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 Ágrip 

Sjálfsát í bris- og brjóstakrabbameinum 
Smásjárskoðun á frumum í rækt og vefjasýnum 

Inngangur: Sjálfsát er þróunarsögulega varðveitt ferli í frumum sem eykur svigrúm frumunnar til að 

takast á við álag, sérstaklega við svelti. Við sjálfsát myndast tvöföld lípíðhimna sem umlykur skemmd 

frumulíffæri og próteinknippi og myndar sjálfsátsbólu. Hún rennur svo saman við leysibólu og innihaldið 

meltist. Niðurbrotsafurðir ferlisins, orkuríkar sameindir og byggingarefni, eru síðan losaðar út. Úsnínsýra 

(ÚS) er lífvirkt efni sem finnst í lífverum sem nefnast fléttur. Vitað er að úsnínsýra afkúplar öndunarkeðju 

hvatbera í dýrafrumum og vísbendingar eru um áhrif hennar á sjálfsát í krabbameinsfrumulínum í rækt. 

Brjóstakrabbamein er algengasta krabbamein kvenna. Briskrabbamein er með illvígustu krabbameinum 

manna og eru horfur sjúklinga við greiningu slæmar. Uppistöðuvefur er talinn eiga þátt í meingerð bris 

og brjóstakrabbameina sem eru oft rík af trefjakímfrumum. Vísbendingar eru um að trefjakímfrumur í 

uppistöðuvef sjái krabbameinsfrumum fyrir næringarefnum og að þar hafi sjálfsát ákveðið hlutverk. 

Markmið: Í fyrsta lagi að kanna áhrif ÚS á sjálfsát í krabbameinsfrumulínum í rækt. Í öðru lagi að kanna 

sjálfsát í æxlum brjósta- og bris-krabbameina og mögulega ræsingarferla sem liggja þar að baki. Í þriðja 

lagi að skoða uppistöðuvef krabbameinsæxla m.t.t. sjálfsáts. 

Efni og aðferðir:  Flúrljómunarmótefnalitun fyrir próteini LC3 var gerð á frumulínu brjóstakrabbameins 

T47D með og án útsetningu fyrir ÚS í 24 t. Myndir voru teknar í lagsjá, frumur taldar sjónrænt og LC3 

deplar í frumum taldir með ImageJ. Vefjasneiðar úr æxlum 15 brjósta- og 14 bris-krabbameina voru 

fengin frá Rannsóknastofu í meinafræði, gerð vefjaónæmisfræðileg litun sem svo var metin sjónrænt. 

Litað var fyrir lykilþáttum sjálfsáts, LC3 og p62, pAMPK sem stýrir viðbragði við orkuþurrð, HIF-1α sem 

stýrir viðbragði við súrefnisþurrð, pRaf1, æxlisdrífandi prótein Ras boðleiðar og p53, æxlisbælandi 

stýriprótein frumuhringsins. Meinafræðileg gögn um æxlin voru fengin frá Rannsóknastofu í meinafræði 

á Landspítala og borin saman við niðurstöður vefjalitana. LC3 litun var metin jákvæð (+) ef >30% frumna 

höfðu depla í umfrymi. pAMPK umfrymislitun var stiguð frá 0-3 þar sem 0-1 flokkaðist sem neikvæð (-) 

litun en 2-3 sem (+). P62 umfrymislitun og HIF-1α kjarnalitun var stiguð á sama hátt. Praf1 litun var metin 

(+) ef litun sást í kjörnum en annars (-). P53 kjarnalitun var stiguð frá 1-5 þar sem 5 táknar enga litun og 

1 táknar sterka kjarnalitun í >50% krabbameinsfrumna. 4-5 var flokkað sem (-) litun og 1-3 (+) litun. 

Niðurstöður:  Skoðun í lagsjá sýndi að fjöldi LC3 litaðra sjálfsátsbólna 2-faldaðist í T47D eftir útsetningu 

fyrir ÚS í sbr við leysisviðmið. LC3 litun á vefjasýnum var metin (+) í 5/15 brjósta- og 7/14 bris-

krabbameinum. Í 9/12 tilfellum, var (+) LC3 litun tengd (+) pAMPK litun. 3 sýni höfðu (-) pAMPK litun en 

(+) LC3 litun. Í 1 þeirra var HIF-1α litun metin (+) og í 1 þeirra var pRaf1 metið (+). LC3 punktar voru 

áberandi í trefjakímfrumum aðlægt krabbameinsfrumum (CAF) í 5/15 brjóstakrabbameinum og 7/14 

briskrabbameinum. pAMPK var (-) í CAF í 11/12 sýnum með (+) LC3 litun í CAF. 

Ályktanir og umræða:  Niðurstöðurnar sýndu m.a. að ÚS hefur þau áhrif á krabbameinsfrumur í rækt 

að sjálfsátsbólum fjölgar. Magn p62 hélst hins vegar óbreytt sem bendir til að ferlið klárist ekki sem síðar 

var rakið til áhrifa ÚS á sýringu leysibólna. Sjálfsát var oft virkt í krabbameinsfrumum æxla og fylgni var 

milli orkuþurrðar og virks sjálfsáts. Sjálfsát var einnig gjarnan virkt í CAF í æxlum en þar var fylgni við 

orkuþurrð hverfandi. 
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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 Landspítali 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-1α regulator of the cellular response to hypoxia, pRaf1 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 Landspítali. 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-1α stain were assessed in the same way. Praf1 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-1α stain was (+) and in 1 of those pRaf1 

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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P53/TP53 – protein 53 / tumour protein 53 

P62/SQSTM1 – nucleoporin 62 / sequestosome1 

Ras – Rat sarcoma 
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1 Inngangur  

 Sjálfsát 

Sjálfsát (e. autophagy) er ferli í frumum sem var fyrst uppgötvað fyrir um 55 árum síðan. Það var svo 

ekki fyrr en í kringum síðustu aldamót, 40 árum eftir uppgötvun fyrirbærisins, að skilningur á 

sameindalíffræðilega ferlinu sem liggur að baki tók að aukast eftir uppgötvun erfðaþátta sem stýra 

ferlinu. Hafa þessir erfðaþættir hlotið viðurnefnið ATG (autophagy related genes) (7).  

Sjálfsát er þróunarsögulega vel varðveitt ferli í frumum og er helsta verkfæri þeirra til þess að brjóta 

niður stórar sameindir, frumulíffæri og próteinflóka. Niðurbrot þessara sameinda viðheldur jafnvægi 

byggingarefna í frumunni. Sjálfsát hjálpar frumunni einnig að takast á við ýmis konar álag eins og t.a.m. 

það sem verður við svelti og súrefnisþurrð. Það ver frumuna líka fyrir skemmdum sem geta orðið  af 

hvarfgjörnum sameindum með því að losa hana við skemmd prótein og frumulíffæri. Þá tekur 

sjálfsátsferlið einnig að einhverju leyti þátt í svari ónæmiskerfisins gegn örverum (3, 12-14). 

Þegar sjálfsáti er lýst í fræðigreinum er iðulega verið að vísa til ferlis sem nefnt hefur verið á ensku 

„macroautophagy” (stórt sjálfsát) sem er aðeins eitt af þremur ólíkum ferlum sem hafa verið skilgreind 

sem sjálfsátsferli. Þessi rannsókn fjallar um stórt sjálfsát og er hér tekið mið af fyrri skrifum um efnið og 

einfaldlega talað um þetta sem sjálfsát. Hin ferlin eru „chaperone-mediated autophagy” og 

„microautophagy“ sem verður ekki farið í nánar hér. Í grófum dráttum fela þau í sér aðrar aðferðir til 

innlimunar sameinda í leysibólur en þeim sem hér er lýst og þar koma ekki við sögu þau prótein sem 

eru beint auðkennd með forskeyti sjálfsáts (atg) (3). 

 Myndun sjálfsátsbólu 

Sjálfsát (macroautophagy) hefst með því að innihald umfrymis er afmarkað með tvöfaldri lípíðhimnu og 

myndast þá sjálfsátsbóla (e. autophagosome).  

Mynd 1 er einfölduð teikning af sjálfsátsferlinu. Fyrstu stig sjálfsátsins velta á því að nokkur prótein, 

m.a. Atg1/ULK1, komi saman og myndi stóran sameindaflóka. Lenging tvöfaldrar lípíðhimnu bólunnar 

fer síðan fram á þann hátt að próteinin Atg7 og Atg10 tengja saman próteinin Atg12 og Atg5 sem mynda 

þá flókann Atg12-Atg5. Sá flóki víxlverkar síðan með Atg16. Talið er að þessi sameind stuðli síðan að 

tengingu próteinsins LC3 (Atg8) við fosfólípíðið PE (phosphatidylethanolamine) en það eru hvatarnir 

Atg7 og Atg3 sem miðla þeirri tengingu (6).  
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Atg8 er ubiquitin-líkt prótein, það er einnig þekkt sem MAP-LC3 (microtubule associated proteins 

1A/1B light chain 3B) eða LC3 og gengur jafnan undir því heiti í fræðigreinum. Þegar Atg8/LC3 hefur 

bundist PE í sjálfsátshimnunni er það ýmist kallað LC3-PE eða LC3-II en það gegnir lykilhlutverki sem 

milliliður við það sem á að innlimast í bóluna auk þess sem það stuðlar að lengingu lípíðhimnu 

sjálfsátsbólunnar (3, 15). Við rafdrátt á LC3 próteininu má því sjá tvö aðskilin bönd nærri hvort öðru sem 

samsvara LC3 og LC3-II. LC3 er eitt þeirra próteina sem einna mest hafa verið notuð sem lífvísar fyrir 

sjálfsát (16). 

Við merkingu próteinsamsafna og frumulíffæra sem brjóta á niður með sjálfsáti, nýta frumur próteinin 

p62 (Mynd 1) og NBR1 (neighbour of BRCA1 gene 1) og ubiquitin fjölliður, sem gegna einnig miðlægu 

hlutverki við merkingu fyrir niðurbrot próteina í próteasómum (17). 

 Melting innihalds sjálfsátsbólu 

Þegar fruman hefur innlimað eitthvað í sjálfsátsbólu er bólan flutt með örpíplum yfir til leysibólu og renna 

þær saman í eina sjálfsátsleysibólu. Innihald bólunnar tekur að súrna, við samrunann, fyrir tilstilli H+ 

ATP-asa í himnu leysibólunnar. Þessi súrnun er forsenda fyrir því að hýdrólasar og fleiri lífhvatar virkjist 

og geti brotið niður innihald bólunnar (18). Afurðir niðurbrotsins eru síðan losaðar út í umfrymið, fitusýrur, 

fjölsykrur og amínósýrur, byggingarefni sem fruman getur endurunnið til nýmyndunar próteina, fjölsykra, 

himna og kjarnsýra eða nýtt sem orkugjafa (3). LC3-PE sameindin á utanverðri himnu bólunnar (Mynd 

1) er klofin sundur í LC3 og PE og getur verið endurnýtt (17). 

Mynd 1. Myndun sjálfsátsbólu. Helstu prótein sem koma við sögu í myndun sjálfsátsbólunnar og hvaðan 
efni í himnuna er fengið; frá frymisneti, golgíkerfi, frumuhimnu og himnu hvatbera. Teikning byggð á grein 
Rubinsztein et al (6) 

p62/NRB1 
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 Ræsing sjálfsáts 

Helstu boðleiðir sem vitað er að hafa áhrif á sjálfsát í dýrafrumum eru þær sem tengjast orkuþurrð, 

vaxtarþáttum, amínósýruþurrð, súrefnisþurrð og álagi á erfðaefni. Vægi mismunandi boðleiða er háð 

mörgum ytri og innri þáttum. A myndinni sést að margar boðleiðir hafa sameiginlegan punkt í mTORC1 

(mammalian target of rapamycin complex 1) (Mynd 1). Heildaráhrif virks mTORC1 er aukinn vöxtur 

frumunnar, m.a. í gegnum áhrif á boðleiðir S6K1 og eIF4E sem stýra aukinni nýmyndun próteina en 

mTORC1 hefur einnig áhrif á lípíðmyndun og efnaskipti hvatbera. mTORC1 hemur hins vegar 

mikilvægan þátt sjálfsáts, ATG1/ULK1 flókann (sjá Myndun sjálfsátsbólu). Ef mTORC2 er hamið, leiðir 

það til aukins sjálfsáts og áðurnefndir þættir S6K1 og eIF4E eru ekki virkjaðir í sama mæli (11). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

1.1.3.1 Súrefnisþurrð  

Við súrefnisþurrð í frumum virkjast sjálfsát. Sjálfsát í kjölfar súrefnisþurrðar eykur t.d. lifun frumna á 

súrefnissnauðum svæðum æxla (19) sem er líklega til þess fallið að auka framboð næringarefna og 

lágmarka skaðann af hvarfgjörnum sameindum, eyða skemmdum hvatberum og nota byggingarefni 

hvatbera til annarra hluta. 

Mynd 2. Boðferlar í frumum spendýra sem hafa áhrif á sjál fsát og er fjallað um hér.  mTORC1 er miðlægt 
og áhrifamikið prótein í stjórnun sjálfsáts. Skáletraðir og feitletraðir eru þættir sem sérstaklega voru skoðaðir í 
þessari rannsókn. Grænn litur táknar að sameindin hvetur til sjálfsáts en rauður að sameindin hemur með 
einhverjum hætti sjálfsát. Lína með bendli táknar að sameindin virkjar eða eykur framboð þess sem bent er á. 
Lína með þverstriki táknar hemjandi áhrif. Teikning er byggð á greinum Yang og Klionsky (7), Wilkinson og 
Ryan (10) og Yang et al (11). 
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Á sviði súrefnisþurrðar hefur einna best verið skoðað próteinið HIF1-α (hypoxia-inducible factor-1-

alpha) (20). Próteinið er stöðugt brotið niður fyrir tilstilli PHD (prólýl hydroxýlasa), hvata sem þarf súrefni, 

járn og c-vítamín til að starfa og hýdroxýlerar HIF-1α með hætti sem leiðir á endanum til niðurbrots í 

próteasómum (21). Framboð HIF-1α eykst síðan verulega við súrefnisþurrð vegna minni virkni PHD. 

HIF-1α telst þá vera á sínu virka formi þegar það hefur flust inn í kjarna, myndað flóka með HIF-1ß og 

bundist HRE svæðum (hypoxia-responsive elements) í erfðaefninu. Aukið framboð HIF-1α er ekki 

bundið við fastan þröskuld súrefnisstyrks heldur er það háð vefjagerð enda súrefnisþörf mismunandi 

vefjagerða ekki sú sama (20). 

HIF-1α getur m.a. stýrt umritun próteinanna BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting 

protein 3) og NIX (NIP3-like protein X) (10, 19) og eru þessi prótein talin lykilþættir í valbundnu sjálfsáti 

hvatbera í kjölfar súrefnisþurrðar. Fjallað er nánar um þau hér í kafla um Valbundið sjálfsát. Í 

rannsóknum Wilkinson og Ryan á frumulínum krabbameina (10) hefur komið í ljós að HIF-1α getur 

virkjað sjálfsát (macroautophagy) sem er óháð valbundnu hvatberaáti og fer fram með öðrum hætti. 

Boðleiðin er ekki að fullu þekkt en veltur á aðkomu vaxtarþátta til virkjunar viðtaka PDGF (platelet derived 

growth factor). Í líkani þeirra Wilkinson og Ryan var um að ræða vaxtarþætti sem krabbameinsfrumurnar 

seyttu sjálfar og virkjuðust síðan af, þ.e. „autocrine“ virkjun eða sjálfsvirkjun. 

Ýmis prótein geta bundist stýrisvæði erfðavísis HIF-1α og hvatt til umritunar þess, t.a.m. Nf-κB 

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Nf-κB hefur hlutverk við að auka 

framleiðslu frumunnar á afoxandi sameindum og rímar það vel við að það geti hvatt frumuna til 

hvatberaáts og þannig viðhaldið heilbrigðri flóru hvatbera í frumum við súrefnisþurrð eða efnaskiptaálag, 

þar sem hvatberar eru helsta uppspretta hvarfgjarnra sameinda í dýrafrumum (ROS) (22). 

1.1.3.2 Orkuþurrð 

Orkuþurrð leiðir til sjálfsáts í frumum. Það er prótein kínasinn AMPK (adenosine monophosphate kinase) 

sem stýrir viðbrögðum frumunnar við orkuþurrð. Þegar orkustig frumunnar fellur, þ.e. hlutfallið milli helsta 

orkugjafa frumunnar, ATP (adenosine tri-phosphate) og orkuminna forms þess, AMP (adenosine 

monophosphate), er AMPK virkjaður með fosfórýleringu. pAMPK fosfórýlerar og virkjar flókann TSC2 

(tuberous sclerosis) og kemur þá TSC1/TSC2 flókinn í veg fyrir virkjun mTORC1 sem leiðir til aukins 

sjálfsáts (sjá Mynd 2) (7, 11). Súrefnisþurrð getur einnig, óbeint, leitt til virkjunar AMPK þar sem ATP 

getur fallið í frumunni við súrefnisþurrð. Einnig hefur komið í ljós að mTORC-miðlað sjálfsát, í kjölfar 

virkjunar æxlisbælipróteinsins p53 (protein 53), veltur á því að AMPK sé virkjað. Með öðrum orðum, 

AMPK miðlar að hluta þeim virkjandi áhrifum sem p53 getur haft á sjálfsát (23). 

1.1.3.3 Amínósýruþurrð 

Amínósýrur eru nauðsynlegar til virkjunar á mTORC1 og amínósýruþurrð leiðir til virkjunar sjálfsáts. 

Amínósýrur eru raunar það mikilvægar í virkjun mTORC1 að hvorki vaxtarþættir né orkurík efnasambönd 

(ATP) geta virkjað mTORC1 ef þurrð er á amínósýrum (11). Ekki er enn að fullu þekkt hvernig ferlinu er 

háttað en þar koma við sögu GTP (guanosine tri-phosphatase) hýdrólýserandi hvatar úr Ras 

próteinfjölskyldunni. GTP-asar eru hvatar sem hafa mikilvægt hlutverk í frumugrindinni við 

frumuhreyfingar, viðloðun frumna og í frumuskiptingu. Ras hvatar virðast vera nauðsynlegir til þess að 
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miðla áhrifum amínósýra til virkjunar mTORC1 og tengjast líka boðleið vaxtarþátta eins og komið verður 

inn á (11). 

1.1.3.4 Boðleiðir vaxtarþátta 

Vaxtarþættir miðla áhrifum sínum í gegnum svokallaða týrósín-kínasa viðtaka. Týrósín-kínasar eru 

hvatar sem sitja í frumuhimnunni og virkjast við bindingu á vaxtarþáttum utan frumunnar (t.d. EGF 

PDGF, FGF og VEGF) og fosfórýlera við bindinguna sjálfa sig. Virkjun týrósín-kínasa leiða til virkjunar 

tveggja boðleiða, Ras-Raf1-MERK1/2-ERK1/2 og PI3K-PKB, sem báðar hemja á endanum 

áðurnefndan TSC1/TSC2 flóka og aflétta þá hömlum af mTORC1 sem síðan hemur sjálfsát. 

PI3K (phosphatidylinositol 3‘ kinases) eru lípíð kínasar, hvatar sem hafa að gera með fituefnaskipti 

frumna. Aukin virkni þeirra leiðir til virkjunar PKB (prótein kínasi B), serín þreonín kínasa sem hafa 

hvetjandi áhrif á vöxt, lifun og fjölgun frumna og ofvirkjun þess á þátt í meingerð margra krabbameina 

(24). PKB kínasar örva insúlínháða upptöku á glúkósa í frumum og eiga þátt í að gera frumum kleift að 

koma í veg fyrir sérstaka gerð af stýrðum frumudauða sem ætti undir eðlilegum kringumstæðum að eiga 

sér stað þegar fruma losnar frá utanfrumuefninu (e. anoikis) (1). Helstu áhrif þeirra til aukins vaxtar 

frumna eru rakin í gegnum hemjandi áhrif á TSC1/TSC2 sem leiðir eins og áður segir, til þess að 

mTORC1 er síður hamið og það hemur síðan sjálfsát. 

Ras prótein eru flokkur GTP-asa, hvata, sem líkt og PI3K, flytja áfram áhrif vaxtarþátta sem bindast 

viðtökum utan á frumuhimnunni. Stökkbreytingar sem leiða til ofvirkjunar boðleiða þeirra (e. gain of 

function) eru vel þekktur þáttur í meingerð krabbameina og stuðla að óhefluðum vexti þeirra og fjölgun 

(25). Erfðavísar RAS próteina hafa því verið kölluð æxlisgen (e. oncogene) og er einnig fjallað um þetta 

í köflunum Briskrabbamein og Hlutverk Ras í sjálfsáti í krabbameinum. Ofvirkjun Ras boðleiðar veldur 

breytingum á efnaskiptum frumunnar þar sem áherslan færist í auknum mæli á niðurbrot glúkósa og 

aukinn vöxt með þeim byggingarefnum sem verða til við þetta. Þetta birtist m.a. í því að við ofvirkjun 

Ras eykst umritun flutningspróteins glúkósa GLUT1 og magn ýmissa hvata sem taka þátt í glýkólýsu, 

hexókínasa, laktat dehýdrógenasa og fosfófrúktókínasa (25). Veigamikill þáttur í því eru einnig óbein 

áhrif Ras á HIF-1α í gegnum mTORC1. Komið hefur í ljós að ofvirkjun Ras hefur ekki einungis áhrif á 

meingerð krabbameina í gegnum efnaskipti og vöxt heldur hefur það einnig áhrif áhrif á þætti sem hvetja 

til æðanýmyndunar, þætti sem hafa að gera með viðloðun við aðliggjandi frumur (integrin og cadherin) 

og leysingu bandvefs með metallópróteösum sem eykur möguleika krabbameinsins á að dreifa sér (25). 

Í stuttu máli þá ættu boðleiðir Ras sem tengjast vaxtarþáttum að hafa hemjandi áhrif á sjálfsát í 

heilbrigðum frumum en gera það þó ekki í Ras-drifnum krabbameinum sem verður skýrt nánar í kafla 

um Hlutverk Ras í sjálfsáti í krabbameinum. 

1.1.3.5 Frumustreita (cell stress) 

Frumustreita, oxunarálag í frumum, leiðir m.a. til þess að styrkur Ca2+ eykst í umfrymi. Jónað kalsíum 

streymir frá frymisneti og einnig frá ytra umhverfi frumunnar. Aukinn styrkur þess innan frumu virkjar 

hvata sem kallaður er CAMKK (calmodulin dependent kinase kinase-ß) og CAMKK virkjar AMPK. Með 

þeim hætti getur oxunarálag virkjað sjálfsát (7). 
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 Valbundið sjálfsát 

Fruman getur á sértækan hátt stýrt sjálfsáti ákveðinna frumulíffæra eða sameinda. Þetta hefur verið 

kallað valbundið sjálfsát (selective autophagy). Ubiquitin kerfi frumna er grundvallarþáttur í valbundnu 

sjálfsáti og tekur t.a.m. þátt í hvatberaáti (17). Þær sameindir sem taka þátt í valbundnu sjálfsáti með 

merkingu sameinda til niðurbrots eiga það sameiginlegt að innihalda ákveðna röð amínósýra sem hefur 

verið kölluð „LC3-interacting region“ eða LIR. Ein þessara sameinda er fjöltengisameindin 

„sequestosome 1“ eða p62 (prótein 62).  

