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Agrip

Brjostkirtillinn er eitt af einkennislifferum spendyra og gegnir mikilveegu hlutverki i
proskun mannsins. Proskun kirtilsins fer ad miklu leyti fram & fullordinsarum sem gerir hann
ahugaverdan til rannsékna og hefur hann pvi verid mikid notadur sem slikur. Kirtillinn
samanstendur af Kirtilgongum og kirtilberjum sem myndast med greinéttri formmyndun, en
henni er styrt med ferlum sem eru natengdir bandvefsumbreytingu pekjufrumna (epithelial
to mesenchymal transition- EMT). Bandvefsumbreyting pekjufrumna tengist medal annars
fosturproskun og saragraedingu en a sér einnig neikveeda hlid sem mikilvegur hlekkur i
framvindu krabbameina. Sidustu ar hafa rannsoknir mikid beinst ad micro RNA (miRNA),
en pau hafa verid tengd vid ymsa proskunarfraedilega ferla eins og EMT og virdist tjaning
peirra oft vera mikid breytt i krabbameinum i samanburdi vid heilbrigdan vef.
pekjuvefsstofnfrumulinan D492 var buin til ar brjostvef en hin myndar greinotta formgerd
i priviori reekt og i samraekt med aedapelsfrumum geta frumurnar undirgengist EMT. Slikar
EMT frumur voru einangradar og rektadar sem D492M. Mikill munur reyndist vera a
miRNA tjaningu i pessum tveim frumulinum og miR-584 er eitt peirra, en pad er tjad i D492
en tjaningin er horfin i D492M. MiR-584 hefur verid innleitt i D492M med lentiveiru i peim
tilgangi ad yfirtja pad. Markmidid med pessu verkefni var ad skoda ahrif pessarar
yfirtjningar a svipgerd bandvefsfrumnanna og kanna hvort hdn dugi til pess ad snua peim
til baka yfir i pekjuvefssvipgerdina. Nidurstodur verkefnisins benda til ad miR-584 hafi ekki
afgerandi ahrif & svipgerd D492M. Tjaning a helstu bandvefs og pekjuvefsproteinum
breyttust ekki né tjaning & pekktum umritunarpattum i EMT. Smavegilegar breytingar i att
ad pekjuvefseiginleikum saust en ekki nagilega afgerandi til ad fullyrda nokkud um ahrif
miR-584 4 D492M.



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 D492M™R58 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 Brijostkirtill

Brjostkirtill er eitt af einkennisliffeerum spendyra og er serstakur ad pvi leyti ad proskun hans
lykur ekki fyrr en & fullordinsdrum. Fram ad kynproskaskeidi vex kirtillinn eins i b4dum
kynjum. Kirtillinn er sidan undir stjorn horména og & kynproskaskeidi er pad testosteron
sem sér um ad hamla vexti i karlménnum med pvi ad hafa ahrif & bandvefsfrumurnar i
vefnum, en estrogen og progesterén valda vexti og proskun kirtilsins i konum. Steekkunin
felst adallega i auknum vexti fituvefs en horménin valda lika frekari proskun &
bandvefsfrumunum (M.H. & W., 2011). A fyrstu tveim arum kynproskans fer af stad
myndun & gangnakerfi kirtilsins sem endar i Kirtilberjum en pau eru umlukin med tveim
6likum pekjuvefsfrumum. I hverjum tidahring styra hin ymsu hormén proskun brjostkirtils
og er hann i raun ad proskast og breytast fram ad 35 ara aldri en ner ekki ad fullkomna

proskunina nema vid pungun (Russo & Russo, 2004).

Virki hluti brjostkirtilsins er gerdur ar svokolludum kirtilberjum sem dreifast eins og
berjaklasar um kirtilinn. Upptokin eru vid geirvortuna og kirtilgangar dreifast um Kirtilinn
og enda sem kirtilber (mynd 1). Berin, sem eru gerd Ur pekjuvef, eru svo umlukin bandvef
og grunnhimnu. Kirtilgangarnir eru 15-20 talsins og sinnir hver sinum hluta brjéstvefsins.
Peir eru adskildir med trefjum Ur bandvef par sem taugar, eitlar og &dar eru stadsett og sja
m.a um ad nara vefinn. Vid 6léttu og brjostagjof virkjast Kirtillinn, greinist enn frekar um
vefinn og myndar og seytir mjolk fyrir barnid. Pegar brjéstagjof lykur verdur aftur breyting
a vefnum og mikill frumudaudi verdur hja pekjuvefsfrumunum, samfara aukinni fitu- og
bandvefsmyndun (Nelson & Bissell, 2005).
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Mynd 1: Vefjafraedi brjéstkirtilsins. Upptok kirtilvefsins er vid geirvértuna og svo liggja kirtilgangarnir um
vefinn. I endunum eru svo kirtilberin par sem mjoélkurframleidsla fer fram pegar konan er med barn & brjosti.
Fitu- og stodvefur liggja umhverfis kirtilinn og nara hann og verja. (National Cancer Institute, 2014).

