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Utdrattur

Krabbameinsfrumur verda oft til vid pad ad eintakafjoldi akvedinna gena i likamsfrumum
margfaldast og endurrédun verdur milli peirra. Oft er valid fyrir peim stokkbreytingum
sem yta undir voxt krabbameina og framvindu peirra. Med pvi ad finna stadsetningu slikra
afritafjoldabreytinga (e. copy number variations) er haegt ad finna mikilveg
krabbameinsgen, pad er a&xlis- og &xlisbealigen. Til ad bera kennsl & pessar breytingar og
kanna undirliggjandi gen voru genamengi tiu sjuklinga med eggjastokkakrabbamein borin
saman med hjalp pattaporunar vid orflogur (e. array comparative genomic hybridization
(aCGH)). /Axlissynin voru af premur gerdum, p.e. jadaraexli (e. boarderline) og illkynja
&xli par sem sjuklingur var annad hvort BRCA2 arfberi eda ekki. Svadi sem innihéldu
storar afritafjéldabreytingar (e. copy number variations) voru skodud asamt sveedum par
sem breytingar voru i meira en premur af tiu synum. Sveadin voru borin saman vid
genabanka med hjalp Genome Browser til ad finna gen innan peirra og sérstaklega voru
aour pekkt axlis- og exlisbaeligen athugud.  Nidurstddur syndu ad meira var af
litningsbrotum i illkynja @xlunum en i jadar@xlunum. A peim sva@dum sem voru med
urfellingar eda margfaldanir i meira en 30 % synanna fundust nokkur adur pekkt axlis- og
axlisbaligen.



Abstract

Copy number variations (CNV) in somatic chromosomes and their rearrangements often
occur in cancer cells and play a role in tumorigenesis and cancer development. Mutations
that induce tumorigenesis and mutagenesis are often selected for. By finding the locations
of such mutations it is possible to detect oncogenes and tumor suppressor genes. Copy
number variations were identified, in ten ovarian cancer samples, by using array
comparative genomic hybridization (aCGH). The samples consisted of boarderline tumors
and malignant tumors from patients that were either BRCAZ2 carriers or not. Regions that
contained big CNV were examined and also variations that were found in more than three
of the ten samples. The genes in these regions were identified by using the Genome
Browser to compare with databases and known oncogenes and tumor suppressor genes
examined. The results showed that there was more chromosome breakage in the malignant
tumors than in the boarderline tumors. A few known oncogenes and tumor suppressor
genes were found in the regions which contained CNV in more than 30% of the samples.
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1 Inngangur

1.1 Krabbamein

Likaminn er samfélag frumna par sem vefir samanstanda af stokum frumum og mynda
liffeeri og liffeerakerfi. AExli eru talin eiga uppruna sinn fra einni frumu sem hefur ordid
fyrir r6d stokkbreytinga (Stratton et al. 2009). Um godkynja axli er ad reeda ef pad er
stadbundid. Krabbamein eru illkynja &xli par sem frumurnar hafa ¢dlast pann eiginleika
ad radast inn i adlaegan vef (Jonsson og Tryggvadéttir, 2012). Ef krabbameinsfrumur hafa
nad ad vaxa inn i bldd- eda sogedar geta ordid meinvorp til annarra vefja.
Krabbameinsfrumur hafa svipada eiginleika sem valda hrodum vexti peirra og lifsseigju.
peer halda uppi bodum um frumuskiptingar, hunsa vaxtarhamlandi bod, fara ekki i styrdan
frumudauda, geta skipt sér hindrunarlaust, 6rva @damyndun og virkja innras til
meinvarpamyndunar (Hanahan og Weinberg, 2011). Ymsar mismunandi stokkbreytingar
geta valdid krabbameinum en algengt er ad gallar i krabbameins-tengdum genum valdi
myndun peirra og frampréun. Peim ma skipta i tvo hopa eftir pvi hvort heetta &
krabbameini eykst vid of litla virkni afurdar gensins eda of mikillar. Fyrri hopurinn par
sem stokkbreyting, sem veldur minni virkni getur valdid krabbameini, kallast exlisbaeligen
(e. tumor suppressor genes). Sidari hopurinn par sem stokkbreyting, sem veldur aukinni
virkni getur verid krabbameinsvaldandi, kallast a&xlisgen (e. oncogene). Stokkbreyting i
einu afriti af exlisgeni hefur rikjandi ahrif & frumuna og veldur auknum vexti og offjélgun.
Hins vegar eru krabbameinsvaldandi samsatur axlisbaeligena yfirleitt vikjandi. I tvilitna
frumum purfa pvi oft baedi eintok gensins ad vera ovirkjud eda fjarleegd adur en ahrif fara
ad sjast. A pessu eru p6 undantekningar svo stundum nagir ad dnnur samseeta gensins sé
ovirkjud (Berger et al. 2011). Zxlisgen eru gen sem undir venjulegum kringumsteedum
styra edlilegri fjolgun frumna. Axlisbaligen eru verndarar frumunnar sem hafa hlutverk
vid ad lagfeera galla i erfdamenginu (e. caretakers) og koma i veg fyrir ad fruma geti
fjolgad sér pegar galli er i erfdamenginu (e. gatekeepers). Ef galli er i exlisbeligeni fara
frumur ad fjolga sér allt of hratt og mikid. Vid pad geta myndast fleiri stokkbreytingar par
sem gallar i erféamenginu eru ekki lagadir og Ut fra pvi proast krabbamein. Hins vegar, ef
stokkbreyting er i exlisbeligeni pa fer fruman ekki i hvild, pegar um galla i erfdamengi er
ad reda, til ad laga villuna og sendir frumuna i styrdan frumudauda ef vidgerd tekst ekki.
pa fjolga stokkbreyttar frumur sér og aukast pannig likur & krabbameinsmyndun. Vid
frampréun krabbameins fjolgar stokkbreytingum og valid er fyrir peim breytingum sem
hjalpa til vid myndun fleiri breytinga og framproun krabbameinsins. Pper stokkbreytingar
sem eru taldar hafa mestu ahrif i stigmdgnun krabbameina eru arfhreinar urfellingar (e.
homozygous deletions) axlisbaligena og mognun (e. amplifications) axlisgena (Alberts et
al. 2008, National Cancer institute, 2014).



1.2 Eggjastokkakrabbamein

Flokka ma krabbamein eftir peim vef og peirri frumugerd sem pad er upprunnid i.
Eggjastokkakrabbamein hrjair adeins konur og myndast, eins og nafnid gefur til kynna, i
eggjastokkum peirra. Af peim krabbameinum sem myndast i exlunarkerfi kvenna veldur
eggjastokkakrabbamein hvad flestum daudsfollum. Astaedan er su ad oft greinist pad ekki
fyrr en & seinni stigum pegar dreifst hefur ar pvi i kvidinn og mjadmagrind og mun erfidara
er ad eiga vio pad. Ef greining verdur a fyrri stigum pegar krabbameinid er stadbundid i
eggjastokkunum sjalfum er audveldara ad rada vid pad og meiri likur eru a fullum bata
(Mayo Clinic, 2011).

Haegt er ad skipta krabbameinum i eggjastokkum i margar undirgerdir. baer méa nefna eftir
frumugerd upprunakrabbameinsins svo sem kynfrumustrengsstodvefsaexli, um 6%
&xlanna, og einnig kimlinufrumuaxli sem eru um 3% &xlanna. Algengasta gerdin er hins
vegar pekjuvefsaexli sem eru um 90% tilfella og eiga uppruna sinn i yfirbordspekjufrumum
sem hylja eggjastokkana. Axli af pessum uppruna er svo hagt ad adgreina frekar i fjolda
undirhopa (Jénsson og Tryggvadattir, 2012).

Eggjastokkakrabbamein hafa litid verid rannsdkud hér & landi og i raun er ekki mikid af
vidmidum ad byggja & fyrir greiningu peirra. bvi geta adferdir fyrir skiptingu i flokka
verid mismunandi & milli meinafredinga og tilraunastofa. Til demis er & reiki hvernig
skilgreina ma jadarexli (e. borderline tumor) en eins og nafnid gefur til kynna
samanstendur hopurinn af a@xlum sem vaxa heaegt og hafa litla tilhneigingu til
meinvarpamyndunar. Sumir meinafraeedingar telja ad petta sé millistig milli gdokynja axlis
og illkynja &xlis og pa yfir i krabbamein af lagri gradu. Adrir vilja hins vegar meina ad
pbetta séu tilvik sem oliklegt sé ad myndi meinvorp. bessi tegund af exlum er yfirleitt
frekar meinlaus par sem pau greinast oft & fyrri stigum og eru yfirleitt nokkud
erfoafreedilega stodug. Vid greiningu jadarexla hja Landsspitala-Haskdlasjukrahusi er
byggt & pvi ad petta eru ekki godkynja axli par sem frumurnar hafa misst sina upprunalegu
[6gun og upprédun. Frumurnar geta pvi haft 6reglulega 16gun, kjarnasteekkun og fleiri
frumur eru i mitésufasa. Pessi tilvik geta hins vegar ekki talist til illkynja &xla par sem
&xlid er ennpa innan myndunarsveaedisins og hefur ekki dreift ur sér yfir i adra vefi og
myndad meinvorp.

