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Ágrip 

Brjóstkirtillinn er eitt af einkennislíffærum spendýra og gegnir mikilvægu hlutverki í 

þroskun mannsins. Þroskun kirtilsins fer að miklu leyti fram á fullorðinsárum sem gerir hann 

áhugaverðan til rannsókna og hefur hann því verið mikið notaður sem slíkur. Kirtillinn 

samanstendur af kirtilgöngum og kirtilberjum sem myndast með greinóttri formmyndun, en 

henni er stýrt með ferlum sem eru nátengdir bandvefsumbreytingu þekjufrumna (epithelial 

to mesenchymal transition- EMT).  Bandvefsumbreyting þekjufrumna tengist meðal annars 

fósturþroskun og sáragræðingu en á sér einnig neikvæða hlið sem mikilvægur hlekkur í 

framvindu krabbameina. Síðustu ár hafa rannsóknir mikið beinst að micro RNA (miRNA), 

en þau hafa verið tengd við ýmsa þroskunarfræðilega ferla eins og EMT og virðist tjáning 

þeirra oft vera mikið breytt í krabbameinum í samanburði við heilbrigðan vef.  

Þekjuvefsstofnfrumulínan D492 var búin til úr brjóstvef en hún myndar greinótta formgerð 

í þrívíðri rækt og í samrækt með æðaþelsfrumum geta frumurnar undirgengist EMT. Slíkar 

EMT frumur voru einangraðar og ræktaðar sem D492M.  Mikill munur reyndist vera á 

miRNA tjáningu í þessum tveim frumulínum og miR-584 er eitt þeirra, en það er tjáð í D492 

en tjáningin er horfin í D492M. MiR-584 hefur verið innleitt í D492M með lentiveiru í þeim 

tilgangi að yfirtjá það. Markmiðið með þessu verkefni var að skoða áhrif þessarar 

yfirtjáningar á svipgerð bandvefsfrumnanna og kanna hvort hún dugi til þess að snúa þeim 

til baka yfir í þekjuvefssvipgerðina. Niðurstöður verkefnisins benda til að miR-584 hafi ekki 

afgerandi áhrif á svipgerð D492M. Tjáning á helstu bandvefs og þekjuvefspróteinum 

breyttust ekki né tjáning á þekktum umritunarþáttum í EMT. Smávægilegar breytingar í átt 

að þekjuvefseiginleikum sáust en ekki nægilega afgerandi til að fullyrða nokkuð um áhrif 

miR-584 á D492M. 
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Abstract 

The mammary gland is one of the characteristic organs in mammals and plays an important 

role in human maturation. The gland completes its development during the adult years which 

makes it accessible for research and has therefore been widely studied. The mammary gland 

consists of ducts and alveolar buds that form through branching morphogenesis, which is 

controlled by similar mechanisms as epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). EMT has 

been linked to fetal development and wound healing but has another more negative side, 

since it is a crucial factor in cancer progression. Recently the attention has been focused on 

microRNAs (miRNAs) but they have already been linked to developmental processes like 

EMT, and their expression is often changed in cancer compared to healthy tissue. D492 is a 

human epithelial cell line with stem cell properties that was isolated from breast tissue, and 

can form branching structures in 3D culture. When this cell line is co-cultured with 

endothelial cells it shows increased branching capability but it can also go through EMT and 

form spindle like colonies. A spindle like colony was isolated and a new subline was created 

named D492M. Many miRNAs are differentially expressed between D492 and D492M and 

microRNA 584 (miR-584) is one of them. It is expressed in D492 but the expression is lost 

in D492M. D492M was transfected with miR-584 by lentiviral transfection and the 

overexpressing cell line was called D492MmiR-584. The aim of this project was to identify 

effects of overexpressing miR-584 in D492M and to see if there was a reversion to the 

epithelial phenotype. The results showed that overexpressing miR-584 in D492M had no 

critical effects on the phenotype, almost no change in epithelial- or mesenchymal protein 

expression could be seen and it had little effects on transcription factors important in EMT. 

The overall result is that miR-584 overexpression in D492M does not revert the 

mesenchymal phenotype back towards an epithelial state. 
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1. Inngangur 

1.1 Brjóstkirtill 

Brjóstkirtill er eitt af einkennislíffærum spendýra og er sérstakur að því leyti að þroskun hans 

lýkur ekki fyrr en á fullorðinsárum. Fram að kynþroskaskeiði vex kirtillinn eins í báðum 

kynjum. Kirtillinn er síðan undir stjórn hormóna og á kynþroskaskeiði er það testósterón 

sem sér um að hamla vexti í karlmönnum með því að hafa áhrif á bandvefsfrumurnar í 

vefnum, en estrógen og prógesterón valda vexti og þroskun kirtilsins í konum. Stækkunin 

felst aðallega í auknum vexti fituvefs en hormónin valda líka frekari þroskun á 

bandvefsfrumunum (M.H. & W., 2011). Á fyrstu tveim árum kynþroskans fer af stað 

myndun á gangnakerfi kirtilsins sem endar í kirtilberjum en þau eru umlukin með tveim 

ólíkum þekjuvefsfrumum. Í hverjum tíðahring stýra hin ýmsu hormón þroskun brjóstkirtils 

og er hann í raun að þroskast og breytast fram að 35 ára aldri en nær ekki að fullkomna 

þroskunina nema við þungun (Russo & Russo, 2004). 

Virki hluti brjóstkirtilsins er gerður úr svokölluðum kirtilberjum sem dreifast eins og 

berjaklasar um kirtilinn. Upptökin eru við geirvörtuna og kirtilgangar dreifast um kirtilinn 

og enda sem kirtilber (mynd 1). Berin, sem eru gerð úr þekjuvef, eru svo umlukin bandvef 

og grunnhimnu.  Kirtilgangarnir eru 15-20 talsins og sinnir hver sínum hluta brjóstvefsins. 

