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Utdrattur

Inngangur: Arfgenga stokkbreytingin 999del5 i BRCAZ2 eykur ahaettu & krabba-
meinum 1 brjéstum, eggjastokkum og blooruhélskirtli. BRCA2 tekur patt i vio-
gerd tvipatta brota DNA med samstaedri endurrédun, skortur a starfsemi pess eykur
ostoougleika erfoamengisins, sem m.a. getur valdid Aunnum DNA eintakafjoldabreyt-
ingum (copy number variations, CNVs).

Markmid: A0 greina CNVs 1 brjosta, eggjastokka og blodruhalskirtilskrabbamein-
um og kanna hvort pau pau veeru oOlik hja einstaklingum med stokkbreytinguna
999del5 i BRCA2.

Efnividur og adferdir: CNVs voru greind { 139 synum tr brjésta- (115 tr konum,
8 ur korlum), eggjastokka- (10) og blédruhalskirtilskrabbameinum (6). Stokkbreyt-
ingin 999del5 var greind hja patttakendum.

Nidurstodur: Tap 4 heilum litningsormum var algengara hja 999del5 artberum
(p =.02). Klosun @exlissyna eftir CNVs synum { prjé klasa (clusters). Dreifing sexl-
isgerda var 6jofn medal klasa (p < .01) og dreifing 999del5 arfbera meoal klasa var
einnig 6j6fn (p < .01), klasi tvo hafoi heest hlutfall 999del5 arfbera. Klasarnir voru
ekki sjalfsteedir aheettupeettir fyrir lifun sjiklinga. 999del5 arfberar syndu tengsl
milli taps & svaedinu 26-53Mb & litningi 13 vio CNVs & sjo 60rum litningsérmum.
Tap & sveedinu 26-53Mb & litningi 13 var algengara { klosum tvé og brju (p < .001).
Alyktanir: Brjosta, eggjastokka og blodruhalskirtilskrabbamein tr 999del5 arfber-
um einkennast af tapi & akveOnum sveeOum i erfdamenginu. Klosun syna byggd &
CNVs ber kennsl & prja klasa, einn peirra inniheldur hatt hlutfall 999del5 arfbera,
hatt hlutfall eggjastokkakrabbameina og aexli tr peim hép syna miklar breytingar a
sveeOum sem eru tengd vio tap & BRCA2 geninu. Petta bendir til pess ad pessi klasi
innihaldi sexli sem eru "BRCA-like".



Abstract

Introduction: The germline mutation 999del5 in BRCA2 increases risk of breast,
ovarian and prostate carcinomas. BRCA2 participates in repair of double stranded
breaks in DNA through homologous recombination. Cells deficient in homologous
recombination have more genomic instability, which can cause somatic copy number
variations (CNVs).

Objectives: To assay CN'Vs in breast, ovarian and prostate carcinomas and determ-
ine if they are affected by mutations in BRCAZ2.

Methods: CNVs were assayed in 139 tumors from breast (115 from females, 6 from
males), ovarian (10) and prostate carcinomas (6). 999del5 mutation were analysed
in participants.

Results: Whole-arm losses were more frequent in 999del5 carriers (p = .02). Clu-
stering of samples by CNVs identified three clusters. Distribution of samples between
clusters was uneven with respect to tissue of origin (p < .01) and 999del5 mutation
status (p < .01), cluster two had the highest mutation frequency. Clusters were
not independent risk factors for survival. In 999del5 carriers, loss of 26-53Mb on
chromosome 13 was correlated with CNVs on seven other chromosome arms. Loss of
26-53Mb on chromosome 13 was more frequent in clusters two and three (p < .001).
Conclusions: Breast, ovarian and prostate carcinomas in 999del5 carriers are
characterized by loss of genomic regions. Clusering by CNVs identifies three cluster,
one of which contains a high proportion of 999del5 carriers and ovarian carcinomas
and tumors in this cluster show CNVs in locations associated with loss of BRCA2.
This suggests that this cluster contains "BRCA-like" tumors.
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Skammstafanir

Hér ma finna paer skammstafanir sem notadar eru i ritgerdinni. Meirihluti efnis
& fraedasvidi ritgerodarinnar er skrifad a ensku og pvi visa flestar skammstafanir til
enskra heita. Sé til islenskt heiti & hugtakinu er pad skéletrad fyrir aftan enska
heitid. Pau hugtok sem barfnast frekari skyringa eru nanar skyro { texta innan
sviga.

Nofn prétina eru ekki skaletrud, nafn gens sem skréir fyrir tilsvarandi proétini er
skaletrad. Nofn préotina eru skrifud 1 hastéfum, néfn gena i ménnumm eru skrifud
i hastofum, néfn gena 1 musum eru skrifud med hastaf { upphafi nafns. Sem deemi
er BRCA2 prétin 1 ménnum, BRCA2 er gen { moénnum sem skrair fyrir BRCA2,
BRCA2 er prétin i misum og Brca2 er gen i misum sem skrair fyrir BRCA2.

aCGH ........ Array comparative genomic hybridization
CAAI ........ Complex arm aberration index

CBS .......... Circular binary segmentation

CNV ......... Copy number variation; eintakafjaldabreyting
DSB .......... Double-strand break; tvipdatta brot ¢ DNA
ER ............ Estrogen receptor; estrogen viotaki

FA ............ Fanconi anemia; Fanconi blodleysi

HR ........... Homologous recombination; samsted endurréoun
KC ........... Kernel convolution

KSE .......... Kernel smooth estimate

mRNA ..... .. messenger RNA

miRNA ...... micro RNA

xiii



TOFLUSKRA

NHEJ ........ Non-homologous end joining; dsamsted samening enda
NMF ......... Non-negative matrix factorization

PCF .......... Piecewise constant fit

PR ........... Progesterone receptor; progesterone viotaki

TCGA ........ The Cancer Genome Atlas

SCNA ........ Somatic copy number alterations; eintakafjaldabreyting
SNP .......... Single nucleotide polymorpism; eins basa breytileiki
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WGCNA ..... Whole genome network analysis
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1 Inngangur

Krabbamein er sjukdomar sem geta att uppruna sinn i 6llum vefjum likamans og
deila dkvednum sameiginlegum pattum um uppruna og hegdun. Krabbmein eru
einnig kolluo illkynja eexli og eru 6lik stadbundnum gdokynja sexlum ad pvi leiti ad
pau vaxa {farandi { adleega vefi eda geta myndad meinvorp i fjarleegum liffseerum?.
Krabbamein eru i raun fjoélbreyttur hopur sjukdéma, en allar krabbameinsfrumur
hafa dkvedna eiginleika sem vidhalda stjornlausum vexti peirra. Peer eiga sameig-
inlegt ad vidhalda booum um frumuskiptingar, hundsa vaxtarhamlandi bod, fordast
frumudauda, geta skipt sér takmarkalaust, hvetja nyseedamyndun og geta myndad
ffarandi voxt og meinvorp?. Krabbamein eru talin eiga uppruna sinn { venjulegum

frumum likamans, sem hafa ordid vid r6d dunninna breytinga i erfdaefni sinu?.

Atburdarasin sem leidir til myndunar krabbameins er flokio samspil margra patta.
Fundist hafa margir ahaettupaettir { umhverfi og erfoum sem geta ytt undir myndun
krabbameina®. Erfoar stokkbreytingar i genunum BRCAI og BRCA2 eru dhaettu-
péattur fyrir krabbamein { brjéstum, eggjastokkum og fleiri liffeerum?. Afurdir pess-
ara gena koma a0 vidgerdarferli & tvipatta brotum & DNA.

1.1 Vidgerdir tvipatta brota og hlutverk BRCA2

Tvibatta brot { DNA (double-strand breaks; DSB) er skemmdir par sem baodir peettir
DNA rofna. Olikt 6drum skemmdum & DNA er pvi ekki haegt ad nota métsteedan
patt sem snidméat fyrir viogerdina. Samsteed endurrédun (homologous recombinati-
on; HR) er vidgerdarferli sem gerir vid DSB & ndkveeman hatt, p.e. veldur ekki
breytingum a erfdamenginu, og notar systurlitning eda samstaedan litning sem snid-
mat vio vidgerdina. Frumur gera einnig vido DSB med 6samstaedri sameningu enda
(non-homologous end joining; NHEJ). NHEJ er 6nakveemt vidgerdarferli, p.e. pad

getur valdid nyjum breytingum { erfdamengi frumunnar®.



