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Agrip
Millivefssjukdomar (MLV) i lungum eru fjéldamargir og geta valdid mikilli sjukdomsbyréi og
otimabserum daudsféllum. Sjalfvakin lungnatrefjun (e. usual interstitial pneumonia, UIP) er
alvarlegasta synd MVL og eru orsakir sem og upprunafrumur trefjunarinnar enn ékunnar. Ein tilgata er
ad pekjuvefsfrumur undirgangist bandvefsumbreytingu (e. epithelial-mesenchymal transition, EMT) og
valdi pannig trefjuninni. EMT er mikilveegt ferli i fosturproska par sem pekjuvefsfrumur tapa
bekjuvefstengslum, 66last skridhaefileika og taka & sig bandvefslika svipgerd. A seinustu arum hefur
EMT verid tengt vid ymsa sjukdéma, t.d. krabbamein og bandvefsmyndun, par & medal i MVL.
Grunnfrumur eru p63 jakveaedar frumur sem taldar eru gegna stofnfrumuhlutverki i efri hluta
ondunarvegs manna. Stofnfrumur sem eru p63 jakveedar hafa verid tengdar vié EMT i 66rum liffeerum

en ekki er vitad um patt peirra i lungnasjukdomum.

Markmid pessa verkefnis var ad rannsaka umbreytanleika lungnapekjuvefjar, med sérstoku tilliti til
grunnfrumna. Vefjasyni fra islenskum sjuklingum med millivefslungnabdlgurnar UIP og NSIP (e.
nonspecific interstitial pneumonitis) voru métefnalitud og athugad var hvort ad pekjufrumur geti tekid
patt i tilurd bandvefjs med EMT, og hvort munur sé & milli sjikdémanna i pessu mynstri. Valdir voru tiu
sjuklingar, fjérir med UIP og sex med NSIP, og vefjasyni peirra litud med hefdbundinni DAB
métefnalitun fyrir E-cadherin, p63, keratin 14 og kennipréteinum EMT sem eru N-cadherin og
Vimentin. Einnig voru gerdar flurljomandi métefnalitanir fyrir N-cadherin og Vimentin asamt p63 og
Vimentin fyrir valin vefjasyni.

Vid litun vefjasyna kom i ljos ad sjukdémarnir virdast hafa olikt tjaningamynstur préteinanna i
vefnum. Sjuklingar med UIP hofdu almennt meiri svorun @ kennipréteinunum keratin 14, Vimentin, p63
og N-cadherin i lungnapekjufrumum heldur en sjuklingar med NSIP, asamt pvi ad hafa fleiri
vodvabandvefsfrumuhneppi (e. fibroblastic foci). Nidurstédur gefa til kynna ad tilurd bandvefjar i
nalaegd vid berkjur hja sjuklingum med UIP geti att sér stad i gegnum EMT en adrir paettir valdi tilurd
bandvefjar i NSIP.
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1 Inngangur

1.1 Vefjafraedi lungna

Lungun i mannslikamanum eru tvd og eru stadsett i brjéstholi, sitt hvoru megin vid midmeetid par
sem pau eru umlukin fleidruholi (Gray og fl., 2010). | lungunum er pipulaga kerfi sem tengir lungun vié
ytra umhverfi® um loftveginn, sem skiptist i efri og nedri loftvegi. Hlutverk lungnanna er ad sja um
loftskipti, pad er, ad taka upp surefni fra andrumslofti og skilja ut koltvisyring. Inndndunarloft fer eftir
barkanum par sem hann skiptist i tveer meginberkjur sem liggja til haegra og vinstra lunga.
Meginberkjurnar skiptast sidan i minni berkjur sem svo skiptast i berkjunga og endar sem knippi af
lungnablédrum (e. alveoli) sem eru umluktar haraedaneti par sem loftskiptin sjalf fara fram (mynd 1).
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Mynd 1: Liffeerafraedi lungnanna. Myndin synir uppbyggingu lungnanna og liffeerafraedi beirra.
Adl6gud mynd fra (Winslow, 2006).

Barkinn er gerdur ur C-laga brjoski sem er umvafid brjoskhimnu og tengt saman med sléttum
vodva. Hol barkans og meginberkjanna er klaett med syndarlagskiptri (e. pseudostratified) studlapekju
sem neer nidur & grunnhimnuna asamt pvi ad teygja bifhar pekjufrumnanna inn i hol barkans.
Grunnhimnan skilur pekjuvefinn fra undirliggjandi stodvef sem samanstendur af utanfrumuefni,
trefjakimfrumum (e. fibroblast), @dum, sogeedum og dneemisfrumum. Meginberkjurnar tveer liggja hvor i
sina att, og skiptast par nidur i berkjugreinar til haegra (prjar) og vinstra (tveer) lunga. Hver og ein
pbessara berkja skiptist frekar nidur i minni berkjur og sidan berkjunga (mynd 1). Alls eru 23 skiptingar a

berkjutrénu. Eftir pvi sem nedar kemur i lungad minnkar brjoskmagn i berkjum og i berkjungum, sem



heettir ad vera C-laga og verdur ad minni brjoskplétum sem tengjast med sléttum védva, og pbegar komid
er nedst i 6ndunarveginn er ekki lengur bjosk ad finna heldur verdur einungis sléttur vodvi i vegg
berkjunganna. Pekjulagid breytist einnig pegar komid er nedar i loftveginn. Syndarlagskipta
studlapekjan verdur ad einfaldri studlapekju i berkjungum og sidar ad einfaldri flatri pekju i
endaberkjungum (e. terminal bronchiole) sem eru smaesta eining berkjunga og leida loftid til

lungnabladranna (Eroschenko og Fiore, 2008; Ross og Pawlina, 2011).

1.2 Frumugerdir lungnapekju

Lungnapekja samanstendur af margskonar frumum (sja mynd 2).

1.2.1 Studla-bifharapekjufrumur (e. columnar ciliated epithelial cells)

Bifharapekjufrumur eru algengustu frumurnar sem finnast i barka og efri loftvegum. Frumurnar tengjast
grunnhimnunni og teygja bifhar sin inn i holrymid. bessar frumur eru taldar eiga uppruna sinn i
grunnfrumum (e. basal cells) i yfirbordspekjunni (Eroschenko og Fiore, 2008; Evans og Plopper, 1988;

Ross og Pawlina, 2011).

1.2.2 Bikarutseytifrumur (e. goblet cells)

Bikarutseytifrumur framleida slim og seyta pvi i holrymi éndunarvegsins. Slimid er verndandi fyrir
ondunarveginn pvi pad siar Ut adskotahluti og bakteriur sem berast med innéndunarlofti en pa taka
bifhaerdu pekjufrumurnar vid og koma pessu upp 6ndunarveginn aftur. Talid er ad bikarutseytifrumur eigi
uppruna sinn i grunnfrumum eda geti vidhaldid sér sjalfar. (Eroschenko og Fiore, 2008; Evans og
Plopper, 1988).