Þeir eru aðskildir með trefjum úr bandvef þar sem taugar, eitlar og æðar eru staðsett og sjá 

m.a um að næra vefinn. Við óléttu og brjóstagjöf virkjast kirtillinn, greinist enn frekar um 

vefinn og myndar og seytir mjólk fyrir barnið. Þegar brjóstagjöf lýkur verður aftur breyting 

á vefnum og mikill frumudauði verður hjá þekjuvefsfrumunum, samfara aukinni fitu- og 

bandvefsmyndun (Nelson & Bissell, 2005). 
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Mynd 1: Vefjafræði brjóstkirtilsins. Upptök kirtilvefsins er við geirvörtuna og svo liggja kirtilgangarnir um 

vefinn. Í endunum eru svo kirtilberin þar sem mjólkurframleiðsla fer fram þegar konan er með barn á brjósti. 

Fitu- og stoðvefur liggja umhverfis kirtilinn og næra hann og verja. (National Cancer Institute, 2014). 

 

Myndun kirtilganga og kirtilberjanna í brjóstkirtli kallast greinótt formmyndun og er þekkt 

fyrirbæri í fleiri líffærum, til dæmis lungum og nýrum. Það sem gerir brjóstkirtilsmyndunina 

áhugaverða er að mestur hluti þroskans fer fram á fullorðins árum og því er auðveldara að 

rannsaka hana. Til að brjóstkirtillinn geti þroskast eðlilega og myndað fleiri og færri kirtilber 

eftir ástandi konunnar þurfa margar boðleiðir í gangnaþekjunni og bandvefnum í kring að 

vera í lagi.(Fata, Werb, & Bissell, 2004) 

Kirtilberin eru gerð úr tveim gerðum af þekjuvefsfrumum, innst liggja skautaðar 

kirtilþekjufrumur og utan um þær eru vöðvaþekjufrumur sem standa á grunnhimnu 

(Gudjonsson, Adriance, Sternlicht, Petersen, & Bissell, 2005). Grunnhimnan umlykur 

þekjuvefsfrumurnar og þar fyrir utan liggur utanfrumuefnið (e. extracellular matrix) sem er 

svo hulið með lausum bandvef (mynd 2). Í þessum kirtilberjum liggja vöðvaþekjufrumurnar 

nær grunnhimnunni heldur en þekjuvefsfrumurnar, en þetta fyrirkomulag getur breyst á 

mismunandi stigum þroskunar í  kirtlinum og í krabbameinum.(Fata et al., 2004).  



3 

 

 

Mynd 2: Vefjagerð kirtilberja. A) Örin sýnir kirtilþekjufrumur og örvarhausinn sýnir hvernig 

vöðvaþekjufrumurnar liggja utan við. B) Litað fyrir actini (rautt) í vöðvaþekjufrumum (Jesinger, 2014). 

1.2 Bandvefsumbreyting þekjuvefjar  

Greinótt formmyndun í brjóstkirtli minnir um margt á bandvefsumbreytingu þekjufrumna ( 

EMT – epithelial to mesenchymal transition), en í því ferli undirgengst skautuð þekjufruma 

ýmsar breytingar og fer að haga sér og líta út eins og bandvefsfruma (Kalluri & Weinberg, 

2009).  Bæði EMT og svo öfuga ferlið MET (mesenchymal to epithelial transition), þar sem 

bandvefsfruma tekur upp þekjuvefseiginleika, leika stór hlutverk í fósturþroska mannsins en 

einnig leika þessir ferlar hlutverk í framvindu krabbameina og ýmissa annara sjúkdóma 

(Polyak & Weinberg, 2009). EMT er mikilvægur þáttur í þroskun líkamans, er einnig 

mikilvægt fyrir viðgerðir vefja og myndun ýmissa líffæra, en hefur einnig neikvæða hlið því 

EMT er mjög mikilvægt fyrir framvindu krabbameina og myndun meinvarpa. 

Þekjuvefsfrumur halda umhverfinu frá okkur og eru fyrsta vörn og því mjög mikilvægar. 

Þær standa á grunnhimnu og eru með þétt tengi sem halda þeim saman og viðhalda þannig 

jafnvægi og vernda okkur gegn sýklum. Breytingin yfir í bandvefsfrumur er mikil, en 

bandvefur er mun lausari í sér og er utan við þekjuvefinn. Þær eru einnig mun óreglulegri í 

lögun og tjá önnur prótein, þar með talið umritunarþætti, og microRNA heldur en 

þekjuvefsfrumurnar. (Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009). 
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Þegar að þekjufruma undirgengst bandvefsumbreytingu þá missir hún þekjuvefseiginleika 

sína, svo sem frumuviðloðun, skautun og hreyfingarleysi, en tekur upp eiginleika bandvefs, 

til dæmis aukinn hreyfanleika, viðnám við stýrðum frumudauða og eiginleikann til að 

brjótast inn í nærliggjandi vefi. (Polyak & Weinberg, 2009).  Einnig tjáir fruman 

umritunarþætti eins og SNAI1, SNAI2, Twist, ZEB1 og ZEB2 sem ýta undir tjáningu 

bandvefspróteina og draga úr tjáningu þekjuvefspróteina.(Sigurdsson et al., 2011). 

Einkennandi bandvefsprótein eru til dæmis N-cadherin, Vimentin, Fibronectin 

(utanfrumuprótein) og α-smooth muscle actin prótein en einkennandi prótein fyrir þekjuvef 

eru cytokeratin 14, cytokeratin 19, E-Cadherin, p63, ZO-1, Claudin og JAM.(Peinado, 

Olmeda, & Cano, 2007; Sigurdsson et al., 2011). 

1.3 D492 og D492M 

D492 er brjóstaþekjuvefslína með stofnfrumueiginleika. Hún var einangruð úr brjóstavef, úr 

frumum sem lágu nálægt grunnhimnu, og var gerð ódauðleg með retróveiruferju sem innihélt 

æxlisgenin E6 og E7 úr vörtuveirunni HPV-16. Frumurnar hafa haldið svipgerð sinni í 

frumurækt og geta sérhæfst í vöðvaþekjufrumur og kirtilþekjufrumur. Þannig geta þær 

myndað greinótta formgerð í þrívíðri rækt með myndun á tvílaga þekju sem inniheldur bæði 

kirtilþekjufrumur og vöðvaþekjufrumur. (Gudjonsson et al., 2002). D492 getur undirgengist 

EMT og myndað þannig bandvefsfrumur séu þær ræktaðar í samrækt með æðaþelsfrumum. 