1 Inngangur

1.1.1 Samstae0 endurrodun

HR er vidgerdarferli sem byggir &4 samspili margra mismunandi prétina. Protin sem
bera kennsl & DSB kalla til sin prétinio BRCA1. BRCA1 gegnir tvipaettu hlutverki
i HR, annarsvegar 5’ til 3’ brottndmi DNA enda vid DSB og hinsvegar a0 kalla til
onnur préotin sem taka patt 1 sidari skrefum HR. Brottnam 4 endum DNA er Iykilskref
i HR og ytir undir a0 gert sé vio brotid med HR, frekar en NHEJ. BRCA1 midlar
brottnami DNA enda med vixlverkun vid protinio CtIP og préotinflokann MRN, sem
eru pacttir sem beint valda brottnami DNA enda. Auk pess hindrar BRCA1 virkni
53BP1, sem er hindri & brottnam DNA enda. BRCA1 vixlverkar einnig vio protinid
PALB2. PALB2 midlar nylidun prétinsins BRCA2 ad vidgerdarsvaedi®.

BRCA2 hefur mérg mismunandi hneppi (e. domain) sem vixlverka vid ymis efni
og verdur lyst nanar { kafla 1.1.2. Meginhlutverk bess er a0 ferma (load) prétinid
RADA51 & einpatta DNA. RAD51 midlar sidan vixlun DNA patta og aframhaldandi
framgangi HR®.

1.1.2 Bygging BRCA2 og samspil pess vio onnur lifefni

Protinio BRCA2 er 3418 amindsyra prétin sem hefur fjogur megin hneppi, sem hvert
um sig hefur adgreint hlutverk. Naest aminéenda protinsins er hneppi sem vixlverkar
vid PALB2 og midlar nylioun BRCA2 ad vidgerdasvaedi.

[ midhluta BRCA2 eru 4tta BRC hneppi, sem binda RAD51. Fyrstu fjogur BRC
hneppin bindast vio RAD51, minnka ATPasa virkni RADb51, styra RAD51 ad ein-
patta DNA og adstoda vid vixlun DNA patta. Sidari fjogur BRCA hneppin bindast
hinsvegar RAD51 sem er pegar tengt einpatt DNA.

Vio karboxylenda BRCA2 er annad hneppi sem einnig binst RAD51, en hefur ekki
samskonar byggingu og BRC hneppin. Petta hneppi er fosforylerad af protinum
sem styra framgangi frumuhringins, sem bendir til pess a0 petta hneppi eigi patt {
styringu & virkni BRCA2 4 mismunandi stigum frumuhringsins.

BRCA2 inniheldur hneppi sem binst vid DNA og DNA-bindiprétinio DSS1. DSS1
ytir undir fermingu RAD51 4 einpétta DNA og virdist auka stodugleika BRCA25.



1.2 Afritafjéldabreytingar

1.1.3 Stokkbreytingar i BRCA2

Skortur & starfsemi HR veldur auknum oéstoougleika erfdamengis. Rannséknir i
musum hafa synt ad mys sem skortir starthaeft Rad51, Brcal eda Brca2 mynda
ekki lifveenleg féstur, sem bendir til hlutverks HR 1 vidogerdum tengdum hrédum
frumuskipingum 4 fésturskeidi. I ménnum eru stokkbreytingar i BRCAI naegilega
algengar til pess ad fésturvisar meo stokkbreytingu 1 badum samssetum BRCA1 settu
a0 myndast, en einungis tveimur einstaklingar med tveer stokkbreyttar samsaetur
BRCAT1 hefur verid lyst.

Stokkbreyting 1 bA0um samsaetum ymissa gena tengdum HR valda Fanconi bléoleysi
(Fanconi anemia; FA). FA veldur badi proskaskerdingu og snemmkomnum eexlum {
heila, nyrum og blédmyndandi vef. Ef stokkbreyting er { bAdum samssetum BRCA1
eda BRCA2 myndar pé a.m.k. 6nnur samsaetan préotin sem hefur takmarkada starf-

semi®.

Um 0.6% Islendinga bera dkvedna stokkbreytingu { annarri samsaetu BRCA26. Um
er a0 reda 5 basapara urfellingu vio nikleotio 999 (BRCA2 999del5). Stokkbreytta
genio hefur stop takna vio niikleotid 1047 og myndar pvi ekki edlilegt BRCA2 protin.
mRNA pessa gens er tjado i minna meeli en mRNA edlilegs BRCA2, bad prétin sem
myndast er mjog 6stoougt og er brotid hratt nidur af proteosdémum, svo pad mjog
6liklegt ad pad taki nokkurn patt { vidgerd DNA skemmda’.

BRCAZ2 999del5 stokkbreytingin eykur likur pess a0 arfberar fai ymis krabbamein og
hefur ahrif &4 sjukdémsmynd peirra. Stokkbreytinguna er ad finna hja 7.7% kvenna
og 40% karla sem greinast med brjéstakrabbamein®. Nygengi brjéstakrabbameins
medal kvenkyns arfbera er 71.9%, samanborid vid 18.6% hja villigerd®. Arfberar
sem fa brjéstakrabbamein eru 64% liklegri til ad ldtast Ur sjikdémnum en aorir.
Tvilitna (diploid) aexli og aexli sem tja viotaka fyrir estrogen hafa verri horfur hja
arberum, en slik aexli hafa betri horfur hjé einstaklingum med villgerd®. Arfberar
eru um 20 sinnum liklegri til ad fa eggjastokkakrabbamein'®. Arfberar sem greinast
med blooruhalskirtilskrabbamein greinast ad medaltali 5 arum fyrr, hafa baedi heerri
gradu og stig vid greiningu og lifa styttra en einstaklingar med villgerd (2.1 ar hja
999del5, 12.4 ar hja villgerd) .

1.2 Afritafjoldabreytingar

DNA afritafjoldabreytingar (copy number variations; CNVs) eru breytingar & bygg-
ingu litninga & staerdarskala 1kb eda lengri. CNVs geta verio af tvennu tagi: tap
(loss) felur { sér a0 sveedi fellur tr litningi og aukning (gain) felur 1 sér ad svaedi er



1 Inngangur

endurtekid i meira en einu eintaki i erfdamenginu. Tap & tilteknum svaedi 4 bao-
um systurlitningum er kallad arfhrein urfelling (homozygous deletion). Margfoldun
4 sveedi sem er minna en 20 Mb ad lengd i a.m.k. 5 eintokum er kallad mognun
(amplification) '2.

CNVs geta haft ahrif 4 tjaningu gena a pvi svaedi sem peer taka til, oftast veldur tap
minni tjaningu og aukning eda mégnun aukinni tjdningu. Akvednar CNVs { kimlinu
orsaka erfoasjukdoma og er pa oftast um ad rseda minnkada tjaningu gena vegna
breytingarinnar®. Aunnin CNVs koma fyrir { mérgum tegundum krabbameina, oft
pannig ad sveedi sem innihalda sexlisgen eru margfoldud en tap verdur & sveedum
sem innihalda aexlibeeligen. Morg deemi um slikar breytingar verda nefnd i kafla 1.3.

