatturinn p63. betta bendir
til pess ad hun hafi grunnfrumulika svipgerd. bar sem grunnfrumur eru taldar
hafa stofnfrumueiginleika getur petta verid kostur fram yfir adrar frumulinur
sem notadar hafa verid til ad rannsaka lungnapekju, en pzer eru margar
hverjar aexlisfrumur (Halldorsson o.fl., 2007).

VA10 frumulinan var gerd édaudleg med pvi ad innleida E6 og E7
a&exlisgen fra vortuveiru (HPV16) i fésturlungnapekjufrumur. betta var gert par
sem pekjufrumurnar hafa ekki éendanlegan liftima (Halldorsson o.fl., 2007).
Pessi 6daudlega lungnapekjufrumulina hefur nu pegar nyst til pess ad skoda
uppbyggingu, virkni og proskun lungnavefjar (Arason o.fl., 2014; Franzdottir
o.fl., 2010).

i ALI raekt, par sem grunn hlid frumnanna er Utsett fyrir vaxtareeti og
topphlidin er utsett fyrir lofti, mynda VA10 frumurnar lagskipt frumulag med
tjaningu & p63 i grunnlaginu (Halldorsson o.fl., 2007).

Samreektun  VA10 frumulinunnar med aedapelsfrumum mynda
berkjulika formgerd med greinarmyndun og mogulega sérhaefa pekjufrumurnar
i a® mynda lungnablddrupekjufrumur i prividri reekt. In vitro reektir af
lungaproskun og sérhaefingu veeri pannig haegt ad nota til ad skoda marga
paetti, s.s. milliverkun & milli frumna og bodefnamyndun i formproska vefjarins
(Franzdottir o.fl., 2010).
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2 MARKMID

Stokkbreyting eda mognun a tyrésin kinasa vidtokum hefur verid tengd
lungnakrabbameinsmyndun og medal peirra er tyrésin kinasa viétakinn EGFR.
Stokkbreytingin L858R veldur skiptingu & tdkna 858 ur amindsyrunni leusini i
arginin. Hun finnst i undirafbrigdum lungnakrabbameina og gaeti mogulega
reynst akjosanlegt lyfjamark. Nylega hefur innleiding verid gerd a L858R
stokkbreytingunni i VA10 lungnapekjufrumulinuna.

i verkefninu var i upphafi atlunin ad skoda tjaningarmynstur EGFR i
edlilegum lungnavef asamt pvi ad skoda tjaningamynstur pess einnig i
lungnavef IPF sjuklinga. Sidan voru skilgreindar starfraenar breytingar VA10
frumnanna i kjolfar yfirtjaningar EGFR og L858R stdkkbreytingarinnar. Sérstok
ahersla var 16g6 a ad kanna haefni frumnanna til pess ad vaxa ifarandi sem er
eitt af kennimerkjum illkynja krabbameinsfrumna sem og tilhneigingu peirra til
bess ad fara i EMT.

Megin markmidid er pvi ad kanna eftirfarandi paetti:
* Tjaningarmynstur EGFR i edlilegum og IPF lungnavef.
» Starfreenar breytingar i kjolfar EGFR yfirtjaningar/stokkbreytingar

* Tilhneiging frumnanna til pess ad fara i EMT.
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3 EFNI OG ADFERDIR

3.1 Undirbuningur

Fengin voru syni fra rannsdknarstofu i meinafreedi & Landspitala
Haskoélasjukrahusi baedi ur heilbrigdum lungnavef og lungnavef sjuklinga med
lungnatrefjunarsjukdéma. Fyrir synin er naudsynlegt ad hafa tilskilin leyfi og
hefur Visindasidanefnd sampykkt pau: nr. 88374-96345.

3.2 Efni
3.2.1 Efnalisti

Tafla 1: Listi yfir pau efni sem notud voru i rannsékninni

Efni Framleidandi

Aseton Sigma-AIdrichC
BEGM Cell applications inc.
Vidbotarpeettir:
Penisillin Gibco®
Retindin syra (A-vitamin) Cell applications inc.
Streptomysin Gibco®
Bradford reagent Sigma
Collagen PureCol-Biomaterials
Crystal violet SCRU
DAB + chromogen Dako
DAB + imidazol HCL buffer Dako
DMEM/F-12 Gibco®
Vidbotarpeettir:
HEPES (15mM) Gibco®
L-Glatamin Gibco®
Penisillin Gibco®
Streptomysin Gibco®
Ultroser G (2%) Pall
dNTP 10 mM Invitrogen™
DTT 0,1 mM Invitrogen™
FBS SCRU
Fluoromount Sigma
Flutningsbuffer Life technologies
Formaldehyd 36,5% Sigma-Aldrich®
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Fosfatasahindri

Thermo Scientific

Hemtoxylin SCRU
isépropandl Sigma-Aldrich®
Kjarnalitur (TO-PRO®-3 iodide) Invitrogen™
Kléréform Sigma-Aldrich®
Koéfnunarefni (flidtandi) Isaga
LHC-base Gibco®
Merkaptoetandl Sigma

Merkt polymer-hrp-anti-rabbit Dako

MES keyrslubuffer

Life technologies

Metanol Sigma-Aldrich®
PBS SCRU
Peroxidasa hindri Dako

PVDF himna Immobilon®-FL
Odyssey®hindrunarbuffer (BSA) Li-cor®

Phalloidin

Life technologies #1304569

Prestain ladder

Thermo Scientific

Proteasahindri

Thermo Scientific

PVDF himna

Immobilon®-FL

Random hexamer primers Fermentas
RIPA buffer SCRU
RNaseOUT ™ ribonuclease inhibitor 40 U/l Invitrogen™
SDS SCRU
Sermi SCRU
Super pap pen Invitrogen™
Super Script™ 11 bakriti 200 U/pl Invitrogen™

Spiritus Fortis 96%

Gamla apotekid

TBS SCRU
TriReagent Ambion®
TE buffer 0,25% SCRU
Trypsin Gibco®
Tween® 20 Sigma
Xylene J.T. Baker
5x first strand buffer Invitrogen™

10% SDS Bis-Tris gel

Life technologies
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3.2.2 Motefnalisti