Þá koma í ljós frumur, annarsvegar með greinótta formgerð og hinsvegar bandvefsfrumur. 

Þessar bandvefsfrumur voru einangraðar og ræktaðar upp og kallaðar D492M (M fyrir 

mesenchymal). Þegar D492M er endursáð í þrívíða rækt og látin vaxa í samrækt með 

æðaþelsfrumum myndast einungis bandvefsformgerð, sjá mynd 3. (Sigurdsson et al., 2011). 
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Mynd 3: Æðaþel örvar EMT og greinótta formgerð í D492 en ekki D492M. Æðaþelsfrumur í samrækt með 

D492 og D492M eftir að þeim var endursáð. D492 myndar bæði greinótta formgerð og bandvefslíkar frumur 

en D492M myndar einungis bandvefslíkar frumur.(Sigurdsson et al., 2011) 

 

Í þessu verkefni er unnið með D492M frumulínuna. Frumulínan sem áhersla er lögð á nefnist 

D492MmiR-584, en þar hefur microRNA 584 (miR-584) verið skotið inn í D492M frumur með 

lentiveiru innleiðsluferli og er því miR584 yfirtjáð í þessari línu. Sem viðmið (control) hefur 

sama ferli verið notað með tómri ferju (pLVTHM), og kallast sú frumulína D492MpLVTHM. 

1.4 Micro RNA 

Micro RNA (miRNA) eru RNA sameindir sem eru ekki þýddar yfir í prótein (non-coding), 

sameindirnar eru yfirleitt um 18-25 núkleótíð og eru umrituð úr genamenginu. (Alberts B., 

2008; Fils-Aime et al., 2013). Þegar að búið er að umrita microRNA-kóðandi DNA með 

RNA pólýmerasa II, hefur myndast pri-miRNA (primary miRNA). Pri-miRNA er svo 

umbreytt í kjarnanum í pre-miRNA af RNAsa III endónúkleasanum Drosha. Drosha, ásamt 

öðrum cofactor, Pasha, mynda flóka sem breytir pri-miRNA í pre-miRNA með því að kljúfa 

5‘ og 3‘ enda á pri-miRNA. Þá er pre-miRNA flutt útúr kjarnanum og yfir í umfrymið þar 

sem Dicer1 sér um lokaskrefið og 22 núkleótíða löng RNA keðja verður til sem kallast 
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miRNA. Strax á eftir lokaskrefinu verður oft myndun á RISC ( RNA induced silencing 

complex), sem gerir miRNA kleyft að þagga niður mRNA. RISC binst þá 3‘ UTR enda á 

mRNA sem um ræðir hverju sinni, og ef um fullkomna bindingu er að ræða er mRNAið 

klofið en ef aðeins hluti binst við er einungis prótein tjáningin hindruð.(Bouyssou et al., 

2014) 

Þegar farið var að greina tjáningu miRNA kom í ljós að þau eru mest tjáð á viðkvæmum 

stöðum og stöðum í genamenginu sem eru oft breyttir eða skemmdir i krabbameinum. Sýnt 

hefur verið fram á að í mörgum gerðum krabbameina breytist tjáning á hinum ýmsu miRNA 

samanborið við heilbrigðan vef og í illlkynja meinum er tjáning oft minnkuð á microRNA. 

(Fils-Aime et al., 2013).  Afbrigðileg tjáning á hinum ýmsu microRNA hafa fundist í 

krabbameinum og virka ýmist æxlisbælandi eða æxlisaukandi.(Ueno et al., 2011). Í þessu 

samhengi má sérstaklega nefna miR-200 fjölskylduna, en tap á tjáningu þessarar fjölskyldu 

er talinn vera mikilvægur þáttur í æxlismyndun og í fjölmörgum krabbameinum í manninum 

reynist tjáning á miR-200 fjölskyldunni vera bæld.(Chen & Zhang, 2014). Hlutverk miR-

200 fjölskyldunnar er að koma í veg fyrir EMT með því að bæla tjáningu á ZEB1 og ZEB2, 

sem eru lykilþættir í EMT og því nauðsynlegt að koma í veg fyrir tjáningu á miR-200 til að 

EMT geti átt sér stað og framvinda krabbameinsins geti haldið áfram (Lu et al., 2014). Sýnt 

hefur verið fram á að miR-200 fjölskyldan er til staðar í þekjuvefskrabbameinsfrumum og 

þar er E-cadherin, sem er þekjuvefs prótein og stýrt af ZEB 1/2, tjáð  en Vimentin, sem er 

bandvefs prótein, er lítið sem ekkert tjáð. Sé krabbameinið með uppruna úr 

þekjuvefsfrumum sem hafa gengið gegnum EMT er tjáning á miR-200 ekki til staðar og 

bæling á ZEB 1/2 því afnumin. ZEB 1/2 sjá til þess að tjáning á E-cadherin hættir og ZEB 2 

sér til þess að Vimentin stýrillinn virkjast og tjáning er ræst fyrir Vimentin (Park, Gaur, 

Lengyel, & Peter, 2008).  

1.4.1 miR584 
Niðurstöður örflögugreiningar á micro RNA tjáningu D492 og D492M sýna breytilega 

tjáningu micro RNA sem tengjast viðhaldi þekjuvefseiginleika. Að minnsta kosti fimm af 

átta mest breytilega tjáðu micro RNA, sem voru minna tjáð í D492M, hafa verið tengd 

viðhaldi þekjuvefs. Fjögur micro RNA tilheyra miRNA-200 fjölskyldunni (miRNA-141, 

200a, 200b, 200c) og það fimmta er miRNA-205. Þessi micro RNA eru talin spila 

veigamikinn þátt í viðhaldi þekjuvefseiginleika og hafa verið tengd bandvefsumbreytingu 