Heegt er ad greina CN'Vs { sexlissynum 4 nokkra mismunandi vegu, tveer mest notudu
aodferdirnar eru samanberandi pattaporun vid 6rflogur (array comparative genomic
hybridization; aCGH) og greining & einbasa breytileikum med 6rflogum (single nuc-
leotide polymorphism array; SNP array).

aCGH aoferdin byggir & greiningu DNA 1r syni til skoOunar og vidmidunarsynis.
Synin eru merkt med tveimur 6likum flirljémandi litum og blandad 1 jéfnu magni &
orflogu, par sem pau pattaparast vio DNA preifara & flégunni. Hver preifari svarar til
akvedins sveedis 1 erfdamengi mannsins og samkeppni verdur milli synanna um hvort
beirra parast vid preifarana 4 6rflogunni. Hlutfallslegur munur flarljémunarstyrks
hvers preifara gefur pvi til kynna breytingar & DNA eintakafjolda & peim stad i
erfdamenginu, p.e. ef meiri flurljémun kemur fra syni hefur pad fleiri eintok af pvi
sveedi 1 erfdamenginu en minni flarljémun gefur til kynna feerri eintok'4. Nénar
verdur fjallad um adferdarfraedi aCGH 1 kafla 2.1 og bau reiknirit sem notud eru vid
gagnavinnslu tengda aCGH 1 kafla 2.3.

SNP array adferdin byggir einnig a4 pvi ad para DNA tr syni vid preifara a orflogu,
an vidmiounarsynis. SNP arrays voru upphaflega notud til ad greina eins basa
breytileika i erfdamengi mannsins med pvi ad hafa tvo preifara fyrir hvert sveedi i
erfdamenginu, par sem annar preifarinn hefur eins basa breytileika og parast pvi vid
DNA med tiltekinn eins basa breytileika. Haegt er ad nota SNP arrays til ad greina
CNVs 4 tvenna vegu. Heegt er ad bera magn poérunar & preifara tiltekins svaedi vio
viomidunargildi sem fengin voru & greiningu & hép vidmidunarsyna. Einnig er haegt
a0 skooa svokallad tioni porunar vio B samsaetu (B allele frequency; BAF), sem er
magn porunar vio preifarann med eins basa breytileika sem hlutfall af heildarporun
vid baoda preifara pess svaedis. Ef BAF tekur eingongu gildi 0 &4 dkvednu svaedi hefur
ordid tap 4 baoum litningum bess sveedis; ef BAF tekur eingéngu gildin 0 eda 1 &
sveeoi hefur ordid tap 4 60rum litningi pess sveedis; ef BAF tekur gildin 0, 1/2 eda 1
a sveedi eru til stadar tveir litningar sem innihalda petta sveedi, ef BAF tekur gildin
0, 1/3, 2/3 eda 1 & sveedi eru prju eintok af pvi sveedi o.s.fv. Reiknirit geta svo
sameinad pessi tvo meeligildi til ad f4 betra mat 4 CNVs!?,



1.3 Krabbamein

Aunnin CNVs { krabbameinum geta gefid upplysingar um peer breytingar sem drifa
dfram voxt aexlis og bar med moguleg lyfjaskomork . Greiningar 4 4unnum CNVs
geta einnig gefid forspa um horfur sjuklinga, baedi Ut fra eintakafjolda tiltekinna
genal” og greiningu sem tekur tillit til CN'Vs { 6llu erfdamengi aexlis*®.

1.3 Krabbamein

Stokkbreytingar i BRCA2 geni hafa veruleg ahrif 4 tioni og sjukdéomsgang krabba-
meina i brjéstum, eggjastokkum og blodruhalskirtili, eins og gert var grein fyrir {
kafla 1.1.3. A sidustu 4rum hafa ordid verulegar framfarir { skilningi manna & peim
sameindaliffraedilegu ferlum sem eru undirliggjandi i pessum krabbameinum.

1.3.1 Brjostakrabbamein

Brjostakrabbamein eru algengstu krabbamein hjé islenskum konum og greinast ad
medaltali 194 tilfelli drlega (29.3% af 6llum meinum). Brjéstakrabbamein 1 korlum
er mun sjaldgaefari, ad medaltali greinast 2 tilfelli drlega & Islandi (0.3% af 6llum
meinum). Hlutfallsleg 5 dra lifun er g6d eda um 90%1.

Meinafraedileg flokkun brjostakrabbameina byggir 4 smasjarutliti peirra og hvort
sexlisfrumur tjai vidtaka fyrir estrogen (estrogen receptor; ER), progesterén (prog-
esterone receptor; PR) og viotakann HER2. Brjéstakrabbameinum hefur einnig
veri0 skipt 1 flokka eftir genatjaningu. Flokkarnir voru upphaflega skilgreindir med
klosun (clustering) 4 tjdningu héps gena og samanburdi genatjaningar vid frumur {
edlilegum brjostvef. T edlilegum brjostkirtli er tvofalt lag pekjufruma: basal lag sem
liggur ad grunnhimnu og luminal lag sem er neer holi kirtilsins. Axli med genatjan-
ingarmynstur sem liktist annarri af pessum tveimur frumugerdum voru skilgreind
sem "luminal" og "basal-like". Luminal gerdin tjair yfirleitt ER en basal-like gerdin
tjair yfirleitt ekki ER, PR né HER2 og eru pvi stundum kollud "triple-negative".
AExli sem tjadu gen sem eru edilega tjao 1 basal lagi og fitufrumum voru skilgreind
sem "normal-like". Axli sem yfirtjadu genid ERBB2, sem skrair fyrir HER2, voru
skilgreind sem "HER2-enriched"®.

Pessar undirgerdir hafa jafnframt verio skilgreindar med énaemislitunum, "luminal-
THC" gerdir eru ER' eda PRT og "HER2-THC" gerd er HER™. Triple-negative sexlum
er skipt i tvo undirflokka, "basal-like" ef pau eru CK5/6" eda EGFR™ og "5NP" ef
pau litast fyrir hvorugum pessara patta?°.

Frekar rannséknir 4 genatjaningu hafa leitt i 1jos ad luminal gerd brjéstakrabba-
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meina skiptist { tvo undirflokka, "luminal A" og "luminal B", par sem luminal A
gerd hefur betri horfur?'. AExli af Luminal A gerd hafa yfirleitt mikla tjaningu ER
og ER-tengdra gena en laga tjaningu Ki-67, sem bendir til minni frumufjolgunar.
Axli af Luminal B gerd hafa minni tjaningu ER og ER-tengdra gena en syna meiri
frumufjdlgun??. Normal-like gerdin er ekki jafn skyr flokkur, sexli { peim flokki eru
sundurleitur hépur sem hafa mikio uppistéouvef (stroma), mikla iferd bélgufruma
eda hatt hlutfall af edlilegum frumu brjéstavefs?2.

Meo itarlegri greiningu & steerri hopi syna hefur fengist mun betri skilningur a pess-
um flokkum brjéstakrabbameins. The Cancer Genome Atlas (TCGA) verkefnid hef-
ur safnad synum ur sexlum 825 einstaklinga med brjéstakrabbamein og greint pau
m.t.t. magns protina, tjaningar mRNA, radgreiningar miRNA, radgreiningar utrada
og greiningar 4 eins basa breytileikum (single nucleotide polymorphism; SNP)!6.
TCGA verkefnid hefur einnig greint syni ir moérgum 6drum tegundum aexla & sama
hatt, sem leyfir samanburd 6likra krabbameina m.t.t. undirliggjandi sameindalif-

freedilegra eiginleika sexlanna?3.

Rannséknir & sameindaliffraedilegum eiginleikum brjéstakrabbameina hafa kliniskt
mikilveegi. Slik greining getur sagt til fyrir um framgang sjikdéms?* og svorun
sjtuklinga vid tilteknum lyfjamedferdoum, s.s. medferd med Tamoxifen®® og PARP-

hindrum 6.

Luminal/ER™ brjéstakrabbamein

Luminal gerodir brjostakrabbameina eru paer gerdir sem er sundurleitastar m.t.t. stokk-
breytinga, genatjaningar, CNVs og titkomu sjiklinga. I b4dum luminal gerdum eru
stokkbreytingar 1 PIK3CA, MAP3K1 og MAP2K4 algengar, en 6ll pessi gen eru
hluti af PISK booferlinu. Ofvirkni PI3K booferlisins leidir til hindrunar & styroum

frumudauda og frumfjolgunar .