Myndun kirtilganga og kirtilberjanna i brjostkirtli kallast greinétt formmyndun og er pekkt
fyrirbeeri i fleiri liffeerum, til deemis lungum og nyrum. bad sem gerir brjostkirtilsmyndunina
ahugaverda er ad mestur hluti proskans fer fram a fullordins a&rum og pvi er audveldara ad
rannsaka hana. Til ad brjostkirtillinn geti proskast edlilega og myndad fleiri og feerri Kirtilber
eftir &standi konunnar purfa margar bodleidir i gangnapekjunni og bandvefnum i kring ad
vera i lagi.(Fata, Werb, & Bissell, 2004)

Kirtilberin eru gerd ur tveim gerdum af pekjuvefsfrumum, innst liggja skautadar
Kirtilpekjufrumur og utan um peer eru vodvapekjufrumur sem standa & grunnhimnu
(Gudjonsson, Adriance, Sternlicht, Petersen, & Bissell, 2005). Grunnhimnan umlykur
pekjuvefsfrumurnar og par fyrir utan liggur utanfrumuefnid (e. extracellular matrix) sem er
svo hulid med lausum bandvef (mynd 2). | pessum kirtilberjum liggja védvapekjufrumurnar
neer grunnhimnunni heldur en pekjuvefsfrumurnar, en petta fyrirkomulag getur breyst &

mismunandi stigum proskunar i kirtlinum og i krabbameinum.(Fata et al., 2004).



Mynd 2: Vefjagerd kirtilberja. A) Orin synir kirtilpekjufrumur og 6rvarhausinn synir hvernig
vodvapekjufrumurnar liggja utan vid. B) Litad fyrir actini (rautt) i védvapekjufrumum (Jesinger, 2014).

1.2 Bandvefsumbreyting pekjuvefjar

Greindtt formmyndun i brjéstkirtli minnir um margt & bandvefsumbreytingu pekjufrumna (
EMT — epithelial to mesenchymal transition), en i pvi ferli undirgengst skautud pekjufruma
ymsar breytingar og fer ad haga sér og lita Gt eins og bandvefsfruma (Kalluri & Weinberg,
2009). B&di EMT og svo 6fuga ferlio MET (mesenchymal to epithelial transition), par sem
bandvefsfruma tekur upp pekjuvefseiginleika, leika stor hlutverk i fésturproska mannsins en
einnig leika pessir ferlar hlutverk i framvindu krabbameina og ymissa annara sjukdéma
(Polyak & Weinberg, 2009). EMT er mikilveegur pattur i proskun likamans, er einnig
mikilveegt fyrir vidgerdir vefja og myndun ymissa liffeera, en hefur einnig neikvaeda hlid pvi
EMT er mjog mikilvegt fyrir framvindu krabbameina og myndun meinvarpa.
pekjuvefsfrumur halda umhverfinu fra okkur og eru fyrsta vérn og pvi mjoég mikilveegar.
per standa & grunnhimnu og eru med pétt tengi sem halda peim saman og vidhalda pannig
jafnveegi og vernda okkur gegn syklum. Breytingin yfir i bandvefsfrumur er mikil, en
bandvefur er mun lausari i sér og er utan vid pekjuvefinn. ber eru einnig mun o6reglulegri i
I[6gun og tja onnur protein, par med talid umritunarpaetti, og microRNA heldur en
pekjuvefsfrumurnar. (Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009).



Pegar ad pekjufruma undirgengst bandvefsumbreytingu p& missir hin pekjuvefseiginleika
sina, svo sem frumuvidlodun, skautun og hreyfingarleysi, en tekur upp eiginleika bandvefs,
til deemis aukinn hreyfanleika, viondm vid styroum frumudauda og eiginleikann til ad
brjétast inn i nearliggjandi vefi. (Polyak & Weinberg, 2009). Einnig tjair fruman
umritunarpeetti eins og SNAIL, SNAI2, Twist, ZEB1 og ZEB2 sem yta undir tjaningu
bandvefsproteina og draga ur tjaningu pekjuvefsproteina.(Sigurdsson et al., 2011).
Einkennandi bandvefsprotein eru til demis N-cadherin, Vimentin, Fibronectin
(utanfrumuprétein) og a-smooth muscle actin protein en einkennandi prétein fyrir pekjuvef
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 brjostapekjuvefslina med stofnfrumueiginleika. HUn var einangrud ar brjostavef, ar
frumum sem lagu naleegt grunnhimnu, og var gerd 6daudleg med retréveiruferju sem innihélt
&xlisgenin E6 og E7 ar vortuveirunni HPV-16. Frumurnar hafa haldid svipgerd sinni i
frumuraekt og geta sérheefst i vodvapekjufrumur og kirtilpekjufrumur. Pannig geta peer
myndad greinotta formgerd i prividri reekt med myndun & tvilaga pekju sem inniheldur baedi
kirtilpekjufrumur og vodvapekjufrumur. (Gudjonsson et al., 2002). D492 getur undirgengist
EMT og myndad pannig bandvefsfrumur séu peer reektadar i samraekt med aedapelsfrumum.
pa koma i ljés frumur, annarsvegar med greinotta formgerd og hinsvegar bandvefsfrumur.
pessar bandvefsfrumur voru einangradar og raektadar upp og kalladar D492M (M fyrir
mesenchymal). begar D492M er endursdd i privida rekt og latin vaxa i samraekt med

a&dapelsfrumum myndast einungis bandvefsformgerd, sja mynd 3. (Sigurdsson et al., 2011).



Branching colony Spindle colony

"r-"—ﬂ: -~

3D
Coculture

Monolayer
culture

2°3D
Coculture

Spindle

E-.-‘:_gr
AT .
5 : "

Mynd 3: /AEdapel érvar EMT og greinotta formgerd i D492 en ekki D492M. Adapelsfrumur i samreakt med
D492 og D492M eftir ad peim var endursad. D492 myndar bzadi greinétta formgerd og bandvefslikar frumur
en D492M myndar einungis bandvefslikar frumur.(Sigurdsson et al., 2011)

I pessu verkefni er unnid med D492M frumulinuna. Frumulinan sem ahersla er 16gd a nefnist
D492M™R-584 en par hefur microRNA 584 (miR-584) verid skotid inn i D492M frumur med
lentiveiru innleidsluferli og er pvi miR584 yfirtjad i pessari linu. Sem vidmid (control) hefur
sama ferli verid notad med tomri ferju (pLVTHM), og kallast st frumulina D492MPLYTHM,