1.2.3 Berkjungsutkirtilsfrumur (e. clara cells)

Berkjungsutkirtilsfrumur eru fj6lvirkar frumur sem eru til stadar i berkjum og berkjungum og taldar vera
stofnfrumur sem sérhaefast i slimseytandi frumur (e. goblet cell). Frumurnar framleida yfirbordsvirk efni
sem minnkar yfirbordsspennu i berkjum og berkjungum (Rackley og Stripp, 2012; Reynolds og
Malkinson, 2010).

1.2.4 Grunnfrumur (e. basal cells)

Grunnfrumur eru hopur fremur 6sérheeféra fruma sem tengjast grunnhimnunni en na ekki inn ad holrymi
Ondunarvegsins. Grunnfrumur hafa hlutverk stofnfrumna i lungnapekjunni og hafa heefileikann til
sérhaefingar i adrar frumutegundir svo sem bifharapekjufrumur og bikarutseytifrumur. Frumurnar eru
einnig taldar hjalpa til vid vidlodun annarra frumna i pekjunni vid grunnhimnuna. Fjélda grunnfrumna fer
feekkandi eftir pvi sem nedar kemur i 6éndunarveginn og grunnfrumur er ekki ad finna i nedri loftvegum
(Evans og Plopper, 1988; Rackley og Stripp, 2012). Grunnfrumur tja beedi keratin 14 og
umritunarpattinn p63 sem hafa ahrif i bandvefsumbreytingu (B. H. Cai og fl., 2012).
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Mynd 2: Yfirlit yfir frumugerdir lungnapekju. Vinstra megin ma sja teikningu af liffeerafraedi lungans
par sem efstur er barkinn og svo er farid eftir 6llum loftveginum og endad i lungnablédrum. Haegra
megin er nanar farid i frumugerdir alveg fra berkjum og nidur i lungnablédrur. Adl6gud mynd fra
(Magnusson og fl., 2011).

1.2.5 Lungnataugakirtilsfrumur (e. pulmonary neuroendocrine cells)
Lungnataugakirtilsfrumur finnast vida um berkjupekjuna og oft i kloésum. Frumurnar eru sjaldgaefar,
itaugadar og gegna hlutverki i stjornun dndunar asamt pvi ad vera taldar hafa einhverja stofnfrumu
eiginleika (De Proost og fl., 2009).

1.2.6 Lungnablodrufrumur (e. alveolar cells)

Lungnablédrufrumurnar eru af tveimur gerdum, gerd | og gerd Il. Gerd | er rikjandi. bratt fyrir ad frumur
af gerd | séu rikjandi eru peer samt rimlega helmingi faerri en frumur af gerd Il en pekja um 95% af
yfirbordi lungnabladranna. Frumur af gerd | eru drpunnar fldogupekjufrumur sem ekki hafa heefileika til
frumuskiptingar en peirra helsta hlutverk er ad gera loftskipti méguleg i lungnablédrum (Ross og
Pawlina, 2011). Lungnablédrufrumur af gerd Il og eru téluvert dlikar frumum af gerd | i utliti og heldur

kubbslaga og pekja adeins um 5% af yfirbordi lungnabladra. Frumur af gerd Il eru seytifrumur en efst i
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umfrymi peirra er ad finna agnir (e. granules) sem mynda yfirbordsvirkt seyti sem minnkar
yfirbordsspennu lungnabladra og kemur pannig i veg fyrir ad lungnablddrurnar falli saman vié aténdun.
Eina yfirbords-seytiproteinid sem finnst eingéngu i alveolar frumum af gerd |l er prosurfactant protein C
(SP-C). Helsta hlutverk proteinsins er ad vidhalda lifedlisfreedilegri yfirbordsvirkni lipida (Griese, 1999).
Frumur af gerd Il geta einnig verid forverar frumna af gerd | og verdi skemmd & lungnablédrunum
lagfeera peer frumur af badum gerdum (Bhaskaran og fl., 2007; Griese, 1999; Ross og Pawlina, 2011).
Vefjaauki (e. hyperplasia) vegna frumufjdlgunar af frumugerd 1l er pvi mikilveeg visbending um
lungnablédruskemmdir og hefur verid tengd vid ymsa sjukdoma, m.a. lungnatrefjunarsjukdéma (Gunther
og fl., 2012).

1.3 Millivefslungnabdlgur

Millivefslungnasjukdémar na yfir um 200 mismunandi langvinna lungnasjukdéma og eru af véldum bdlgu
og bandvefsmyndunar i millivef lungna. Algengustu sjukdémarnir af millivefslungasjukdémum eru
millivefslungnabdlgur. Greining millivefslungnabdlga getur verid erfid en arangursrikast er ad taka
vefjasyni (Sigurdsson og fl., 2009) en greiningar eru einnig byggdar a kliniskum einkennum og
rontgenmyndum. Vid litun vefjasyna ma sja mikla pykknun & lungnablédru svaedum lungans, asamt
vbdvabandvefsfrumuhneppum (e. fibroblastic foci, FF) og i verstu tilfellunum drmyndun vegna bandvefs
sem hefur utlit eins og hunangsbu (e. honeycomb scarring). Sjukdémarnir eru heldur algengari medal
karla en kvenna og eykst tidni med haekkandi aldri. Orsok sjukdéma af pessu tagi er adeins pekkt i um
30% tilfella en 70% tilfella er talin vera af 6pekktum uppruna, og pvi oft talinn hluti af lungnatrefjun af
Opekktum uppruna (e. idiopatic pulmonary fibrosis, IPF) (Travis, 2008) (Kim og fl., 2006). American
Thoracic Society (ATS) og European Respiratory Society (ERS) hafa flokkad millivefslungabdlgurnar i
nokkra mismunandi sjukdoma eftir vefjadtliti, framgangi sjukdéms og kliniskum einkennum. Flokkarnir
eru m.a. Sjalfvakin lungnatrefjun (e. Usual interstitial pneumonia, UIP), dsérteek lungnatrefjun (Non-
specific interstitial pneumonia, NSIP), Trefjavefslungnabdlga (e. Cryptogenic organizing pneumonia,
COP), Acute interstital pneumonia (AIP), Desquamative interstitial pneumonia (DIP) og Respiratory
bronchiolitis-associated interstitial lung disease (RBILD) (Borchers og fl., 2011). Algengastir pessara
sjukdéma eru UIP og NSIP, par sem UIP er pé téluvert algengari af pessum tveimur (Collard og King,
2003).

Faar sértaekar medferdir eru til fyrir sjuklinga sem pjast af millivefslungnabdlgum en almennt eru
gefin bolgueydandi lyf og sterar p6é svo pad gefi yfirleitt ekki mikla svérun. bé er yfirleitt betri svérun hja
sjuklingum med NSIP heldur en UIP. Lungnaigreedsla er ahrifamesta tegund medferdar (Bourke, 2006;
Travis, 2008).

