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Agrip
Sjélfséat i bris- og brjéstakrabbameinum
Smasjarskodun a frumum i raekt og vefjasynum
Inngangur: Sjalfsat er prounarsogulega vardveitt ferli i frumum sem eykur svigram frumunnar til ad
takast a vid alag, sérstaklega vid svelti. Vid sjalfsat myndast tvofold lipiohimna sem umlykur skemmd
frumuliffeeri og préteinknippi og myndar sjalfsatsbélu. Han rennur svo saman vid leysibolu og innihaldid
meltist. Nidurbrotsafurdir ferlisins, orkurikar sameindir og byggingarefni, eru sidan losadar ut. Usninsyra
(US) er lifvirkt efni sem finnst i lifverum sem nefnast fléttur. Vitad er ad Usninsyra afkiplar éndunarkedju
hvatbera i dyrafrumum og visbendingar eru um ahrif hennar a sjalfsat i krabbameinsfrumulinum i raekt.
Brj6stakrabbamein er algengasta krabbamein kvenna. Briskrabbamein er med illvigustu krabbameinum
manna og eru horfur sjuklinga vid greiningu sleemar. Uppistoduvefur er talinn eiga patt i meingerd bris
og brjéstakrabbameina sem eru oft rik af trefjakimfrumum. Visbendingar eru um ad trefjakimfrumur i
uppistdduvef sjai krabbameinsfrumum fyrir neeringarefnum og ad par hafi sjalfsat akvedio hlutverk.
Markmid: [ fyrsta lagi ad kanna ahrif US 4 sjalfsat i krabbameinsfrumulinum i reekt. | 68ru lagi ad kanna
sjalfséat i eexlum brjosta- og bris-krabbameina og mégulega raesingarferla sem liggja par ad baki. | pridja
lagi ad skoda uppistoduvef krabbameinsaexla m.t.t. sjalfsats.
Efni og adferdir:  Flarljomunarmaotefnalitun fyrir préteini LC3 var gerd a frumulinu brjostakrabbameins
T47D med og an Utsetningu fyrir US i 24 t. Myndir voru teknar i lagsja, frumur taldar sjonraent og LC3
deplar i frumum taldir med ImageJ. Vefjasneidar Ur sexlum 15 brjésta- og 14 bris-krabbameina voru
fengin frA Rannsoknastofu i meinafraedi, gerd vefjabneemisfraedileg litun sem svo var metin sjénraent.
Litad var fyrir lykilpattum sjalfsats, LC3 og p62, pAMPK sem styrir vidbragdi vid orkupurrd, HIF-1a sem
styrir vidbragoi vid surefnispurrd, pRafl, eexlisdrifandi prétein Ras bodleidar og p53, eexlisbaelandi
styriprétein frumuhringsins. Meinafraedileg gégn um aexlin voru fengin fra Rannsoknastofu i meinafreedi
a Landspitala og borin saman vid nidurstodur vefjalitana. LC3 litun var metin jakvaed (+) ef >30% frumna
hoéfou depla i umfrymi. pAMPK umfrymislitun var stigud fra 0-3 par sem 0-1 flokkadist sem neikveed (-)
litun en 2-3 sem (+). P62 umfrymislitun og HIF-1a kjarnalitun var stigud & sama hatt. Prafl litun var metin
(+) ef litun sast i kjornum en annars (-). P53 kjarnalitun var stigud fra 1-5 par sem 5 tdknar enga litun og
1 taknar sterka kjarnalitun i >50% krabbameinsfrumna. 4-5 var flokkad sem (-) litun og 1-3 (+) litun.
Nidurstodur: Skodun i lagsja syndi ad fjoldi LC3 litadra sjalfsatsholna 2-faldadist i T47D eftir Gtsetningu
fyrir US i sbr vid leysisvidmid. LC3 litun & vefjasynum var metin (+) i 5/15 brjésta- og 7/14 bris-
krabbameinum. [ 9/12 tilfellum, var (+) LC3 litun tengd (+) pAMPK litun. 3 syni héfdu (-) pAMPK litun en
(+) LC3 litun. [ 1 peirra var HIF-1a litun metin (+) og i 1 peirra var pRafl metid (+). LC3 punktar voru
aberandi i trefjakimfrumum adlaegt krabbameinsfrumum (CAF) i 5/15 brjéstakrabbameinum og 7/14
briskrabbameinum. pAMPK var (-) i CAF i 11/12 synum med (+) LC3 litun i CAF.
Alyktanir og umraeda: Nidurstédurnar syndu m.a. ad US hefur pau ahrif & krabbameinsfrumur i reekt
ao sjalfsatsbolum fidlgar. Magn p62 hélst hins vegar ébreytt sem bendir til ad ferlid klarist ekki sem sidar
var rakid til ahrifa US & syringu leysibolna. Sjalfsat var oft virkt i krabbameinsfrumum gexla og fylgni var
milli orkupurrdar og virks sjélfsats. Sjalfsat var einnig gjarnan virkt i CAF i aexlum en par var fylgni vid

orkupurrd hverfandi.



Abstract

Autophagy in cancers of breast and pancreas
A microscopic evaluation of cultured cells and tissue

Introduction:  Autophagy is an evolutionarily conserved cellular process that increases the cell's
capacity for dealing with stress, particularly starvation. In the process a double lipid membrane is formed,
an autophagosome (AS), that engulfs organelles or protein complexes. The AS coalesces with
lysosomes leading to digestion of its contents and the release of simpler molecules for growth or energy
production. Usnic acid (UA) is a bioactive compound found in lichens known to disrupt the mitochondrial
respiratory chain in animal cells. Research has indicated that it affects autophagy. Breast cancer is the
most common cancer in women. Pancreatic cancer is especially malignant and has a poor prognosis
partly because of lack of effective treatment. Stromal tissue plays a role in their pathogenesis and
tumours of the breast and pancreas are often richly fibrous. Cancer associated fibroblasts (CAFs) might
have a commensalistic relationship with cancer cells, mediated partly by autophagy.

Objective: First, to assess the effects of UA on autophagy in cultured cancer cell lines. Second, to map
out autophagy in tumours of the breast and pancreas, as well as factors that have been known to affect
autophagy. Third, to describe autophagy in the stromal tissue of those tumours.

Materials and methods: Breast cancer cell line T47D was IF stained with LC3-ab w and w/o exposure
to UA for 24 h. Images were captured through a confocal microscope, cells manually counted and LC3
puncta assessed using ImageJ. Tissue from 15 breast- and 14 pancreatic- cancers from the department
of pathology at Landspitali were stained using the IPO method and manually assessed. Autophagy and
related factors were assessed by staining for LC3 and p62, pAMPK regulator of cellular energy levels,
HIF-1a regulator of the cellular response to hypoxia, pRafl oncoprotein of the Ras pathway and tumour
supressor p53, cell cycle regulator. Pathological data on the tumours was collected from the department
of pathology at Landspitali. LC3 stain was deemed (+) if >30% of cells had cytoplasmic (cyt) dots. Cyt
PAMPK intensity was scored from 0-3 where 0-1 was categ. as (-) stain but 2-3 as (+). Cyt p62 and
nuclear (nucl) HIF-1a stain were assessed in the same way. Prafl stain was categorized as (+) if stain
was observed in the nucleus but otherwise (-). Nucl p53 was scored from 1-5 where 5 was no stain and
1 a strongly stain nucl in >50% of cancer cells. 4-5 was categ. as (-) stain, 1-3 as (+) stain.

Results: LC3 stain of T47D showed that cells exposed to UA had 2x the amount of AS compared to
solvent controls. WB did not show a decrease in p62. LC3 stain of tissue was (+) in 5/15 breast ca. and
7/14 pancreatic ca. In 9/12 cases, (+) LC3 stain was associated with (+) pAMPK stain. In 3 cases pAMPK
stain was (-) but LC3 staining (+). In 1 of those samples HIF-1a stain was (+) and in 1 of those pRafl
stain was (+). LC3 puncta were identified in CAFs in 5/15 breast carcinomas and 7/14 pancreatic
carcinomas. pAMPK was (-) in CAF in 11/12 samples with (+) LC3 stain in CAF.

Conclusions and discussion:  The results showed that UA induces AS accumulation in cultured cell
lines. However, we found that p62 levels were stable which suggests autophagy inhibition. This was
later found to be due to disrupted lysosomal acidification. Autophagy was frequently highly active in
cancerous cells in tumours of the breast and pancreas, often seen with energy depletion. Autophagy

was also frequently active in CAF, which however was not related to energy depletion.
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1 Inngangur

11  Sjalfsat

Sjalfséat (e. autophagy) er ferli i frumum sem var fyrst uppgdétvad fyrir um 55 arum sidan. Pad var svo
ekki fyrr en i kringum sidustu aldamét, 40 arum eftir uppgotvun fyrirbeerisins, ad skilningur a
sameindaliffreedilega ferlinu sem liggur ad baki tok ad aukast eftir uppgdtvun erfdapatta sem styra
ferlinu. Hafa pessir erfdapeettir hlotio vidurnefnid ATG (autophagy related genes) (7).

Sjalfsat er prounarségulega vel vardveitt ferli i frumum og er helsta verkfaeri peirra til pess ad brjéta
nidur stérar sameindir, frumuliffeeri og proteinfléka. Nidurbrot pessara sameinda vidheldur jafnveegi
byggingarefna i frumunni. Sjalfsat hjalpar frumunni einnig ad takast a vid ymis konar alag eins og t.a.m.
pad sem verdur vid svelti og sarefnispurrd. bPad ver frumuna lika fyrir skemmdum sem geta ordid af
hvarfgjornum sameindum med pvi ad losa hana vid skemmd prétein og frumuliffeeri. ba tekur
sjalfsatsferlid einnig ad einhverju leyti patt i svari Gneemiskerfisins gegn orverum (3, 12-14).

Pegar sjalfsati er lyst i fraedigreinum er idulega verid ad visa til ferlis sem nefnt hefur verid & ensku
.macroautophagy” (stért sjalfsat) sem er adeins eitt af premur 6likum ferlum sem hafa verid skilgreind
sem sjalfsatsferli. bessi rannsékn fjallar um stért sjalfsat og er hér tekid mid af fyrri skrifum um efnid og
einfaldlega tala® um petta sem sjalfsat. Hin ferlin eru ,chaperone-mediated autophagy” og
.microautophagy* sem verdur ekki farid i nanar hér. | gréfum drattum fela pau i sér adrar adferdir til
innlimunar sameinda i leysib6lur en peim sem hér er lyst og par koma ekki vid sdégu pau prétein sem

eru beint audkennd med forskeyti sjalfsats (atg) (3).

1.1.1  Myndun sjalfsatsbélu
Sjalfsat (macroautophagy) hefst med pvi ad innihald umfrymis er afmarkad med tvofaldri lipidhimnu og
myndast pa sjalfsatsbola (e. autophagosome).

Mynd 1 er einféldud teikning af sjalfsatsferlinu. Fyrstu stig sjalfsatsins velta a pvi ad nokkur protein,
m.a. Atg1/ULK1, komi saman og myndi stéran sameindafléka. Lenging tvéfaldrar lipidhimnu bélunnar
fer sidan fram a pann hatt ad préteinin Atg7 og Atg10 tengja saman préteinin Atgl2 og Atg5 sem mynda
pa flékann Atgl12-Atg5. Sa floki vixlverkar sidan med Atgl6. Talid er ad pessi sameind studli sidan ad
tengingu proéteinsins LC3 (Atg8) vid fosfolipioid PE (phosphatidylethanolamine) en pad eru hvatarnir
Atg7 og Atg3 sem midla peirri tengingu (6).
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Mynd 1. Myndun sjalfsatsbolu. Helstu prétein sem koma vid ségu i myndun sjalfsatsbélunnar og hvadan
efni i himnuna er fengi®; fra frymisneti, golgikerfi, frumuhimnu og himnu hvatbera. Teikning byggd & grein
Rubinsztein et al (6)

Frumuhimna M p62/NRB1

Current Biology

Atg8 er ubiquitin-likt protein, pad er einnig pekkt sem MAP-LC3 (microtubule associated proteins
1A/1B light chain 3B) eda LC3 og gengur jafnan undir pvi heiti i fraedigreinum. begar Atg8/LC3 hefur
bundist PE i sjalfsatshimnunni er pad ymist kallad LC3-PE eda LC3-1l en pad gegnir lykilhlutverki sem
millilidur vid pad sem & ad innlimast i boluna auk pess sem pad studlar ad lengingu lipidhimnu
sjalfsatsboélunnar (3, 15). Vid rafdratt a LC3 préteininu ma pvi sja tvo adskilin bénd naerri hvort 60ru sem
samsvara LC3 og LC3-II. LC3 er eitt peirra préteina sem einna mest hafa verio notud sem lifvisar fyrir
sjélfsét (16).

Vid merkingu préteinsamsafna og frumuliffaera sem brjéta a nidur med sjalfsati, nyta frumur préteinin
p62 (Mynd 1) og NBR1 (neighbour of BRCAL gene 1) og ubiquitin fjollidur, sem gegna einnig midlaagu

hlutverki vid merkingu fyrir nidurbrot proteina i proteasémum (17).

1.1.2  Melting innihalds sjalfsatsbolu

Pegar fruman hefur innlimad eitthvad i sjalfsatsbdlu er bolan flutt med érpiplum yfir til leysibolu og renna
paer saman i eina sjalfsatsleysibdlu. Innihald bélunnar tekur ad sdrna, vid samrunann, fyrir tilstilli H+
ATP-asa i himnu leysibolunnar. bessi strnun er forsenda fyrir pvi ad hydrolasar og fleiri lifhvatar virkjist
og geti brotid nidur innihald bolunnar (18). Afurdir nidurbrotsins eru sidan losadar Ut i umfrymio, fitusyrur,
fidlsykrur og aminosyrur, byggingarefni sem fruman getur endurunnid til nymyndunar préteina, fjdlsykra,
himna og kjarnsyra eda nytt sem orkugjafa (3). LC3-PE sameindin & utanverdri himnu bélunnar (Mynd
1) er klofin sundur i LC3 og PE og getur verid endurnytt (17).
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1.1.3 Reesing sjalfsats

Helstu bodleidir sem vitad er ad hafa ahrif a sjalfsat i dyrafrumum eru paer sem tengjast orkupurrd,
vaxtarpattum, aminésyrupurrd, sarefnispurrd og alagi a erféaefni. Veegi mismunandi bodleida er hao
mdorgum ytri og innri pattum. A myndinni sést ad margar bodleidir hafa sameiginlegan punkt i mnTORC1
(mammalian target of rapamycin complex 1) (Mynd 1). Heildarahrif virks mTORCL1 er aukinn voxtur
frumunnar, m.a. i gegnum ahrif a bodleidir S6K1 og elF4E sem styra aukinni nymyndun proteina en
MTORC1 hefur einnig ahrif a lipidmyndun og efnaskipti hvatbera. mTORC1 hemur hins vegar
mikilveegan patt sjalfsats, ATG1/ULK1 flékann (sja Myndun sjalfsatsboélu). Ef mTORC2 er hamid, leidir
pad til aukins sjalfsats og adurnefndir paettir S6K1 og elF4E eru ekki virkjadir i sama meeli (11).

Orkupurrd

/' LATP/AMP
By

Strefnispurrd
J0,

frumuhimna

Mynd 2. Bodferlar i frumum spendyra sem hafa ahrif a sjadl  fsat og er fjallad um hér. mTORCL1 er midleegt
og ahrifamikid prétein i stjornun sjalfsats. Skaletradir og feitletradir eru peettir sem sérstaklega voru skodadir i
pessari rannsokn. Graenn litur taknar ad sameindin hvetur til sjalfsats en raudur ad sameindin hemur med
einhverjum heetti sjalfsat. Lina med bendli tAknar ad sameindin virkjar eda eykur frambod pess sem bent er &.
Lina med pverstriki taknar hemjandi ahrif. Teikning er byggd a greinum Yang og Klionsky (7), Wilkinson og
Ryan (10) og Yang et al (11).

1.1.3.1  Surefnispurrd

Vid suarefnispurrd i frumum virkjast sjalfsat. Sjalfsat i kjolfar sarefnispurrdar eykur t.d. lifun frumna a
surefnissnaudum svaedum eexla (19) sem er liklega til pess fallid ad auka frambod naeringarefna og
lagmarka skadann af hvarfgjornum sameindum, eyda skemmdum hvatberum og nota byggingarefni

hvatbera til annarra hluta.
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A svidi strefnispurrdar hefur einna best verid skodad proteinid HIF1-a (hypoxia-inducible factor-1-
alpha) (20). Proéteinid er stédugt brotid nidur fyrir tilstilli PHD (prélyl hydroxylasa), hvata sem parf sarefni,
jarn og c-vitamin til ad starfa og hydroxylerar HIF-1a med heetti sem leidir a endanum til nidurbrots i
préteasémum (21). Frambod HIF-1a eykst sidan verulega vid surefnispurrd vegna minni virkni PHD.
HIF-1a telst pa vera & sinu virka formi pegar pad hefur flust inn i kjarna, myndad fléka med HIF-1R og
bundist HRE svaedum (hypoxia-responsive elements) i erfdaefninu. Aukid frambod HIF-1la er ekki
bundid vid fastan proskuld sirefnisstyrks heldur er pad had vefjagerd enda surefnisporf mismunandi
vefjagerda ekki st sama (20).

HIF-1a getur m.a. styrt umritun préteinanna BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting
protein 3) og NIX (NIP3-like protein X) (10, 19) og eru pessi prétein talin lykilpaettir i valbundnu sjalfsati
hvatbera i kjolfar surefnispurrdar. Fjallad er nanar um pau hér i kafla um Valbundid sjalfsat. |
rannséknum Wilkinson og Ryan & frumulinum krabbameina (10) hefur komid i ljés ad HIF-1la getur
virkjad sjalfsat (macroautophagy) sem er 6had valbundnu hvatberaéti og fer fram med 6drum heetti.
Bodleidin er ekki ad fullu pekkt en veltur a adkomu vaxtarpatta til virkjunar viotaka PDGF (platelet derived
growth factor). [ likani peirra Wilkinson og Ryan var um ad raeda vaxtarpeetti sem krabbameinsfrumurnar
seyttu sjalfar og virkjudust sidan af, p.e. ,autocrine” virkjun eda sjalfsvirkjun.

Ymis prétein geta bundist styrisveedi erfdavisis HIF-1a og hvatt til umritunar pess, t.a.m. Nf-kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Nf-kB hefur hlutverk vid ad auka
framleidslu frumunnar & afoxandi sameindum og rimar pad vel vid ad pad geti hvatt frumuna til
hvatberaats og pannig vidhaldid heilbrigdri fléru hvatbera i frumum vid surefnispurrd eda efnaskiptaalag,

par sem hvatberar eru helsta uppspretta hvarfgjarnra sameinda i dyrafrumum (ROS) (22).

1.1.3.2  Orkupurrd

Orkupurrd leidir til sjalfsats i frumum. Pad er protein kinasinn AMPK (adenosine monophosphate kinase)
sem styrir vidbrogdum frumunnar vid orkupurrd. Pegar orkustig frumunnar fellur, p.e. hlutfallid milli helsta
orkugjafa frumunnar, ATP (adenosine tri-phosphate) og orkuminna forms pess, AMP (adenosine
monophosphate), er AMPK virkjadur med fosféryleringu. pAMPK fosforylerar og virkjar flokann TSC2
(tuberous sclerosis) og kemur pa TSC1/TSC2 flokinn i veg fyrir virkjun mTORC1 sem leidir til aukins
sjalfsats (sja Mynd 2) (7, 11). Sarefnispurrd getur einnig, ébeint, leitt til virkjunar AMPK par sem ATP
getur fallid i frumunni vid sarefnispurrd. Einnig hefur komid i ljés ad mTORC-midlad sjalfsat, i kjolfar
virkjunar aexlisbeelipréteinsins p53 (protein 53), veltur & pvi ad AMPK sé virkjad. Med 6drum ordum,

AMPK midlar ad hluta peim virkjandi ahrifum sem p53 getur haft a sjalfsat (23).

1.1.3.3  Amindsyrupurrd

Aminésyrur eru naudsynlegar til virkjunar & mTORC1 og aminosyrupurrd leidir til virkjunar sjalfsats.
Aminésyrur eru raunar pad mikilveegar i virkjun mTORC1 ad hvorki vaxtarpaettir né orkurik efnasambond
(ATP) geta virkjad mMTORCL ef purrd er a aminésyrum (11). Ekki er enn ad fullu pekkt hvernig ferlinu er
hattad en par koma vid sdgu GTP (guanosine tri-phosphatase) hydrélyserandi hvatar Gr Ras
préteinfidlskyldunni. GTP-asar eru hvatar sem hafa mikilveegt hlutverk i frumugrindinni vid

frumuhreyfingar, vidlodun frumna og i frumuskiptingu. Ras hvatar virdast vera naudsynlegir til pess ad
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midla ahrifum aminosyra til virkjunar mMTORC1 og tengjast lika bodleid vaxtarpatta eins og komid verdur
inn & (11).

1.1.3.4 Bodleidir vaxtarpatta

Vaxtarpeettir midla ahrifum sinum i gegnum svokallada tyrosin-kinasa vidtaka. Tyrésin-kinasar eru
hvatar sem sitja i frumuhimnunni og virkjast vid bindingu & vaxtarpattum utan frumunnar (t.d. EGF
PDGF, FGF og VEGF) og fosférylera vio bindinguna sjalfa sig. Virkjun tyrésin-kinasa leida til virkjunar
tveggja bodleida, Ras-Rafl-MERK1/2-ERK1/2 og PI3K-PKB, sem badar hemja a endanum
aournefndan TSC1/TSC2 fléka og aflétta pa hdmlum af mMTORC1 sem sidan hemur sjalfsat.

PI3K (phosphatidylinositol 3‘ kinases) eru lipid kinasar, hvatar sem hafa ad gera med fituefnaskipti
frumna. Aukin virkni peirra leidir til virkjunar PKB (prétein kinasi B), serin preonin kinasa sem hafa
hvetjandi ahrif & voxt, lifun og fjélgun frumna og ofvirkjun pess a patt i meingerd margra krabbameina
(24). PKB kinasar orva insulinhada upptoku a glikésa i frumum og eiga patt i ad gera frumum kleift ad
koma i veg fyrir sérstaka gerd af styréum frumudauda sem aetti undir edlilegum kringumstaedum ad eiga
sér stad pegar fruma losnar frd utanfrumuefninu (e. anoikis) (1). Helstu ahrif peirra til aukins vaxtar
frumna eru rakin i gegnum hemjandi ahrif & TSC1/TSC2 sem leidir eins og adur segir, til pess ad
MTORC1 er sidur hamid og pad hemur sidan sjalfsat.