þekjufrumna. Doktorsnemar undir stjórn Þórarins Guðjónssonar eru að rannsaka og vinna 
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með miR-200, miR-203 og 205 í framhaldi af örflögugreiningunni.  Eitt af  tíu mest 

breytilega tjáðu micro RNA úr þessari örflögugreiningu var miR-584, en tjáning þess var 

horfin í D492M og því var það valið í þessu verkefni til frekari rannsókna. (óútgefnar 

niðurstöður) 

Í rannsókn sem Ueno et al birtu, var sýnt fram á að microRNA-584 virðist hafa æxlisbælandi 

áhrif í nýrnakrabbameini. Ýmis microRNA hafa komið upp sem krabbameinsbælandi eða 

aukandi og ákvað rannsóknarhópurinn að kanna áhrif miR-584 á ROCK-1 genið í 

krabbameini í nýrum, en ROCK-1 genið er oft yfirtjáð í krabbameinum og meinvörpum 

(Ueno et al., 2011). Einnig hefur verið sýnt fram á að miR-584 sé undir stjórn TGF-β, en 

þessi vaxtarþáttur virðist bæla miR-584 tjáningu í ýmsum tegundum brjóstakrabbameina 

(Fils-Aime et al., 2013). Bæling miR-584 reyndist nauðsynlegt fyrir frumuskrið (e. cell 

migration), þar sem yfirtjáning þess dró úr TGF-β háðu frumuskriði í frumulínunni 

SCP2.(Fils-Aime et al., 2013). Báðar þessar rannsóknir gefa til kynna að miR-584 sé 

æxlisbælandi microRNA. 

Tilgangur verkefnisins er að skoða áhrif yfirtjáningar miR-584 í D492M og athuga hvort að 

hún dugi til að snúa bandvefseiginleikum frumulínunnar til baka yfir í þekjuvefseiginleika. 
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2. Efni og aðferðir 

Tafla 1: Efnalisti 

Efni Framleiðandi 

DMEM/F1 

Viðbótarþættir: 

Streptómysín 

Penisillín 

H14 vaxtarþættir ( sjá töflu 2) 

Gibco 

5x First strand buffer Invitrogen 

10% SDS Bis-Tris gel Life Technologies 

Annexin, violet blue BD,Biosciences 

Pharmingen 

Bradford Reagent Sigma-Aldrich 

BSA, Odyssey Blocking buffer LI-COR 

Camptothecin Sigma-Aldrich 

Chloroform Sigma-Aldrich 

Crystal Violet 0,1% SCRU* 

dNTP 10mM Invitrogen 

DMSO Sigma-Aldrich 

DTT 0,1M Invitrogen 

Ediksýrulausn 10% Sigma-Aldrich 

Fljótandi köfnunarefni ÍSAGA 

Flutningsbuffer Life Technologies 

Formaldehýð 36,5% Sigma-Aldrich 

GAPDH prímerar Fermentas 

Ísóprópanól Sigma-Aldrich 

Merkaptóetanól Sigma 

MES buffer Life Technologies 

Metanól Sigma-Aldrich 

MOPS buffer SCRU* 

PBS SCRU* 

Phoshatasa hindri Thermo Scientific 

Poly-Hema Sigma 

Prestain Ladder Thermo Scientific 

Propidium Iodide BD,Biosciences 

Pharmingen 

Próteasa hindri Thermo Scientific 

Random Primers Fermentas 

RIPA leysibuffer SCRU* 

RNaseOut 40 U/µL Invitrogen 

Sample buffer Life Technologies 

SDS SCRU* 

Sermi SCRU* 

Soya Trypsin Inhibitor Sigma-Aldrich 

Spiritus Fortis 96% (etanól) Gamla apótekið 
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Super ScriptTMII bakriti 200 U/µL Invitrogen 

SYBR green mastermix Cell application Inc. 

Taqman mastermix Fermentas 

TBS SCRU* 

TriReagent Ambion 

Trypsín+EDTA (TE buffer), 0,25% Gibco 

Tween Sigma 

Vascular basal medium Lifeline cell technologies 

*Stem Cell Research Unit   

2.1 Frumurækt - einlagsrækt 

Frumurækt er aðferð til að viðhalda lifandi frumum við stýrðar aðstæður. Frumulínur þrífast 

við mismunandi aðstæður og voru frumulínurnar hér ræktaðar við 37°C og 5% CO2. 

Frumulínurnar D492MmiR-584, D492MpLVTHM og D492 voru sóttar í fljótandi köfnunarefni, 

þær spunnar niður við 2000 snúningamín-1  í 3 mín og botnfalli sáð í T25 ræktunarflöskur. 

Ætið sem frumurnar voru ræktaðar í kallast H14, en það er DMEM/F1 æti frá Gibco sem 

bætt er í penicillin og streptomycin ásamt vaxtarþáttum, sjá töflu 2. 

Tafla 2: Nauðsynlegir vaxtarþættir fyrir frumurnar í verkefninu 

H14 
µl/ml Uppr. 

styrkur 

Endanl. 

styrkur 10 15 25 35 50 

Insulin (Ins) 5 7,5 12,5 17,5 25 500µg/ml 250ng/ml 

Transferrin (Tf) 5 7,5 12,5 17,5 25 20mg/ml 10µg/ml 

EGF 5 7,5 12,5 17,5 25 20µg/ml 10ng/ml 

Na-Selenite (Na-Sel) 10 15 25 35 50 2,6µg/ml 2,6ng/ml 

Estradiol (Est) 10 15 25 35 50 10-7M 10-10M 

Hydrocortisone (Hydro) 10 15 25 35 50 

1,4x10-

3M 

1,4x10-

6M 

Prolactine 10 15 25 35 50 150IU 0,15IU 

 

Frumunum var sáð i mismunandi þéttleika eftir því í hvað þurfti að nota þær. Fyrir RNA og 

prótein einangrun var þeim sáð í hluföllunum 1:3 og svo í eina flösku með 1:20 til að 

viðhalda frumuræktinni. 2-3 dögum eftir að sáð er 1:3 eru frumurnar orðnar nægilega þéttar 

fyrir einangrunina. Fylgst er með vextinum í smásjá. 
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2.2 Einangrun RNA 

Æti tekið af frumum og þær leystar upp með TriReagent (1mL per T25 flösku) í 5 mínútur, 

pípetterað upp og niður. Frumulausnin flutt i skilvinduglas, 0,2 mL af chloroformi bætt í, 

vortexað og látið standa á borði í 10 mínútur. Spunnið niður við 13000 rpm í 18 mínútur í 

skilvindu við 4°C. Glæri fasinn tekinn ofan af og fluttur í nýtt sterílt Rnasa frítt skilvinduglas. 