Frekari flokkun krabbameina getur einnig verid mismunandi en medal annars hefur verid
sett fram likan af tveimur mismunandi undirgeréum af krabbameinsmyndunum (e.
carcinogenesis) i eggjastokkum sem kallast gerd | og gerd Il. Pa er talid ad framvinda
&xla af gerd | sé nokkurra skrefa ferli fra forvera gookynja vefjabreytingar (e. benign
precursor lesion) eins og til demis &xli sem teljast a morkum pess ad vera illkynja. Zxli
af gerd I ma svo flokka frekar nidur i mismunandi gerdir eftir Gtlitslegum einkennum.
Hver undirgerd hefur einkennandi stokkbreytingar sem hafa ahrif & mismunandi ferla en
beer eiga pad allar sameiginlegt ad innihalda ekki p53 stokkbreytingar. Einn undirflokkur
eggjastokkakrabbameina af gerd | eru krabbamein af lagu stigi sem eiga uppruna i
vokvahimnunni (e. low grade serous carcinoma) (Kurman et al, 2011).



Skipta mé pekjuvefsexlum i eggjastokkum nidur i fjélda marga undirhdpa en steersti hluti
beirra eru &xli sem eiga uppruna sinn Ur vokvahimnu. Eftir mismunandi atliti ma skipta
peim i godkynja- eda illkynja- &xli, &samt sérstakri undirgerd exla sem er ekki haegt ad
greina sem krabbameinsaxli samkvaemt utliti peirra. Sidast taldi hopurinn kallast jadaraexli
og eru a&xli sem eru & morkunum eins og adur var minnst & eda axli sem ad hafa litinn
mdoguleika & meinvarpamyndun ( e. tumors of low malignant potential (LMP tumors)).
Litid er vitad um orsok pess ad slik a&xli myndast og pvi getur verid dhugavert ad skoda
peer genabreytingar sem standa ad baki og geta peer upplysingar jafnvel hjalpad til vid
greiningu og lekningu sjuklinga (National Ovarian Cancer Colation, 2014).

Axli af pessum uppruna eru af tveimur tegundum eftir mismunandi meingerdamyndun og
Kliniskri hegdun sem er annad hvort af Iagri gradu (e. low grade) eda harri gradu (e. high
grade). bau sem eru af l1agri gradu eru mun sjaldgaefari og er framvinda peirra talin vera i
nokkrum skrefum fra gédkynja aexlum i &xli sem eru a jadrinum og ad lokum i illkynja
krabbamein. Stokkbreytingar i genunum KRAS, BRAF og ERBB2 eru i u.p.b. tveimur af
bremur vokvahimnuaexlum af lagri gradu. Pessi gen taka 6ll patt i stjérnun & mitégen
virkjudum prétein kinasa (MAPK ) og veldur stokkbreyting peirra sivirkum bodsendingum
kinasans sem endar i 6hamladri frumuskiptingu.

Ha-graou vokvahimnuaexli eru algengustu illkynja pekjuvefseggjastokkazxlin og eru pau
oft mjog ageng. Ofugt vid lag-gradu exli eru p53 stokkbreytingar i storum meirihluta
pbeirra (um pad bil 80 %). Rannsoknir & afritafjéldatilorigdum i erféamengjum pessara
e&xla hafa leitt i 1jos ad mikid er um margfaldanir og urfellingar, jafnvel arfhreinar
arfellingar. Petta gefur til kynna ad axli af pessari gerd hafi mjog éstodugt erfdaefni sem
er gjarnt & ad brotna. Einnig méa nefna ad i exlum af harri gradu eru BRCA gen oft
ovirkjud annad hvort vegna stokkbreytinga eda metyleringa i styrilrod gensins (Lim &
Oliva 2013). | vidamikilli rannsokn & ha-gradu eggjastokka-krabbameinum fundust
marktaekt stokkbreytt gen i meirihluta synanna i RB1, NF1, CDK12, FT3, GABRAG,
CSMD3 4samt adurnefndum BRCAL/2 og p53 genum (E. Thomson et al., 2011). Yfirleitt
greinast sjuklingar ekki med ha-gradou vokvahimnukrabbamein fyrr en & seinni stigum svo
litid er vitad um fyrri stig peirra (Lim & Oliva 2013).

Notadar eru mismunandi leidir og viomid vid ad flokka élikar tegundir krabbameina en
almennt gildir ad grdda (e. grade) krabbameinsins er byggd & pvi hvernig
krabbameinsvefurinn litur Ut i samanburdi vid heilbrigdan vef en stigun lysir framgdéngu
bess ut fra sterd, atbreidslu i eitla og fjarlegum meinvérpum. par sem
eggjastokkakrabbamein hafa litid verid ranns6kud eru vidmidin sem notud eru vid
greiningu peirra a reiki og eru meinafreedingar ekki alltaf sammala um flokkanir. Pegar
akvarda & gradu eggjastokkakrabbameins er Gtlit krabbameinsvefjarins (e . morphology)
yfirleitt athugad og borid saman vid tlit heilbrigds vefjar. Athugud er 16gun og utlit
frumna, til deemis hvort paer myndi totur (e. papillary) eda hvort Gtlinurnar séu éreglulegar
(e. pleumorphic). Frumur sem hafa heilbrigt Gtlit eru kalladar vel-sérhaefdar (e. well-
differentiated). Almennt gildir ad pvi sérhafdara sem eggjastokksaexlid er pvi betri eru
horfurnar. Flestar undirgerdir eggjastokkakrabbameina eru flokkadar eftir gradu frd G1-
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G4 en vokvahimnu- (e. serous) krabbamein eru grddud & annan héatt. Peim er adeins skipt
nidur i ha-grddu eda lag-grddu par sem pau hafa sérstaka vefjafreedi og hafa einnig
mismunandi liffreedilega ségu (AJCC cancer staging manual, 2010, C. Helm, 2013).

Vid akvoroun a stigi eggjastokkakrabbameins er notad hid algenga TNM stigunarkerfi en
par stendur T fyrir aexlissteerd (e. tumor), N fyrir eitla (e. lymph node) og M fyrir meinvérp
(e. metastasis). Pegar skoda a fyrsta pattinn (T) er athugad hvar &xlid er stadsett og hversu
stort pad er. Fyrir eggjastokkakrabbamein er til deemis athugad hvort axlid sé takmarkad
vid annan eggjastokkinn eda sé i badum, hvort pad hafi dreift ser i kvidarholsvékvann eda
& yfirbord eggjastokkanna. Neest er athugad hvort krabbameinid hafi dreifst yfir i
stadbundna eitla sem eru pa eitlar i grindarholinu eda fjarleega eitla sem eru allir adrir eitlar
likamans. Ad lokum er meinvarpamyndun &kvoroud med pvi ad athuga hvort
krabbameinid hafi dreifst til annarra vefja likamans par sem vidmidid er hvort pad hafi
dreift sér utan kvidarholssvaedisins (e. pertioneal area). Samantekt pessara nidurstadna er
svo nytt til ad akvarda stig krabbameins fyrir hvert tilvik. Stigin eru fjogur talsins og eru
mikilveeg til ad haegt sé ad lysa krabbameininu & almennan hatt sem getur hjalpad leeknum
ad vinna saman ad hentugri medferd (AJCC cancer staging manual, 2010, C. Helm, 2013).

Hér & landi eru 2,3% greindra illkynja &xla Ur eggjastokkum. Krabbameinid er algengast
hja konum yfir 50 ara & Islandi en medalaldur greindra sjuklinga er 64 ar (2006). Adal
medferdardrraedid vio eggjastokkakrabbameini hérlendis er ad fjarlegja illkynja a&xli med
skurdadgerd. Lyfjamedferd er beitt eftir adgerd i einstaka tilfellum ef naudsyn er talin vera
a pvi. Lifslikur sjuklinga eru beedi hadar gerd axlisins og stigi pess. ber sem greinast
med &xli af lagu stigi hafa gédar batahorfur. Hlutfallsleg fimm ara lifun er 45% ef litid er
til allra greindra tilfella & fislandi og hlutfallsleg tiu &ra lifun 35% (Krabbamein i
eggjastokkum, 2011).

1.3 BRCA2

BRCA2 (BReast CAncer gene two, early onset) er a&xlisbealigen sem stadsett er & litningi
13912. Genid skrair fyrir kjarnaproteini sem gegnir ymsum hlutverkum i frumum mannsins
en adallega sinnir pad vidgeroum & DNA sem snua ad villulausum pattapérunarvidgerdum
(e. error-free homologous recombination, HR) & tvipatta DNA brotum (e. double stranded
breaks (DSBs)) (Friedenson, 2007). Ef galli er i proteininu starfar vidgerdarkerfid ekki rétt
og 6edlileg umrdédun & litningum (e. gross chromosomal rearrangements (GCRS)) getur
ordid vegna pess ad fruman gripur til villugjarnra endatengingavidgerda (e. non-
homologous end joining (NHEJ)). Villugjarnar (e. error-prone ) vidgerdir af voldum galla
i BRCA2 geninu getur valdid uppsdfnun stokkbreytinga og eykur par af leidandi likur a
krabbameinum sem vid edlilegar adstedur er haldid i skefjum vegna pessara
vidgerdarferla, par & medal i eggjastokkum (Venkitaraman, 2002).