Ras protein eru flokkur GTP-asa, hvata, sem likt og PI3K, flytja afram ahrif vaxtarpatta sem bindast
viotokum utan & frumuhimnunni. Stdkkbreytingar sem leida til ofvirkjunar bodleida peirra (e. gain of
function) eru vel pekktur pattur i meingerd krabbameina og studla ad éhefludum vexti peirra og fjdlgun
(25). Erfdavisar RAS proteina hafa pvi verid kolluo aexlisgen (e. oncogene) og er einnig fjallad um petta
i kdflunum Briskrabbamein og Hlutverk Ras i sjalfsati i krabbameinum. Ofvirkjun Ras bodleidar veldur
breytingum & efnaskiptum frumunnar par sem aherslan feerist i auknum meeli & nidurbrot glikésa og
aukinn voxt med peim byggingarefnum sem verda til vid petta. Petta birtist m.a. i pvi ad vid ofvirkjun
Ras eykst umritun flutningspréteins glukésa GLUT1 og magn ymissa hvata sem taka patt i glykélysu,
hexokinasa, laktat dehydrégenasa og fosfofriktékinasa (25). Veigamikill pattur i pvi eru einnig ébein
ahrif Ras & HIF-1a i gegnum mTORCL1. Komid hefur i ljés ad ofvirkjun Ras hefur ekki einungis ahrif &
meingerd krabbameina i gegnum efnaskipti og voxt heldur hefur pad einnig ahrif ahrif & peetti sem hvetja
til e@danymyndunar, paetti sem hafa ad gera med vidlodun vid adliggjandi frumur (integrin og cadherin)
og leysingu bandvefs med metall6prote6sum sem eykur moéguleika krabbameinsins & ad dreifa sér (25).

I stuttu mali pa eettu bodleidir Ras sem tengjast vaxtarpattum ad hafa hemjandi ahrif & sjalfsat i
heilbrigdum frumum en gera pad pé ekki i Ras-drifnum krabbameinum sem verdur skyrt nanar i kafla

um Hlutverk Ras i sjalfsati i krabbameinum.

1.1.3.5 Frumustreita (cell stress)

Frumustreita, oxunaralag i frumum, leidir m.a. til pess ad styrkur Ca?* eykst i umfrymi. Jénad kalsium
streymir fra frymisneti og einnig fra ytra umhverfi frumunnar. Aukinn styrkur pess innan frumu virkjar
hvata sem kalladur er CAMKK (calmodulin dependent kinase kinase-R) og CAMKK virkjar AMPK. Med

peim haetti getur oxunaralag virkjad sjalfsat (7).
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1.1.4 Valbundio sjalfsat

Fruman getur & sérteekan hatt styrt sjalfsati akvedinna frumuliffaera eda sameinda. betta hefur verid
kallad valbundio sjalfsat (selective autophagy). Ubiquitin kerfi frumna er grundvallarpattur i valbundnu
sjalfsati og tekur t.a.m. patt i hvatberaati (17). baer sameindir sem taka patt i valbundnu sjalfsati med
merkingu sameinda til nidurbrots eiga pad sameiginlegt ad innihalda akvedna r6d amindsyra sem hefur
verido kollud ,LC3-interacting region® eda LIR. Ein pessara sameinda er fjdltengisameindin

.sequestosome 1“ eda p62 (protein 62).

1.1.4.1  Protein p62

Proteinio p62 er nokkurs konar midstéd bodsameinda og getur tekid® saman og fjollidad ymsar
mikilveegar bodsameindir. p62 getur bundist ubiquitin fjéllidum & sameindum sem &etladar eru til
nidurbrots og studlad ad pvi ad peer séu innlimadar i sjalfsatsboélur i gegnum adurnefnt LC3-11 bindiset,
LIR (17) en er lika talid spila rullu i nidurbroti préteina i préteasémum (26). Prétein p62 er brotid nidur
vid sjalfsat (Mynd 1 og Mynd 2) og mat & breytingum & magni p62 i umfrymi frumu er talid vera
areidanleg aoferd til pess ad meta fleedi i gegnum sjalfsatsferlid (27, 28). Fleiri prétein koma vid ségu
i valbundnu sjalfsati, par & medal préteinido NBR1 sem likt og p62 tengir saman ubiquitin-merkt
missmidud protein og getur tengst LC3-1l. begar sjalfsatsbolan hefur lokast og runnid saman vid
leysibdlu, brotna tengisameindirnar p62 og NBR1 nidur og einnig LC3-1l & innanverdri himnu bélunnar.
Adferdir sem beinast ad pvi ad magngreina nidurbrot p62 eru pvi notadar til pess ad segja med meiri
vissu ad aukid magn sjalfsatsbélna sé sannarlega vegna aukins sjalfsats en ekki vegna réskunar i
sjalfsatsferlinu, t.d. hindrunar & samruna sjalfsatsbélu og leysibélu eda truflun i syringu leysibdlna (27).

Prétein p62 gegnir einnig hlutverki i svari frumunnar vié hvarfgjérnum sameindum (ROS). bad virkjar
NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) sem er umritunarpattur ymissa andoxunarpatta og er
talid mikilveeg vorn gegn oxunaralagi i frumum. Talid er ad p62 samsofn midli ahrifum préteinafurdar
aexlisgens Ras til virkjunar Nf-kB. Nf-kB hamlar myndun hvarfgjarnra sameinda (ROS) med pvi ad styra
aukinni framleioslu a ,,ROS scavengers” (t.a.m. SOD og FHC) sem binda og eyda hvarfgjornum
surefnisleifum. Pannig dregur Ur oxunardlagi sem studlar ad lifun frumna (29). Samsoéfn p62 studla pvi
aod lifun krabbameinsfrumna i hvarfgjérnu umhverfi. bau verda t.a.m. til vegna uppsoéfnunar p62 pegar
sjalfsatsferlio truflast i frumum en einnig pegar uppsofnun verdur & skemmdum préteinum og er p62 t.d.
aod finna i préteinsamséfnum i hrérnunarsjukdémum taugakerfis, lifur og vodva (26). Pad kann ad vera
ao fjdlbreytt hlutverk p62 spili rullu i fléknu samspili sjalfsats og Ras-drifinna aexla. bPad virdist jafnvel i
vissum tilfellum geta att patt i meingerd peirra, p.e. Duran et al greindu fra pvi ad skortur a p62 hemur
tilurd Ras-drifinna lungnakrabbameina i misum (30).

Lengi hefur p62 verid talid protein sem fyrst og fremst hefur hlutverk i umfrymi en nylegar rannséknir
benda nu til pess ad pad sé i miklum meeli flutt milli kjarna og umfrymis med virkum haetti (26). Talid er
ad par gegni pad, likt og i umfrymi, hlutverki vid eydingu préteina i kjarna. | kjarna safnast pad saman i
knippi par sem einnig er ad finna ubiquitin og prétedlytiska virkni og er tilvist p62 forsenda pess ad
ubiquitin merkt prétein safnist i knippin. Pessi knippi hafa verid nefnd & ensku clastosomes eda PML

bodies og virkni peirra eykst vid skemmdir a proteinum i frumunni (26).
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1.1.4.2  Sjalfsat hvatbera

Af peim sameindum sem sértaekt merkja akvedin skotmork sjalfsats eru einna best skilgreindar paer sem
hafa ad gera med hvatberaat. PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1), Parkin, BNIP3 og NIX eru
protein sem hafast m.a. vid i ytri himnu hvatbera og hafa tengsl vid afskautun hvatbera, hvatberaat og
frumudauda vegna sirefnisskorts (31, 32). Ekki er ad fullu ljést i hvada samhengi pessar mismunandi
leidir til hvatberaats eru nyttar af frumum en reynt hefur verid ad varpa & pad ljési med pvi ad afskauta
hvatbera og sja hvernig fruman bregst vid. Bent hefur verid & ad rannsoknaradstaedur endurspegli ekki
alltaf naegilega vel raunveruleikann, t.d. hefur notkun jonaganga-hemils eins og t.d. CCCP (carbonyl
cyanide m-chlorophenyl hydrazone), til pess ad fylgjast med afleidingum afskautunar hvatbera, sinar
takmarkanir par sem hann er ésérteekur og hefur vidteek ahrif i frumunni sem eru ekki einungis bundin
vio hvatbera (33, 34). b6 hafa bondin einna helst borist ad PINK1/Parkin kerfinu hvad vardar nidurbrot
skemmdra hvatbera a medan proteinin BNIP3 og NIX hafa frekar verid tengd hvatberaati i kjolfar
surefnispurrdar (sja kafla Sarefnispurrd) en sagan er po ekki 6ll s6gd og liklega hefur frumugerd og
sérheefing frumunnar ahrif & hvernig ferlid gengur fyrir sig (33).

Parkin er talid studla ad ubiquitinyleringu & VDAC1 anjénagéngum i himnu hvatbera og sidan
tengingu poly-ubiquitins vid p62 sem tengist sidan inn i sjalfsatsferlid i gegnum LC3. Talid er ad PINK1
studli ad pvi ad Parkin bindist ytri himnu hvatbera og midli pannig virkni pess (32). Stokkbreytingar i
genum proteinanna Parkin og PINK1 eru algengasta orsok peirrar gerdar Parkinsons sjukdémsins sem
er vikjandi arfgeng (32). Séu pessi prétein ovirk eru énytir hvatberar ekki brotnir nidur og safnast fyrir i
frumum og valda frekari skemmdum og virdast taugafrumur sérstaklega viokveemar fyrir truflunum a
pessu sbr. ofangreint.

BNIP3 er protein sem pott hefur athyglisvert m.a. fyrir tengsl sin vio baedi frumudauda og sjalfsat i
frumulinum (31). Stadsetning BNIP3 er bundin vid hvatbera pegar pad er oftjad og proéteinid inniheldur
hvatbera-midadar aminésyruradir og getur pvi bundist himnu peirra (31, 35). bad hefur sérstaklega verid
skodad i tengslum vid valkveett sjalfsat hvatbera i kjélfar sarefnispurrdar (3, 31). Hefur m.a. verid greint
fra pvi ad vid surefnispurrd fari af stad HIF-1a-had hvatberaat i trefjakimfrumum musafésturvisa (MEFS)
sem er talid naudsynlegt til ad takmarka upphledslu hvarfgjarnra sameinda (ROS) (19, 36). BNIP3
tengist sjalfsati hvatbera i edlilegum frumum (31, 37) en einnig i krabbameinsfrumulinum (38). ba er
talid ad BNIP3 eigi patt i afskautun hvatbera og sjalfsati i kjolfar medferdar med ceramide og arsenik
prioxids sem pekkt eru fyrir ad raska virkni hvatbera (31).

NIX (BNIP3-like), likt og BNIP3, er prétein sem finnst fyrst og fremst i eda vio hvatberana og pad
getur bundist himnu peirra. Hlutverk pess i frumudauda og sjalfsati hefur einnig mikid verid rannsakad
(31). Afvirkjandi stokkbreyting & NIX i forstigi raudra blédkorna leidir til pess ad ekki verdur sjalfsat a
hvatberum en nidurbrot hvatbera med pessum haetti er mikilveegur pattur i proskun peirra (31). Styring
a tjaningu NIX i kjolfar sarefnispurrdar hefur einnig verid rannsékud og i U20S beinsarkmeinafrumum

er umritun NIX stjérnad af, vel ad merkja, baedi strefnispurrd og p53 (31, 39).

23



1.2  Sjalfsat og hlutverk pess i meingerd krabbameina

I heilbrigdum vef er sjalfsat yfirleitt til stadar i litum meeli en eykst ef alag verdur & frumuna (basal
autophagy). Mérg krabbamein syna hins vegar aukid sjalfsat, hverjar sem adstaedur eru, t.d. po
naeringarastand sé gott (30). bad hafa pvi verid vangaveltur um i hvada tilgangi petta er og hvenaer
sjalfsat verndar likamann fyrir krabbameinum og hvenaer pad studlar ad lifun krabbameina (1, 30), sja
samantekt & mismunandi hugmyndum um petta & Mynd 3. Sumar rannsoknir hafa leitt ad pvi likur ad
sjalfsat i heilbrigdum frumum haldi nidri tioni sexlisvaxtar a.m.k. i akvednum liffeerum eda vefjagerdum.
Hugsanlega er p6 hlutverk sjalfsats sem aexlisvidhaldandi pattur veigameira en verndandi hlutverk pess
gegn tilurd krabbameina og er sjalfsat naudsynlegt moérgum krabbameinum til ad vidhalda hrédum
efnaskiptum sinum vid krefjandi adsteedur (40, 41) (sja einnig kafla um Hiutverk Ras i sjalfsati i
krabbameinum).

Stokkbreytingar i annarri samsaeetu erfdavisisins BECN1/ATG6, hvers préteinafurd & veigamikinn patt
i sjalfsati, eru algengar i krabbameinum brjésta og eggjastokka (12). Mys sem hafa afvirkjandi
stokkbreytingu i annarri samsaetu BECN1/ATG6 i 6llum vefjum hafa aukna tidni eitilfrumu- og brjésta-
krabbameina (12). barna er p6 ekki endilega beint orsakasamhengi milli krabbameinsvaxtar og truflunar
a sjalfsati (12) par sem Beclinl proéteinid hefur 6nnur hlutverk en bara pau sem tengjast sjélfsati, t.d. i
innfrumun (endocytosis) (40). Mys sem hafa mdsaik arfellingu a annarri samseetu annarra sjalfsats-
tengdra erfdavisa, t.d. ATG5, sem er sérteekari fyrir sjalfsat en BECN1, préa med sér morg gédkynja
aexli i lifur en ekki i 68rum liffeerum og hid sama a vid um mys sem hafa mésaik arfellingu & annarri
samsaetu ATG7 (40).

Sum eaexli virdast pvi reida sig & sjalfsat til pess ad vaxa enn frekar og dreifa sér eda pa ad adrar
stokkbreytingar purfa ad beetast vid til pess ad krabbameinid verdi illkynja. P6 virdist petta ekki svo
einfalt. broun gédkynja brisaexla yfir i illkynja vef i misum med Utslegid ATG5 eda ATG7 virdist truflud
i eexlum sem hafa einnig stokkbreytingu a KRAS aexlisgeni sem leidir til ofvirkjunar Ras bodleidar,
algengustu stokkbreytingar i briskrabbameinum (42). Sé P53 aexlisbeeligen einnig Gtslegid i misum sem
eru med Utslegid ATG7 og stokkbreytt KRAS snyst deemid hins vegar vid og illkynja krabbamein, PDAC
(pancreatic ductal adenocarcinoma), myndast fyrr en i misum med virkandi ATG7 (sja einnig kafla um
Tengsl Ras og sjélfsats i krabbameinum) (42).

Rannsoknir a krabbameinsmedferoum med efnum sem hafa ahrif & sjalfsat hafa i meira meeli beinst
aod sjalfsatshemjandi efnum frekar en sjalfsatshvetjandi efnum (43). Enda hefdu pau sidari heldur tilgang
sem forvorn gegn krabbameinum sé rétt ad aukio sjalfsat eigi patt i ad draga ar tilurd krabbameina.
Sérteek efni af hvorugri gerdinni eru p6 pekkt og hafa efnin sem notud eru i pessum tilgangi ymis énnur

ahrif i frumunni sja kafla um Efni sem pekkt er ad hafa ahrif a sjalfsat.
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Mynd 3. Ahrif sjalfsats & meingerd krabbameina. Orvar takna peetti sem yta undir tilurd eda framgang
krabbameina en linur med pveru striki takna peetti sem teljast hamlandi fyrir tilurd og framgang peirra.
Teikning og texti eru byggd a grein Liu og Ryan (1).

1.2.1  Axlisbeelipréteinio p53 og sjalfsat

TP53 eda p53 er prétein sem gegnir m.a. mikilveegu varnarhlutverki i frumum gegn nymyndun
krabbameina. Pad er midleegt i stjornun frumuhringsins og getur stédvad hann timabundid vid alag en
einnig styrt varanlegri stédvun frumuhrings og hrint af stad styréum frumudauda. Stédvun frumuhrings
gerir frumunni m.a. kleift ad gera vid skemmdir a erféaefninu og styrdur frumudaudi kemur i veg fyrir ad
frumur med 6aeskilega eiginleika haldi uppteknum heetti og fj6lgi sér. Olikir peettir geta kallad fram pessi
viobrogd préteinsins, s.s. skemmdir & erfdaefninu sem geta ordid vid geislun eda fyrir ahrif hvarfgjarnra
efna, surefnispurrd og oftjaning vaxtarhvetjandi proteina (t.d. Ras). Ein algengasta stokkbreyting i
krabbameinum manna er stokkbreyting & P53 erfdavisi enda tapar pa fruman mikilveegum varnarpaetti
gegn tilurd krabbameina (44).

P53 hefur einnig hlutverki ad gegna i sjalfsati. Pad getur virkjad umritun ymissa préteina hverra
starfsemi er vel skilgreind innan frumunnar og leida til aukinnar virkjunar sjalfsats, par & medal AMPK,
ULK1, ULK2 og TSC2 (1). ba styrir P53 einnig umritun préteinsins DRAM1 (damage regulated
autophagy modulator 1) sem leidir til aukins sjalfsats. Hlutverk pess proteins er ad 6dru leyti litid pekkt
en pad er fyrst og fremst stadsett i leysibolum og p53 virkjar umritun pess m.a. vid alag a erfdaefni (45).
Ofugt vid fyrrgreind ahrif p53 i kjarna til aukins sjalfsats pa hafa tilraunir & frumulinum manna og madsa
synt ad p53 sem stadsett er i umfrymi, hemur sjélfsat, 6fugt vid ahrif pess i kjarna (7) (Mynd 2).

Rosenfeldt et al rannsékudu samspil p53, Ras og sjalfsats i briseexlum musa (42). Mys med utsleginn
erfdavisi ATG7 (6virkt sjalfsat) og KRAS stokkbreytingu en edlilega starfandi P53 préudu med sér
fiolmargar forstigsbreytingar briskrabbameina (e. PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia)) en préun
yfir T illkynja briskrabbamein, PDAC (pancreatic ductal adenocarcinoma), var hins vegar litil sem engin.
Mys med edlilega starfandi ATG7 préudu hins vegar baedi med sér forstigsbreytingar og illkynja aexli
(42). Ef baeoi P53 og ATG7 voru utslegnir i misum med stokkbreytt KRAS, eda sjalfsat var hamio med
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CQ, préudu mysnar marktaekt fyrr med sér illkynja briskrabbamein samanborid vid mys sem héfou
edlilega starfandi sjalfsat (42). [ misum med Gtslegid P53 og stokkbreytt KRAS virdist sjalfsatshémlun
pvi flyta fyrir myndun illkynja aexlisvaxtar.

Hofundar sau kréftuga virkjun capase-3 og annarra lifvisa styrds frumudauda i misum med edlilega
starfandi p53 og er pvi ljost ad pad var aexlisbeelipréteinid sem hamladi pvi ad forstigsbreytingar yrou

illkynja en stada P53 haféi a sama tima ahrif a hvert hlutverk sjalfsats var i meingerd og préun aexlanna.

1.2.2 Tengsl Ras og sjalfsats i krabbameinum

Ras proteinum hefur adur verid lyst i kaflanum Bodleidir vaxtarpatta. Eins og nefnt var er bodleid Ras
préteina ad einhverju leyti tvibent m.t.t sjalfsats en vid hefdbundnar adstaedur hefur pad ébein hemjandi
ahrif & sjalfsat par sem pad virkjar PI3K-Akt bodleidina og Raf-1-MERK1/2-ERK1/2 bodleidina sem
fosfarylerar TSC1/TSC2 flékann. betta afléttir hemjandi ahrifum TSC1/TSC2 a mTORC1 sem & sinu
virka formi hemur sjalfsat (7).

I Ras-drifnum krabbameinum horfa malin ddruvisi vid. | mérgum peirra er sjalfsat aukid og sum
virdast beinlinis had sjalfsati (41, 46). | rannsokn Guo J.Y. et al kom fram ad i sumum Ras drifnum
krabbameinum var voxtur krabbameina hindradur verulega pegar sjalfsat var hamid med Utslaetti gena
naudsynlegum sjélfsati eda med sjalfsatshemlinum HCQ (hydroxychloroquine) (41). Pessar
visbendingar kveiktu hugmyndina um Ras-drifin eexli sem skotmark sjalfsatshemla. Tilgatur eru um ad
sjalfsatsfikn pessara krabbameina tengist m.a. sérstakri porf pessara krabbameina & pvi ad viohalda
heilbrigdi hvatbera en einnig takmorkudu frambodi & aminésyrum og fitusyrum til acetyl CoA
nymyndunar sem sjalfsat getur baett upp fyrir (30). Hafa pvi lika verid vangaveltur um ad lyf sem trufla
efnaskipti hvatbera geetu gert gagn i krabbameinum sem hafa ofvirkjun Ras bodleidarinnar (41). Ekki er

enn fyllilega pekkt med hvada heetti Ras bodleidin hvetur til sjalfsats pegar han er ofvirkjud.

1.3 Brjostakrabbamein

Brjéstvefir manna eru ad mestu samsettir Ur Kirtil-, fitu- og band-vef en hlutfall pessara patta er breytilegt
eftir aldri og likamsgerd folks. Mjélkurkirtlar preeda ganga um brjostin sem leida Gt ad geirvértunni padan
sem mjoélkin rennur i fullproskudum brjostvef. Milli kirtilvefs liggur sidan adallega fitu- og bandvefur en
einnig blaaedar, slagaedar, sogaedar, eitlar og taugar (47).

Brjostvefur kvenna er yfirleitt mun umfangsmeiri en karla. Hann verdur fyrir vidamiklum breytingum i
gegnum eaeviskeid peirra fyrir ahrif vaxtarpatta, p.a.m. kynhorména. betta skyrist af hlutverki brjésta
kvenna til framleidslu mjélkur fyrir ungvidid. Kynbundin proskun brjésta & sér stad strax a fosturskeidi
fyrir ahrif kynhormdnanna testosterons og estradiols a brjostvefinn og sidan i annad sinn vid kynproska
(47).

Krabbamein i brjéstum eru medal algengustu krabbameina i mannfélki. bau eru algengustu
krabbamein kvenna en um 30% krabbameina i konum eru brjéstakrabbamein (48). Ymsir ahaettupaettir
eru pekktir fyrir brjéstakrabbameini, svo sem aldur, erféapaettir, haerri aldur vid fyrsta barnsburd,
horménamedferd vegna tidahvarfa og einnig offita og hreyfingarleysi (48). Af arfgengum breytingum

sem auka ahaettuna a brjdstakrabbameini eru einna pekktastar afvirkjandi stokkbreytingar 8 BRCA1 og
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BRCAZ2 erfoapattum (48, 49) sem leida til mikillar dheettuaukningar & brjéstakrabbameini og ad visu
einnig & 6érum krabbameinum.