1.1.4.1 Prótein p62 

Próteinið p62 er nokkurs konar miðstöð boðsameinda og getur tekið saman og fjölliðað ýmsar 

mikilvægar boðsameindir. p62 getur bundist ubiquitin fjölliðum á sameindum sem ætlaðar eru til 

niðurbrots og stuðlað að því að þær séu innlimaðar í sjálfsátsbólur í gegnum áðurnefnt LC3-II bindiset, 

LIR (17) en er líka talið spila rullu í niðurbroti próteina í próteasómum (26). Prótein p62 er brotið niður 

við sjálfsát (Mynd 1 og Mynd 2) og mat á breytingum á magni p62 í umfrymi frumu er talið vera 

áreiðanleg aðferð til þess að meta flæði í gegnum sjálfsátsferlið (27, 28). Fleiri prótein koma við sögu 

í valbundnu sjálfsáti, þar á meðal próteinið NBR1 sem líkt og p62 tengir saman ubiquitin-merkt 

missmíðuð prótein og getur tengst LC3-II. Þegar sjálfsátsbólan hefur lokast og runnið saman við 

leysibólu, brotna tengisameindirnar p62 og NBR1 niður og einnig LC3-II á innanverðri himnu bólunnar. 

Aðferðir sem beinast að því að magngreina niðurbrot p62 eru því notaðar til þess að segja með meiri 

vissu að aukið magn sjálfsátsbólna sé sannarlega vegna aukins sjálfsáts en ekki vegna röskunar í 

sjálfsátsferlinu, t.d. hindrunar á samruna sjálfsátsbólu og leysibólu eða truflun í sýringu leysibólna (27). 

Prótein p62 gegnir einnig hlutverki í svari frumunnar við hvarfgjörnum sameindum (ROS). Það virkjar 

NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) sem er umritunarþáttur ýmissa andoxunarþátta og er 

talið mikilvæg vörn gegn oxunarálagi í frumum. Talið er að p62 samsöfn miðli áhrifum próteinafurðar 

æxlisgens Ras til virkjunar Nf-κB. Nf-κB hamlar myndun hvarfgjarnra sameinda (ROS) með því að stýra 

aukinni framleiðslu á ,,ROS scavengers” (t.a.m. SOD og FHC) sem binda og eyða hvarfgjörnum 

súrefnisleifum. Þannig dregur úr oxunarálagi sem stuðlar að lifun frumna (29). Samsöfn p62 stuðla því 

að lifun krabbameinsfrumna í hvarfgjörnu umhverfi. Þau verða t.a.m. til vegna uppsöfnunar p62 þegar 

sjálfsátsferlið truflast í frumum en einnig þegar uppsöfnun verður á skemmdum próteinum og er p62 t.d. 

að finna í próteinsamsöfnum í hrörnunarsjúkdómum taugakerfis, lifur og vöðva (26). Það kann að vera 

að fjölbreytt hlutverk p62 spili rullu í flóknu samspili sjálfsáts og Ras-drifinna æxla. Það virðist jafnvel í 

vissum tilfellum geta átt þátt í meingerð þeirra, þ.e. Duran et al greindu frá því að skortur á p62 hemur 

tilurð Ras-drifinna lungnakrabbameina í músum (30). 

Lengi hefur p62 verið talið prótein sem fyrst og fremst hefur hlutverk í umfrymi en nýlegar rannsóknir 

benda nú til þess að það sé í miklum mæli flutt milli kjarna og umfrymis með virkum hætti (26). Talið er 

að þar gegni það, líkt og í umfrymi, hlutverki við eyðingu próteina í kjarna. Í kjarna safnast það saman í 

knippi þar sem einnig er að finna ubiquitin og próteólýtíska virkni og er tilvist p62 forsenda þess að 

ubiquitin merkt prótein safnist í knippin. Þessi knippi hafa verið nefnd á ensku clastosomes eða PML 

bodies og virkni þeirra eykst við skemmdir á próteinum í frumunni (26). 
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1.1.4.2 Sjálfsát hvatbera  

Af þeim sameindum sem sértækt merkja ákveðin skotmörk sjálfsáts eru einna best skilgreindar þær sem 

hafa að gera með hvatberaát. PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1), Parkin, BNIP3 og NIX eru 

prótein sem hafast m.a. við í ytri himnu hvatbera og hafa tengsl við afskautun hvatbera, hvatberaát og 

frumudauða vegna súrefnisskorts (31, 32). Ekki er að fullu ljóst í hvaða samhengi þessar mismunandi 

leiðir til hvatberaáts eru nýttar af frumum en reynt hefur verið að varpa á það ljósi með því að afskauta 

hvatbera og sjá hvernig fruman bregst við. Bent hefur verið á að rannsóknaraðstæður endurspegli ekki 

alltaf nægilega vel raunveruleikann, t.d. hefur notkun jónaganga-hemils eins og t.d. CCCP (carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone), til þess að fylgjast með afleiðingum afskautunar hvatbera, sínar 

takmarkanir þar sem hann er ósértækur og hefur víðtæk áhrif í frumunni sem eru ekki einungis bundin 

við hvatbera (33, 34). Þó hafa böndin einna helst borist að PINK1/Parkin kerfinu hvað varðar niðurbrot 

skemmdra hvatbera á meðan próteinin BNIP3 og NIX hafa frekar verið tengd hvatberaáti í kjölfar 

súrefnisþurrðar (sjá kafla Súrefnisþurrð) en sagan er þó ekki öll sögð og líklega hefur frumugerð og 

sérhæfing frumunnar áhrif á hvernig ferlið gengur fyrir sig (33). 

Parkin er talið stuðla að ubiquitinýleringu á VDAC1 anjónagöngum í himnu hvatbera og síðan 

tengingu poly-ubiquitins við p62 sem tengist síðan inn í sjálfsátsferlið í gegnum LC3. Talið er að PINK1 

stuðli að því að Parkin bindist ytri himnu hvatbera og miðli þannig virkni þess (32). Stökkbreytingar í 

genum próteinanna Parkin og PINK1 eru algengasta orsök þeirrar gerðar Parkinsons sjúkdómsins sem 

er víkjandi arfgeng (32). Séu þessi prótein óvirk eru ónýtir hvatberar ekki brotnir niður og safnast fyrir í 

frumum og valda frekari skemmdum og virðast taugafrumur sérstaklega viðkvæmar fyrir truflunum á 

þessu sbr. ofangreint. 

BNIP3 er prótein sem þótt hefur athyglisvert m.a. fyrir tengsl sín við bæði frumudauða og sjálfsát í 

frumulínum (31). Staðsetning BNIP3 er bundin við hvatbera þegar það er oftjáð og próteinið inniheldur 

hvatbera-miðaðar amínósýruraðir og getur því bundist himnu þeirra (31, 35). Það hefur sérstaklega verið 

skoðað í tengslum við valkvætt sjálfsát hvatbera í kjölfar súrefnisþurrðar (3, 31). Hefur m.a. verið greint 

frá því að við súrefnisþurrð fari af stað HIF-1α-háð hvatberaát í trefjakímfrumum músafósturvísa (MEFs) 

sem er talið nauðsynlegt til að takmarka upphleðslu hvarfgjarnra sameinda (ROS) (19, 36). BNIP3 

tengist sjálfsáti hvatbera í eðlilegum frumum (31, 37) en einnig í krabbameinsfrumulínum (38). Þá er 

talið að BNIP3 eigi þátt í afskautun hvatbera og sjálfsáti í kjölfar meðferðar með ceramide og arsenik 

þríoxíðs sem þekkt eru fyrir að raska virkni hvatbera (31). 

NIX (BNIP3-like), líkt og BNIP3, er prótein sem finnst fyrst og fremst í eða við hvatberana og það 

getur bundist himnu þeirra. Hlutverk þess í frumudauða og sjálfsáti hefur einnig mikið verið rannsakað 

(31). Afvirkjandi stökkbreyting á NIX í forstigi rauðra blóðkorna leiðir til þess að ekki verður sjálfsát á 

hvatberum en niðurbrot hvatbera með þessum hætti er mikilvægur þáttur í þroskun þeirra (31). Stýring 

á tjáningu NIX í kjölfar súrefnisþurrðar hefur einnig verið rannsökuð og í U2OS beinsarkmeinafrumum 

er umritun NIX stjórnað af, vel að merkja, bæði súrefnisþurrð og p53 (31, 39). 
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 Sjálfsát og hlutverk þess í meingerð krabbameina 

Í heilbrigðum vef er sjálfsát yfirleitt til staðar í litlum mæli en eykst ef álag verður á frumuna (basal 

autophagy). Mörg krabbamein sýna hins vegar aukið sjálfsát, hverjar sem aðstæður eru, t.d. þó 

næringarástand sé gott (30). Það hafa því verið vangaveltur um í hvaða tilgangi þetta er og hvenær 

sjálfsát verndar líkamann fyrir krabbameinum og hvenær það stuðlar að lifun krabbameina (1, 30), sjá 

samantekt á mismunandi hugmyndum um þetta á Mynd 3. Sumar rannsóknir hafa leitt að því líkur að 

sjálfsát í heilbrigðum frumum haldi niðri tíðni æxlisvaxtar a.m.k. í ákveðnum líffærum eða vefjagerðum. 

Hugsanlega er þó hlutverk sjálfsáts sem æxlisviðhaldandi þáttur veigameira en verndandi hlutverk þess 

gegn tilurð krabbameina og er sjálfsát nauðsynlegt mörgum krabbameinum til að viðhalda hröðum 

efnaskiptum sínum við krefjandi aðstæður (40, 41) (sjá einnig kafla um Hlutverk Ras í sjálfsáti í 

krabbameinum).  

Stökkbreytingar í annarri samsætu erfðavísisins BECN1/ATG6, hvers próteinafurð á veigamikinn þátt 

í sjálfsáti, eru algengar í krabbameinum brjósta og eggjastokka (12). Mýs sem hafa afvirkjandi 

stökkbreytingu í annarri samsætu BECN1/ATG6 í öllum vefjum hafa aukna tíðni eitilfrumu- og brjósta-

krabbameina (12). Þarna er þó ekki endilega beint orsakasamhengi milli krabbameinsvaxtar og truflunar 

á sjálfsáti (12) þar sem Beclin1 próteinið hefur önnur hlutverk en bara þau sem tengjast sjálfsáti, t.d. í 

innfrumun (endocytosis) (40). Mýs sem hafa mósaík úrfellingu á annarri samsætu annarra sjálfsáts-

tengdra erfðavísa, t.d. ATG5, sem er sértækari fyrir sjálfsát en BECN1, þróa með sér mörg góðkynja 

æxli í lifur en ekki í öðrum líffærum og hið sama á við um mýs sem hafa mósaík úrfellingu á annarri 

samsætu ATG7 (40).  

Sum æxli virðast því reiða sig á sjálfsát til þess að vaxa enn frekar og dreifa sér eða þá að aðrar 

stökkbreytingar þurfa að bætast við til þess að krabbameinið verði illkynja. Þó virðist þetta ekki svo 

einfalt. Þróun góðkynja brisæxla yfir í illkynja vef í músum með útslegið ATG5 eða ATG7 virðist trufluð 

í æxlum sem hafa einnig stökkbreytingu á KRAS æxlisgeni sem leiðir til ofvirkjunar Ras boðleiðar, 

algengustu stökkbreytingar í briskrabbameinum (42). Sé P53 æxlisbæligen einnig útslegið í músum sem 

eru með útslegið ATG7 og stökkbreytt KRAS snýst dæmið hins vegar við og illkynja krabbamein, PDAC 

(pancreatic ductal adenocarcinoma), myndast fyrr en í músum með virkandi ATG7 (sjá einnig kafla um 

Tengsl Ras og sjálfsáts í krabbameinum) (42). 

Rannsóknir á krabbameinsmeðferðum með efnum sem hafa áhrif á sjálfsát hafa í meira mæli beinst 

að sjálfsátshemjandi efnum frekar en sjálfsátshvetjandi efnum (43). Enda hefðu þau síðari heldur tilgang 

sem forvörn gegn krabbameinum sé rétt að aukið sjálfsát eigi þátt í að draga úr tilurð krabbameina. 

Sértæk efni af hvorugri gerðinni eru þó þekkt og hafa efnin sem notuð eru í þessum tilgangi ýmis önnur 

áhrif í frumunni sjá kafla um Efni sem þekkt er að hafa áhrif á sjálfsát. 
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 Æxlisbælipróteinið p53 og sjálfsát 

TP53 eða p53 er prótein sem gegnir m.a. mikilvægu varnarhlutverki í frumum gegn nýmyndun 

krabbameina. Það er miðlægt í stjórnun frumuhringsins og getur stöðvað hann tímabundið við álag en 

einnig stýrt varanlegri stöðvun frumuhrings og hrint af stað stýrðum frumudauða. Stöðvun frumuhrings 

gerir frumunni m.a. kleift að gera við skemmdir á erfðaefninu og stýrður frumudauði kemur í veg fyrir að 

frumur með óæskilega eiginleika haldi uppteknum hætti og fjölgi sér. Ólíkir þættir geta kallað fram þessi 

viðbrögð próteinsins, s.s. skemmdir á erfðaefninu sem geta orðið við geislun eða fyrir áhrif hvarfgjarnra 

efna, súrefnisþurrð og oftjáning vaxtarhvetjandi próteina (t.d. Ras). Ein algengasta stökkbreyting í 

krabbameinum manna er stökkbreyting á P53 erfðavísi enda tapar þá fruman mikilvægum varnarþætti 

gegn tilurð krabbameina (44).  

P53 hefur einnig hlutverki að gegna í sjálfsáti. Það getur virkjað umritun ýmissa próteina hverra 

starfsemi er vel skilgreind innan frumunnar og leiða til aukinnar virkjunar sjálfsáts, þar á meðal AMPK, 

ULK1, ULK2 og TSC2 (1). Þá stýrir P53 einnig umritun próteinsins DRAM1 (damage regulated 

autophagy modulator 1) sem leiðir til aukins sjálfsáts. Hlutverk þess próteins er að öðru leyti lítið þekkt 

en það er fyrst og fremst staðsett í leysibólum og p53 virkjar umritun þess m.a. við álag á erfðaefni (45). 

Öfugt við fyrrgreind áhrif p53 í kjarna til aukins sjálfsáts þá hafa tilraunir á frumulínum manna og músa 

sýnt að p53 sem staðsett er í umfrymi, hemur sjálfsát, öfugt við áhrif þess í kjarna (7) (Mynd 2). 

Rosenfeldt et al rannsökuðu samspil p53, Ras og sjálfsáts í brisæxlum músa (42). Mýs með útsleginn 

erfðavísi ATG7 (óvirkt sjálfsát) og KRAS stökkbreytingu en eðlilega starfandi P53 þróuðu með sér 

fjölmargar forstigsbreytingar briskrabbameina (e. PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia)) en þróun 

yfir í illkynja briskrabbamein, PDAC (pancreatic ductal adenocarcinoma), var hins vegar lítil sem engin. 

Mýs með eðlilega starfandi ATG7 þróuðu hins vegar bæði með sér forstigsbreytingar og illkynja æxli 

(42). Ef bæði P53 og ATG7 voru útslegnir í músum með stökkbreytt KRAS, eða sjálfsát var hamið með 

Mynd 3. Áhrif sjálfsáts á meingerð krabbameina.  Örvar tákna þætti sem ýta undir tilurð eða framgang 
krabbameina en línur með þveru striki tákna þætti sem teljast hamlandi fyrir tilurð og framgang þeirra. 
Teikning og texti eru byggð á grein Liu og Ryan (1). 
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CQ, þróuðu mýsnar marktækt fyrr með sér illkynja briskrabbamein samanborið við mýs sem höfðu 

eðlilega starfandi sjálfsát (42). Í músum með útslegið P53 og stökkbreytt KRAS virðist sjálfsátshömlun 

því flýta fyrir myndun illkynja æxlisvaxtar.  

Höfundar sáu kröftuga virkjun capase-3 og annarra lífvísa stýrðs frumudauða í músum með eðlilega 

starfandi p53 og er því ljóst að það var æxlisbælipróteinið sem hamlaði því að forstigsbreytingar yrðu 

illkynja en staða P53 hafði á sama tíma áhrif á hvert hlutverk sjálfsáts var í meingerð og þróun æxlanna. 

 Tengsl Ras og sjálfsáts í krabbameinum 

Ras próteinum hefur áður verið lýst í kaflanum Boðleiðir vaxtarþátta. Eins og nefnt var er boðleið Ras 

próteina að einhverju leyti tvíbent m.t.t sjálfsáts en við hefðbundnar aðstæður hefur það óbein hemjandi 

áhrif á sjálfsát þar sem það virkjar PI3K-Akt boðleiðina og Raf-1-MERK1/2-ERK1/2 boðleiðina sem 

fosfórýlerar TSC1/TSC2 flókann. Þetta afléttir hemjandi áhrifum TSC1/TSC2 á mTORC1 sem á sínu 

virka formi hemur sjálfsát (7).  

Í Ras-drifnum krabbameinum horfa málin öðruvísi við. Í mörgum þeirra er sjálfsát aukið og sum 

virðast beinlínis háð sjálfsáti (41, 46).  Í rannsókn Guo J.Y. et al kom fram að í sumum Ras drifnum 

krabbameinum var vöxtur krabbameina hindraður verulega þegar sjálfsát var hamið með útslætti gena 

nauðsynlegum sjálfsáti eða með sjálfsátshemlinum HCQ (hydroxychloroquine) (41). Þessar 

vísbendingar kveiktu hugmyndina um Ras-drifin æxli sem skotmark sjálfsátshemla. Tilgátur eru um að 

sjálfsátsfíkn þessara krabbameina tengist m.a. sérstakri þörf þessara krabbameina á því að viðhalda 

heilbrigði hvatbera en einnig takmörkuðu framboði á amínósýrum og fitusýrum til acetyl CoA 

nýmyndunar sem sjálfsát getur bætt upp fyrir (30). Hafa því líka verið vangaveltur um að lyf sem trufla 

efnaskipti hvatbera gætu gert gagn í krabbameinum sem hafa ofvirkjun Ras boðleiðarinnar (41). Ekki er 

enn fyllilega þekkt með hvaða hætti Ras boðleiðin hvetur til sjálfsáts þegar hún er ofvirkjuð. 

 Brjóstakrabbamein 

Brjóstvefir manna eru að mestu samsettir úr kirtil-, fitu- og band-vef en hlutfall þessara þátta er breytilegt 

eftir aldri og líkamsgerð fólks. Mjólkurkirtlar þræða ganga um brjóstin sem leiða út að geirvörtunni þaðan 

sem mjólkin rennur í fullþroskuðum brjóstvef. Milli kirtilvefs liggur síðan aðallega fitu- og bandvefur en 

einnig bláæðar, slagæðar, sogæðar, eitlar og taugar (47).  

Brjóstvefur kvenna er yfirleitt mun umfangsmeiri en karla. Hann verður fyrir viðamiklum breytingum í 

gegnum æviskeið þeirra fyrir áhrif vaxtarþátta, þ.á.m. kynhormóna. Þetta skýrist af hlutverki brjósta 

kvenna til framleiðslu mjólkur fyrir ungviðið. Kynbundin þroskun brjósta á sér stað strax á fósturskeiði 

fyrir áhrif kynhormónanna testósteróns og estradíóls á brjóstvefinn og síðan í annað sinn við kynþroska 

(47).  

Krabbamein í brjóstum eru meðal algengustu krabbameina í mannfólki. Þau eru algengustu 

krabbamein kvenna en um 30% krabbameina í konum eru brjóstakrabbamein (48). Ýmsir áhættuþættir 

eru þekktir fyrir brjóstakrabbameini, svo sem aldur, erfðaþættir, hærri aldur við fyrsta barnsburð, 

hormónameðferð vegna tíðahvarfa og einnig offita og hreyfingarleysi (48). Af arfgengum breytingum 

sem auka áhættuna á brjóstakrabbameini eru einna þekktastar afvirkjandi stökkbreytingar á BRCA1 og 
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BRCA2 erfðaþáttum (48, 49) sem leiða til mikillar áhættuaukningar á brjóstakrabbameini og að vísu 

einnig á öðrum krabbameinum. 

Brjóstakrabbameinum er í grófum dráttum skipt upp eftir því hvernig þau afmarka sig, þ.e.a.s. í 

staðbundin (e. in-situ) eða ífarandi (e.invasive) annars vegar og hins vegar eftir ætlaðri vefjagerð eða 

uppruna æxlisins. Staðbundin æxli afmarkast við holrými kirtilgangsins og vaxa ekki út fyrir grunnhimnu 

þekjuvefs gangsins en ífarandi æxli eru þau kölluð sem hafa rutt sér leið út fyrir grunnhimnuna (50). 

Þessar upplýsingar, ásamt upplýsingum um stærð æxlis, eitilmeinvörp og hvort krabbameinið hafi 

meinvarpast til fjarlægari staða í líkama eru notaðar til stigunar brjóstakrabbameina sem er meðal þess 

sem nýtist við ákvörðun meðferðar og mat á horfum. 

Algengustu vefjagerðir brjóstakrabbameina eru krabbamein upprunnin úr frumum mjólkurgangna (e. 

ductal carcinoma) og krabbamein úr frumum mjólkurkirtlanna (e. lobular carcinoma) en sjaldgæfari eru 

krabbamein sem eiga uppruna sinn í uppistöðuvef (e. stroma) og teljast til sarkmeina. 70% staðbundinna 

krabbameina úr mjólkurgangi tjá estrógen viðtaka og 15-20% yfirtjá HER2/neu æxlisgen (51). Þá er 

æxlisbæligenið p53 stökkbreytt í 20-30% þeirra og hefur ýmist verið tengt slæmum eða góðum horfum 

eftir tegund krabbameins og samhengi við aðra lífvísa (52). 