1.4 Samanburdur genamengja med pattaporun
vio fylki (e. array comparative genomic
hybridization (aCGH) )

I frumum mannsins eru 23 por litninga, par af 1 par kynlitninga og 22 pér almennra
litninga en litningarnir i hverju pari koma fra sitt hvoru foreldri. Peir eru nimeradir, fra 1
til 22, nokkurn veginn eftir steerd og litningur ndmer 23 er kynlitningur tdknadur med X og
Y eftir gero (mynd 1). Med frumuerfoafreedilegum athugunum er haegt ad greina
Ojafnvaegi litninga par sem litninga vantar eda of mikid er af peim eda hlutum ar peim.
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Mynd 1: 22 por likamslitninga og 1 par kynlitninga i kvenmanni. Almennir litningar
eru numeradir nokkurn veginn eftir steerdarrdd, fra sterstu i minnstu. Par X-litninga eru til
stadar i kjarna kvenna (mynd tekin af: http://www.larasig.com/node/1461).

Samanburdur & genamengjum med hjalp pattapdrunar vid fylki er teekni sem notud er til ad
greina litningagalla & formi afritafjoldatilorigda fyrir heil genamengi (sja kafla 2.1
adferdarfredi aCGH).  Afritafjoldatilbrigdi inniheldur byggingarlegar breytingar i
genamengjum, pad er urfellingar eda auka afrit af genum eda hluta peirra. Undirliggjandi
orsok margra erfdasjukdoma eru afbrigdilegur fjoldi litninga par sem litning vantar eda
auka eintak er til stadar. Einnig geta verid gallar i byggingu litninga eins og urfelling,
margfoldun erfdaefnis eda stokklar. Dami um heilkenni af voldum pessara stokkbreytinga
eru einhverfa, fadingargallar i kynfaerum og almenn proskahomlun (e. global
developemental delay (GDD)). Slikar breytingar i afritafjolda litninga likamsfrumna og
endurrédun peirra koma einnig oft fram i krabbameinsfrumum og eiga patt i myndun peirra
og frampréun. Med greiningu pessara fravika med aCGH fast upplysingar um
stadasetningu mikilvegra krabbameinsgena sem getur haft kliniskt mikilveegi vid
greiningu og flokkun krabbameina. Par sem verid er ad bera saman magn erfdaefnis med
aCGH er po adeins haegt ad greina drfellingu eda margfoldun erfdaefnis en ekki adrar
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gerdir stokkbreytinga. Taknin gerir kleift ad audkenna krabbameinsgen med pvi ad finna
endurtekna og magnada litningahluta, litlar arfhreinar Urfellingar & axlisbaeligenum og
urfellingar eda margfaldanir &xlisgena sem eru vidkveem fyrir magnbundnum breytingum.
Valio er fyrir peim stokkbreytingum sem hjalpa krabbameininu ad vaxa og dreifa sér og
bvi er haegt ad fylgjast med endurteknum mynstrum i stokkbreytingum sem bendir til pess
ad genin hafa akvedid mikilveegi i framvindu krabbameinsins (David S.P. Tan et al, 2013).

1.5 Magnanir og arfhreinar arfellingar

Afritafjoldatilbrigdi eru stokkbreytingar sem geta spilad mikilveegt hlutverk i
krabbameinum en par ma helst nefna stérar margfaldanir eda svonefndar magnanir (e.
amplifications) og arfhreinar drfellingar (e. homozygous deletions). Mdgnun & DNA
afritum er breyting i genamenginu sem veldur pvi ad fjéldi eintaka af akvednum genum
fjdlgar innan akvedins svedis. Vid mognun er oft midad vid aukningu um ad minnsta
kosti fimm afrit af DNA pattum sem eru minna en 20 megabasar ad lengd. DNA mdgnun
& hau stigi getur innihaldid hundrud eintaka af sxlisgenum. Til ad mognun verdi parf
tvipatta brot & DNA (e. double stranded breaks, (DSBs)) ad eiga sér stad vid enda
maognunarsvaedanna. Ef magnanir eru bornar saman vid minni margfaldanir pa er peim
beint ad dsnortnum litningum eda steerri litningssvedum med adeins einn innan-litnings
rofstad. Maognun gena spilar hlutverk i framvindu krabbameina par sem hun veldur
6edlilegri aukningu i tjdningu og virkjun axlisgena, en ahrif magnana eru mismikil & milli
krabbameinsgerda. Genamagnanir eru einkenni fruma sem hafa misst eiginleikann til ad
fylgjast med og vidhalda erfdamenginu. Stokkbreytingar af pessari gerd safnast upp i
frumum sem hafa oOvirkt p53 og koma mun oftar fyrir i krabbameinsfrumum en i
heilbrigdum frumum. Til ad alvarlegar breytingar i litningum geti ordid i frumu parf p53-
midlud stjornun og vidhald erféamengisins ad vera ovirk.  Pbar af leidandi finnast
genamagnanir yfirleitt i krabbameinum sem eru langt gengin og pvi eru batahorfur oft
sleemar. DNA magnanir eru stadbundnar & sému stédum og pekkt axlisgen sem er valid
fyrir ad magna vegna getu peirra til ad stydja vid framvindu og vOxt krabbameina
(Myllykangas et al. 2007).

Arfhreinar darfellingar i litningum verda pegar DNA but vantar 4 badum
systurlitningspradum og eru peer einar af nokkrum ferlum sem geta valdid dvirkjun
préteinafurda exlisbaligena. Almennt getur verid erfitt ad finna arfhreinar arfellingar par
sem peer eru yfirleitt mun minni en arfblendnar Grfellingar sem hafa adeins ahrif a adra
samsatuna. Talid er ad pad sé vegna pess ad storar arfhreinar arfellingar eru oft banvenar
fyrir krabbameinsrumur. Til ad finna ny gen sem studla ad a&xlismyndun getur pvi verid
betra ad skoda &xli sem eru arfhrein um tap & dkvednum svedum litninga frekar en
arfblendnar arfellingar (Liu et al. 2008).



1.6 Markmio verkefnis

Markmid verkefnisins er ad greina stokkbreytingar i krabbameinsfrumum i eggjastokkum
og til pess var notud aCGH. Krabbameinsfrumur verda oft til vid pad ad eintakafjoldi
akvedinna gena i likamsfrumum margfaldast og endurrédun verdur milli peirra.  Oft er
valid fyrir peim stokkbreytingum sem yta undir steekkun krabbameina og framvindu peirra.
Med pvi ad finna stadsetningu slikra stokkbreytinga er haegt ad finna mikilvaeg
krabbameinsgen, pad er &xlisgen og a&xlisbaligen. Til ad bera kennsl & pessar breytingar
og kanna undirliggjandi gen var notad aCGH teekni og skodad syni Ur tiu sjuklingum med
eggjastokkakrabbamein. Med greiningu pessara fravika fast upplysingar um stadasetningar
mikilvaegra krabbameinsgena sem getur hjalpad til vid greiningu og flokkun krabbameina
og medferdarurraedi .

Sérstaklega var gerdur samanburdur & afritafjoldatilbrigdum i krabbameinssynum sem eru
jadarexli og synum sem eru ur illkynja exlum. Einnig var athugadur munurinn &
sjuklingum med illkynja axli sem eru arfberar fyrir BRCA2 stokkbreytingu og peim
sjuklingum sem eru ekki arfberar. Ahersla var 16gd a set sterstu breytinganna 4 magni
gDNA i erféamenginu sem mdogulegra stadsetninga gena sem taka patt i framvindu
krabbameina.

2 Efni og aodferdir
2.1 Adferoarfraedi aCGH

Adferdarfreedi aCGH byggist almennt & samanburdi litnings-DNA (gDNA) ar syni til
skodunar og viomidunarsyni. Ef greina a stokkbreytingar i eggjastokkakrabbameinum
skal taka syni Ur krabbameinsvef og vidmidunarsyni ur heilbrigdum vef sama einstaklings,
til deemis bldosyni. DNA ur krabbameinsfrumum Ur eggjastokki og heilbrigdum frumum
er svo mismunandi merkt med 6likum flurljémunarlitum. Cyanine 3 (Cy3) og Cyanine 5
(Cy5) eru peir flarljomunarlitir sem eru hvad oftast notadir vid pessa adferd. Cy3 gefur fra
sér utgeislun vid um 570 nm og hefur pvi graena flarljomun en Cy5 gefur utgeislun vid um
670 nm og hefur pvi rauda flarljomun.

gDNA ar krabbameinssyninu er yfirleitt litad med Cy3 og vidmidunarsynid er pa litad med
Cy 5. Jafnt magn af merktu gDNA fra ba&dum synum er blandad saman en magnid fer eftir
beirri gerd orflogu sem notud er. Blanda synanna er svo latin pattaparast vid 6rflogu med
DNA pattum (e. DNA targets) a gleryfirbordi.

DNA orfylki er samansafn smarra DNA rada sem spanna erfdamengi mannsins. Stuttu
radirnar kallast preifarar og eru peir fastir & hordu yfirbordi sem er yfirleitt smasjargler.
pusundum DNA preifara er radad upp i skipulagda dalka og radir. Mikilvaegt er ad réd
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beirra sé regluleg par sem hver preifari stendur fyrir &kvednum stad i erféamenginu. Vid
framleioslu fylkjanna er passad ad preifarar sem liggja hlid vid hlid standi ekki fyrir
sveedum sem liggja saman & litningum. Petta tryggir pad ad ef litil rispa eda loftbola er &
fylkinu hefur pad sem minnst ahrif & lokanidurstodur par sem preifararnir & gallada
sveedinu dreifast & milli svaeda i erfdamenginu (“Microarray Technology: An introduction
to DNA Microarray,” 2015.).