1.3.1 NSIP

Osérteek lungnatrefjun eru pau sjukdomstilfelli sem ekki er haegt ad flokka undir adrar tegundir
millivefslungnabdlga (UIP, DIP, COP, AIP og RBILD). Sjukdomurinn er sjaldgaefari en UIP en po
algengari en hinar millivefslungnabdlgurnar (Collard og King, 2003). Sjukdémurinn er i langflestum
tilfellum af épekktum uppruna en hefur verid tengdur vid utsetningu fyrir ymsum lyfijum (Katzenstein og

Fiorelli, 1994). NSIP-likt vefjamynstur hefur sést i sjuklingum sem pjast af 68rum sjukdomum, svo sem

13



ofurnaemislungnabdlgu (e. hypersensitivity pneumonia) eda hja peim sem hafa hlotid brada
lungnaaverka. Huga parf ad kliniskri s6gu, timaramma sjukdémseinkenna og utsetningu fyrir allskyns
efnum &dur en greining er stadfest. Vefjautlit NSIP sjuklinga samanstendur af meiri bélgumyndun og
jafnari pykknum & lungnavef heldur en hja UIP sjuklingum. Asamt pvi eru FF mun sjaldnar sjaanleg
("American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary Consensus
Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. This joint statement of the American Thoracic
Society (ATS), and the European Respiratory Society (ERS) was adopted by the ATS board of
directors, June 2001 and by the ERS Executive Committee, June 2001," 2002; Travis og fl., 2008).

1.3.2 UIP

UIP er algengust af millivefslungnabdélgunum og i miklum minnihluta tilfella er heegt ad rekja orsék
sjukdémsins til tengsla vid adra sjukdoma eda utsetningu fyrir eiturefnum eda mengunar- og idnadarryki
af ymsum toga. ("American Thoracic Society/European Respiratory Society International
Multidisciplinary Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. This joint statement
of the American Thoracic Society (ATS), and the European Respiratory Society (ERS) was adopted by
the ATS board of directors, June 2001 and by the ERS Executive Committee, June 2001," 2002). UIP er
su algengasta af millivefslungnabdlgunum en jafnframt erfidasti sjukdomurinn ad rada vid og hefur
verstu horfurnar. | lungnavef sjuklinga eru svaedi sem hafa misproskad millifrumuefni par sem
bandvefsmyndunin & sér stad. | 6proskudu millifrumuefni eru FF sem eru myndud kollagen myndandi
vodvabandvefsfrumum. FF er ad finna a umbreytingarsvaedinum milli edlilegs lungnavefjar og
bandvefsmyndunar. Skyrt samhengi er & milli fiélda FF i vefjasynum og agengni sjukdémsins asamt
horfum sjuklings par sem peer fara versnandi med fjdlda FF. (Harada og fl., 2013; Hardie og fl., 2010).

Sjukdémurinn hefur verid tengdur vid lungnablédrufrumur af gerd Il og talinn koma upp i kjolfar
endurtekinn averka a pekjufrumum lungnabladranna, sér i lagi frumum af gerd Il med pvi ad vekja upp
vidbrogd i tengslum vid edlilega vidgerd og érmyndun. | sjukdémnum hinsvegar heldur petta vidbragd
afram 6skert og veldur 6rmynduninni (du Bois, 2010).

Tilurd bandvefjar i pessum sjukdémum hefur verid rannsdkud og eru kenningarnar prjar. Fyrsta
kenningin  heldur pvi fram ad bandvefsmyndandi frumurnar séu bandvefsfrumur eda
vodvabandvefsfrumur ar lungunum. Onnur kenningin kvedur 4 um ad bandvefs stofnfrumur ur bl6di hafi
tekid sér bolfestu i lungnavefnum og pridja kenningin og su nylegasta segir til um ad frumur innan FF
séu lungnapekjufrumur sem hafa gengist undir EMT og tekid a sig bandvefslika svipgerd (Willis og fl.,
2006).

1.4 Bandvefsumbreyting pekjufruma

Bandvefsumbreyting pekjufruma (epithelial to mesenchymal transition, EMT) er mikilvaegt ferli i
fosturproska par sem pekjufrumur missa pekjueiginleika sina, 6dlast skridhaefileika og taka a sig
bandvefslika svipgerd (Kerosuo og Bronner-Fraser, 2012; Savagner, 2010). EMT gegnir einnig hlutverki
vid vidgerdir & skemmdum vefjum (Kalluri og Weinberg, 2009; Nakamura og Tokura, 2011). EMT og hi®

gagnsteeda ferli MET (mesenchymal to epithelial transition) eru afturkreef og i fésturproska eru nokkrar
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umferdir af baedi EMT og MET barfar til pess ad fullmynda privida byggingu liffeera. Auk pessa hefur
EMT verid tengt vid ymsa sjukddma a sidustu arum t.d. krabbamein og bandvefsmyndandi sjukdéoma
(Thiery og fl., 2009). Einn steersti einstaki vidburdur EMT er hindrun tjdningar a pekjuvefs
vidlodunarsameindinni E-cadherin og aukin tjaning N-cadherin (cadherin skipti e. cadherin switch).
Tjaning annarra bandvefspréteina eins og Vimentin er einnig tengd EMT (Mongroo og Rustgi, 2010).
Ymsir peettir geta hindrad tjaningu & E-cadherin og pannig komié af stad EMT en par ma helst nefna
umritunarpeettina Snail1, Snail2, ZEB1 og ZEB2 sem allir hvetja tii EMT med pvi ad bindast
styrisvaeedum E-cadherin og koma pannig i veg fyrir ad tjaning a E-cadherin geti att sér stad. MicroRNA,
sem eru einpatta RNA sameindir og ekki pyddar yfir i prétein, ar miR-200 fjélskyldunni koma ad stjorn
EMT med pvi ad beela nidur tjaningu & ZEB1 og ZEB2 og er pvi téluverd minnkud tjaning pessara
miRNA sameinda pegar EMT a sér stad (Thiery og fl., 2009).

1.5 Kenniproétein

1.5.1 E-cadherin

E-cadherin er kalsium had, himnubundid glykoprotein og gegnir hlutverki i vidlodun milli frumna. E-
cadherin er cadherin af gerd eitt ur cadherin fjélskyldunni og er adeins tjad i pekjuvef (Adams og fl.,
1998; Andrews og fl., 2012). bar sem E-cadherin er talid studla ad vidlodun og uppbyggingu edlilegs
bekjuvefjar er baeld tjaning proéteinsins talid tengjast hinum ymsu sjukdémum og framgangi sjukdéma
svo sem ifarandi krabbameina og meinvarpa med pvi ad aukning verdi a EMT ferlinu (Andrews og fl.,
2012).

1.5.2 N-cadherin

N-cadherin er kalsium had, himnubundid glyképrétein af gerd eitt ar cadherin fjdlskyldunni og hefur
hlutverk i vidlodun milli frumna. N-cadherin er helst ad finna i taugum og védvum en er einnig tjad i
trefjakimsfrumum (Alberts og fl., 2008). Almennt er N-cadherin ekki tjad i pekjuvef og eitt helsta
kennimerki EMT er cadherin skipti par sem aukin tjaning verdur & N-cadherin en minnkud tjaning verdur

a E-cadherin (Mongroo og Rustgi, 2010).