Í glæra fasann er sett 0,5 ml ísóprópanól, blandað varlega saman og geymt á borði í 5-10 

mínútur. Skilið niður við 13000 rpm í 12 mínútur í skilvindu við 4°C. Floti hellt af, botnfall 

leyst upp í 1 mL af 96% EtOH og vortexað. Spunnið niður við 8000 rpm í 5 mín við 4°C. 

Glasið láta standa opið í 5-10 mínútur meðan botnfallið þornar og síðan leyst upp í 30µL af 

Rnasa fríu vatni. Styrkur RNAsins mælt í Nanodrop og sýnið geymt við -80°C. 

2.3 Einangrun próteina 

Æti tekið af frumum og flöskur skolaðar með 4mL af köldu PBS. PBS er síðan fjarlægt eins 

vel og mögulegt er, mjög mikilvægt. RIPA buffer blandaður; 490µL RIPA, 5µL proteasa 

hindri og 5µL phosphatase hindri. 150µL af RIPA sett í hverja flösku og geymt á ís í 10 

mínútur.  Frumuskafa notuð til að skrapa vel yfir botn flöskunnar og innihaldið sett í 

skilvinduglas, geymt á ís í 10 mínútur. Sett í fljótandi köfnunarefni 4-5x, látið þiðna á milli. 

Spunnið niður í skilvindu við 4°C í 20 mínútur við 12000xg. Flotið tekið ofan af og flutt í 

nýtt skilvinduglas. Próteinstyrkur mældur með Bradford mælingu. 

2.3.1 Bradford mæling 
5 µL af próteinsýni blandað við 45µL af H2O. Taka 10µL af þessari þynntu lausn og blanda 

saman við 250µL af Bradford Reagent. Útbúa sambærilega lausn sem blank með RIPA 

buffer lausninni sem notuð var við próteineinangrun til að núllstilla ljósmælinn, þ.e 5µL af 

RIPA í H2O. Sýni blönduð vel í 96 holu bakka og mælt í ljósmæli við A595 eftir 5 mínútna 

inkúberingu.  Gera þrjár mælingar fyrir hvert sýni og taka meðaltal. 

2.4 Western Blot 

Próteinlausn tekin úr frosti og látin þiðna á ís. 5µg af próteinum sett í skilvinduglas ásamt 

2,5µL af 4x NuPage LDS sýnabuffer, 1µL mercaptóetanóli og vatn upp að 10µL. Blandað 
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vel og sett í 100°C hitablokk í 10 mínútur. Sýnin eru þá rafdregin á 10% SDS Bis-Tris geli, 

3µL af prestained ladder er hafður amk í einum brunni, oftar ef þörf þykir. Tómir brunnar 

hlaðnir með 2,4µL af sýnabuffer til að tryggja jafnan rafdrátt. Dregið við 200V í 35 mínútur 

í 20x NuPage MES keyrslubuffer. Próteinin eru þá flutt yfir á PVDF himnu sem virkjuð er í 

metanóli í 30 sek og höfð í flutningsbuffer í lágmark 5 mínútur. Flutt við 30V í 60 mínútur 

í 20x NuPage flutningsbuffer með 10% metanóli. Himnan er þá skoluð með TBS í nokkrar 

mínútur á ruggu og svo hindruð (e.blocked) með 5% BSA í TBS í 60 mínútur á ruggu. 

Frummótefnin sett út í hindrunarlausnina og haft á ruggu við 4°C yfir nótt eða lágmark 4 

klst. Þá er himnan þvegin 3x í 10 mínútur með TBS +0,1% Tween lausn. Annarar gráðu 

innrauð mótefni eru blönduð með TBS + 0,1% Tween og 0,02% SDS, í hlutföllunum 

1:20000 og sett á himnuna í 60 mínútur, mikilvægt að hylja með álpappír. Himna aftur 

þvegin 3x 10 mínútur með TBS + 0,1% Tween, þá sett í vatn í 5 mínútur og endað með að 

mæla og skoða himnuna með innrauðum Odyssey skanna. Stór prótein (Fibronectin, ZO-1) 

voru rafdregin á 4-12% geli með MOPS buffer. 

2.5 RT-qPCR 

2.5.1 Víxlritun RNA 

RNA sýni tekin úr frosti og þynnt í 1000ng/µL,. 1 μl af random primers og 1 μl af dNTP  var 

sett í lausnina 10µL af RNA sýni.  Hitað við 65°C í PCR vél í 5 mínútur og komið fyrir á ís. 

Master mix blandað þar sem 4µL af 5x first-strand buffer og  2µL af 0,1M DTT var blandað 

saman og sett út í lausnina. 1 μl RNaseOUT (40 einingar/μl) var svo bætt út í. Þessu var 

blandað varlega saman með pípettu og hitað í PCR vél við 25 °C í 2 mínútur. Þá var 1 μl 

(200 einingum) af Super ScriptTMII bakrita blandað varlega saman við með pípettu og 

inkúberað við 25°C í 10 mínútur. Lausnin var svo hituð við 42°C í 50 mínútur og 

transcriptasi að lokum óvirkjaður með því að hita lausnina við 70°C í 15 mínútur.  Styrkur 

mældur í Nanodrop. 