1.4 Micro RNA

Micro RNA (miRNA) eru RNA sameindir sem eru ekki pyddar yfir i prétein (non-coding),
sameindirnar eru yfirleitt um 18-25 ndkle6tid og eru umritud ar genamenginu. (Alberts B.,
2008; Fils-Aime et al., 2013). begar ad buid er ad umrita microRNA-kddandi DNA med
RNA pélymerasa Il, hefur myndast pri-miRNA (primary miRNA). Pri-miRNA er svo
umbreytt i kjarnanum i pre-miRNA af RNAsa Il endénukleasanum Drosha. Drosha, &samt
6drum cofactor, Pasha, mynda fléka sem breytir pri-miRNA i pre-miRNA med pvi ad kljufa
5 og 3¢ enda a pri-miRNA. P4 er pre-miRNA flutt atar kjarnanum og yfir i umfrymid par

sem Dicerl sér um lokaskrefid og 22 nukleétida 16ng RNA kedja verdur til sem kallast



miRNA. Strax & eftir lokaskrefinu verdur oft myndun & RISC ( RNA induced silencing
complex), sem gerir miRNA kleyft ad pagga nidur mRNA. RISC binst pa 3 UTR enda &
MRNA sem um radir hverju sinni, og ef um fullkomna bindingu er ad reeda er mMRNAIJ
klofid en ef adeins hluti binst vid er einungis prétein tjaningin hindrud.(Bouyssou et al.,
2014)

Pegar farid var ad greina tjaningu miRNA kom i 1jés ad pau eru mest tjad & viokvemum
stddum og stédum i genamenginu sem eru oft breyttir eda skemmdir i krabbameinum. Synt
hefur verid fram & ad i mérgum geroum krabbameina breytist tjaning a hinum ymsu miRNA
samanborid vid heilbrigdan vef og i illlkynja meinum er tjaning oft minnkud & microRNA.
(Fils-Aime et al., 2013). Afbrigdileg tjaning & hinum ymsu microRNA hafa fundist i
krabbameinum og virka ymist @xlisbalandi eda a@xlisaukandi.(Ueno et al., 2011). | pessu
samhengi ma sérstaklega nefna miR-200 fjolskylduna, en tap & tjaningu pessarar fjélskyldu
er talinn vera mikilveegur pattur i &@xlismyndun og i fjolmdérgum krabbameinum i manninum
reynist tjaning & miR-200 fjélskyldunni vera beld.(Chen & Zhang, 2014). Hlutverk miR-
200 fjolskyldunnar er ad koma i veg fyrir EMT med pvi ad beela tjdningu & ZEB1 og ZEB2,
sem eru lykilpettir i EMT og pvi naudsynlegt ad koma i veg fyrir tjaningu & miR-200 til ad
EMT geti att sér stad og framvinda krabbameinsins geti haldid &fram (Lu et al., 2014). Synt
hefur verid fram &4 ad miR-200 fj6lskyldan er til stadar i pekjuvefskrabbameinsfrumum og
par er E-cadherin, sem er pekjuvefs protein og styrt af ZEB 1/2, tjad en Vimentin, sem er
bandvefs protein, er litio sem ekkert tjad. Sé krabbameinid med uppruna Uar
pekjuvefsfrumum sem hafa gengid gegnum EMT er tjaning a miR-200 ekki til stadar og
beeling & ZEB 1/2 pvi afnumin. ZEB 1/2 sjé til pess ad tjaning & E-cadherin hettir og ZEB 2
sér til pess ad Vimentin styrillinn virkjast og tjaning er rast fyrir Vimentin (Park, Gaur,
Lengyel, & Peter, 2008).

1.4.1 miR584
Nidurstddur orflogugreiningar a micro RNA tjaningu D492 og D492M syna breytilega

tjaningu micro RNA sem tengjast vidhaldi pekjuvefseiginleika. Ad minnsta kosti fimm af
atta mest breytilega tjadu micro RNA, sem voru minna tjad i D492M, hafa verid tengd
vidhaldi pekjuvefs. Fjogur micro RNA tilheyra miRNA-200 fjolskyldunni (miRNA-141,
200a, 200b, 200c) og pad fimmta er miRNA-205. pessi micro RNA eru talin spila
veigamikinn patt i vidhaldi pekjuvefseiginleika og hafa verid tengd bandvefsumbreytingu

pekjufrumna. Doktorsnemar undir stjorn pérarins Gudjonssonar eru ad rannsaka og vinna



med miR-200, miR-203 og 205 i framhaldi af orflogugreiningunni. Eitt af tiu mest
breytilega tjadu micro RNA Ur pessari 6rflégugreiningu var miR-584, en tjaning pess var
horfin i D492M og pvi var pad valid i pessu verkefni til frekari rannsokna. (6dtgefnar

nidurstoour)

I rannsokn sem Ueno et al birtu, var synt fram & ad microRNA-584 virdist hafa exlisbaelandi
anrif i nyrnakrabbameini. Ymis microRNA hafa komid upp sem krabbameinsbzalandi eda
aukandi og akvad rannsoknarhopurinn ad kanna ahrif miR-584 & ROCK-1 genid i
krabbameini i nyrum, en ROCK-1 genid er oft yfirtjad i krabbameinum og meinvorpum
(Ueno et al., 2011). Einnig hefur verid synt fram & ad miR-584 sé undir stjérn TGF-p, en
bessi vaxtarpattur virdist beela miR-584 tjaningu i ymsum tegundum brjéstakrabbameina
(Fils-Aime et al., 2013). Baling miR-584 reyndist naudsynlegt fyrir frumuskrid (e. cell
migration), par sem yfirtjdning pess dré6 ar TGF-B hadu frumuskridi i frumulinunni
SCP2.(Fils-Aime et al., 2013). Badar pessar rannsoknir gefa til kynna ad miR-584 sé

@&xlisbaelandi microRNA.