Brj6stakrabbameinum er i grofum drattum skipt upp eftir pvi hvernig pau afmarka sig, p.e.a.s. i
stadbundin (e. in-situ) eda ifarandi (e.invasive) annars vegar og hins vegar eftir eetladri vefjagerd eda
uppruna aexlisins. Stadbundin aexli afmarkast vid holrymi kirtilgangsins og vaxa ekki Gt fyrir grunnhimnu
pekjuvefs gangsins en ifarandi axli eru pau kéllud sem hafa rutt sér leid Gt fyrir grunnhimnuna (50).
Pessar upplysingar, asamt upplysingum um steerd eexlis, eitiimeinvérp og hvort krabbameinid hafi
meinvarpast til fjarlaegari stada i likama eru notadar til stigunar brjostakrabbameina sem er medal pess
sem nytist vid akvordun medferdar og mat a horfum.

Algengustu vefjagerdir brjiostakrabbameina eru krabbamein upprunnin ar frumum mjélkurgangna (e.
ductal carcinoma) og krabbamein Ur frumum mijélkurkirtlanna (e. lobular carcinoma) en sjaldgaefari eru
krabbamein sem eiga uppruna sinn i uppistéduvef (e. stroma) og teljast til sarkmeina. 70% stadbundinna
krabbameina (r mjolkurgangi tja estrégen vidtaka og 15-20% yfirtja HER2/neu aexlisgen (51). ba er
aexlisbaeligenid p53 stokkbreytt i 20-30% peirra og hefur ymist verid tengt sleemum eda géoum horfum
eftir tegund krabbameins og samhengi vio adra lifvisa (52).

Gerd hafa verid ymis flokkunarkerfi sem flokka krabbamein nidur a grundvelli sameindaliffreedilegra
lifvisa i peim tilgangi ad sérsnida medferd hvers sjuklings ad eiginleikum krabbameinsins. Ber par helst
ad nefna ,the intrinsic subtype model* eda flokkunarkerfi eftir innri undirgerd, tjaningu akvedinna gena
sem byggir & rannsékn Perou et al par sem genatjaning 38 brj6éstakrabbameina var skodud med
orfldgutaekni (51). Ur peim gégnum voru banir til 4 flokkar sem hver um sig hefur élika eiginleika m.t.t.
m.a. lifunar, aexlisgradu og algengi:, ,luminal“, ,Her2", ,basal-like” og ,normal breast* og sidar hafa
frekari rannsoknir leitt til pess ad i ndverandi atgafu af pessu kerfi er brjéstakrabbameinum skipt i sex
undirgerdir: Luminal A, luminal B, Her2-enriched, basal-like, normal breast og claudin-low. bessi flokkun
er ekki komin i fulla notkun i kliniskri vinnu enn sem komid er, vegna kostnadar en einnig vegna pess
ao adferdin hefur ekki verid stoolud ad fullu. Samt sem adur hefur pessi flokkun aukid skilning a edli

brjéstakrabbameina og hjalpad vio rannséknir & nyjungum i medferd peirra (51).

1.4 Briskrabbamein

Brisio er liffeeri med hlutverk hvoru tveggja sem hluti af innkirtlastarfsemi likamans og sem Utseytandi
(e. exocrine) kirtill sem framleidir meltingarhvata. Frumur Langerhans eyja briskirtilsins framleida
horménin insulin, sématdstatin og glukagon og seyta peim Ut i blédid. Krabbamein Ur pessum hluta
brissins eru kollud eyjafrumuaexli (e. islet cell tumor), pau eru fremur sjaldgeef og ekki meginefni
pessarar rannsoknar.

pragufrumur (e. acinar cells) brissins gegna utseytandi hlutverki pess og seyta trypsinégenum,
amylasa og lipasa. bessum lithvétum (e. enzymes) er seytt Gt i brisgangana og skila sér padan Ut i
skeifugdrnina.

Pekjufrumur (e. epithelial cells) mynda og pekja rasir og ganga brissins, paer seyta bikarbonati,
trypsin-hemlum og slimpréteinum og verja pannig brisid fyrir eigin frumuleysandi hvétum. |

pekjufrumunum er talid ad megnid af illkynja eexlum briskirtils eigi uppruna sinn.
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Briskrabbamein eiga sér eins og 6nnur krabbamein stadbundid forstig sem samkvaemt skilgreiningu
er afmarkad af landamaerum brisganganna. bessi forstig hafa verid kollud PanINs (innanpekju bris-
aexli). bau geta vid frekari stokkbreytingar eda breytta tjaningu erfdaefnis 6dlast eiginleika til pess ad
vaxa hémlulaust. /Axlin rjufa pa landameeri kirtilgangsins, verda ifarandi og geta meinvarpast (44).
PanINs eru algengari i hofdi briskirtilsins, likt og briskrabbamein og hafa morg stokkbreytingar sem
einnig er algengt ad sja i ifarandi briskrabbameinum. Oft ma sja fjdlda PanINs i briskirtli par sem ifarandi
briskrabbamein hefur greinst og er pa axlunum lyst sem ,multifocal” (53, 54).

Briskrabbamein eru med illvigustu krabbameinum mannsins. Pau eru um 2% allra krabbameina
hérlendis en eru pratt fyrir pad fimmta algengasta danarorsok krabbameina & islandi & eftir mun
algengari krabbameinum (48). Orsok pess er m.a. talin vera s ad briskrabbamein greinast oft seint par
sem pau valda yfirleitt ekki miklum einkennum hja sjuklingi & fyrstu stigum. bau hafa pvi gjarnan pegar
dreift sér vid greiningu og su medferd sem stendur til boda i dag dugar skammt vid dreifdu krabbameini.
Einnig er talid ad pad skyrist ad einhverju leyti af eiginleikum og edli briskrabbameina hversu snemma
pau meinvarpast til eitla og annarra liffaera og eru gjarnan 6neem fyrir lyfjamedferd (48, 55). Upplysingar
um steerd aexlis, dreifingu i eitla og hvort til stadar séu fjarlaeeg meinvorp eru notadar til stigunar og nytast
vid akvordun medferdar og mat & horfum. A arunum 2006-2010 var aldursstadlad nygengi
briskrabbameins & islandi 5,7 af hverjum 100.000 kérlum og 5,3 af hverjum 100.000 konum. Medalaldur
vid greiningu hérlendis var 69 ar. Af pekktum aheettupattum eru einna helst reykingar og alkéhél en
einnig er talid ad ofpyngd og mikil fituneysla geti aukid dhaettuna a briskrabbameini (48).

AExlisgenid K-RAS er ofvirkt i yfir 90% krabbameina sem eru upprunnin ar briskirtiigangi (PDAC,
pancreatic ductal adenocarcinoma) sem er algengasta gerd briskrabbameina (56). Fjallad er nanar um
Ras bodleidina i koéflunum Bodleidir vaxtarpatta og Tengsl Ras og sjalfsats i krabbameinum en Ras
ofvirkjun eykur moguleika sexlisins & ad vaxa og dreifa sér og er talid vera eitt fyrsta og mikilveegasta
skrefid i tilurd stors hluta briskrabbameina (46). Til pessa hafa tilraunir til pess ad stddva framgang
briskrabbameina med efnum sem eiga ad hemja Ras bodleidina pvi midur ekki gengid vel. bvi hafa
rannsakendur undanfarid i auknum meeli beint sjonum ad préteinum sem koma vid ségu sidar i bodleid
pess (56). AExlisbeeligenid P53, styriprétein frumuhrings, sem adur er lyst, hefur évirka stokkbreytingu i
um 30% briskrabbameina en hlutfall évirks p53 er heerra pegar litid er til pess ad starfsemi préteinsins
getur einnig raskast med 6beinum heetti i krabbameinum (57).

Bryn porf er & nyjum moguleikum i medferd briskrabbameina. | einungis 15% tilfella er krabbameini®
skurdteekt og jafnvel pegar axlid er fjarleegt og medferdinni fylgir lyffamedferdo med eda an
geislamedferdar eru horfurnar ekki gédar med lifun upp & midgildi tveggja ara. | leit ad nyjum
medferdarmoguleikum hefur verid bent & naudsyn pess ad beina kastljésinu ad fleiri pattum aexlanna
en einungis krabbameinsfrumunum. Par hefur m.a. verid horft til samspils uppistéduvefs og

krabbameinsfrumna (43).

1.5 Hilutverk uppistéduvefs i meingerd krabbameina

Krabbameinsaexlum svipar moérgum frekar til liffaera ad samsetningu frekar en einfalds vefs. b.e.
vefurinn er misleitur og samsettur ar frumum af mismunandi uppruna sem margar pjona krabbameininu

a einhvern hatt & medan adrar eru par sem hluti af vérnum likamans gegn adskotahlut.
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Uppistoouvefur (e. stroma) krabbameinssexla er pannig oft fjdlskridugur og getur m.a. verid
samsettur Gr eitilfrumum, aedafrumum, taugafrumum, trefiakimfrumum og utanfrumuefni. |
uppistéduvefnum er ad finna urmul bodefna, vaxtarpatta, lithvata, byggingarefna og urgangsefna sem
oll hafa ahrif a uppbyggingu aexlisins og meingerd (55).

Akvednar frumur virdast geta haft ahrif & og styrt sjalfsati i adliggjandi frumum. Sumar
krabbameinsfrumur virdast t.d. hafa pennan eiginleika. bekkingu skortir hvad vardar vixlverkun milli
trefjakimfrumna, eitilfrumna og aedapelsfrumna og sjalfsats i krabbameinsfrumum og hvernig peim
bodskiptum er midlad. Buchser et al syndu ad T-eitifrumur i reekt geta o©rvad sjalfsat i
krabbameinsfrumum og virdist 6rvunin par fyrst og fremst velta a snertingu milli frumna frekar en seyttum
pattum utan frumna en rannsoknin syndi ad krabbameinsfrumur i reekt sem héfdu komist i snertingu vid
T-eitilfrumur poldu betur y-geislun (58). P& syndu Sanchez et al ad mesenchymal stofnfrumur (MSC)
sem hofdu verid sveltar i sermislausu aeti, 6rvudu voxt i eexlum (MCF-7 frumulina notud sem graedlingur)
sem graedd hoéfou verid i 6Gnaemisbaeldar mys og hindrudu styrdan frumudauda i krabbameinsfrumunum.
Stofnfrumurnar brugdust vid svelti i reekt med sjalfsati og studladi pad ad lifun peirra. Vid sveltid seyttu
paer einnig pattum sem studla ad vexti og hindra styrdan frumudauda (m.a. TGF-p og IGF-1) og hafdi
aeti, sem stofnfrumurnar héfou verid i, einnig vaxtarérvandi ahrif a aexli i misunum (59).

Sum eaexli krabbameina eru rik af trefjakimfrumum (fibroblasts). Pegar magnid er dberandi mikid i
briskrabbameinum er talad um ad eexlid syni ,desmoplasiu“ en pad visar til péttra flaka af
trefjakimfrumum og millifrumuefni. Bris- og brjéstakrabbamein eru krabbamein sem virdast sérstaklega
gjérn a ado hafa rikulegt magn af trefjakimfrumum (60). Trefjakimfrumur sem liggja adleegt
krabbameinsfrumum eru sérstakur hopur frumna sem skera sig Ur fra 6orum trefjakimfrumum i aexli.
paer hafa pvi verid kalladar CAF (cancer associated fibroblasts) til adgreiningar fra 6drum
trefjakimfrumum. [ briskrabbameinum eru paer jafnan kalladar PSC (pancreatic stellate cells) (61). CAFs
eru po ekki einsleitur hépur eins og sja ma af mismunandi tjaningu préteina i peim. Sumar virdast komnar
fré4 neerliggjandi bandvef, hafa eiginleika sléttra vddva (e. myofibroblasts) og tja SMA (a smooth mucle
actin), adrar hafa tjaningu sem bendir til uppruna i umbreyttum pekjufrumum og sumar virdast komnar
fra beinmerg (60).

Krabbameinsfrumur briss seyta vaxtarpattum, TGF-B (transforming growth factor), PDGF (platelet
derived growth factor) og FGF (fibroblast growth factor) og pessir paettir 6rva CAFs m.a. til aukinnar
framleidslu kollagens (62). betta gerir bandvefinn stifari og stif undirstada er m.a. talin audvelda
krabbameininu ad meinvarpast (63). ba hafa sumar rannsoknir bent til efnaskipta-samtvinnunar
(metabolic coupling) milli krabbameinsfrumna og CAFs sem studlar ad framgangi krabbameinsins (sja
Mynd 4). Deemi um petta samspil er pegar CAF frumur stunda i auknum meeli gerjun og sjalfsat i
samanburdi vid adrar trefjakimfrumur. Peaer seyta pa mjolkursyru, ketbnum og amindsyrum sem
krabbameinsfrumurnar taka upp og nota til pess ad vidhalda hrédum vexti sinum (3, 64).
Krabbameinsfrumur eru sidan taldar geta 6rvad neerliggjandi CAFs til sjalfsats, m.a. hvatberaats, med
pvi ad losa it ammoniak sem verdur til vid glitamindlysu (46).

Uppistoouvefur krabbameina a pvi oft stéran patt i meingerd og framvindu peirra (60) og er
uppistdduvefurinn ekki einungis talinn hafa ahrif & voxt og vidhald heldur einnig & naemi krabbameinsins

fyrir medferd og eins og adur sagdi, a moguleika pess til ad meinvarpast (3, 55, 63).
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Mynd 4. Teikning af samspili krabbameinsfrumna og trefjak imfrumna adlaegt peim
(CAFs). Byggt a teikningu i grein Boya et al (3).

1.6 Sjalfsat i krabbameinsaexlum — fyrri rannséknir

pratt fyrir ad sjalfsat hafi verid mikid rannsakad i tengslum vid krabbamein hafa langflestar pessara
rannsokna verid gerdar & raeektudum frumulinum eda i dyratilraunum, likt og komi® hefur fram. Minna er
um rannsoknir a aexlum Ur sjiklingum. P6 hafa nokkrar slikar verid gerdar og hafa adferdirnar verid
mismunandi. P& hafa adferdirnar einnig proast sidastlidin ar i takt vid leidbeiningar fraeedimanna a svidi
sjalfsats (27).

Sivridis et al. lystu motefnalitun fyrir LC3 i 102 brjosta-krabbameinsaexlum. beir skilgreindu 4 6lik
mynstur litunar og komust ad pvi ad horfur sjuklinga voru mismunandi eftir pvi hvernig mynstur sast vid
litun & krabbameinunum. Hépurinn fann einnig dlika fylgni milli mynstra litunar og patta hefébundinnar
vefjagreiningar s.s. eexlisgradu, eitiimeinvarpa og litunar fyrir hormona-vidtokum (65). Su adferd peirra
ad greina mynstur litunar i stad pess ad stiga styrk LC3 punkta i frumunum hefur ad visu ekki ddlast
sess.

I grein sem birtist &rid 2007 greindu Sato et al fra rannsokn sinni & 65 vefjasynum ristilkrabbameina
m.t.t. LC3. bar var pvi lyst ad LC3 vaeri almennt tjad i meira meeli i krabbameinsfrumum en adliggjandi
vef. beir stadfestu, med rafdreetti, ad adallega veeri um LC3-1l ad reeda, prétein sem verdur til i
sjalfsatsferlinu og sest utan a sjalfsatsboélur (66).

Fuji et al lystu pvi 2010 i rannsékn sinni a sjalfsati i briskrabbameinsaexlum ad sterk litun a LC3 i
krabbameinsfrumum tengdist verri horfum en veik eda engin litun (67). Sa hopur notadist einungis vid
styrk litunar samanborid vid taugafrumur (sem litast mjog sterkt) en ryndu ekki i hvort litunin veeri dreifd
um umfrymi eda i punktum.

Ma, X.H. et al lystu i grein sem birtist 2011, rannsékn & 12 vefjasynum sortugexla. Synin voru fengin

ar sjuklingum sem voru i lyfjamedferd med temozolomide (DNA alkylerandi efni) og sorafenib (tyrésin
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kinasa hemill). Sjalfsat var metid med talningu a sjalfsatsbolum i rafeindasmasja og pau syni sem syndu
mikid sjalfsat (>6 bolur per fruma) svorudu lyfjamedferdinni verr og sjuklingarnir lifdu skemur midad vio
sjuklinga sem héféu haft sortusexli sem syndu minni merki um sjalfséat (68).

Nokkrir rannsakendur hafa gert tilraun til ad nota lifvisa sjalfsats i krabbameinum sem breytu i
Utreikningi & horfum. Bent hefur verid a ad mikilvaegt sé ad rannsaka akvedna ahrifapaetti i pvi samhengi
og par eru efst 4 lista aexlisprotein og aexlisbaeliprétein (16). Pvi akvadum vid sem stédum ad pessari
rannsokn ad gera ekki einungis métefnalitun fyrir lifvisum sjalfsats i aexlum heldur einnig
stokkbreytingargreiningu og litun fyrir p53 aexlisbaelipréteini og motefnalitun fyrir midlaegri afurd ar Ras
aexlispréteina-fjolskyldunni, p-Raf-1 sem eins og adur var nefnt, er talid ofvirkt i stérum hluta
briskrabbameina. Vid vildum pa einnig skoda hvort vid saejum tengsl vid adra meinafraedilega peetti svo

sem steerd, eitiimeinvorp og ofgnétt bandvefs.

1.7 Efni sem pekkt er ad hafa ahrif a sjalfsat

Ymis lifvirk efni eru pekkt sem hafa ahrif & sjalfsit og ma par m.a. nefna bafilomycin,
hydroxychloroquine, rapamycin og Usninsyru. Hér verdur fjallad um hydroxychloroquine og Gsninsyru

sem deemi um sjalfsatshemjandi efni.

1.7.1  Hydroxychloroquine
Hydroxychloroquine (CQ) er gamalt, 6dyrt Iyf sem hefur verid og er stundum enn, notad vid malariu,
lidagigt og hefur einnig verid rannsakad sem 6neemis-stillir (e. immunomodulator) i HIV smitudum. bad
hemur virkni leysibélna med pvi ad koma i veg fyrir syringu peirra og hindrar pannig nidurbrot a
sjalfsatsbélum, ekki Gsvipad og ahrif Gsninsyru sem fjallad er um i naesta kafla. Pad er pvi m.a.
sjalfsatshemill. Margar lofandi rannsoknir hafa verid gerdar & CQ & krabbameinsfrumum i raekt (69). |
pessum rannséknum hefur komid fram ad pad eykur neemi krabbameinsfrumna i reekt baedi fyrir ahrifum
geislunar og einnig eykur pad naemi krabbameinsfrumna i reekt fyrir ynsum krabbameinslyfjum (5-FU,
tamoxifen, paclitaxel, vinblastine o.fl.) (69). Wu Z et al notudu sjalfsatshvetjandi efnid saracatinib og
sjalfsatshemjandi efnid CQ i sinum rannséknum (70). Saracatinib hemur Src tyrésin kinasa en pad er
ensim sem tekur patt i bodleidum vaxtar sem tengjast ahrifum kynhormona. Src tyrosin kinasi getur
virkjad vaxtarbodleidir an adkomu kynhormona og er ofvirkjun & pvi pekktur en sjaldgaefur pattur i vexti
ymissa krabbameina (70). Saracatinib, med ahrifum sinum & Src kinasa, hemur Akt/mTOR bodleidina
og hvetur pannig til sjalfsats (70). Wu Z et al syndu ad saracatinib hvetur til sjalfsats i frumum i reekt og
haegir & frumuvexti. Frumur i reekt medhondladar med saracatinib med CQ olli hins vegar auknum
frumudauda og syndi sig ad stor hluti frumna virkjadi styrdan frumudauda. Frekari tilraunir syndu ag, i
musum med igreedd blédruhalskirtiiskrabbamein sem fengu saracatinib, drég Gr vexti aexla um 26%,
samanborid vid vidmid. Ef gefid var CQ med saracatinib drogst aexlisvoxtur hins vegar saman um 64%
og pegar axlisfrumur voru skodadar kom i ljos ad fjoldi frumna i styréum frumudauda var prefaldur i
CQ+saracatinib hépnum m.v. vidmid og tvofaldur m.v. mys sem adeins fengu saracatinib (70).

i kjolfarid hefur farid i gang fjoldi kliniskra rannsékna & ahriftum CQ i krabbameinssjuklingum og i dag
eru i gangi yfir 30 kliniskar rannséknir & notkun CQ i krabbameinssjukum samkvaemt gagnagrunni

bandarisku heilbrigdisstofnunarinnar (71). Nidurstédur margra peirra eiga enn eftir ad birtast en peer
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sem hingad til hafa birst valda vissum vonbrigdum og undirstrika kannski ad pekkingu skortir a pvi i
hvada samhengi best sé ad nota lyfid. Hugsanlegt er ad par komi ad notum meelingar a lifvisum fra
krabbameinunum sjalfum likt og sannast hefur af arangri pess ad nota estrégen vidtakahemla (t.d.
tamoxifen) og HER2/neu vidtaka hemla (t.d. trastuzumab) einungis pegar pad er videigandi. b.e. annars
vegar i eexlum par sem krabbameinsfrumurnar tja estrégen vidtaka og hins vegar pegar HER2 vidtakinn
er oftjadur (72).

Nylega var gerd fasa Il rannsokn a ahriftum HCQ i 20 sjuklingum greindum med briskrabbamein.
Sjuklingar héfdu adur verio medhondladir med hefdbundinni lyfjamedferd vid briskrabbameini (2 karar)
og voru allir med langt genginn sjukdom med meinvérpum. Haekkun & LC3Il a rafdraetti préteinsins Ur
eitifrumum var notad sem merki um ad tekist hefdi ad stédva sjalfsat. Sjuklingar fengu af efninu ymist
400 mg, 2 sinnum a dag p.o. (um munn) eda 600 mg, 2 sinnum & dag p.o. Nidurstédur bentu til pess ad
misjafnt var hvort efnid hefdi tileetlud ahrif. | 5 sjuklinganna syndu eitilfrumur aukid sjalfsat (tvéfalt magn
LC3Il m.v. aktin) og voru ahrifin meiri hja peim sem fengu 1200 mg a dag (eitilfrumur i 4 af 9 syndu
aukid sjalfsat) heldur en i peim sem fengid hofou 800 mg a dag (eitilfrumur i 1 af 4 syndu aukid sjalfsat).
I pessari ranns6kn hafdi HCQ hverfandi eda engin maelanleg ahrif 4 framgang sjukdémsins (2 manada

PFS (progression free survival)) (73).

1.7.2  Usninsyra

Usninsyra er efni sem finnst i nattarunni i lifverum sem kalladar eru fléttur en fléttur eru sambyli sveppa
og ljéstillifandi érvera. Usninsyra er dibenzofuran afleida og er ein mest rannsakada tegund fléttuefna
en pad eru pau lifvirku efni kollud sem fundist hafa i fléttum. I nattarunni hefur Usninsyra fundist i
fléttutegundunum Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina og Evernia. Han var fyrst einangrud
arido 1844 en hefur sidan verid notud i ymsum tilgangi a almennum markadi, t.d. i ilmvétn, sélarvarnir,
munnskol, svitalyktareyda og tannkrem (74). | sumum tilfellum sem rotvarnarefni en einnig til pess ad
hafa ahrif & bakteriufléru i munni, med tilvisan i pekkt ahrif hennar & bakteriuna streptococcus mutans
(75). Neysla & asninsyru ymist einnar og sér i feedubdtaefni eda med 66rum efnum er talid hafa valdio
nokkrum tilfellum af alvarlegum lifrarskada i ménnum (76).