1.5.3 Vimentin

Vimentin er proétein af millipradagerd (e. intermediate filament) og er yfirleitt eingébngu ad finna i
bandvefsfrumum (Eriksson og fl., 2009) en getur einnig verid tjad i pekjufrumum pegar um sjuklegt
astand raedir. Vimentin er talid vera eitt adalsmerki bandvefsumbreytingar, par sem pekjufrumur missa

bekjueiginleika sina og taka & sig bandvefslika svipgerd (Dauphin og fl., 2013).

1.5.4 Keratin 14

Keratin 14 er fjdlskylda af millipradagerd (e. interflament) og finnast um 20 mismunandi tegundir i
pbekjufrumum manna (Alberts og fl., 2008). Keratin 14 er ekki tjad i berkjupekju pegar pekjufrumur eru i
jafnveegi heldur hafa frumur sem tja proteinid verid tengdar vid vidgerdarstarfsemi eftir vefjaskemmdir i
lungum (Ooi og fl., 2010).
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1.5.5 p63

p63 proteinid er umritunarpattur og tjad i grunnfrumum. Synt hefur verid fram a ad p63 hefur hlutverk i
stjornun sérhaefingu pekjufrumna. deltaNp63 er isoformid sem helst er ad finna i pekjuvef i berkjum. p63
er mjog mikilvaegt prétein pegar kemur ad proskun pekjuvefjar og heilleika pekjunnar (Arason og fl.,
2014). Einnig er proteinid talid stjorna tjaningu K14 pegar vidgerd stendur yfir & skdddudum pekjuvef
(Arason og fl., 2014; B. H. Cai og fl., 2012).

1.5.6 EGFR

EGFR er tyrosin kinasa vidtaki ur fidlskyldu hudpekjuvaxtarpattavidtaka (e. epidermal growth factor
receptor family) og er glyképrotein (Herbst, 2004). Vidtakinn virkjast pegar eitt af bodefnum hans binst
vid hann og virkjar innnanfrumubodferla sem hvetja tii DNA nymyndurnar og umritunar asamt
frumuskiptinga (Hardwicke og fl., 2008). Bod i gegn um EGFR vidtakann hafa verid tengd vid
margskonar frumuliffreedilega ferla svo sem frumufjélgun, frumuskrid og lifun (W. Cai og fl., 2008). Synt
hefur fram & EGFR hefur m.a. pau tengsl vid EMT ad pegar EMT er til stadar er minnkar tjaning a EGFR
og tjaning eykst @ miR200c, pessu er 6fugt faridé i MET (Zhang og fl., 2012).
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2 Markmio

Markmid pessa rannsoknarverkefnis var ad rannsaka umbreytanleika lungnapekjuvefjar med pvi ad
nota vefjasyni fra islenskum sjuklingum med millivefslungnabdlgurnar UIP og NSIP og kanna hvort ad
baer geti verid ad taka patt i tilurd bandvefjar og bélgu med svokalladri bandvefsumbreytingu pekjufruma
(e. epithelial to mesenchymal transition, EMT) og hvort munur i tjaningarmynstri sé & milli sjtkdémanna,

sérstaklega med tilliti til grunnfrumna.
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3 Efni og aéferdir

3.1 Undirbuningur rannséknar

Valdir voru tiu sjuklingar, fjérir med sjukdémsgreininguna UIP og sex med sjukdémsgreininguna NSIP ur
lifsynasafni Rannsoknastofu i meinafraedi. Einungis voru valdir sjuklingar sem attu stér og godé vefjasyni,
sem hofdu verid tekin i opinni skurdadgerd, ur lungum fra arunum 2008 til 2013. Valinn var einn paraffin

innsteyptur vefjakubbur fra hverjum sjuklingi sem potti henta til rannséknarinnar.

Merkt voru smasjargler, niu talsins fyrir hvern vefjakubb. Eitt venjulegt smasjargler sem nota atti
undir H&E litun og atta starfrostgler sem hafa sérstaka vidlodun og henta vel til métefnalitunar. Einnig

voru valin syni ur heilbrigdu lunga sem litad var til samanburdar vid sjukdémana.

Rannsoknin er med leyfi fra Visindasidanefnd (02-112-V6) og Persénuvernd (2005/121).

3.2 Skurdur og hreinsun

Skornar voru niu vefjasneidar ar hverjum vefjakubbi asamt vidmidunarsynum fyrir hverja litun i Leica
RM 2255 microtome skurdvél. Vefjasneidar fyrir H&E litun voru 2,0 um ad pykkt en vefjasneidar fyrir
motefnalitun voru 3,0 um ad pykkt. Vefjasneidar voru purrkadar yfir nétt og sidan i hitaskap i eina
klukkustund morguninn eftir til pess ad losa sem mest paraffin Ur sneidinni. Allur skurdur var

framkvaemdur & Rannsoknastofu i meinafreedi vid Landspitala Haskolasjukrahus.

Sneidarnar voru par a eftir fluttar & Rannsdknastofu i stofnfrumufraeedum i Leeknagardi vid
Haskola Islands par sem vinnsla hélt afram. Vefjasneidar voru latnar ganga nidur i hreinu Xyleni (J.T
Baker) i 2 x 5 minutur til pess ad losa allt paraffin Ur sneidunum. Sneidarnar voru latnar porna i 3
minutur adur en paer voru endurvatnadar (e. rehydrated) i hreinu alkéhdli (Gamla apétekid) i 2 x 5

minuatur. Sneidarnar voru ad lokum skoladar i rennandi kranavatni til pess ad losa allt alkéhél ur vefnum.

3.3 Opnun bindiseeta

Opnun bindiseeta er adferd vid ad brjota nidur vetnistengi sem myndast i vefnum vid festingu i formalini
svo ad métefnin geti fundid moétefnavaka sinn i vefnum (Carson og Hladik, 2009). Opnun bindiseeta var
adeins framkvaemd fyrir vefjasneidarnar sem lita atti med moétefnalitunaradferd. Sneidarnar voru sodnar
i buffer, ymist TE buffer med pH 9,0 (SCRU) eda citrate buffer med pH 6,0 (SCRU). Flestar sneidar
voru sodnar i buffer vid haerra pH gildi en adeins var notast vid Citrate buffer pegar lita atti med métefni
gegn N-cadherin. Vefjasneidar voru latnar sj6da i 15 mindtur, pa voru peer latnar kélna i 20 minutur og

sidar skoladar i rennandi vatni i sma stund adur en paer voru skoladar i PBS i 5 minutur.

3.4 Litun

3.4.1 Hematoxylin og eosin litun
Hemotoxylin og eosin litun er kjarna- og umfrymislitun. Hemotoxylin er jakvaett hladid litarefni og binst
bvi neikvaett hl6dnum hépum i kjarnanum sem gefur honum blaan lit. Eosin er hinsvegar neikveett hladid

litarefni og virkar pvi vel med hemotoxylininu par sem pad binst jakvaett hi6dnum hépum i umfryminu.
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Eosin gefur umfryminu bleikan lit og bl6dkornum raudan lit (Carson og Hladik, 2009). Sja

adferdarlysingu i fylgiskjali 1.