Tafla 2: Listi yfir pau motefni sem notud voru i rannsékninni

Actin Mus lgG1 1:-/-/5000 Abcam 3280

AKT Mus lgG1 1:-/-/2000 Cell Signaling
#2920

Ck14 Mus IgG3 1:100/25/- Novocastra

Ecadherin Mus lgG2a 1:-/100/1000 BD -610182

EGFR Kanina IgG 1:100/100/2000 Cell Signaling
#4267S

ErbB2 Kanina IgG 1:100/-/- Cell Signaling
#3197S

ERK Mus lgG1 1:-/-/1000 Cell Signaling
#4696

Histone H3 Kanina IgG 1:-/-/1000 Cell Signaling
#4499S

L858R Kanina IgG 1:-/-/1000 Cell Signaling
#2237

Ncadherin Mus lgG1 1:-/-/1000 BD 610921

p-AKT Kanina IgG 1:-/-/2000 Cell Signaling
#4060

p-ERK Kanina IgG 1:-/-/1000 Cell Signaling
#4370

p63 Kanina IgG 1:-/100/1000 Santa Cruz
8344

p63 Mus lgG1 1:-/100/- Novocastra

Vimentin Mus lgG1 1:-/100/1000 DAKO, M0725
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3.2.3 Rauntima-polymerasa kedjuverkunar (e. Real-time

polymerase chain reaction, RT-gPCR) primerar

Tafla 3: Listi yfir pa SYBR Green primera sem notadir voru i rannsokninni

Audkenni Primer Basarod 5’-3’

CDH?1 (Ecadherin) CDH1-fwd TCAGAATGACAACAAGCCC
CDH1-rev ACAGAGGTTCCTGGAAGAG

CDH2 (Ncadherin) CDH2-fwd TGGGAATCCGACGAATGG
CDH2-rev TGCAGATCGGACCGGATACT

GAPDH GAPDH-fwd AGCCACATCGCTCAGACAC

(Glyseraldehyo-3-fosfat  GAPDH-rev GCCCAATACGACCAAATCC

dehydrégenasi)

KRT14 (Keratin14) KRT14-fwd GATGCGTGACCAGTATGAG
KRT14-rev TTCAGCTCCTCTGTCTTGG

TP63 p63-fwd AAAGGACAGCAGCATTGATCAA

p63-rev

TGTTCAGGAGCCCCAGGTT

Tafla 4: Listi yfir pa TagMan primera sem notadir voru i rannsékninni

Audkenni préfunar  Primer Basarod

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 Teki
3.3.1 Teekjalisti

Tafla 5: Listi yfir helstu teekin sem notud voru i rannsoékninni

Taeki Framleidandi

Aflgjafi Hoefer scientific Instruments
Frumuteljari Tamaco

Hitablokk Techne

LAF-skapur Holten LaminAir
LAF-skapur Thermo electron corporation
LAF-skapur Kebo

Oddysey® innraudur skanni Li-cor®

PCR teeki Applied Biosystems

Rugga Stuart Scientific
Reektunarskapur (37°C, 5% CO, 95% raki) Heraeus instruments cytoperm 2
Reektunarskapur (37°C, 5% CO,) Thermo Scientific
Samdepla smasja (e. confocal) Zeiss LSM 510

Smasja Fluovert

Skilvinda Sarstedt

Skilvinda Hettich Zentrifugen
Skilvinda Thermo Scientific
Spectrophotometer Nanodrop®
Ljosgleypnimeelir SPECTRAmMaxPLUS384
Vortex genie 2 vél Scientific Industries

Xcell SureLock™ Invitrogen

Xcell "™ Blot Module Invitrogen
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3.3.2 Ahaldalisti

Tafla 6: Listi yfir helstu ahoéldin sem notud voru i rannsékninni

Ahald Framleidandi
A

Eppendorf glas mbion®
Frumuskrapari BD Falcon™
PCR bakki 4titude
Pipetta 5 — 25 ml Falcon®
Pipetta Gilson
Pipettuoddar Diamond®
Rakakassi SCRU
Skilvinduglas 15 ml BD Falcon™
Skilvinduglas 50 ml BD Falcon™
Synagler Starfrost
Transwell himna Corning

T25 flaska BD Falcon™
8 holu bakki BD Falcon™
12 holu bakki BD Falcon™
24 holu bakki BD Falcon™
96 holu bakki BD Falcon™

3.4 Hugbunadur

Tafla 7: Listi yfir pau forrit sem notud voru i rannsékninni

Adgerd Hugbunadur

Grof Microsoft® Excel® for Mac 2011(Version 14.2.0)
Ljosmeeling SoftMax® Pro 4.3.1 LS
Myndataka IF-litunar LSM Pascal 510
Myndataka métefnalitunar ~ Adobe® Photoshop CS3
Myndvinnsla CorelIDRAW X3 og Paintbrush2 (Version 2.1.1)
Meeling & préteinmagni ND-1000 (Version 3.5.1)
Skdénnun western litunar Image Studio (Version 2.0)
Stoplarit Microsoft® Excel® for Mac 2011 (Version 14.2.0)
Toflur Microsoft® Word for Mac 2011 (Version14.2.0)
Utreikningar
Medaltsl Microsoft® Excel® for Mac 2011 (Version 14.2.0)
Stadalfravik
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3.5 Aoferdir

3.5.1 Frumuraektir

Allar frumuraektanir rannsdknarinnar, voru geymdar i raektunarskap vid 37°C
og 5% CO; styrk.

3.5.1.1 Einlagsraekt
i einlagsraekt voru VA10 frumulinurnar raektadar med lungnapekjufrumusetinu
Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM) sem syklalyfjum haféi verid beett

uti. Pessar raektanir voru hafdar i T25 reektunarfloskum.
Skipt var um aeti prisvar i viku og umsaning gerd pegar raektirnar voru
um 90% péttar.

3.5.1.1.1 Umsdning

AEti var tekid af frumunum og peer skoladar med fosfat buffer saltlausn (PBS).
1 ml af trypsini var settur ut i floskuna og huan geymd i 37°C heitum
reektunarskap i ramlega 3 minatur til pess ad losa frumurnar. bzer voru svo
skodadar i smasja pannig ad oruggt veeri ad allar heféu losnad. Flaskan var
skolud med 12 ml af PBS nokkrum sinnum til pess ad na ollum frumunum.
Lausnin var sett i 15 ml skilvinduglés og spunnin vié 2000 hringi @ minutu
(rpm) i 3 minatur. A medan var 5 ml af eti komid fyrir i nyjum T25
reektunarfloskum. Lausnin var pvi naest tekin ur skilvindunni og vokvinn
sogadur af pannig ad frumupalletan i botninum saeti ein eftir. Hun var svo leyst

upp i 1 ml af aeti og videigandi magni komid fyrir i nyju reektunarfloskunum.

3.5.1.2 ALl raekt

Byrjad var a ad huda pélyesterhimnur med 0,4 ym gétum med pvi ad setja 500

pl af pynntri kollagen:PBS lausn (1:40) a hverja himnu i 12 holu bakka. Eftir ad
hafa stadid vid stofuhita i 30-60 minutur var vokvinn sogadur af og himnurnar
latnar porna i lagskiptum loftflaedis (LAF) skap.