I luminal A gerd er s flokkur brjéstakrabbameina sem er liklegastur til ad hafa
virkni aexlibaeligenanna RB1 og TP53. 1 luminal B gerd er algengt ad cyclin D1 sé
yfirtjad, en pad ytir undir frumfjolgun. 6

HER2* brjéstakrabbamein

Moégnun gensins ERBB2 og yfirtjaning HER2 er greinileg { hluta brjéstakrabba-
meina. Samhlida yfirtjaningu HER2 eru einnig yfirtjad énnur protin tengd HER2
(HER2-amplicon-associated genes), yfirtjaning bessa genahdps skilgreinir "HER2-

enriched" gerd brjéstakrabbameina .



1.3 Krabbamein

Athygli vekur ad adeins um helmingur HER2" @exla er af HER2-enriched gero. Af-
gangur @exlanna eru ad mestu af luminal gerd. Petta bendir til pess a0 HER2T aexli
skiptist { tveer geroir, HER2-enriched/HER2% gerd og luminal /HER2"' gerd. Axli af
HER2-enriched/HER2% gerd syna mikla tjaningu dkvedinna tyrosin-kinasa vidtaka
(FGFR4, EGFR og HER2), en @xli af luminal/HER2" gerd syna aukna tjaningu
gena sem eru einnig tjad meira i luminal geroum (GATA3, BCL2, ESR1). Stokk-
breytingar i TP53 eru algengar { HER2-enriched/HER2" gerd en stokkbreytingar {
GATAS3 sjast eingdéngu { luminal /HER2" gerd?.

Greining 4 sameindaliffraedilegum eiginleikum HER2" jakveeora sexla gefur innsyn {
nyja medferdarmoguleika vid pessum sexlum, t.d. samhlida notkun einstofna métefna
gegn HER2 og EGFR.

Basal-like brjéstakrabbamein

Basal-like gero tjair yfirleitt ekki ER, PR né HER2. Hinsvegar eru um fjérdungur
"triple-negative" sexla af 60rum gerdum en basal-like. TP53 er stokkbreytt i um
80% basal-like @exla, en tap & virkni TP53 finnst { neer 6llum basal-like sexlum. Tap
a virkni BRCA1 og RB1 er einnig mjog einkennandi fyrir basal-like gero.

Basal-like gerd brjostakrabbameins er sameindaliffreedilega lik hagraou serous eggja-
stokkakrabbameinum. Baodar gerdir einkennast af miklum 6stodugleika erfoamengis
og dkvednum CNVs: margfoldun 4 1q, 3q, 8q og 12p 6rmum og tapi 4 4q, 5q og
8p 6ormum. Einnig eiga pessir tveir flokkar krabbameina sameiginlegt tap & virkni
BRCAL, tap & RB1, mégnun & cyclin E1, aukna tjaningu ATK3, mégnun og aukna
tjaningu & MYC1 og haa tidni stokkbreytinga { TP5316. Pessi sameiginlegu einkenni
benda til pess ad badar pessari gerdir krabbameina séu drifnar af somu bodferlum.
Jafnframt hafa einstaklingar med BRCA I-kimlinubreytingu aukna tilhneigingu til

a0 fa basal-like brjéstakrabbamein og hagradu serous eggjastokkakrabbamein?3.

Par sem flest basal-like brjéstakrabbamein tja ekki ER, PR né HER2 er ekki heegt
ad nota hindra geng pessum viotokum vid meodferd peirra. Pvi skiptir miklu mali
a0 finna sérheefd lyfjaskotmork i pessum sexlum. Um 20% basal-like sexla hafa
stokkbreytingu i BRCA1 eda BRCA2, beir sjuklingar geetu haft gagn af PARP-
hindrum eda plantinum séltum (s.s. Cisplatin)!®.

CNVs i brjéstakrabbameinum

TCGA framkveemdi klosun (lyst nanar { kafla 2.3.5) & CNVs { 6llum brjéstakrabba-
meinum. Par voru borin kennsl 4 fimm klasa syna sem hofdu markteek tengsl vid
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undirgerd brjotakrabbameina, tjaningu ER, PR og HER2 og stokkbreytingar i TP53.

1.3.2 Eggjastokkakrabbamein

A TIslandi greinast ad medaltali 15 tilfelli af eggjastokkakrabbameinum arlega (2.3%
af 6llum meinum). Horfur sjiklinga er mjog hadar aexlisgerd og stigi vio greiningu,
en 4 heildina litid er hlutfallsleg 5 4ra lifun er 45%1.

Eggjastokkakrabbamein eru meinafraedilega flokkud eftir uppruna peirra og vefja-
gerd aexlisins?”. Exli geta verid upprunin tr pekjufrumum & yfirbordi eggjastokka,
kimfrumum { eggjastokkum eda tr frumum ur grunnvef (stroma) eggjastokksins.
Hér verda til umfjollunar esexli upprunin ur pekjufrumum a yfirbordi eggjastokka, en
pau mynda 90% eggjastokkakrabbameina. /Exli upprunin { pekju eggjastokka eru
flokkuo eftir vefjagerd eexlis og er einnig skipt 1 gddkynja, illkynja eda jadar (bor-
derline) @xli, en borderline exli hafa litla en b6 einhverja tilhneigingu til ad hegda
sér eins og illkynja eexli.

Krabbamein ar pekju eggjastokka

Eggjastokkakrabbamein af mismunandi vefjagerdum eru talin vera drifin afram af
mismunandi ferlum. Borderline &xli og laggradu krabbamein af serous gerd hafa
tidar stokkbreytingar { KRAS, NRAS og BRAF®. H4gradu krabbamein af serous
gerd (e. high-grade serous ovarian carcinoma, HGS-OvCa) hafa stokkbreytingu
i TP53 1 96% tilvika og kimlinubreytingar i BRCA1 eda BRCA2 { 17% tilvika?.
Talid er ad laggradu serous krabbamein séu ekki forstig hagradu serous krabbameina,
heldur ad um tvo adskilda sjikdéma sé ad raeda?”.

Krabbamein af endometrioid gerd eru talin eiga uppruna sinn til frumna tr legs-
limuflakki (endometriosis). Pau deila mérgum vefjafraedilegum og liffreedilegum eig-
inleikum med krabbameinum { legi. Bae0i bessi krabbamein hafa héa tioni stokk-
breytinga i PTEN, PIK3CA, ARIDIA, KRAS og CTNNBI. Tioni stokkbreyt-
inga i PTEN er p6 mun lsegri i eggjastokkakrabbameinum en legkrabbameinum
af endometrioid gerd, og tioni stokkbreytinga { CTNNBI er heerri®®. Krabbamein
af terfrumu (clear cell) gerd hafa tidar stokkbreytingar i ARIDIA og PIK3CA.
Pau hafa stokkbreytingar i PTEN og KRAS 1 5% tilvika og eru a0 pvi leiti élikar
endometrioid gerd, par sem sem baer stokkbreytingar eru mun algengari3!. Loks
eru til adrir sjaldgeefari flokkar sexla sem eiga uppruna sinn i pekju eggjastokka,
s.s. Brenner gexli.
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Hagradu serous eggjastokkakrabbamein

Um 70% dauosfalla vegna eggjastokkakrabbameina eru vegna HGS-OvCa. TCGA
verkefnid hefur greint syni tr 489 HGS-OvCa m.t.t. tjaningar mRNA, radgreiningar
miRNA, radgreiningar titrada og greiningar 4 SNPs. Um 96% HGS-OvCa hafa stokk-
breytingu i TP53 og booferli umritunarpattsins FOXM1 er ofvirkt 1 84% tilfella, en
TP53 er hemill & FOX1M. Kimlinubreytingar { BRCA1 finnast hja 9% sjiklinga og
8% hafa kimlinubreytingu { BRCA2. Fleiri stokkbreytingar finnast { leegra hlutfalli
sjuklinga, m.a. 1 genunum BRAF, PIK3CA og KRAS, stokkbreytingar i pessum
genum geetu verid sjaldgeefir en mikilveegir drifkraftar bak vido HGS-OvCa?.