2.5.2 qPCR 

cDNA er þynnt í 100ng/µL styrk með vatni. Ýmist notað 10 eða 20µL hvörf. Blandað með 

viðeigandi mastermixi og forward/reverse primerum fyrir cDNA fyrir umrætt gen og 

viðeigandi control; sjá dæmi í töflum 3 og 4 
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Tafla 3 Dæmi um 10µL TaqMan hvarf fyrir ZEB1 

 

 

 

 

 

 

 

Tafla 4: RT-PCR prógram: 

Skref Hitastig °C Tími Fjöldi hringja 

Upphaf afmyndunar 95 10 min 1 

Afmyndun 95 15 sek 
40 

Samþætting/lenging 60 60 sek 

 

Tafla 5: Dæmi um 20µL SYBR green hvarf á PHACTR1 

 

 

 

 

 

 

 

1 µl 

rxn 8 µl rxn 

cDNA 1 8 

MixMax 5 40 

H2O 3 24 

ZEB1 primer FAM 0,5 4 

GAPDH primer VIC 0,5 4 

Samtals 10 80 

 20µl rxn 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 

(2X)* 10 

Water, nuclease-free to 25 μl Total volume 7,8 

Forward Primer 100 μM** 0,6 

Reverse Primer 100 μM** 0,6 

Template DNA ≤500 ng (100 ng/ul) 1 

Samtals 20 



13 

 

 

2.6 Frumutalning 

Talning á frumum er nauðsynleg fyrir ýmsar tilraunir til að þær séu marktækar. Æti er sogað 

af frumum sem eru orðnar þéttar og skolað með 4mL PBS. 1mL trypsín sett á frumurnar og 

látið liggja á í 3 mínútur við 37°C. Þegar frumurnar eru lausar frá eru 5mL PBS sett á og 

pípetterað upp og niður og flutt í 15mL skilvinduglas. 4mL af PBS sett til viðbótar í 

ræktarflöskuna og pípetterað upp og niður. Flutt í skilvinduglasið og spunnið niður við 2000 

rpm í 3 mínútur. Flotið sogað af og botnfall leyst upp í 1mL af æti. 10µL af frumulausninni 

settar sitthvoru megin á frumutalningarglerið og talið undir smásjá. Fjöldi margfaldaður með 

10000 til að fá heildarfjölda í einum mL. 

2.7 Frumufjölgunarpróf (e. proliferation assay) 

Frumur taldar og 20000 frumum er sáð í hvern brunn í 24 holu bakka. Það er gert með því 

að frumulausn er blandað við H14 æti í viðeigandi þynningu og 500µL settir í hvern brunn. 

Eftir dag 1 var skipt um æti á frumunum. Sáð var í 4 brunna fyrir hverja frumugerð í 7 bakka 

og vöxtur stöðvaður á hverjum degi í 7 daga. Frumuvöxtur er stöðvaður með því að hella 

ætinu af frumunum, skolað með PBS og 1mL af 3,7% formaldehýð sett í hvern brunn og 

látið standa í 10 mínútur til að frumurnar festist. Þá eru brunnarnir skolaðir með PBS og 

fylltir með 0,1% Crystal Violet og 10% etanóli sem er látið standa í 15 mínútur. Brunnar 

skolaðir með hreinu vatni 4x og látið þorna. 

Eftir að búið var að stöðva frumuvöxt alla daganna var 1mL af 10% ediksýrulausn settur í 

hvern brunn til að leysa upp Crystal Violet litinn, blandað vel í 20 mínútur og svo 50µL af 

hverju sýni sett í 96 holu bakka og mælt við 595 nm með ljósgleypnimæli. 
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2.8 Frumudauða viðnáms próf (e. apoptosis 

resistance assay) 

Frumur voru meðhöndlaðar með DMSO eða 10µM Camptothecin í 21 klukkustund. Frumum 

safnað saman (e.harvested), þvegnar 2x með 5mL af köldu PBS og leystar upp í 1mL af 

PBS. Frumur taldar og 100000 settar í 1mL PBS í FACS glas. Spunnið niður og floti hellt 

af. Leyst upp í 100µL af 1x Bindi buffer (10x Bindibuffer þynntur með vatni). 2,5µL af 

V450 Annexin V var bætt á frumurnar og látið standa í myrkri við stofuhita í 15 mínútur. Þá 

er 400µL af 1x Bindi buffer bætt í hverja flösku og blandað með pípettu. 2,5µL af propidium 

iodide sett út  í flöskurnar rétt aður en 100000 frumur eru settar í FACSCalibur. 
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3. Niðurstöður 

3.1 Yfirtjáning á miR-584 í D492M 

Þar sem mikill munur er á svipgerð D492 og D492M frumnanna var ákveðið að skoða hvort 

yfirtjáning á miR-584 hefði áhrif á svipgerðina. Þannig má líka skoða hvort að innsetning 

lentiveirunnar (ásamt miR-584 geninu) hafi tekist í D492MmiR-584. Niðurstöður sýna að ekki 

varð breyting á svipgerð D492M þegar miR-584 var skotið inn í genamengi frumnanna. 

D492MmiR-584 og D492MpLVTHM sýna samskonar svipgerð þar sem stakar frumur teygja úr 

sér en eru meira hnattlaga þegar þær liggja þéttar saman (mynd 4, efri panell). Græna myndin 

er svo staðfesting á að það tókst að setja lentiveiruna ásamt geninu inn í genamengið, þar 

sem GFP var sett fyrir aftan genið og frumurnar sem tjá miR-584 lýsast grænar. Þær frumur 

sem hafa GFP í pLVTHM frumunum sýna að það tókst að flytja inn „tóman“ vektor, þ.e 

einungis GFP var flutt inn í genamengið (mynd 4, neðri panell). 

 

Mynd 4: Phase contrast og GFP myndir af D492MmiR-584 og D492MpLVTHM. Myndirnar staðfesta tjáningu 

miR-584 og að innlimun á GFP hafi tekist í pLVTHM línunni (grænar myndir). Einnig sést að D492MmiR-584 

virðast vaxa örlítið hraðar, þar sem þær virka þéttari á phase contrast myndinni(gráar myndir). 
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Yfirtjáning á miR-584 í D492MmiR-584 frumulínunni var staðfest með qPCR. Niðurstöðurnar 

sýndu tvöþúsund falda tjáningu samanborið við D492MpLVTHM frumulínuna (mynd 5). 

 

Mynd 5: Yfirtjáning staðfest fyrir miR-584 með RT-qPCR. D492MmiR-584 hefur 2000-falda tjáningu miðað 

við tóman vektor. Lítil sem engin miR-584 tjáning er í pLVTHM frumulínunni (CT 38). 