Gerð hafa verið ýmis flokkunarkerfi sem flokka krabbamein niður á grundvelli sameindalíffræðilegra 

lífvísa í þeim tilgangi að sérsníða meðferð hvers sjúklings að eiginleikum krabbameinsins. Ber þar helst 

að nefna „the intrinsic subtype model“ eða flokkunarkerfi eftir innri undirgerð, tjáningu ákveðinna gena 

sem byggir á rannsókn Perou et al þar sem genatjáning 38 brjóstakrabbameina var skoðuð með 

örflögutækni (51). Úr þeim gögnum voru búnir til 4 flokkar sem hver um sig hefur ólíka eiginleika m.t.t. 

m.a. lifunar, æxlisgráðu og algengi:, „luminal“, „Her2“, „basal-like“ og „normal breast“ og síðar hafa 

frekari rannsóknir leitt til þess að í núverandi útgáfu af þessu kerfi er brjóstakrabbameinum skipt í sex 

undirgerðir: Luminal A, luminal B, Her2-enriched, basal-like, normal breast og claudin-low. Þessi flokkun 

er ekki komin í fulla notkun í klínískri vinnu enn sem komið er, vegna kostnaðar en einnig vegna þess 

að aðferðin hefur ekki verið stöðluð að fullu. Samt sem áður hefur þessi flokkun aukið skilning á eðli 

brjóstakrabbameina og hjálpað við rannsóknir á nýjungum í meðferð þeirra (51).  

 Briskrabbamein 

Brisið er líffæri með hlutverk hvoru tveggja sem hluti af innkirtlastarfsemi líkamans og sem útseytandi 

(e. exocrine) kirtill sem framleiðir meltingarhvata. Frumur Langerhans eyja briskirtilsins framleiða 

hormónin insúlín, sómatóstatín og glúkagon og seyta þeim út í blóðið. Krabbamein úr þessum hluta 

brissins eru  kölluð eyjafrumuæxli (e. islet cell tumor), þau eru fremur sjaldgæf og ekki meginefni 

þessarar rannsóknar. 

Þrúgufrumur (e. acinar cells) brissins gegna útseytandi hlutverki þess og seyta trypsínógenum, 

amýlasa og lípasa. Þessum lífhvötum (e. enzymes) er seytt út í brisgangana og skila sér þaðan út í 

skeifugörnina. 

Þekjufrumur (e. epithelial cells) mynda og þekja rásir og ganga brissins, þær seyta bíkarbónati, 

trypsín-hemlum og slímpróteinum og verja þannig brisið fyrir eigin frumuleysandi hvötum. Í 

þekjufrumunum er talið að megnið af illkynja æxlum briskirtils eigi uppruna sinn.  
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Briskrabbamein eiga sér eins og önnur krabbamein staðbundið forstig sem samkvæmt skilgreiningu 

er afmarkað af landamærum brisganganna. Þessi forstig hafa verið kölluð PanINs (innanþekju bris-

æxli). Þau geta við frekari stökkbreytingar eða breytta tjáningu erfðaefnis öðlast eiginleika til þess að 

vaxa hömlulaust. Æxlin rjúfa þá landamæri kirtilgangsins, verða ífarandi og geta meinvarpast (44). 

PanINs eru algengari í höfði briskirtilsins, líkt og briskrabbamein og hafa mörg stökkbreytingar sem 

einnig er algengt að sjá í ífarandi briskrabbameinum. Oft má sjá fjölda PanINs í briskirtli þar sem ífarandi 

briskrabbamein hefur greinst og er þá æxlunum lýst sem „multifocal“ (53, 54). 

Briskrabbamein eru með illvígustu krabbameinum mannsins. Þau eru um 2% allra krabbameina 

hérlendis en eru þrátt fyrir það fimmta algengasta dánarorsök krabbameina á Íslandi á eftir mun 

algengari krabbameinum (48). Orsök þess er m.a. talin vera sú að briskrabbamein greinast oft seint þar 

sem þau valda yfirleitt ekki miklum einkennum hjá sjúklingi á fyrstu stigum. Þau hafa því gjarnan þegar 

dreift sér við greiningu og sú meðferð sem stendur til boða í dag dugar skammt við dreifðu krabbameini. 

Einnig er talið að það skýrist að einhverju leyti af eiginleikum og eðli briskrabbameina hversu snemma 

þau meinvarpast til eitla og annarra líffæra og eru gjarnan ónæm fyrir lyfjameðferð (48, 55). Upplýsingar 

um stærð æxlis, dreifingu í eitla og hvort til staðar séu fjarlæg meinvörp eru notaðar til stigunar og nýtast 

við ákvörðun meðferðar og mat á horfum. Á árunum 2006-2010 var aldursstaðlað nýgengi 

briskrabbameins á Íslandi 5,7 af hverjum 100.000 körlum og 5,3 af hverjum 100.000 konum. Meðalaldur 

við greiningu hérlendis var 69 ár. Af þekktum áhættuþáttum eru einna helst reykingar og alkóhól en 

einnig er talið að ofþyngd og mikil fituneysla geti aukið áhættuna á briskrabbameini (48). 

Æxlisgenið K-RAS er ofvirkt í yfir 90% krabbameina sem eru upprunnin úr briskirtilgangi (PDAC, 

pancreatic ductal adenocarcinoma) sem er algengasta gerð briskrabbameina (56). Fjallað er nánar um 

Ras boðleiðina í köflunum Boðleiðir vaxtarþátta og Tengsl Ras og sjálfsáts í krabbameinum en Ras 

ofvirkjun eykur möguleika æxlisins á að vaxa og dreifa sér og er talið vera eitt fyrsta og mikilvægasta 

skrefið í tilurð stórs hluta briskrabbameina (46). Til þessa hafa tilraunir til þess að stöðva framgang 

briskrabbameina með efnum sem eiga að hemja Ras boðleiðina því miður ekki gengið vel. Því hafa 

rannsakendur undanfarið í auknum mæli beint sjónum að próteinum sem koma við sögu síðar í boðleið 

þess (56). Æxlisbæligenið P53, stýriprótein frumuhrings, sem áður er lýst, hefur óvirka stökkbreytingu í 

um 30% briskrabbameina en hlutfall óvirks p53 er hærra þegar litið er til þess að starfsemi próteinsins 

getur einnig raskast með óbeinum hætti í krabbameinum (57). 

Brýn þörf er á nýjum möguleikum í meðferð briskrabbameina. Í einungis 15% tilfella er krabbameinið 

skurðtækt og jafnvel þegar æxlið er fjarlægt og meðferðinni fylgir lyfjameðferð með eða án 

geislameðferðar eru horfurnar ekki góðar með lifun upp á miðgildi tveggja ára. Í leit að nýjum 

meðferðarmöguleikum hefur verið bent á nauðsyn þess að beina kastljósinu að fleiri þáttum æxlanna 

en einungis krabbameinsfrumunum. Þar hefur m.a. verið horft til samspils uppistöðuvefs og 

krabbameinsfrumna (43). 

 Hlutverk uppistöðuvefs í meingerð krabbameina 

Krabbameinsæxlum svipar mörgum frekar til líffæra að samsetningu frekar en einfalds vefs. Þ.e. 

vefurinn er misleitur og samsettur úr frumum af mismunandi uppruna sem margar þjóna krabbameininu 

á einhvern hátt á meðan aðrar eru þar sem hluti af vörnum líkamans gegn aðskotahlut. 
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Uppistöðuvefur (e. stroma) krabbameinsæxla er þannig oft fjölskrúðugur og getur m.a. verið 

samsettur úr eitilfrumum, æðafrumum, taugafrumum, trefjakímfrumum og utanfrumuefni. Í 

uppistöðuvefnum er að finna urmul boðefna, vaxtarþátta, lífhvata, byggingarefna og úrgangsefna sem 

öll hafa áhrif á uppbyggingu æxlisins og meingerð (55).  

Ákveðnar frumur virðast geta haft áhrif á og stýrt sjálfsáti í aðliggjandi frumum. Sumar 

krabbameinsfrumur virðast t.d. hafa þennan eiginleika. Þekkingu skortir hvað varðar víxlverkun milli 

trefjakímfrumna, eitilfrumna og æðaþelsfrumna og sjálfsáts í krabbameinsfrumum og hvernig þeim 

boðskiptum er miðlað. Buchser et al sýndu að T-eitilfrumur í rækt geta örvað sjálfsát í 

krabbameinsfrumum og virðist örvunin þar fyrst og fremst velta á snertingu milli frumna frekar en seyttum 

þáttum utan frumna en rannsóknin sýndi að krabbameinsfrumur í rækt sem höfðu komist í snertingu við 

T-eitilfrumur þoldu betur ɣ-geislun (58). Þá sýndu Sanchez et al að mesenchymal stofnfrumur (MSC) 

sem höfðu verið sveltar í sermislausu æti, örvuðu vöxt í æxlum (MCF-7 frumulína notuð sem græðlingur) 

sem grædd höfðu verið í ónæmisbældar mýs og hindruðu stýrðan frumudauða í krabbameinsfrumunum. 

Stofnfrumurnar brugðust við svelti í rækt með sjálfsáti og stuðlaði það að lifun þeirra. Við sveltið seyttu 

þær einnig þáttum sem stuðla að vexti og hindra stýrðan frumudauða (m.a. TGF-β og IGF-1) og hafði 

æti, sem stofnfrumurnar höfðu verið í, einnig vaxtarörvandi áhrif á æxli í músunum (59). 

Sum æxli krabbameina eru rík af trefjakímfrumum (fibroblasts). Þegar magnið er áberandi mikið í 

briskrabbameinum er talað um að æxlið sýni „desmoplasiu“ en það vísar til þéttra fláka af 

trefjakímfrumum og millifrumuefni. Bris- og brjóstakrabbamein eru krabbamein sem virðast sérstaklega 

gjörn á að hafa ríkulegt magn af trefjakímfrumum (60). Trefjakímfrumur sem liggja aðlægt 

krabbameinsfrumum eru sérstakur hópur frumna sem skera sig úr frá öðrum trefjakímfrumum í æxli. 

Þær hafa því verið kallaðar CAF (cancer associated fibroblasts) til aðgreiningar frá öðrum 

trefjakímfrumum. Í briskrabbameinum eru þær jafnan kallaðar PSC (pancreatic stellate cells) (61). CAFs 

eru þó ekki einsleitur hópur eins og sjá má af mismunandi tjáningu próteina í þeim. Sumar virðast komnar 

frá nærliggjandi bandvef, hafa eiginleika sléttra vöðva (e. myofibroblasts) og tjá SMA (α smooth mucle 

actin), aðrar hafa tjáningu sem bendir til uppruna í umbreyttum þekjufrumum og sumar virðast komnar 

frá beinmerg (60).  

Krabbameinsfrumur briss seyta vaxtarþáttum, TGF-β (transforming growth factor), PDGF (platelet 

derived growth factor) og FGF (fibroblast growth factor) og þessir þættir örva CAFs m.a. til aukinnar 

framleiðslu kollagens (62). Þetta gerir bandvefinn stífari og stíf undirstaða er m.a. talin auðvelda 

krabbameininu að meinvarpast (63). Þá hafa sumar rannsóknir bent til efnaskipta-samtvinnunar 

(metabolic coupling) milli krabbameinsfrumna og CAFs sem stuðlar að framgangi krabbameinsins (sjá 

Mynd 4). Dæmi um þetta samspil er þegar CAF frumur stunda í auknum mæli gerjun og sjálfsát í 

samanburði við aðrar trefjakímfrumur. Þær seyta þá mjólkursýru, ketónum og amínósýrum sem 

krabbameinsfrumurnar taka upp og nota til þess að viðhalda hröðum vexti sínum (3, 64). 

Krabbameinsfrumur eru síðan taldar geta örvað nærliggjandi CAFs til sjálfsáts, m.a. hvatberaáts, með 

því að losa út ammóníak sem verður til við glútamínólýsu (46).  

Uppistöðuvefur krabbameina á því oft stóran þátt í meingerð og framvindu þeirra (60) og er 

uppistöðuvefurinn ekki einungis talinn hafa áhrif á vöxt og viðhald heldur einnig á næmi krabbameinsins 

fyrir meðferð og eins og áður sagði, á möguleika þess til að meinvarpast (3, 55, 63). 
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 Sjálfsát í krabbameinsæxlum – fyrri rannsóknir 

Þrátt fyrir að sjálfsát hafi verið mikið rannsakað í tengslum við krabbamein hafa langflestar þessara 

rannsókna verið gerðar á ræktuðum frumulínum eða í dýratilraunum, líkt og komið hefur fram. Minna er 

um rannsóknir á æxlum úr sjúklingum. Þó hafa nokkrar slíkar verið gerðar og hafa aðferðirnar verið 

mismunandi. Þá hafa aðferðirnar einnig þróast síðastliðin ár í takt við leiðbeiningar fræðimanna á sviði 

sjálfsáts (27).  

Sivridis et al. lýstu mótefnalitun fyrir LC3 í 102 brjósta-krabbameinsæxlum. Þeir skilgreindu 4 ólík 

mynstur litunar og komust að því að horfur sjúklinga voru mismunandi eftir því hvernig mynstur sást við 

litun á krabbameinunum. Hópurinn fann einnig ólíka fylgni milli mynstra litunar og þátta hefðbundinnar 

vefjagreiningar s.s. æxlisgráðu, eitilmeinvarpa og litunar fyrir hormóna-viðtökum (65). Sú aðferð þeirra 

að greina mynstur litunar í stað þess að stiga styrk LC3 punkta í frumunum hefur að vísu ekki öðlast 

sess. 

Í grein sem birtist árið 2007 greindu Sato et al frá rannsókn sinni á 65 vefjasýnum ristilkrabbameina 

m.t.t. LC3. Þar var því lýst að LC3 væri almennt tjáð í meira mæli í krabbameinsfrumum en aðliggjandi 

vef. Þeir staðfestu, með rafdrætti, að aðallega væri um LC3-II að ræða, prótein sem verður til í 

sjálfsátsferlinu og sest utan á sjálfsátsbólur (66).  

Fuji et al lýstu því 2010 í rannsókn sinni á sjálfsáti í briskrabbameinsæxlum að sterk litun á LC3 í 

krabbameinsfrumum tengdist verri horfum en veik eða engin litun (67). Sá hópur notaðist einungis við 

styrk litunar samanborið við taugafrumur (sem litast mjög sterkt) en rýndu ekki í hvort litunin væri dreifð 

um umfrymi eða i punktum.  

Ma, X.H. et al lýstu í grein sem birtist 2011, rannsókn á 12 vefjasýnum sortuæxla. Sýnin voru fengin 

úr sjúklingum sem voru í lyfjameðferð með temozolomide (DNA alkýlerandi efni) og sorafenib (týrósín 

Mynd 4. Teikning af samspili krabbameinsfrumna og trefjak ímfrumna aðlægt þeim 
(CAFs).  Byggt á teikningu í grein Boya et al (3). 
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kínasa hemill). Sjálfsát var metið með talningu á sjálfsátsbólum í rafeindasmásjá og þau sýni sem sýndu 

mikið sjálfsát (>6 bólur per fruma) svöruðu lyfjameðferðinni verr og sjúklingarnir lifðu skemur miðað við 

sjúklinga sem höfðu haft sortuæxli sem sýndu minni merki um sjálfsát (68). 

Nokkrir rannsakendur hafa gert tilraun til að nota lífvísa sjálfsáts í krabbameinum sem breytu í 

útreikningi á horfum. Bent hefur verið á að mikilvægt sé að rannsaka ákveðna áhrifaþætti í því samhengi 

og þar eru efst á lista æxlisprótein og æxlisbæliprótein (16). Því ákváðum við sem stóðum að þessari 

rannsókn að gera ekki einungis mótefnalitun fyrir lífvísum sjálfsáts í æxlum heldur einnig 

stökkbreytingargreiningu og litun fyrir p53 æxlisbælipróteini og mótefnalitun fyrir miðlægri afurð úr Ras 

æxlispróteina-fjölskyldunni, p-Raf-1 sem eins og áður var nefnt, er talið ofvirkt í stórum hluta 

briskrabbameina. Við vildum þá einnig skoða hvort við sæjum tengsl við aðra meinafræðilega þætti svo 

sem stærð, eitilmeinvörp og ofgnótt bandvefs. 

 Efni sem þekkt er að hafa áhrif á sjálfsát 

Ýmis lífvirk efni eru þekkt sem hafa áhrif á sjálfsát og má þar m.a. nefna bafilomycin, 

hydroxychloroquine, rapamycin og úsnínsýru. Hér verður fjallað um hydroxychloroquine og úsnínsýru 

sem dæmi um sjálfsátshemjandi efni. 

 Hydroxychloroquine 

Hydroxychloroquine (CQ) er gamalt, ódýrt lyf sem hefur verið og er stundum enn, notað við malaríu, 

liðagigt og hefur einnig verið rannsakað sem ónæmis-stillir (e. immunomodulator) í HIV smituðum. Það 

hemur virkni leysibólna með því að koma í veg fyrir sýringu þeirra og hindrar þannig niðurbrot á 

sjálfsátsbólum, ekki ósvipað og áhrif úsnínsýru sem fjallað er um í næsta kafla. Það er því m.a. 

sjálfsátshemill. Margar lofandi rannsóknir hafa verið gerðar á CQ á krabbameinsfrumum í rækt (69). Í 

þessum rannsóknum hefur komið fram að það eykur næmi krabbameinsfrumna í rækt bæði fyrir áhrifum 

geislunar og einnig eykur það næmi krabbameinsfrumna í rækt fyrir ýmsum krabbameinslyfjum (5-FU, 

tamoxifen, paclitaxel, vinblastine o.fl.) (69). Wu Z et al notuðu sjálfsátshvetjandi efnið saracatinib og 

sjálfsátshemjandi efnið CQ í sínum rannsóknum (70). Saracatinib hemur Src týrósín kínasa en það er 

ensím sem tekur þátt í boðleiðum vaxtar sem tengjast áhrifum kynhormóna. Src týrósín kínasi getur 

virkjað vaxtarboðleiðir án aðkomu kynhormóna og er ofvirkjun á því þekktur en sjaldgæfur þáttur í vexti 

ýmissa krabbameina (70). Saracatinib, með áhrifum sínum á Src kínasa, hemur Akt/mTOR boðleiðina 

og hvetur þannig til sjálfsáts (70). Wu Z et al sýndu að saracatinib hvetur til sjálfsáts í frumum í rækt og 

hægir á frumuvexti. Frumur í rækt meðhöndlaðar með saracatinib með CQ olli hins vegar auknum 

frumudauða og sýndi sig að stór hluti frumna virkjaði stýrðan frumudauða. Frekari tilraunir sýndu að, í 

músum með ígrædd blöðruhálskirtilskrabbamein sem fengu saracatinib, dróg úr vexti æxla um 26%, 

samanborið við viðmið. Ef gefið var CQ með saracatinib drógst æxlisvöxtur hins vegar saman um 64% 

og þegar æxlisfrumur voru skoðaðar kom í ljós að fjöldi frumna í stýrðum frumudauða var þrefaldur í 

CQ+saracatinib hópnum m.v. viðmið og tvöfaldur m.v. mýs sem aðeins fengu saracatinib (70). 

Í kjölfarið hefur farið í gang fjöldi klínískra rannsókna á áhrifum CQ í krabbameinssjúklingum og í dag 

eru í gangi yfir 30 klínískar rannsóknir á notkun CQ í krabbameinssjúkum samkvæmt gagnagrunni 

bandarísku heilbrigðisstofnunarinnar (71). Niðurstöður margra þeirra eiga enn eftir að birtast en þær 
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sem hingað til hafa birst valda vissum vonbrigðum og undirstrika kannski að þekkingu skortir á því í 

hvaða samhengi best sé að nota lyfið. Hugsanlegt er að þar komi að notum mælingar á lífvísum frá 

krabbameinunum sjálfum líkt og sannast hefur af árangri þess að nota estrógen viðtakahemla (t.d. 

tamoxifen) og HER2/neu viðtaka hemla (t.d. trastuzumab) einungis þegar það er viðeigandi. Þ.e. annars 

vegar í æxlum þar sem krabbameinsfrumurnar tjá estrógen viðtaka og hins vegar þegar HER2 viðtakinn 

er oftjáður (72). 

Nýlega var gerð fasa II rannsókn á áhrifum HCQ í 20 sjúklingum greindum með briskrabbamein. 

Sjúklingar höfðu áður verið meðhöndlaðir með hefðbundinni lyfjameðferð við briskrabbameini (2 kúrar) 

og voru allir með langt genginn sjúkdóm með meinvörpum. Hækkun á LC3II á rafdrætti próteinsins úr 

eitilfrumum var notað sem merki um að tekist hefði að stöðva sjálfsát. Sjúklingar fengu af efninu ýmist 

400 mg, 2 sinnum á dag p.o. (um munn) eða 600 mg, 2 sinnum á dag p.o. Niðurstöður bentu til þess að 

misjafnt var hvort efnið hefði tilætluð áhrif. Í 5 sjúklinganna sýndu eitilfrumur aukið sjálfsát (tvöfalt magn 

LC3II m.v. aktín) og voru áhrifin meiri hjá þeim sem fengu 1200 mg á dag (eitilfrumur í 4 af 9 sýndu 

aukið sjálfsát) heldur en í þeim sem fengið höfðu 800 mg á dag (eitilfrumur í 1 af 4 sýndu aukið sjálfsát). 

Í þessari rannsókn hafði HCQ hverfandi eða engin mælanleg áhrif á framgang sjúkdómsins (2 mánaða 

PFS (progression free survival)) (73).  

 Úsnínsýra 

Úsnínsýra er efni sem finnst í náttúrunni í lífverum sem kallaðar eru fléttur en fléttur eru sambýli sveppa 

og ljóstillífandi örvera. Úsnínsýra er dibenzofuran afleiða og er ein mest rannsakaða tegund fléttuefna 

en það eru þau lífvirku efni kölluð sem fundist hafa í fléttum. Í náttúrunni hefur úsnínsýra fundist í 

fléttutegundunum Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina og Evernia. Hún var fyrst einangruð 

árið 1844 en hefur síðan verið notuð í ýmsum tilgangi á almennum markaði, t.d. í ilmvötn, sólarvarnir, 

munnskol, svitalyktareyða og tannkrem (74). Í sumum tilfellum sem rotvarnarefni en einnig til þess að 

hafa áhrif á bakteríuflóru í munni, með tilvísan í þekkt áhrif hennar á bakteríuna streptococcus mutans 

(75). Neysla á úsnínsýru ýmist einnar og sér í fæðubótaefni eða með öðrum efnum er talið hafa valdið 

nokkrum tilfellum af alvarlegum lifrarskaða í mönnum (76). 