HGS-OvCa bera baedi sveedisbundin CNVs sem na til stors hluta litninga og stad-
bundin CNVs sem na til litils sveedis 1 erfdamenginu. TCGA verkefnid hefur borio
kennsl & svaedisbundin CNVs sem finnast itrekad i HGS-OvCa. TCGA verkefnid
hefur einnig fundio 133 stadbundin CNVs: 63 staObundnar magnanir, paer algeng-
ustu i CCNE1, MYC og MECOM, og 50 stadbundin top, peaer algengustu i PTEN,
RB1 and NF1%,

Gen sem tengjast HR eru évirkjud med stokkbreytingum eda DNA metyleringu i
51% HGS-OvCa. Hatt hlutfall & évirkjun peirra gena getur verid skyring pess hve
mikid af CNVs finnst i HGS-OvCa. Pessar nidurstoour vekja vonir um ad haegt sé
a0 beina hnitmioadri meodferd gegn peim sexlum sem hafa dvirkjad HR, t.d. PARP-

hindrum?2°.

1.3.3 Blooruhalskirtilskrabbamein

Blooruhalskirtilskrabbamein eru algengstu krabbamein hja islenskum koérlum og
greinast ad medaltali 222 tilfelli arlega (30.2% af 6llum meinum). Horfur sjik-
linga er hadar pvi hvort sexlid sé stadbundio eda hafi dreift sér, arlega deyja um 50
karlmenn & Islandi vegna blodruhdlskirtilskrabbameins?.

TCGA verkefnio hefur greint syni tr 333 blooruhalskirtilskrabbameinum m.t.t. magns
prétina, tjaningar mRNA | radgreiningar miRNA, radgreiningar titrada og greiningar
a4 SNPs. 74% blooruhalskirtilskrabbameina mé skipta 1 7 flokka eftir undirliggjandi
krabbameinsvaldandi drifkrafti (oncogenic driver). Fjérir pessara flokka einkenn-
ast af samrunagenum, par sem gen ar ETS vaxtapattafjolskyldunni (ERG, ETV1I,
ETV4 eda FLI1) hefur runnid saman vid gen sem tjaning hverra er androgen h&o,
i flestum tilfellum TMPRSS2. Hinir prir flokkarnir einkennast af stokkbreyting-
um 1 SPOP, FOXA1 eda IDHI1. SPOP- og FOXAI-flokkarnir hafa mesta virkni
androgen-virkjadra umritunarpatta og SPOP stokkbreytingar hafa verid tengdar vid
bodferli androgen viotaka. IDHI1-flokkurinn einkennist af aukinn DNA metyleringu



1 Inngangur

sem neer til alls erfdamengisins 2.

Ovirkjun 4 genum tengdum DNA vidgerdum (BRCA1, BRCA2, CDKI12, ATM,
FANCD2 og RADS51) koma fyrir i 19% blodruhalskirtilskrabbameina. Einstakling-
ar med slik krabbamein geetu haft gagn af hnitmidadri medferd gegn sexlum med
6virkjad HR. Virkjun 4 PI3K booferlinum var til stadar 1 25% tilfella, oftast tap eda
stokkbreyting & PTEN (17% tilfella) en einnig stokkbreytingar i PIK3CA, MTOR,
BRAF og 60rum genum tengdum PI3K booferlinum. Sértackir hindrar gegn protin-
um 1 pessu booferli geetu pvi gagnast hluta sjiklinga med blooruhalskirtilskrabba-

mein32.

Blooruhalskirtilskrabbamein bera baedi sveedisbundin CNVs sem na til stérs hluta
litninga og stadbundin CNVs sem n4 til litils sveedis 1 erfdamenginu. TCGA verk-
efnio hefur borid kennsl & sveedisbundin CNVs sem finnast itrekad i blodruhalskirt-
ilskrabbameinum . TCGA verkefnid hefur einnig fundid 55 stadbundin CNVs: 20
stadObundnar magnanir, m.a. i MYC, og 35 stadbundin top, algengast { PTEN en
einnig & sveedi milli ETS-gena og TMPRSS2 sem myndar adur nefnd samrunapré-
tin32.

Klosun (lyst nanar i kafla 2.3.5) blooruhalskirtilskrabbameina m.t.t. CNVs bar
kennsl & prja klasa syna, med faar eda engar CNVs ("quiet"), med CNVs { sum-
um hlutum erfdamengisins ("some SCNA") og med CNVs vida i erfdamengi ("more
SCNA"). Axli i klasanum med CNVs vida { erfoamengi hafa heerri Gleason graou
en pau sem hafa feerri slikar breytingar32.

Pad skal hafa 1 huga ad margar rannséknir & bléoruhalskirtilskrabbameinum byggjast

& greiningu synis dr einum stad i sexlinu, en blédruhalskirtilskrabbamein syna po
breytileika milli sveeda, baedi i smasjaritliti og sameindaliffraedilegri gerd32.
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2 Efniviour og adferdir

2.1 aCGH

Array comparative genomic hybridization (aCGH) er adferd sem greinir CNVs med
samanburodi 4 krabbameinssyni og viomidunarsyni, sem getur verid eitt af eftirfar-
andi:

e Syni ur upprunavef krabbameinsins i sama einstaklingi
e Bl6dsyni ur sama einstaklingi

e Hopur af bl6dsynum ur morgum einstaklingum

2.1.1 Framkvaemd aCGH

DNA sem hefur verid einangrad ur vefjasynum er merkt med tveimur flirljémandi
litum, krabbameinssynido med Cyanine 3 (Cy3) og vidmidunarsynid med Cyanine 5
(Cyb). Merking fer pannig fram ad vio DNA r synum er blandad vio Cy3 eda Cyb
merktar nilidur (nonamers), sem eru niu niikleotida langir butar af DNA. R0 basa
i pessum nilioum er handahéfskennd, svo peir geta parast hvar sem er 1 erfdamengi
mannsins. Vid synid er einnig baett nikleotidum og DNA polymerasa og PCR hvarf
framkvaemt. Pannig feest mikid magn DNA sem er merkt med annadhvort Cy3 eda
Cyb. Eftir ad synin hafa verio merkt sitt 1 hvoru lagi eru pau magngreind og blandad
saman, pannig ad jafnt magn sé af DNA ur krabbameinssyni og vidmiounarsyni.

Eftir merkingu og bléndun er hvert par syna er pattaparad a érflogu par sem DNA
ur krabbameinssyni og vidmidunarsyni keppa um porun vid preifara & 6rflogunni.
A hverja érflogu er festur blandari (mixer) og synid blandad med lausnum ur péatta-
porunarsetti. Syninu er sidan sprautad med pipettu inn um op & blandaranum, svo
pbad fleedir yfir 6rfloguna. Op & blandaranum eru sidan innsiglud og 6rflogunni komid
fyrir 1 pattaporunarteeki.
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Eftir a0 orflagan hefur verid i pattaporunartaeki i prja solarhringa er hun fjarlsegd
ur teekinu og pvegin. Pvottur fer pannig fram ad blandarinn er losadur af 6rflogunni
og hun sidan sett 1 prjar pvottalausnir, hverja & eftir annarri. Ad loknum pvotti er
orflagan purrkud og skonnud i érfloguskanna.

Orflogur og pattaporunarsett sem notud voru vid verkefnid voru framleiddar af fyrir-
taekinu NimbleGen?33. Magngreining var framkveemd med NanoDrop 1000 Spectro-
photometer fré fyrirtaekinu Thermo Scientific. Orflégurnar voru skannadar med MS
200 Microarray Scanner fra fyrirtaekinu NimbleGen.

2.1.2 Urvinnsla nidurstada ar skonnun

Vio urvinnslu nidurstada ur orfloguskanna eru gogn feerd i forritid NimbleScan. Pad
ber kennsl & jadar 6rflogunnar, greinir merki (signal) fra hverjum reit & 6rflogunni og
parar saman hvern reit & 6rflogunni vio tiltekinn stad i erfdamenginu. Fyrir hvern
preifara er reiknad logs-gildi, p.e. logri af hlutfalli merkis tr krabbameinssyni og
merkis ir vidmidunarsyni. Pau gildi er sidan haegt ad vinna & ymsa vegu, eins og
fjallad er um i kafla 2.3.