Rannsoknir a Gsninsyru, m.a. hérlendis, hafa leitt i ljos afskautandi ahrif hennar & hvatbera
dyrafrumna (77, 78). Lifrarskadandi ahrif Gsninsyru ma liklega rekja til pessara ahrifa og uppsoéfnunar
hennar i lifur. Truflun a starfsemi hvatbera leidir til aukins oxunaralags i frumum vegna aukinnar
myndunar hvarfgjarnra sameinda (77). Usninsyran er fituleysanleg sameind og getur pvi farid i gegnum
himnur frumna, par & medal himnur hvatbera. bessi eiginleiki hennar getur valdid afskautandi hringras
i hvatberum. Er han berst inn i matrix hvatbera losnar fra henni réteind (sja Mynd 5). HUn getur sidan
sveimad Ut Ur matrix hvatbera og pegid réteind ad nyju pegar hdn berst utan pess. Pannig myndast
hringras sem vinnur gegn roteindastigli sem proteinflokar hvatberans (complex I-IV) mynda og knyja
ATP-asann (complex V). bad verdur pvi orkupurrd par sem framleidsla & ATP, helsta orkuefni

frumunnar, truflast.
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Mynd 5. Teikning af verkun Gsninsyru i hvatberum. Talid er ad sninsyran (US) afskauti hvatbera med pvi

ao skutla réteindum ar IMS (intermembrane space) yfir i matrix gegn réteindastigli sem préteinflékar hvatberans
(complex I-IV) mynda. Myndin er byggd a grein Joseph et al. (8).

A pennan hétt er talid ad Gsninsyran: Valdi afkplun éndunarkedju hvatbera (77, 78), hefti voxt og
skiptingu frumna (78), valdi laekkun & magni ATP (79) og virkjun a AMP kinasa (79). P& hefur einnig
komid i lj6s ad Usninsyran veldur uppséfnun a sjalfsatsbélum i umfrymi sem skyrist ad hluta af ahrifum
hennar a orkubuUskapinn en einnig af truflandi ahrifum hennar a syringu leysib6lna og par med a
nidurbrot sjalfsatsbdlna (2).

1.7.3  Onnur efni

Liklega hafa fjolmoérg efni og Iyf &hrif & sjalfsat med 6beinum eda beinum heaetti og méa sja deemi um
nokkur i téflu 1. I mérgum tilvikum koma vid ségu bodleidirnar sem syndar eru & mynd 2 um bodferla
sjalfsats. Svo ahrif nokkurra peirra séu nanar Utskyrd pa hefur sykursykislyfid metformin t.d. sjalfsats-
hvetjandi ahrif & frumur sem rakid er til virkjunar AMPK (9). Krabbameinslyfid vinblastine er érpipluhemill
og hemjandi ahrif pess 4 sjalfsat ma rekja til pess ad pad hemur samruna sjalfsatsbdélna og leysibdina.
Minna rannsakad en ekki sidur athyglisvert er ad mikid notud lyf eins og haprystingslyfid verapamil, og

kvida- og punglyndis-lyfid flloxetin virdast hafa sjalfsats-hvetjandi ahrif a frumur i reekt (5).

Sjalfsats-hvetjandi efni Sjalfsats-hamlandi efni
Metformin Hydroxychloroquine
Tamoxifen Usnin syra

Rapamycin/rapalogs* Vinblastine
Arsenic trioxide Bafilomycin
Verapamil Asparagine
Fluoxetine Nocodazole
Tafla 1. Daemi um efni sem hafa ahrif 4 sjalfsat . *Rapalogs =
everolimus, temsirolimus og deforolimus sem 6ll hemja mTORCL. (5) (9)
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2 Markmiod

I pessari rannsokn var leitast vid ad svara peim spurningum sem kviknad hafa vid fyrri rannsoknir
hoéfunda & ahrifum Gsninsyru a krabbameinsfrumum i raekt.
Markmidio med pessari rannsékn var ad:
1. Athuga ahrif asninsyru & fjolda sjalfsatsbélna i krabbameinsfrumum i raekt.
= Athuga hvort uppsofnun sjalfsatsbélna eftir Utsetningu fyrir Gsninsyru verdi vegna truflunar
a proskun peirra.
2. Kanna sjalfséat i vefjasynum krabbameinsaexla briss og brjosts.
»= Greina tjaningu lykilpréteina sjalfsats, orkublskaps og surefnispurrdar.
» Kanna tengsl sjélfsats vid aexlisdrifandi og eexlisbeelandi peetti krabbameina.
» Kanna tengsl ofangreindra patta og upplysinga krabbameinsskrar og rannsoknarstofu i

meinafraedi um aexlin, t.a.m. steerd, dreifingu og hormdnavidtaka.
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3 Efni og adferdir

3.1 Leyfi til rannsokna

Fengin voru leyfi fyrir rannsékninni fra Visindasidanefnd (tilvisunarnr. 11-155), Krabbameinsskra (bréf
dags. 28.01.2013) og Persénuvernd (endurutg. 2013, tilvisunarnr. 2012/056).

3.2  Frumulinur

Tveer frumulinur voru valdar i upphafi pessara rannsékna sem fulltriar tveggja 6likra krabbameinsgerda.
Capan-2 (krabbameinsfrumulina Ur brisi) er 6nnur frumulinan sem notud var i pessari rannsékn en hin
tjair eexlisbaeligenid p53 med edlilegum heetti (80). Hin frumulinan sem notud var, T47-D
(krabbameinsfrumulina Gr brjosti), er med afvirkjandi stokkbreytingu & p53 (81). Nanari Gtlistun & edli

pessara frumulina ma sja hér ad nedan.

3.2.1  Frumulinan Capan-2
Capan-2 frumulina (HTB-80 (human tissue bank)) var fengin fra frumubanka ATCC (American Type
Culture Collection) i gegnum LGC Promochem. Frumulinan var upphaflega einangrud ar 33 ara gémlum
karlmanni og hefur verid i raektun fra 1975.

betta er syndarprilitna mannafrumulina Gr slimseytandi briskirtiigangskrabbameini med
litningatoluna 69 i 24% fruma. Onnur algeng litningatala er 65-70. Um 7% frumanna hafa hzerra

litningamargfeldi. Frumulinan hefur ymsa pekkta erfdafreedilega eiginleika (80):

Parad brottfall & p22 4 litningi eitt.

Parada yfirfeerslu & 8q og 11q.

Paradan vidsnaning & 14q.

K-RAS med mislestursbreytingu i takna 12.

Einfaldan vidsnuning a 7p.

2 T o

Edlilegt p53 gen.

3.2.2 Frumulinan T47-D
T47-D (HTB-122) var einnig fengin fra frumubanka ATCC i gegnum LGC Promochem. Frumulinan var
upphaflega einangrud ar 54 ara kvenmanni og hefur verid i reektun fra 1979. Frumulinan hefur ymsa

pekkta erfoafraedilega eiginleika (81):

1. Neer prilitna mannafrumulina Gr brjéstakirtiigangskrabbameini med litningatéluna 65 i 50% fruma.
2. 8 stokkbreytingar. 7 paradar og 11 stakar. M.a. porud yfirfeersla a 8q og 14q, 9q og 17q, 10q og
17p.
Frumulinan tjair eexlisgenid WNT7B.
4. P53 gen hefur afvirkjandi stékkbreytingu.

37



3.3 Viohald frumuraektar

Oll medhondlun frumna for fram i sotthreinsudum loftskap med siudu loftstreymi (Gelaire Flow
Laboratories, 20090 M, ltaly). Capan-2 frumulinan var raektud i 4 mL RPMI 1640 aeti med 10% af sermi
fengio Ur kalfafostri (FBS) og 0,5% P/S (Penicillin/Streptomycin). T47-D var reektud eins og Capan-2 ad
viobeettu 0,01 mg/mL insulins. Ati, sermi og syklalyf fengid fra GIBCO™ Invitrogen. baer voru reektadar i
hitaskap (Thermo Forma) i 95% raka og 5% CO2 vid 37°C i 50 mL FALCON® fldskum (Becton Dickinson
Labware) & flétu yfirbordi. Annan eda pridja hvern dag var skipt um aeti & frumunum. Pegar frumurnar fylltu
botninn var peim skipt upp og umsad. Capan-2 var skipt upp i hlutféllunum 1/6 en T47-D i 1/20 samkveemt
radleggingum framleidanda. Frumurnar voru pa skoladar med PBS (phosphate buffered saline), leystar
upp med 1 mL af trypsini/EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) bléndu og virkni trypsins hindrud med
25 uL STI (soyabean trypsin inhibitor, trypsin hemill unninn Gr sojabaunum, Sigma-Aldrich).

Vid uppskiptingu var flot sogad af floskum, skolad tvisvar med PBS og sogad af. Pipetterad 1 mL af
trypsini/EDTA & hverja flosku og sett i hitaskap i 3-7 minatur og pa settir 25 yL af STI. Ef paer losnudu
illa var farid med frumuskdofu og peer losadar varlega af. Skilid i vindu (Hermle Labortechnik Z300) i 3
minatur vio 2000 RPM (revolutions per minute). Flot sogad og frumur leystar upp i 1 mL aetis og skipt
nidur & floskur. Beaett vid 3 mL eetis & hverja flésku auk 20 pL insulins & T47-D frumulinuna.

Vid frumutalningu voru frumur skoladar med PBS lausn og trypsin notad til pess ad losa frumur fra
undirlagi og sidan trypsin hemill, STI/EDTA. Syni sidan skilid, flot sogad og frumur leystar upp i aeti.
Talid i ljossmasja med Trypan Blue (Sigma) & talningagleri (Marienfeld). Frumur sem litudust blaar voru
ekki taldar. Fjoldi fruma deildur nidur & rammal og einnig umreiknad vegna pynningar. Fékkst pa magn

i frumum & hvern mL.

3.4 Vinnsla usninsyru ur hreindyrakrokum

Usninsyra var fengin fra rannsoknarstofu lyfjafreedideildar vid Haskoéla islands. bar haféi han verid
einangrud 0r hreindyrakrékum (Cladonia arbuscula) sem voru tindir & ymsum st6dum neerri
hofudborgarsvaedi islands (78). Usninsyran var eftir einangrun leyst upp i dimetyl sulfoxidi (Merck, 2951)

og geymd i keeli vid 5-7°C.
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3.5 Mbotefni

i eftirfarandi toflu er ad finna heiti métefna sem notud voru vid rannsoknina. Tekinn er fram framleidandi,
lotundmer, dyrategund sem motefnid er framleitt i, hvort motefnid sé fjdlstofna eda einstofna,
lifverusértaekni métefnis og fyrir 1° matefnin er tekid fram hvada pynning var notud par sem stundum
parf ad bregda ut fra leidbeiningum framleidenda. Vid notkun 2° moétefna var studst vid leidbeiningar

framleidenda vid pynningu (sja Toflu 1).

Métefni Framleidandi Oyr Gerd Pynning Lifverusértaeki

1° métefni

lgG LC3B Cell Signalling, #3868 Kanina |Einstofna |1:1000 Menn, mys, rottur
IgG ph-AMPKa Cell Signalling, #4188 Kanina |Einstofna |1:250 Menn, mys, o.fl.
IgG p62 Enzo LS, #PW9860 Kanina [Fjolstofna |1:1000 Menn

lgG ph-Raf-1 Millipore, CAT# 05-534 Rotta Einstofna  |1:250 Mys

IgG p53 DakoCytomation, M7001 Mus Einstofna |1:25 Menn

lgG HIF1-q St. Cruz Biotechnol., sc-13515 Mus Einstofna |1:10 Menn

2° motefni

IgG bi6tinylerad Vector Labs #PK-4004 Kanina [E/T Leiob. framl.  [Rottu

IgG Alexa Fluor Invitrogen, #A11070 Geit E/T Leiob. framl.  |Kaninu

Tafla 2. Motefni sem notud voru vid rannséknina.

3.6 Aodferair til mats a sjalfsati og framvindu pess

Hopur rannsakenda & svidi sjalfsats hefur i tvigang (arin 2008 og 2012) gefid Gt leidbeinandi greinar um
aoferdir til mats a sjalfsati (16, 27).

Nokkud sem hefur verid 16g0 sérstok ahersla & i leidbeiningunum er ad aukid magn sjalfsatsbdélna i
umfrymi er ekki endilega pad sama og aukid flaedi gegnum sjélfsatsferlid. Roskun a sidari stigum
sjalfsats, t.d. & syringu leysibdlna, flutningi eftir drpiplum eda sameiningu leysi- og sjalfsats-bolu, getur
aukio magn sjélfsatsbélna og naegir magn peirra pvi eitt og sér ekki til ad fullyrda ad sjalfsat sé aukio.
Pess vegna pykir mikilveegt, einkum vid rannséknir & areiti sem hefur ahrif & sjalfsatsferlid, ad skoda
einnig lifvisa sem gefa til kynna streymi i gegnum ferlid.

I B.Sc. ranns6kn hoéfundar voru krabbameinsfrumulinur skodadar i rafeindasmasja fyrir og eftir
Utsetningu fyrir isninsyru og saust par visbendingar um ad efnid kalladi fram aukid magn sjalfsatsbolna
i frumunum. Akvedid var ad halda afram & svipudum slédum i rannsoknarverkefni styrktu af
Nysképunarsjodi Namsmanna sem sidar vard grunnur ad meistaraverkefni héfundar. Var pa magn
sjalfsatsboélna fyrir og eftir medhéndlun med Usninsyru, metid i lagsja i frumulinum T47D og Capan-2 i
reekt. Frumulinurnar héfou flirmétefnalitad LC3 protein og var notad myndgreiningarforritid ImageJ til
talninga & flarljomandi deplum. Maelingar a LC3 préteini er liklega mest notada adferdin vio skodun a
sjalfsati og hefur verid margnotud i vefjasynum og frumum i reekt. Samanburdurinn vid adrar rannsoknir
audveldar talkun nidurstadna sem er astaeda pess ad notast var vid meelingar & pessu proteini i
rannsokn hofundar.

Ein algengasta adferdin sem notud hefur verid til mats a streymi i gegnum sjalfsatsferlid er meeling
a proteininu p62 (sja kafla Sjalfsat) en hun var einnig st adferd sem einna fyrst var notud i pessum
tilgangi. Er pa magn p62 i viomidi borid saman vid syni sem verdur fyrir areiti. Magnio hefur pa m.a.

veri® meti® med western blot rafdraetti eda flirmétefnalitun. | ébirtum nidurstdodum skodadi hofundur
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magn p62 med western blot rafdreetti og syringu sjalfsatsbolna i lagsja i frumulinu T47D sem smitud
haféi veri®d med plasmidi tfLC3 (tandem tagged fluorescein protein mRFP-GFP-LC3). Margrét
Bessadottir, doktor i lyfjafreedi, endurtok meelingar a LC3 bdlum auk tfLC3 og skodadi einnig syringu
leysib6lna. ba gerdi hdn einnig tilraunir med frumulinu MCF-7 og edlilegar trefjakimfrumur (2).

Pegar hafist var handa vid pessa rannsékn var [itid um ad streymi gegnum sjélfsatsferlid veeri
sérstaklega skodad i paraffinerudum vefjasynum. Samanburdur & styrkleika p62 litunar er p6 mégulegur
milli syna og milli krabbameinsfrumna og adliggjandi edlilegs vefs. Sterk litun i samanburdi vid énnur
syni er pa hugsanlega visbending um truflun i sjélfsatsferlinu. Okkur pétti einnig ahugavert ad vita hvort

samband fyndist milli tjaningar p62 i vefjasynum og tjaningar annarra lifvisa sem hafa ahrif & sjalfsat.

3.7  Flarmétefnalitun frumna fyrir skodun i lagsja

Frumureekt komid upp i ,chamber slides“. Ati sogad af frumuraekt og skolad 2x med PBS. Metanol
(Sigma 34860) var sidan sett a og latid pekja. Sett i frysti vio -20°C i 10 min. Botnglerid losad af og
purrkad og hreinsad i kringum synin. Skolad med 10% PBS/sermi. Haféur blautur pappir i boxinu svo
synin pornudu ekki. Sett a hvern reit 50 mikréL af 1° moétefni (anti-LC3) i kjorstyrk (Tafla 2). Reynt ad
hafa sem minnst af loftbélum. Latid liggja a i 45 minatur. Skolad 3 sinnum med PBS. Settir & hvern reit
50 mikréL af 2° moétefni (488S rabbit). Latid liggja a i 45 mindtur. Skolad 3 sinnum med PBS. Skolad
med kranavatni. Settur dropi af Fluoromount-G limi a hvern reit og 10mm pekjugler yfir. Geymt i boxi

lokad med alpappir og geymt i keeliherbergi.

3.8 Val a vefjasynum

Vefjasyni brj6stakrabbameina voru fengin Gr r6d innsendra brjéstakrabbameina sem fjarleegd héfou
verid ar sjuklingum & fyrri hluta ars 2012 og send til vefjagreiningar a Rannsdknarstofu i meinafreedi a
Landspitala Haskélasjukrahusi (LSH). Vefjasyni briskrabbameina voru valin med leit i Krabbameinsskra
islands a& 20 tilfellum briskrabbameina par sem sjiklingur hafdi gengist undir brottnam briskirtils med
a&xli og synid sent til vefjarannséknar & Rannsoknarstofu i meinafreedi a LSH. Professor Jon G.
Joénasson, meinafreedingur, fér yfir synin og valdi einn paraffin vefjakubb med aexlisvef ar hverju
vefjasyni. Lifeindafraedingar & Rannsoknarstofu i meinafreedi skaru fjérar 3 um pykkar vefjasneidar ar
hverjum pessara paraffin kubba sem voru sidan sett & sérstok smasjargler, eetlud fyrir métefnalitanir a

vef.

3.9 Motefnalitun vefjasyna med DAB litvaka

Métefnalitun vefjasyna framkveemdi Sigrin Kristjansdéttir yfirlifeindafreedingur & Rannséknarstofu i
meinafraedi vio LSH. Litunin var gerd med hefébundnum adferoum rannsoéknarstofunnar.

Syni voru afparaffinerud og voru sidan hitud til pess ad opna bindiset préteinanna (HIER) en geymsla
vefjasyna, t.d. med paraffineringu getur valdid kross-tengslum milli préteina og pannig hulid stadi sem
motefnid aetti ad bindast.

Vefjasyni voru Utsett fyrir Tris-EDTA pH 9 buffer i vatnsbadi i 20-45 min i 98-99°C og voru sidan latin

kélna i buffernum ati a bordi i 20 min. ba var syni skolad og badad i 5 minatur i H202. Syni var sidan
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skolad ad nyju. Métefni haft a i 30-60 minutur i videigandi styrk (Tafla 2). Skolad. 2° moétefni haft 4 i 20
minGtur. Skolad. DAB litvaki haféur & i 10 min. Skolad.

3.10 Mat & vefjalitun

Syni voru skodud i ljossmasja af Helgu M. Ogmundsdéttur, Margréti H. Ogmundsdéttur og Ma Egilssyni.
Professor Jon G Jonasson, meinafreedingur skodadi einnig synin og mat sveedi innan syna m.t.t.
vefjagerdar, p.e.a.s. hvad veeru krabbameinsfrumur og hvad uppistéduvefur. Styrkur litunar var sidan
metinn sjonreent. Vafamal voru borin undir Jon G. Jénasson. Til einféldunar var matinu sidar skipt i
tvennt & 6llum skélum, i jakveeda (raudur litur i téflu 2) eda neikvaeda litun (greenn litur i téflu 2).

Vido mat a moétefnalitun fyrir LC3 purfti ad hafa i huga ad métefnid bindst baedi LC3-1 sem finnst & vid
og dreif i umfrymi og LC3-1l sem er proteinid & LC3-PE formi sem er tengt vid sjalfsatshimnuna og
endurspeglar fidlda peirra. Stundum var heegt ad sja dreifda (diffuse) litun sem taldist pa vera proteinio
a LC3-1 formi og var ekki tulkad sem aukning a sjalfsatsbolum. Steerri litadir deplar i umfrymi (LC3-II)
voru tulkadir sem sjalfsatsbolur og samrymdist Utlitio fyrri rannséknum sem beitt hafa métefnalitun fyrir
LC3 & vefjasynum (66, 67, 82). Veeri hlutfall krabbameinsfrumna med greinanlega depla i umfrymi >30%
frumna i eyjum krabbameinsfrumna var synid metid jakveett. Naudsynlegt er ad skoda heildarmyndina
par sem litun er idulega misleit og ef sjalfsat er skodad i faum frumum eda litlum klésum getur pad gefid
skakka mynd. Vid mat a litun i trefjakimfrumum var sé pattur metinn jakvaedur ef deplar voru greinanlegir
i umfrymi >30% frumna en einnig ad litunin veeri sjdanlega meiri i trefjakimfrumum naer
krabbameinsfrumum en peim sem lagu fjeer.

Vid mat & métefnalitun fyrir p62 var styrkur litunar metinn likt og leidbeiningar gera rad fyrir (27). Styrk
litunar var gefin einkunn fra 0-3 par sem 0 var engin umfrymislitun, 1 dauf litun, 2 midlungs litun en 3
sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikvaed litun en 2-3 jakvaed.

Vid mat & motefnalitun fyrir AMPK var styrk litunar gefin einkunn fra 0-3 par sem O var engin
umfrymislitun, 1 dauf litun, 2 midlungs litun en 3 sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikveed litun en 2-3
jakveeo.

Vio mat & métefnalitun fyrir HIF-1a var litun i kjarna gefin einkunn fr4 0-3 par sem 0 var engin
kjarnalitun, 1 var dauf litun, 2 midlungs litun en 3 sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikveed litun en 2-3
jakveeo.

Vid mat & motefnalitun fyrir pRaf-1 var litid til fyrri rannsoknar sem skodadi tengsl motefnalitunar fyrir
afurdum Ras aexlisproteins vid horfur i brjéstakrabbameinum. bar var m.a. beitt moétefnalitun gegn pvi
proteini sem skodad er i pessari rannsokn. pRaf-1 (ser338) finnst i baedi umfrymi og kjarna og sést ekki
endilega & badum stédum vid litun. Akvedid var til einféldunar ad skoda einungis kjarnalitunina vié
arvinnslu nidurstadna par sem adur hefur verid synt ad kjarnalitun hefur, ein og sér, tengsl vid utkomu
og vefjameinafraedilega peetti krabbameina (83). Var pvi midad vid ad ef sterk litun seeist i kjrnum i
pyrpingum frumna var synid metid jakveett p6 litun gaeti verid misleit & heildina litid en annars var litun
metin neikveed.