Rannsóknir á úsnínsýru, m.a. hérlendis, hafa leitt í ljós afskautandi áhrif hennar á hvatbera 

dýrafrumna (77, 78). Lifrarskaðandi áhrif úsnínsýru má líklega rekja til þessara áhrifa og uppsöfnunar 

hennar í lifur. Truflun á starfsemi hvatbera leiðir til aukins oxunarálags í frumum vegna aukinnar 

myndunar hvarfgjarnra sameinda (77). Úsnínsýran er fituleysanleg sameind og getur því farið í gegnum 

himnur frumna, þar á meðal himnur hvatbera. Þessi eiginleiki hennar getur valdið afskautandi hringrás 

í hvatberum. Er hún berst inn í matrix hvatbera losnar frá henni róteind (sjá Mynd 5). Hún getur síðan 

sveimað út úr matrix hvatbera og þegið róteind að nýju þegar hún berst utan þess. Þannig myndast 

hringrás sem vinnur gegn róteindastigli sem próteinflókar hvatberans (complex I-IV) mynda og knýja 

ATP-asann (complex V). Það verður því orkuþurrð þar sem framleiðsla á ATP, helsta orkuefni 

frumunnar, truflast. 
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Á þennan hátt er talið að úsnínsýran: Valdi afkúplun öndunarkeðju hvatbera (77, 78), hefti vöxt og 

skiptingu frumna (78), valdi lækkun á magni ATP (79) og virkjun á AMP kínasa (79). Þá hefur einnig 

komið í ljós að úsnínsýran veldur uppsöfnun á sjálfsátsbólum í umfrymi sem skýrist að hluta af áhrifum 

hennar á orkubúskapinn en einnig af truflandi áhrifum hennar á sýringu leysibólna og þar með á 

niðurbrot sjálfsátsbólna (2). 

 Önnur efni 

Líklega hafa fjölmörg efni og lyf áhrif á sjálfsát með óbeinum eða beinum hætti og má sjá dæmi um 

nokkur í töflu 1. Í mörgum tilvikum koma við sögu boðleiðirnar sem sýndar eru á mynd 2 um boðferla 

sjálfsáts. Svo áhrif nokkurra þeirra séu nánar útskýrð þá hefur sykursýkislyfið metformín t.d. sjálfsáts-

hvetjandi áhrif á frumur sem rakið er til virkjunar AMPK (9). Krabbameinslyfið vinblastine er örpípluhemill 

og hemjandi áhrif þess á sjálfsát má rekja til þess að það hemur samruna sjálfsátsbólna og leysibólna. 

Minna rannsakað en ekki síður athyglisvert er að mikið notuð lyf eins og háþrýstingslyfið verapamíl, og 

kvíða- og þunglyndis-lyfið flúoxetín virðast hafa sjálfsáts-hvetjandi áhrif á frumur í rækt (5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 5. Teikning af verkun úsnínsýru í hvatberum.  Talið er að úsnínsýran (ÚS) afskauti hvatbera með því 
að skutla róteindum úr IMS (intermembrane space) yfir í matrix gegn róteindastigli sem próteinflókar hvatberans 
(complex I-IV) mynda. Myndin er byggð á grein Joseph et al. (8). 

Tafla 1. Dæmi um efni sem hafa áhrif á sjálfsát . *Rapalogs = 
everolimus, temsirolimus og deforolimus sem öll hemja mTORC1. (5) (9) 





  

35 

2 Markmið 

Í þessari rannsókn var leitast við að svara þeim spurningum sem kviknað hafa við fyrri rannsóknir 

höfunda á áhrifum úsnínsýru á krabbameinsfrumum í rækt.  

Markmiðið með þessari rannsókn var að: 

1. Athuga áhrif úsnínsýru á fjölda sjálfsátsbólna í krabbameinsfrumum í rækt. 

� Athuga hvort uppsöfnun sjálfsátsbólna eftir útsetningu fyrir úsnínsýru verði vegna truflunar 

á þroskun þeirra. 

2. Kanna sjálfsát í vefjasýnum krabbameinsæxla briss og brjósts. 

� Greina tjáningu lykilpróteina sjálfsáts, orkubúskaps og súrefnisþurrðar.  

� Kanna tengsl sjálfsáts við æxlisdrífandi og æxlisbælandi þætti krabbameina.  

� Kanna tengsl ofangreindra þátta og upplýsinga krabbameinsskrár og rannsóknarstofu í 

meinafræði um æxlin, t.a.m. stærð, dreifingu og hormónaviðtaka. 
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3 Efni og aðferðir 

 Leyfi til rannsókna 

Fengin voru leyfi fyrir rannsókninni frá Vísindasiðanefnd (tilvísunarnr. 11-155), Krabbameinsskrá (bréf 

dags. 28.01.2013) og Persónuvernd (endurútg. 2013, tilvísunarnr. 2012/056). 

 Frumulínur 

Tvær frumulínur voru valdar í upphafi þessara rannsókna sem fulltrúar tveggja ólíkra krabbameinsgerða. 

Capan-2 (krabbameinsfrumulína úr brisi) er önnur frumulínan sem notuð var í þessari rannsókn en hún 

tjáir æxlisbæligenið p53 með eðlilegum hætti (80). Hin frumulínan sem notuð var, T47-D 

(krabbameinsfrumulína úr brjósti), er með afvirkjandi stökkbreytingu á p53 (81). Nánari útlistun á eðli 

þessara frumulína má sjá hér að neðan. 

 Frumulínan Capan-2 

Capan-2 frumulína (HTB-80 (human tissue bank)) var fengin frá frumubanka ATCC (American Type 

Culture Collection) í gegnum LGC Promochem. Frumulínan var upphaflega einangruð úr 33 ára gömlum 

karlmanni og hefur verið í ræktun frá 1975. 

Þetta er sýndarþrílitna mannafrumulína úr slímseytandi briskirtilgangskrabbameini með 

litningatöluna 69 í 24% fruma. Önnur algeng litningatala er 65-70. Um 7% frumanna hafa hærra 

litningamargfeldi. Frumulínan hefur ýmsa þekkta erfðafræðilega eiginleika (80):  

1. Parað brottfall á p22 á litningi eitt. 

2. Paraða yfirfærslu á 8q og 11q. 

3. Paraðan viðsnúning á 14q. 

4. K-RAS með mislestursbreytingu í tákna 12. 

5. Einfaldan viðsnúning á 7p. 

6. Eðlilegt p53 gen. 

 Frumulínan T47-D 

T47-D (HTB-122) var einnig fengin frá frumubanka ATCC í gegnum LGC Promochem. Frumulínan var 

upphaflega einangruð úr 54 ára kvenmanni og hefur verið í ræktun frá 1979. Frumulínan hefur ýmsa 

þekkta erfðafræðilega eiginleika (81): 

1. Nær þrílitna mannafrumulína úr brjóstakirtilgangskrabbameini með litningatöluna 65 í 50% fruma. 

2. 8 stökkbreytingar. 7 paraðar og 11 stakar. M.a. pöruð yfirfærsla á 8q og 14q, 9q og 17q, 10q og 

17p. 

3. Frumulínan tjáir æxlisgenið WNT7B.  

4. P53 gen hefur afvirkjandi stökkbreytingu. 



  

38 

 Viðhald frumuræktar 

Öll meðhöndlun frumna fór fram í sótthreinsuðum loftskáp með síuðu loftstreymi (Gelaire Flow 

Laboratories, 20090 MI, Italy). Capan-2 frumulínan var ræktuð í 4 mL RPMI 1640 æti með 10% af sermi 

fengið úr kálfafóstri (FBS) og 0,5% P/S (Penicillin/Streptomycin). T47-D var ræktuð eins og Capan-2 að 

viðbættu 0,01 mg/mL insúlíns. Æti, sermi og sýklalyf fengið frá GIBCOTM Invitrogen. Þær voru ræktaðar í 

hitaskáp (Thermo Forma) í 95% raka og 5% CO2 við 37°C í 50 mL FALCON® flöskum (Becton Dickinson 

Labware) á flötu yfirborði. Annan eða þriðja hvern dag var skipt um æti á frumunum. Þegar frumurnar fylltu 

botninn var þeim skipt upp og umsáð. Capan-2 var skipt upp í hlutföllunum 1/6 en T47-D í 1/20 samkvæmt 

ráðleggingum framleiðanda. Frumurnar voru þá skolaðar með PBS (phosphate buffered saline), leystar 

upp með 1 mL af trypsíni/EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) blöndu og virkni trypsíns hindruð með 

25 μL STI (soyabean trypsin inhibitor, trypsín hemill unninn úr sojabaunum, Sigma-Aldrich). 

Við uppskiptingu var flot sogað af flöskum, skolað tvisvar með PBS og sogað af. Pípetterað 1 mL af 

trypsíni/EDTA á hverja flösku og sett í hitaskáp í 3-7 mínútur og þá settir 25 μL af STI. Ef þær losnuðu 

illa var farið með frumusköfu og þær losaðar varlega af. Skilið í vindu (Hermle Labortechnik Z300) í  3 

mínútur við 2000 RPM (revolutions per minute). Flot sogað og frumur leystar upp í 1 mL ætis og skipt 

niður á flöskur. Bætt við 3 mL ætis á hverja flösku auk 20 μL insúlíns á T47-D frumulínuna. 

Við frumutalningu voru frumur skolaðar með PBS lausn og trypsín notað til þess að losa frumur frá 

undirlagi og síðan trypsín hemill, STI/EDTA. Sýni síðan skilið, flot sogað og frumur leystar upp í æti. 

Talið í ljóssmásjá með Trypan Blue (Sigma) á talningagleri (Marienfeld). Frumur sem lituðust bláar voru 

ekki taldar. Fjöldi fruma deildur niður á rúmmál og einnig umreiknað vegna þynningar. Fékkst þá magn 

í frumum á hvern mL. 

 Vinnsla úsnínsýru úr hreindýrakrókum 

Úsnínsýra var fengin frá rannsóknarstofu lyfjafræðideildar við Háskóla Íslands. Þar hafði hún verið 

einangruð úr hreindýrakrókum (Cladonia arbuscula) sem voru tíndir á ýmsum stöðum nærri 

höfuðborgarsvæði Íslands (78). Úsnínsýran var eftir einangrun leyst upp í dímetýl súlfoxíði (Merck, 2951) 

og geymd í kæli við 5-7°C. 
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 Mótefni 

Í eftirfarandi töflu er að finna heiti mótefna sem notuð voru við rannsóknina. Tekinn er fram framleiðandi, 

lotunúmer, dýrategund sem mótefnið er framleitt í, hvort mótefnið sé fjölstofna eða einstofna, 

lífverusértækni mótefnis og fyrir 1° mótefnin er tekið fram hvaða þynning var notuð þar sem stundum 

þarf að bregða út frá leiðbeiningum framleiðenda. Við notkun 2° mótefna var stuðst við leiðbeiningar 

framleiðenda við þynningu (sjá Töflu 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Aðferðir til mats á sjálfsáti og framvindu þess 

Hópur rannsakenda á sviði sjálfsáts hefur í tvígang (árin 2008 og 2012) gefið út leiðbeinandi greinar um 

aðferðir til mats á sjálfsáti (16, 27).  

Nokkuð sem hefur verið lögð sérstök áhersla á í leiðbeiningunum er að aukið magn sjálfsátsbólna í 

umfrymi er ekki endilega það sama og aukið flæði gegnum sjálfsátsferlið. Röskun á síðari stigum 

sjálfsáts, t.d. á sýringu leysibólna, flutningi eftir örpíplum eða sameiningu leysi- og sjálfsáts-bólu, getur 

aukið magn sjálfsátsbólna og nægir magn þeirra því eitt og sér ekki til að fullyrða að sjálfsát sé aukið. 

Þess vegna þykir mikilvægt, einkum við rannsóknir á áreiti sem hefur áhrif á sjálfsátsferlið, að skoða 

einnig lífvísa sem gefa til kynna streymi í gegnum ferlið. 

Í B.Sc. rannsókn höfundar voru krabbameinsfrumulínur skoðaðar í rafeindasmásjá fyrir og eftir 

útsetningu fyrir úsnínsýru og sáust þar vísbendingar um að efnið kallaði fram aukið magn sjálfsátsbólna 

í frumunum. Ákveðið var að halda áfram á svipuðum slóðum í rannsóknarverkefni styrktu af 

Nýsköpunarsjóði Námsmanna sem síðar varð grunnur að meistaraverkefni höfundar. Var þá magn 

sjálfsátsbólna fyrir og eftir meðhöndlun með úsnínsýru, metið í lagsjá í frumulínum T47D og Capan-2 í 

rækt. Frumulínurnar höfðu flúrmótefnalitað LC3 prótein og var notað myndgreiningarforritið ImageJ til 

talninga á flúrljómandi deplum. Mælingar á LC3 próteini er líklega mest notaða aðferðin við skoðun á 

sjálfsáti og hefur verið margnotuð í vefjasýnum og frumum í rækt. Samanburðurinn við aðrar rannsóknir 

auðveldar túlkun niðurstaðna sem er ástæða þess að notast var við mælingar á þessu próteini í 

rannsókn höfundar. 

Ein algengasta aðferðin sem notuð hefur verið til mats á streymi í gegnum sjálfsátsferlið er mæling 

á próteininu p62 (sjá kafla Sjálfsát) en hún var einnig sú aðferð sem einna fyrst var notuð í þessum 

tilgangi. Er þá magn p62 í viðmiði borið saman við sýni sem verður fyrir áreiti. Magnið hefur þá m.a. 

verið metið með western blot rafdrætti eða flúrmótefnalitun. Í óbirtum niðurstöðum skoðaði höfundur 

Tafla 2. Mótefni sem notuð voru við rannsóknina.  
 

Mótefni Framleiðandi Dýr Gerð Þynning Lífverusértæki
1° mótefni
IgG LC3B Cell Signalling, #3868 Kanína Einstofna 1:1000 Menn, mýs, rottur
IgG ph-AMPKα Cell Signalling, #4188 Kanína Einstofna 1:250 Menn, mýs, o.fl.
IgG p62 Enzo LS, #PW9860 Kanína Fjölstofna 1:1000 Menn
IgG ph-Raf-1 Millipore, CAT# 05-534 Rotta Einstofna 1:250 Mýs
IgG p53 DakoCytomation, M7001 Mús Einstofna 1:25 Menn
IgG HIF1-α St. Cruz Biotechnol., sc-13515 Mús Einstofna 1:10 Menn
2° mótefni
IgG bíótínýlerað Vector Labs #PK-4004 Kanína E/T Leiðb. framl. Rottu
IgG Alexa Fluor Invitrogen, #A11070 Geit E/T Leiðb. framl. Kanínu
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magn p62 með western blot rafdrætti og sýringu sjálfsátsbólna í lagsjá í frumulínu T47D sem smituð 

hafði verið með plasmíði tfLC3 (tandem tagged fluorescein protein mRFP-GFP-LC3). Margrét 

Bessadóttir, doktor í lyfjafræði, endurtók mælingar á LC3 bólum auk tfLC3 og skoðaði einnig sýringu 

leysibólna. Þá gerði hún einnig tilraunir með frumulínu MCF-7 og eðlilegar trefjakímfrumur (2). 

Þegar hafist var handa við þessa rannsókn var lítið um að streymi gegnum sjálfsátsferlið væri 

sérstaklega skoðað í paraffíneruðum vefjasýnum. Samanburður á styrkleika p62 litunar er þó mögulegur 

milli sýna og milli krabbameinsfrumna og aðliggjandi eðlilegs vefs. Sterk litun í samanburði við önnur 

sýni er þá hugsanlega vísbending um truflun í sjálfsátsferlinu. Okkur þótti einnig áhugavert að vita hvort 

samband fyndist milli tjáningar p62 í vefjasýnum og tjáningar annarra lífvísa sem hafa áhrif á sjálfsát. 

 Flúrmótefnalitun frumna fyrir skoðun í lagsjá 

Frumurækt komið upp í „chamber slides“. Æti sogað af frumurækt og skolað 2x með PBS. Metanól 

(Sigma 34860) var síðan sett á og látið þekja. Sett í frysti við -20°C í 10 mín. Botnglerið losað af og 

þurrkað og hreinsað í kringum sýnin. Skolað með 10% PBS/sermi. Hafður blautur pappír í boxinu svo 

sýnin þornuðu ekki. Sett á hvern reit 50 míkróL af 1° mótefni (anti-LC3) í kjörstyrk (Tafla 2). Reynt að 

hafa sem minnst af loftbólum. Látið liggja á í 45 mínútur. Skolað 3 sinnum með PBS. Settir á hvern reit 

50 míkróL af 2° mótefni (488S rabbit). Látið liggja á í 45 mínútur. Skolað 3 sinnum með PBS. Skolað 

með kranavatni. Settur dropi af Fluoromount-G lími á hvern reit og 10mm þekjugler yfir. Geymt í boxi 

lokað með álpappír og geymt í kæliherbergi. 

 Val á vefjasýnum 

Vefjasýni brjóstakrabbameina voru fengin úr röð innsendra brjóstakrabbameina sem fjarlægð höfðu 

verið úr sjúklingum á fyrri hluta árs 2012 og send til vefjagreiningar á Rannsóknarstofu í meinafræði á 

Landspítala Háskólasjúkrahúsi (LSH). Vefjasýni briskrabbameina voru valin með leit í Krabbameinsskrá 

Íslands að 20 tilfellum briskrabbameina þar sem sjúklingur hafði gengist undir brottnám briskirtils með 

æxli og sýnið sent til vefjarannsóknar á Rannsóknarstofu í meinafræði á LSH. Prófessor Jón G. 

Jónasson, meinafræðingur, fór yfir sýnin og valdi einn paraffín vefjakubb með æxlisvef úr hverju 

vefjasýni. Lífeindafræðingar á Rannsóknarstofu í meinafræði skáru fjórar 3 µm þykkar vefjasneiðar úr 

hverjum þessara paraffín kubba sem voru síðan sett á sérstök smásjárgler, ætluð fyrir mótefnalitanir á 

vef. 

 Mótefnalitun vefjasýna með DAB litvaka 

Mótefnalitun vefjasýna framkvæmdi Sigrún Kristjánsdóttir yfirlífeindafræðingur á Rannsóknarstofu í 

meinafræði við LSH. Litunin var gerð með hefðbundnum aðferðum rannsóknarstofunnar.  

Sýni voru afparaffíneruð og voru síðan hituð til þess að opna bindiset próteinanna (HIER) en geymsla 

vefjasýna, t.d. með paraffíneringu getur valdið kross-tengslum milli próteina og þannig hulið staði sem 

mótefnið ætti að bindast.  

Vefjasýni voru útsett fyrir Tris-EDTA pH 9 buffer í vatnsbaði í 20-45 mín í 98-99°C og voru síðan látin 

kólna í buffernum úti á borði í 20 mín. Þá var sýni skolað og baðað í 5 mínútur í H2O2. Sýni var síðan 
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skolað að nýju. Mótefni haft á í 30-60 mínútur í viðeigandi styrk (Tafla 2). Skolað. 2° mótefni haft á í 20 

mínútur. Skolað. DAB litvaki hafður á í 10 mín. Skolað.  

 Mat á vefjalitun 

Sýni voru skoðuð í ljóssmásjá af Helgu M. Ögmundsdóttur, Margréti H. Ögmundsdóttur og Má Egilssyni. 

Prófessor Jón G Jónasson, meinafræðingur skoðaði einnig sýnin og mat svæði innan sýna m.t.t. 

vefjagerðar, þ.e.a.s. hvað væru krabbameinsfrumur og hvað uppistöðuvefur. Styrkur litunar var síðan 

metinn sjónrænt. Vafamál voru borin undir Jón G. Jónasson. Til einföldunar var matinu síðar skipt í 

tvennt á öllum skölum, í jákvæða (rauður litur í töflu 2) eða neikvæða litun (grænn litur í töflu 2). 

Við mat á mótefnalitun fyrir LC3 þurfti að hafa í huga að mótefnið bindst bæði LC3-I sem finnst á víð 

og dreif í umfrymi og LC3-II sem er próteinið á LC3-PE formi sem er tengt við sjálfsátshimnuna og 

endurspeglar fjölda þeirra. Stundum var hægt að sjá dreifða (diffuse) litun sem taldist þá vera próteinið 

á LC3-I formi og var ekki túlkað sem aukning á sjálfsátsbólum. Stærri litaðir deplar í umfrymi (LC3-II) 

voru túlkaðir sem sjálfsátsbólur og samrýmdist útlitið fyrri rannsóknum sem beitt hafa mótefnalitun fyrir 

LC3 á vefjasýnum (66, 67, 82). Væri hlutfall krabbameinsfrumna með greinanlega depla í umfrymi >30% 

frumna í eyjum krabbameinsfrumna var sýnið metið jákvætt. Nauðsynlegt er að skoða heildarmyndina 

þar sem litun er iðulega misleit og ef sjálfsát er skoðað í fáum frumum eða litlum klösum getur það gefið 

skakka mynd. Við mat á litun í trefjakímfrumum var sá þáttur metinn jákvæður ef deplar voru greinanlegir 

í umfrymi >30% frumna en einnig að litunin væri sjáanlega meiri í trefjakímfrumum nær 

krabbameinsfrumum en þeim sem lágu fjær. 

Við mat á mótefnalitun fyrir p62 var styrkur litunar metinn líkt og leiðbeiningar gera ráð fyrir (27). Styrk 

litunar var gefin einkunn frá 0-3 þar sem 0 var engin umfrymislitun, 1 dauf litun, 2 miðlungs litun en 3 

sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikvæð litun en 2-3 jákvæð. 

Við mat á mótefnalitun fyrir AMPK var styrk litunar gefin einkunn frá 0-3 þar sem 0 var engin 

umfrymislitun, 1 dauf litun, 2 miðlungs litun en 3 sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikvæð litun en 2-3 

jákvæð. 

Við mat á mótefnalitun fyrir HIF-1α var litun í kjarna gefin einkunn frá 0-3 þar sem 0 var engin 

kjarnalitun, 1 var dauf litun, 2 miðlungs litun en 3 sterk litun. Styrkur 0-1 taldist neikvæð litun en 2-3 

jákvæð. 

 Við mat á mótefnalitun fyrir pRaf-1 var litið til fyrri rannsóknar sem skoðaði tengsl mótefnalitunar fyrir 

afurðum Ras æxlispróteins við horfur í brjóstakrabbameinum. Þar var m.a. beitt mótefnalitun gegn því 

próteini sem skoðað er í þessari rannsókn. pRaf-1 (ser338) finnst í bæði umfrymi og kjarna og sést ekki 

endilega á báðum stöðum við litun. Ákveðið var til einföldunar að skoða einungis kjarnalitunina við 

úrvinnslu niðurstaðna þar sem áður hefur verið sýnt að kjarnalitun hefur, ein og sér, tengsl við útkomu 

og vefjameinafræðilega þætti krabbameina (83). Var því miðað við að ef sterk litun sæist í kjörnum í 

þyrpingum frumna var sýnið metið jákvætt þó litun gæti verið misleit á heildina litið en annars var litun 

metin neikvæð. 

Við mat á mótefnalitun fyrir p53 var í notuð aðferð úr grein Ögmundsdóttur et al (84). Þar er notaður 

skali frá 1-5 þar sem 5 táknar enga litun, 4 táknar mjög daufa litun sem er dreifð litun í stökum frumum 

í kjarna, 3 táknar daufa litun þar sem má sjá talvert af kjörnum með daufri litun en þó í minna en 50% 
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frumna, 2 táknar meðalsterka litun, dreifða sterka kjarnalitun í undir 50% frumna eða daufa kjarnalitun í 

yfir 50% frumna og 1 táknar sterka kjarnalitun í yfir 50% frumna. 1-3 taldist jákvæð litun en 4-5  neikvæð 

litun. 