Tilgangur verkefnisins er ad skoda ahrif yfirtjaningar miR-584 i D492M og athuga hvort ad

han dugi til ad snua bandvefseiginleikum frumulinunnar til baka yfir i pekjuvefseiginleika.



2. Efni og adferdir

Tafla 1: Efnalisti

Efni

Framleidandi

DMEM/F1

Vidbotarpeettir:

Streptomysin

Penisillin

H14 vaxtarpeettir ( sja toflu 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
Ediksyrulausn 10% Sigma-Aldrich
Fljotandi kofnunarefni ISAGA
Flutningsbuffer Life Technologies
Formaldehyd 36,5% Sigma-Aldrich
GAPDH primerar Fermentas
Is6propanol Sigma-Aldrich
Merkaptoetandl Sigma
MES buffer Life Technologies
Metanol Sigma-Aldrich
MOPS buffer SCRU*
PBS SCRU*
Phoshatasa hindri Thermo Scientific
Poly-Hema Sigma

Prestain Ladder

Thermo Scientific

Propidium lodide

BD,Biosciences

Pharmingen
Préteasa hindri Thermo Scientific
Random Primers Fermentas
RIPA leysibuffer SCRU*
RNaseOut 40 U/uL Invitrogen

Sample buffer

Life Technologies

SDS SCRU*
Sermi SCRU*
Soya Trypsin Inhibitor Sigma-Aldrich

Spiritus Fortis 96% (etandl)

Gamla apodtekid




Super Script™!11 bakriti 200 U/uL Invitrogen

SYBR green mastermix Cell application Inc.
Tagman mastermix Fermentas

TBS SCRU*

TriReagent Ambion

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

Tween Sigma

Vascular basal medium Lifeline cell technologies
*Stem Cell Research Unit

2.1 Frumuraekt - einlagsraekt

Frumurakt er adferd til ad vidhalda lifandi frumum vid styrdar adstedur. Frumulinur prifast

vid mismunandi adstedur og voru frumulinurnar her reektadar vid 37°C og 5% CO..
Frumulinurnar D492M™R-584  D492MPLVTHM o D492 voru séttar i fljotandi kéfnunarefni,

baer spunnar nidur vid 2000 snininga™™! i 3 min og botnfalli s43 i T25 reektunarfloskur.
/Etid sem frumurnar voru raektadar i kallast H14, en pad er DMEM/F1 &ti fra Gibco sem

baett er i penicillin og streptomycin dsamt vaxtarpattum, sja toflu 2.

Tafla 2: Naudsynlegir vaxtarpeettir fyrir frumurnar i verkefninu

H14 pl/ml Uppr. Endanl.
10 15 25 35 50 styrkur | styrkur
Insulin (Ins) 5 7,5 12,5 17,5 25 500ug/ml | 250ng/ml
Transferrin (Tf) 5 7,5 12,5 17,5 25 20mg/ml | 10pg/ml
EGF 5 7,5 12,5 17,5 25 20pg/ml | 10ng/ml
Na-Selenite (Na-Sel) 10 15 25 35 50 2,6pg/ml | 2,6ng/ml
Estradiol (Est) 10 15 25 35 50 107"M 10-10M
1,4x10° | 1,4x10-
Hydrocortisone (Hydro) 10 15 25 35 50 M 6M
Prolactine 10 15 25 35 50 1501U 0,151U

Frumunum var sad i mismunandi péttleika eftir pvi i hvad purfti ad nota peer. Fyrir RNA og

prétein einangrun var peim sad i hluféllunum 1:3 og svo i eina flosku med 1:20 til ad

vidhalda frumuraektinni. 2-3 dégum eftir ad sad er 1:3 eru frumurnar ordnar naegilega péttar

fyrir einangrunina. Fylgst er med vextinum i smasja.




2.2 Einangrun RNA

/Eti tekid af frumum og peer leystar upp med TriReagent (ImL per T25 flosku) i 5 minatur,
pipetterad upp og nidur. Frumulausnin flutt i skilvinduglas, 0,2 mL af chloroformi bett i,
vortexad og latid standa & bordi i 10 minutur. Spunnid nidur vid 13000 rpm i 18 minutur i
skilvindu vid 4°C. Gleari fasinn tekinn ofan af og fluttur i nytt sterilt Rnasa fritt skilvinduglas.
I gleera fasann er sett 0,5 ml isdpropandl, blandad varlega saman og geymt & bordi i 5-10
minuatur. Skilid nidur vid 13000 rpm i 12 minatur i skilvindu vid 4°C. Floti hellt af, botnfall
leyst upp i 1 mL af 96% EtOH og vortexad. Spunnid nidur vid 8000 rpm i 5 min vid 4°C.
Glasio lata standa opid i 5-10 minatur medan botnfallid pornar og sidan leyst upp i 30uL af
Rnasa friu vatni. Styrkur RNAsins melt i Nanodrop og synid geymt vid -80°C.

2.3 Einangrun préteina

AEti tekid af frumum og fléskur skoladar med 4mL af kdldu PBS. PBS er sidan fjarlaegt eins
vel og mogulegt er, mjog mikilvegt. RIPA buffer blandadur; 490uL RIPA, 5uL proteasa
hindri og 5uL phosphatase hindri. 150uL af RIPA sett i hverja flosku og geymt & is i 10
minatur. Frumuskafa notud til ad skrapa vel yfir botn fléskunnar og innihaldid sett i
skilvinduglas, geymt & is i 10 minutur. Sett i flj6tandi kéfnunarefni 4-5x, latid pidna a milli.
Spunnid nidur i skilvindu vid 4°C i 20 minGtur vid 12000xg. Flotid tekid ofan af og flutt i

nytt skilvinduglas. Préteinstyrkur maeldur med Bradford mealingu.