150.000 frumur sem, blandadar hoéfdu verid vid 500 yl af BEGM eeti,
voru settar a hverja himnu. 172 ml af ati var svo komid fyrir i holfinu fyrir
nedan. Frumunum var leyft ad festa sig og vaxa pétt i 2 soélarhringa. ba var
vaxtareetid fjarlaegt beggja megin himnunnar og volgu sérhaefingaraeti komid

fyrir i stadinn. Frumurnar skruppu a pessu stigi og voru pvi ekki lengur péttar.
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Bida purfti par til paer naedu péttum vexti ad nyju. 5-7 dagar lidu og var pa
eetinu sem var fyrir nedan himnuna, skipt ut fyrir nytt en aetid fyrir ofan var
fiarleegt. Frumurnar voru pvegnar a tveggja daga fresti med PBS og samtimis

var gamla aetinu i nedra hélfinu skipt ut fyrir nytt.

3.5.2 RNA einangrun

Frumur ur einlagsraekt voru leystar upp med pvi ad 1 ml af TriReagent var

baett ut i floskuna og 1atid standa vid stofuhita i 5 mindtur. Lausnin var svo
feerd yfir i eppendorf glas og ut i hana baett 200 yl af kléréformi. Glasid var
hrist i 15 sekundur og latid standa vid stofuhita i 10-15 minutur. Eftir pad var
lausnin sett i skilvindu vid 4°C og 13.000 rpm i 18 minutur. Flotid var tekid af
og komid fyrir i 68ru eppendorf glasi. Ut i pann vékva var beaett 500 l af
isopropandli til pess ad botnfall RNA naedist. Eftir ad hafa bedid vid stofuhita i
5-10 minutur var lausnin sett i skilvindu vid 4°C og 13.000 rpm i 12 minutur.
Pvi naest var vokvinn tekinn ofan af og RNA pallettan latin sitja eftir i botninum.
Hun var pvegin med 1ml af 96% etandli, vortexud og sett i skilvindu vid 4°C og
8000 rpm i 5 minutur. Etandlid var tekid af med pipettu og RNA 14tid porna i
30 minutur. Ad lokum var RNA enduruppleyst med 30 pl af RNasa friu vatni og
latid standa i 5 minuatur vid stofuhita a4dur en pad var maelt med nanodrop og

sett i frysti.

3.5.2.1 Umritun i cDNA
500 pg af RNA voru sett i eppendorf glas og fyllt upp ad 10 yl med vatni. 1 pl

random primers og 1 pl deoxynukle6tid (dNTP) var blandad saman vid
lausnina. Lausnin var hitud vid 65°C i 5 minutur og komid fyrir & is. Buid var til
master mix par sem 12 pl 5x first-strand buffer og 8 pl 0,1M dithiothreitol (DTT)
var blandad saman og 6 pl af peirri bldondu sett Ut i lausnina. 1 yl RNaseOUT
(40 einingar/ul) var einnig baett Ut i. Pessu var blandad varlega saman med
pipettu og hitad i PCR vél vid 25 °C i 10 minutur. ba var 1 yl (200 einingum) af
Super Script™Il bakrita blandad mjdg varlega saman vid med pipettu. bvi
naest var lausnin hitud vid 42°C i 50 minutur og transcriptasi ovirkjadur med
pvi ad hita lausnina vid 70°C i 15 minutur. Styrkurinn var ad lokum maeldur i

Nanodrop.
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3.5.2.1.1 RT-qPCR
Gerd var cDNA blanda par sem cDNA var pynnt i 150 yg/ml med Rnasa

hreinu vatni. Einnig voru gerdar primera blondur sem innihéldu, fyrir SYBR
green: 150 ul SYBR green-rox, 112,5 yl vatn og 22,5 pl 0,3 M videigandi F&R
primera mix en fyrir TagMan: 50 yl Maxima Probe/RCX, 35 pl vatn og 5 pl
videigandi primera mix. | kjolfarid var 1 ul af cDNA bléndu hverrar frumulinu
settur ofan i 9 holur i 96 holu PCR-bakka asamt 19 ul af videigandi primer
bléndu i SYBR green en 9 ul i TagMan. Gerd voru einnig neikvaed vidmid, eitt
med hverri métefnablondu og i stad pess ad setja 1 pl cDNA var settur 1 pl af
hreinsudu vatni. betta var svo spunnid nidur adur en pad var sett i RT-PCR

teeki og keyrt i 2 klukkustundir.

3.5.3 Proéteineinangrun

Tveer T25 floskur fyrir hverja frumutegund voru sveltar med DMEM eeti og
hafdar i frumuraektunarskap yfir nétt. Morguninn eftir var DMEM eeti ur einni
flosku hverrar frumutegundar fjarleegt og 5 ml af heitu BEGM eeti sett & og haft
i reektunarskap i 10 minutur. Fléskurnar voru skoladar tvisvar med koldu PBS
og pad svo sogad af eins mikid og heegt var en pad eykur lokastyrk
préteinanna og pynnir ekki Proteinutfellingar (RIPA) bufferinn. RIPA buffer var
blandadur a eftirfarandi hatt: 490 pl RIPA, 5 ul proteasa hindri og 5 pl
fosfatasahindri. 170 pl af RIPA blondunni var svo sett @ frumurnar og latnar
standa a is i 10 minutur. Frumuskrapari var notadur til ad skrapa frumurnar af
yfirbordi floskunnar og fluttar i eppendorf glés & is. Glosin voru svo fryst
prisvar sinnum med fljdtandi kéfnunarefni og pydd a milli. | kjolfari® voru pau
latin standa & is i 10 mindtur 4dur en synunum var spunnid nidur vid 4°C og
14.000 rpm i 20 minutur. Glaeri vokvinn sem inniheldur préteinid var feerdur i

nytt glas & is og restinni hent. Glésin voru sett i frysti eftir préteinmaelingu.

3.5.3.1 Bradford maeling

5 pl préteinlausn og 45 ul vatn var blandad saman i brunna 96 holu bakka.

Asamt pvi var einn vidmidunarbrunnur sem innihélt eingéngu RIPA buffer an

préteins. 10 yl hverrar lausnar var svo komid fyrir i 8drum brunni og blandad
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vid 250 pl Bradford lausn. Bakkinn var latinn standa i 10 minutur og ad lokum

ljdsmaeldur vid 595 nm med ljosgleypnimeeli.