DNA syni sem verid er ad skoda og vidmidunarsyni eru porud vio DNA & fylkinu med
basapdrun. Samkeppni verdur & milli synanna hvort parast vid sampatta DNA preifarana &
orflégunni. Hlutfall flarljomunarstyrks er i réttu hlutfalli vid breytileika i afritafjolda DNA
rada krabbameins- og vidmidunargenamengjanna. Ef styrkur flarljémandi litanna er jafn &
einum peettinum verdur merkid gult sem synir ad s hluti genamengis sjuklingsins hefur
jafnt magn af DNA. i krabbameins- og vidmidunarsyninu. Ef munur er & hlutfalli Cy3:Cy5
er pad merki um urfellingu eda fjolfoldun a pvi sveedi genamengis sjuklingsins. Ef meira
er af greenum lit heilbrigda vefsins pa er Grfelling i erfdaefni krabbameinsfrumunnar en ef
hlutfallslega er meira af rauda lit krabbameinsvefjarins er margféldun i erfédaefninu.

Hlutfall fldrljomandi styrks er fundin vid skénnun oérflaganna i sérstokum orfylkjaskanna
sem gefur nidurstodur i myndaskra. [ aCGH er litad med tveimur mismunandi litum og vid
skonnun eru 2 résir fyrir hvert fylki. Hlutfall flarljomandi styrks er pa reiknad eftir
styrkleika rasar 1 & moti styrkleika rasar 2. Frekari greining og medhdndlun gagna var
sidan framkvaemd i forritinu NimbleScan i pessari rannsékn. Nidurstddurnar syna
arfellingar og margfaldanir sem hlutfall milli synanna tveggja @ moti stadsetningu innan
genamengisins.

Eins og flestar sameindafraedilegar adferdir hefur aCGH sina kosti og galla. Helstu
kostirnir eru medal annars ha upplausn, einfaldleiki og ad audvelt er ad endurtaka til
samanburdar. Pessi tekni ber af frumuerfdafreedilegum adferoum ad pvi leyti ad mun
nakvaemari kortlagning litningagalla feest med haerri upplausn og auk pess sparast mikill
timi vid pad ad sleppa vid frumuraektun. Yfirleitt parf ekki nema mikroégramm af DNA og
mognun heilu erféamengjanna minnkar magnid sem parf til greiningar enn frekar. aCGH
greinir margfaldanir erfdaefnis sem ekki greinast vid metafasa eda interfasa FISH
greiningar (e. fluorescene in situ hybridization). Helsti galli teekninnar er ad hdn getur ekki
greint jafnar endurradanir eins og pegar hlutar erfdamengisins stokkva Gr einum stad i
annan eda snua 6fugt. aCGH greinir adeins mun a afritafjolda i hlutfalli vid 6nnur DNA
svaedi i sama syni og getur pvi heldur ekki greint fjollitnun (Shinawi & Cheung, 2008).

2.2 Syni

Til rannsoknarinnar voru fengin &xlissyni fr& meinafredideild Landsspitala
Haskdlasjukrahiss. DNA hafdi adur verid einangrad ur aexlisynum med stadladri fendl-
kloroform (med préteinasa K) adferd. Synin voru eaxlisvefur ur eggjastokkum og
heilbrigdur vefur Ur eggjastokkum sama einstaklings var hafdur til samanburdar. Notud
voru alls 20 syni, pad er 10 syna-por fra tiu islenskum konum. Synin voru fengin pannig



ad eitt syni var fjarleegt ar 6drum eggjastokk hverrar konu og Ur pvi voru einangrud tvo
syni, annad med krabbameinsvef og hitt Gt heilbrigdum vef adlegt vid axlisvef. Erfitt
getur reynst ad vita hversu hatt hlutfall krabbameinsfruma er i sykta vefnum. Sjé synanna
voru oyggjandi illkynja axli en prju toldust til jadarexla. Tvé synanna voru ur sjuklingum
sem eru arfberar um BRCA2 stokkbreytingu og eru pessar upplysingar teknar saman i téflu
1.

Tafla 1: Meingerd peirra tiu krabbameinssyna sem voru til athugunar.
Eggjastokkakrabbameinssynin voru 6l upprunnin ar vokvahimnu og voru meingerdir
beirra frekar akvardadar eftir utliti vio Landspitala Haskélasjukrahus par sem &xlin voru
flokkud eftir pvi hvort pau voru jadareexli eda illkynja og eftir pvi hvort sjuklingarnir voru
BRCAZ2 arfberar.

Meingerd Fjoldi syna

Vokvahimnujadaraexli 3

IlIkynja vokvahimnuaxli , BRCA2 arfberi 2

[lIkynja vokvahimnuexli 5

2.3 Litun syna

Vid merkingu gDNA synanna sem sja ma i t6flu 1 voru notadar lausnir ar merkingarsetti,
sem framleitt er af Roche NimbleGen, eins og flestar lausnir og teki sem var notad nema
annad sé tekid fram. Sja ma innihald merkingarsettsins i t6flu 2. Gldsin eru merkt med
mismunandi nimerum sem verda notud vid adferdarlysingu hér ad nedan. 1 6llum
eftirfarandi skrefum voru synin stoédugt varin fyrir 1josi med alpappir.



Tafla 2: Innihaldsmerkingar setts fra framleidandanum Roche NimbleGen.

Efnis innihald Glas

Afjonad vatn

Dui fyrir klenow polymerasa

Cy3 visir( n Cy3 Random Nonamers)

Cys5 visir (n Cy5 Random Nonamers)

Klenow hluti E.coli DNA polymerasa (3"->5"exo0-)

dNTP blanda (hvert ANTP er 10mM)

N o o B Wl NP

Stodvunar lausn

| upphafi var buin til lausn i 15 ml glasi sem inniheldur 2,2 pl Gr glasi 2 og 4 ul af p-
Mercaptoetan6li. Glos 3 og 4 Ur toflu 1 voru sett i skilvindu til ad na innihaldi nidur i botn
0g spunnid var i stuttan tima vid allt ad 10000 g. I skrefi 2 voru badir Cyanine lita paettirnir
pynntir i 1,050 pl af upphafslausninni. Skammtadir voru 40ul af pynntu Cyanine
litalausnunum i adskildum 0,2 ml PCR gldsum med punnum veggjum og geymdir i keeli
vid -15 til -25°C.

Vid litun hvers gDNA synapars var reiknad ut hversu mikid rammal af synunum pyrfti til
ad fa ndgu mikid magn af DNAI til litunar par sem midad var vid DNA styrk lausnanna. |
skrefi 3 var svo flutt naegt magn af synunum i sitt hvort 0,2 ml PCR glasid og blandad eins
0g sja ma i toflu 3.

Tafla 3: Blondun gDNA syna vid tilheyrandi flarljomunarlausn.  Syni dr
krabbameinsvef voru merkt med Cy3 en vidmidunarsyni 0r heilbrigdum vef voru merkt
med Cyb.

Efnis innihald Magn i a&xlis syni | Magn i vidmidunar syni
gDNA syni 0,5 ug 0,5 ug

pynnta Cy3 lausnin 40 ul -

Pynnta Cy5 lausnin - 40 pl

PCR vatn (glas 1) A0 heildarrammali | Ad heildarrammali
Heildarrummal 80 ul 80 ul

Eftir ad synin voru bléndud eins og i toflu 3 voru pau naest edlissvipt med hitun i 98 °C i
tiu minGtur(min) med notkun PCR takis (e. thermocycler). Fyrir skilvirka litun voru synin
snoggkeeld i isbadi i tveer minutur eftir hitun. Synin voru geymd & is medan peim var
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blandad vid 20 pl af &dur undirbdinni Klenow blondu. Han inniheldur 10 pl ur glasi 6 ur
toflu 2, 8 pl Ur glasi 1 og 2 pl ar glasi 5 midad vid litun & einu syni. Rammali var breytt i
réttum hlutféllum eftir fjolda syna sem litud voru i einu og svo blandad vel med pvi ad
pippetta upp og nidur. Til ad safna 6llu innihaldi glasanna i botninn var spunnid i stuttan
tima med skilvindu. Synunum var loks leyft ad liggja i tvo klukkutima vid + 37 °C &
hitapl6tu med heitu loki.

Til ad stodva hvorfin eftir tvo tima var beett Gt i hvert glas 21,5 pl af stédvunarlausn ur
merkingarsettinu. Blandad var vel med idublandara (e. vortex) og spunnid i skilvindu til ad
safna 6llu i botninn. Allt innihaldid (121,5 pl) ur hverju PCR glasi var flutt yfir i 1,5 ml
glas sem innihélt 110 pl af isoprépandli. bé var aftur blandad med idublandara og synin
latin standa i 10 min vid herbergishita (15 °C til 25 °C). Eftir pann tima var synunum
komid fyrir i skilvindu i 10 mindtur vid 12.000 g og flotid var svo fjarleegt. Pegar hér var
komid atti ad vera bleikt eda blatt botnfall, eftir pvi hvada litur var notadur. Botnfallid var
naest hreinsad med iskdldu 80% ethandli og pippettad nokkrum sinnum upp og nidur til ad
losa pad fra botninum. Spunnid var i skilvindu vid 12,000 g i 2 min og flotid svo fjarleaegt.
Synin voru purrkud vid lagan hita og verndud fra ljosi i DNA purkskilvinda (e. DNA
vacuum concentrator) eins lengi og naudsynlegt var (yfirleitt um 10 min). Loks voru
synin annad hvort geymd i frysti vid -15°C til -25°C eda haldid beint afram i
magngreiningu.