 

3.2 Greining á tjáningu EMT umritunarþáttanna 

SNAI1/2 og ZEB1/2 

ZEB1 og ZEB2 ásamt SNAI1 og SNAI2 eru umritunarþættir sem eru taldir mikir 

áhrifavaldar í EMT (Sigurdsson et al., 2011), því var ákveðið að athuga hvort að breyting 

væri á tjáningu þessara þátta í D492MmiR-584 miðað við D492MpLVTHM. Niðurstöðurnar sýna 

að ZEB1 er meira tjáð í miR-584 frumulínunni (mynd 7) en ekki er marktækur munur á 

hinum umritunarþáttunum milli frumulínanna tveggja (myndir 6 og 7). 
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Mynd 6: RT-qPCR af tjáningu SNAI1 og SNAI2 í miR-584 og pLVTHM frumulínunum. Ekki er 

marktækur munur milli frumulínanna. 

 

  

Mynd 7: RT-qPCR af tjáningu ZEB1 og ZEB2 í miR-584 og pLVTHM frumulínunum. Hér sést aukin 

tjáning á ZEB1 í miR-584 frumulínunni. Ekki er marktækur munur á ZEB2 tjáningu. 
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3.3 PHACTR1 ekki tjáð í D492M 

Sýnt hefur verið fram á að PHACTR1 sé undir stjórn miR-584 í ákveðnum 

brjóstakrabbameinslínum (Fils-Aime et al., 2013). RT-qPCR var notað til að skoða tjáningu 

á PHACTR1 í D492MmiR-584  og D492MpLVTHM, ásamt MDA-MB-231 sem sýnt hefur verið 

fram á að tjái PHACTR1. Lítil tjáning var í D492M frumulínunum en PHACTR1  var tjáð í 

MDA-MB-231 (mynd 8). 

 

Mynd 8: RT-qPCR á PHACTR1 í MDA-MB-231, D492, D492MpLVTHM og D492MmiR584. PHACTR1 er tjáð í 

MDA-MB-231 (CT 27,2) en lítið tjáð í D492 (CT 36,7), D492MpLVTHM (CT 33,2) og D492MmiR-584 (CT 34,2), 

samanborið við MDA-MB-231. 

3.4 Krabbameinsgenið ROCK-1 tjáð í D492M 

Í rannsókn sem var birt 2013 (Ueno et al., 2011) var sýnt fram á að miR-584 hefði bælandi 

áhrif á ROCK-1 genið í krabbameinum í nýrum, en ROCK-1 er oft mikið tjáð í 

krabbameinum og meinvörpum. RT-qPCR var framkvæmt til að athuga tjáningu ROCK-1 í 

miR-584 yfirtjáðu línunni, pLVTHM línunni, MDA-MB-231 og D492. ROCK-1 var tjáð í 

öllum frumulínum en minnst tjáð í D492 (mynd 9). Engin munur var á tjáningu í hinum þrem 

frumulínunum, sem gefur til kynna að miR-584 hafi ekki áhrif á tjáningu ROCK-1.  
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Mynd 9: RT-qPCR af tjáningu ROCK1 í MDA-MB-231, D492MpLVTHM, D492MmiR-584 og D492. Tjáning 

var minnst í D492 og ekki var marktækur munur á hinum þrem frumulínunum. 

3.5 Tjáning þekjuvefs- og bandvefspróteina í 

D492MmiR-584 

Tjáning þekjuvefs- og bandvefspróteina í D492MmiR-584, D492MpLVTHM og D492 skoðuð 

með Western blot til að athuga hvort og þá hvaða prótein væru með breytta tjáningu. Öll 

prótein sem  prófað var fyrir sýndu svipaða tjáningu í D492MmiR-584 og D492MpLVTHM (mynd 

10). 
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Mynd 10: Próteintjáning í D492MmiR-584 og D492MpLVTHM og D492. Enginn munur á tjáningu miR-584 og 

pLVTHM. Actin var notað sem viðmið. 

3.6 D492MmiR-584 sýnir ekki breytt viðnám gegn 

stýrðum frumudauða samanborið við D492MpLVTHM 

Aukið viðnám gegn stýrðum frumudauða er frekar tengt við bandvef en þekjuvef. Því þótti 

vert að skoða hvort að yfirtjáning á miR-584 orsakaði að D492M línan sýndi minna viðnám 

gegn stýrðum frumudauða en D492M án yfirtjáningar á miR-584. Niðurstöðurnar sýna að 

D492MmiR-584 hefur ekki breytt viðnám gegn stýrðum frumudauða, nánast jafnmargar frumur 

eru komnar í fyrra stig í stýrðum frumudauða (neðst í hægra horni) og einnig í seinna stig í 

stýrðum frumudauða (efra hægra horn) í báðum línum eftir meðhöndlun og yfirtjáning á 

miR-584 hefur því ekki áhrif á viðbrögð frumunnar við stýrðum frumudauða (mynd 11). 
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Mynd 11: Viðnám gegn stýrðum frumudauða. Ekki var munur á frumulínunum tveim þegar viðnám við 

stýrðum frumudauða var athugað. Prósentutölurnar í hornunum sýna fjölda frumna á hverju stigi í stýrðum 

frumudauða og eru þær sambærilegar í miR-584 og pLVTHM. Hægra neðra horn er fyrra stig í stýrðum 

frumudauða (early apoptosis) og efra hægra horn er seinna stig í 

stýrðum frumudauða (late apoptosis). 

3.7 D492MmiR-584 með aukna frumufjölgun 

Niðurstöður sýna að yfirtjáning á miR-584 veldur aukningu á frumufjölgun í rækt (mynd 

12). Gögnin sýna að aukning á frumum sem yfirtjá miR-584 verður eftir dag 4 í rækt 

miðað við frumur með tóman vektor.  
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Mynd 12: D492MmiR-584 sýnir aukna frumufjölgun í rækt miðað við D492MpLVTHM. Munur sést á degi 4 frá 

sáningu og er marktækur á degi 7. 
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4. Umræður 

Með auknum rannsóknum eru sífellt meiri upplýsingar um mikilvægi bandvefsumbreytingar 

þekjufrumna (e. EMT) í tengslum við krabbamein að líta dagsins ljós. EMT er ferli þar sem 

þekjuvefseiginleikum frumunnar er kastað og bandvefseiginleikar teknir upp (Polyak & 

Weinberg, 2009). Einnig hafa rannsóknir beinst að tengslum microRNA við krabbamein, en 

tjáning hinna ýmsu microRNA er oft breytt í krabbameinum og hafa þau ýmist verið talin 

hafa æxlisbælandi eða æxlisaukandi áhrif (Ueno et al., 2011).  