Vi# mat & métefnalitun fyrir p53 var i notud adferd Gr grein Ogmundsdottur et al (84). bar er notadur
skali fra 1-5 par sem 5 taknar enga litun, 4 taknar mjog daufa litun sem er dreifd litun i stokum frumum

i kjarna, 3 taknar daufa litun par sem ma sja talvert af kjornum med daufri litun en pé i minna en 50%
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frumna, 2 taknar medalsterka litun, dreifda sterka kjarnalitun i undir 50% frumna eda daufa kjarnalitun i
yfir 50% frumna og 1 taknar sterka kjarnalitun i yfir 50% frumna. 1-3 taldist jakvaed litun en 4-5 neikveed

litun.

3.11 Stokkbreytingargreining & vefjasynum.

Stokkbreytingargreiningu a vefjasynum framkveemdi Hélmfridur Hilmarsdéttir, lifeindafreedingur vid
leeknadeild Haskéla islands. Han beitti adferdinni CDGE (constant denaturing gel electrophoresis) fyrir
préteininu p53 & brjéstakrabbameinum (Tafla 3) en adferdin tékst ekki sem skyldi i synum
briskrabbameina liklega vegna aldurs syna en hugsanlega einnig vegna leysandi ensima i brisvefnum

sem trufla vardveislu erfédaefnisins. Unnid var eftir adferd sem lyst er i grein Gudlaugsdéttur et al (85).
3.12 Urvinnsla & myndum med myndgreiningarforriti ImageJ

3.12.1 Mat a péttni banda a framkalladri filmu ar WB (west  ern blot) rafdraetti

Guorin G. Bjornsdattir framkveemdi rafdratt (WB) & pAMPK préteini eftir medhéndlun a frumulinu T47D
og Capan-2 med Usninsyru (79). Stafreent mat a rafdreetti var framkveemt sidar af undirritudum upp ar
hennar gégnum. Notad var télvuforritid ImageJ samkvaemt leidbeiningum a heimasidu forritsins (86). Pa
var myndin fyrst gerd 8 bita med skipuninni ,image -> type -> 8-bit“. ba var hver brunnur fyrir sig valinn,
a framkalladri mynd af rafdreettinum, med ,rectangular selection” téli. Sidan var valin skipunin ,analyze
-> gels -> plot lanes”. P& fékkst upp kdrva hvers brunns par sem y as taknar sterkara gragildi (gray
value) og x as fjarlaegd fra upphafi valins sveedis. bessi kdrva er sidan afmoérkud med linutdli forritsins
og flatarmal undir krvunni meelt. Er sidan valin skipunin ,analyze -> gels -> label peaks“. p& faest nalgun
a hlutfallslegu magni proteins i hverjum brunni, gefi®d upp sem flatarmal hvers svaedis i hlutfalli vid
heildarflatarmal allra sveeda. Ef hlutfallinu sem feest fyrir hvern brunn er sidan deilt i vidmidid feest gildi
sem kallad er ,relative density” eda ,péttnihlutfall“ og endurspeglar pa fravik hvers synis fra viomidi par

sem vidmidio faer 1 og sem deemi myndi 2 pa tdkna 100% meira magn (Mynd 6).

3.12.2 Talning depla i flurmétefnalitun fyrir LC3 T47D og Capan-2.

Stafreent mat & fjdlda punkta var framkvaemt med télvuforritinu ImageJ samkvaemt leidbeiningum a
heimasidu forritsins (86). Fyrst voru birta og skerpa stillt samkveemt sému forskrift a 6llum myndum med
skipuninni ,image -> adjust -> brightness/contrast* og valid 75 i ,minimum?®. Sidan var notud skipunin
.process -> enhance contrast -> saturated pixels 0,4%". ba var myndin gerd tvitbna med skipun ,process
-> binary-> make binary* Ad lokum var valid ,analyze -> analyze particles”, pa kom upp gluggi par sem
steerd punkta sem telja atti var valin & bilinu 3-50 pixlar og hakad vid ,show outlines”. betta gerdi okkur
kleift ad préa adferdina sjonraent og halda sidan peim stadli sem vid téldum vera besta nalgun & oll
synin. Loks var valid ,,ok“. Frumur voru taldar sjonreent og fjoldi depla deilt nidur a fidlda frumna til pess

ao fengist nalgun a fjdlda depla i hverri frumu.
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3.13 Tolfraeediurvinnsla

Notad var ,two-tailed Fisher Exact" likindaprof a 2x2 tioni toéflur. SG adferd er gagnleg vid greiningu
tviflokka tidnigagna par sem artakssteerdin er litil.

Notud var one way ANOVA og sidan Tukey tolfreediprof a gogn ar meelingum a péttni banda ur
rafdreetti sem er gagnleg greining gagna sem liggja & samfelldum kvarda i fleiri en 2 flokkum. Notast var

vio reiknivél & vefsidu http://vassarstats.net/tab2x2.html.
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4 Niourstoour

4.1 Sjélfsat i krabbameinsfrumum i reekt

i ranns6kn Gudranar G. Bjornsdottur fra 2007, ,Vaxtarhamlandi verkun Gsninsyru & krabbameinsfrumur:
Hlutverk AMPK bodleida“ (79) kom i ljos ad fléttuefnid Gsninsyra dregur Gr vexti frumna og veldur virkjun
a AMPK i krabbameinsfrumum i raekt (sja Mynd 6). betta ma rekja til afskautandi &hrifa hennar a
hvatbera (sja Mynd 5) sem leidir til orkupurrdar i frumunum (77). Pa meeldist staerd frumna minni i

frumufleedigreiningu sem sast einnig vid skodun i ljossmasja.

Medaltal hlutfallslegrar péttni (RD) @ bondum ur rafdreetti &
pAMPK a frumulinum T47D og Capan-2

. * I ; I
6 f { f 1 f t
5
4 mmsermi
3 = 3n sermis
2 i
1
. 1 M
Vidmid Us 5.0 pgr/mL DMSO
Mynd 6. Graf unnid ar gdgnum Gudrunar G Bjérnsdottur. Rafdrattur var gerdur fyrir

pAMPK. Notad var ImageJ myndvinnsluforrit og meelt flatarmal litunar hvers hélfs rafdrattar
a filmum, reiknud var hlutfallspéttni (RD). L&dlinur takna stadalfravik. Tukey’'s HSD
tolfreediprof var gert & nidurstddum og * (stjarna) taknar p<0,01 en ; (semikomma) taknar
p<0,05.

Undirritadur vann 6beint framhald af pessum nidurstédum i B.Sc. rannsékn sinni vid leeknadeild. |
ljési Gtlitsbreytinga frumna voknudu spurningar um hvort haegt veeri ad sja fleiri breytingar & atliti frumna
med smasjarskodun i meiri staekkun. Voru pa sému krabbameinsfrumulinur, T47D (brjéstakrabbamein)
og Capan-2 (briskrabbamein), skodadar i rafeindasmasja eftir 24 klist Gtsetningu fyrir dsninsyru.
Rannsoéknin gaf visbendingar um aukid magn sjalfsatsbélna i umfrymi (Mynd 7) og hvatberaat (Mynd 8.

Sjélfsat og hvatberar.).

2,5 ygr/mL usninsyra

DMSO Viémid
Ko S

5,0 ugr/mL usninsyra

T47D 24 Kist

Mynd 7. Myndir teknar i rafeindasmasja eftir Gtsetningu frumulinu T47D fy  rir Gsninsyru (US) i eeti |
sélarhring.  Frumulina brjostakrabbameins var Gtsett fyrir tveimur styrkjum af US, 2,5 pgr/mL og 5,0 pgr/mL,
sja mynd fyrir midju og til heegri. DMSO er leysir sem Gsninsyran var leyst upp i og var settur i ati an US til
vidmidunar.
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Atg-dependent mechanism

Parkin-dependent

Mitochondria priming

Mynd 8. Sjélfsat og hvatberar. Til vinstri: Rafeindasmasjarmynd af frumulinu T47D eftir 24 kist Gtsetningu fyrir
2,5 pgr/mL af Gsninsyru. Mynd fengin Gr B.Sc. verkefni héfundar. Hvitar 6rvar syna hvatbera og gul or
sjélfsatsbolu med innihaldi. Kj = kjarni. Til haegri: Til hlidsjonar, teiknud mynd sem synir samspil patta og bodleida
sem studla ad sjalfsati hvatbera og helstu prétein sem taka patt i ferlinu (4).

Til pess ad kanna nanar ahrif UGsninsyru (US) & magn sjalfsatsbélna i umfrymi
krabbameinsfrumulinanna var gerd flirmétefnalitun fyrir LC3B préteini, i frumulinu brjéstakrabbameins
T47D og frumulinu briskrabbameins Capan-2. Métefnalitun og skodun i lagsja gerdi okkur kleift ad skoda
meiri fjélda frumna a sému mynd og var fljétlegri og einfaldari i tulkun en rafeindasmasjarskodun.
Motefnid sem var notad er ekki fullkomlega sérteekt & LC3II/LC3-PE (himnubundna formid), pad litar
einnig LC3I sem sést af dreifdri bakgrunnslitun i umfrymi en moétefnid litar pé sterkar LC3Il sem sést i
deplum eda grofum kornum. Deplarnir endurspegla préteinid pegar pad hefur bundist PE utan & himnu
sjalfsatsbélunnar og myndar pa depla sem haegt er ad sja vid motefnalitun og smasjarskodun (Mynd
10). Syni voru pvi skodud i lagsja, teknar af peim myndir og deplar taldir med myndgreiningarforritinu
ImageJ. Nidurstadan var ad Usninsyran veldur fjdlgun sjalfsatsbélna i umfrymi frumulinu T47D (Mynd 6
og Mynd 10). Vegna erfidleika vid raektun frumulinu Capan 2 tokust litanir & henni ekki sem skyldi og
magn frumna til skodunar auk légunar frumnanna gerdi talningar illmogulegar.

Rafdrattur sem undirritadur framkveemdi & frumulinu Capan-2 eftir Gtsetningu fyrir isninsyru benti til
pess ad p62 brotnadi ekki nidur (Mynd 9). Ekki var haft aktin-vidmid fyrir hledslu og var magngreining
ekki méguleg p6 samanburdur hafi gildi. Sama nidurstada fékkst i rannsokn irisar Hrannar Magnasdottir

par sem frumulina T47D var Utsett fyrir Gsninsyru i sama skammti og vid sému adsteedur (87).

L -

o us us DMSO us Vidmid | Magic Mark
Vidmid |5 5 ugrmL| 5.0 pgrimL | vismis j‘i’n;ﬁ{{",“’" <insulin | Iadder

Mynd 9. Rafdrattur & p62 i frumulinu Capan -2 eftir Gtsetningu fyrir US i 24 tima.
Syni i tveimur styrkjum asamt leysisviomidi og vidmioum &an insulins (kjoraeti
frumulinu).
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Margrét Bessadoéttir, pa doktorsnemi i lyfjafreedi, gerdi frekari rannséknir & ahrifum efnisins. Han
endurtok flarmotefnalitun og stadfesti &durnefnd ahrif til aukins fjdlda sjalfsatsbolna i frumulinu T47D
med sému adferd. HUNn notadi frumulinu brjéstakrabbameins MCF-7 (wt p53) i stad Capan-2 vegna
adurnefndra vandamala og skodadi einnig ahrifin i edlilegum trefjakimfrumum (2). Vid meelingar &
syrustigi leysibéla kom i 1j6s ad proskun peirra var hdmlud i frumulinum sem Gtsettar voru fyrir Gsninsyru.
Voru leiddar ad pvi likur ad ahrif isninsyru a leysibolur séu svipud ahrifum hennar & hvatbera. b.e.a.s.,
han verki sem réteindaskutla (protonshuttle) og raski pannig réteindastigli i himnu leysiboéina likt og han
gerir i hvatberum (Mynd 5). Nidurstédur pessar voru birtar i PloS One (Public Library of Science One)

ario 2012 i grein sem undirritadur var medhoéfundur ad (2).

Control DMSO control 10 pug/mL UA Metformin 10mM Starvation

T47D 2h

T47D 24h

Mynd 10. Flarmétefnalitun fyrir LC3 i  frumulinu brjéstakrabbameins. Myndir teknar i lagsja. Efri lina
taknar 2 kist og nedri 24 kist atsetningu fyrir 10 pgr/mL af US samanborid vid vidmid, leysisvidmid
(DMSO0), metformin (sykursykislyf) og svelti. Hvita stikan er kvardi og taknar 20 um. Bessadoéttir et al (2).
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Mynd 11. Medaltal sjalfsatsb 6lna & hverja frumu talid med myndgreiningarforriti ImageJ.
Fré vinstri til heegri: DMSO vidmid. US i styrk 10 pgr/mL, metformin i styrk 10 mM og aminésyrusvelti.
Hvitar sulur takna 2 kist eftir uppsetningu og graar 24 kist. Bessaddttir et al (2).

4.2 Sjalfsat i eexlum brjésta- og bris-krabbameina

A grundvelli &durnefndra rannsokna & laeeknadeild & sjalfsati i frumum i reekt vildum vid skoda
sjalfsatsferlio i eexlum krabbameina med pad fyrir augum ad skoda samspil lifvisa sjalfsats og tjaningar

a 6drum préteinum, lifvisum sem pekkt er ad hafa ahrif & meingerd aexla og sjalfsatsferlio.

4.2.1 LC3litun i eexlum brjésta- og bris-krabbameina
Eftir litun fyrir LC3 préteini med moétefni gegn LC3B var heegt ad greina depla i umfrymi (Mynd 12 a-d

og Mynd 13 a-d). betta samsvarar pvi Utliti sem blast ma vid ad sja pegar form LC3B-Il litast (sja Mat &
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vefjalitun). 12 af 29 synum voru metin jakvaed med LC3 depla i umfrymi >30% krabbameinsfrumna. Af

peim voru metin jakveed 7 af 12 aexlum briskrabbameina og 5 af 12 sexlum brjéstakrabbameina (Mynd

12 a-d og Mynd 13 a-d). Myndir 12 og 13 e-f syna deemi um neikvaeda litun. Sja einnig yfirlit i Toflu 3.

Y it .
Mynd 12. LC3 litun i brjéstakrabbameinum. A myndum hzegra megin sjast afmérkud svaedi a
myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Myndir a) og b) eru af syni B3 sem var metid med sterka
litun. Sama svaedi sést & myndum 14a og 17a. A mynd b) sést ad umfrymi er deplétt og vaegt skyjad.
LC3 deplar i 230% frumna, litun var metin jdkvaed. Myndir c) og d) eru af syni B2 og synir einnig
sterka LC3 litun en i sama syni var p62 litun metin sterk i umfrymi, sja mynd 14c. A mynd d) sést ad
umfrymi er deplott og skyjad. LC3 deplar saust i 230% frumna og var litun metin jdkvaed. Myndir )
og f) eru af syni B7, litil litun er i krabbameinsfrumum en sést & stoku stad i uppistoduvef (stroma). A
mynd f) sjast fair deplar. LC3 deplar saust i syninu i <30% krabbameinsfrumna og var petta metid
sem neikvaed litun. Stikur & myndum t.v. tdkna 200 pm en & myndum t.v. tdkna paer 50 pm.
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Mynd 13. LC3 litun i briskrabbameinum. A myndum haegra megin sjast afmorkud svaedi & myndum
vinstra megin i aukinni staekkun. Innskotsmyndir syna enn frekari staekkun til gléggvunar. Myndir a)
og b) eru af syni P5. Litun sést i krabbameinsfrumum og taugungi (hvit 6r). Sama syni var metid med
minnkada p62 litun (tafla 3). A mynd b) sést ad umfrymi er deplétt og vaegt skyjad. LC3 deplar eru i
230% frumna og litun synis var metin jdkvaed. Myndir c) og d) eru af syni P3. Sama syni var metiod
med sterka p62 litun (tafla 3). A mynd d) sést ad umfrymi er depldtt og veegt skyjad. LC3 deplar eru i
230% frumna og litun synis var metin jakveed. Myndir ) og f) eru af syni P13. A mynd e) sést sterk
litun i trefjakimfrumum, taugungum og Langerhanseyjum (hvitar 6rvar). Dauf litun er i krabbameins-
frumum. A mynd f) sést dauf litun i krabbameinsfrumum. LC3 deplar saust i <30% frumna i syni og
litun var pvi metin neikvaed. Kringlétt frumuknippi um midja mynd haegra megin eru taugungar (hvitar
orvar). Stikur a myndum t.v. tAkna 200 um en & myndum t.h. tdkna paer 50 um.
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4.2.2 P62 litun i @xlum brjésta- og bris-krabbameina

13 af 29 krabbameinum voru metin med jadkveeda p62 litun, metid Gt fra litun i umfrymi (sja Mat &
vefjalitun). 9 af 15 brjéstakrabbameinum voru metin jakveed (Mynd 14 c-d) og 4 af 14 briskrabbameinum
(Mynd 15 c-d). Myndir 14 og 15 a-b syna deemi um daufa litun. Sj& einnig yfirlit i Toflu 3.

(GRYE TR ey g &

s

Mynd 14. P62 litun i brjostakrabbameinum. A myndum haegra megin sjast afmorkud sveedi a
myndum vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni B3. Litun sést i
krabbameinsfrumum. Sja sama sveedi & Mynd 12a sem synir jakveett LC3. A mynd b) sést ad umfrymi
litadist dauft i krabbameinsfrumum pessa synis i samanburdi vid dnnur vefjasyni og var litun metin
neikvaed. Myndir c) og d) eru af syni B2, sterk litun sést i krabbameinsfrumum. A mynd d) sést ad
sterk litun er fyrst og fremst i umfrymi og var litun metin jakveed. Stikur & myndum t.v. tdkna 200 pm
en & myndum t.h. takna paer 50 um.
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Mynd 15. P62 litun i briskrabbameinum. A myndum haegra megin sjast afmérkud svaedi & myndum
vinstra megin i aukinni staeekkun. Myndir @) og b) eru af syni P7. Litun er misdreifd i krabbameinsfrumum
en alla jafna daufari en i medalsyni. A mynd b sést ad litun er dauf i umfrymi og litun synis var metin
neikvaed. Myndir c) og d) eru af syni P11. A mynd c) sést sterk litun i krabbameinsfrumum og eitilvef.
A mynd d) sést ad litun var sterk i umfrymi krabbameinsfrumna pessa synis og var litunin metin jakveed.
Litun sést einnig i kjérnum. Stikur & myndum t.v. takna 200 um en & myndum t.h. takna paer 50 um.
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4.2.2.1 Deplar ikjarna frumna i p62 litun
I nokkrum vefjasynum saust vel greinanlegir afmarkadir deplar i kjornum vid p62 litun, sja Mynd 16 a og
b. Hlutverk p62 i kjarna er ekki ad fullu pekkt en i nylegri grein Pankiv et al er greint fra peim eiginleika

p62 ad geta flust til og fra kjarna og tengslum pess vid klastésém (clastosomes) (26). Sterkur grunur

leikur & ad proteinid og klastosém gegni hlutverki innan kjarna vid eydingu préteina (26). Liklega syna
pessar myndir p62 i klastdsémum i kjarna.

o1 e, BRI P

Mynd 16. P62 litun i briskrabbameini. ~ Myndir eru af syni P5. A mynd a) sést depl6tt p62 litun i
kjarna sem sést i nokkrum vefjasynum vid p62 litun. A mynd b) sést afmarkad sveedi 4 mynd a i
aukinni steekkun. Stika tdknar 50 um.
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4.2.3 pAMPK litun i @exlum brjosta- og bris-krabbameina

16 af 29 synum voru metin med jakveeda litun fyrir pAMPK i umfrymi krabbameinsfrumna og 13 af 29
synum voru metin med neikvaeda litun fyrir pAMPK (sja Mat & vefjalitun). Af peim voru metin jakvaed 9
af 15 aexlum brjéstakrabbameina (Mynd 17 a og b) og 7 af 14 sexlum briskrabbameina (Mynd 18 a og
b). Myndir 17-18 c og d syna deemi um neikveeda litun. Sja einnig yfirlit i Toflu 3.

Mynd 17. pAMPK litun i brjostakrabbameinum. A myndum hzegra megin sjast afmoérkud sveedi &
myndum vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni B3. Sterk litun sést i
krabbameinsfrumum. A mynd b) sést ad umfrymi krabbameinsfrumna litast sterkt og litun synis var
metin jakvaed. Myndir ) og d) eru af syni B14. Enga litun er ad sja i pessari staekkun. A mynd d) sést
afar dauf litun i umfrymi krabbameinsfrumna. Litun synis var metin neikvaed. Stikur & myndum t.v. tkna

200 pm en & myndum t.h. tdkna peaer 50 pm.

53



Mynd 18. pAMPK litun i briskrabbameinum. A myndum hzegra megin sjast afmoérkud sveedi a
myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Myndir a) og b) eru af syni P5. Misjofn litun i
krabbameinsfrumum en yfirleitt medalsterk. Einnig sést pAMPK litun i uppistdduvef og var petta eina
synid sem hafdi sjaanlega pAMPK i trefjakimfrumum (Mynd 30 a). A mynd b) sést ad litun er i umfrymi
krabbameinsfrumna og var litun metin jakveed. Myndir ¢) og d) eru af syni P13. A myndunum sést
engin litun i umfrymi krabbameinsfrumna og litun var metin neikvaed. Stikur & myndum t.v. takna 200
pum en & myndum t.h. tAkna peaer 50 pum.
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424 HIF-1a litun i @exlum brjésta- og bris-krabbameina

Myndir 19 og 20 syna atlit HIF-1a litunar i bris og brjéstakrabbameinum. 9 af 29 synum voru metin med
jakveeda litun fyrir HIF-1a, p.e. med sterka litun i kjarna krabbameinsfrumna og 20 af 29 synum voru
metin med neikvaeda litun fyrir HIF-1a, p.e. daufa litun i kjarna (sja Mat & vefjalitun). Litun var mun oftar
jakveed i eexlum brjéstakrabbameina, i 8 af 15 aexlum (Mynd 19 a-b) en var adeins metin jakvaed i 1 af
14 sexlum briskrabbameina (Mynd 20 a-b). Myndir 19 og 20 c-d syna deemi um neikvaeda litun. Sja
einnig yfirlit i Toflu 3.