2.2 Syni

Til rannsoknar voru fengin syni fra Meinafreedideild Landspitala, syni voru ymist
frosin eda innsteypt i parafin. DNA dr synum var einangrad & Rannsoknarstofu {
krabbameinsfreedum.

Fimm beirra syna sem voru innsteypt i parafin gafu ekki fullnsegjandi nidurstoour

i aCGH og voru pvi ekki notud i rannsékn. A mynd 2.1 m4 sj4 deemi um parafin-
innsteypt syni sem voru talin fullnsegjandi og ekki fullnsegjandi eftir skonnun 6rflogu.
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2.3 Reiknirit

Mynd 2.1: Samanburdur d nidurstoou skonnunar d parafin-innsteyptum synum sem
toldust hafa fullnegjandi nidurstéour (vinstri) og éfullnegjandi (haegri). Ekkert
mynstur er greinilegt d ofullnegjandi syninu heldur er eingéngu um bakgrunn ad
rada.

2.3 Reiknirit

Nidurstoour ur aCGH & formi logs-gilda parfnast trvinnslu til ad haegt sé ad tulka
beer. Algengt er ad nota svokallada battaskiptingu (segmentation) til ad vinna
niourstodur ur aCGH, en einnig eru til fleiri reiknirit sem greina gognin 4 annan
hatt. Segmentation reiknirit ganga 1t 4 ad skipta erfoamenginu i svaedi (segments)
sem hafa 6ll sama logy-gildi. Petta byggir 4 peirri hugmynd ad CNVs svari til
aukningar eda taps & eintokum & litningum. Hér kéflum 2.3.1 og 2.3.2 verdur sagt
fra peim segmentation reikniritum sem notud voru vid drvinnslu 1 pessu verkefni, en
til er mikil fléra slikra reiknirita34.

Utreikningar { verkefninu voru framkveemdir { tolfraediforritinu R, pyngstu ttreikn-
ingar 1 verkefninu voru keyrodir & tolvuklasanum Mimi.

2.3.1 Circular binary segmentation

Circular binary segmentation (CBS) er reiknirit sem er notad til ad framkvaema
segmentation & loge-gildum tr aCGH. Reikniritid byggir 4 tilgdtupréfun til ao finna
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skiptipunkta (change points), par sem nulltilgéta er ad 6ll logs-gildi fylgi somu dreif-
ingu en gagntilgata er a0 eitthvao svaedi i erfdamenginu fylgi annarri dreifingu, jadrar
bess sveedis kallast skiptipunktar. Finnst tvo sveedi med 6lika dreifingu logs-gilda
er reikniritid notad endurkveemt (recursively) & pau sveedi, par til ekki finnast fleiri
sveedi med o6lika dreifingu. Umrodun & logy-gildum er notud til ad dkveda hvenser
skal hafna nulltilgatu, svo reikniritid er nokkud pungt 1 keyrslu.

Eftir a0 CBS hefur fundid alla skiptipunkta er haegt ad lata stadar numid eda
faekka peim me0 einni af tveimur adferdum. Annarsvegar er heegt ad fjarleegja pa
skiptipunkta par sem litill munur er & medaltali logs-gilda sitt hvoru megin vid
skiptipunkt, pa er midad vio ad mismunur sé minni en no par sem o er stadalfravik
logs-gilda sitt hvoru megin vid skiptipunkt og n er stiki sem rannsakandi velur sjalfur.
Hinsvegar er haegt a0 fjarleegja ba skiptipunkta sem valda ekki verulegri aukningu a
ferviki logs-gilda, pa er midad vid ad fjarleeging & hverjum skiptipunkti megi valda
hlutfallslegri aukningu fervika p, par sem p er stiki sem rannsakandi velur sjalfur.

CBS reikniritio hefur verid utfeert i R-pakkanum DNAcopy. [ honum er haegt ad velja
hvort skiptipunktar séu fjarleegdir og p4 meod hvada adferd. Auk pess hafa hofundar
pakkans gert gildar nalganir 4 peim fjolda umradana sem par sem eykur skilvirkni

i itreikningum>°.

2.3.2 Piecewise constant fit

Piecewise constant fit (PCF) er reiknirit sem er notad til a0 framkveema segmentati-
on & loge-gildum tr aCGH. Reikniritio byggir 4 pvi ad mata prepafall (step function)
vio gognin og lagmarka staerdina 7 (y; — zj)* + 7S], bar sem y; eru meeld logs-
gildi, z; eru gildi prepafallsins 1 tilsvarandi punktum, |S| er fjoldi prepa i prepafall-
inu og v er stiki sem rannsakandi velur sjalfur. Adferdin er pvi samhlida lagmorkun
fervika og lagmorkun a fjolda skiptipunkta, par sem heerra v eykur veegi pess ad
hafa faa skiptipunkta. Par sem reikniritid notar ekki umradarnir & logs-gildum er
pad fljott 1 keyrslu.

PCF reikniritio hefur verid utfeert i R-pakkanum copynumber. [ peim pakka eru
einnig mjog notadrjig foll til ad teikna nidurstéour ar aCGH og/eda segmentation,
sem voru notud vid vinnslu pessa verkefnis3°.

2.3.3 WAAI og CAAI

Whole-arm aberration index (WAAI) og complex arm aberration index (CAAI) eru
meelisteerdir sem leitast vid ad einfalda nidurstéour segmentation { eina tolu fyrir
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2.3 Reiknirit

hvern litningsarm. WAAT segir til um aukningu eda tap & heilum litningsérmum
og CAAI segir til um floknar umradanir sem einkennast af tapi og aukningu til
skiptis og eru slikir atburdir taldir koma til vegna hringrasar brota og vidgeroda &
DNA. Synt hefur verid ad CAAI sé sjalfstaedur aheettupattur fyrir lifun sjiklinga

med brjéstakrabbamein .

2.3.4 Kernel convolution

Segmentation reiknirit eiga pad sameiginlegt ad nota stika (parameters) i reiknilikon
sin sem geta haft mikil ahrif & nidurstodur reikniritsins. Pessir stikar eru valdir eftir
geobotta rannsakanda og hafa oft ekki skyra visun 1 undirliggjandi liffrae0i, eingéngu
er haegt ad visa til staerofraedilegrar skilgreiningar peirra til ad skilgreina hvernig peir
eru til komnir.

Til eru reiknirit sem greina gogn ur aCGH an bpess ad framkvaema segmentation.
Kernel convolution (KC) er reiknirit sem tekur logs-gildi ir aCGH greiningu & hépi
syna og finnur sveedi 1 erfdamenginu par sem til stadar eru margteekar breytingar &
CNVs. Reikniritio byggir & eftirfarandi skrefum:

1. Fyrir sérhvern preifara eru 16gd saman annarsvegar jakvaed logs-gildi og hins-
vegar logs-gildi. Summur jakveedra og neikvaeora gilda eru greind hvort i sinu
lagi og 6hd0d hvoru 6dru.

2. Reiknao er svokallad kernel smooth estimate (KSE). Summur jakveeora/nei-
kveedra preifara eru slétt (smoothed) med kernel smoothing, par sem hverjum
punkti er skipt ut fyrir Gaussian-fall med tiltekna vidd (o).

3. Toppar/botnar i KSE gefa til kynna sveedi par sem mogulega hefur ordid breyt-
ing & CNVs. Til ad finna hvada toppar/botnar eru marktaekir eru niourstoo-
urnar bornar saman vid samskonar ttreikninga par sem meeligildum hefur verio
umradad af handahéfi. Framkveaemdar eru n umradanir til samanburdar, fleiri
umradanir gefa druggara mat & pvi hvada toppar/botnar eru marktaekir.

Kostir KC reikniritsins eru ad pad notar eingéngu einn stika sem hefur skyra liffraedi-
lega visun. Vidd Gaussian-falls (o) styrir pvi hversu mikid hver preifari er "flattur
ut" vio smoothing. Gildi o segir pvi til um hvada lengd af CNVs reikniritid mun
greina, t.d. mun o = 20 Mb fletja it CNV med lengd 1 Mb en ¢ = 1 Mb mun ekki
fletja slika breytingu t37.