2.3.1 Bradford meeling
5 pL af proteinsyni blandad vid 45uL af H2O. Taka 10pL af pessari pynntu lausn og blanda

saman vid 250uL af Bradford Reagent. Utbla sambearilega lausn sem blank med RIPA
buffer lausninni sem notud var vid proteineinangrun til ad nullstilla ljésmeelinn, p.e 5uL af
RIPA i H20. Syni blondud vel i 96 holu bakka og melt i [josmeeli vid A595 eftir 5 minatna

inkuberingu. Gera prjar malingar fyrir hvert syni og taka medaltal.

2.4 Western Blot

Proteinlausn tekin ur frosti og latin pidna & is. 5ug af proteinum sett i skilvinduglas dsamt

2,5uL af 4x NuPage LDS synabuffer, 1uL mercaptdetandli og vatn upp ad 10uL. Blandad
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vel og sett i 100°C hitablokk i 10 mindtur. Synin eru pa rafdregin & 10% SDS Bis-Tris geli,
3uL af prestained ladder er hafdur amk i einum brunni, oftar ef porf pykir. Tomir brunnar
hladnir med 2,4uL af synabuffer til ad tryggja jafnan rafdratt. Dregid vié 200V i 35 minutur
i 20x NuPage MES keyrslubuffer. Proteinin eru pa flutt yfir a PVDF himnu sem virkjud er i
metanoli i 30 sek og hofd i flutningsbuffer i lagmark 5 mindtur. Flutt vid 30V i 60 minatur
i 20x NuPage flutningsbuffer med 10% metandli. Himnan er pa skolud med TBS i nokkrar
mindtur & ruggu og svo hindrud (e.blocked) med 5% BSA i TBS i 60 minGtur & ruggu.
Frummétefnin sett 4t i hindrunarlausnina og haft & ruggu vid 4°C yfir nott eda lagmark 4
Kist. P4 er himnan pvegin 3x i 10 minutur med TBS +0,1% Tween lausn. Annarar gradu
innraud motefni eru bléndud med TBS + 0,1% Tween og 0,02% SDS, i hlutféllunum
1:20000 og sett & himnuna i 60 minatur, mikilvegt ad hylja med alpappir. Himna aftur
bvegin 3x 10 minatur med TBS + 0,1% Tween, pa sett i vatn i 5 minGtur og endad med ad
meela og skoda himnuna med innraudum Odyssey skanna. Stor protein (Fibronectin, ZO-1)
voru rafdregin & 4-12% geli med MOPS buffer.

2.5 RT-qPCR

2.5.1 VixIritun RNA

RNA syni tekin ur frosti og pynnt i 1000ng/pL,. 1 pl af random primers og 1 pl af ANTP var
sett i lausnina 10pL af RNA syni. Hitad vid 65°C i PCR vél i 5 minutur og komid fyrir & is.
Master mix blandad par sem 4pL af 5x first-strand buffer og 2uL af 0,M DTT var blandad
saman og sett Ut i lausnina. 1 pul RNaseOUT (40 einingar/pl) var svo bett Ut i. Pessu var
blandad varlega saman med pipettu og hitad i PCR vél vid 25 °C i 2 minGtur. ba var 1 ul
(200 einingum) af Super Script™II bakrita blandad varlega saman vid med pipettu og
inkiberad vio 25°C i 10 mindtur. Lausnin var svo hitud vid 42°C i 50 minutur og
transcriptasi ad lokum 6évirkjadur med pvi ad hita lausnina vid 70°C i 15 minuatur. Styrkur

meeldur i Nanodrop.

2.5.2 gPCR
cDNA er pynnt i 100ng/pL styrk med vatni. Ymist notad 10 eda 20pL hvorf. Blandad med
videigandi mastermixi og forward/reverse primerum fyrir cDNA fyrir umrett gen og

videigandi control; sja deemi i toflum 3 og 4
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Tafla 3 Deemi um 10puL TagMan hvarf fyrir ZEB1

1
rxn |8 Hlrxn

cDNA 1 8

MixMax 5 40

H20 3 24

ZEB1 primer FAM 05 |4

GAPDH primerVIC |0,5 |4

Samtals 10 80
Tafla 4: RT-PCR prégram:

Skref Hitastig °C | Timi Fjoldi hringja

Upphaf afmyndunar 95 10min |1
Afmyndun 95 15 sek

40
Sampeetting/lenging 60 60 sek
Tafla 5: Daemi um 20uL SYBR green hvarf 4 PHACTR1
20l rxn

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix

(2X)* 10

Water, nuclease-free to 25 pl Total volume 7,8
Forward Primer 100 uM** 0,6
Reverse Primer 100 uM** 0,6
Template DNA <500 ng (100 ng/ul) 1

Samtals 20
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2.6 Frumutalning

Talning & frumum er naudsynleg fyrir ymsar tilraunir til ad paer séu markteekar. Ati er sogad
af frumum sem eru ordnar péttar og skolad med 4mL PBS. 1mL trypsin sett & frumurnar og
latio liggja a i 3 minatur vid 37°C. begar frumurnar eru lausar fra eru 5mL PBS sett & og
pipetterad upp og nidur og flutt i 15mL skilvinduglas. 4mL af PBS sett til vidbotar i
reektarfléskuna og pipetterad upp og nidur. Flutt i skilvinduglasid og spunnid nidur vid 2000
rpm i 3 minatur. Flotid sogad af og botnfall leyst upp i 1mL af eti. 10pL af frumulausninni
settar sitthvoru megin a frumutalningarglerid og talid undir smasja. Fjoldi margfaldadur med
10000 til ad fa heildarfjolda i einum mL.