3.4.2 Métefnalitun

Synin voru medhdndlud fyrst med peroxidasa blokklausn sem gerir ensim i vefnum 6virk og kemur
bannig i veg fyrir 6sértaeka bindingu vid peroxidasa, sidan voru pau medhéndlud med sermi (10% FBS i
PBS) sem kemur i veg fyrir alla 6sértaeka bindingu métefna i vefnum, med pvi ad losa um hledslur i
vefnum (Carson og Hladik, 2009).

| fyrstu var studst vid svokallada PAP adferd, adferd par sem byggt er ofan & fyrstu gradu (e.
primary) motefni tvisvar sinnum &déur en litad utfall er framkallad. Métefni asamt &llum
motefnayfirbyggingum voru pynnt i 10% FBS i PBS. Oll skolunarskref (skref eftir hvert métefni) voru
gerd med PBS lausn, fyrst er skolad einu sinni hratt og svo i 2 x 5 minutur. Motefni og allar
métefnabyggingar voru inkuberadar i 30 minutur. Litad utfall var framkallad med 3,3-diaminobenzidine
(DAB) i lausn med vetnisperoxidi (H20,) (1 dropi DAB i 1 mL lausn) sem var inkuberud i 10 minutur.
Pegar lausnin kemst i teeri vid ensimid peroxidasa, sem er afast vid efstu motefnayfirbygginguna,
hradar ensimié utfellingahvarfinu sem annars myndi hvarfast 4 mjog I16ngum tima og utfallid sest i vefinn

par sem ensimid er til stadar . Sja adferdalysingu i fylgiskjali 2.

Eftir ad hafa profad PAP adferdina vid moétefnalitun fyrir E-cadherin var adferdinni breytt fyrir 6ll
motefni sem a eftir komu, sja lista yfir moétefni i t6flu 1. Notad var moétefnalitunarsett sem innihélt
peroxidasa blokklausn, peroxidasmerkt fidlstofna (e. polyclonal) métefni gegn kaninu, DAB chromogen
asamt DAB bufferlausn (K4010 fra Dako). Baedi peroxidasa blokklausnin og DAB bufferlausnin asamt
chromogeninu voru notadar med peroxidasamerktu fidlstofna métefni gegn mus sem keypt var eitt og
sér (K4000 fra Dako). Sja adferdalysingu i fylgiskjali 3.

Pegar motefnalitun var lokid voru synin latin porna og sidan kjarnalitud med hematoxylini i teepa
minutu en pad var gert svo haegt veeri ad greina adra vefjapaetti. Synin voru aftur latin porna eftir pa litun
og ad lokum pekjugler limt ofana med VectaMount limi fra Vector. Oll syni voru skodud i ljdssmasja fra
Leica og myndud med Leica DFC320 myndavél i myndvinnsluforritinu Adobe photoshop CS3. Coral

Draw 3X var notad vid uppsetningu mynda.
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Tafla 1: Listi yfir moétefni notud vid métefnalitanir. Métefni notud vid motefnalitanir baedi vid
hefdbundina DAB motefnalitunaradferd og litun med flarljomandi métefnum.

Motefna- Framleidslu- Litunar-
Motefni Pynning Framleidandi

flokkur numer aoferd

E-cadherin Mus IgG2a 1:100 BD Bioscience bd-610182 Adferd 1 TE
N-cadherin  Kanina IgG 1:200 Abcam ab-18203 Adferd 2 Citrate
Vimentin Mus IgG1 1:600 Dako MO0725 Adferd 2 TE
p63 Kanina IgG 1 zg?/ Santa Cruz sc-8344 Adferd 2 TE
K14 Mus IgG3 1:100 Abcam NCL-L-LL0O02 Adfer6 2 TE
EGFR Kanina IgG 1:100 Cell Signaling  4267s Adfer6 2 TE

*p63 var eina motefnid par sem ekki var notud sama pynning i DAB litun og IF litun, pynningin 1:200 var
notud vié DAB motefnalitun og pynningin 1:50 vid flarljdmandi métefnalitun.

3.4.3 Flarljomandi métefnalitun

Synin voru fyrst medhéndlud med 10% FBS i PBS sem kemur i veg fyrir alla 6sértaeka bindingu
métefna i vefnum, med pvi ad losa um hledslur i vefnum (Carson og Hladik, 2009). Fyrstu gradu maétefni
asamt flarljomandi moétefnayfirbyggingu voru pynnt i 10% FBS i PBS (sja métefnalista i t6flu 2).
Skolunarskref voru 1 x hratt og 2 x 5 minutur i PBS, auk pess var skolad i eimudu vatni a eftir seinustu
skolun i PBS til pess ad na burtu salti af glerjunum ar PBS lausninni. Glerin sidan latin porna og dropi af
fluoromount (Southern Biotech) settur & og pekjugler yfir. Sja nanari adferdarlysingu i fylgiskjali 4. Syni
voru skodud i samdeplasmasja (e. confocal) af gerdinni Zeiss LSM 510 og notad var myndvinnsluforriti®

LSM Pascal 510 vid myndun syna. Hugbunadurinn Coral Draw 3 var notadur vid uppsetningu mynda.
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4 Nidurstoodur
4.1 Tjaning i heilbrigdum lungnavef

Til ad atta sig & tjaningarmynstri préteinanna sem notud voru i rannsokninni vid edlilegar adstaedur var
avallt litadur heilbrigdur lungnavefur til samanburdar. Myndir 3, 4 og 5 er pvi gott ad hafa til hlidsjonar
pegar nidurstédur eru skodadar. Mikilveegt er ad vita hvernig sjukdomsmyndin er frabrugdin heilbrigdum
lungnavef asamt pvi ad skoda tjaningarmynstur kennipréteina EMT i heilbrigdum lungnavef svo haegt sé
ad greina hvad sé afbrigdilegt i sjukdéomunum. i heilbrigdri berkjupekju er mjég litil tjaning 4 K14, adeins
nokkrar grunnfrumur eru jakvaedar. Tjaning p63 finnst i kjornum grunnfrumna, E-cadherin er tjad i 6llum

pekjufrumum en Vimentin og N-cadherin eru ekki tjad i heilbrigdri berkjupekju.

Mynd 3 synir mun a vefjautliti sjukdémanna borid saman vid heilbrigdan lungnavef i H&E litun. Mynd
4 synir tjaningu a kennipréteinum bandvefsumbreytingar og grunnfrumna i heilbrigdum lungnavef. Mynd

5 synir yfirlit tjaningar kennipréteinanna og mun a heilbrigdum lungnavef og UIP sjuklings.