3.5.3.2 Western litun
50 pg proéteinum, 37,5 yl 4xNuPage LDS synabuffer og 15 ul merkaptéetandl

var blandad saman og fyllt upp ad 150 pyl med vatni. Lausnin var hitud vid
98°C i 10 minutur og geymd i frysti. 15 pl af lausninni voru notadir i litunina og
peim hladid a 10% natrium ddédekyl sulfat (SDS) Bis-Tris gel. 2 ul pre-stained
ladder var haféur i ad minnsta kosti einum brunni til pess ad heegt veeri ad sja
hvar byrjad var ad hlada og var 2,5 pl synabuffer komid fyrir i tomu brunnunum
til pess ad tryggja jafnan rafdratt. betta var keyrt a 200V i 35 minutur i
20xNuPage 2-N-(morfélind)etansulfonik syru (HEPES) keyrslubuffer. Proteinin
voru svo feerd a polyvinyl difluorié (PVDF) himnu eftir ad han haféi verid
virkjud med metandli i 30 sekundur og hofd i flutningsbuffer i 5 minutur. betta
var gert med flutningi vid 30V i 60 minutur i 20xNuPage flutningsbuffer. Eftir
flutninginn var himnan pvegin stuttlega a ruggu med pribuffer saltlausn (TBS).
Pvi naest var hun hindrud med 5% nautasermisalbumini (BSA) i TBS i 60
minutur a ruggu. Frummotefnum var svo baett ut i og hofé & ruggu i keeli vid
4°C yfir nétt. Daginn eftir var himnan pvegin prisvar sinnum i 10 minutur med
0,1% TBS/Tween. Annarar gradu innraud motefni voru sett a i blondu med
0,1% TBS/Tween og 0,02% SDS i 60 minutur i hlutféllunum 1:20.000. Himnan
ad lokum pvegin prisvar sinnum i 10 minutur med 0,1% TBS/Tween og hofé i

vatni i 5 minutur. Synin voru svo greind med innraudum Oddysey skanna.

3.5.4 Moétefnalitun

3.5.4.1 Métefnalitun a vefiasneidum/ALI-sneidum

3.5.4.1.1 Af-pardffinisering

Paraffin steyptar lungnavefjasneidar voru afparaffiniseradar i Xylen tvisvar
sinnum i 5 minutur. Paer voru svo endurvatnadar med 96% alkohali einnig
tvisvar sinnum i 5 minutur. Métefnavaki var endurheimtur med pvi ad sjoda
sneidarnar i 10% tris(hydroyymetyl)amindmetan og etylendiamintetraediksyru

(EDTA) buffer (TE buffer). Synin voru ad lokum sodin par sem byrjad var a ad
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hita pau i 9 minutur til pess ad na upp sudunni og henni svo vidhaldid i 15

minutur. Sneidarnar voru svo keeldar nidur i 20 minuatur og komid fyrir i PBS.

3.5.4.1.2 Motefnalitun
Vefjasneidarnar/ALI-sneidarnar voru medhondladar med PBS/10%kalfaféstur-
sermis (FBS) hindrunarlausn i 5-10 minutur (i sumum tilfellum var peroxidasa
hindri settur a fyrir petta skref til ad koma i veg fyrir bakgrunn). Frummétefni
voru bléndud saman vid PBS/10%FBS lausn i videigandi styrkjum fyrir hvert
motefni og 14tid liggja a peim i 30 mindtur (i sumum tilfellum yfir n6tt i 4°C
keeliskap). Ad loknum pessum tima voru synin skolud med PBS (ol
skolunarskref eru gerd einu sinni hratt og svo tvisvar i 5 minutur). Monoclonal
Mouse Anti-Rabbit Immunoglobulin (M0737) komid fyrir & synunum, latid bida i
30 minutur og syni svo skolud med PBS. bvi naest var métefnid polyclonal
Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulin (Z0259) sett & synin og pad einnig latid
bida & i 30 minutur. Synin voru pa aftur skolud med PBS og pridja og sidasta
yfirbyggingin, Poly(A)pdlymerasa (PAP), Mouse, Monoclonal (P850) sett a og
latin bida i adrar 30 minutur (6nnur adferd var einnig notud sem innihélt
einungis eitt 2° moétefni, merkt polymer-hrp-anti-rabbit sem haft var & synunum
i 30 minutur). Ad pessu loknu voru synin skoludé med PBS. Til framkollunar var
3.3-diaminobenzidin (DAB) i chromogen lausn blandad vid DAB + imidazdl
HCL buffer (pH 7.5) sem innihélt vetnisperoxid (H202) og bakteriudrepandi efni
i hlutfollunum 1 pl (chromogen lausn):1 ml (hvarfefnabuffer). betta var 1atid
bida a i 10 minutur og ad lokum skolad og latid porna.

Kjarnalitun var gerd med pvi ad hemtoxylini var komid fyrir 8 synunum,

Iatid bida a i 20-30 sekundur adur en pad var skolad af med kranavatni.

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

Vefjasneidar voru medhondladar med PBS/10%FBS hindrunarlausn i 5-10
minutur. Sum synanna poérfnudust kjarnalitunar og voru pau kjarnafixerud adur
en farid var i naesta skref. pPa var sett metandl:acetdén lausn a synin og pau
hofd i frysti i 5 minuatur. Frummétefnum var blandad vido PBS/10%FBS lausn i
videigandi styrkjum og latin liggja @ synunum i 30 minutur (i sumum tilfellum

yfir nétt vid 4°C). Ad loknum pessum tima voru synin skolud med PBS.
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Videigandi 2° moétefni voru svo sett @ synin og hofd i 30 minatur med alpappir
yfir par sem 2° métefnin eru ljosneem. Adur en farid var i nsesta skref var
kjarnaliturinn TO-Pro-3 blandadur i PBS/10%FBS (1:500), settur & synin og
latinn bida a i 20 mindtur, i peim tilfellum sem pess var porf. Pvi naest voru
synin pvegin med PBS og ad lokum vel med vatni par sem losna purfti vid
soltin sem PBS skilur eftir sig i synunum. Ad lokum voru synin latin porna a

myrkum og purrum stad.

3.5.4.2 Mdétefnalitun a frumum

3.5.4.2.2 IF-litun i einlagsraekt

Pegar IF-litun var gerd a frumum purfti ad byrja & ad fixera paer. Pad var gert
med pvi ad setja a paer 3,7% formaldehyd i 15 minatur. Ef gerd var kjarnalitun
pba voru paer festar med metandl:aseton lausn i 5 minutur i frysti (p63, Ck14 og
Vimentin) (i tilfelli EGFR og Ecadherin var einungis metandl haft a i fyrsti i 10
minutur en pa var formaldehyd skrefinu sleppt). Flaskan var svo brotin og reitir
gerdir i frumulagid til ad haegt veeri ad lita fyrir fleii moétefnum i einu.
Frumurnar voru skoladar vel med PBS adur en paer voru gerdar gegndreepar
med tritonX i 10 minutur, & milli voru peer skoladar orstutt med PBS og svo
medhondladar aftur med tritonX i 5 minutur. Ad 6dru leiti var litunin gerd a
sama hatt og i kafla 3.5.4.1.3.