Mynd 19. HIF-1a litun i brjéstakrabbameinum. A myndum haegra megin sjast afmérkud sveedi &
myndum vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni B6. Sterk litun sést i ifarandi
krabbameinsfrumum. A mynd b) sést sterk litun i kjornum krabbameinsfrumna og var litun i syni metin
jakveed. Myndir c) og d) eru af syni B3. Litun er dauf i krabbameinsfrumum. A mynd d) sést ad litun er
dauf i kjérnum og umfrymi og var litun i pessu syni metin neikvaed. Stikur a myndum t.v. tdkna 200 pum
en & myndum t.h. tdkna peaer 50 pm.
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Mynd 20. HIF-1a litun i briskrabbameinum. A myndum hesegra megin sjast afmorkud sveedi a
myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Myndir a) og b) eru af syni P3. Sterk litun sést i
krabbameinsfrumum. A mynd b) sést ad kjarnar krabbameinsfrumna litast sterkt og var litun synis
metin jakvaed. Myndir ¢) og d) eru af syni P7 og dauf litun sést. A mynd d) sést ad litun er dauf i kjornum
og var litun metin neikveed. Stikur & myndum t.v. takna 200 um en & myndum t.h. takna paer 50 um.
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4.2.5 pRafl (Ras) litun i &exlum brjosta- og bris-krabbame  ina

i 9 af 29 sexlum var pRafl litun metin jakveed, p.e. sterk litun i kjarna krabbameinsfrumna (sja Mat a
vefjalitun). Litun var metin jakveed i adeins 2 af 15 brjéstakrabbameinum, sja myndir 21 a-b. Hins vegar
var hin metin jakveed i 7 af 14 briskrabbameinum, sja myndir 22 a-b. Myndir 21 og 22 c-d syna deemi

um neikvaeda litun. Sja einnig yfirlit i Toflu 3.

el ", il _4f e

Mynd 21. pRafl litun i brjéstakrabbameinum . A myndum haegra megin sjast afmorkud sveedi a
myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Myndir a) og b) eru af syni B5. Aberandi litun sést {
krabbameinsfrumum. A mynd b) sést sterk litun i kjornum krabbameinsfrumna. Litun var metin jakvaed
i syninu. Myndir ¢) og d) eru af syni B2 og sést dauf litun i krabbameinsfrumum. A mynd d) sést ad
litun er dauf i umfrymi og engin i kjarna. Litun var metin neikveed. Stikur & myndum t.v. takna 200 pm
en & myndum t.h. tdkna paer 50 pum.
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Mynd 22. pRafl lituni briskrabbameinum . A myndum haegra megin sjast afmorkud svaedi 4 myndum
vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir &) og b) eru af syni P5. Sterk litun sést i krabbameinsfrumum
sem liggja i klésum innan um uppistoduvef. A mynd b) sést ad litun er sterk i kjornum
krabbameinsfrumna og var litunin metin jakvaed. Litun sést einnig i adliggjandi trefjakimfrumum. Myndir
¢) og d) eru af syni P13. Litun sést i krabbameinsfrumum og uppistoduvef en er ad mestu bundin vid
umfrymi, kjarnalitun er dauf, sja mynd d). Litun var metin neikveed. Stikur & myndum t.v. tAkna 200 um
en & myndum t.h. takna paer 50 pm.
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4.2.6 p53 litun i @exlum brjosta- og bris-krabbameina
I meirihluta syna, 21 af 29 aexlum var p53 litun metin jakvaed, p.e. sterk litun i kjarna krabbameinsfrumna
(sja& Mat & vefjalitun). Litun var jakveed i 11 af 15 brjostakrabbameinum (Mynd 23 a og b) og 12 af 14
briskrabbameinum (Mynd 24 a og b). Myndir 23-24 c-d syna daemi um neikveeda litun. Sja einnig yfirlit i
Toflu 3.

Stokkbreytingargreining var gerd & brjostakrabbameinasynum og jakveett metin litun fylgdi p53
stokkbreytingu i 3 af 4 tilfellum. i 8 tilfellum var litun metin jakvaed en stokkbreytingargreining pé neikveed

og i 1 tilfelli var stokkbreytingargreining jakvaed en litun metin neikveed (sja To6flu 3).

Mynd 23. P53 litun i brjostakrabbamein um.A myndum haegra megin sjast afmoérkud svaedi a
myndum vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni B5. Sterk litun er i kjérnum
krabbameinsfrumna en dauf i umfrymi. Litun var metin jadkvaed. Myndir c) og d) eru af syni B2. Litil litun
sést fyrir utan sleeding af litun i uppistdduvef, & stoku stad, umfrymi og kjarna trefjakimfrumna sem
matti sja i fleiri synum og gjarnan neerri krabbameinsfrumum en hvada pydingu petta hefur er 6ljost.
Dauf litun sast i kjarna krabbameinsfrumna. Litun var metin neikvaed. Stikur & myndum t.v. tAkna 200
pum en a myndum t.h. 50 pm.
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Mynd 24. P53 litun i briskrabbameinum. A myndum haegra megin sjast afmérkud svaedi & myndum
vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni P11. Sterk litun sést i kjérnum
krabbameinsfrumna og var litun metin jakvaed. Sama svaedi sést a myndum 15 c-d eftir litun fyrir p62.
Myndir ¢) og d) eru af syni P13. Litun er dauf i krabbameinsfrumum, sterk i stoku kjarna en alla jafna
dauf i kjiérnum og umfrymi og var metin neikvaed. Stikur a myndum t.v. takna 200 um en & myndum
t.h. 50 pum.
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4.3 Sjalfsat i uppistoouvef

4.3.1  LC3litun i eitilfrumum

Vid skodun & uppistéduvef (stroma) sast ad hopar eitilfrumna litudust gjarnan sterkt jakveedir fyrir LC3
(sja Mynd 25 og 26). bessu hefur adur verid lyst vid skodun a LC3 maétefnalitun i aexlum krabbameina
(88). Taugafrumur litudust sterkt i 6llum skodudum synum. Sumir rannsakendur hafa notad taugafrumur

sem jakveett viomid fyrir LC3 litun vegna pess hversu kréftuglega peer litast (67), pad var ekki gert i

pessari rannsdkn en bendir til pess ad moétefnalitunin hafi tekist.

3 2 Al

Mynd 25. LC3 litu n i uppistéduvef briskrabbameina . Mynd er af syni
P11. Litun er veik i krabbameinsfrumum (svartar orvar) en sterk i
eitiffrumuklasa (hvit &r).

Mynd 26. LC3 litun i uppistdduvef briskrabbamein  a. Mynd er af syni P8. Mynd haegra megin synir
afmarkad sveedi a vinstri mynd i aukinni steekkun. Sterk litun er i hluta frumna i eitilffrumuklasa. Stikur
takna 50 um.
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4.3.2 LC3litun i Langerhans eyjum

Sjalfsat og protein tengd ferlinu hafa hlutverk i B-frumum Langerhanseyja (89) (sja kafla Uppistdduvefur
og sjélfséat). Vart vard vid sterka en dreifda LC3 litun i Langerhanseyjum bris-syna. Sja Mynd 13 e og f
af syni P13 og einnig mynd 27 af syni P14.

Mynd 27. LC3lituni Langerhanseyjum briskrabbameins . Myndin er af syni P14. A myndinni sjast
Langerhansfrumur innan um uppistoduvef og krabbameinsfrumur og fituvefur umhverfis. Svartar
orvar benda & hluta peirra Langerhanseyja sem sjast. Stika @ mynd taknar 200 um.
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4.3.3 LC3litun i trefiakimfrumum

13 af 29 synum voru metin med jakveeda LC3 litun i trefjakimfrumum adleegt krabbameinsfrumum (CAF)
(tafla 3). 7 af 14 synum briskrabbameina og 6 af 15 synum brjostakrabbameina, sja myndir 28 og 29 a-
b. Greina matti depla i frumunum. A myndum 28 a-b virdist litunin daufari i trefjakimfrumum sem liggja
fjeer krabbameinsfrumum. Langerhans eyjar litudust eetid sterkt i aexlum fra brisi en adur er pekkt ad
sjélfsat gegnir hlutverki i B-frumum vid stjérnun blédsykurs en ndkveemlega hvernig pad fer fram er ekki
ad fullu pekkt (89).

a myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Myndir a) og b) eru af syni P13 (sja einnig Mynd 13 e-f).
Sterk litun sést i uppistdduvef. Svartar oérvar benda & frumur adleegt krabbameinsfrumum sem hafa
atlit trefjakimfrumna og litast sterkt. | aukinni staekkun sjast bolur i umfrymi CAF (innskotsmynd). Hvitar
orvar & mynd a) benda a Langerhans eyjar en & mynd b) & taugunga. Stika a vi. mynd taknar 200 um
en a hee. mynd 50 pm.

: i bl i~ A | TN g
Mynd 29. LC3 litun i CAF frumum brjéstakrabbameina . A myndum hesegra megin sjast afmérkud
svaedi a myndum vinstra megin i aukinni steekkun. Myndir a) og b) eru af syni B15. Sterk litun sést i
uppistéduvef en litil i krabbameinsfrumum og i aukinni staekkun sést ad trefjakimfrumur adlaegt
krabbameinsfrumum litast sterkt. Hér sjast einnig deplar i umfrymi CAF i aukinni staekkun
(innskotsmynd).
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4.3.4 pAMPK litun i trefiakimfrumum

| yfirgnaefandi meirihluta syna var engin eda veik pAMPK litun { CAF frumum. Adeins 1 af 29 synum var
metid med jakvaeda pAMPK litun i CAF. Synid er briskrabbamein kirtilgangs, syni P5, (sja Mynd 30a)
sem einnig var metid med jakveeda pAMPK litun i krabbameinsfrumum (Mynd 18 a-b og Tafla 3). Sama
syni var einnig metid med jakveeda LC3 litun i CAF (Tafla 3). Mynd 30b af brjéstakrabbameini, syni B15,
er deemi um mynstur sem var algengara. b.e. jdkveed pAMPK litun i krabbameinsfrumum en afar veik

eda engin litun i CAF umhverfis krabbameinsfrumur.

&’ oy 2 s \\. A %& & B o5 f%é
Mynd 30. pAMPK litun i CAF frumum. Mynd a) til vinstri er af syni P5, briskrabbameini. Mynd b), til

haegri er af syni B15, brjéstakrabbameini. Innskotsmyndir syna afmorkud sveedi i aukinni staekkun.
Stikur a mynd t.v. takna 200 pum en & mynd t.h. 50 pm.
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4.3.5 Samanburdur & LC3 og pAMPK i trefjakimfrumum

Til gléggvunar & sambandi LC3 og pAMPK i CAF synir mynd 30 litanir fyrir LC3 og pAMPK, a sama
stad, hlio vid hlid. bar sést dauf pAMPK litun i trefjakimfrumum en hinsvegar sterk LC3 litun. Myndirnar
eru teknar af syni B13. | 12/13 synum med jakvaeda LC3 litun i CAF var pAMPK litun neikvaed i CAF en
einu undantekninguna a pvi er ad finna & mynd 30a af syni B15.

P X L

Mynd 31. Samanburdur & pAMPK og LC3 litun i CAF frumum. Myndir 31 a-d eru af syni B13,
brjéstakrabbameini. Myndir a) og b) syna pAMPK litun og myndir ¢) og d) syna LC3 litun. A myndum
heegra megin sjast afmorkud svaedi & myndum vinstra megin i aukinni staekkun. Innskotsmyndir syna
aukna staekkun. Stikur & myndum t.v. tdkna 200 um en & myndum t.h. 50 pm.
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4.4 Samantekt a sjalfsatsproteinum, bodferlum og vefjam einafraedi.

Breast cancer Pancreas cancer
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Tafla 3. Samantekt & helstu nidurstédum og vefjameinafreedi legum pattum. Raudur litur tAknar
jakveett, greenn neikveett. T2 er jakveett ef staerd aexlis >2 cm. B stendur fyrir brjostakrabbamein og
P fyrir briskrabbamein. N/A = gbégn ekki til. * tAknar stokkbreytt p53. Stokkbreytingargreining sem
ekki tékst er tAknud med — (bandstriki). PAD: 1 = ductal, 2 = lobular, 3 = mucinous, 4 = giant cell.
Bleikur litur taknar kvenkyn, blar taknar karlkyn.

Tafla 3 er samantekt a nidurstddum vefjalitunar og vefjameinafreedilegum upplysingum fra
Rannsoéknastofu i meinafraedi. Taflan er sett upp & pann hatt ad audvelt & ad vera ad sja samband LC3
vid adra peetti.

Medalaldur sjuklinga vid greiningu briskrabbameins er 63 ar og kynjahlutfall greindra 57% (8 af 14)
karlar og 43% (6 af 14) konur. Medalaldur sjuklinga vid greiningu brjéstakrabbameina er 70 ar og
kynjahlutfall greindra 6,7% (1 af 15) karlar og 93,3% konur (14/15). Upplysingar um aldur, kyn,
vefjameinafreedilega peetti og horménavidtaka voru fengnar frA Rannsdknastofu i meinafraedi.

Vardandi mat & horménaviétokum pa er PGR (e. progesterone receptors) og ER (e. estrogen
receptors) litun gefin einkunn fra O til 3+ og telst 21+ vera jakveett. HER er gefid einkunn fra 0 til 3+ og
telst vera neikveett fra 0-1+, notud er FISH adferd til ad dkvarda syni med 2+ en 3+ telst vera jakveett
syni. 13 af 15 synum brjéstakrabbameina voru med jakveeda litun fyrir estrégen viétokum. 10 af 15

synum voru med jakvaeda litun fyrir prégesteron viotdkum. Steerd var oftar yfir 2 cm i briskrabbameinum
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p.e. i 9/14 synum a méti 4/15 synum brjostakrabbameina. Ekkert krabbameinanna var metid HER
jakveett.

I 9 af 29 synum fylgdist ad sterk pAMPK og LC3 litun. | 3 af 29 synum var LC3 litun metin jakveed en
pAMPK litun neikvaed (syni B5, P6, og P7). | syni B5 voru p-Raf1, p53 og HIF-1a litanir metnar jakvaedar.
I syni P6 voru p53 og pRaf-1 litanir metnar jakveedar og i syni P7 var einungis p53 litunin jakveed. | 7 af

29 synum var LC3 litun metin neikvaed en héféu jakveeda pAMPK litun.

4.5 Nanari greining & sambandi vefjamétefnalitana

Til gléggvunar & upplysingum i téflu 3 gefa myndaradir 31-33 hugmynd um hversu mismunandi mynstur
motefnalitana geta verid i synunum. Tolfraedileg skodun & sambandi litana og vefjameinafraedilegra

patta kemur fram i krosstengslatdéflum nedar sem eru einnig unnar r samantekt a nidurstédum i téflu 3.

4.5.1 Myndreenn samanburdur veffamétefnalitana

Prja syni, B3, B5 og P7 sem po6ttu dhugaverd voru valin og sama sveedi innan synanna sidan myndaad.
Myndar6d 31 synir svaedi i syni B3, brjéstakrabbameini kirtilgangs (ductal), hvers litun fyrir pAMPK i
umfrymi var metin jakveed, LC3 litun umfrymis jakveed, p62 litun i umfrymi neikvaed, HIF-1a kjarnalitun
neikveed, p53 kjarnalitun jakvaed og pRafl kjarnalitun neikvaed (sja 3.10 Mat & vefjalitun). betta ma tdlka
pannig, ad orkuskortur hafi raest sjalfsat og melting i sjalfsatsbélum hafi gengid til enda. Hvorki
surefnisskortur né vaxtarbodferlar komu vid sdgu en ekki er haegt ad Utiloka adkomu virkjunar p53

bodleidar sem var ekki stokkbreytt samkvaemt stokkbreytigreiningu.
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Mynd 32. Samanburdur & métefnalitunum i brjéstakrabbameini 32 er af syni B3,

el -‘Z‘} %

brjéstakrabbameini. Stikur a myndum efst t.v. tAkna 50 um. Raudur kassi tdknar jakveeda litun en greenn

neikveeda (Tafla 3).
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Myndar6d 32 synir sveedi i syni P7, briskrabbameini kirtilgangs (ductal), hvers litun fyrir pAMPK {
umfrymi var metin neikvaed, LC3 litun umfrymis jakveed, p62 litun i umfrymi neikvaed, HIF-1a kjarnalitun
neikveed, p53 kjarnalitun jakveed og pRafl kjarnalitun jakvaed (sja 3.10 Mat & vefjalitun). | pessu syni
var pAMPK litun veik en p6 var LC3 litun sterk. Virkjun sjélfséats rédist pvi af 6drum pattum en orkuskorti
og getur hér verido ad p53 og/eda pRafl eigi patt i reesingunni.

o

Mynd 33. Samanburdur & métefnalitunum i briskrabbameini . Myndar6o 33 er af syni P7 (sja t6flu 3). Synt
er sama svaedi i eexlinu fyrir litanirnar. Stikur & myndum efst t.v. tdkna 50 um. Raudur kassi tdknar jakvaeda
litun en greenn neikvaeda (Tafla 3).

e &5
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Myndardd 33 synir svaedi i brjéstakrabbameini kirtilgangs (ductal) hvers litun fyrir pAMPK i umfrymi var
metin neikveed en LC3 litun umfrymis jakvaed og p62 litun i umfrymi jakveed, HIF-1a kjarnalitun jakvaed,
p53 kjarnalitun jakveed og pRafl kjarnalitun jakvaed (sja 3.10 Mat & vefjalitun). Pad eru pvi sarefnispurrd
og 6rvun i gegnum Ras bodleidina sem geetu verid ad drva sjalfsat. Jakvaett p62 er haegt ad tilka sem

aukna virkjun vegna oxunaralags sbr. jakveett HIF-1a.
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Mynd 34. Samanburdur & métefnalitunum i brjdstakrabbameini . Myndar60o 34 er af syni B5 (Tafla 3). Synt
er sama svaedi i axlinu fyrir litanirnar. Stikur & myndum efst t.v. takna 50 pum. Raudur kassi merkir jakvaeda
litun en greenn neikvaeda (Tafla 3).
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Myndardd 34 synir sveedi i brjostakrabbameini kirtilgangs. Litun i pessu syni var metin jakveed fyrir alla
peetti nema LC3 (sja 3.10 Mat & vefjalitun). Fyrir midju sést ofvdxtur innan kirtilgangs (intraductal
hyperplasia) en umhverfis hann ifarandi krabbameinsfrumur og er i pessu tilfelli &hugavert ad bera petta
tvennt saman. LC3 litast i frumum kirtilgangs en ekki ifarandi krabbameinsfrumum. LC3 litast einnig i
CAF umbhverfis ifarandi krabbameinsfrumur en litil litun sést adleegt kirtilganginum. Sterk pRafl

kjarnalitun sést i ifarandi krabbameinsfrumum en engin litun i kjrnum frumna sem pekja kirtilganginn.

y@% T/ i ." | oA igfv. 2] ‘.'dm Z A L D ikt
Mynd 35. Samanburdur & motefnalitunum i brjéstakrabbameini . Myndardd 35 er af syni B6 (Tafla 3). Synt

er sama svaedi i aexlinu fyrir litanirnar. Stikur & myndum efst t.v. takna 50 pum. Raudur kassi merkir jadkveeda
litun en graenn neikvaeda.

Til pess ad skoda nanar tengsl akvedinna patta voru settar upp krosstengslatdflur og nidurstédurnar
profadar med tvihlida Fisher exact krosstengslaprofi (double tailed Fisher exact test). begar tengsl
pRafl, p62 og HIF-1a vid adra peetti voru skodud var krabbameinunum skipt eftir uppruna par sem
hlutfall jakveedrar og neikvaedrar litunar pessara pétta var talsvert 6likt milli brjést- og bris-krabbameina.
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452 Tolfreedilegur samanburdur veffamoétefnalitana

45.2.1 Tengsl LC3 litunar og pAMPK

Ut fra nidurstodum i toflu 3 var skodad hvort tengsl veeru milli pAMPK (orkupurrdar) og LC3 (sjalfsats).
pad kom i lj6s ad pAMPK eitt og sér skyrdi ekki i dllum tilfellum virkjad sjalfsat (Tafla 4). | 19 af 29 synum
fylgdust litanirnar ad. Badar voru jakveedar i 9 synum. 5 peirra krabbameinsaexli Gr brisi en 4 aexli r
brjosti. 7 syni voru pAMPK jakvaed en LC3 neikvaed (sja einnig mynd 32). ba voru 3 tilfelli par sem
PAMPK var neikveett en LC3 jakveett (sja tdflu 3 og mynd 31 og 32) og par var sjalfsat drifid afram af
60rum pattum.

. ) : PAMPK i krabbameinsfr.
Brjésta- og bris-krabbamein

neikv

3 12
LC3 i krabbameinsfrumum
10 17
i . 16 13 29
Fisher exact test, p = 0,1297 (tw o-tailed)

Tafla 4. Krosstengslatafla pAMPK og LC3 litunar i k  rabbameinsfrumum.

Ad sama skapi héfoum vid ahuga a ad skoda hvort sjalfsat veeri reest i auknum meeli i uppistéduvef,
athyglin beindist ad trefjakimfrumum adleegt krabbameinsfrumum (CAF). 13 af 29 synum syndu sterka
LC3 litun i CAF og pa vildum vid skoda hvort pAMPK (orkupurrd) kaemi vid sdgu. begar tengslin eru
skodud (Tafla 5) virdist pAMPK bodleidin hafa afar litid um pad ad segja. Adeins i einu tilfelli sast jakveed
PAMPK litun i CAF sem fylgdist ad med jakvaedri LC3 litun, p.e. auknu sjalfsati.

> . . pAMPK i CAF
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
12 13
LC3 i CAF
16 16
. _ 1 28 29
Fisher exact test, p = 0,4483 (tw o-tailed)

Tafla 5. Krosstengslatafla LC3 og pAMPK litunar i C  AF.

45.2.2 Tengsl LC3 litunar og p62
Tilgangurinn med pvi ad meta p62 litun i eexlunum var upphaflega ad skoda fleedi i sjalfsatsferlinu (sbr.
Mat & vefjalitun). Litanirnar leiddu i ljés talsverdan mun & p62 litun milli brjosta og briskrabbameina.

I 9 af 15 tilfellum fylgdust LC3 og p62 litanir ad i brjostakrabbameinum. Badar litanir voru neikvaedar
i 5 synum og badar jakveedar i 4 synum (Tafla 6).

., . p62 i krabbameinsfr.
Brj6stakrabbamein -
neikv
1 5
LC3 i krabbameinsfr.
5 10
i . 9 6 15
Fisher exact test, p = 0,5804 (tw o-tailed)

Tafla 6. Krosstengslatafla LC3 og p62 litunar i brj  6stakrabbameinum.
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i 7 af 14 tilfellum fylgdust LC3 og p62 litanir ad i briskrabbameinum. Badar litanir voru jakveedar i 2

synum og badar neikveedar i 5 synum (Tafla 7).

. . p62 i krabbameinsfr.
Briskrabbamein :
neikv
5 7
LC3 i krabbameinsfr.
5 7
Fisher exact test, p = 1 (tw o-tailed) 4 10 14

Tafla 7. Krosstengslatafla LC3 og p62 litunar i bri  skrabbameinum.

Samanteknar na nidurstodurnar ekki tolfreedilegri marktekt, (tafla 8) og eins og adur sagdi eru

visbendingar um ad fylgni litananna séu 6lik milli vefjagerdanna (sja toflu 6 og 7).

L, ) . p62 i krabbameinsfr.
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
6 12
LC3 i krabbameinsfr.
10 17
i . 13 16 29
Fisher exact test, p = 0,7163 (tw o-tailed)

Tafla 8. Krosstengslatafla LC3 og p62 litunar i brj  6sta- og bris-krabbameinum.