Mynd 4: Tjaning proéteina i heilbrigdum lungnavef. H&E litun til vidmidunar (A), K14 er ekki tjad i
heilbrigdum lungnavef (B), p63 er tjad grunnfrumum bpekjunnar (C), E-cadherin er tjad i allri
berkjupekjunni (D), Vimentin er ekki tjad i berkjupekjunni en tjad i vefnum i kring (E) og N-cadherin er
hvorki tjad i berkjupekjunni né i vefnum i kring (F). Sja ma uppsteekkud svaedi i nedra haegra horni, L
taknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum. Litun préteina kemur fram med brinum lit.
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4.2 Aukning a tjaningu préteina tengdum vidgerdaferlum og EMT i UIP
sjuklingasynum

Til ad athuga hvort pekjuvefur loftvega syni ummerki um EMT var litad var med moétefnum gegn

kenniproteinum, sem spa fyrir um EMT, og eitt gler litad i H&E litun til vidmidunar. Mynd 5 synir

samanburd & tjaningamynstri heilbrigds lunga og UIP sjukling. A mynd 6 ma sja sama svaedi i vefjasyni

sjuklings UIP1 litad med métefnum fyrir grunnfrumur og EMT kennipréteinum. A mynd 7 méa sja sama

svaeli i vefjasyni sjuklings UIP3 og @ mynd 8 sést sama svaedi i vefjasyni sjuklings UIP4.
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Mynd 5: Samanburdur & tjaningu préteina i heilbrigdum lungnavef og hja UIP sjukling. Ad ofan
ma sja tjaningamynstur préteinanna i heilbrigdum lungnavef og ad nedan ma sja tjaningamynstur
proteinanna i sjukdomnum UIP. L taknar stadsetningu loftvegsins & myndunum og FF merkir
stadsetningu fibroblastic focus. Litun préteina kemur fram med branum lit.

Mynd 6: Tjaning proteina i UIP1. H&E litun til vidmidunar (A), mikid er um K14 jakveedar frumur i
berkjupekju (B), p63 jakveedar frumur eru margar (C), E-cadherin er jakvaett i 6llum pekjufrumum (D),
Vimentin er jakveett i pekjufrumum og i vef i kringum berkju (E) og N-cadherin er jakveett i berkjupekju
0og i nokkrum frumum i vefnum i kring (F). Sja ma uppstaekkud sveedi i nedra heegra horni, L taknar
stadsetningu loftvegsins 8 myndunum og FF merkir stadsetningu fibroblastic focus. Litun proteina kemur
fram med branum lit.
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Mynd 7: Tjaning proteina i UIP3. H&E litun til vidmidunar (A), mikid er um K14 jakveedar frumur i
berkjupekju (B), p63 jakveedar frumur eru margar (C), E-cadherin er jakvaett i 6llum pekjufrumum (D),
Vimentin er jakveett i pekjufrumum og einnig i vefnum i kring um berkju (E) og N-cadherin er jakveett i
nokkrum pekjufrumum og nokkrum frumum i vefnum i kring um berkju (F). Sja méa uppsteekkud sveedi i
nedra heegra horni, L tédknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum og FF merkir stadsetningu
fibroblastic focus. Litun préteina kemur fram med brinum lit.
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Mynd 8: Tjaning proteina i UIP4. H&E litun til vidmidunar (A), mikid er um K14 jakveedar frumur i
berkjupekju (B), p63 frumur eru margar (C), E-cadherin er jakveett i 6llum pekjufrumum (D), Vimentin er
jakveett i berkjupekju og einnig i vefnum i kring um berkju (E) og N-cadherin er jakveett i pekjufrumum
og nokkrum frumum nalaegt berkju (F). Sja ma uppstaekkud sveedi i nedra haegra horni, L taknar
stadsetningu loftvegsins 8 myndunum og FF merkir stadsetningu fibroblastic focus. Litun proteina kemur
fram med branum lit.

23



pPar sem DAB motefnalitanirnar voru & radsneiddum synum var notud flurljiomandi moétefnalitun til ad
geta litad sama synid med tveimur métefnum i einu svo heegt veeri med meiri vissu ad stadsetja EMT
tjaningu i grunnfrumum berkjunnar. A mynd 9 ma sja samlitun & K14 og N-cadherin fyrir sjiklinga UIP1
og UIP3. A efstu myndunum sést hvada frumur eru jakveedar fyrir K14, i myndunum fyrir midju ma sja
hvada frumur eru jakveedar fyrir N-cadherin og & nedstu myndunum eru efri myndirnar lagdar saman til
pbess ad sja hvada frumur eru beedi jakvaedar fyrir K14 og N-cadherin. Mynd 10 synir samlitun a

Vimentin og p63 & fjorum sveedum hja sjuklingi UIP3.

UIP 1 UIP 3

K14

Ncadherin

Saman

Mynd 9: Samtjaning N-cadherin og Vimentin i UIP1 og UIP3. FF stendur fyrir fibroblastic foci og L
taknar stadsetningu loftvegsins & myndunum. Blai liturinn er Topro3 kjarnalitur sem litar frumukjarna.
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Mynd 10: Samtjaning p63 og Vimentin i UIP3. L taknar stadsetningu loftvegsins & myndunum og blai
liturinn er Topro3 kjarnalitur sem litar frumukjarna. Orvarnar benda a frumur sem eru ad samtja Vimentin
og p63.

Tjaning @ K14 hja UIP sjuklingum var aberandi og pvi var gerdur samanburdur & fjlda K14
jakveedra sveeda milli sjukdoma (sja toflu 2). Medan & rannsdkn stdd var tvivegis litad med métefnum
gegn K14 par sem sjukddomarnir eru pess edlis ad sjukdomsbreytingar i vefnum eru blettottar. bad getur
ordid til pess ad munur sé & tjaningu préteina eftir pvi hvar skorid er i vefiakubbinn. | fyrra skiptié var
buid ad skera grunnt inn i vefjakubbinn en i seinna skipti® var buid ad skera djupt i vefjakubbinn og
munur & tjaningu er syndur i t6flu 2. UIP sjuklingar hoéfou fleiri jakveed sveedi a K14 heldur en NSIP

sjuklingar. Meiri svérun er a K14 pegar buid er ad skera grunnt i vefjakubbinn.

Tafla 2: Tjaningarmynstur K14 hja 6llum sjuklingum

K14

grunnt 9 49 27 21 8 1 1 1 48
:jt:)t 3 31 25 14 4 1 0 1 31
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4.3 Minni breytileiki a tjaningu préteina hja NSIP sjuklingum en UIP
sjuklingum

Til ad athuga hvort pekjuvefur loftvega syni ummerki um EMT var litad var med métefnum gegn

kenniproteinum, sem spa fyrir um EMT, og eitt gler litad i H&E litun til vidmidunar. Mynd 11 synir

samanburd & tjaningamynstri heilbrigds lunga og NSIP sjuklings. A mynd 12 méa sja sama svaedi i

vefjasyni sjuklings NSIP1 litad med métefnum fyrir grunnfrumur og EMT kennipréteinum. A mynd 13 ma

sja sama svaedi i vefjasyni sjuklings NSIP3 og @ mynd 14 sést sama sveaedi i vefjasyni sjuklings NSIP3.
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Mynd 11: Samanburdur a tjaningu préteina i edlilegum lungnavef og hja NSIP sjuakling. Ad ofan
ma sja tjaningamynstur préteinanna i heilbrigdum lungnavef og ad nedan ma sja tjaningamynstur
proteinanna i sjukdomnum NSIP. L taknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum og FF merkir
stadsetningu fibroblastic foci. Litun préteina kemur fram med brinum lit.