3.5.5 Rafvidnamsmeeling (e. Transepithelial Electrical Resistance,
TEER) ALI frumna

500 ul af volgu Dulbecco’s breyttu Eagle’s aeti (e. Dulbecco’s modiefied
Eagle’s medium, DMEM)/F12 (1:1) an vidbotarefna var sett i efri holf ALI-

reektunarbakkanna og frumum leyft ad adlagast i 30 minutur til 1 klukkustund i

hitaskap. Elektrodur gerdar sterilar i 96% etandli og latnar porna. Svo var

TEER meelt med millipore meeli.
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3.5.6 Frumutalning

Pegar sad var akvedid morgum frumum i tilraun purfti ad telja paer svo haegt
veeri ad aaetla pann fjélda frumna sem veeri til stadar.

AELid var tekid af frumunum og peer skoladar med PBS. 1 ml af trypsini
var svo settur & og haféur i 4 minutur inni i reektunarskap (37°C). 12 ml af PBS
var beett vid i fléskuna, lausninni svo allri komid fyrir i 15 ml skilvinduglasi og
henni spunnid nidur i skilvindu vid 2000 rpm i 3 minutur. Vékvinn var sogadur
ofan af svo ad frumupalletan seeti eftir i botninum. Hun var svo leyst upp med
1 ml af aeti.

10 pl af frumulausninni voru settir sitthvoru meginn a frumutalningargler
og frumurnar taldar. Til pess ad heildarmagnid i 1 ml fengist purfti ad

margfalda téluna sem fékkst ur talningunni med 10.000.

3.5.7 Saravidgerdarprof (e. wound healing assay)

50.000 frumum var sad i fersku BEGM eeti par til paer naedu péttri reekt i 8 holu
bakka (chamber slide bakka). bétt einlagid var skrapad med P200 pipettuoddi

til pess ad mynda sar. Myndataka & frumunum var gerd i 8 klukkustundir og

voru myndir teknar & 4 stédum fyrir hverja frumulinu med 30 minuatna millibili.

3.5.8 Frumuskridsprof (e. cell migration)

Ein flaska af hverri frumutegund var svelt med DMEM eeti i 24 klukkustundir.
50.000 frumum var svo sad a gotétta himnu (8 um goét) i 400 ul af DMEM eeti.
1 ml af fersku BEGM eeti var svo sett i botn brunnsins. Med pessu var haegt ad
sja skrid frumnanna i gegnum g6t himnunnar. Frumuskridid var stodvad
ramum 24 klukkustundum eftir ad frumunum haféi verid sad. Atinu var pa hellt
af og frumurnar sem enn voru a himnunni fjarleegdar med eyrnapinna og paer
sem skridid hofdu i gegn festar med 3,7% formaldehydi i PBS i 10 minatur. bPa
voru brunnarnir fylltir til halfs med 0,1% crystal violet og pad latid standa a i
15 minudtur. Brunnarnir voru sidan skoladir 3x med vatni og latnir porna adur

en frumurnar voru taldar.
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3.5.9 Frumufjolgunarprof (e. proliferation assay)

Notadir voru 24 holu bakkar og 20.000 frumum sad i hvern brunn. bad var gert
med pvi ad blanda frumunum ut i BEGM eeti i videigandi pynningu midad vid
heildarmagn frumnanna. 500 pul af lausninni var svo komid fyrir i hverjum
brunni.

Eftir fyrsta daginn var 500 ul af aeti baett ofan i hvern brunn en eftir pad
var nyju aeti baett ut i brunnana annan hvern dag. Pad var gert med pvi ad taka
500 ul af gamla aetinu upp ur og 500 pl af nyju aeti baett vid i stadinn.

Til pess ad stédva frumuvoxtinn voru bakkarnir teknir ut dr
reektunarskapnum, eetinu hellt af og peir skoladir med PBS. 500 ul 3,7%
formaldehyd var sett ofan i brunnana og latid liggja a vid herbergishita i 10
minutur til pess ad festa frumurnar. ba voru brunnarnir fylltir til halfs med 0,1%
crystal violet og pad latid standa & i 15 mindtur. Brunnarnir voru ad lokum
skoladir med vatni fjérum sinnum og latnir porna.

Pegar buid var ad stédva frumuvoxt i Sllum bokkunum var 1 ml af 10%
ediksyrulausn notadur til ad leysa upp crystal violet litinn. Pessu var blandad
vel saman i 20 minatur adur en 50 ul af hverju syni var komid fyrir i 96 holu

bakka og pau ljosmeeld vid 595 nm med ljosgleypnimeeli.

3.5.10 Lagmarks vidlodunarprof (e. low attachment assay)
1.000 frumum var sad og peer reektadar i fersku BEGM eeti i 24 holu bakka

sem hudadur var med poly-hema. Fjoldi pyrpinga var metinn eftir 7 daga.
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4 NIDURSTODUR

4.1 Stadsetning EGFR i heilbrigdum lungnavef

i upphafi var tjaning EGFR i heilbrigdum lungnavef skodud til ad fa skyrari
mynd af pvi hvar pad er ad finna vid edlilegar adstaedur. Byrjad var a pvi ad
motefnalita EGFR i lungnavefjasyni og eins og sja ma @ mynd 10 A&B er pad
tjad grunnleegt i berkjunum. Petta var svo stadfest med pvi ad gera IF-litun a
samskonar syni, par sem EGFR var litad med graeenum lit en kjarninn med
blaum lit (mynd 10 C). Einnig var tjaning EGFR skodud i lungnablédrum og ma
sja ut fra myndum 10 D&E ad peer sé ad finna i AT2 frumum. betta var svo

stadfest med IF litun par sem EGFR er tjad med graenum lit (mynd 10 F).
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Mynd 10. EGFR er tjad grunnlaegt i Iungnabekju A) synir hvernig EGFR er tjad
grunnlaegt i berkjupekju og B) synir steekkada mynd af sveedinu. | C) er petta stadfest
med IF-litun. | D) er synt hvernig EGFR er tjad i AT2 frumum og E) synir staekkada
mynd af sama svaedi par sem AT2 er synt med oslithum drvum en AT1 med rifludum
orvum. F) stadfestir petta med IF litun.

pPar sem p63 er eingdngu tjad i grunnfrumum (Barbieri og Pietenpol, 2006) var
pad notad til samlitunar med EGFR i IF-litun til ad skoda hvort tjaning pess
veeri eingdbngu bundin vid grunnfrumur. Eins og sja ma & mynd 11 A&B kom i

ljés ad svo veeri.
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EGFR/P63/TO-PRO-3

Mynd 11. EGFR er tjadé i grunnfrumum. A&B syna hvernig EGFR (greent) er
eingdngu bundid vid grunnfrumutjaningu med pvi ad haldast i hendur vid p63
tjaningu (rautt), sem er eingdngu tjad i grunnfrumum.