45.2.3 Tengsl p62 litunar og HIF-1 a
Pad er ekki einungis sjalfsat sem hefur ahrif & magn p62 i frumum. SG stadreynd geeti sett
spurningamerki vid notkun pess sem meelikvarda a streymi i gegnum sjalfsatsferlid. baettir sem gaetu
skekkt sambandio eru t.d. tengsl p62 vid surefnispurrd og oxunaralag eins og komid er inn & i inngangi
(Valbundio sjélfsat) og umreedu (Sjalfsat i vefjasynum) og Tafla 11. HIF-1a og p62 eru hvoru tveggja
prétein sem eru tjad i auknum meeli vid oxunaralag eda surefnispurrd i aexlum. bad kemur pvi ekki a
Gvart ad litun peirra fér gjarnan saman (Tafla 9, Tafla 10 og Tafla 11).

[ 11 af 15 synum fylgdust HIF-1a og p62 litanir ad i briostakrabbameinum. Badar litanir voru jakvaedar

i 7 synum og badar voru neikveedar i 4 synum (Tafla 9).

. . HIF-1a i krabbameinsfr.
Brjostakrabbamein =
neikv
p62 i krabbameinsfr. 2 9
4 6
Fisher exact test, p = 0,1357 (tw o-tailed) 9 6 15

Tafla 9. Krosstengslatafla HIF-1 a og p62 litunar i brjdstakrabbameinum.
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i 11 af 14 synum hélst HIF-1a og p62 litun i hendur i briskrabbameinum. Badar litanir voru jakveedar i 1
syni og badar voru neikvaedar i 10 synum. Ekkert syni var med jakvaeda HIF-1a litun pegar p62 litun var
neikvaed (Tafla 10).

) . HIF-1a i krabbameinsfr.
Briskrabbamein -
neikv
3 4
p62 i krabbameinsfr.
10 10
13 14

Fisher exact test, p = 0,2857 (tw o-tailed)

Tafla 10. Krosstengslatafla HIF-1 o og p62 litunar i briskrabbameinum.

Jakveed p62 og HIF-1a litun var toluvert algengari i brj6stakrabbameinum i samanburdi vid
briskrabbamein. begar bris- og brjésta-krabbamein eru tekin saman (Tafla 11) og gerd tengslagreining
fast fram marktaek tengsl milli p62 og HIF-1la litunar og er hugsanlegt ad aukin virkjun bodleida
surefnispurrdar og oxunaralags skyri ad hluta aukna p62 litun en 6ljést er hvad skyrir muninn milli brjésta

og briskrabbameina.

., . : HIF-1a i krabbameinsfr.
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
p62 i krabbameinsfr. S 13
14 16
10 19 29

Fisher exact test, p = 0,0087 (tw o-tailed)

Tafla 11. Krosstengslatafla HIF-1 «a og p62 litunar i brjdsta og bris-krabbameinum.

45.2.4 Tengsl LC3 og HIF-1 a litunar
Jakveed LC3 litun og jakvaed HIF-1a litun (surefnispurrd) fylgdust ad i einungis 4 af 29 synum og af peim
var adeins 1 i brjéstakrabbameinum (Tafla 3) en badir peettir voru neikvaedir i 11 af 29 synum (Tafla 12).

Krosstengslin milli pattanna eru ekki télfreedilega markteek.

L . . HIF-1a i krabbameinsfr.
Brj6sta- og bris-krabbamein -
neikv
8 12
LC3 i krabbameinsfrumum
11 17
10 19 29

Fisher exact test, p = 1 (tw o-tailed)

Tafla 12. Krosstengslatafla LC3 og HIF-1 a litunar i brjésta og bris-krabbameinum.
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45.2.5 Tengsl LC3 og pRafl litunar
Vegna fyrri ranns6kna um ad Ras drifin aexli séu ,had" sjalfsati (autophagy addicted) (41, 46) er
ahugavert ad sja ad ekki 6ll pRafl jakveed axli voru metin med jakveett LC3.

Talsvert fleiri briskrabbamein voru med jakveeda pRafl litun heldur en brjostakrabbamein eda 6
briskrabbamein & moti 2 brjéstakrabbameinum (Tafla 3). Litanirnar fylgdust ad i 17 af 29 synum (Tafla

13) en krosstengslin eru ekki tolfreedilega markteek.

., i : pRafl (Ras bodleid)
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
8 12
LC3 i krabbam.fr.
13 17
) . 8 21 29
Fisher exact test, p = 0,6828 (tw o-tailed)
Tafla 13. Krosstengslatafla LC3 og pRafl litunar i brjésta- og bris-krabbameinum.

Ef LC3 litun er einnig skodud i CAF ma velta fyrir sér hvort skyringin liggi par & pvi ad sum pRafl jakveed
aexli virdast prifast an aukins sjalfsats. b.e. ekkert syni er med jakveeda pRafl litun sem ekki er einnig

med ymist jakvaeda LC3 litun i krabbameinsfrumum eda jakvaeda LC3 litun i CAF (Tafla 3 og Tafla 14).

- . . pRafl (Ras bodleid)
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
14 22
LC3 i krabbam.fr. og/eda i CAF 7 -
, . 8 21 29
Fisher exact test, p = 0,1421 (tw o-tailed)

Tafla 14. Krosstengslatafla LC3 i krabbam.fr. og/ed a CAF og pRafl litunar i brjésta og bris-kr.m.

45.2.6 Tengsl LC3 og p53 litunar
[ 16 af 29 synum fylgdist LC3 og p53 litun ad. | 11 synum voru badar litanir jakvaedar en i 5 synum voru

badar litanir neikvaedar. 12 syni sem voru p53 jakveed voru metin med neikveeda LC3 litun en 1 syni var
med neikveeda p53 litun en jakvaeda LC3 litun (Tafla 15).

. . . p53
Brjésta- og bris-krabbamein -
neikv
LC3 i krabbameinsfrumum 11 1 12
12 5 17
Fisher exact test, p =0,3544 (tw o-tailed) 23 6 29

Tafla 15. Krosstengslatafla LC3 og p53 litunar i kr ~ abbameinsfrumum.

75



4.5.2.7 Tengsl LC3 litunar i CAF og eitilmeinvarpa

[ 11 af 14 synum hélst jakvaed LC3 litun i CAF i hendur vid eitiimeinvérp i briskrabbameinum. | 4 af 7
synum med jakveeda LC3 litun i CAF hafdi ordid dreifing til eitla (Tafla 16). 7 krabbamein med neikveeda
LC3 litun hofou ekki dreift sér til eitla. Ekkert krabbamein med neikvaeda LC3 litun i CAF hafdi dreifst til
eitla. Tengslin eru ekki tolfreedilega marktaek ef midad er vio t.d. p<0,01. Ekki var gerd sambeerileg tafla
fyrir brjéstakrabbamein par sem upplysingar um eitilmeinvorp var ekki pekkt i 4 tilfellum. bess skal getid
ao nokkur tilfelli brjostakrabbameina voru metin med neikvaeda LC3 litun i CAF og héfou pé meinvarpast

til eitla, 6likt briskrabbameinunum (Tafla 3).

. : Eitilmeinvorp
Briskrabbamein

neikv
. 3 7
LC3 i CAF
7 7
4 10 14

Fisher exact test, p = 0,0699 (tw o-tailed)

Tafla 16. Krosstengslatafla LC3 litunar i CAF og ei  tilmeinvorp.
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5 Umraeda

5.1 Samantekt

I B.Sc. rannsokn héfundar voru, med skodun i rafeindasmasja, konnud ahrif Gsninsyru a frumulinur
briéstakrabbameins T47D og briskrabbameins Capan-2. bar fengust visbendingar um aukinn fjélda
sjalfsatsboélna i frumum Gtsettum fyrir fléttuefninu (Mynd 7) og um hvatberaat (Mynd 8), en adur var
bekkt ad US veldur afskautun hvatbera (77, 78), hemur frumuvéxt og frumufjélgun (78) og hefur virkjandi
ahrif a AMPK sem styrir vidbragdi frumna vid orkupurrd (79).

Peirri rannsékn var fylgt eftir med flirmotefnalitun fyrir LC3 i sému frumulinum eftir Gtsetningu fyrir
US en LC3 er prétein sem tekur patt i myndun sjalfsatsbolna. Talning & fjdlda sjalfsatsbolna, med adstod
stafreennar myndgreiningar, leiddi i lj6s marktaekt aukinn fj6lda sjalfsatsbélna i frumum sem Utsettar voru
fyrir efninu i samanburdi vid frumur sem ekki voru Utsettar (Mynd 6 og Mynd 10) og var dregin su alyktun
aod virkjun AMPK (79), sem svar vid orkupurrd vegna afskautunar hvatbera (78), aetti patt i pvi (Mynd 2).
Til pess ad skoda hvort nidurbrot yrdi a innihaldi sjalfsatsbolna var gerdur rafdrattur & p62 og fyrstu
nidurstoour bentu til pess ad pad brotnadi ekki nidur og streymi i gegnum sjalfsatsferlio vaeri pvi truflad
(Mynd 9). bessar nidurstodur fengust stadfestar i fleiri tilraunum i rannséknarverkefni irisar H.
Magnusdéttur (87). Frekari rannséknir Margrétar Bessadéttur syndu ad sjalfsatsboélur og leysibélur
renna saman eftir Gtsetningu fyrir US en syring leysibélna er truflud sem veldur uppséfnun sjalfsatsboina
(2). Ahugavert er ad ari eftir birtingu greinar um nidurstédurnar, birtu Padman et al nidurstédur
rannsokna & ahrifum CCCP & frumur (sja Sjalfsat hvatbera), helst pekkt fyrir ad valda afskautun hvatbera
og hrinda af stad valbundnu sjalfsati hvatbera (mitophagy) en i peirri rannsékn var, likt og i grein okkar,
kannad hvort CCCP trufladi syringu leysibélna, sem pad reyndist gera (34).

Vi yfirferd & fraedum sjélfsats og krabbameina kom fram ad vefjarannsoknir a tengslum sjalfsats vid
olika eiginleika og tilurd krabbameina skorti. H6fou freedimenn og rannsakendur & svidinu hvatt til frekari
vefjarannsékna med visun i ad fyrir laegju rannsoknir & sjalfsati og sjalfsatshemlum i frumum i raekt og i
dyrum og hafnar veeru kliniskar rannséknir & virkni sjalfsatshemla i medferd gegn krabbameinum.
Ymsum spurningum veeri po Osvarad (1, 16, 30). bétti sumum vera skortur & pekkingu &
lifeindafraedilegum og vefjafraedilegum pattum krabbameina sem geetu styrkt grunninn ad baki vali a
sjuklingum i kliniskar rannsoknir & sjalfsatshemlum (9, 30, 90) og arid 2013 birtist rannsokn Rosenfeldt
et al sem styrkti pessa skodun (42) (sja kaflann Tengsl Ras og sjalfsats i krabbameinum).

i okkar rannsokn var pvi skodud tjaning lykilproteina sjalfsatsferlisins LC3 og p62 og einnig prétein
sem tengjast raesingu sjélfsats, pAMPK (orkupurrd) og HIF-1a (surefnispurrd). Vid athugudum tengsl
pessara patta vid lykilpaetti sem tengjast illkynja vexti frumna, pRafl (eexlisdrifandi prétein) og p53
(eexlisbeeliprétein). Nidurstddurnar voru i stérum drattum paer ad sjalfsatsferlid er gjarnan virkt i illkynja
frumum aexla og ad pAMPK & patt i raesingu pess i storum hluta eexla. | peim tilvikum par sem pAMPK
atti ekki patt i reesingu sjalfsat matti ymist sja jakvaeda litun fyrir pRafl, p53 eda HIF-1a (syni B5, P6 og
P7) og i einu tilvikanna gaetu allir pessir peettir att patt i reesingu sjalfsats (syni B5, Tafla 3).

Sterk litun reyndist vera a p62 i morgum synum, i baedi edlilegum vef, uppistdduvef og

krabbameinsfrumum sem samkvaemt leidbeiningum um rannsoknir a sjalfsati i frumum i reekt veeri haegt
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ao tulka sem truflun a sjalfsatsferlinu en hér verdur ad tulka petta med fyrirvara um hlutverk p62 i
viobragdi frumna vid oxunardlagi (30) par sem krabbameinsfrumur og uppistéduvefur sexla eru alla jafna
undir meira alagi en heilbrigdur vefur.

Pegar uppistéduvefurinn i eexlunum var skodadur kom i ljés ad i mérgum aexlum lagu LC3 jakvaedar
trefjakimfrumur pétt upp ad krabbameinsfrumum en trefjakimfrumur fjeer litudust ekki eda litid. Vakti pad
upp spurningar um hvad pad veeri sem virkjadi sjalfsat i peim. Kenningar eru um ad krabbameinsfrumur
seyti efnum sem drifa sjalfsat i trefjakimfrumum adlaegt peim (CAF) en ekki er ad fullu ljést hversu
algengt eda mikilveegt petta samspil er og fer visast eftir samhenginu (59, 64). Reyndist pAMPK nanast
aldrei litast i pessum frumum med einni undantekningu. bvi er liklegt ad sjalfsat i CAF sé ad mestu leyti
drifid af 6orum pattum en orkupurrd og rennir nidurstadan einnig stodum undir kenningar um ad

frumurnar fai utanadkomandi hvatningu (64) (Mynd 4).

5.1.1  Ahrif Gsninsyru & frumur i raekt

Eins og segir i samantektinni var flirmotefnalitad fyrir LC3 proteini i lagsja og litunin magngreind med
stafreenni  myndgreiningu til ad kanna nanar peer visbendingar sem fengust med
rafeindasmasjarskodun.

Skodun i lagsja hefur ymsa kosti fram yfir skodun i rafeindasmasja pegar gera a stafreena
myndgreiningu. T.d. er meiri reynsla af notkun stafraeennar myndgreiningar vid skodun frumna i
liossmasja eda lagsja, sérstaklega eftir flurljdmandi moétefnalitun. A8 sumu leyti vegna betra adgengis
ad peim teekjum en einnig vegna pess ad fljdtlegra og einfaldara er ad telja sjalfsatsbolur eftir
flarmétefnalitun (baedi fyrir rannsakendur og sjalfvirk forrit). betta stafar ad hluta til af hagsteedara
sudhlutfalli (e. signal to noise) par sem meira er siad Ut af 0parfa areiti, hreinleiki meelingarinnar er meiri.
Pegar steekkunin er minni er einnig mogulegt ad skoda fleiri frumur a sama tima en hefdi verid heegt i
rafeindasmasja og fleiri meelingar auka styrk rannséknarinnar. b.e. med auknum fjélda taldra frumna
0g sjélfsatsbdlna feest betri nalgun a dreifingu, m.a. medaltal med prengri vikmdrkum, minni skekkju.
Stafreen talning & sjalfsatsbélum er par ad auki hlutleegari en sjénraent mat og dregur pvi ar mégulegum
bjaga og motefnalitun er sterkari visbending um ad verid sé ad horfa a sjalfsatsbolur en ekki eitthvad
annad.

Eins og fario er yfir i inngangi pa hafa rannsoknir bent til pess ad BNIP3 komi vid sogu i vidbragdi
frumna vid Utsetningu fyrir Gsninsyru (8) en pad er prétein sem midlar hvatberaati eftir afskautun
hvatbera i kjolfar medferdar med efnum eins og ceramide, HCQ og arsenik prioxids (31). Vardandi
samanburd HCQ og Usninsyru visast i kafla i inngangi um efnid, Hydroxychloroquine. begar eru hafnar
fiolmargar kliniskar rannsdknir & medferd krabbameina med efninu, flestum er pé élokid pegar petta er
skrifad (71).

Nyverid hefur annad efni, med ekki 6lika eiginleika og HCQ og Usninsyra, arsenik prioxid (Tafla 1),
hlotid eins konar endurnyjun lifdaga sem krabbameinslyf en pad er f.o.f. notad hja sjiklingum sem hafa
fengid endurkomu bradamergfrumuhvitbleedis (AML) en einnig hafa verid gerdar tilraunir med notkun
pess & illkynja eexlum taugatrods (91, 92).

pad veeri forvitnilegt ad skoda ahrif Usninsyru a krabbameinsfrumulinur hvad vardar valkveett sjalfsat

a hvatberum. T.d. maetti gera métefnalitanir & frumum i raekt fyrir préteinum sem koma vid sogu i
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hvatberaati, t.d. Parkin, og gera jafnvel talningu a hvatberum frumna, fyrir og eftir Utsetningu fyrir
usninsyru.

Ef reynt er ad setja ahrif Usninsyru i samhengi og sja heildarmynd Gt dr pvi pa ma setja pad upp
pannig ad Usninsyran liki eftir sirefnispurrd med ahrifum sinum & afklplun éndunarkedju hvatbera, petta
leidi til faekkunar & ATP sameindum sem hvatberar framleida og aukinnar virkni AMPK. bessu fylgi einnig
almennt vidbragd vid hvarfgjornum sameindum, vidbragd vegna orkupurrdar en einnig vidbragd vegna
skemmdra frumuliffeera. Pannig leitist fruman vid, hugsanlega m.a. med hvatberaati, ad endurvinna
protein og frumuliffeeri og takmarka skemmdir vegna oxunaralags en a sama tima er proskun leysibélna
truflud. Fruma Gtsett fyrir Usninsyru er pvi ad eyda tima og efnivid i ad hefja ferli sem skilar ekki arangri
og vOxtur og skipting eru pess vegna hamin. Virkni HIF-1a, eins helsta stjornanda vidbragds frumna vid
surefnispurrd (sja kafla Surefnispurrd), i frumum Gtsettum fyrir Gsninsyru hefur ekki verid kénnud svo

héfundur viti til en veeri ahugavert ad kanna asamt pvi ad kanna hvort asninsyra hafi ahrif & hvatberaat.

5.1.2  Sjalfsét i vefjasynum

Rannsoéknir hafa synt ad sjalfsat i krabbameinum hefur mismunandi pydingu fyrir framgang aexlisins og
horfur sjiklinga, eftir innri gerd (uppruni og stokkbreytingar) og einnig umhverfi (t.d. steerd, og
uppistoduvefur (millifrumuefni, sedar, 6neemisfrumur, trefjakimfrumur). Samhengid hefur pannig ahrif &
pad hvada pydingu sjalfsat hefur fyrir krabbameinid (1, 9, 30, 42, 91). Rannsoknir sem skoda paetti sem
tengjast raesingu & sjalfsati i vefjasynum krabbameina eru faar en pé verdur adé nefna rannsékn Yu M et
al sem birtist i PloS One arid 2015 par sem briskrabbamein eru skodud Ut fra sjalfsati og pattum sem
tengjast raesingu pess og efnaskiptum (93). | rannsékninni er aexlunum skipt nidur i flokka Gt fra 6likum
mynstrum tjaningar og finna rannsakendur tengsl sumra flokka vid akvedna vefjameinafreedilega peetti
eins og eedaiferd og skurdbranir en einnig lifun en myndir sem birtar eru Gr rannsokninni eru faar og
upplausnin litil svo erfitt er ad leggja mat & geedi rannsoknarinnar Gt fra peim. Enn fremur virdist ekki
vera staldrad vid tengsl LC3 og p62 i rannsokninni og engar alyktanir dregnar & sambandi pessara patta
eda hvernig & ad tulka litunina i tengslum vid streymi gegnum sjalfsatsferlid.

I okkar rannsokn sést i Toflu 3 ad i 9 af 29 synum fylgdist ad sterk pAMPK og LC3 litun. | 3 af 29
synum var LC3 litun metin jakvaed en pAMPK litun neikveed (syni B5, P6 og P7). | pessum tilfellum var
bvi adur 6svarad hvad virkjadi sjalfsat en hefur skyrst ad hluta nt (94). i syni B5 voru p-Rafi, p53 og
HIF-1a litanir metnar jakvaedar. | syni P6 voru p53 og pRaf-1 litanir metnar jakveedar og i syni P7 voru
pRafl og p53 litanir jakvaed en allir pessir paettir geta komid ad reesingu sjalfsats.

i 7 af 29 synum var LC3 litun metin neikvaed pratt fyrir jakveeda pAMPK litun. Oljdst er hvers vegna
sjalfséat virkjadist ekki i pessum synum par sem pAMPK tjaning var metin jakveed og jafnvel fleiri peettir
sem geta studlad ad sjalfsati. Ahugavert er ad i 6 af 7 pessara syna vard ekki vart vid trefjun
(desmoplasia, fibrosis) i syninu. b.e. adeins 1 af pessum 7 synum med (-) LC3 en (+) pAMPK var metid
med mikla trefjun en af 6llum synunum i heild sast trefjunarvidbragd i 13 af 29 synum (Tafla 3). | einu
pessara syna, B8, var p53 og HIF-1a litun jakveed en prétt fyrir pad var LC3 litun neikvaed og mé velta
fyrir sér hvort séu gallar i myndun sjélfsatbdlna i pvi syni, t.d. hvort LC3 sé stokkbreytt. Sama syni var
metid med jakveeda p62 litun sem getur bent til pess ad nidurbroti p62 sé abétavant med adurnefndum

takmdrkunum po.
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Talkun & p62 i tengslum vid streymi i sjalfsatsferlinu var yfirh6fud erfid par sem litunin var yfirleitt
mjog sterk en po 6lik milli brjosta og briskrabbameina (Tafla 3 og kafli 4.2.2). Teeplega er haegt ad tulka
nidurstéournar svo ad sjalfsatsferlid sé gallad i yfir helmingi brjéstakrabbameina einungis Gt fra p62 litun
en 9 af 15 synum héféu sterka litun i umfrymi krabbameinsfrumna a méti 4 af 14 briskrabbameinum.
Hugsanlegt er ad hlutverk p62 i vidbragdi frumna vié oxunaralagi torveldi talkun pess sem meelikvardi a
streymi sjalfsatsferlisins pegar um er ad raeda frumur sem eru undir miklu alagi, t.a.m. frumur i
krabbameinaexlum. Adsteedur frumna i reekt i kjéraeti sem reglulega er skipt um og haldio vid, eru
augljoslega allt adrar (30). bad a vido um p62 likt og 6ll hin proteinin ad ef stokkbreytingar leida til
breytinga i bindiseti métefnisins & p62 préteininu geeti litun préteinsins truflast. Auk pess getur fjéldi LC3
punkta aukist ef starfsemi p62 proéteins er raskad. Petta myndi geta tulkast sem aukid sjalfsat samkvaemt
leidbeiningum um mat & sjalfsati en veeri pad i rauninni ekki. Raskanir i préteasém kerfinu gaetu einnig
ollid pvi ad p62 yroi brotid nidur i minna maeli og safnadist pvi fyrir. Kekkjun (e. aggregation) préteina
eda aukid magn skemmdra frumuliffaera veeri einnig liklegt til pess ad auka framleidslu p62. Innlimun
p62 i kekki geeti ordid meiri en svo ad nidurbrot vio sjalfsat eda i proteasdémum anni eftirspurninni.