Mynd 12: Tjaning proteina i NSIP1. H&E litun til vidmidunar (A), engin tjaning er a K14 (B),
grunnfrumur eru jakvaedar fyrir p63 (C), E-cadherin er tjad i 6llum pekjufrumum berkjunnar (D), Vimentin
er tjad i nokkrum frumum berkjupekjunnar en tjad i vefnum allt i kring (E) og N-cadherin er er ekki tjad
(F). Sja ma uppstaekkud svaedi i nedra haegra horni, L taknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum.
Litun préteina kemur fram med brinum lit.
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Mynd 13: Tjaning préteina i NSIP2. H&E litun til vidmidunar (A), ein frumu litast K14 jakveed (B),
grunnfrumur eru jakvaedar fyrir p63 (C), E-cadherin er tjad i 6llum pekjufrumum berkjunnar (D), Vimentin
er tjad i nokkrum frumum berkjupekjunnar en tjad i vefnum allt i kring (E) og N-cadherin er er ekki tjad
(F). Sja ma uppstaekkud svaedi i nedra haegra horni, L taknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum.
Litun préteina kemur fram med brinum lit.

Mynd 14: Tjaning proteina i NSIP3. H&E litun til vidmidunar (A), engin tjaning er & K14 (B), margar
grunnfrumur eru jakvaedar fyrir p63 (C), E-cadherin er tjad i 6llum pekjufrumum berkjunnar (D), Vimentin
er tjad i nokkrum frumum berkjupekjunnar en tjad i vefnum allt i kring (E) og N-cadherin er tjad i
nokkrum frumum berkjupekjunnar (F). Sja@ ma uppsteekkud sveedi i nedra heegra horni, L taknar
stadsetningu loftvegsins @8 myndunum. Litun préteina kemur fram med brdanum lit.
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4.3.1 p63 jakvaeodar frumur a lungnablédrusvaedum
Vid litun a p63 kom i ljés ad i NSIP sjuklingasynunum saust p63 jakveedar frumur i berkjungum og a

lungnablddrusveedum. A mynd 15 sjast p63 jakvaedar frumur & lungnablddrusveedum (mynd 15A) og i

berkjungum (mynd 15A).

i A 2 . L~ = » R
S Y W2 b Gl

X3 o

y g

Mynd 15: Tjaning p63 utan berkjupekju i NSIP sjuklingum. p63 jakvaedar frumur & trefjudu
lungnablédrusvaedi (A), p63 jakveedar frumur i berkjungum (B). Litun préteina kemur fram med brdnum
lit.

4.4 Tjaning EGFR

Tjaning @ EGFR var skodud 6h&d tjaningu & 66rum préteinum. A mynd 16 méa sja tjaningarmynstur
EGFR hja UIP sjuklingum i berkjupekju naleegt FF, & mynd 17 ma sja tjaningu & EGFR hja NSIP
sjuklingum i berkjupekju og @ mynd 18 ma sja tjaningu @ EGFR i lungnablddrusvaedum NSIP sjuklinga.

Mynd 16: Tjaning EGFR i pekjuvef hja UIP sjuklingum. EGFR litast brint og kjarnar litast blair.
Orvarnar benda & svaedi par sem minnkud tjaning er 4 EGFR nalaegt FF.
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Mynd 17: Tjaning EGFR i berkjupekju hja NSIP sjaklingum. Myndin synir tjaningu EGFR i
berkjupekju med bru. L taknar stadsetningu loftvegsins @ myndunum. Litun préteina kemur fram med
brdnum lit.

Mynd 18: Tjaning EGFR a lungnablédru svaedum hja NSIP sjaklingum. Orvarnar benda & svaedin
par sem tjaning @8 EGFR kemur fram. Litun préteina kemur fram med branum lit.
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5 Umraeda

Skodud var tjaning valdra kenniproteina EMT og grunnfrumna i tiu sjuklingum med
millivefslungnabdlgur af tveimur gerdum og tjaning borin saman milli sjukdéma. Munur virtist vera milli
sjukdémanna. Sjuklingar med UIP hafa almennt meiri tjaningu af kenniproteinum EMT, sérstaklega i
nalaegd vid FF og geeti pvi verid ad EMT hafi ahrif a tilurd hluta pess bandvefjar sem sést hja peim
sjuklingum med UIP en bandvefur sé af vildum annarra patta hja sjuklingum med NSIP.

Pegar skodad var vefjautlit og tjdning préteina hja sjuklingunum med UIP sést aukin tjaning 4 K14
sem i heilbrigdum vef er adeins tjad i faum grunnfrumum. K14 er einna helst tengt vid vidgerdir eda
virkni i pekjuvefnum. Sja ma i t6flu 2 ad almennt virdast UIP sjuklingar hafa meiri tjaningu @ K14 heldur
en NSIP sjuklingar sem b6 hoéféu einhverja tjaningu a K14 i 6llum tilfellum. Vimentin tjaning er einnig
aberandi i berkjupekju naleegt FF hja UIP sjuklingum sem annars aetti ekki ad vera til stadar i heilbrigdri
berkjupekju en Vimentin tjaning hja NSIP sjuklingum er ekki eins aberandi i sjalfri berkjupekjunni pé svo
nokkrar frumur litist. N-cadherin tjaningu er almennt liti® ad finna i lungum og er su tjaning asamt
Vimentin tjaningu i berkjupekju ein helsta visbendingin um ad pekjufrumur geti verid ad taka a sig
bandvefslika svipgerd og taka pannig patt i lungnatrefjuninni. N-cadherin tjaningu er ad finna i
berkjupekju UIP sjuklinga naleegt FF og tjaningin getur att pad til ad teygja sig inn ad frumum
stadsettum i FF en likt og med tjaningu a Vimentin er minna um tjaningu N-cadherin hja NSIP
sjuklingum pé nokkrar frumur litist jakvaedar. Innan FF er einnig oft ad finna tjaningu eda leifar af
tjdningu & E-cadherin. Tjaning & p63 er aukin hja UIP sjuklingum samanborid vid helbrigdan lungnavef
og tjaning a p63 i berkjupekju hja NSIP sjuklingum virdist nokkud lik tjaningu i heilbrigdum lungnavef.
Ahugavert var ad sja ad p63 jakvaedar frumur fundust i lungnablédrum og minnstu berkjungum i NSIP
par sem almennt er ekki ad finna grunnfrumur og par af leidandi ekki tjaningu & p63. betta hefur einnig
sést i 6drum rannséknum (Ding og fl., 2011; Kumar og fl., 2011) og getur bent til pess ad i NSIP skridi
jakveedar grunnfrumur nedar en peim er edlilegt til ad taka patt i vidgerdarferlum, eda ad frumur a
pessum svaedum taki upp tjaningu & p63. Sama segir um tjaningu a8 EGFR hja NSIP sjuklingum i
lungnablédrum. EGFR er tjad i grunnfrumum i berkjum og lungnablédrufrumum af gerd 2 og pvi kom
mikil tjaning a pvi i minnstu berkjungum og lungnablédrum i NSIP & évart. Rannsokn a lungum & seinni
stigum proskunar i rottuféstrum hefur synt tjdningarmynstur EGFR svipad pvi og sést i NSIP synunum.
(Rosenblum og fl., 1998). EGFR tjaning virdist minnka i berkjupekju nalaegt FF i UIP. Obirtar
nidurstédur af rannsoknarstofunni gefa til kynna ad bodleidir i gegn um EGFR geti haft hindrandi ahrif a
EMT og veeri gaman ad skoda nanar hvort pad tjaningarmynstur EGFR sem sést i litunum hafi ahrif a

paer EMT liku breytingar sem virdast eiga sér stad i pessari pekju.