 Stökkbreytingargreining á vefjasýnum. 

Stökkbreytingargreiningu á vefjasýnum framkvæmdi Hólmfríður Hilmarsdóttir, lífeindafræðingur við 

læknadeild Háskóla Íslands. Hún beitti aðferðinni CDGE (constant denaturing gel electrophoresis) fyrir 

próteininu p53 á brjóstakrabbameinum (Tafla 3) en aðferðin tókst ekki sem skyldi í sýnum 

briskrabbameina líklega vegna aldurs sýna en hugsanlega einnig vegna leysandi ensíma í brisvefnum 

sem trufla varðveislu erfðaefnisins. Unnið var eftir aðferð sem lýst er í grein Guðlaugsdóttur et al (85). 

 Úrvinnsla á myndum með myndgreiningarforriti ImageJ  

 Mat á þéttni banda á framkallaðri filmu úr WB (west ern blot) rafdrætti 

Guðrún G. Björnsdóttir framkvæmdi rafdrátt (WB) á pAMPK próteini eftir meðhöndlun á frumulínu T47D 

og Capan-2 með úsnínsýru (79). Stafrænt mat á rafdrætti var framkvæmt síðar af undirrituðum upp úr 

hennar gögnum. Notað var tölvuforritið ImageJ samkvæmt leiðbeiningum á heimasíðu forritsins (86). Þá 

var myndin fyrst gerð 8 bita með skipuninni „image -> type -> 8-bit“. Þá var hver brunnur fyrir sig valinn, 

á framkallaðri mynd af rafdrættinum, með „rectangular selection“ tóli. Síðan var valin skipunin „analyze 

-> gels -> plot lanes“. Þá fékkst upp kúrva hvers brunns þar sem y ás táknar sterkara grágildi (gray 

value) og x ás fjarlægð frá upphafi valins svæðis. Þessi kúrva er síðan afmörkuð með línutóli forritsins 

og flatarmál undir kúrvunni mælt. Er síðan valin skipunin „analyze -> gels -> label peaks“. Þá fæst nálgun 

á hlutfallslegu magni próteins í hverjum brunni, gefið upp sem flatarmál hvers svæðis í hlutfalli við 

heildarflatarmál allra svæða. Ef hlutfallinu sem fæst fyrir hvern brunn er síðan deilt í viðmiðið fæst gildi 

sem kallað er „relative density“ eða „þéttnihlutfall“ og endurspeglar þá frávik hvers sýnis frá viðmiði þar 

sem viðmiðið fær 1 og sem dæmi myndi 2 þá tákna 100% meira magn (Mynd 6). 

 Talning depla í flúrmótefnalitun fyrir LC3 T47D og Capan-2. 

Stafrænt mat á fjölda punkta var framkvæmt með tölvuforritinu ImageJ samkvæmt leiðbeiningum á 

heimasíðu forritsins (86). Fyrst voru birta og skerpa stillt samkvæmt sömu forskrift á öllum myndum með 

skipuninni „image -> adjust -> brightness/contrast“ og valið 75 í „minimum“. Síðan var notuð skipunin 

„process -> enhance contrast -> saturated pixels 0,4%“. Þá var myndin gerð tvítóna með skipun „process 

-> binary-> make binary“ Að lokum var valið „analyze -> analyze particles“, þá kom upp gluggi þar sem 

stærð punkta sem telja átti var valin á bilinu 3-50 pixlar og hakað við „show outlines“. Þetta gerði okkur 

kleift að þróa aðferðina sjónrænt og halda síðan þeim staðli sem við töldum vera besta nálgun á öll 

sýnin. Loks var valið „ok“. Frumur voru taldar sjónrænt og fjöldi depla deilt niður á fjölda frumna til þess 

að fengist nálgun á fjölda depla í hverri frumu. 
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 Tölfræðiúrvinnsla 

Notað var „two-tailed Fisher Exact“ líkindapróf á 2x2 tíðni töflur. Sú aðferð er gagnleg við greiningu 

tvíflokka tíðnigagna þar sem úrtaksstærðin er lítil.  

Notuð var one way ANOVA og síðan Tukey tölfræðipróf á gögn úr mælingum á þéttni banda úr 

rafdrætti sem er gagnleg greining gagna sem liggja á samfelldum kvarða í fleiri en 2 flokkum. Notast var 

við reiknivél á vefsíðu http://vassarstats.net/tab2x2.html. 
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4 Niðurstöður 

 Sjálfsát í krabbameinsfrumum í rækt 

Í rannsókn Guðrúnar G. Björnsdóttur frá 2007, „Vaxtarhamlandi verkun úsnínsýru á krabbameinsfrumur: 

Hlutverk AMPK boðleiða“ (79) kom í ljós að fléttuefnið úsnínsýra dregur úr vexti frumna og veldur virkjun 

á AMPK í krabbameinsfrumum í rækt (sjá Mynd 6). Þetta má rekja til afskautandi áhrifa hennar á 

hvatbera (sjá Mynd 5) sem leiðir til orkuþurrðar í frumunum (77). Þá mældist stærð frumna minni í 

frumuflæðigreiningu sem sást einnig við skoðun í ljóssmásjá.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Undirritaður vann óbeint framhald af þessum niðurstöðum í B.Sc. rannsókn sinni við læknadeild. Í 

ljósi útlitsbreytinga frumna vöknuðu spurningar um hvort hægt væri að sjá fleiri breytingar á útliti frumna 

með smásjárskoðun í meiri stækkun. Voru þá sömu krabbameinsfrumulínur, T47D (brjóstakrabbamein) 

og Capan-2 (briskrabbamein), skoðaðar í rafeindasmásjá eftir 24 klst útsetningu fyrir úsnínsýru. 

Rannsóknin gaf vísbendingar um aukið magn sjálfsátsbólna í umfrymi (Mynd 7) og hvatberaát (Mynd 8. 

Sjálfsát og hvatberar.). 
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Mynd 7. Myndir teknar í rafeindasmásjá eftir útsetningu frumulínu T47D fy rir úsnínsýru (ÚS) í æti í 
sólarhring. Frumulína brjóstakrabbameins var útsett fyrir tveimur styrkjum af ÚS, 2,5 µgr/mL og 5,0 µgr/mL, 
sjá mynd fyrir miðju og til hægri. DMSO er leysir sem úsnínsýran var leyst upp í og var settur í æti án ÚS til 
viðmiðunar. 

 

Mynd 6. Graf unnið úr gögnum Guðrúnar G Björnsdóttur.  Rafdráttur var gerður fyrir 
pAMPK. Notað var ImageJ myndvinnsluforrit og mælt flatarmál litunar hvers hólfs rafdráttar 
á filmum, reiknuð var hlutfallsþéttni (RD). Lóðlínur tákna staðalfrávik. Tukey’s HSD 
tölfræðipróf var gert á niðurstöðum og * (stjarna) táknar p<0,01 en ; (semíkomma) táknar 
p<0,05. 
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Til þess að kanna nánar áhrif úsnínsýru (ÚS) á magn sjálfsátsbólna í umfrymi 

krabbameinsfrumulínanna var gerð flúrmótefnalitun fyrir LC3B próteini, í frumulínu brjóstakrabbameins  

T47D og frumulínu briskrabbameins Capan-2. Mótefnalitun og skoðun í lagsjá gerði okkur kleift að skoða 

meiri fjölda frumna á sömu mynd og var fljótlegri og einfaldari í túlkun en rafeindasmásjárskoðun. 

Mótefnið sem var notað er ekki fullkomlega sértækt á LC3II/LC3-PE (himnubundna formið), það litar 

einnig LC3I sem sést af dreifðri bakgrunnslitun í umfrymi en mótefnið litar þó sterkar LC3II sem sést í 

deplum eða grófum kornum. Deplarnir endurspegla próteinið þegar það hefur bundist PE utan á himnu 

sjálfsátsbólunnar og myndar þá depla sem hægt er að sjá við mótefnalitun og smásjárskoðun (Mynd 

10). Sýni voru því skoðuð í lagsjá, teknar af þeim myndir og deplar taldir með myndgreiningarforritinu 

ImageJ. Niðurstaðan var að úsnínsýran veldur fjölgun sjálfsátsbólna í umfrymi frumulínu T47D (Mynd 6 

og Mynd 10). Vegna erfiðleika við ræktun frumulínu Capan 2 tókust litanir á henni ekki sem skyldi og 

magn frumna til skoðunar auk lögunar frumnanna gerði talningar illmögulegar. 

Rafdráttur sem undirritaður framkvæmdi á frumulínu Capan-2 eftir útsetningu fyrir úsnínsýru benti til 

þess að p62 brotnaði ekki niður (Mynd 9). Ekki var haft aktín-viðmið fyrir hleðslu og var magngreining 

ekki möguleg þó samanburður hafi gildi. Sama niðurstaða fékkst í rannsókn Írisar Hrannar Magnúsdóttir 

þar sem frumulína T47D var útsett fyrir úsnínsýru í sama skammti og við sömu aðstæður (87).  

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 9. Rafdráttur  á p62 í frumulínu Capan -2 eftir útsetningu fyrir ÚS í 24 tíma.  

Sýni í tveimur styrkjum ásamt leysisviðmiði og viðmiðum án insúlíns (kjöræti 
frumulínu). 

Mynd 8. Sjálfsát og hvatberar.  Til vinstri: Rafeindasmásjármynd af frumulínu T47D eftir 24 klst útsetningu fyrir 
2,5 µgr/mL af úsnínsýru. Mynd fengin úr B.Sc. verkefni höfundar. Hvítar örvar sýna hvatbera og gul ör 
sjálfsátsbólu með innihaldi. Kj = kjarni. Til hægri: Til hliðsjónar, teiknuð mynd sem sýnir samspil þátta og boðleiða 
sem stuðla að sjálfsáti hvatbera og helstu prótein sem taka þátt í ferlinu (4). 

Kj 
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Margrét Bessadóttir, þá doktorsnemi í lyfjafræði, gerði frekari rannsóknir á áhrifum efnisins. Hún 

endurtók flúrmótefnalitun og staðfesti áðurnefnd áhrif til aukins fjölda sjálfsátsbólna í frumulínu T47D 

með sömu aðferð. Hún notaði frumulínu brjóstakrabbameins MCF-7 (wt p53) í stað Capan-2 vegna 

áðurnefndra vandamála og skoðaði einnig áhrifin í eðlilegum trefjakímfrumum (2). Við mælingar á 

sýrustigi leysibóla kom í ljós að þroskun þeirra var hömluð í frumulínum sem útsettar voru fyrir úsnínsýru. 

Voru leiddar að því líkur að áhrif úsnínsýru á leysibólur séu svipuð áhrifum hennar á hvatbera. Þ.e.a.s., 

hún verki sem róteindaskutla (protonshuttle) og raski þannig róteindastigli í himnu leysibólna líkt og hún 

gerir í hvatberum (Mynd 5). Niðurstöður þessar voru birtar í PloS One (Public Library of Science One) 

árið 2012 í grein sem undirritaður var meðhöfundur að (2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Sjálfsát í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

Á grundvelli áðurnefndra rannsókna á læknadeild á sjálfsáti í frumum í rækt vildum við skoða 

sjálfsátsferlið í æxlum krabbameina með það fyrir augum að skoða samspil lífvísa sjálfsáts og tjáningar 

á öðrum próteinum, lífvísum sem þekkt er að hafa áhrif á meingerð æxla og sjálfsátsferlið. 

 LC3 litun í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

Eftir litun fyrir LC3 próteini með mótefni gegn LC3B var hægt að greina depla í umfrymi (Mynd 12 a-d 

og Mynd 13 a-d). Þetta samsvarar því útliti sem búast má við að sjá þegar form LC3B-II litast (sjá Mat á 

Mynd 10. Flúrmótefnalitun fyrir LC3 í  frumulínu  brjóstakrabbameins.  Myndir teknar í lagsjá. Efri lína 
táknar 2 klst og neðri 24 klst útsetningu fyrir 10 µgr/mL af ÚS samanborið við viðmið, leysisviðmið 
(DMSO), metformín (sykursýkislyf) og svelti. Hvíta stikan er kvarði og táknar 20 µm. Bessadóttir et al (2). 
 

Mynd 11. Meðaltal sjálfsátsb ólna  á hverja frumu talið með myndgreiningarforriti ImageJ.   
Frá vinstri til hægri: DMSO viðmið. ÚS í styrk 10 µgr/mL, metformín í styrk 10 mM og amínósýrusvelti. 
Hvítar súlur tákna 2 klst eftir uppsetningu og gráar 24 klst. Bessadóttir et al (2). 
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vefjalitun). 12 af 29 sýnum voru metin jákvæð með LC3 depla í umfrymi >30% krabbameinsfrumna. Af 

þeim voru metin jákvæð 7 af 12 æxlum briskrabbameina og 5 af 12 æxlum brjóstakrabbameina (Mynd 

12 a-d og Mynd 13 a-d). Myndir 12 og 13 e-f sýna dæmi um neikvæða litun. Sjá einnig yfirlit í Töflu 3. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 12. LC3 litun í brjóstakrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B3 sem var metið með sterka 
litun. Sama svæði sést á myndum 14a og 17a. Á mynd b) sést að umfrymi er deplótt og vægt skýjað. 
LC3 deplar í ≥30% frumna, litun var metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni B2 og sýnir einnig 
sterka LC3 litun en í sama sýni var p62 litun metin sterk í umfrymi, sjá mynd 14c. Á mynd d) sést að 
umfrymi er deplótt og skýjað. LC3 deplar sáust í ≥30% frumna og var litun metin jákvæð. Myndir e) 
og f) eru af sýni B7, lítil litun er í krabbameinsfrumum en sést á stöku stað í uppistöðuvef (stroma). Á 
mynd f) sjást fáir deplar. LC3 deplar sáust í sýninu í <30% krabbameinsfrumna og var þetta metið 
sem neikvæð litun. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum t.v. tákna þær 50 µm. 
 

 

a) b) 

d) c) 

e) f) 
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Mynd 13. LC3 litun í briskrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á myndum 
vinstra megin í aukinni stækkun. Innskotsmyndir sýna enn frekari stækkun til glöggvunar. Myndir a) 
og b) eru af sýni P5. Litun sést í krabbameinsfrumum og taugungi (hvít ör). Sama sýni var metið með 
minnkaða p62 litun (tafla 3). Á mynd b) sést að umfrymi er deplótt og vægt skýjað. LC3 deplar eru í 
≥30% frumna og litun sýnis var metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni P3. Sama sýni var metið 
með sterka p62 litun (tafla 3). Á mynd d) sést að umfrymi er deplótt og vægt skýjað. LC3 deplar eru í 
≥30% frumna og litun sýnis var metin jákvæð. Myndir e) og f) eru af sýni P13. Á mynd e) sést sterk 
litun í trefjakímfrumum, taugungum og Langerhanseyjum (hvítar örvar). Dauf litun er í krabbameins-
frumum. Á mynd f) sést dauf litun í krabbameinsfrumum. LC3 deplar sáust í <30% frumna í sýni og 
litun var því metin neikvæð. Kringlótt frumuknippi um miðja mynd hægra megin eru taugungar (hvítar 
örvar). Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

d) c) 

e) f) 
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 P62 litun í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

13 af 29 krabbameinum voru metin með jákvæða p62 litun, metið út frá litun í umfrymi (sjá Mat á 

vefjalitun). 9 af 15 brjóstakrabbameinum voru metin jákvæð (Mynd 14 c-d) og 4 af 14 briskrabbameinum 

(Mynd 15 c-d). Myndir 14 og 15 a-b sýna dæmi um daufa litun. Sjá einnig yfirlit í Töflu 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 14. P62 litun í brjóstakrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B3. Litun sést í 
krabbameinsfrumum. Sjá sama svæði á Mynd 12a sem sýnir jákvætt LC3. Á mynd b) sést að umfrymi 
litaðist dauft í krabbameinsfrumum þessa sýnis í samanburði við önnur vefjasýni og var litun metin 
neikvæð. Myndir c) og d) eru af sýni B2, sterk litun sést í krabbameinsfrumum. Á mynd d) sést að 
sterk litun er fyrst og fremst í umfrymi og var litun metin jákvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm 
en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

d) c) 
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Mynd 15. P62 litun í briskrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á myndum 
vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P7. Litun er misdreifð í krabbameinsfrumum 
en alla jafna daufari en í meðalsýni. Á mynd b sést að litun er dauf í umfrymi og litun sýnis var metin 
neikvæð. Myndir c) og d) eru af sýni P11. Á mynd c) sést sterk litun í krabbameinsfrumum og eitilvef. 
Á mynd d) sést að litun var sterk í umfrymi krabbameinsfrumna þessa sýnis og var litunin metin jákvæð. 
Litun sést einnig í kjörnum. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

d) c) 
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4.2.2.1 Deplar í kjarna frumna í p62 litun 

Í nokkrum vefjasýnum sáust vel greinanlegir afmarkaðir deplar í kjörnum við p62 litun, sjá Mynd 16 a og 

b. Hlutverk p62 í kjarna er ekki að fullu þekkt en í nýlegri grein Pankiv et al er greint frá þeim eiginleika 

p62 að geta flust til og frá kjarna og tengslum þess við klastósóm (clastosomes) (26). Sterkur grunur 

leikur á að próteinið og klastósóm gegni hlutverki innan kjarna við eyðingu próteina (26). Líklega sýna 

þessar myndir p62 í klastósómum í kjarna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 16. P62 litun í briskrabbameini.  Myndir eru af sýni P5. Á mynd a) sést deplótt p62 litun í 
kjarna sem sást í nokkrum vefjasýnum við p62 litun. Á mynd b) sést afmarkað svæði á mynd a í 
aukinni stækkun. Stika táknar 50 µm. 

a) b) 
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 pAMPK litun í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

16 af 29 sýnum voru metin með jákvæða litun fyrir pAMPK í umfrymi krabbameinsfrumna og 13 af 29 

sýnum voru metin með neikvæða litun fyrir pAMPK (sjá Mat á vefjalitun). Af þeim voru metin jákvæð 9 

af 15 æxlum brjóstakrabbameina (Mynd 17 a og b) og 7 af 14 æxlum briskrabbameina (Mynd 18 a og 

b). Myndir 17-18 c og d sýna dæmi um neikvæða litun. Sjá einnig yfirlit í Töflu 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 17. pAMPK litun í brjóstakrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B3. Sterk litun sést í 
krabbameinsfrumum. Á mynd b) sést að umfrymi krabbameinsfrumna litast sterkt og litun sýnis var 
metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni B14. Enga litun er að sjá í þessari stækkun. Á mynd d) sést 
afar dauf litun í umfrymi krabbameinsfrumna. Litun sýnis var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 
200 µm en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 
 

a) b) 

d) c) 
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Mynd 18. pAMPK  litun í briskrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P5. Misjöfn litun í 
krabbameinsfrumum en yfirleitt meðalsterk. Einnig sést pAMPK litun í uppistöðuvef og var þetta eina 
sýnið sem hafði sjáanlega pAMPK í trefjakímfrumum (Mynd 30 a). Á mynd b) sést að litun er í umfrymi 
krabbameinsfrumna og var litun metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni P13. Á myndunum sést 
engin litun í umfrymi krabbameinsfrumna og litun var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 
µm en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

d) c) 
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 HIF-1α litun í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

Myndir 19 og 20 sýna útlit HIF-1α litunar í bris og brjóstakrabbameinum. 9 af 29 sýnum voru metin með 

jákvæða litun fyrir HIF-1α, þ.e. með sterka litun í kjarna krabbameinsfrumna og 20 af 29 sýnum voru 

metin með neikvæða litun fyrir HIF-1α, þ.e. daufa litun í kjarna (sjá Mat á vefjalitun). Litun var mun oftar 

jákvæð í æxlum brjóstakrabbameina, í 8 af 15 æxlum (Mynd 19 a-b) en var aðeins metin jákvæð í 1 af 

14 æxlum briskrabbameina (Mynd 20 a-b). Myndir 19 og 20 c-d sýna dæmi um neikvæða litun. Sjá 

einnig yfirlit í Töflu 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 19. HIF-1α litun í brjóstakrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B6. Sterk litun sést í ífarandi 
krabbameinsfrumum. Á mynd b) sést sterk litun í kjörnum krabbameinsfrumna og var litun í sýni metin 
jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni B3. Litun er dauf í krabbameinsfrumum. Á mynd d) sést að litun er 
dauf í kjörnum og umfrymi og var litun í þessu sýni metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm 
en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

d) c) 
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Mynd 20. HIF-1α litun í briskrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P3. Sterk litun sést í 
krabbameinsfrumum. Á mynd b) sést að kjarnar krabbameinsfrumna litast sterkt og var litun sýnis 
metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni P7 og dauf litun sést. Á mynd d) sést að litun er dauf í kjörnum 
og var litun metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

c) d) 
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 pRaf1 (Ras) litun í æxlum brjósta- og bris-krabbame ina 

Í 9 af 29 æxlum var pRaf1 litun metin jákvæð, þ.e. sterk litun í kjarna krabbameinsfrumna (sjá Mat á 

vefjalitun).  Litun var metin jákvæð í aðeins 2 af 15 brjóstakrabbameinum, sjá myndir 21 a-b. Hins vegar 

var hún metin jákvæð í 7 af 14 briskrabbameinum, sjá myndir 22 a-b. Myndir 21 og 22 c-d sýna dæmi 

um neikvæða litun. Sjá einnig yfirlit í Töflu 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 21. pRaf1 litun í brjóstakrabbameinum . Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B5. Áberandi litun sést í 
krabbameinsfrumum. Á mynd b) sést sterk litun í kjörnum krabbameinsfrumna. Litun var metin jákvæð 
í sýninu. Myndir c) og d) eru af sýni B2 og sést dauf litun í krabbameinsfrumum. Á mynd d) sést að 
litun er dauf í umfrymi og engin í kjarna. Litun var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm 
en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) b) 

c) d) 
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Mynd 22. pRaf1 litun í briskrabbameinum . Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á myndum 
vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P5. Sterk litun sést í krabbameinsfrumum 
sem liggja í klösum innan um uppistöðuvef. Á mynd b) sést að litun er sterk í kjörnum 
krabbameinsfrumna og var litunin metin jákvæð. Litun sést einnig í aðliggjandi trefjakímfrumum. Myndir 
c) og d) eru af sýni P13. Litun sést í krabbameinsfrumum og uppistöðuvef en er að mestu bundin við 
umfrymi, kjarnalitun er dauf, sjá mynd d). Litun var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm 
en á myndum t.h. tákna þær 50 µm. 

a) 

b) 

c) d) 
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 p53 litun í æxlum brjósta- og bris-krabbameina 

Í meirihluta sýna, 21 af 29 æxlum var p53 litun metin jákvæð, þ.e. sterk litun í kjarna krabbameinsfrumna 

(sjá Mat á vefjalitun). Litun var jákvæð í 11 af 15 brjóstakrabbameinum (Mynd 23 a og b) og 12 af 14 

briskrabbameinum (Mynd 24 a og b). Myndir 23-24 c-d sýna dæmi um neikvæða litun. Sjá einnig yfirlit í 

Töflu 3. 