2.4 Magngreining syna

Naestu skref voru ad magngreina synin til ad meta hve mikid af hverju syni purfti til ad
Utbda jafna blondu af @xlis- og vidmidunarsyni. Adur en haldid var &fram voru glésin
spunnin i stuttan tima til ad purrkudu synin vaeru 6rugglega i botninum. Eftir pad var batt
35 ul af afjonudu vatni Ur glasi 1 i hvert glas. Blandad var med idublandara og 6llu
innihaldinu safnad i botninn med skilvindu. Petta var svo latid standa i 5 min vid
herbergishita (15°C til 25°C). P4 var aftur blandad vel og spunnid nidur. Synin voru
magngreind med érdropameli (NanoDrop) par sem gleypni synanna var meld og notud til
ad finna styrk DNA lausnarinnar samkvaemt eftirfarandi formulu:

Styrkur (pg/ml)= A260 * 50 * pynningarstudull (Jafna 1)

Ut fra gefnum styrk var reiknad hversu mikid rammal purfti af vidmidunar- og axlissyni
fyrir bléndun og pattapérun vid orflogur. Notud voru 2,1 M fylki og fyrir pa gerd fylkja
sem var notud parf 34 pg af hverju syni. Blandad var saman réttu rammali af litudu
krabbameinssyni og litudu vidmidunarsyni i 1,5 ml glas. Bl6ndudu synin voru svo
purrkud i loftteemi vid lagan hita. Annad hvort var svo haldid beint afram i pattaporun vid
orflogur eda synin geymd i frysti vid -15 °C til -25 °C.
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2.5 battaporun vid orflogur

2.5.1 Undirbaningur syna:

NimbleGen pattapérunarkerfi (e. Hybridization System) var notad vid 42 °C.

Til ad undirbda Cy-litudu synin ur fyrri skrefum var fyrst naudsynlegt ad leysa pau upp i
12,3 pl af afjénuduvatni ar glasi 1 ur merkingarsettinu. Synin voru hrist vel til ad tryggja
g6da bléndun og sidan var spunnid til ad safna innihaldinu & botninn. Naest var undirbuin
pattapdrunarblanda par sem notud voru efni Gr péattaporunarsetti. Sjd mé& innihald
blondunnar fyrir eina orflogu i toflu 4 hér ad nedan. Rummal bléndunnar var adlagad ad
fjolda orflaga, en pattaporunarkerfid tok mest 4 i einu.

Tafla 4. pattapérunarblanda fyrir eina 6rflogu med 2,1 M eda 4,2 M fylki. Notadar
voru lausnir Ur pattapdrunarsetti.

Efnis innihald Glas RUmmal [pl]
pattapdrunar dui 1 29,5
pattaporunarlausn A 2 11,8
Afstillingarfakyrni (e. Alignment Oligo) | 3 1,2
Heildarrammal 42,5

Ut i hvert synapar (12,3 pl) var beett i 31,7 pl af pattapdrunarbléndunni ar téflu 4. Ad pvi
loknu voru synaporin latin standa i hitablokk vid 95°C i 5 minatur. Eftir pann tima var
glosunum komid fyrir i hitablokk vid 42°C i ad minnsta kosti 5 mindtur eda pangad til ad
haegt var ad setja synin & érflogur.

2.5.2 Undirbuningur blandara (e. mixer)

Notadar voru 2,1 M preifara 6rflégur og pvi voru notadir HX1 blandarar med 2,1 M fylkja
snidi. BIondurunum var komid fyrir i toli til ad stilla pa nakvemlega upp ( e. Precision
Mixer Alignment Tool (PMAT)).

Tvo op eru a plétunni med blandaranum, eitt til ad setja inn syni og annad frastreymisop
eins og sjad ma a mynd 2.

12



Op trl ad fylla

Frastreymisop

Mynd 2: HX1 blandari og 6rflaga fyrir 2,1 M eda 4,2 M fylki. Syni er sprautad inn um
opid til ad fylla blandarann og frastreymisop hleypir auka syni ut ef of mikid er af pvi
(mynd tekin af:
http://www.nimblegen.com/downloads/support/NimbleScan_v2p6_UsersGuide.pdf).

Orflégunni og blandaranum var komid fyrir i PMAT eins og sést & mynd 3 par sem opin
tvd & blandaranum passa i stillingapinnana.  Limpakkningin var svo fjarleegd af
blandaranum og PMATinu nast lokad. Sidan var opnad aftur medan tveir fingur prystu i
gegnum gluggann a PMATInu til ad losa blandarann fra stillingarpinnunum. Rennt var yfir
blandarann & 6rflogunni med pressara fyrir blandara (e. mixer brayer) til ad festa
blandarann vid 6rfloguna.

Tol til ad
stilla blandarana
Blandari

Pinnar til ad
stilla af

Plast fjodur

Orflaga

Orflogu komid fyrir
vid pessa hlid

Strikamerki

Mynd 3: Tl til ad stilla blandaranum nakvaemlega upp (PMAT). Hér ma sja demi
um HX3 blandara sem komi& hefur verid fyrir & sérstokum pinnum til ad stilla af. Orflogu
hefur einnig verid komid fyrir vid eina hlid télsins med hjélp plastfjadrar (mynd tekin af:
http://www.nimblegen.com/downloads/support/NimbleScan_v2p6_UsersGuide.pdf).
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Orflagan med afostum blandaranum var fjarleegd ir PMATInu og komid fyrir i steedi fyrir
orflogur i pattaporunarkerfinu. 41 pl af synunum var sprautad i gegnum fyllingaropid med
pipettu fra framleidandanum Gilson Microman. Pippettan purfti ad vera alveg bein og
passa purfti ad engar loftbdlur veeru til stadar. Sidan var limt fyrir baedi opin med innsigli.
Klemmunni var lokad & 6rflogustaedinu, kveikt a blandaraspjaldinu og bléndunarstillingin
var sett & B. Eftir ad kveikt var & blénduninni i pattaporunarkerfinu var yfirleitt bedid i tvo
solarhringa, medan pattapdrun for fram, adur en orflogur foru i pvott og skonnun.

2.6 bvottur og skonnun syna

2.6.1 bvottur orflaga

AdJ tveimur solarhringjum loknum voru 6rflégurnar pvegnar. bvottalausnir I, 11 og 111 voru
blandadar eins og synt er i toflu 5 og tvaer pvottalausnir I banar til. Onnur pvottalausn | for
i grunnan disk par sem blandarinn var fjarlegdur og var st lausn hitud upp i 42 °C i
orbylgjuofni til ad audvelda losun. Hinar pvottalausnirnar voru blandadar i fléguilat og var
peim haldid vid herbergishita.

Tafla 5: Innihald pvottalausna fyrir eina 6rflogu . Pvottadlar og kjarnsyrulaust vatn
komu Ur pvottaduasetti.

Efnis innihald Glas Magn i pvotti | Magn i pvottum I,
namer I (diskur) Il og 11 (flogu ilat)

Kjarnsyru laust vatn (e. VWR |5 243 ml 24,3 ml

water)

10x bvottaduil, 1l eda HI 12eda3 |27 ml 2,7ml

1 M DTT lausn 4 27 ul 2,7 ul

Heildarrummal: 270 ml 27 ml

Pegar lausnirnar voru allar tilbdnar var teki til ad fjarleegja blandarann (e. Mixer
Disassembly Tool) komid fyrir i grunna diskinum med hitadri pvottalausn 1. Med
orfloguna og blandarann undir yfirbordi pvottalausnar I var blandarinn fjarleegdur varlega
af orflégunni an pess ad komid veeri vid yfirbordid eins og sja ma a mynd 4.
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Blandari
Orflaga

Taeki til ad taka
blandara af 6rflogu

Mynd 4: Fjarleging blandara af 6rflogu i grunnum diski med hitadri pvottalausn I
( mynd tekin af:
http://www.nimblegen.com/downloads/support/NimbleScan_v2p6_UsersGuide.pdf).

Pegar blandarinn var alveg kominn af 6rflogunni var han tekin ar tekinu og hrist i
lausninni i 10 til 15 sekdndur til ad losna vid pattapérunarddinn.  Orflégunni var neest
komid fyrir i fyrsta floguilatinu med pvottalausn | vid herbergishita og hrist vel i 2
minuatur. Flagan var svo flutt yfir i ilat 2 sem inniheldur pvottalausn 11 vid herbergishita en
fyrst var atid drjupa af 6rflogunni & bréfpurrku i smastund til ad minnka bufferflutning a
milli lausna. Hrist var vel i 1 minuatu i pvottalausn Il og svo flutt yfir i pvottalausn Il og
aftur hrist vel i 15 sekandur. Orflagan var svo fjarleegd snogglega Gr lausninni og purrkud
strax i orflogupurrkara i um pad bil minGtu. Passa purfti ad efri hlid flogunnar snéri upp til
ad skemma ekki preifarana sem stadsettir eru a peirri hlid. Akjosanlegast var ad skanna
flogurnar strax en ef pad var ekki hegt var peim komid fyrir i upprunalegum
pakkningunum og geymdar i alpappir.