Vid fyrstu nidurstédur rannsoknirnar voktu UIP sjuklingasynin meiri ahuga vegna mikillar CK14
tjdninga og tjaningar a Vimentin og N-cadherin i berkjupekju, oftast naer & sveedum med FF. Nokkur syni
voru samlitud med flurljomandi moétefnalitun par sem litad var fyrir tveimur préteinum i einu og
samtjaning peirra i frumum kénnud. Mynd 8 synir ad frumur eru beedi ad tjd K14 og N-cadherin i
berkjupekjunni og pad segir okkur ad EMT geeti verid ad eiga sér stad. Mynd 9 synir ad frumur sem eru
ad tja p63 tja einnig Vimentin sem segir okkur ad grunnfrumur sem tja p63 séu hugsanlega ad

undirgangast EMT vid lungnatrefjun i UIP.
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Vid litanirnar voru alltaf notud vidmidunarsyni sem hofdu vefjabita ur fiorum liffaerum og vitad veeri ad
a.m.k. eitt peirra veeri jakvaett fyrir hverju préteini sem litad var fyrir, petta var gert til pess ad ganga ur
skugga um ad moétefnalitunin hefdi heppnast. Allar litanir voru yfirfarnar af meinafreedingi a

Rannsdknastofu i meinafraedi.

Vert er ad hafa i huga ad urtakid er litid, en adeins fjorir og sex sjuklingar voru i hvorum sjuklingahép
fyrir sig og pvi parf ad rannsaka petta enn frekar fyrir staerra drtak til pess ad draga megi alyktanir af
pessum nidurstddum sem nu i fyrstu eru pé6 mjoég ahugaverdar. Einnig verdur ad hafa i huga ad synin
eru ekki 6l jafn stér né tekin & sama stad i lunga sjuklinga. Syni voru i flestum tilfellum tekin dr haegra
lunga en adeins tvd syni voru tekin ur vinstra lunga og i helmingi tilfella voru syni tekin dr nedra

lungnabladi.
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6 Alyktanir
Synd tjaningar EMT kennipréteina er mismunandi milli UIP og NSIP og er hun greinilegri i UIP.
K14 er aukid i UIP og bendir til aukningar i vidgerd i berkjupekju peirra sjuklinga.

EMT a sér stad i grunnfrumum en virdist ekki eiga sér stad i studlapekjufrumum né
bikarutseytisfrumum ad pvi virdist hja sjuklingum med UIP.

Tjaning p63 og EGFR i lungnablédrum er aukin.
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Fylgiskjal 1

H&E litun

1.

2
3
4
5.
6
7
8
9

Xylene

. Sneidar latnar porna
. Alkéhol

. Skolad i rennandi vatni

Hematoxylin

. Skolad i rennandi vatni
. Aflitad i 0,5% HCI i hreinu alkéholi
. Skolad i rennandi vatni

. Blamad i 1% ammoniaki

10. Skolad i rennandi vatni

11. Eosin

12. Skolad i rennandi vatni

13. Alkéhdl

14. Xylene

Gengid fra glerjunum med pvi ad lima yfir pekjugler
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5 minGtur
3 minatur

3 minutur

6 minatur

3 dyfur

4 dyfur

2 minutur

5 minGtur

20 sekundur

3 minuatur



Fylgiskjal 2

Métefnalitun — adferd 1 (fyrir misamotefni)

—_

. Xylene

. Sneidar latnar porna

. Alkéhol

. Skolad i rennandi vatni
. Opnad fyrir bindisaeti

. Skolad i PBS

. Peroxidasa blokklausn

. Skolad i PBS

© 00 N o o ~ W DN

.10% FBS i PBS

10. Fyrstu gradu motefni (sérhaeft fyrir pad prétein sem leitad er ad)
11. Skolad i PBS

12. Métefnayfirbygging 20259 (1:25)
13. Skolad i PBS

14. Métefnayfirbygging P0850 (1:100)
15. Skolad i PBS

16. DAB

17. Skolad i rennandi vatni

18. Sneidar latnar porna

19. Hematoxylin

20. Skolad i rennandi vatn

21. Sneidar latnar porna

Gengio fra glerjunum med pvi ad lima pekjugler yfir
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2 X 5 minuatur
3 minuatur

2 X 5 minuatur

5 minttur

10 minutur

10 minutur

30 minutur

30 minutur

30 minutur

10 minutur

50-60 sekundur



Fylgiskjal 3

Moétefnalitun — adferd 2

1. Xylene 2 x 5 minutur
2. Sneidar latnar porna 3 minuatur
3. Alkoéhol 2 x 5 minutur
4. Skolad i rennandi vatni

5. Opnad fyrir bindiseeti

6. Skolad i PBS 5 minutur
7. Peroxidasa blokklausn 10 minutur
8. Skolad i PBS

9.10% FBS i PBS 10 minatur
10. Fyrstu gradu motefni (sérhaeft fyrir pad prétein sem leitad er ad) 30 mindtur
11. Skolad i PBS

12. Métefnayfirbygging (anti-kanina eda anti-mus, eins og vid a) 30 mindtur
13. Skolad i PBS

14. DAB 10 minutur
15. Skolad i rennandi vatni

16. Sneidar latnar porna

17. Hematoxylin 50-60 sekundur
18. Skolad i rennandi vatn

—_
©

. Sneidar latnar porna

Gengio fra glerjunum med pvi ad lima pekjugler yfir
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Fylgiskjal 4

Flarljomandi moétefnalitun

1. Xylene 2 x 5 minutur
2. Sneidar latnar porna 3 minuatur
3. Alkoéhol 2 x 5 minutur
4. Skolad i rennandi vatni

5. Opnad fyrir bindiseeti

6. Skolad i PBS 5 minatur
7.10% FBS i PBS 10 minuatur
8. Fyrstu gradu motefni (sérhaeft fyrir pad prétein sem leitad er ad) 30 minutur
9. Skolad i PBS

10. Flurljdmandi motefnayfirbygging (sérteekt fyrir motefnaflokkinn, 1:1000) 30 minutur

Geyma parf sneidar i myrkri eftir ad flurljdmandi moétefni eru sett & par sem pau eru ljosneem

11. Skolad i PBS

12. Kjarnalitad med Topro3 flurljomandi kjarnalit 20 minutur
13. Skolad i PBS

14. Skolad vel med eimudu vatni

15. Sneidar latnar porna & dimmum stad

Gengid fra glerjunum med pvi ad setja dropa af fluoromount & synid og pekjugler yfir
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