2.7 Frumufjdlgunarprof (e. proliferation assay)

Frumur taldar og 20000 frumum er sad i hvern brunn i 24 holu bakka. Pad er gert med pvi
ad frumulausn er blandad vid H14 eti i videigandi pynningu og 500puL settir i hvern brunn.
Eftir dag 1 var skipt um eti & frumunum. S&0 var i 4 brunna fyrir hverja frumugerd i 7 bakka
0g voOxtur stodvadur & hverjum degi i 7 daga. Frumuvoxtur er stddvadur med pvi ad hella
&tinu af frumunum, skolad med PBS og 1mL af 3,7% formaldehyd sett i hvern brunn og
latid standa i 10 minutur til ad frumurnar festist. P4 eru brunnarnir skoladir med PBS og
fylltir med 0,1% Crystal Violet og 10% etanoli sem er latid standa i 15 minGtur. Brunnar
skoladir med hreinu vatni 4x og latid porna.

Eftir ad buid var ad stodva frumuvoxt alla daganna var ImL af 10% ediksyrulausn settur i
hvern brunn til ad leysa upp Crystal Violet litinn, blandad vel i 20 minatur og svo 50uL af

hverju syni sett i 96 holu bakka og meelt vid 595 nm med ljosgleypnimeeli.
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2.8 Frumudauda vidnams prof (e. apoptosis

resistance assay)

Frumur voru medhdndladar med DMSO eda 10uM Camptothecin i 21 klukkustund. Frumum
safnad saman (e.harvested), pvegnar 2x med 5mL af kdldu PBS og leystar upp i 1mL af
PBS. Frumur taldar og 100000 settar i 1mL PBS i FACS glas. Spunnid nidur og floti hellt
af. Leyst upp i 100uL af 1x Bindi buffer (10x Bindibuffer pynntur med vatni). 2,5uL af
V450 Annexin V var bett & frumurnar og ltid standa i myrkri vid stofuhita i 15 minutur. pa
er 400uL af 1x Bindi buffer beett i hverja flosku og blandad med pipettu. 2,5uL af propidium
iodide sett ut i floskurnar rétt adur en 100000 frumur eru settar i FACSCalibur.
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3. Nidurstdédur

3.1 Yfirtjdning & miR-584 { D492M

par sem mikill munur er & svipgerd D492 og D492M frumnanna var akvedid ad skoda hvort
yfirtjaning a miR-584 hefdi ahrif a svipgerdina. Pannig ma lika skoda hvort ad innsetning
lentiveirunnar (4samt miR-584 geninu) hafi tekist i D492M™MR58 Nigurstodur syna ad ekki
vard breyting & svipgerd D492M pegar miR-584 var skotid inn i genamengi frumnanna.
D492M™MIR584 o DA92MPLYTHM syna samskonar svipgerd par sem stakar frumur teygja Ur
sér en eru meira hnattlaga pegar peer liggja péttar saman (mynd 4, efri panell). Greena myndin
er svo stadfesting & ad pad tokst ad setja lentiveiruna asamt geninu inn i genamengid, par
sem GFP var sett fyrir aftan genid og frumurnar sem tjd miR-584 lysast greenar. baer frumur
sem hafa GFP i pLVTHM frumunum syna ad pad tokst ad flytja inn ,,toman* vektor, p.e

einungis GFP var flutt inn i genamengid (mynd 4, nedri panell).

D492 MPLVIHM

I3

Phase
contrast @

GFP

Mynd 4: Phase contrast og GFP myndir af D492M™R-584 og D492MP-VTHM Myndirnar stadfesta tjaningu
miR-584 og ad innlimun & GFP hafi tekist i pLVTHM linunni (graenar myndir). Einnig sést ad D492\MmiR-584
virdast vaxa 0Orlitio hradar, par sem par virka péttari & phase contrast myndinni(graar myndir).
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Yfirtjaning & miR-584 i D492M™R-584 frumulinunni var stadfest med gPCR. Nidurstdurnar

syndu tvopasund falda tjaningu samanborid vid D492MPLYTHM frumulinuna (mynd 5).

2.000
1.750

1.500

RQ

1.250

1.000

D492MmiR-584 D492MPLVTHM
miR-584

Mynd 5: Yfirtjaning stadfest fyrir miR-584 med RT-qPCR. D492M™R-584 hefur 2000-falda tjaningu midad
vid tdman vektor. Litil sem engin miR-584 tjaning er i pLVTHM frumulinunni (Cr 38).

3.2 Greining a tjaningu EMT umritunarpattanna
SNAI1/2 og ZEB1/2

ZEB1 og ZEB2 &samt SNAI1 og SNAI2 eru umritunarpeettir sem eru taldir mikir
ahrifavaldar i EMT (Sigurdsson et al., 2011), pvi var akvedid ad athuga hvort ad breyting
veeri 4 tjaningu pessara patta i D492M™R-584 migad vid D492MPLYTHM . Nidurstddurnar syna
ad ZEB1 er meira tjad i miR-584 frumulinunni (mynd 7) en ekki er markteekur munur a

hinum umritunarpattunum milli frumulinanna tveggja (myndir 6 og 7).
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D492 ViR 584 D492 VPLVTEM

SNAI1
SNAI2

Mynd 6: RT-gPCR af tjaningu SNAI1 og SNAI2 i miR-584 og pLVTHM frumulinunum. EKki er
marktaekur munur milli frumulinanna.