2.6.2 Skonnun tveggja-lita fylkja

Eftir pvott for skdonnun fram. Til pess var MS 200 Microarray Scanner, tveggja rasa
orflogu skanninn, notadur. Forritid MS 200 Data Collection Software var notad til ad
safna saman gognunum. Ef 06sén stig verdur harra en 5 ppb getur pad dregid ar
litamerkjum Cy. Til ad draga ur ahrifum af véldum ésons var 6sén hreinsivirkir tengdur
verndunarkassa sem var hafdur yfir skannanum. Pegar buid var ad reesa forritid i télvunni
og kveikja & skannanum var orflogunum komid fyrir i orflogurekkanum sem var svo settur
inn i skannann. Kveikja purfti a greena og rauda leysinum og stilla & upplausn upp & 2 pm.
Skilgreind voru svedi til skdnnunar, fyrir strikamerki og sjalfvirk mégnunarsvadi fyrir pa
gerd orflaga sem var notud (mynd 5). Ad pvi loknu var skénnun sett i gang par sem
gbgnum var safnad i graenu rasinni fyrir Cy3 vié um pad bil 532 nm og raudu rasinni fyrir
Cy5 vid um pad bil 650 nm. Vid skonnun var styrkleiki flarljomunarmerkjanna meldur og
gognunum breytt yfir i myndskra (NimbleGen Array’s Users guide, 2012).
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Mynd 5: Skdnnunarsvadi og sjalfvirkt mégnunarsveedi fyrir 2,1 M og 4,2 M fylki.
Sjalfvirka mognunarsveedid er i merkta gula kassanum og skonnunarsvadid par fyrir utan
(mynd tekin af:
http://www.nimblegen.com/downloads/support/NimbleScan_v2p6_UsersGuide.pdf).

2.7 Urvinnsla gagna

2.7.1 NimbleScan

Vid arvinnslu gagna sem fengin voru Ur orfylkjaskdnnun var forritid NimbleScan notad.
pad tekur vid myndskranni og skra sem lysir eiginleikum fylkisins. bad pekur sjlfkrafa
ristina (e. the grid) a érfylkjamyndinni, magngreinir einstaka eiginleika og gefur ad lokum
skyrslu i videigandi formi fyrir frekari greiningu gagna. Orflogur hafa tvividar ristar sem
samanstanda af settum af punktum. Naudsynlegt var ad stilla ristarnar a 6rflogunum rétt
midad vid myndirnar med pvi ad rada peim i horn myndanna (mynd 6) (NimbleScan
Software User’s Guide, 2012).
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Mynd 6: Stillingarrist (e. alignment grid) fyrir 6rflégu.
2.7.2 DNAcopy

Vio frekari urvinnslu gagna var notast vid DNAcopy fyrir R i Bioconductor
(bioconductor.org). Likanid er keyrt i forritinu R sem nalgast ma fyrir Windows styrikerfi
4 : http://cran.hafro.is/.  DNAcopy hlutar nidur gbégnin med pvi ad nota hringlaga
tviundarpattun (e. circular binary segmentation) og ber kennsl & stadi i erfdamenginu par
sem marktaekar breytingar i log-hlutféllum koma fyrir sem er pa visbending um ad par hafi
ordid mognun eda urfelling (Seshan and Olshen A, 2014). Medaltal log-hlutfalla yfir
sveedi sem afmarkast af slikum brotum gefa til kynna hvort undirliggjandi afritafjoldi DNA
hafi breyst.

Tvenndarlogaripminn af hlutfallinu synir hversu margfaldur munur er & eintakafjolda i
krabbameinssyninu midad vid vidmidunarsynid, pannig ad ef jafnt magn erfdaefnis er i
synunum faest gildid 0 (jafna 2). Ef meira magn er i krabbameinssyni faest jakveett gildi
fyrir margfaldanir og 0©fugt fest neikveett gildi pegar minna magn afrita er i
krabbameinssyni fyrir urfellingar .

afritafjsldahlutfall = log, (jafna 2)

k?‘ﬂbbﬂmﬂfﬂ)

vibmibd

krabbhamein

Sett var vidmid vid logz( ] = +0,2 sem proskuld fyrir peer breytingar sem eru

vibmib
markteekar. Frekari proskuldar voru settir til greiningar a misstorum arfellingum eda
) = %05 og log, ( ) = +1,0. Medalgildi
hlutfallanna eru ekki alveg i beinu sambandi vid sannan afritafjélda m.a. par sem hlutfall
heilbrigds vefs i krabbameinsvefjasyninu er ekki pekkt. Einnig getur verid bakgrunnur

vegna oOsérhafdrar pattapdrunar sem getur valdid skekkju i &setlun & breytingum &
afritafjolda (Hicks et al. 2006).

krabbamein krabbamein

margféldunum vié log, (

vibmid vibmib
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2.7.3 Gagnagrunnar

Finna ma gen peirra sveeda sem innihalda storar afritafjéldabreytingar med samanburdi vid
gagnagrunna. Leitad var ad genum med pvi ad nota veggatt UCSC Genome Browser sem
nalgast ma & slédinni: http://genome.ucsc.edu/. Leitad var i safni NCB1/hg18 radgreinds
erfdamengis mannsins frad 2006 og fundin Refernce Sequence (Ref-Seq) gen.

2.7.4 Samanburdur vio pekkt krabbameinsgen

Pegar buid var ad finna gen & margféldunar eda Grfellingarsveedunum var athugad hvort
pau voru pekkt krabbameinsgen med pvi ad fa genastig (e. gene rank score ) & vefsidunni:
http://cbio.mskcc.org/tcga-generanker/.  bar er borid saman vid 39 lista yfir pekkt
krabbameinsgen og genum gefin stig fra 0-3 par sem stig undir einum synir gen sem skora
lagt sem exlis- eda &xlisbaeligen og finnast & faum listum.

2.7.5 Samband genatjaningar og breytinga i afritafjolda

Nidrurstédurnar voru bornar saman vid upplysingar um genatjaningu Gr Gene Expression
Omnibus (GEO). Athugad var samband milli breytinga i afritafjolda af peim genum sem
fundust og tjaningu peirra med pvi ad finna Spearman’s fylgnistudul med skipuninni
cor.test. i R. Spearman’s radfylgni prof (e. Spearmans rank correlation test) gefur fylgni
milli tveggja breyta an pess ad gera rad fyrir normaldreifingu og tekur med 6bein eda ranga
fylgni  Fyrir baedi margfaldanir og drfellingar var leitad ad jakveedu sambandi milli
tjaningar og breytinga i afritafjolda par sem minni tjaning etti ad fast med faekkun afrita en
meiri tjaning med fjolgun peirra. OIl genin sem fundust & Grfellingarsvedi sem héfdu
sannfeerandi p-gildi voru notud. Mikill fjoldi gena fannst med sannferandi p-gildi &
maognunarsvadi og pvi var takmarkad vid p-gildi < 0,00001 og Spearman’s rho > + 0,3.
Einnig var midad vio hlutfallslegan mun > 1.4 og mun & tjaningarstigi > 500.

3 Nidurstoodur

Kliniska gerd krabbameinssynanna 10 sem voru til athugunar i tilrauninni ma sja i toflu 1 i
efnum og adferoum. Synin voru skodud eftir mismunandi meinagerdum peirra, p.e.
jadaraexli eda illkynja a&xli sem ymist eru i BRCA2 arfberum eda ekki. Vid athugun
afritafjéldabreytinga var samkeppnispattaporun viomidunar- 09
eggjastokkakrabbameinssynis Ur sama einstaklingi vid orflogu meld. A mynd 7 ma sja
afritafjéldahlutfall @ méti litningastadsetningu i synunum tiu.
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Mynd 7: Afritafjéldabreytingar i genamengi tiu krabbameinssjuklinga (sja toflu 1).
Medalgildi hlutfalls af afritafjolda i synunum & moti stadsetningu & litningi var kortlagt.
Afritafjoldi krabbameinssynanna var borinn saman vid afritafjélda vidmidunarsynis og sett
fram & mynd sem synir litning 1 lengst til vinstri og svo litningana i numerardd til litnings
X lengst til heegri. Tekinn er tvenndarlégaripmi af hlutfallslegum afritafjolda.
Margfaldanir eru yfir x-asi en arfellingar undir. Settur var proskuldur vid

i
I’

log, (%) = 0,2 svo adeins breytingar sterri en +0,2 sjast & myndinni.

Myndirnar fimm sem liggja vinstra megin syna nidurstodur illkynja krabbameina sem eru
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ekki ar BRCA2 arfberum. Myndirnar prjar i nedra hagra horninu syna nidurstodur fyrir
jadarexli. Myndirnar tveer efst i heaegra horninu syna svo nidurstoour
krabbameinssjuklinga sem eru BRCA2 arfberar og hafa greinst med illkynja krabbamein.

A mynd 7 mé bera saman breytingar i afritafjélda & milli syna, sér i lagi er haegt ad athuga
mun innan og a milli hinna mismunandi meingerda. Ef byrjad er ad lita & illkynja
meinvorpin ma sja ad mikill breytileiki er & milli synanna en 6ll syna pau téluverd um
afleidingar litningsbrota. Algengt er ad litningsbrot sé i litningi 8, badi urfelling en po
oftar margfdldun. Heilt brottfall litnings 13 ma sja i nokkrum af illkynja synunum. Hins
vegar mé einnig sja heila margféldun litnings 13 4samt litningi 12 i nedsta illkynja syninu.
Heilt brottfall & litningum 14 og 22 ma sja i nokkrum af illkynja synunum.

A heildina litid ma sja ad minnst er af litningsbrotum i synum dr jadaraexlum og litil fylgni
er & litningsbrotum & milli peirra. | efsta jadaraexlissyninu ma sja Grfellingar & stuttum
sveedum. [ jadaraexlissyninu i midjunni ma sja trfellingu & litningi 1 4samt heilu brottfalli
litninga 14 og 22 en su breyting var einnig til stadar i nokkrum illkynja @xlum. [ nedsta
syninu ma sja heila margféldun & litningum 7 og 8.