Stökkbreytingargreining var gerð á brjóstakrabbameinasýnum og jákvætt metin litun fylgdi p53 

stökkbreytingu í 3 af 4 tilfellum. Í 8 tilfellum var litun metin jákvæð en stökkbreytingargreining þó neikvæð 

og í 1 tilfelli var stökkbreytingargreining jákvæð en litun metin neikvæð (sjá Töflu 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 23. P53 litun í brjóstakrabbamein um.Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á 
myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B5. Sterk litun er í kjörnum 
krabbameinsfrumna en dauf í umfrymi. Litun var metin jákvæð. Myndir c) og d) eru af sýni B2. Lítil litun 
sést fyrir utan slæðing af litun í uppistöðuvef, á stöku stað, umfrymi og kjarna trefjakímfrumna sem 
mátti sjá í fleiri sýnum og gjarnan nærri krabbameinsfrumum en hvaða þýðingu þetta hefur er óljóst. 
Dauf litun sást í kjarna krabbameinsfrumna. Litun var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 
µm en á myndum t.h. 50 µm. 

a) b) 

c) d) 
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Mynd 24. P53 litun í briskrabbameinum.  Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði á myndum 
vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P11. Sterk litun sést í  kjörnum 
krabbameinsfrumna og var litun metin jákvæð. Sama svæði sést á myndum 15 c-d eftir litun fyrir p62. 
Myndir c) og d) eru af sýni P13. Litun er dauf í krabbameinsfrumum, sterk í stöku kjarna en alla jafna 
dauf í kjörnum og umfrymi og var metin neikvæð. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum 
t.h. 50 µm. 

a) b) 

c) d) 
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 Sjálfsát í uppistöðuvef 

 LC3 litun í eitilfrumum 

Við skoðun á uppistöðuvef (stroma) sást að hópar eitilfrumna lituðust gjarnan sterkt jákvæðir fyrir LC3 

(sjá Mynd 25 og 26). Þessu hefur áður verið lýst við skoðun á LC3 mótefnalitun í æxlum krabbameina 

(88). Taugafrumur lituðust sterkt í öllum skoðuðum sýnum. Sumir rannsakendur hafa notað taugafrumur 

sem jákvætt viðmið fyrir LC3 litun vegna þess hversu kröftuglega þær litast (67), það var ekki gert í 

þessari rannsókn en bendir til þess að mótefnalitunin hafi tekist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 25. LC3 litu n í uppistöðuvef briskrabbameina . Mynd er af sýni 
P11. Litun er veik í krabbameinsfrumum (svartar örvar) en sterk í 
eitilfrumuklasa (hvít ör). 

Mynd 26. LC3 litun í uppistöðuvef briskrabbamein a. Mynd er af sýni P8. Mynd hægra megin sýnir 
afmarkað svæði á vinstri mynd í aukinni stækkun. Sterk litun er í hluta frumna í eitilfrumuklasa. Stikur 
tákna 50 µm. 
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 LC3 litun í Langerhans eyjum 

Sjálfsát og prótein tengd ferlinu hafa hlutverk í β-frumum Langerhanseyja (89) (sjá kafla Uppistöðuvefur 

og sjálfsát). Vart varð við sterka en dreifða LC3 litun í Langerhanseyjum bris-sýna. Sjá Mynd 13 e og f 

af sýni P13 og einnig mynd 27 af sýni P14. 

  

Mynd 27. LC3 litun í Langerhanseyjum briskrabbameins . Myndin er af sýni P14. Á myndinni sjást 
Langerhansfrumur innan um uppistöðuvef og krabbameinsfrumur og fituvefur umhverfis. Svartar 
örvar benda á hluta þeirra Langerhanseyja sem sjást. Stika á mynd táknar 200 µm. 
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 LC3 litun í trefjakímfrumum 

13 af 29 sýnum voru metin með jákvæða LC3 litun í trefjakímfrumum aðlægt krabbameinsfrumum (CAF) 

(tafla 3). 7 af 14 sýnum briskrabbameina og 6 af 15 sýnum brjóstakrabbameina, sjá myndir 28 og 29 a-

b. Greina mátti depla í frumunum. Á myndum 28 a-b virðist litunin daufari í trefjakímfrumum sem liggja 

fjær krabbameinsfrumum. Langerhans eyjar lituðust ætíð sterkt í æxlum frá brisi en áður er þekkt að 

sjálfsát gegnir hlutverki í β-frumum við stjórnun blóðsykurs en nákvæmlega hvernig það fer fram er ekki 

að fullu þekkt (89). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 29. LC3 litun í CAF frumum brjóstakrabbameina . Á myndum hægra megin sjást afmörkuð 
svæði á myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni B15. Sterk litun sést í 
uppistöðuvef en lítil í krabbameinsfrumum og í aukinni stækkun sést að trefjakímfrumur aðlægt 
krabbameinsfrumum litast sterkt. Hér sjást einnig deplar í umfrymi CAF í aukinni stækkun 
(innskotsmynd). 

Mynd 28. LC3 litun í CAF frumum  briskrabbameina . Á myndum hægra megin sjást afmörkuð svæði 
á myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Myndir a) og b) eru af sýni P13 (sjá einnig Mynd 13 e-f). 
Sterk litun sést í uppistöðuvef. Svartar örvar benda á frumur aðlægt krabbameinsfrumum sem hafa 
útlit trefjakímfrumna og litast sterkt. Í aukinni stækkun sjást bólur í umfrymi CAF (innskotsmynd). Hvítar 
örvar á mynd a) benda á Langerhans eyjar en á mynd b) á taugunga. Stika á vi. mynd táknar 200 µm 
en á hæ. mynd 50 µm. 

b) a) 

b) a) 
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 pAMPK litun í trefjakímfrumum 

Í yfirgnæfandi meirihluta sýna var engin eða veik pAMPK litun í CAF frumum. Aðeins 1 af 29 sýnum var 

metið með jákvæða pAMPK litun í CAF. Sýnið er briskrabbamein kirtilgangs, sýni P5, (sjá Mynd 30a) 

sem einnig var metið með jákvæða pAMPK litun í krabbameinsfrumum (Mynd 18 a-b og Tafla 3). Sama 

sýni var einnig metið með jákvæða LC3 litun í CAF (Tafla 3). Mynd 30b af brjóstakrabbameini, sýni B15, 

er dæmi um mynstur sem var algengara. Þ.e. jákvæð pAMPK litun í krabbameinsfrumum en afar veik 

eða engin litun í CAF umhverfis krabbameinsfrumur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 30. pAMPK litun í CAF frumum.  Mynd a) til vinstri er af sýni P5, briskrabbameini. Mynd b), til 
hægri er af sýni B15, brjóstakrabbameini. Innskotsmyndir sýna afmörkuð svæði í aukinni stækkun. 
Stikur á mynd t.v. tákna 200 µm en á mynd t.h. 50 µm. 

a) b) 
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 Samanburður á LC3 og pAMPK í trefjakímfrumum 

Til glöggvunar á sambandi LC3 og pAMPK í CAF sýnir mynd 30 litanir fyrir LC3 og pAMPK, á sama 

stað, hlið við hlið. Þar sést dauf pAMPK litun í trefjakímfrumum en hinsvegar sterk LC3 litun. Myndirnar 

eru teknar af sýni B13. Í 12/13 sýnum með jákvæða LC3 litun í CAF var pAMPK litun neikvæð í CAF en 

einu undantekninguna á því er að finna á mynd 30a af sýni B15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

pAMPK pAMPK 

LC3 LC3 

c) d) 

Mynd 31. Samanburður á pAMPK og LC3 litun í CAF frumum.  Myndir 31 a-d eru af sýni B13, 
brjóstakrabbameini. Myndir a) og b) sýna pAMPK litun og myndir c) og d) sýna LC3 litun. Á myndum 
hægra megin sjást afmörkuð svæði á myndum vinstra megin í aukinni stækkun. Innskotsmyndir sýna 
aukna stækkun. Stikur á myndum t.v. tákna 200 µm en á myndum t.h. 50 µm. 
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 Samantekt á sjálfsátspróteinum, boðferlum og vefjam einafræði. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

Tafla 3 er samantekt á niðurstöðum vefjalitunar og vefjameinafræðilegum upplýsingum frá 

Rannsóknastofu í meinafræði. Taflan er sett upp á þann hátt að auðvelt á að vera að sjá samband LC3 

við aðra þætti.  

Meðalaldur sjúklinga við greiningu briskrabbameins er 63 ár og kynjahlutfall greindra 57% (8 af 14) 

karlar og 43% (6 af 14) konur. Meðalaldur sjúklinga við greiningu brjóstakrabbameina er 70 ár og 

kynjahlutfall greindra 6,7% (1 af 15) karlar og 93,3% konur (14/15). Upplýsingar um aldur, kyn, 

vefjameinafræðilega þætti og hormónaviðtaka voru fengnar frá Rannsóknastofu í meinafræði.  

Varðandi mat á hormónaviðtökum þá er PGR (e. progesterone receptors) og ER (e. estrogen 

receptors) litun gefin einkunn frá 0 til 3+ og telst ≥1+ vera jákvætt. HER er gefið einkunn frá 0 til 3+ og 

telst vera neikvætt frá 0-1+, notuð er FISH aðferð til að ákvarða sýni með 2+ en 3+ telst vera jákvætt 

sýni. 13 af 15 sýnum brjóstakrabbameina voru með jákvæða litun fyrir estrógen viðtökum. 10 af 15 

sýnum voru  með jákvæða litun fyrir prógesterón viðtökum. Stærð var oftar yfir 2 cm í briskrabbameinum 

Tafla 3. Samantekt á helstu niðurstöðum og vefjameinafræði legum þáttum.  Rauður litur táknar 
jákvætt, grænn neikvætt. T2 er jákvætt ef stærð æxlis >2 cm. B stendur fyrir brjóstakrabbamein og 
P fyrir briskrabbamein. N/A = gögn ekki til. * táknar stökkbreytt p53. Stökkbreytingargreining sem 
ekki tókst er táknuð með – (bandstriki). PAD: 1 = ductal, 2 = lobular, 3 = mucinous, 4 = giant cell. 
Bleikur litur táknar kvenkyn, blár táknar karlkyn. 
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þ.e. í 9/14 sýnum á móti 4/15 sýnum brjóstakrabbameina. Ekkert krabbameinanna var metið HER 

jákvætt. 

Í 9 af 29 sýnum fylgdist að sterk pAMPK og LC3 litun. Í 3 af 29 sýnum var LC3 litun metin jákvæð en 

pAMPK litun neikvæð (sýni B5, P6, og P7). Í sýni B5 voru p-Raf1, p53 og HIF-1α litanir metnar jákvæðar. 

Í sýni P6 voru p53 og pRaf-1 litanir metnar jákvæðar og í sýni P7 var einungis p53 litunin jákvæð. Í 7 af 

29 sýnum var LC3 litun metin neikvæð en höfðu jákvæða pAMPK litun.  

 Nánari greining á sambandi vefjamótefnalitana 

Til glöggvunar á upplýsingum í töflu 3 gefa myndaraðir 31-33 hugmynd um hversu mismunandi mynstur 

mótefnalitana geta verið í sýnunum. Tölfræðileg skoðun á sambandi litana og vefjameinafræðilegra 

þátta kemur fram í krosstengslatöflum neðar sem eru einnig unnar úr samantekt á niðurstöðum í töflu 3. 

 Myndrænn samanburður vefjamótefnalitana 

Þrjú sýni, B3, B5 og P7 sem þóttu áhugaverð voru valin og sama svæði innan sýnanna síðan myndað. 

Myndaröð 31 sýnir svæði í sýni B3, brjóstakrabbameini kirtilgangs (ductal), hvers litun fyrir pAMPK í 

umfrymi var metin jákvæð, LC3 litun umfrymis jákvæð, p62 litun í umfrymi neikvæð, HIF-1α kjarnalitun 

neikvæð, p53 kjarnalitun jákvæð og pRaf1 kjarnalitun neikvæð (sjá 3.10 Mat á vefjalitun). Þetta má túlka 

þannig, að orkuskortur hafi ræst sjálfsát og melting í sjálfsátsbólum hafi gengið til enda. Hvorki 

súrefnisskortur né vaxtarboðferlar komu við sögu en ekki er hægt að útiloka aðkomu virkjunar p53 

boðleiðar sem var ekki stökkbreytt samkvæmt stökkbreytigreiningu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pAMPK  LC3 

HIF-1α p53 

Mynd 32. Samanburður á mótefnalitunum í brjóstakrabbameini . Myndaröð 32 er af sýni B3, 
brjóstakrabbameini. Stikur á myndum efst t.v. tákna 50 µm. Rauður kassi táknar jákvæða litun en grænn 
neikvæða (Tafla 3). 

pRaf1  

p62 
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Myndaröð 32 sýnir svæði í sýni P7, briskrabbameini kirtilgangs (ductal), hvers litun fyrir pAMPK í 

umfrymi var metin neikvæð, LC3 litun umfrymis jákvæð, p62 litun í umfrymi neikvæð, HIF-1α kjarnalitun 

neikvæð, p53 kjarnalitun jákvæð og pRaf1 kjarnalitun jákvæð (sjá 3.10 Mat á vefjalitun). Í þessu sýni 

var pAMPK litun veik en þó var LC3 litun sterk. Virkjun sjálfsáts réðist því af öðrum þáttum en orkuskorti 

og getur hér verið að p53 og/eða pRaf1 eigi þátt í ræsingunni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 33. Samanburður á mótefnalitunum í briskrabbameini . Myndaröð 33 er af sýni P7 (sjá töflu 3). Sýnt 
er sama svæði í æxlinu fyrir litanirnar. Stikur á myndum efst t.v. tákna 50 µm. Rauður kassi táknar jákvæða 
litun en grænn neikvæða (Tafla 3). 
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pAMPK  p62 LC3 
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Myndaröð 33 sýnir svæði í brjóstakrabbameini kirtilgangs (ductal) hvers litun fyrir pAMPK í umfrymi var 

metin neikvæð en LC3 litun umfrymis jákvæð og p62 litun í umfrymi jákvæð, HIF-1α kjarnalitun jákvæð, 

p53 kjarnalitun jákvæð og pRaf1 kjarnalitun jákvæð (sjá 3.10 Mat á vefjalitun). Það eru því súrefnisþurrð 

og örvun í gegnum Ras boðleiðina sem gætu verið að örva sjálfsát. Jákvætt p62 er hægt að túlka sem 

aukna virkjun vegna oxunarálags sbr. jákvætt HIF-1α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 34. Samanburður á mótefnalitunum í brjóstakrabbameini . Myndaröð 34 er af sýni B5 (Tafla 3). Sýnt 
er sama svæði í æxlinu fyrir litanirnar. Stikur á myndum efst t.v. tákna 50 µm. Rauður kassi merkir jákvæða 
litun en grænn neikvæða (Tafla 3). 
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Myndaröð 34 sýnir svæði í brjóstakrabbameini kirtilgangs. Litun í þessu sýni var metin jákvæð fyrir alla 

þætti nema LC3 (sjá 3.10 Mat á vefjalitun). Fyrir miðju sést ofvöxtur innan kirtilgangs (intraductal 

hyperplasia) en umhverfis hann ífarandi krabbameinsfrumur og er í þessu tilfelli áhugavert að bera þetta 

tvennt saman. LC3 litast í frumum kirtilgangs en ekki ífarandi krabbameinsfrumum. LC3 litast einnig í 

CAF umhverfis ífarandi krabbameinsfrumur en lítil litun sést aðlægt kirtilganginum. Sterk pRaf1 

kjarnalitun sést í ífarandi krabbameinsfrumum en engin litun í kjörnum frumna sem þekja kirtilganginn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Til þess að skoða nánar tengsl ákveðinna þátta voru settar upp krosstengslatöflur og niðurstöðurnar 

prófaðar með tvíhliða Fisher exact krosstengslaprófi (double tailed Fisher exact test). Þegar tengsl 

pRaf1, p62 og HIF-1α við aðra þætti voru skoðuð var krabbameinunum skipt eftir uppruna þar sem 

hlutfall jákvæðrar og neikvæðrar litunar þessara þátta var talsvert ólíkt milli brjóst- og bris-krabbameina. 

  

Mynd 35. Samanburður á mótefnalitunum í brjóstakrabbameini . Myndaröð 35 er af sýni B6 (Tafla 3). Sýnt 
er sama svæði í æxlinu fyrir litanirnar. Stikur á myndum efst t.v. tákna 50 µm. Rauður kassi merkir jákvæða 
litun en grænn neikvæða. 

pAMPK  p62 LC3 
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 Tölfræðilegur samanburður vefjamótefnalitana 

4.5.2.1 Tengsl LC3 litunar og pAMPK 

Út frá niðurstöðum í töflu 3 var skoðað hvort tengsl væru milli pAMPK (orkuþurrðar) og LC3 (sjálfsáts). 

Það kom í ljós að pAMPK eitt og sér skýrði ekki í öllum tilfellum virkjað sjálfsát (Tafla 4). Í 19 af 29 sýnum 

fylgdust litanirnar að. Báðar voru jákvæðar í 9 sýnum. 5 þeirra krabbameinsæxli úr brisi en 4 æxli úr 

brjósti. 7 sýni voru pAMPK jákvæð en LC3 neikvæð (sjá einnig mynd 32). Þá voru 3 tilfelli þar sem 

pAMPK var neikvætt en LC3 jákvætt (sjá töflu 3 og mynd 31 og 32) og þar var sjálfsát drifið áfram af 

öðrum þáttum.  

 

 

 

 

 

 

 

Að sama skapi höfðum við áhuga á að skoða hvort sjálfsát væri ræst í auknum mæli í uppistöðuvef, 

athyglin beindist að trefjakímfrumum aðlægt krabbameinsfrumum (CAF). 13 af 29 sýnum sýndu sterka 

LC3 litun í CAF og þá vildum við skoða hvort pAMPK (orkuþurrð) kæmi við sögu. Þegar tengslin eru 

skoðuð (Tafla 5) virðist pAMPK boðleiðin hafa afar lítið um það að segja. Aðeins í einu tilfelli sást jákvæð 

pAMPK litun í CAF sem fylgdist að með jákvæðri LC3 litun, þ.e. auknu sjálfsáti. 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2.2 Tengsl LC3 litunar og p62 

Tilgangurinn með því að meta p62 litun í æxlunum var upphaflega að skoða flæði í sjálfsátsferlinu (sbr. 

Mat á vefjalitun). Litanirnar leiddu í ljós talsverðan mun á p62 litun milli brjósta og briskrabbameina. 

Í 9 af 15 tilfellum fylgdust LC3 og p62 litanir að í brjóstakrabbameinum. Báðar litanir voru neikvæðar 

í 5 sýnum og báðar jákvæðar í 4 sýnum (Tafla 6). 

 

 

 

 

 

 

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

jákv neikv

jákv 9 3 12

neikv 7 10 17

16 13 29

Brjósta- og bris-krabbamein
pAMPK í krabbameinsfr.

LC3 í krabbameinsfrumum

Fisher exact test, p = 0,1297 (tw o-tailed)

Tafla 6. Krosstengslatafla LC3 og p62 litunar í brj óstakrabbameinum. 

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

jákv neikv

jákv 1 12 13

neikv 0 16 16

1 28 29

Brjósta- og bris-krabbamein
pAMPK í CAF

LC3 í CAF

Fisher exact test, p = 0,4483 (tw o-tailed)

jákv neikv

jákv 4 1 5

neikv 5 5 10

9 6 15

Brjóstakrabbamein
p62 í krabbameinsfr.

LC3 í krabbameinsfr.

Fisher exact test, p = 0,5804 (tw o-tailed)
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Í 7 af 14 tilfellum fylgdust LC3 og p62 litanir að í briskrabbameinum. Báðar litanir voru jákvæðar í 2 

sýnum og báðar neikvæðar í 5 sýnum (Tafla 7).  

 

 

 

 

 

 

 

Samanteknar ná niðurstöðurnar ekki tölfræðilegri marktekt, (tafla 8) og eins og áður sagði eru 

vísbendingar um að fylgni litananna séu ólík milli vefjagerðanna (sjá töflu 6 og 7). 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2.3 Tengsl p62 litunar og HIF-1 α  

Það er ekki einungis sjálfsát sem hefur áhrif á magn p62 í frumum. Sú staðreynd gæti sett 

spurningamerki við notkun þess sem mælikvarða á streymi í gegnum sjálfsátsferlið. Þættir sem gætu 

skekkt sambandið eru t.d. tengsl p62 við súrefnisþurrð og oxunarálag eins og komið er inn á í inngangi 

(Valbundið sjálfsát) og umræðu (Sjálfsát í vefjasýnum) og Tafla 11. HIF-1α og p62 eru hvoru tveggja 

prótein sem eru tjáð í auknum mæli við oxunarálag eða súrefnisþurrð í æxlum. Það kemur því ekki á 

óvart að litun þeirra fór gjarnan saman (Tafla 9, Tafla 10 og Tafla 11). 

Í 11 af 15 sýnum fylgdust HIF-1α og p62 litanir að í brjóstakrabbameinum. Báðar litanir voru jákvæðar 

í 7 sýnum og báðar voru neikvæðar í 4 sýnum (Tafla 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

jákv neikv

jákv 2 5 7

neikv 2 5 7

4 10 14

Briskrabbamein
p62 í krabbameinsfr.

LC3 í krabbameinsfr.

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

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

jákv neikv

jákv 7 2 9
neikv 2 4 6

9 6 15

Brjóstakrabbamein
HIF-1α í krabbameinsfr.

p62 í krabbameinsfr.

Fisher exact test, p = 0,1357 (tw o-tailed)

Tafla 9. Krosstengslatafla HIF-1 α og p62 litunar í brjóstakrabbameinum. 

Tafla 8. Krosstengslatafla LC3 og p62 litunar í brj ósta- og bris-krabbameinum. 

jákv neikv

jákv 6 6 12

neikv 7 10 17

13 16 29

Brjósta- og bris-krabbamein
p62 í krabbameinsfr.

LC3 í krabbameinsfr.