D492V miR-584 D492 MPLVTHM
ZEBI1

ZEB2

Mynd 7: RT-gPCR af tjaningu ZEB1 og ZEB2 i miR-584 og pLVTHM frumulinunum. Hér sést aukin

tjaning & ZEB1 i miR-584 frumulinunni. Ekki er marktekur munur & ZEB2 tjaningu.
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3.3 PHACTR1 ekki tjad i D492M

Synt hefur verido fram &4 ad PHACTR1 sé undir stjorn miR-584 i akvednum
brjéstakrabbameinslinum (Fils-Aime et al., 2013). RT-gqPCR var notad til ad skoda tjaningu
4 PHACTR1 i D492M™R-384 og D492MPLVTHM "4samt MDA-MB-231 sem synt hefur verid
fram & ad tjai PHACTRL. Litil tjning var i D492M frumulinunum en PHACTR1 var tjad i
MDA-MB-231 (mynd 8).

1.4

13
1.1

09

08

RQ

07

06

05

04

03

01

0.0 1
MDA-MB-231 D492 D492 \MPLVTHM D492\ [miR-584

PHACTR1

Mynd 8: RT-gPCR 4 PHACTR1 i MDA-MB-231, D492, D492MPLVTHM og D492M™MR84, PHACTRL er tj&d i
MDA-MB-231 (Cr 27,2) en litid tj&d i D492 (Cr 36,7), D492MP-VTHM (Cr 33,2) og D492M™R584 (Cr 34,2),

samanborid vid MDA-MB-231.

3.4 Krabbameinsgenid ROCK-1 tjad i D492M

I rannsokn sem var birt 2013 (Ueno et al., 2011) var synt fram 4 ad miR-584 hefdi baelandi
ahrif & ROCK-1 genid i krabbameinum i nyrum, en ROCK-1 er oft mikid tjad i
krabbameinum og meinvérpum. RT-gPCR var framkvaemt til ad athuga tjaningu ROCK-1 i
miR-584 yfirtjadu linunni, pLVTHM linunni, MDA-MB-231 og D492. ROCK-1 var tjad i
Ollum frumulinum en minnst tjad i D492 (mynd 9). Engin munur var a tjaningu i hinum prem

frumulinunum, sem gefur til kynna ad miR-584 hafi ekki ahrif & tjaningu ROCK-1.
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MDA-MB-231 D492MPLVTHM D492\ miR-584 D492

ROCK-1

Mynd 9: RT-gPCR af tjaningu ROCK1 i MDA-MB-231, D492MPLVTHM ' D492M™MiR-84 og D492, Tjaning

var minnst i D492 og ekki var markteekur munur & hinum prem frumulinunum.

3.5 Tjaning pekjuvefs- og bandvefsproéteina i

D492 MmiR-584

Tjaning pekjuvefs- og bandvefsproteina i D492M™MIR58  D492MPLVTHM g D492 skodud
med Western blot til ad athuga hvort og pa hvada protein veeru med breytta tjaningu. Ol

prétein sem profad var fyrir syndu svipada tjaningu { D492M™MR-584 og D492MPLYTHM (mynd
10).
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D492Vmik-584 D492MeLVTEM D492

E-Cad
N-Cad
Ck14

Ck19

Z0-1

JAM
Claudin 1
a-SM-actin
Fibronectin

p63

Actin

Mynd 10: Préteintjaning i D492M™MR-%84 og D492MP-VTHM og D492. Enginn munur & tjaningu miR-584 og
pLVTHM. Actin var notad sem viomid.

3.6 D492MMiR-584 gynir ekki breytt vidanam gegn

styrdum frumudauda samanborid vid D492MpLVTHM

Aukid vidndm gegn styrdum frumudauda er frekar tengt vid bandvef en pekjuvef. bvi potti
vert ad skoda hvort ad yfirtjaning 4 miR-584 orsakadi ad D492M linan syndi minna vidnam
gegn styroum frumudauda en D492M an yfirtjaningar & miR-584. Nidurstdédurnar syna ad
D492M™MiR-584 hefur ekki breytt vidnam gegn styrdum frumudauda, nanast jafnmargar frumur
eru komnar i fyrra stig i styrdum frumudauda (nedst i haegra horni) og einnig i seinna stig i
styroum frumudauda (efra haegra horn) i badum linum eftir medhondlun og yfirtjaning a
miR-584 hefur pvi ekki ahrif & viobrogd frumunnar vid styréum frumudauda (mynd 11).
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Mynd 11: Vidnam gegn styroum frumudauda. Ekki var munur & frumulinunum tveim pegar vidnam vid
styrdum frumudauda var athugad. Prosentutélurnar i hornunum syna fjolda frumna & hverju stigi i styréum
frumudauda og eru paer sambarilegar i miR-584 og pLVTHM. Heegra nedra horn er fyrra stig i styrdum
frumudauda (early apoptosis) og efra haegra horn er seinna stig i

styrdum frumudauda (late apoptosis).

3.7 D492MMiR-584 med aukna frumufjolgun

Nidurstodur syna ad yfirtjaning & miR-584 veldur aukningu & frumufjélgun i reekt (mynd
12). Gognin syna ad aukning & frumum sem yfirtjd miR-584 verdur eftir dag 4 i raekt
midad vid frumur med toman vektor.
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Mynd 12: D492M™R-584 synir aukna frumufjélgun i reekt midad vid D492MP-VTHM Munur sést & degi 4 fra

saningu og er markteekur & degi 7.