Þar sem ZEB1/2 og SNAI1/2 umritunarþættir virðast leika stórt hlutverk í EMT, til dæmis 

með því að bæla tjáningu E-cadherins og auka tjáningu Vimentins, (Park et al., 2008), var 

áhugavert að skoða áhrif yfirtjáðs miR-584 í D492M á þessa umritunarþætti. Einu áhrifin 

sem sáust í þessari rannsókn var aukin tjáning á ZEB1. Aukin tjáning á ZEB1 gefur yfirleitt 

til kynna meiri líkur á EMT, sem er öfugt við það sem sagt hefur verið um miR-584, en það 

hefur verið talið æxlisbælandi og jafnvel verndandi að hafa það mikið tjáð (Fils-Aime et al., 

2013; Ueno et al., 2011).  

Í rannsókn sem Fils-Amié og félagar gerðu 2013 (Fils-Aime et al., 2013) var sýnt fram á að 

miR-584 yfirtjáning dró verulega úr frumuskriði með því að bæla tjáningu á PHACTR1 í 

brjóstakrabbameinslínunni SCP2 . Þar kom einnig fram að þegar frumuskrið á sér stað fyrir 

tilstuðlan TGF-β er tjáning á miR-584 bæld og þá eykst tjáning á PHACTR1 og frumuskrið 

eykst. Í þessari rannsókn kom ekki fram tjáning á PHACTR1 í D492M frumulínunum nema 

að örlitlu leyti sem gefur til kynna að það sé ekki nauðsynlegt fyrir frumuskrið í þessum 

frumum. Það helst í hendur við að ekki sást munur á frumuskriði í D492MmiR-584 og 

D492MpLVTHM (óbirtar niðurstöður). 

Árið 2011 var birt grein um áhrif miR-584 á krabbameinsgenið ROCK-1, en það er oft mikið 

tjáð í krabbameinum og meinvörpum (Ueno et al., 2011). Í greininni má sjá að tjáning á miR-

584 er bæld í ákveðnu nýrnakrabbameini en samkvæmt þeirra rannsóknum hefur yfirtjáning 

á miR-584 veruleg neikvæð áhrif á frumuskrið og telja greinahöfundar það vera vegna 

bælingar á krabbameinsgeninu ROCK-1. ROCK-1 reyndist vera meira tjáð í D492M 

frumulínunum heldur en D492 en áhrif miR-584 á tjáningu þess voru ekki sjáanleg, en þar 

sem frávikin í tilrauninni voru ansi mikil væri fróðlegt að sjá endurtekningu á henni. Við 
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sjáum þó ekki sömu áhrif og Ueno og félagar sáu (Ueno et al., 2011), en auðvitað um ólíka 

vefi að ræða. 

Umritunarþættirnir ZEB1/2 og SNAI1/2 eru, eins og áður hefur verið lýst, mikilvægir 

hlekkir í EMT og þeir ýta undir bandvefs prótein tjáningu og draga úr tjáningu á þekjuvefs 

próteinum Helsta einkenni EMT er breyting á cadherin tjáningu, en þá dregur úr E-cadherin 

tjáningu og N-cadherin tjáning eykst.(Sigurdsson et al., 2011). Niðurstöðurnar úr þessari 

rannsókn sýna að yfirtjáning á miR-584 veldur ekki viðsnúningi á þessu ferli, þ.e.a.s ekki 

sést aukin tjáning á E-cadherin né minnkuð tjáning á N-cadherin. Þessar niðurstöður haldast 

í hendur við að ekki sást afgerandi breyting á tjáningu á ZEB1/2 og SNAI1/2 sem koma að 

stýringu á þessum próteinum í EMT. Önnur þekkt þekjuvefsprótein eins og Cytokeratin 

14/19 og P63 sýndu heldur ekki aukna tjáningu og eins sást ekki minnkuð tjáning í 

bandvefspróteinunum Vimentin og Fibronectin.  

Eitt af einkennum þekjuvefsfrumna sem hafa undirgengist EMT er aukið viðnám gegn 

stýrðum frumudauða (e. apoptosis), miðað við venjulegar þekjuvefsfrumur.(Polyak & 

Weinberg, 2009). Áður hefur verið sýnt fram á að D492M frumulínan sýnir meira viðnám 

gegn stýrðum frumudauða heldur en D492 (Sigurdsson et al., 2011). Niðurstöðurnar hér sýna 

að miR-584 virðist ekki hafa áhrif á viðnám gegn stýrðum frumudauða og styður þar með 

aðrar niðurstöður þessarar rannsóknar að miR-584 virðist ekki vera að ýta undir eiginleika 

þekjuvefsfrumna. 

Þegar skoðaðar eru niðurstöður úr frumufjölgunarprófi má sjá að það virðist gefa frumunni 

aukna möguleika til að skipta sér hraðar eftir því sem líður á ræktina. Á degi 7 er komin 

marktækur munur á fjölda frumna með miR-584 yfirtjáð miðað við frumur með tóman vektor 

(pLVTHM). Hér mætti benda á að áhugavert væri að endurtaka svona frumufjölgunarpróf 

og athuga hvort marktækari niðurstöður fengjust og jafnvel prófa önnur æti. 

Áhrif þess að yfirtjá miR-584 í D492M eru aukning á ZEB1 tjáningu og aukin frumufjölgun. 

Áður hefur verið sýnt að ZEB1 hafi bælandi áhrif á E-cadherin (Dave et al., 2011) en þeirra 

áhrifa gætir ekki í þessari tilraun.  
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