KC reikniritid hefur verio utfeert i R-pakkanum KCsmart. Hann bydur upp 4 a0 fram-

kveema utrekninga med morgum gildum o og bera peer saman myndraent. Einnig
er haegt a0 bera saman tvo hépa syna og bera kennsl & svaedi par sem marktaekar
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2 Efniviour og adferdir

breytingar & CNVs eru einungis 1 6drum hépnum, p.e. pau svaedi par sem héparnir
eru 6likit 38,

2.3.5 Klosun og matun

Pau reiknirit sem hafa verid kynnt hingad til bera kennsl & svaedi 1 erfdamenginu par
sem CNVs er ad finna. Algengt er ad nota klosun (clustering) til ad fa yfirsyn yfir
tengsl milli breytinga 4 sveedum 1 erfdamenginu og einnig til ad tengja breytingar
4 tilteknum sveedum vid kliniskar upplysingar'®. Klosun gengur it & skilgreina
klasa, par sem hver klasi inniheldur hép af genum eda sveedum i erfdamenginu sem
hafa svipadar breytingar i CNVs. Algengt er a0 klasa sveedi saman eftir Evklioskri
fjarleegd milli meeligilda peirra, b.e. steerdinni Y, (a; — b;)? bar sem a; og b; meeligildi
fyrir sveedi @ og b 1 synum 1, 2, ...,4. Hver klasi inniheldur pa svaedi sem eru nalasegt
hvoru 6dru i Evklioskri fjarlego.

Heegt er ad nota fleiri meelikvarda & fjarleegd til ad framkvaema klosun. Non-negative
matrix factorization (NMF) er reiknirit sem framkveemir klosun & n meeligildum hjé
p synum me0 pvi ad patta n x p fylkio X sem X ~ W H, par sem W er n x r fylki
og H er r x p fylki®®. NMF er notud 4 mérgum svidum, innan lifupplysingafraedi
sem utan, og er su adferd sem notud var til a0 framkvaema klosun. NMF reikniritio
hefur verid utfeert i R-pakkanum NMF.

Weighted correlation network analysis (WGCNA) framkveemir matun at fra fylgni
(correlation) CNVs { mismunandi sveeOum { erfdamenginu. Skilgreind er nélaegd
(adjacency) tveggja sveeda, a;; = ]cor(xi,xj)|5 par sem [ er stiki valinn af rann-
sakanda. Matun er sidan gerd eftir adjacency milli sveeda, hvert mét (module)
inniheldur sveedi 1 erfdamenginu sem hafa innbyrdis tengsl.

WGCNA reikniritid hefur verid utfeert i R-pakkanum WGCNA. Pakkinn hefur mjog

itarlegar leidbeiningar, m.a. um skynsamlegar leidir til ad velja stikann 3 og hvernig
er heegt ad tengja nidurstédur matunar vid kliniskar upplysingar4C.
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3 Nidurstodur

Upprunavef peirra 139 syna sem greind voru ma sja { toflu 3.1 auk upplysingar um
hvort viokomandi sjiklingar voru arfberar um stokkbreytinguna 999del5 eda ekki.

3.1 Nidurstodur pattaskiptingar

Niourstodur aCGH voru greindar med piecewise constant fit, sem lyst var i kafla 2.3.2.
Notud voru fimm mismunandi gildi v (20,40, 60, 80 og 100) til ad kanna ahrif bess
stika & niourstoour.

3.1.1 Tidni breytinga

I hverju syni voru fundin pau svaedi par sem nidurstédur PCF voru yfir 0.2 eda
undir —0.2. Tioni slikra breytinga & moéti stadsetningu i erfdamengi, annarsvegar
hja 999del5 arberfum og hinsvegar einstaklingum med villgerd, ma sja & mynd 3.1.
Ekki var mikill munur & pessum nidurstéoum med mismunandi gildi v, pvi verdur
hér eftir notast vid v = 60.

I hverju syni voru einnig fundin pau svaedi par sem nidurstédur PCF voru yfir 1
eda undir —0.5, slik svaedi svara til magnana og arthreinna turfellinga. Tidni slikra
breytinga 4 moti stadsetningu 1 erfdamengi, annarsvegar hja 999del5 arberfum og
hinsvegar einstaklingum med villgerd, ma sja & mynd 3.2.

Tafla 3.1: Fjoldi syna 7 rannsokn, m.t.t. vegjagerdar @zlis og hvort einstaklingur
hafi arfgenga 999del5 stokkbreytingu.

Vefjagerd 999del5 syni Villgerdar syni Samtals
Brjostakrabbamein { konum 41 74 115
Brjostakrabbamein { korlum 4 4 8
Eggjastokkakrabbamein 2 8 10
Blooruhalskirtilskrabbamein 6 0 6
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3 Nidurstéour
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Mynd 3.1: Tioni CNVs, midad vid niourstoour PCF med v = 60, yfir 0.2 eda undir
—0.2 fyrir (a) 999del5 arfbera og (b) einstaklinga med villgero BRCA2 gens.

3.1.2 WAAI og CAAI

Whole-arm aberration index (WAAI) var reiknad fyrir alla litningsarma { sérhverju
syni. Skooadur var fjoldi litninga { syni par sem [WAAI| > 0.1, b.e. fjoldi litninga par
sem hefur ordid tap eda aukning 4 heilum litningsarmi. A mynd 3.3a mé sja kassarit
af talningu slikra atburda, talningu & aukningu heilla litningsarma og talning & tapi
hella litningsarma. I synum dr arfberum eru ad medaltali fleiri slikar breytingar
(t(102) = 2.12,p = .036), s& munur skyrist af pvi ad arfberar hafa oftar tap &
heilum litningsérmum (¢(95) = 2.41,p = .018) en ekki er munur 4 fjoélda aukninga
(¢(112) = 1.38,p = .171).

Tap & heilum litningsérmum var skodad m.t.t. upprunavefs sexla og hvort sjuklingur
sé arfberi. A mynd 3.3b ma sja kassarit af talningu & tapi heilla litningsarma eftir
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3.1 Niourstoour pattaskiptingar
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Mynd 3.2: Tioni CNVs, midad vid nidurstoour PCF med v = 60, yfir 1.0 eda undir
—0.5 fyrir (a) 999del5 arfbera og (b) einstaklinga med villgero BRCA2 gens.

upprunavef aexla hja 999del5 arfberum og einstaklingum med villigerd BRCA2. Oll
syni ur blooruhalskirtilskrabbameinum voru ur arfberum og fékkst pvi ekki sam-
anburdur i peim flokki. Marktaekur munur reyndist & fjolda tapa i brjostakrabba-
meinum hja konum (¢(67) = 2.02,p = .047), ekki var markteckur munur 4 fjolda
tapa 1 brjéstakrabbameinum hja korlum og eggjastokkakrabbameinum. A0 baki
peim vefjagerdum eru po fa syni og litid tolfraedilegt afl, en & mynd 3.3b sést b6 ad
greinilegur munur er 4 fjolda tapa medal pessara vefjageroa.

Athugao var hvort slikar breytingar keemu oft fyrir { sama syni. Fyrir sérhvert par
litninga var skodad pad hlutfall syna sem innihélt breytingu [WAAI| > 0.1 & badum
litningum, p.e. hlutfall syna sem innihélt tap og/eda aukningu & baoum litningum.
Tengslanet peirra litninga sem hofou slikar breytingar samtimi i a.m.k. 25% syna
ur arfberum ma sja & mynd 3.3C. Engar slikar breytingar var a0 finna samtimis i
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3 Nidurstéour

Tafla 3.2: Syni sem héfou a.m.k. einn litningsarm med CAAL > 5. Tilgreind er
gerd synis, heildarfjoldi CAAI atburda 1 syni og peir litningsarmar sem innihéldu
CAAI atburdi.