22



4. Umraeour

Med auknum rannsoknum eru sifellt meiri upplysingar um mikilveegi bandvefsumbreytingar
bekjufrumna (e. EMT) i tengslum vid krabbamein ad lita dagsins 1jés. EMT er ferli par sem
bekjuvefseiginleikum frumunnar er kastad og bandvefseiginleikar teknir upp (Polyak &
Weinberg, 2009). Einnig hafa rannsoknir beinst ad tengslum microRNA vid krabbamein, en
tjaning hinna ymsu microRNA er oft breytt i krabbameinum og hafa pau ymist verid talin

hafa a&exlisbaelandi eda a&xlisaukandi ahrif (Ueno et al., 2011).

par sem ZEB1/2 og SNAI1/2 umritunarpeettir virdast leika stort hlutverk i EMT, til deemis
med pvi ad beela tjaningu E-cadherins og auka tjaningu Vimentins, (Park et al., 2008), var
ahugavert ad skooda ahrif yfirtjads miR-584 i D492M & pessa umritunarpeetti. Einu ahrifin
sem saust i pessari rannsokn var aukin tjaning 4 ZEB1. Aukin tjaning & ZEB1 gefur yfirleitt
til kynna meiri likur 8 EMT, sem er 6fugt vid pad sem sagt hefur verid um miR-584, en pad
hefur verid talid exlisbalandi og jafnvel verndandi ad hafa pad mikid tjad (Fils-Aime et al.,
2013; Ueno et al., 2011).

I rannsokn sem Fils-Amié og félagar gerdu 2013 (Fils-Aime et al., 2013) var synt fram & ad
miR-584 yfirtjaning drd verulega Ur frumuskridi med pvi ad bela tjaningu & PHACTR1 i
brjostakrabbameinslinunni SCP2 . bar kom einnig fram ad pegar frumuskrid & sér stad fyrir
tilstudlan TGF-B er tjaning & miR-584 bald og pa eykst tjaning 4 PHACTR1 og frumuskrid
eykst. I pessari rannsokn kom ekki fram tjaning 4 PHACTR1 i D492M frumulinunum nema
ad orlitlu leyti sem gefur til kynna ad pad sé ekki naudsynlegt fyrir frumuskrid i pessum
frumum. Pad helst i hendur vid ad ekki sast munur & frumuskridi i D492M™R-584 og
D492MPLVTHM (Gbirtar nidurstodur).

Arid 2011 var birt grein um ahrif miR-584 4 krabbameinsgenid ROCK-1, en pad er oft mikid
tj4d i krabbameinum og meinvérpum (Ueno et al., 2011). | greininni ma sja ad tjaning & miR-
584 er beeld i akvednu nyrnakrabbameini en samkveaemt peirra rannsoknum hefur yfirtjaning
a4 miR-584 veruleg neikveaed ahrif & frumuskrid og telja greinahéfundar pad vera vegna
belingar a krabbameinsgeninu ROCK-1. ROCK-1 reyndist vera meira tjad i D492M
frumulinunum heldur en D492 en ahrif miR-584 & tjaningu pess voru ekki sjaanleg, en par

sem fravikin i tilrauninni voru ansi mikil veeri frodlegt ad sja endurtekningu & henni. Vid
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sjdum pé ekki somu ahrif og Ueno og félagar su (Ueno et al., 2011), en audvitad um o6lika
vefi ad reda.

Umritunarpettirnir ZEB1/2 og SNAI1/2 eru, eins og adur hefur verid lyst, mikilvegir
hlekkir i EMT og peir yta undir bandvefs protein tjaningu og draga ar tjdningu a pekjuvefs
proteinum Helsta einkenni EMT er breyting & cadherin tjaningu, en pa dregur ur E-cadherin
tjdningu og N-cadherin tjaning eykst.(Sigurdsson et al., 2011). Nidurstédurnar Ur pessari
rannsokn syna ad yfirtjaning & miR-584 veldur ekki vidsnaningi & pessu ferli, p.e.a.s ekki
sést aukin tjaning a E-cadherin né minnkud tjaning a N-cadherin. bessar nidurstodur haldast
i hendur vid ad ekki sést afgerandi breyting & tjaningu & ZEB1/2 og SNAI1/2 sem koma ad
styringu & pessum proteinum i EMT. Onnur pekkt pekjuvefsprotein eins og Cytokeratin
14/19 og P63 syndu heldur ekki aukna tjdningu og eins sast ekki minnkud tjaning i

bandvefsproteinunum Vimentin og Fibronectin.

Eitt af einkennum pekjuvefsfrumna sem hafa undirgengist EMT er aukid vidndm gegn
styroum frumudauda (e. apoptosis), midad vid venjulegar pekjuvefsfrumur.(Polyak &
Weinberg, 2009). Adur hefur verid synt fram & ad D492M frumulinan synir meira vidnam
gegn styrdum frumudauda heldur en D492 (Sigurdsson et al., 2011). Nidurstédurnar hér syna
ad miR-584 virdist ekki hafa ahrif & viondm gegn styréum frumudauda og stydur par med
adrar nidurstodur pessarar rannsoknar ad miR-584 virdist ekki vera ad yta undir eiginleika

bekjuvefsfrumna.

pegar skodadar eru nidurstodur ar frumufjolgunarprofi ma sja ad pad virdist gefa frumunni
aukna moguleika til ad skipta sér hradar eftir pvi sem lidur & raektina. A degi 7 er komin
marktaekur munur & fjélda frumna med miR-584 yfirtjad midad vid frumur med tdbman vektor
(pLVTHM). Hér meetti benda & ad dhugavert vaeri ad endurtaka svona frumufjolgunarprof

og athuga hvort markteekari nidurstédur fengjust og jafnvel profa dnnur ati.

Anrif pess ad yfirtja miR-584 i D492M eru aukning & ZEB1 tjaningu og aukin frumufjolgun.
Adur hefur verid synt ad ZEB1 hafi baelandi ahrif & E-cadherin (Dave et al., 2011) en peirra
ahrifa geetir ekki i pessari tilraun.
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