4.2 EGFR i lungnapekjufrumulinu med svipgerd grunnfruma
Til ad skoda stafraenar breytingar i kjolfar yfirtjaningar og stokkbreytingar a
EGFR i lungnapekju voru notadar erfdabreyttar VA10 frumur. betta voru
prenns konar frumulinur sem fengnar voru tilbunar ur fyrri rannséknum
(Gunnarsdéttir, 2012): VA10°™Y, VA10ECFRYT og VA10FCFRIESR  Tekin var
mynd af peim i reekt til ad varpa betra lj6si & hvort einhver munur hafi verid til
stadar med tilliti til svipgerdar peirra. | ljd6s kom ad naer enginn sjaanlegur
munur veeri @ milli frumulinanna priggja (mynd 12 A).

bar sem EGFR er yfirtjad i VA105F*"T frumulinunni og stokkbreytingin
i VA10ECFRLER  yndir sama sivirka styrli, eetti undir venjulegum
kringumstaeedum ad sjast aukning a tjaningu i peim asamt pvi ad L858R
afbrigdid eetti einungis ad tjast i VA10FCFRE%8R  Byriag var 4 ad gera
motefnalitun par sem litad var fyrir EGFR asamt p63 og Cytdkeratin 14 (Ck14),
sem eru hvort tveggja kennisameindir grunnfrumna (Schweizer o.fl., 2006)
(mynd 12 B). EGFR kom fram i 6llum premur frumulinunum en liturinn syndist
sterkari i VA10ECFRYT og VA10ECFRE8BR  Tianing p63 og Ck14 var til stadar i
Ollum linum en erfitt var ad greina breytingu i magni tjaningar peirra.

Gerdar voru Western litanir fyrir EGFR, L858R og p63 par sem

frumurnar hofdu annarsvegar verid sveltar fyrir préteineinangrun med DMEM
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2eti og hins vegar fengid ferskt BEGM aeti (mynd 12 C). Med pvi var baedi
haegt ad fa betri syn a nidurstédur métefnalitananna og einnig heegt ad sja
ahrifin sem pad haféi a frumurnar ad hafa ekki vaxtarpaetti i aeti. Nidurstodur
western litunarinnar voru i samraemi vid paer nidurstodur sem motefnalitanirnar
hofou gefid adur par sem EGFR er tjad i dllum frumulinum en pd minnst i
VA10E™Y | 858R afbrigsié einungis tjad i VA10ECFRIEER og mild aukning &
p63 tjaningu i EGFR linunum. bad virtist ekki hafa ahrif a tjaningu pessara
préteina ad frumurnar skyldu vera sveltar. Aktin tjaningin var nanast alveg jofn
sem synir fram & pad ad hledslan a gelid hafi tekist vel.

Gerd var g-RT-PCR greining @ mRNA sameindum til ad stadfesta paer
nidurstédur sem komid héfdu fram i d8rum préfunum (mynd 12 D). Utkoma
peirra gaf sambeerilegar nidurstodur. Ck14 tjaning hélst nokkud jofn en p63
tjaning jokst par sem munurinn milli VA10E™Y og VA10ECFRE8%8R var rimlega

prefaldur.
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Svelti Ferskt aeti
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p63
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Mynd 12: Tjaning helstu kennipréteina VA10 lungnapekjufrumna. i A) er svipgerd
VA10E™Y  VA105CFRYT og VA1QECFRIBSR synd. | B) eru tjaningar EGFR og Ck14

syndar med greenum lit og p63 med raudum lit asamt pvi ad kjarnalitur er blar i IF-
litunum. C) synir tjaningu lykilproteina i g-RT-PCR og D) synir western litun peirra
asamt L858R, annarsvegar i svelti og hins vegar med vaxtarpaetti i seti.
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4.3 Starfreen hegdun VA105° R38R frymulinanna i einlagsraekt

4.3.1 Frumufjolgun

Frumufjolgunarprof voru framkvaemd til ad skoda hvort stokkbreytingin L858R
hefdi ahrif & vaxtarhrada VA10 frumnanna. Notad var hefébundid BEGM &eti
og talning gerd daglega i 8 sélarhringa. A peim tima kom i ljés ad ekki vaeri
markteekur munur a vaxtarhradanum midad vid hinar tveer frumulinurnar
(mynd 13 A).

Med Western litun a innanfrumubodferlasameindunum ERK, pERK,
AKT og pAKT kom i ljos ad minnkud tjaning var a fosforileringu ERK og AKT
vid sveltisadstaedur i EGFR linunum baedi vid yfirtjaningu og stdokkbreytingu
(mynd 13 B). | kjolfar pessara nidurstadna var pvi akvedid ad gera
frumufjolgunarprof vid sveltisadsteedur til ad skoda haefni frumnanna til pess
ad vaxa vio slikar adstaedur. Frumurnar virtust ekki pola adsteedurnar par sem

paer festust illa vid botn raektunarflasknanna og enginn voxtur atti sér stad.
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Mynd 13: Jo6fn frumufjélgun i hefébundnu BEGM @aeti og minnkud
fosforilering 8 ERK og AKT vid sveltisadstaedur. A) synir vaxtarkuarfu par
sem VA10°™Y VA105°FRWT og VA10FCFRI8ER yory raektadar i hefdbundnu

BEGM eeti. B) synir western litun @ ERK, pERK, AKT og pAKT vid svelti og i
fersku BEGM &eti.

4.3.2 Frumuskrid
Gert var frumuskridspréf par sem skoda atti haefni frumnanna til pess ad skrida
i gegnum himnu med 8 pym goétum. Hja ollum frumulinunum hoféu afar faar

frumur skridi® i gegn og var pvi ekki haegt ad gera tolfreedilega greiningu.

Pannig var gengid ut fra pvi ad enginn munur hafi verid & milli frumulinanna.

4.3.3 Saravidgerd

Framkvaemt var saravidgerdarprof til ad bera saman haefileika frumulinanna til
ad gera vid sar (mynd 14). Eftir ad framkallad hafdi verid sar i pekjuna med pvi

ad rispa hana voru teknar myndir & 30 minutna fresti i 15 klukkustundir. Svo
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virdist sem stokkbreytingin L858R a EGFR vidtakanum hafi gengid haegar fyrir
sig i viogerdarferlinu en i VA10°™Y og VA10ECFRWT,

Empty  EGFRWT
et LN

Mynd 14: Saravidgerd. Vidgerdarferli frumna med 5 klukkustunda millibili eftir ad gert
hafdi verid i paer sar.

4.4 Minnkud tjaning 4 EMT kennisameindum i VA1QFCFR-8%8R
Skodud var tjaning ymissa EMT kennisameinda i frumum i einlagsraekt. Byrjad
var a pvi ad gera western litun fyrir Ecadherin, Ncadherin og vimentin, annars

vegar i svelti og hins vegar med vaxtarpaetti i seti (mynd 15 A). | ljés kom ad
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OECFRLESER stikkbreytingunni i badum

aukning var a tjaningu Ecadherin i VA1
tilfellum asamt pvi ad minnkud tjaning var a Ncadherini. Vimentin tjaning var
einnig minnkud i VA105CFRI8ER Histone H3 tjaningin var nokkud jéfn og bendir
pad til pess ad hledslan a gelid hafi verid nokkud jofn.