Fisher exact test, p = 0,7163 (tw o-tailed)
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Í 11 af 14 sýnum hélst HIF-1α og p62 litun í hendur í briskrabbameinum. Báðar litanir voru jákvæðar í 1 

sýni og báðar voru neikvæðar í 10 sýnum. Ekkert sýni var með jákvæða HIF-1α litun þegar p62 litun var 

neikvæð (Tafla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Jákvæð p62 og HIF-1α litun var töluvert algengari í brjóstakrabbameinum í samanburði við 

briskrabbamein. Þegar bris- og brjósta-krabbamein eru tekin saman (Tafla 11) og gerð tengslagreining 

fást fram marktæk tengsl milli p62 og HIF-1α litunar og er hugsanlegt að aukin virkjun boðleiða 

súrefnisþurrðar og oxunarálags skýri að hluta aukna p62 litun en óljóst er hvað skýrir muninn milli brjósta 

og briskrabbameina. 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.5.2.4 Tengsl LC3 og HIF-1 α litunar 

Jákvæð LC3 litun og jákvæð HIF-1α litun (súrefnisþurrð) fylgdust að í einungis 4 af 29 sýnum og af þeim 

var aðeins 1 í brjóstakrabbameinum (Tafla 3) en báðir þættir voru neikvæðir í 11 af 29 sýnum (Tafla 12). 

Krosstengslin milli þáttanna eru ekki tölfræðilega marktæk. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

jákv neikv

jákv 1 3 4

neikv 0 10 10

1 13 14

Briskrabbamein
HIF-1α í krabbameinsfr.

p62 í krabbameinsfr.

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

Tafla 10. Krosstengslatafla HIF-1 α og p62 litunar í briskrabbameinum. 

jákv neikv

jákv 8 5 13
neikv 2 14 16

10 19 29

p62 í krabbameinsfr.

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

Brjósta- og bris-krabbamein
HIF-1α í krabbameinsfr.

Tafla 11. Krosstengslatafla HIF-1 α og p62 litunar í brjósta og bris-krabbameinum. 

jákv neikv

jákv 4 8 12

neikv 6 11 17

10 19 29

Brjósta- og bris-krabbamein
HIF-1α í krabbameinsfr.

LC3 í krabbameinsfrumum

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

Tafla 12. Krosstengslatafla LC3  og HIF-1 α litunar í brjósta og bris-krabbameinum. 
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4.5.2.5 Tengsl LC3 og pRaf1 litunar 

Vegna fyrri rannsókna um að Ras drifin æxli séu „háð“ sjálfsáti (autophagy addicted) (41, 46) er 

áhugavert að sjá að ekki öll pRaf1 jákvæð æxli voru metin með jákvætt LC3.  

Talsvert fleiri briskrabbamein voru með jákvæða pRaf1 litun heldur en brjóstakrabbamein eða 6 

briskrabbamein á móti 2 brjóstakrabbameinum (Tafla 3). Litanirnar fylgdust að í 17 af 29 sýnum (Tafla 

13) en krosstengslin eru ekki tölfræðilega marktæk. 

 

 

 

 

 

 

 

Ef LC3 litun er einnig skoðuð í CAF má velta fyrir sér hvort skýringin liggi þar á því að sum pRaf1 jákvæð 

æxli virðast þrífast án aukins sjálfsáts. Þ.e. ekkert sýni er með jákvæða pRaf1 litun sem ekki er einnig 

með ýmist jákvæða LC3 litun í krabbameinsfrumum eða jákvæða LC3 litun í CAF (Tafla 3 og Tafla 14). 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2.6 Tengsl LC3 og p53 litunar 

Í 16 af 29 sýnum fylgdist LC3 og p53 litun að. Í 11 sýnum voru báðar litanir jákvæðar en í 5 sýnum voru 

báðar litanir neikvæðar. 12 sýni sem voru p53 jákvæð voru metin með neikvæða LC3 litun en 1 sýni var 

með neikvæða p53 litun en jákvæða LC3 litun (Tafla 15).  

 

 

 

 

 

 

 

  

Tafla 15. Krosstengslatafla LC3 og p53 litunar í kr abbameinsfrumum. 

jákv neikv

jákv 11 1 12
neikv 12 5 17

23 6 29

Brjósta- og bris-krabbamein
p53

LC3 í krabbameinsfrumum

Fisher exact test,  p = 0,3544 (tw o-tailed)

jákv neikv

jákv 8 14 22

neikv 0 7 7

8 21 29

Brjósta- og bris-krabbamein
pRaf1 (Ras boðleið)

LC3 í krabbam.fr. og/eða í CAF

Fisher exact test, p = 0,1421 (tw o-tailed)

Tafla 14. Krosstengslatafla LC3 í krabbam.fr. og/eð a CAF og pRaf1 litunar í brjósta og bris-kr.m. 

jákv neikv

jákv 4 8 12

neikv 4 13 17

8 21 29

LC3 í krabbam.fr.

Fisher exact test, p = 0,6828 (tw o-tailed)

Brjósta- og bris-krabbamein
pRaf1 (Ras boðleið)

Tafla 13. Krosstengslatafla LC3 og pRaf1 litunar í brjósta- og bris-krabbameinum. 



  

76 

4.5.2.7 Tengsl LC3 litunar í CAF og eitilmeinvarpa 

Í 11 af 14 sýnum hélst jákvæð LC3 litun í CAF í hendur við eitilmeinvörp í briskrabbameinum. Í 4 af 7 

sýnum með jákvæða LC3 litun í CAF hafði orðið dreifing til eitla (Tafla 16). 7 krabbamein með neikvæða 

LC3 litun höfðu ekki dreift sér til eitla. Ekkert krabbamein með neikvæða LC3 litun í CAF hafði dreifst til 

eitla. Tengslin eru ekki tölfræðilega marktæk ef miðað er við t.d. p<0,01. Ekki var gerð sambærileg tafla 

fyrir brjóstakrabbamein þar sem upplýsingar um eitilmeinvörp var ekki þekkt í 4 tilfellum. Þess skal getið 

að nokkur tilfelli brjóstakrabbameina voru metin með neikvæða LC3 litun í CAF og höfðu þó meinvarpast 

til eitla, ólíkt briskrabbameinunum (Tafla 3). 

 

 

 

 

 

 

 Tafla 16. Krosstengslatafla LC3 litunar í CAF og ei tilmeinvörp. 

jákv neikv

jákv 4 3 7

neikv 0 7 7

4 10 14

Briskrabbamein
Eitilmeinvörp

LC3 í CAF

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

 Samantekt 

Í B.Sc. rannsókn höfundar voru, með skoðun í rafeindasmásjá, könnuð áhrif úsnínsýru á frumulínur 

brjóstakrabbameins T47D og briskrabbameins Capan-2. Þar fengust vísbendingar um aukinn fjölda 

sjálfsátsbólna í frumum útsettum fyrir fléttuefninu (Mynd 7) og um hvatberaát (Mynd 8), en áður var 

þekkt að ÚS veldur afskautun hvatbera (77, 78), hemur frumuvöxt og frumufjölgun (78) og hefur virkjandi 

áhrif á AMPK sem stýrir viðbragði frumna við orkuþurrð (79). 

Þeirri rannsókn var fylgt eftir með flúrmótefnalitun fyrir LC3 í sömu frumulínum eftir útsetningu fyrir 

ÚS en LC3 er prótein sem tekur þátt í myndun sjálfsátsbólna. Talning á fjölda sjálfsátsbólna, með aðstoð 

stafrænnar myndgreiningar, leiddi í ljós marktækt aukinn fjölda sjálfsátsbólna í frumum sem útsettar voru 

fyrir efninu í samanburði við frumur sem ekki voru útsettar (Mynd 6 og Mynd 10) og var dregin sú ályktun 

að virkjun AMPK (79), sem svar við orkuþurrð vegna afskautunar hvatbera (78), ætti þátt í því (Mynd 2). 

Til þess að skoða hvort niðurbrot yrði á innihaldi sjálfsátsbólna var gerður rafdráttur á p62 og fyrstu 

niðurstöður bentu til þess að það brotnaði ekki niður og streymi í gegnum sjálfsátsferlið væri því truflað 

(Mynd 9). Þessar niðurstöður fengust staðfestar í fleiri tilraunum í rannsóknarverkefni Írisar H. 

Magnúsdóttur (87). Frekari rannsóknir Margrétar Bessadóttur sýndu að sjálfsátsbólur og leysibólur 

renna saman eftir útsetningu fyrir ÚS en sýring leysibólna er trufluð sem veldur uppsöfnun sjálfsátsbólna 

(2). Áhugavert er að ári eftir birtingu greinar um niðurstöðurnar, birtu Padman et al niðurstöður 

rannsókna á áhrifum CCCP á frumur (sjá Sjálfsát hvatbera), helst þekkt fyrir að valda afskautun hvatbera 

og hrinda af stað valbundnu sjálfsáti hvatbera (mitophagy) en í þeirri rannsókn var, líkt og í grein okkar, 

kannað hvort CCCP truflaði sýringu leysibólna, sem það reyndist gera (34). 

Við yfirferð á fræðum sjálfsáts og krabbameina kom fram að vefjarannsóknir á tengslum sjálfsáts við 

ólíka eiginleika og tilurð krabbameina skorti. Höfðu fræðimenn og rannsakendur á sviðinu hvatt til frekari 

vefjarannsókna með vísun í að fyrir lægju rannsóknir á sjálfsáti og sjálfsátshemlum í frumum í rækt og í 

dýrum og hafnar væru klínískar rannsóknir á virkni sjálfsátshemla í meðferð gegn krabbameinum. 

Ýmsum spurningum væri þó ósvarað (1, 16, 30). Þótti sumum vera skortur á þekkingu á 

lífeindafræðilegum og vefjafræðilegum þáttum krabbameina sem gætu styrkt grunninn að baki vali á 

sjúklingum í klínískar rannsóknir á sjálfsátshemlum (9, 30, 90) og árið 2013 birtist rannsókn Rosenfeldt 

et al sem styrkti þessa skoðun (42) (sjá kaflann Tengsl Ras og sjálfsáts í krabbameinum). 

Í okkar rannsókn var því skoðuð tjáning lykilpróteina sjálfsátsferlisins LC3 og p62 og einnig prótein 

sem tengjast ræsingu sjálfsáts, pAMPK (orkuþurrð) og HIF-1α (súrefnisþurrð). Við athuguðum tengsl 

þessara þátta við lykilþætti sem tengjast illkynja vexti frumna, pRaf1 (æxlisdrífandi prótein) og p53 

(æxlisbæliprótein). Niðurstöðurnar voru í stórum dráttum þær að sjálfsátsferlið er gjarnan virkt í illkynja 

frumum æxla og að pAMPK á þátt í ræsingu þess í stórum hluta æxla. Í þeim tilvikum þar sem pAMPK 

átti ekki þátt í ræsingu sjálfsát mátti ýmist sjá jákvæða litun fyrir pRaf1, p53 eða HIF-1α (sýni B5, P6 og 

P7) og í einu tilvikanna gætu allir þessir þættir átt þátt í ræsingu sjálfsáts (sýni B5, Tafla 3). 

Sterk litun reyndist vera á p62 í mörgum sýnum, í bæði eðlilegum vef, uppistöðuvef og 

krabbameinsfrumum sem samkvæmt leiðbeiningum um rannsóknir á sjálfsáti í frumum í rækt væri hægt 
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að túlka sem truflun á sjálfsátsferlinu en hér verður að túlka þetta með fyrirvara um hlutverk p62 í 

viðbragði frumna við oxunarálagi (30) þar sem krabbameinsfrumur og uppistöðuvefur æxla eru alla jafna 

undir meira álagi en heilbrigður vefur.  

Þegar uppistöðuvefurinn í æxlunum var skoðaður kom í ljós að í mörgum æxlum lágu LC3 jákvæðar 

trefjakímfrumur þétt upp að krabbameinsfrumum en trefjakímfrumur fjær lituðust ekki eða lítið. Vakti það 

upp spurningar um hvað það væri sem virkjaði sjálfsát í þeim. Kenningar eru um að krabbameinsfrumur 

seyti efnum sem drífa sjálfsát í trefjakímfrumum aðlægt þeim (CAF) en ekki er að fullu ljóst hversu 

algengt eða mikilvægt þetta samspil er og fer vísast eftir samhenginu (59, 64). Reyndist pAMPK nánast 

aldrei litast í þessum frumum með einni undantekningu. Því er líklegt að sjálfsát í CAF sé að mestu leyti 

drifið af öðrum þáttum en orkuþurrð og rennir niðurstaðan einnig stoðum undir kenningar um að 

frumurnar fái utanaðkomandi hvatningu (64) (Mynd 4). 

 Áhrif úsnínsýru á frumur í rækt 

Eins og segir í samantektinni var flúrmótefnalitað fyrir LC3 próteini í lagsjá og litunin magngreind með 

stafrænni myndgreiningu til að kanna nánar þær vísbendingar sem fengust með 

rafeindasmásjárskoðun.  

Skoðun í lagsjá hefur ýmsa kosti fram yfir skoðun í rafeindasmásjá þegar gera á stafræna 

myndgreiningu. T.d. er meiri reynsla  af notkun stafrænnar myndgreiningar við skoðun frumna í 

ljóssmásjá eða lagsjá, sérstaklega eftir flúrljómandi mótefnalitun. Að sumu leyti vegna betra aðgengis 

að þeim tækjum en einnig vegna þess að fljótlegra og einfaldara er að telja sjálfsátsbólur eftir 

flúrmótefnalitun (bæði fyrir rannsakendur og sjálfvirk forrit). Þetta stafar að hluta til af hagstæðara 

suðhlutfalli (e. signal to noise) þar sem meira er síað út af óþarfa áreiti, hreinleiki mælingarinnar er meiri. 

Þegar stækkunin er minni er einnig mögulegt að skoða fleiri frumur á sama tíma en hefði verið hægt í 

rafeindasmásjá og fleiri mælingar auka styrk rannsóknarinnar.  Þ.e. með auknum fjölda taldra frumna 

og sjálfsátsbólna fæst betri nálgun á dreifingu, m.a. meðaltal með þrengri vikmörkum, minni skekkju. 

Stafræn talning á sjálfsátsbólum er þar að auki hlutlægari en sjónrænt mat og dregur því úr mögulegum 

bjaga og mótefnalitun er sterkari vísbending um að verið sé að horfa á sjálfsátsbólur en ekki eitthvað 

annað. 

Eins og farið er yfir í inngangi þá hafa rannsóknir bent til þess að BNIP3 komi við sögu í viðbragði 

frumna við útsetningu fyrir úsnínsýru (8) en það er prótein sem miðlar hvatberaáti eftir afskautun 

hvatbera í kjölfar meðferðar með efnum eins og ceramide, HCQ og arsenik þríoxíðs (31). Varðandi 

samanburð HCQ og úsnínsýru vísast í kafla í inngangi um efnið, Hydroxychloroquine. Þegar eru hafnar 

fjölmargar klínískar rannsóknir á meðferð krabbameina með efninu, flestum er þó ólokið þegar þetta er 

skrifað (71).  

 Nýverið hefur annað efni, með ekki ólíka eiginleika og HCQ og úsnínsýra, arsenik þríoxíð (Tafla 1), 

hlotið eins konar endurnýjun lífdaga sem krabbameinslyf en það er f.o.f. notað hjá sjúklingum sem hafa 

fengið endurkomu bráðamergfrumuhvítblæðis (AML) en einnig hafa verið gerðar tilraunir með notkun 

þess á illkynja æxlum taugatróðs (91, 92).  

Það væri forvitnilegt að skoða áhrif úsnínsýru á krabbameinsfrumulínur hvað varðar valkvætt sjálfsát 

á hvatberum. T.d. mætti gera mótefnalitanir á frumum í rækt fyrir próteinum sem koma við sögu í 
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hvatberaáti, t.d. Parkin, og gera jafnvel talningu á hvatberum frumna, fyrir og eftir útsetningu fyrir 

úsnínsýru.  

Ef reynt er að setja áhrif úsnínsýru í samhengi og sjá heildarmynd út úr því þá má setja það upp 

þannig að úsnínsýran líki eftir súrefnisþurrð með áhrifum sínum á afkúplun öndunarkeðju hvatbera, þetta 

leiði til fækkunar á ATP sameindum sem hvatberar framleiða og aukinnar virkni AMPK. Þessu fylgi einnig 

almennt viðbragð við hvarfgjörnum sameindum, viðbragð vegna orkuþurrðar en einnig viðbragð vegna 

skemmdra frumulíffæra. Þannig leitist fruman við, hugsanlega m.a. með hvatberaáti, að endurvinna 

prótein og frumulíffæri og takmarka skemmdir vegna oxunarálags en á sama tíma er þroskun leysibólna 

trufluð. Fruma útsett fyrir úsnínsýru er því að eyða tíma og efnivið í að hefja ferli sem skilar ekki árangri 

og vöxtur og skipting eru þess vegna hamin. Virkni HIF-1α, eins helsta stjórnanda viðbragðs frumna við 

súrefnisþurrð (sjá kafla Súrefnisþurrð), í frumum útsettum fyrir úsnínsýru hefur ekki verið könnuð svo 

höfundur viti til en væri áhugavert að kanna ásamt því að kanna hvort úsnínsýra hafi áhrif á hvatberaát. 

 Sjálfsát í vefjasýnum 

Rannsóknir hafa sýnt að sjálfsát í krabbameinum hefur mismunandi þýðingu fyrir framgang æxlisins og 

horfur sjúklinga, eftir innri gerð (uppruni og stökkbreytingar) og einnig umhverfi (t.d. stærð, og 

uppistöðuvefur (millifrumuefni, æðar, ónæmisfrumur, trefjakímfrumur). Samhengið hefur þannig áhrif á 

það hvaða þýðingu sjálfsát hefur fyrir krabbameinið (1, 9, 30, 42, 91). Rannsóknir sem skoða þætti sem 

tengjast ræsingu á sjálfsáti í vefjasýnum krabbameina eru fáar en þó verður að nefna rannsókn Yu M et 

al sem birtist í PloS One árið 2015 þar sem briskrabbamein eru skoðuð út frá sjálfsáti og þáttum sem 

tengjast ræsingu þess og efnaskiptum (93). Í rannsókninni er æxlunum skipt niður í flokka út frá ólíkum 

mynstrum tjáningar og finna rannsakendur tengsl sumra flokka við ákveðna vefjameinafræðilega þætti 

eins og æðaíferð og skurðbrúnir en einnig lifun en myndir sem birtar eru úr rannsókninni eru fáar og 

upplausnin lítil svo erfitt er að leggja mat á gæði rannsóknarinnar út frá þeim. Enn fremur virðist ekki 

vera staldrað við tengsl LC3 og p62 í rannsókninni og engar ályktanir dregnar á sambandi þessara þátta 

eða hvernig á að túlka litunina í tengslum við streymi gegnum sjálfsátsferlið. 

Í okkar rannsókn sést í Töflu 3 að í 9 af 29 sýnum fylgdist að sterk pAMPK og LC3 litun. Í 3 af 29 

sýnum var LC3 litun metin jákvæð en pAMPK litun neikvæð (sýni B5, P6 og P7). Í þessum tilfellum var 

því áður ósvarað hvað virkjaði sjálfsát en hefur skýrst að hluta nú (94). Í sýni B5 voru p-Raf1, p53 og 

HIF-1α litanir metnar jákvæðar. Í sýni P6 voru p53 og pRaf-1 litanir metnar jákvæðar og í sýni P7 voru 

pRaf1 og p53 litanir jákvæð en allir þessir þættir geta komið að ræsingu sjálfsáts. 

Í 7 af 29 sýnum var LC3 litun metin neikvæð þrátt fyrir jákvæða pAMPK litun. Óljóst er hvers vegna 

sjálfsát virkjaðist ekki í þessum sýnum þar sem pAMPK tjáning var metin jákvæð og jafnvel fleiri þættir 

sem geta stuðlað að sjálfsáti. Áhugavert er að í 6 af 7 þessara sýna varð ekki vart við trefjun 

(desmoplasia, fibrosis) í sýninu. Þ.e. aðeins 1 af þessum 7 sýnum með (-) LC3 en (+) pAMPK var metið 

með mikla trefjun en af öllum sýnunum í heild sást trefjunarviðbragð í 13 af 29 sýnum (Tafla 3). Í einu 

þessara sýna, B8, var p53 og HIF-1α litun jákvæð en þrátt fyrir það var LC3 litun neikvæð og má velta 

fyrir sér hvort séu gallar í myndun sjálfsátbólna í því sýni, t.d. hvort LC3 sé stökkbreytt. Sama sýni var 

metið með jákvæða p62 litun sem getur bent til þess að niðurbroti p62 sé ábótavant með áðurnefndum 

takmörkunum þó. 



  

80 

Túlkun á p62 í tengslum við streymi í sjálfsátsferlinu var yfirhöfuð erfið þar sem litunin var yfirleitt 

mjög sterk en þó ólík milli brjósta og briskrabbameina (Tafla 3 og kafli 4.2.2). Tæplega er hægt að túlka 

niðurstöðurnar svo að sjálfsátsferlið sé gallað í yfir helmingi brjóstakrabbameina einungis út frá p62 litun 

en 9 af 15 sýnum höfðu sterka litun í umfrymi krabbameinsfrumna á móti 4 af 14 briskrabbameinum. 

Hugsanlegt er að hlutverk p62 í viðbragði frumna við oxunarálagi torveldi túlkun þess sem mælikvarði á 

streymi sjálfsátsferlisins þegar um er að ræða frumur sem eru undir miklu álagi, t.a.m. frumur í 

krabbameinæxlum. Aðstæður frumna í rækt í kjöræti sem reglulega er skipt um og haldið við, eru 

augljóslega allt aðrar (30). Það á við um p62 líkt og öll hin próteinin að ef stökkbreytingar leiða til 

breytinga í bindiseti mótefnisins á p62 próteininu gæti litun próteinsins truflast. Auk þess getur fjöldi LC3 

punkta aukist ef starfsemi p62 próteins er raskað. Þetta myndi geta túlkast sem aukið sjálfsát samkvæmt 

leiðbeiningum um mat á sjálfsáti en væri það í rauninni ekki. Raskanir í próteasóm kerfinu gætu einnig 

ollið því að p62 yrði brotið niður í minna mæli og safnaðist því fyrir. Kekkjun (e. aggregation) próteina 

eða aukið magn skemmdra frumulíffæra væri einnig líklegt til þess að auka framleiðslu p62. Innlimun 

p62 í kekki gæti orðið meiri en svo að niðurbrot við sjálfsát eða í próteasómum anni eftirspurninni. 

Það kom á óvart hversu ólík litun bæði p62 og HIF-1α var þegar briskrabbamein voru borin saman 

við brjóstakrabbamein (Tafla 3). Það kom okkur einnig talsvert á óvart hversu lítil HIF-1α litun kom fram 

í briskrabbameinum, þ.e. einungis 1 sýni af 14 var metið jákvætt (Tafla 3 og Mynd 20) á móti 9 af 15 

brjóstakrabbameinum sem voru metin með jákvæða litun og óljóst hvers vegna þetta er. Samband p62 

og HIF-1α var tölfræðilega marktækt (p=0,0081). Hins vegar mátti sjá að vísbendingar um fylgni 

litananna m.v. að bæði próteinin eru metin jákvæð í miklum mæli í brjóstakrabbameinum en eru að sama 

skapi bæði neikvæð í stærstum hluta briskrabbameina og er hægt að gera sér í hugarlund að sú fylgni 

stafi af hlutverki próteinanna í viðbragði frumunnar við súrefnisþurrð og álagi vegna hvarfgjarnra 

sameinda (sjá kafla Prótein p62 og Súrefnisþurrð) en þetta eru kringumstæður sem fylgjast oft að.  