Pad kom & dvart hversu 6lik litun baedi p62 og HIF-1a var pegar briskrabbamein voru borin saman
vid brjéstakrabbamein (Tafla 3). Pad kom okkur einnig talsvert & 6vart hversu litil HIF-1a litun kom fram
i briskrabbameinum, p.e. einungis 1 syni af 14 var metid jakveett (Tafla 3 og Mynd 20) & moti 9 af 15
brjéstakrabbameinum sem voru metin med jakvaeda litun og 6ljost hvers vegna petta er. Samband p62
og HIF-1a var tolfreedilega markteekt (p=0,0081). Hins vegar matti sjad ad visbendingar um fylgni
litananna m.v. ad baedi préteinin eru metin jakvaed i miklum meeli i brjéstakrabbameinum en eru ad sama
skapi baedi neikvaed i staerstum hluta briskrabbameina og er haegt ad gera sér i hugarlund ad sua fylgni
stafi af hlutverki préteinanna i vidbragdi frumunnar vid sirefnispurrd og alagi vegna hvarfgjarnra
sameinda (sja kafla Prétein p62 og Suarefnispurrd) en petta eru kringumsteedur sem fylgjast oft ad.

Furdu litid er reett um pad i 66rum greinum hvernig eigi ad tulka p62 i peim vefjaranns6knum par
sem litad er fyrir pvi i tengslum vid rannsoknir & sjalfsati.

Vefjarannsoknir a sjalfsati héfou sinar takmarkanir vid upphaf pessarar rannséknar. Rannséknir voru
tiltélulega faar, en fer fjdlgandi. Takmarkanir aftursynna vefjarannsékna a sjalfsati (eftir brottham eda
dauda) eru einnig peer ad eftir paraffineringu er ekki haegt ad nota pekkta sjalfsatshemla (bafilomycin,
chloroquine) til pess ad stddva sjalfsat og valda uppséfnun sjalfsatsbélna. Notkun sjalfsatshemla pykir
vera goo adferd til pess ad athuga streymi i gegnum sjalfsatsferlid (e. autophagic flux) (16). Veeri
vefjasynum safnad pegar pau baerust veeri heegt ad Utsetja vefjasynin fyrir sjalfsatshemlum en ekki
naegilega lengi til pess ad greinanleg ahrif fengjust, auk pess sem haettan a drepi i vefnum veeri veruleg.
I leidbeiningum Klionsky et al um adferdir vid mat & sjalfsati kemur fram ad yfirleitt purfi Gtsetningu fyrir
sjalfsatshemlum i >4 tima til pess ad maelanleg ahrif komi fram (16).

Pad getur gert vefjarannsoknir & sjalfsati krefjandi i talkun ad grunn-sjalfsat (basal autophagy) er
mismikid milli 6likra vefjagerda. | krabbameinsfrumum getur pess vegna verid erfitt ad akvarda hvad
skuli mida vid pegar sjalfsat er metid, 6druvisi en ad mida vid dreifingu styrks tjaningar milli sému litunar
i krabbameini af sama uppruna. | pessari rannsékn var litunin talkud Gt fra dreifingu allra vefjasyna
krabbameina sama liffeeris og gefin einkunn a fjorskiptum kvarda sem sidar var skipt i tviundabreytu likt

og komid hefur fram. Hér var pvi ekki leitast vid ad nota grunn-sjalfsat (LC3-1l og p62 litanir) i setludum
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upprunavef krabbameinsins sem vidmid en mogulega myndi si nalgun audvelda tdlkun litunar i
krabbameinunum. Hofundar leidbeininga um adferdir vid rannsoknir & sjalfsati hafa bent a ad porf sé a
auknum rannséknum & svidi sjélfsats i vefjasynum til pess ad betur megi snida leidbeiningarnar hvad
pennan patt vardar (16).

Syni par sem pAMPK og LC3 litanir héldust ekki i hendur voktu forvitni okkar (sja toflu 4). Farid hefur
verid yfir 3 syni par sem LC3 var jakveett en pAMPK neikveett og hvada peettir geetu studlad ad virkjun
par. | 7 synum bar ekki & aukinni virkni sjalfsat p6 pAMPK veeri sterkt tjad og jafnvel fleiri peettir sem
aettu ad studla ad virkjun pess. Hvort sjalfsatsferlid sé gallad i krabbameinsfrumunum eda adrir paettir
hemiji sjalfsat er 6ljést en a.m.k. var p62 litun adeins metin sterk i 2 af pessum synum (Tafla 3).

Fylgni er nokkur milli nidurstadna stokkbreytigreiningar p53 pegar préteinio er stokkbreytt og mats a
tjaningu i vef en p6 augljéslega ekki fullkomin (Tafla 3). Nonsense stokkbreyting getur t.d. valdid pvi ad
litun er metin neikvaed p6 préteinid sé stokkbreytt. Mismunandi er milli gerda krabbameina hversu gédur
stadgengils-lifvisir (surrogate marker) IHC litun er fyrir stokkbreyttu p53. Stdkkbreytingargreining a
briskrabbameinum fyrir p53 tékst pvi midur ekki vegna pess ad briseexli eru gjarnan rik af ensimum
(tryptasar og lipasar) sem brjéta nidur erfdaefnido en auk pess voru synin flest eldri en

brjéstakrabbameinin sem einnig hefur ahrif & vardveisluna.

5.1.2.1  Uppistbduvefur og sjalfsat

Rikuleg tjaning LC3 i trefjakimfrumum adlaegt krabbameinsfrumum vakti okkur til umhugsunar um hvad
styrir virkjun sjalfsats i pessum frumum. Pvi kom pad verulega & évart hversu litil tjaning & pAMPK
reyndist vera i CAF frumum og ma draga pa alyktun ad sjalfsat i trefjakimfrumum adleegt
krabbameinsfrumum sé alla jafna virkjad med 6drum heetti en i gegnum AMPK bodleidina.

Minni litun sést i trefjakimfrumum sem lagu fjeer krabbameinsfrumunum (Mynd 28 og Mynd 29) sem
stydur kenningar um ad krabbameinsfrumurnar geti haft ahrif a sjalfsat i adliggjandi heilbrigdum frumum,
jafnvel pegar sjalfsat er litid virkt i peim sjalfum.

I greinum um sjalfsat og krabbamein hefur verid tidreett um sjalfsat-fikn (e. autophagy addiction) Ras
stokkbreyttra krabbameina (sja Tengsl Ras og sjalfsats i krabbameinum). Tengt pessu potti okkur
ahugavert ad sja ad oll krabbamein sem voru med jakveeda pRafl litun voru ymist med jakveeda LC3
litun i krabbameinsfrumum eda jakvaeda LC3 litun i trefjakimfrumum adleegt peim (CAF). bvi ma koma
med pa tilgatu ad sjalfsat i CAF frumum geti séd hraefnakraefum Ras™ krabbameinsfrumum sem ekki
hafa aukna virkjun sjélfsats, fyrir byggingarefnunum sem peer parfnast til ad vaxa og skipta sér (Tafla 3,
Tafla 14).

I 4 tilfellum brj6stakrabbameina voru ekki fyrir hendi upplysingar um eitiimeinvérp (Tafla 3). betta
voru tilfelli par sem eitlar voru ekki fjarlaegdir eda rannsakadir par sem ekki var talinn avinningur af pvi
vegna aldurs sjiklings eda undirliggjandi sjukdéma. Vié gerdum krosstengslatoflu par sem vid barum
saman LC3 litun i CAF og eitilmeinvorp i briskrabbameinum (Tafla 16), nokkur fylgni var a milli jakvaedrar
LC3 litunar i CAF og eitiimeinvarpa en krosstengslin voru ekki tolfreedilega marktaek. Hvad varéar
meinvorpin sjalf geeti verid afar frodlegt ad skoda pau med sambeerilegri vefjalitun og upprunaaexlin en
undirritadur veit ekki til pess ad pad hafi verid gert adur.

I vefjasynum 0r brisi sast alltaf sterk litun Langerhanseyja vid LC3 litun, ad mestu leyti dreifd litun og
pvi liklegt ad adallega sé um LC3-I, p.e. 6himnubundid form préteinsins, ad raeda (Mynd 13 e og f).
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Sjalfsat hefur ahrif a styrt seytunarferli ymissa frumna, m.a. Paneth frumna smagirnis og virdist med
einhverjum heetti hafa ahrif a massa B-frumna Langerhanseyja, sem er breytilegur og tengist vidbragdi
peirra vid 6Olikri feedusamsetningu (89). Mys sem hafa Utslegid ATG7 hafa m.a. skemmdir i brisi og préa
med sér sykursyki (42). Talid er ad hluti dhrifanna séu ébein, i gegnum ahrif sjélfsats & umsetningu
hvatbera og frymisnets sem studlar ad heilbrigdi pessara frumuliffeera sem er naudsynlegt til pess ad
jafnveegi sé i glukdsa-6rvadri seytun insulins en hvort og pa hvernig sjalfsatsprétein hafa bein ahrif i -
frumum er ekki pekkt (89).

I rannsokn okkar litudust taugafrumur einnig sterklega vid LC3 litun, p6 var sjaldan eda ekki haegt ad
greina depla i peim. betta skyrist liklega af pvi ad steerstur hluti proteinsins er a sinu 6himnubundna
LC3-I formi i taugafrumum og pad hefur synt sig ad sjalfsatsbolur eru yfirleitt af dvenju skornum skammti
i peim, jafnvel vid svelti (95). Uppsofnun sjélfsatsbélna er pratt fyrir petta vel pekkt fyrirbeeri i
taugahroérnunarsjikdomunum Alzheimer's, Parkinson‘'s og Huntington's. Sjalfsat hefur nefnilega
hlutverk i nidurbroti kekkjoéttra proteina sem einkenna pessa sjukdéma og hafa verid gerdar rannséknir
a ymsum lyfjasprotum sem hafa sjalfsat sem skotmark i peim tilgangi ad hindra framgang pessara
sjukdéma (95).

Styring sjalfsats i taugafrumum virdist vera 6lik styringu sjélfsats i frumum annarra vefja og leikur
insdlin par lykilhlutverk i beelingu hefédbundins sjalfsats. Tilgatur eru um ad taugafrumur hafi minni porf
fyrir sjalfsat sem uppsprettu neeringarefna vid svelti par sem frumur taugatr6ds sjai taugungum fyrir peim
naeringarefnum sem paer purfa (95). Ahugavert er ad mata pessar tilgatur vid pad sem vitad er um tengsl
krabbameinsfrumna og CAFs en einnig tengsl préteina sjalfsats og insulinseytandi p-frumna briss.

Enn vantar talsvert upp a ad mismunandi hlutverk sjalfsats i 6likum vefjageroum sé skilid ad fullu og
er ekki siour mikilvaegt ad skilja sjalfsat i heilbrigdum vef til pess ad betur megi skilja hlutverk sjalfséats i

meingerd krabbameina.

5.1.3 Uppistoduvefur og ahrifapeettir krabbameina
Ymislegt bendir til mikilveegi eexlisdrifandi og aexlisbaelandi bodleida i tilurd krabbameina sem
einskordast ekki vid illkynja frumur heldur skipta einnig mali i uppistéduvefnum.

Ekki naodist ad skoda uppistoduvefinn i smaatridum i pessari rannsékn hvad vardar
aexlisbaelipréteinio p53 og aexlisdrifandi préteinio pRafl en ekki vard vart vid aberandi mun milli litunar i
trefjakimfrumum aexla né heldur milli CAF og annarra trefjakimfrumna, p6 erfitt sé ad fullyrda um pad.
Gerdar hafa verid rannsoknir sem benda til mikilveegi uppistéduvefsins og aexlisbeelandi patta innan
hans i tilurd krabbameina. Einhverjar hafa synt eexlishvetjandi ahrif vid afvirkjun p53 i uppistéduvef (60).
i rannsokn Trimboli et al & misum med aexlistengdu stokkbreytinguna ErbB2, olli trefjakimfrumu-sértaek
afvirkjun eexlisbeelipréteinsins PTEN, aukningu & framleidslu millifrumuefnis og flytti tilurd og illkynja

framvindu brjéstagexla af pekju-uppruna (96).

5.1.4  Samanburdur & veflamotefnalitun DAB og flirmotefnal itun

par sem baedi flurmotefnalitun (IF) og vefjamétefnalitun DAB (IHC) voru notud i mismunandi pattum

pessarar rannsdknar er kannski vid haefi ad bera pessar adferdir stuttlega saman m.t.t. kosta og galla.
Pegar syni eru skodud med IF verda akvednir hlutar synisins mjog greinilegir en adrir oft égreinilegir.

Vid skooun undir synilegu ljési, svo sem vid IHC, eru formgerd og heildarmynd synisins greinilegri. Meiri
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likur eru pa a ad fyrir tilviljun sjaist fyrirbaeri sem rannsakandi er ekki endilega ad leita ad en geta leitt til
uppgotvana og svarad spurningum sem var ekki lagt upp med eda ordid til nyjar spurningar. Pad ma
segja ao skodun i ljdssmasja heefi pvi vel vid tilgatuleit (hypothesis generation) og greiningu a samhengi
margra patta. Kostur vid vefjamétefnalitun DAB er ad synin endast i mérg ar en IF litun dofnar gjarnan.
Vefjamétefnalitun getur ordid 6skyr ef opnun bindisets métefnavaka gengur illa sem & vido um
paraffinerud vefjasyni en a vid hvoru tveggja flirmotefnalitun og DAB litun. Samanburdur & stadsetningu
proteina & sama stad er hins vegar liklega nakveemari med IF eda 6drum adferdum par sem algengt er

ad lita med tveimur litum (t.d. raudum og graenum) i sému sneidinni.

5.1.5 Undirbaningur rannsoknar og upplysingas6fnun

Einn af vankdntum pessara rannsékna hvad vardar t.d. préfanir & sambandi mismunandi vefjalitana var
ao fjoldi syna var ekki mikill og styrkur nidurstadna leid i vissum tilfellum fyrir pad. Pvi ma velta fyrir sér
hvort safna hefdi att fleiri synum til pess ad auka styrk rannséknarinnar. bad heféi augljoslega pytt aukna
vinnu vid Urvinnslu gagna og pa hefdi umfang rannséknarinnar verid of mikid fyrir verkefni undirritads.

Pad veeri po heegt ad gera framhald af pessari rannsokn par sem fleiri synum veeri baett vid.

5.1.6  Sjalfsatshemlun sem krabbameinsmedferd
Adurnefnd rannsékn Rosenfeldt et al syndi hversu 6lik ahrif skert sjalfsat getur haft eftir pvi hvada paettir
liggja ad baki meingerdinni, i peirra tilfelli pvi hvort Ras-drifin aexli voru med Utslatt a erféavisi P53 eda
ekki (42). Hofundar rannséknarinnar leitudu skyringa & auknum vexti krabbameina med pessa eiginleika.
petta gerdu peir med pvi ad skoda efnaskiptin i peim illkynja briskrabbameinum sem urdu til i masum
med Utslegio P53, stokkbreytt KRAS og baru saman aexli miisa med pessar breytingar og annars vegar
edlilega starfandi ATG7 og hins vegar Utslegid ATG7. /xli sem héféu Utslegid ATG7 synd meiri upptoku
a glukosa i eeti samanborid vio viomidunaraexli og héfou meira magn glikdsa innan frumna og paer
nidurstédur voru studdar med nidurstddum jaeindamyndatoku in vivo. P& sast aukning ymissa afurda
glikdsa-efnaskipta, t.a.m. pyruvats, sitrénusyru og strnunar utanfrumu asamt uppsofnunar mjolkursyru.
petta bendir til kroftugrar virkni sitronusyruhrings hvatbera, sykrusundrunar, og aukinnar virkni pentosa-
fosfata bodleidarinnar en su bodleid sér um nymyndun aminé- og kjarn-syra og af pvi leidir aukinn voxtur
frumna (42).

pad parf p6 ad hafa i huga ad i pessu likani voru allar frumur lifverunnar med Utslatt & P53. Akvedinn
fyrirvara verdur pvi ad setja vio yfirfeeranleika adsteedna i rannsékn Rosenfeldt et al yfir & allar lifverur
sem hafa krabbamein med stokkbreytt P53. Stokkbreytingar & P53 geta einnig verid af mismunandi toga
og leida ekki alltaf til pess ad proteinid sé ekki tjad og virkni pess getur verid truflud ad hluta en ekki ad
Ollu leyti. T.d. ma vera ad préteinafurd stékkbreytts P53 geti haft skert ahrif i kjarna og par med & styrdan
frumudauda en ahrif pess i umfrymi geetu verid til stadar og préteinid geaeti par haft stadbundin ahrif a
m.a. sjalfsat (7).

pekking af pvi tagi sem verdur til vid rannséknir & hegdun alls aexlisins og samspils mismunandi vefja
pess mun vafalitido gagnast vid ad leita leida til pess ad snida medferdir betur ad hverju krabbameini fyrir
sig. | vissum tilfellum getur t.d. verid ad skotsponn lyfjanna sé ekki einungis krabbameinsfruman sjalf
heldur sé einnig heegt ad na fram 6beinum ahrifum med ahrifum lyfsins & heilbrigda vefinn i sexlinu sem

b6 hegdar sér 6venjulega. Pa er sérstaklega att vio aexli par sem uppistoduvefur og aexlisfrumur hafa
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komid sér upp efnaskipta-samtvinnun (e. metabolic coupling) (64). bar starfa edlilegar frumur 6venjulega
undir ahriftum bodefna fra krabbameinsfrumum i formi ammaoniaks og hvarfgjarnra sameinda surefnis
og niturs (ROS og RNS) en einnig vegna suarefnispurrdar (3).

Breytileikinn i tjAningarmynstrum préteina sem styra og er styrt af sjalfsati og samspil pessara patta
0g annarra patta sem hafa ahrif & tilurd og framvindu krabbameina, undirstrika pa stadreynd ad jafnvel
i sbmu undirgerdum krabbameina innan sama vefjar, geta mynstur bodleida og efnaskipta og samspil
vio uppistdduvefinn verid afar 6lik. Eiginleikar krabbameinsaexlanna geta pannig verid afar fjolbreytilegir.

pvi betur sem eiginleikarnir eru pekktir, pvi skynsamari akvardanir er haegt ad taka vid val a lyfjum
og sjuklingum i kliniskar rannsoknir. betta vid um 6ll krabbameinslyf og pa einnig um rannsoknir a virkni
efna sem hafa ahrif 4 sjalfsat i medoferd krabbameina. Pannig ma betur nalgast markmidid, p.e. ad snida
medferdina pannig ad hin gagnist sem best i ad uppreeta krabbameinin med sem minnstum skada fyrir

heilbrigdan vef.
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Alyktanir

Usninsyra olli fiplgun sjalfsatsbélna i krabbameinsfrumulinum brjosta og briss i reekt sem séaust
visbendingar um vid rafeindasmasjarskodun og var stadfest med flurmétefnalitun fyrir LC3. Petta er
haegt ad tengja vid ahrif asninsyru a frumur sem adur hafa komid fram, p.e. afkaplandi ahrif hennar a
hvatbera og par med & bodleid pAMPK sem hvetur til sjalfsats. Frumnidurstodur rafdrattar a proteini p62
i utsettum frumulinum bentu til pess ad p62 brotnadi ekki nidur i auknum meeli sem bendir til truflunar i
sjalfsatsferlinu. betta var sidar stadfest med frekari tilraunum. ba hefur einnig komid i lj6s ad Usninsyra

truflar proskun sjalfsatsleysibolna en pad veldur einnig uppséfnun sjalfsatsbéina.

Sjalfsat er afar virkt i krabbameinum brjosta og briss og er reest af pAMPK en einnig eru tilfelli par sem
adrar bodleidir, pRafl, p53 og HIF-1a hafa att patt i reesingunni og i 3 tilfellum an adkomu pAMPK.
Hvers vegna sjalfsat raestist ekki i 7 tilfella par sem pAMPK litadist sterklega var 6ljést i 5 tilfellum en
stafadi i 2 tilfellum brjéstakrabbameina hugsanlega af truflun i sjalfsatsferlinu ef midad var vio sterka

p62 litun og hun talkud pannig.

P62 litanir a vefjasynum eru mogulega Ofullkominn meelikvardi & truflun i sjalfsatsferlinu i
krabbameinsaexlum og liklega verri sem slikur i samanburdi vid notkun pess vid sjalfsatsrannsoknir &
frumum i reekt. pPetta stafar af mismunandi adsteedum i umhverfi pessara adferda par sem surefnispurrd
og oxunaralag er mun algengari vio fyrrnefndar adsteedur og veldur aukinni tjaningu a p62. Talsverd
fylgni var milli HIF-1a og p62 litunar. HIF-1a litun var p6 adeins metin jakvaed i 1 tilfelli briskrabbameina

samanborid vid 9 tilfelli brjdstakrabbameina.

Sjalfsat er algengt ad sja i trefjakimfrumum adlaegt krabbameinsfrumum (CAF) og sast sterk litun i peim
i 13 af 29 synum i nokkud j6fnu hlutfalli milli krabbameina briss og brjésta.
PAMPK virdist hafa afar litla pydingu vid raesingu sjalfsats i CAF og er sjalfsati i CAF liklega styrt ad

mestu leyti med 68rum haetti.
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Fylgiskjol / birtar greinar

1. Flarljdmandi métefnalitun

/Eti tekid af og skolad 2x med PBS (ef sermi i aetinu).

Metandl sett a svo pad pekiji vel i.

Haft i frysti -20°C i 10 min.

Botninn losadur/brotinn af og klistur tekid lika.

Hreinsad burt vokva i kringum reitina med einhverju ef parf.

Sett & 10% PBS/sermi yfir hvert holf og haft i 5 min.

Sogad af. Hafour blautur pappir i boxinu svo synin porni ekki.

50 mikroL af 1° métefni (LC3) i kjorstyrk sett & hvern reit. Helst sem minnst af loftb6lum. Leyft ad vera
a i amk 30 min (ma vera lengur, uppi 2-3 tima, en ekki of).

Skolad 1x hratt med PBS, og 2x 5 min.

50 mikroL af 2° métefni (488S rabbit) sett & hvern reit. Leyft ad vera & i amk 30 min.
Skolad 1x hratt med PBS, og 2x 5 min.

Skolad med kranavatni.

Dropi af Fluoromount — G klistri & hvern reit og 10mm pekjugler yfir.

Geymt i boxi lokad med alpappir og geymt i keeliherbergi.

2. Métefnalitun vefjasyna

1. Eftir deparaffinization fara sneidar i epitope retrieval i Tris-EDTA pH 9 buffer i vatnsbadi i 20 min i
98-99°C og sidan latnar kélna i buffernum ati & bordi i 20 min.
2. Skolad.

.5 min i H202.

. Skolad.

. Métefni i 30 min.

. Skolad.

. Envision flex i 20 min.

. Skolad.

. DAB chromogen i 10 min.

10. Skolad.
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