Til ad fylgja eftir pessum nidurstodum var akvedid ad gera frekari
rannsoknir a pessum sému EMT kennisameindum til stadfestingar. Gerd var
IF-litun (mynd 15 B) & frumunum og var tjaningarmynstur Ecadherin i
samraemi vid western nidurstédurnar. g-RT-PCR var gert fyrir Ncadherin og
Ecadherin og sést par ad Ncadherin laekkadi rumlega fjorfalt a milli
VA10ECFRYT og VA10ECFRES8R g Ecadherin haskkar um rimlega firfalt milli
VA10E™Y og VA10FSFRYT og haekkar svo um 33% milli VA10FCFRYT og

VA10ECFRESER (mynd 15 C).
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Svelti Ferskt aeti
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Mynd 15: Tjaning EMT kennipréteina i einlagsraekt. i A) er western litun &
Ecadherin, Ncadherin og vimentini synd, annars vegar i svelti og hins vegar i fersku
BEGM aeti. B) synir IF litun sému kennisameinda par sem pau eru &ll litud med greenu
en kjarninn med blau. C) synir svo RT-gPCR greiningu Ecadherin og Ncadherin.

par sem rannsokn & ofangreindum kennipréteinum gaf akvednar
visbendingar um ad stokkbreyting &4 EGFR viétakanum valdi pvi ad frumulinan
hafi ekki tilhneigingu til ad fara i EMT og séu i raun ad auka pekjuvefseinkenni,
var akvedid ad gera q-RT-PCR greiningu & fleiri EMT kennisameindum til ad fa
skyrari mynd 4 tilgaturnar. Skodadur var munurinn a tjaningu Zeb 1&2, Snail
1&2 og twist milli VA10ECFRYT og VA10FCFRIESBR (mynd 16). | lios kom ad
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tjianing Zeb 1&2 minnkadi um yfir 75% i badum tilfellum, tjaning Snail 1&2
minnkadi einnig i badum tilfellum um rum 50% en tjaningin a twist var ébreytt a
milli linanna.

Nidurstodur flestra g-RT-PCR greininganna innihéldu ha skekkjumork

og eru peer pvi ekki marktaekar.
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Mynd 16: EMT a sér ekki stad i VA105C¢ RL858R stgkkbreytingunni. Myndin synir g-
RT-PCR greiningu & EMT kenniproteinunum Ncadherin, Zeb 1&2, Snail 1&2 og twist.

4.5 Ahrif yfirtjaningar og stokkbreytingar 4 formmyndun
berkjupekju

Til ad athuga hvort stokkbreytingarnar geetu haft ahrif a formbyggingu
lungnapekju voru VA10 frumulinurnar reektadar i ALI reekt. Eftir 3 vikur af
reektun var pekjunum steypt i paraffin, paer pverskornar og litadar fyrir EGFR,
Ck14 og Hematoxylini&Eosini (H&E) (mynd 17 A). i lj6s kom ad pekja EGFR
L858R virdist vera pykkri en hinna. EGFR tjaist i grunnfrumum i VA10E™Y
eins og i edlilegri lungnapekju en verdur svo stjornlaus vid yfirtjdningu og
stokkbreytingu vidtakans og sést i frumum hvort sem paer eru grunnleegt eda
ekki. Ck14 er tjad meira i VA105CFRYT og VA105CFREER heldur en § VA10E™Y.
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TEER var framkvaemt til pess ad skoda péttleika pekjunnar (mynd 17
B). | ljés kom ad pekja stokkbreyttu frumulinunnar myndadi mest vidnam par
sem bpekjur VA10E™Y og VA105FRYT myndudu litid vidnam & medan
VA10ECFREBSR £5r hratt vaxandi i styrkleika og var & degi 13 komin i rimlega
350.
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Mynd 17:Tjaning kennisameinda og styrkur pekju i ALI-rakt. | A)
sést métefnalitun kennisameindanna H&E, EGFR og Ck14. B) synir
maelingu a styrk pekjunnar i frumulinunum premur.
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4.6 Minnkud tjaning a EGFR i IPF sjuklingavefjasynum
Gerd var métefnalitun & vefjasynum ar IPF sjuklingum og virdist sem minnkud
tjaning verdi a EGFR pegar FF er til stadar (mynd 18).

tveimur mismunandi sjuklingasynum par sem Orvarnar benda a minnkada tjaningu a
EGFR.

4.7 ErbB2 (EGFR2) tjad grunn- og hlidlaegt i pekjunni

Tjaning systurproteins EGFR, ErbB2 (EGFR2), hefur litid verid rannsdkad i
lungunum. Til ad athuga hvort pad hefdi sambeerilegt tjaningarmynstur og
EGFR var gerd litun & heilbrigdum lungnavef. | ljés kom ad tjaning pess veeri
baedi grunn- og hlidleeg i pekjunni (mynd 19).

AR == 7 gy

M”)"(nd 19: rbB2 r tjao asofatrat. iA) er synt med motefnalitun hvernig EbBZ e
tjad grunn- og hlidlaegt i lungnaberkjum. B) synir steekkada mynd af sama svaedi.
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5 UMRAEDUR

Nidurstodur verkefnisins gefa til kynna ad hvorki VA105CFRM8%8R stgkkbreytingin
né yfirtjaningin VA105C RV s¢u &flugir valdar ad EMT. Stokkbreytingin litur
enn fremur ut fyrir ad geta valdid baelingu & mérgum kennisameindum EMT og
aukinni tjaningu a pekjuvefskennisameindum sem bendir til pess ad frumurnar
fari ekki i EMT og muni pvi sidur valda ifarandi vexti. Minnkun virdist vera a
EGFR i IPF pekju i kringum FF og fer pad ageetlega saman med &birtum
nidustdodum af rannsdknastofunni um ad su pekja sé mogulega ad auka
tjaningu & EMT tengdum kennisameindum.