Furðu lítið er rætt um það í öðrum greinum hvernig eigi að túlka p62 í þeim vefjarannsóknum þar 

sem litað er fyrir því í tengslum við rannsóknir á sjálfsáti. 

Vefjarannsóknir á sjálfsáti höfðu sínar takmarkanir við upphaf þessarar rannsóknar. Rannsóknir voru 

tiltölulega fáar, en fer fjölgandi. Takmarkanir aftursýnna vefjarannsókna á sjálfsáti (eftir brottnám eða 

dauða) eru einnig þær að eftir paraffíneringu er ekki hægt að nota þekkta sjálfsátshemla (bafilomycin, 

chloroquine) til þess að stöðva sjálfsát og valda uppsöfnun sjálfsátsbólna. Notkun sjálfsátshemla þykir 

vera góð aðferð til þess að athuga streymi í gegnum sjálfsátsferlið (e. autophagic flux) (16). Væri 

vefjasýnum safnað þegar þau bærust væri hægt að útsetja vefjasýnin fyrir sjálfsátshemlum en ekki 

nægilega lengi til þess að greinanleg áhrif fengjust, auk þess sem hættan á drepi í vefnum væri veruleg. 

Í leiðbeiningum Klionsky et al um aðferðir við mat á sjálfsáti kemur fram að yfirleitt þurfi útsetningu fyrir 

sjálfsátshemlum í >4 tíma til þess að mælanleg áhrif komi fram (16). 

Það getur gert vefjarannsóknir á sjálfsáti krefjandi í túlkun að grunn-sjálfsát (basal autophagy) er 

mismikið milli ólíkra vefjagerða. Í krabbameinsfrumum getur þess vegna verið erfitt að ákvarða hvað 

skuli miða við þegar sjálfsát er metið, öðruvísi en að miða við dreifingu styrks tjáningar milli sömu litunar 

í krabbameini af sama uppruna. Í þessari rannsókn var litunin túlkuð út frá dreifingu allra vefjasýna 

krabbameina sama líffæris og gefin einkunn á fjórskiptum kvarða sem síðar var skipt í tvíundabreytu líkt 

og komið hefur fram. Hér var því ekki leitast við að nota grunn-sjálfsát (LC3-II og p62 litanir) í ætluðum 
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upprunavef krabbameinsins sem viðmið en mögulega myndi sú nálgun auðvelda túlkun litunar í 

krabbameinunum. Höfundar leiðbeininga um aðferðir við rannsóknir á sjálfsáti hafa bent á að þörf sé á 

auknum rannsóknum á sviði sjálfsáts í vefjasýnum til þess að betur megi sníða leiðbeiningarnar hvað 

þennan þátt varðar (16).  

Sýni þar sem pAMPK og LC3 litanir héldust ekki í hendur vöktu forvitni okkar (sjá töflu 4). Farið hefur 

verið yfir 3 sýni þar sem LC3 var jákvætt en pAMPK neikvætt og hvaða þættir gætu stuðlað að virkjun 

þar. Í 7 sýnum bar ekki á aukinni virkni sjálfsát þó pAMPK væri sterkt tjáð og jafnvel fleiri þættir sem 

ættu að stuðla að virkjun þess. Hvort sjálfsátsferlið sé gallað í krabbameinsfrumunum eða aðrir þættir 

hemji sjálfsát er óljóst en a.m.k. var p62 litun aðeins metin sterk í 2 af þessum sýnum (Tafla 3). 

Fylgni er nokkur milli niðurstaðna stökkbreytigreiningar p53 þegar próteinið er stökkbreytt og mats á 

tjáningu í vef en þó augljóslega ekki fullkomin (Tafla 3). Nonsense stökkbreyting getur t.d. valdið því að 

litun er metin neikvæð þó próteinið sé stökkbreytt. Mismunandi er milli gerða krabbameina hversu góður 

staðgengils-lífvísir (surrogate marker) IHC litun er fyrir stökkbreyttu p53. Stökkbreytingargreining á 

briskrabbameinum fyrir p53 tókst því miður ekki vegna þess að brisæxli eru gjarnan rík af ensímum 

(tryptasar og lípasar) sem brjóta niður erfðaefnið en auk þess voru sýnin flest eldri en 

brjóstakrabbameinin sem einnig hefur áhrif á varðveisluna. 

5.1.2.1 Uppistöðuvefur og sjálfsát 

Ríkuleg tjáning LC3 í trefjakímfrumum aðlægt krabbameinsfrumum vakti okkur til umhugsunar um hvað 

stýrir virkjun sjálfsáts í þessum frumum. Því kom það verulega á óvart hversu lítil tjáning á pAMPK 

reyndist vera í CAF frumum og má draga þá ályktun að sjálfsát í trefjakímfrumum aðlægt 

krabbameinsfrumum sé alla jafna virkjað með öðrum hætti en í gegnum AMPK boðleiðina. 

Minni litun sást í trefjakímfrumum sem lágu fjær krabbameinsfrumunum (Mynd 28 og Mynd 29) sem 

styður kenningar um að krabbameinsfrumurnar geti haft áhrif á sjálfsát í aðliggjandi heilbrigðum frumum, 

jafnvel þegar sjálfsát er lítið virkt í þeim sjálfum. 

Í greinum um sjálfsát og krabbamein hefur verið tíðrætt um sjálfsát-fíkn (e. autophagy addiction) Ras 

stökkbreyttra krabbameina (sjá Tengsl Ras og sjálfsáts í krabbameinum). Tengt þessu þótti okkur 

áhugavert að sjá að öll krabbamein sem voru með jákvæða pRaf1 litun voru ýmist með jákvæða LC3 

litun í krabbameinsfrumum eða jákvæða LC3 litun í trefjakímfrumum aðlægt þeim (CAF). Því má koma 

með þá tilgátu að sjálfsát í CAF frumum geti séð hráefnakræfum Rasmut krabbameinsfrumum sem ekki 

hafa aukna virkjun sjálfsáts, fyrir byggingarefnunum sem þær þarfnast til að vaxa og skipta sér (Tafla 3, 

Tafla 14). 

Í 4 tilfellum brjóstakrabbameina voru ekki fyrir hendi upplýsingar um eitilmeinvörp (Tafla 3). Þetta 

voru tilfelli þar sem eitlar voru ekki fjarlægðir eða rannsakaðir þar sem ekki var talinn ávinningur af því 

vegna aldurs sjúklings eða undirliggjandi sjúkdóma. Við gerðum krosstengslatöflu þar sem við bárum 

saman LC3 litun í CAF og eitilmeinvörp í briskrabbameinum (Tafla 16), nokkur fylgni var á milli jákvæðrar 

LC3 litunar í CAF og eitilmeinvarpa en krosstengslin voru ekki tölfræðilega marktæk. Hvað varðar 

meinvörpin sjálf gæti verið afar fróðlegt að skoða þau með sambærilegri vefjalitun og upprunaæxlin en 

undirritaður veit ekki til þess að það hafi verið gert áður. 

Í vefjasýnum úr brisi sást alltaf sterk litun Langerhanseyja við LC3 litun, að mestu leyti dreifð litun og 

því líklegt að aðallega sé um LC3-I, þ.e. óhimnubundið form próteinsins, að ræða (Mynd 13 e og f). 
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Sjálfsát hefur áhrif á stýrt seytunarferli ýmissa frumna, m.a. Paneth frumna smágirnis og virðist með 

einhverjum hætti hafa áhrif á massa β-frumna Langerhanseyja, sem er breytilegur og tengist viðbragði 

þeirra við ólíkri fæðusamsetningu (89). Mýs sem hafa útslegið ATG7 hafa m.a. skemmdir í brisi og þróa 

með sér sykursýki (42). Talið er að hluti áhrifanna séu óbein, í gegnum áhrif sjálfsáts á umsetningu 

hvatbera og frymisnets sem stuðlar að heilbrigði þessara frumulíffæra sem er nauðsynlegt til þess að 

jafnvægi sé í glúkósa-örvaðri seytun insúlíns en hvort og þá hvernig sjálfsátsprótein hafa bein áhrif í β-

frumum er ekki þekkt (89). 

Í rannsókn okkar lituðust taugafrumur einnig sterklega við LC3 litun, þó var sjaldan eða ekki hægt að 

greina depla í þeim. Þetta skýrist líklega af því að stærstur hluti próteinsins er á sínu óhimnubundna 

LC3-I formi í taugafrumum og það hefur sýnt sig að sjálfsátsbólur eru yfirleitt af óvenju skornum skammti 

í þeim, jafnvel við svelti (95). Uppsöfnun sjálfsátsbólna er þrátt fyrir þetta vel þekkt fyrirbæri í 

taugahrörnunarsjúkdómunum Alzheimer‘s, Parkinson‘s og Huntington‘s. Sjálfsát hefur nefnilega 

hlutverk í niðurbroti kekkjóttra próteina sem einkenna þessa sjúkdóma og hafa verið gerðar rannsóknir 

á ýmsum lyfjasprotum sem hafa sjálfsát sem skotmark í þeim tilgangi að hindra framgang þessara 

sjúkdóma (95).  

 Stýring sjálfsáts í taugafrumum virðist vera ólík stýringu sjálfsáts í frumum annarra vefja og leikur 

insúlín þar lykilhlutverk í bælingu hefðbundins sjálfsáts. Tilgátur eru um að taugafrumur hafi minni þörf 

fyrir sjálfsát sem uppsprettu næringarefna við svelti þar sem frumur taugatróðs sjái taugungum fyrir þeim 

næringarefnum sem þær þurfa (95). Áhugavert er að máta þessar tilgátur við það sem vitað er um tengsl 

krabbameinsfrumna og CAFs en einnig tengsl próteina sjálfsáts og insúlínseytandi β-frumna briss. 

Enn vantar talsvert upp á að mismunandi hlutverk sjálfsáts í ólíkum vefjagerðum sé skilið að fullu og 

er ekki síður mikilvægt að skilja sjálfsát í heilbrigðum vef til þess að betur megi skilja hlutverk sjálfsáts í 

meingerð krabbameina. 

 Uppistöðuvefur og áhrifaþættir krabbameina 

Ýmislegt bendir til mikilvægi æxlisdrífandi og æxlisbælandi boðleiða í tilurð krabbameina sem 

einskorðast ekki við illkynja frumur heldur skipta einnig máli í uppistöðuvefnum.  

Ekki náðist að skoða uppistöðuvefinn í smáatriðum í þessari rannsókn hvað varðar 

æxlisbælipróteinið p53 og æxlisdrífandi próteinið pRaf1 en ekki varð vart við áberandi mun milli litunar í 

trefjakímfrumum æxla né heldur milli CAF og annarra trefjakímfrumna, þó erfitt sé að fullyrða um það. 

Gerðar hafa verið rannsóknir sem benda til mikilvægi uppistöðuvefsins og æxlisbælandi þátta innan 

hans í tilurð krabbameina. Einhverjar hafa sýnt æxlishvetjandi áhrif við afvirkjun p53 í uppistöðuvef (60). 

Í rannsókn Trimboli et al á músum með æxlistengdu stökkbreytinguna ErbB2, olli trefjakímfrumu-sértæk 

afvirkjun æxlisbælipróteinsins PTEN, aukningu á framleiðslu millifrumuefnis og flýtti tilurð og illkynja 

framvindu brjóstaæxla af þekju-uppruna (96). 

 Samanburður á vefjamótefnalitun DAB og flúrmótefnal itun 

Þar sem bæði flúrmótefnalitun (IF) og vefjamótefnalitun DAB (IHC) voru notuð í mismunandi þáttum 

þessarar rannsóknar er kannski við hæfi að bera þessar aðferðir stuttlega saman m.t.t. kosta og galla.  

Þegar sýni eru skoðuð með IF verða ákveðnir hlutar sýnisins mjög greinilegir en aðrir oft ógreinilegir. 

Við skoðun undir sýnilegu ljósi, svo sem við IHC, eru formgerð og heildarmynd sýnisins greinilegri. Meiri 
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líkur eru þá á að fyrir tilviljun sjáist fyrirbæri sem rannsakandi er ekki endilega að leita að en geta leitt til 

uppgötvana og svarað spurningum sem var ekki lagt upp með eða orðið til nýjar spurningar. Það má 

segja að skoðun í ljóssmásjá hæfi því vel við tilgátuleit (hypothesis generation) og greiningu á samhengi 

margra þátta. Kostur við vefjamótefnalitun DAB er að sýnin endast í mörg ár en IF litun dofnar gjarnan. 

Vefjamótefnalitun getur orðið óskýr ef opnun bindisets mótefnavaka gengur illa sem á við um 

paraffíneruð vefjasýni en á við hvoru tveggja flúrmótefnalitun og DAB litun. Samanburður á staðsetningu 

próteina á sama stað er hins vegar líklega nákvæmari með IF eða öðrum aðferðum þar sem algengt er 

að lita með tveimur litum (t.d. rauðum og grænum) í sömu sneiðinni. 

 Undirbúningur rannsóknar og upplýsingasöfnun 

Einn af vanköntum þessara rannsókna hvað varðar t.d. prófanir á sambandi mismunandi vefjalitana var 

að fjöldi sýna var ekki mikill og styrkur niðurstaðna leið í vissum tilfellum fyrir það. Því má velta fyrir sér 

hvort safna hefði átt fleiri sýnum til þess að auka styrk rannsóknarinnar. Það hefði augljóslega þýtt aukna 

vinnu við úrvinnslu gagna og þá hefði umfang rannsóknarinnar verið of mikið fyrir verkefni undirritaðs. 

Það væri þó hægt að gera framhald af þessari rannsókn þar sem fleiri sýnum væri bætt við. 

 Sjálfsátshemlun sem krabbameinsmeðferð 

Áðurnefnd rannsókn Rosenfeldt et al sýndi hversu ólík áhrif skert sjálfsát getur haft eftir því hvaða þættir 

liggja að baki meingerðinni, í þeirra tilfelli því hvort Ras-drifin æxli voru með útslátt á erfðavísi P53 eða 

ekki (42). Höfundar rannsóknarinnar leituðu skýringa á auknum vexti krabbameina með þessa eiginleika. 

Þetta gerðu þeir með því að skoða efnaskiptin í þeim illkynja briskrabbameinum sem urðu til í músum 

með útslegið P53, stökkbreytt KRAS og báru saman æxli músa með þessar breytingar og annars vegar 

eðlilega starfandi ATG7 og hins vegar útslegið ATG7. Æxli sem höfðu útslegið ATG7 sýnd meiri upptöku 

á glúkósa í æti samanborið við viðmiðunaræxli og höfðu meira magn glúkósa innan frumna og þær 

niðurstöður voru studdar með niðurstöðum jáeindamyndatöku in vivo. Þá sást aukning ýmissa afurða 

glúkósa-efnaskipta, t.a.m. pýruvats, sítrónusýru og súrnunar utanfrumu ásamt uppsöfnunar mjólkursýru. 

Þetta bendir til kröftugrar virkni sítrónusýruhrings hvatbera, sykrusundrunar, og aukinnar virkni pentósa-

fosfata boðleiðarinnar en sú boðleið sér um nýmyndun amínó- og kjarn-sýra og af því leiðir aukinn vöxtur 

frumna (42). 

Það þarf þó að hafa í huga að í þessu líkani voru allar frumur lífverunnar með útslátt á P53. Ákveðinn 

fyrirvara verður því að setja við yfirfæranleika aðstæðna í rannsókn Rosenfeldt et al yfir á allar lífverur 

sem hafa krabbamein með stökkbreytt P53. Stökkbreytingar á P53 geta einnig verið af mismunandi toga 

og leiða ekki alltaf til þess að próteinið sé ekki tjáð og virkni þess getur verið trufluð að hluta en ekki að 

öllu leyti. T.d. má vera að próteinafurð stökkbreytts P53 geti haft skert áhrif í kjarna og þar með á stýrðan 

frumudauða en áhrif þess í umfrymi gætu verið til staðar og próteinið gæti þar haft staðbundin áhrif á 

m.a. sjálfsát (7). 

Þekking af því tagi sem verður til við rannsóknir á hegðun alls æxlisins og samspils mismunandi vefja 

þess mun vafalítið gagnast við að leita leiða til þess að sníða meðferðir betur að hverju krabbameini fyrir 

sig. Í vissum tilfellum getur t.d. verið að skotspónn lyfjanna sé ekki einungis krabbameinsfruman sjálf 

heldur sé einnig hægt að ná fram óbeinum áhrifum með áhrifum lyfsins á heilbrigða vefinn í æxlinu sem 

þó hegðar sér óvenjulega. Þá er sérstaklega átt við æxli þar sem uppistöðuvefur og æxlisfrumur hafa 
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komið sér upp efnaskipta-samtvinnun (e. metabolic coupling) (64). Þar starfa eðlilegar frumur óvenjulega 

undir áhrifum boðefna frá krabbameinsfrumum í formi ammóníaks og hvarfgjarnra sameinda súrefnis 

og niturs (ROS og RNS) en einnig vegna súrefnisþurrðar (3). 

Breytileikinn í tjáningarmynstrum próteina sem stýra og er stýrt af sjálfsáti og samspil þessara þátta 

og annarra þátta sem hafa áhrif á tilurð og framvindu krabbameina, undirstrika þá staðreynd að jafnvel 

í sömu undirgerðum krabbameina innan sama vefjar, geta mynstur boðleiða og efnaskipta og samspil 

við uppistöðuvefinn verið afar ólík. Eiginleikar krabbameinsæxlanna geta þannig verið afar fjölbreytilegir. 

Því betur sem eiginleikarnir eru þekktir, því skynsamari ákvarðanir er hægt að taka við val á lyfjum 

og sjúklingum í klínískar rannsóknir. Þetta við um öll krabbameinslyf og þá einnig um rannsóknir á virkni 

efna sem hafa áhrif á sjálfsát í meðferð krabbameina. Þannig má betur nálgast markmiðið, þ.e. að sníða 

meðferðina þannig að hún gagnist sem best í að uppræta krabbameinin með sem minnstum skaða fyrir 

heilbrigðan vef. 
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Ályktanir 

Úsnínsýra olli fjölgun sjálfsátsbólna í krabbameinsfrumulínum brjósta og briss í rækt sem sáust 

vísbendingar um við rafeindasmásjárskoðun og var staðfest með flúrmótefnalitun fyrir LC3. Þetta er 

hægt að tengja við áhrif úsnínsýru á frumur sem áður hafa komið fram, þ.e. afkúplandi áhrif hennar á 

hvatbera og þar með á boðleið pAMPK sem hvetur til sjálfsáts. Frumniðurstöður rafdráttar á próteini p62 

í útsettum frumulínum bentu til þess að p62 brotnaði ekki niður í auknum mæli sem bendir til truflunar í 

sjálfsátsferlinu. Þetta var síðar staðfest með frekari tilraunum. Þá hefur einnig komið í ljós að úsnínsýra 

truflar þroskun sjálfsátsleysibólna en það veldur einnig uppsöfnun sjálfsátsbólna. 

 

Sjálfsát er afar virkt í krabbameinum brjósta og briss og er ræst af pAMPK en einnig eru tilfelli þar sem 

aðrar boðleiðir, pRaf1, p53 og HIF-1α hafa átt þátt í ræsingunni og í 3 tilfellum án aðkomu pAMPK. 

Hvers vegna sjálfsát ræstist ekki í 7 tilfella þar sem pAMPK litaðist sterklega var óljóst í 5 tilfellum en 

stafaði í 2 tilfellum brjóstakrabbameina hugsanlega af truflun í sjálfsátsferlinu ef miðað var við sterka 

p62 litun og hún túlkuð þannig. 

 

P62 litanir á vefjasýnum eru mögulega ófullkominn mælikvarði á truflun í sjálfsátsferlinu í 

krabbameinsæxlum og líklega verri sem slíkur í samanburði við notkun þess við sjálfsátsrannsóknir á 

frumum í rækt. Þetta stafar af mismunandi aðstæðum í umhverfi þessara aðferða þar sem súrefnisþurrð 

og oxunarálag er mun algengari við fyrrnefndar aðstæður og veldur aukinni tjáningu á p62. Talsverð 

fylgni var milli HIF-1α og p62 litunar. HIF-1α litun var þó aðeins metin jákvæð í 1 tilfelli briskrabbameina 

samanborið við 9 tilfelli brjóstakrabbameina. 

 

Sjálfsát er algengt að sjá í trefjakímfrumum aðlægt krabbameinsfrumum (CAF) og sást sterk litun í þeim 

í 13 af 29 sýnum í nokkuð jöfnu hlutfalli milli krabbameina briss og brjósta. 

pAMPK virðist hafa afar litla þýðingu við ræsingu sjálfsáts í CAF og er sjálfsáti í CAF líklega stýrt að 

mestu leyti með öðrum hætti. 
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Fylgiskjöl / birtar greinar 

 

1. Flúrljómandi mótefnalitun 

Æti tekið af og skolað 2x með PBS (ef sermi í ætinu). 

Metanól sett á svo það þekji vel í.  

Haft í frysti -20°C í 10 mín. 

Botninn losaður/brotinn af og klístur tekið líka. 

Hreinsað burt vökva í kringum reitina með einhverju ef þarf. 

Sett á 10% PBS/sermi yfir hvert hólf og haft í 5 mín. 

Sogað af. Hafður blautur pappír í boxinu svo sýnin þorni ekki. 

50 míkróL af 1° mótefni (LC3) í kjörstyrk sett á hvern reit. Helst sem minnst af   loftbólum. Leyft að   vera 

á í amk 30 mín (má vera lengur, uppí 2-3 tíma, en ekki of). 

Skolað 1x hratt með PBS, og 2x 5 mín. 

50 míkróL af 2° mótefni (488S rabbit) sett á hvern reit. Leyft að vera á í amk 30 mín. 

Skolað 1x hratt með PBS, og 2x 5 mín. 

Skolað með kranavatni. 

Dropi af Fluoromount – G klístri á hvern reit og 10mm þekjugler yfir.   

Geymt í boxi lokað með álpappír og geymt í kæliherbergi. 

2. Mótefnalitun vefjasýna 

1. Eftir deparaffinization fara sneiðar í epitope retrieval í Tris-EDTA pH 9 buffer í vatnsbaði í 20 mín í 
98-99°C og síðan látnar kólna í buffernum úti á borði í 20 mín.  
2. Skolað.  
3. 5 mín í H2O2.  
4. Skolað.  
5. Mótefni í 30 mín.  
6. Skolað.  
7. Envision flex í 20 mín.  
8. Skolað.  
9. DAB chromogen í 10 mín.  
10. Skolað.  
 

 

 

 