Litid samraemi er & milli BRCA2 synanna par sem efra synid & mynd 7 inniheldur stor
margfoldunar- og Urfellingarsvaedi, jafnvel & heilum litningum & medan litil litningsbrot eru
aberandi i nedra BRCA2 syninu. Efra synid inniheldur brottfall & heilum litningi 13 og
einnig litningi 14. Hins vegar er margféldun & litningum 20 og 21. | nedra syninu engin
greinanleg breyting & litningi 13 en sja méa arfellingu a litlu sveedi milli litninga 12 og 13.

Pegar buid er ad taka saman alla ferlana ma skoda pa og bera saman sem undirhopa.
Einfold leid til ad skoda afritafjoldabreytingar er ad setja upp tidnigraf (e. frequency plot).
pa er tioni margféldunar eda Urfellingar hvers preifara metinn i genamengjum akvedins
hops krabbameina. Samanburdur var gerdur a afritafjéldabreytingum & milli synanna tiu
med tionigrafi sem synt er & mynd 8, par sem hlutfall synanna i présentum er synt sem fall
af stadsetningu. Tekid var hlutfall peirra syna sem innihéldu akvedna margféldun eda
urfellingu & sama sveedi innan litnings. Pau svadi sem innhéldu breytingar i afritafjolda a
milli fleiri en priggja syna af tiu voru sérstaklega merkt med raudum punkti. Aftur eru
margfaldanir syndar fyrir ofan x-as en arfellingar fyrir nedan.
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Mynd 8: Tidnigraf a milli 10 krabbameinssyna (sja toflu 1). Margfaldanir eru merktar
med svortum flot fyrir ofan x-as en arfellingar med blaum flét fyrir nedan hann. Sett var
upp hlutfall syna, med sému breytingu, i présentum a moti stadsetningu gena & milli
litninga. Svedi innan mismunandi litninga eru afmoérkud med brotalinu. Pau sveedi sem
voru i fleiri en premur synum af tiu, p.e. meira en 30 % synanna, voru sérstaklega merkt
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med raudum punktum beaedi fyrir arfellingar og margfaldanir.  bekkt &xlisgen og
axlisbeaeligen voru merkt inn & pau litningssvaedi sem pau tilheyra.

Af mynd 8 mé sja ad Grfelling hafdi att sér stad a tiu sveedum i meira en 30 % af synunum.
Hins vegar var adeins eitt stort svaedi, sem neer yfir 36757021 bp, par sem margféldun vard
i meira en 30 % synanna.

Vid frekari greiningu merktu sveedanna & mynd 8 voru gen stadsett a peim fundin med
UCSC Genome Browser. [ toflu 6 var tekinn saman listi yfir pau gen sem fundust &
urfellingarsveedum sem merkt eru & mynd 8. Genin syna jakvatt samband milli tjdningar
og afritafjolda samkvemt samanburdi vid upplysingar fra Gene Expression Omnibus
(GEO).

Tafla 6: Urfellingarsvaedi sem eru sameiginleg i meira en 30 % krabbameinssynanna.
Listi yfir gen sem syna jakveett samband milli aukinnar genatjaningar og aukningar i
afritafjolda.

Sveedi (litningur, sveedio fra - til) Gen Meinvirknistig
1, 29321219 - 29324215 - -
1, 221804366 - 221813050 - -

5, 133588875 - 133590686 PPP2CA 2,25

8, 37672784 - 37676084 ZNF703 0

9, 138850886 - 138875360 PHPT1 2
MAMDC4 1

11, 43127235 - 43130968 - -

16, 63712569 - 63714939 CHD11 2
17, 15788654 - 15792376 ADORAZ2B 0
17, 36676070 - 36678540 - -
19, 630653 - 634534 FSTL3 2,5

Af toflu 6 ma sja ad a nokkrum af arfellingarsveedunum voru engin pekkt krabbameinsgen.
A litningi 5 fannst genid PP2CA sem er adurpekkt axlisbaeligen og var med meinvirknistig
2,25. Annad pekkt gen fannst & urfellingarsvaedi & litningi 19 sem hafdi meinvirknistigid
25. PHPT1 og CHDI11 voru badi med meinvirknistig 2 en hin genin &
arfellingarsveedunum voru ekki med markteek genastig til ad teljast pekkt krabbameinsgen.

Eins og sjd ma & mynd 8 er stort margfaldad svadi, fra basapari 92960764 til 129717785, &
litningi 8 sem er sameiginlegt medal 30 % synanna. A svadinu var mikid magn af genum
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sem talin eru upp i heild sinni i toflu 1 i vidauka 1. Tekin voru saman gen i toflu 7 sem
baedi hofdu meinvirknistig > 2,5 asamt pvi ad syna jakvett samband milli tjaningar og
afritafjolda pegar borid var saman vid upplysingar frd Gene Expression Omnibus (GEO).

Tafla 7: Gen a sveedi 92960764 - 129717785 & litningi 8 sem synir margféldun i 30 %
krabbameinssynanna. pau hafa badi meinvirknistig > 2,5 og syna jakvett samband milli
aukinnar genatjaningar og aukningar i afritafjolda.

Gen Meinvirknistig
FZD6 2,5

RAD21 2,5

COX6C |3

UBR5 3

EXT1 6,5

Af toflu 7 méa sja ad fimm gen eru & margféldunarsveaedinu a litningi 8 sem ad baedi eru
bekkt krabbameinsgen og syna jakveett samband milli tjaningar og afritafjélda. EXT1 var
med haesta meinvirknistigid uppa 6,5 og er pvi vel pekkt krabbameinsgen. Einnig hafa hin
genin fjogur, FZD6, RAD21m COX6C og UBRS5 verid &dur tengd vid krabbamein. Genid
MYC var einnig ad finna & pessu svadi en pad hefur meinvirknistig 7,5 en syndi hins
vegar ekki jakveett samband milli tjaningar og afritafjolda.

Skodadar voru steerstu tilbrigdin i afritafjoldabreytingum, p.e. ad mestur munur var a fjoélda
afrita milli krabbameins- og vidmidunarsynis, i synunum tiu og teknar saman i t6flum 8 og
9. Fyrst voru teknar saman staerstu margfaldanirnar og gen innan peirra svaeda voru fundin
med hjalp UCSC Genome Browser.
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Tafla 8: Sjo sterstu margfaldanirnar par sem hlutfallslegur munur & afritafjolda i
krabbameins- og viomidunarsyni var mestur. Stadsetning, hlutfall og sterd sterstu
margfdldunarsveedanna var talin upp asamt genunum sem svadin skré fyrir.

Stadsetning Fjoldi Logy(hlutfall) | Steerd | Gen

(litningur, preifara sveedis

svaedi fra - til) (bp)

10, 124173129 -

3 1,397 2375 PLEKHA1

124175504

8, 72986601 - |4 1,4202 3907 LOC100132891

72990508

20, 61994384 - |5 1,4728 3968 DNAJC5

61998352

8, 129184714 - | 440 1,4781 533071 | MIR1206, LINC00824

129717785

11, 94093517 -

3 1,558 2363 -

94095880

19, 39434623 - | 3 1,9317 3589 KIAA0355

39438212

17, 34972119 - | 162 2,9394 213094 | NEUROD2, PP1R1B,

35185213 STARD3, TCAP,
PNMT, PGAP3, ERB2,

MIR4728, MIEN1,
GRB7, IKZF3

Eins og sja méa & toflu 8 fannst stersta margfoldunin med log,(hlutfall) = 2,9394 & litningi
17 & sveedi 3492119-35185213. bessi margfoldun var i syni ar BRCA2 arfbera med
illkynja a&xli og var petta svaedi steekkad upp & mynd 9.
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Mynd 9: Hlutfall afritafjélda milli viomidunar- og krabbameinssynis hja BRCA2
arfbera. Hér er litid nanar & svaedi sem synir litning 17 par sem stor margféldun hefur att
sér stad , p.e. log2(hlutfall) = 2,9394.

Af mynd 9 mé4 sja haan topp i hlutfalli afritafjolda & litningi 17. A pessu svadi var mestur
munur i afritafalda i krabbameinssyninu midad vid viomidunarsynid. Af toflu 8 ma sja ad
genin NEURODZ2, PP1R1B, STARD3, TCAP, PNMT, PGAP3, ERB2, MIR4728, MIENL,
GRB7, IKZF3 eru stadsett a sveedinu. Neest voru skodadar og teknar saman i toflu 9
steerstu urfellingarnar i krabbameinssynunum sem voru rannsokud og fundin genin sem
Voru innan peirra sveeda.
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Tafla 9: Tiu sterstu arfellingarnar par sem hlutfallslegur munur & afritafjélda i
krabbameins- og vidmidunarsyni er mestur. Stadsetning, hlutfall og sterd sterstu
urfellingarsvaedanna eru talin upp 4samt genunum sem svaedin skra fyrir.