Par sem nidurstodur ur rannséknum & stadsetningu EGFR i lungnavef
gefa til kynna ad hann sé tjadur i grunnfrumum og AT2 frumum ma gera rad
fyrir ad yfirtjaning og stokkbreyting &8 EGFR viétakanum hafi helst ahrif & paer
frekar en adrar frumur lungnapekjunnar.

i frumufidlgunarprofi virtust allar linurnar fidlga sér & sama hrada i
BEGM &eti. bvi eru likur & pvi ad hvorki yfirtjaning a8 EGFR vidtakanum né
stékkbreytingin & honum 6rvi voxt frumnanna. Ahugavert veeri ad endurtaka
pessa tilraun med puvi tilliti ad athuga hvort stokkbreyttu frumurnar haldi afram
ad fjolga sér eftir ad frumuraektin  hefur nad fullum péttleika.
Frumufjolgunarprof var einnig gert i aeti sem ekki innihélt EGF til ad skoda
haefni frumnanna til ad vaxa an érvunar EGF. | ljds kom ad peer festust illa og
enginn voxtur vard. betta geeti stafad af pvi ad frumurnar séu hadar EGF en
astaedan geeti einnig leqid i eetinu. LHC-base er grunnaeti fyrir LHC-9, sem er
samskonar aeti og BEGM. bad var notad asamt vidbétarpattum BEGM eetis, til
ad blanda EGF lausa «tid. bratt fyrir ad allir vidbotapeettirnir hafi verid notadir
ur BEGM eetinu nema EGF vaxtarpatturinn, er moguleiki a pvi ad
grunnsamsetning BEBM og LHC-base aetanna sé ekki su sama og geeti pad
haft ahrif & nidurstédurnar. petta pyrfti ad athuga nanar.

Vid sveltisadstaedur kom fram minnkud fosférilering @ ERK og AKT hja
VA10 med EGFR yfirtjaningu og stokkbreytingu. betta gaeti bent til pess ad
frumurnar séu ad nota adra innanfrumuferla af EGFR sem eru 6hadir ERK og

AKT, svo sem JAK/STAT ferillinn. Hann hefur verid tengdur vid lifun frumna og
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geeti pvi mogulega nyst frumum sem lenda i sveltisadsteedum (Henson og
Gibson, 2006; Steelman o.fl., 2004).

Nidurstodur rannsoknarinnar gefa til kynna mdgulega beelingu a
tjaningu bandvefskennisameindanna Ncadherin, Vimentin, Snail 1&2, Zeb 1&2
og Twist og aukna tjaningu pekjuvefskennisameindarinnar Ecadherin hja
VA10ECFREBBR "bannig ma leida likur ad pvi ad peer fari sidur i gegnum EMT.
Par sem VA10 eru ekki krabbameinsfrumur parf poé ad tulka pessar
nidurstédur med peim fyrirvara. bratt fyrir itrekadar tilraunir voru skekkjumaork
g-RT-PCR of ha og nidurstddur peirra pvi ekki marktaekar en mynstur peirra
var a sama veg og nidurstodur Western litunar. Naudsynlegt er ad endurtaka
g-RT-PCR greiningu til pess ad fa markteekar nidurstédur. A medan a
verkefninu stéd kom Ut rannsékn sem synir fram & ad likurnar & meinvorpum
lungnakrabbameina med stokkbreytinguna L858R sé minni (6,3%) en
stokkbreytingar i tjarod 19 (41,4%) (Kim o.fl., 2014).

par sem stundum eru notud krabbameinslyf sem virka hamlandi a
EGFR (t.d. gefitinib og erlotinib) er haegt ad velta upp peirri tilgatu ad i
einhverjum  tilfellum geeti notkun slikra lyfja aukid tilhneigingu
lungnakrabbameinsfrumna til pess ad undirgangast EMT og geeti pa leitt til
meinvarpa. Ahugavert veeri i framhaldi pessarar rannsodknar ad gera préfanir &
slikum Ilyfjum med tilliti til stokkbreytingarinnar L858R i VA10, m.a. i
reektunarlikbnum sem likja betur eftir peim adstaeedum sem til stadar eru i
likamanum, svo sem prividum raektunum (Kim, 2005).

Med litun & vefjasneidum ur IPF kom i ljos ad liklega er minnkud tjaning
a EGFR i pekjuvef sem liggur vid fibroblastic foci. Ein kenning um tilurd
bandvefsfrumna i IPF er su ad lungnapekjufrumur undirgangist EMT og fai
pannig bandvefssvipgerd (Willis o.fl., 2006). Ef su kenning heldur, ad
einhverjar bodleidir i gegn um EGFR vidhaldi & einhvern hatt pekjuvefsvipgerd
lungnafrumna, veeri ahugavert ad skoda EMT i lungnapekju IPF med tilliti til
EGFR.

Skodad var i ALl raekt hvort VA105CFRI8%8R hefsi ahrif 4 formbyggingu
lungnapekjunnar. | liés kom ad pekjan synist pykkri hja VA1QFCFRL8%8R,

VA10°™"Y & einnig oftast ad mynda TEER en gerir pad p6 stundum ekki eins
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og i pessari rannsékn. Pad geta verid margar asteedur fyrir pvi og er pvi ekki

haegt ad alykta mikid ut fra pessum nidurstdédum.
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6 ALYKTANIR

Samantekid, pa er EGFR tjad i grunnfrumum og AT2 frumum i heilbrigdri
lungnapekju. Yfirtjaning og stokkbreyting a vidtakanum hefur ekki afgerandi
ahrif &4 vaxtarhrada eda heefileika til frumuskrids hja VA10 frumulinunni. Vid
sveltisadsteedur kemur fram minnkun a fosférileringu @ ERK og AKT hja
yfirtjadu og stokkbreyttu frumulinunum midad vid VA10°™Y. VA1QECFRL85ER
virdist hamla tjaningu @ genum tengdum EMT og EGFR tjaning virdist minni i
pekjuvef i kringum FF i IPF.

Rannsoknirnar gafu ahugaverdar nidurstodur en paer eru a algjoru

byrjunarstigi, sér i lagi par sem rannsdéknin var neer eingdbngu gerd a

einlagsraektudum frumum.
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9 VIDAUKAR
VIDAUKI |

Innihaldsefni helstu buffera

10xPBS
pPad PBS sem notad er i rannséknum verkefnisins er 1xPBS og er pad pvi tifold
pynning af pessum buffer.

1,38 M NaCl

26,8 mM KCI

81,0 mM NayHPO,4

70,5 mM KH2PO4

i afjbnad vatn

TE buffer
10 mM tris(hydroyymetyl)aminémetan
1 mM EDTA (Triplex)

i afjbnad vatn

RIPA buffer
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
150 mM NacCl
1.0% lIgepal CA-630
0.5% Natrium deoxykoélat

0.1% Natrium dodecyl sulfat



VIDAUKI I

Gogn sem notud voru vid urvinnslu frumufjélgunarprofs

Tafla I: Vaxtarkarfa frumufjdlgunarprofs (mynd 13)

Dagur VA10EmPY Medaltal Stadalfravik
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
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

N 7
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




VIDAUKI Il

Neikvaed viomid sem notud voru vid IF-litanir

Empty

WT

L858R

Mynd I: Myndin synir pau neikveedu vidmid sem notud voru i IF-litunum.