Stadsetning  (litningur, | Fjoldi Logy(hlutfall) | Steerd | Gen

sveedi fra bp - til bp) preifara sveedis

15, 29406076 - 29407781 | 3 -2,425 1705 KLF13

19, 630653 - 634534 3 -2,3943 3881 FSTL3

19, 51134195 - 51135835 | 3 -2,1543 1640 NOVA2

17, 37133145 - 37135000 | 3 -1,9907 1855 HAP1

7, 286310 - 288306 3 -1,9577 1996 FAM20C

19, 40900016 - 40902109 |3 -1,928 2093 KMT2B

19, 1417720- 1421233 4 -1,9192 3513 APC2

11, 16990521- 16993131 3 -1,867 2610 PLEKHAY

9, 138858765 -138861079 | 3 -1,8603 2314 C9orfl172

19, 14060888 - 14063732 | 3 -1,849 o844 | SAMDL,
PRKACA

Af toflu 9 mé sja ad steerstu urfellinguna sem fannst i Grtakinu var ad finna & litningi 15 en
par var hlutfallslegur munur & milli syna logy(hlutfall) = -2,425. A pessu svaedi ma finna
genid KFL13. Tvo peirra gena sem fundust & drfellingarsveedunum voru adur pekkt aexlis-
eda &xlisbaligen. Genid FSTL3 ma finna a svaedi 630653 - 634534 4 litningi 19 og hefur
pad meinvirknistigid 2,5. Genid APC2 fannst & sveaedi 1417720- 1421233 4 litningi 19 og
hefur pad meivirknistig 4,25.

4 Umraaoda

A heildina litid syna nidurstédurnar ad munur er & milli og innan mismunandi hopa
krabbameinssyna. Litningabreytingar voru po eins og vid var ad buast meira aberandi
innan illkynja synanna en hja jadarexlunum. I einu af jadarexlunum matti sja algert tap
tveggja litninga, 12 og 14, sem einnig var algeng breyting medal illkynja &xlanna. Geeti
betta bent til pess ad breytingarnar seéu mikilveegar fyrir exlismyndun og veri dhugavert ad
athuga framvindu jadaraexlisins.Haegt veeri ad skoda framvindu &xlisins med pvi ad taka
syni og greina stig pess og gradu. Sveedi par sem breyting atti ser stad i afritafjélda i meira
en 30 % synanna geetu verid mikilvaeeg i myndun krabbameina par sem pau eru sameiginleg

26



& milli nokkurra syna og pvi &hugavert ad skoda hvada gen eru stadsett par. begar
litningssvaedin voru skodud fundust nokkur &dur pekkt axlis- og exlisbaeligen. PP2CA,
PHPT1, CHD11 og FSTL3 (sj& toflu 6) eru pekkt exlisbaeligen sem fundust &
litningssvaedum par sem rfelling hafdi att ser stad i meira en 30 % synanna. Geeti pvi tap
pbessara gena att patt i myndun og framvindu krabbameina. FZD6, RAD21, COX6C, UBR5
og EXT1 (sja toflu 7) eru pekkt exlis- og axlisbaligen sem eru 61l a svaedi a litningi 8 sem
var margfaldad i meira en 30 % synanna. Einnig var jakveett samband milli genatjaningar
og afritafjolda peirra. Genid MYC sem er pekkt axlisgen og hefur &dur verio tengt vid
myndun krabbameina, var einnig finna & pessu svadi & litningi 8. Pessar nidurstodur
benda eindregid til pess ad afritafjoldabreyting pessara gena hafi hlutverk i myndun og
framvindu krabbameina.

Af toflu 8 og mynd 9 ma sja sterstu margféldunina, en hin fannst 4 litningi 17. A pessu
sveedi var mesti munurinn i afritafjélda i krabbameinssyni midad vid vidmidunarsyni.
Nokkur adur pekkt axlis- eda axlisbaligen fundust & pessu svadi eins og IKZF3 sem ad
hefur meinvirknistigio 2,0. Einnig var genid PNMT a pessu svedi og hefur pad
meinvirknistigid 1,5. Breytingin fannst i illkynja a&xli i BRCAZ2 arfbera og geeti pad bent
til pess ad margfdldun pessara gena hafi ahrif a framvindu illkynja axlisins.

Pegar skodadar voru steerstu Urfellingarnar fundust tvé gen sem hafa &dur verid tengd vid
krabbameinsmyndun. FSTL3 sem ma finna & svadi & litningi 19, par sem stor urfelling atti
sér stad, en genid hefur meinvirknistigid 2,5. Genid APC2 fannst & 6dru Urfellingarsveedi a
litningi 19 og hefur pad meinvirknistig 4,25. Urfelling genanna getur pvi haft hlutverk i
myndun og framvindu krabbameina.

Mikilveegt er ad hafa i huga ad rannsoknir & afritafjéldatilbriggum med 6rflogum sanna
ekki ad um krabbameinstengd gen sé ad reda heldur gefa hugmynd um svadi innan
litninga sem geta skipt mali vid framvindu &xla og meinvarpamyndunar. bvi eru frekari
rannséknir med 6orum adferdum og fleiri teekjum avallt naudsynlegar til ad stadsetja og
greina nakveemar hvada gen pad eru sem hafa ahrif.

[ framhaldi tilraunarinnar veeri hagt ad fylgjast med horfum sjiklinganna tiu sem synin
voru tekin Ur og athuga framvindu eggjastokkakrabbameinsins i hverju tilviki. Ef borin
veeri saman framvinda krabbameinanna vid per afritafjoldabreytingar sem greindar voru
med aCGH gati pad veitt upplysingar um hvada litningafravik hafa ahrif 4 getu
krabbameinsfrumnanna til ad lifa af, fjdlga sér og dreifa. Einnig veeri dhugavert ad setja
upp frumureaekt par sem krabbameinsfrumulinur ar peim sjuklingum sem voru til skodunar
veeru rektadar upp. Pa ma sérhaeft baela tjaningu akvedinna litningsbuta med RNA pdggun
(e.RNA interferance). Ef pad hefur ahrif a lifun og skiptingu krabbameinsfrumanna getur
pad bent til pess ad genid hafi ahrif & framvindu krabbameina. Slikar rannsoknir geetu
opnad dyr fyrir serhaefdum lyfjum, fyrir hvern sjukling, par sem markvisst er midad ad
beelingu peirra svaeda & litningum krabbameinsfrumnanna sem yta undir framvindu
krabbameinsins.  Med radgreiningu og aCGH metti greina stokkbreytingar og
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afritafjoldabreytingar i exlum sjiklinga. Ut fra peim nidurstodum veeri haegt ad hanna lyf
sem serhaft beela stokkbreytt gen sem liklega hafa hlutverk i framvindu krabbameina.

Almennt hafa rannsoknir & stokkbreyttum litningssveedum i a&xlum mikilveegt kliniskt
gildi. AJ pekkja svaedi sem tengjast upphafi eexlismyndunar getur hjalpad til vid greiningu
a fyrri stigum og einnig gefid betri hugmynd um medferdarurredi. PO ad
krabbameinsrannsoknir hafi aukid skilning og pekkingu & framvindu og myndun axla er
enn margt sem enn er a huldu par ad lutandi
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6 Vidauki 1

Eins og sjd m& & mynd 8 er stort margfaldad svaedi, fra basapari 92960764 til 129717785,
a litningi 8 sem er sameiginlegt & milli 30 % synanna. A svadinu var mikill fjoldi gena
sem talin eru upp i toflu 1.

Tafla 1: Gen & svaedi 92960764 - 129717785 & litningi 8 sem synir margféldun i 30 %
krabbameinssynanna.

Sveedi (litningur,
sveedir fré - til)

Gen

8, 92960764 -
129717785

RUNX1T1, MIR08084, C8orf87, FAM92Al, FLJ46284,
LOC102724710, LINCO0535, RBM12B-AS1, TMEMG67,
MIR378D2, PDP1, CDH17, GEM, RADS54B, FSBP, KIAA1429,
LOC100288746, ESRP1, DPY19L4, INTS8, CCNE2, TP53INP1,
NDUFAF6, MIR3150B, MIR3150A, PLEKHF2, LINC01298,
C8orf37, C8orf37-AS1, GDF6, UQCRB, MTERF3, SDC2, CPQ,
TSPYL5, MTDH, LAPTM4B, MATNZ2, RPL30, SNORA72
ERICHS, POP1, KCNS2, NIPAL2, STK3, OSR2, VPS13B, MIR599,
MIR875, COX6C, RGS22, FBX043, POLR2K, SPAG1, RNF19A,
SNX31, PABPC1, MIR7705, YWHAZ, FLJ42969, ZNF706,
GRHL2, NCALD, UBR5, ODF1, KLF10, AZIN1, ATP6V1C1,
BAALC, MIR3151, FZD6, CTHRC1, SLC25A32, DCAF13, RIMS2,
DCSTAMP, LRP12, ZFPM2-AS1, OXR1, ABRA, ANGPT1,
RSPO2, EIF3E, EMC2, TMEM74, TRHR, NUDCD1, ENY2,
PKHD1L1, EBAGY, SYBU, KCNV1, CSMD3, MIR2053, TRPSI,
MIR6507, RAD21, MIR3610, SLC30A8, MED30, SAMD12,
TNFRSF11B, COLEC10, MAL2, NOV, TAF2

DSCC1, DEPTOR, COL14A1, MRPL13, MTBP, SNTB1, HAS2,
ZHX2, DERL1, TBC1D31, FAM83A, MIR4663, C80rf76, ZHX1,
ATAD2, WDYHV1, FBX032, KLHL38, ANXA13, FAM91A1,
FER1L6, TMEMG65, TRMT12, RNF139, TATDN1, MIR6844,
NDUFB9, MTSS1, MIR4662B, SQLE, KIAA0196, NSMCE2,
TRIB1, FAM84B, PCAT1, PCAT2, PRNCR1, CASC19, CCAT],
CASC21, CASCS8, CCAT2, POUSF1B, CASC11, MYC, MIR1204,
PVT1, TMEMT75, MIR1205, MIR1206, MIR1207, MIR1208
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