Arfgerd synis Fjoldi CAAI atburda Litningsarmar

Villigerd 4 1p, 3p, 8p, 11q
Villigerd 3 5p, 8¢, 11q
Villigerd 2 8p, 12p
Villigerd 1 11q

Villigero 1 17q

Villigerd 1 17q

a.m.k. 25% syna 1r einstaklingum med villigerd.

Complex arm aberration index (CAAI) var reiknad fyrir alla litningsarma { sérhverju
syni. Notast var vid viomid CAAI > 5 sem markverdan CAAI atburd. Sex syni hofou
slikar breytingar og reyndust pau 6ll vera tr einstaklingum sem ekki voru arfberar,
en munur & tidni CAAI breytinga medal arfbera og einstaklinga med villgerd var
ekki markteeku (y2(1, N = 139) = 2.35,p = .12). I toflu 3.2 m4 sja pa litninga sem
voru breyttir 1 hverju syni fyrir sig.

20



3.1 Niourstéour pattaskiptingar
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Mynd 3.3: (a) Fjoldi aukninga heilla litningsarma, tapa og beggja atburda reiknad it
fra WAAI hja annarsvegar 999del5 arfberum (greenn) og einstaklingum med wvill-
gerd BRCA2 (fjolubldr). (b) Tap d litningsormum eftir uppruna ezlis. Marktaek
tengsl (p < .05) eru merkt med *. (c) Tengslanet fyrir samhlioa aukningu heilla
litningsarma (raudur) og tap (blar) d hja 999del5 arfberum, synd eru tengsl sem
koma fyrir ¢ a.m.k. 25% syna.
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3 Nidurstéour

3.2 Nidurstodur KC

3.2.1 Svadi med marktaekar breytingar

Kernel convolution (KC) reiknirit var notad til ad bera kennsl & sveedi { erfdameng-
inu par sem eru marktaekar breytingar & CNVs. Sjo mismunandi gildi fyrir vidd
Gaussian-falls voru notud, o = 0.125,0.25,0.5, 1, 2,4, 8 Mb. Notadar vorun = 10000
umradanir til ad dkvarda marktektarmork. Reikniritid var notad { sitt hvoru lagi &
syni ur arfberum og einstaklinga an 999del5 stokkbreytingar. Pau sveedi sem hofou
marktaekar breytingar & CNVs ma sja & mynd 3.4.

3.2.2 Klosun syna

Kernel smoothing estimate (KSE), sem lyst var { kafla 2.3.4 var reiknad fyrir 6l
syni. Valin voru pau svaedi sem hofou markteekar breytingar & CNVs midad vid
niourstodur ar KC med o = 4 Mb i annadohvort 999del5 arfberum eda einstakling-
um an stokkbreytingar. KSE fyrir pau syni & umraeddum sveedum voru notud til
a0 klasa (cluster) synum med NMF reikniriti. Fyrir skélun voru KSE skélud med
fallinu f(z) = (14 ¢ )", en slikt fall varpar KSE 4 bilid [0, 1] og varpar topum,
engum breytingum og aukningum u.p.b. hverju 4 sinn pridjung bilsins. Préfad var
a0 framkvaema klosun med fjolda klasa & bilinu tveir til fimm, 4 mynd 3.5 ma sja ad
prir klasar virdast gefa gdoa raun.

Framkveemd var NMF klosun med premur klésum. Marktackur munur var & dreifingu
syna milli klasa m.t.t. hvort syni séu ur arfberum eda ekki (x*(2, N = 139) =
14.1,p < .001) og tegund aexlis (x*(0, N = 139) = 17.6,p = .004). I toflu 3.3
ma sja upplysingar um hvernig syni dreifast medal klasa. Meoal einstaklinga med
villigerd BRCA2 virtist vera heaerra hlutfall basal-like brjostakrabbameina i klasa 2
(x%(2, N = 113) = 5.5,p = .06). Ekki var munur 4 hlutfalli sexla sem tjadur ER,
hvorki hja arfberum né einstaklingum med villigerd.

Framkveemd var lifunargreining med Cox-likani. Sjiklingar med sexli 1 klasa 2 hofou
marktaekt verri lifun en sjuklingar i NMF klasa 1 (HR = 2.2, CI = 1.1-44, p =
.03) en ekki var markteekur munur 4 lifun sjiklinga med sexli { klasa 1 og 3. Likan
leiorétt fyrir tegund aexlis og hvort einstaklingar séu 999del5 arfberar syndi ad klasi
eexlis hafoi ekki marktaek ahrif & lifun sjuklinga. Nidurstoour éleiorétts og leidrétts
likans ma finna 1 toflu 3.4. Athygli vekur a0 allir arfberar { klasa 1 voru & lifi pegar
rannsékn var framkvaemd, en meirihluti arfera voru latnir { klasa 2 (24 af 33) og
klasa 3 (13 af 16).
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3.2 Niourstéour KC
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Mynd 3.4: Svedi sem hifou marktekar breytingar ¢ CNVs med KC' reikniriti
med mismunandi breidd Gaussian falls (y-ds). Syndar eru nidurstéour fyrir (a)
aukningar hja 999del5 arfoerum, (b) aukningar hjd einstaklingum med villigerd
BRCA2, (c) top hjd 999del5 arfberum og (d) top hja einstaklingum med villigero.
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3 Nidurstéour

rank = 2 rank =

Mynd 3.5: Nidurstoour klosunar med tvo til fimm klasa (rank). Litakvardinn segir til
um hversu vel syni samraemist 60rum synum © klasanum, par sem blar samraemist
illa og raudur samramis vel. Sannferandi klasar mynda pvi skyra rauda ferninga,
likt og sést pegar fjoldi klasa er tveir eda prir.
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3.2 Niourstéour KC

Tafla 3.3: Dreifing syna milli klasa. Synd er dreifing syna i klasa m.t.t. hvort
einstaklingur hafi 999del5 stokkbreytingu og vefjageroar exlis.
Klasi 1 Klasi 2 Klasi 3

999delb syni 4 33 16
Villgerdar syni 24 28 34
Brjéstakrabbamein { konum 25 46 44
Brjostakrabbamein 1 korlum 2 5 1
Eggjastokkakrabbamein 1 9 0
Blooruhalskirtilskrabbamein 0 1 )

3.2.3 Matun

Kernel smoothing estimates (KSE) fyrir syni tr 999del5 arfberud voru greind med
WGCNA. Par komu fram fimm mat (modules) sveaeda i erfdamenginu sem hofou
innbyrois tengsl. Eitt pessara mata innihélt tap & sveedinu 26-53Mb & litningi 13,
auk taps svaeda a litningsérmum 1p, 3p, 8p 14q, 16q, 17p og 22q og aukningu &
litningi 8q.

A mynd 3.6 m4 sja KSE fyrir 61l syni 4 peim sveedum sem voru i umraeddu méti.
Marktackur munur var 4 midgildi KSE fyrir tap 4 litningi 13 milli mismunandi NMF
klasa (F'(2,139) = 11.5,p < .001). Eftir & prof syndi ad KSE var marktackt leegra
{ klasa 2 vs. 1 (p < .001) og i klasa 3 vs. 1 (p < .001), en ekki milli klasa 2 vs. 3.
Midgildi KSE & 6llum sveedum 1 umraeddu mati mé sja & mynd 3.7.
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3 Nidurstéour
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Mynd 3.6: KSFE allra syna d peim svaedum sem tengjast tapi d svedinu 26-53Mb d
litningi 13. Hver ddlkur taknar eitt syni og hver 160 tiltekio svaedi i erfoamenginu.
Tilgreint er af hvada teqund synid er, undirteqund brjostakrabbameins og hvort
axlio tjdi ER (ef upplysingar voru til stadar) og hvada klasa synio tilheyrir.
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3.2 Niourstéour KC
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Mynd 3.7: Dreifing midgilda KSE d svedum sem tengjast tapi a 26-53Mb d litningi
13. Synum er skipt eftir klosum, marktekur milli klasa er tdknadur med * (p <

01).

Tafla 3.4: Nidurstoour lifunargreiningar med Coz-likani, annarsvegar dleidrétt og
hinsvegar leidrétt fyrir éllum pdattum samhlioa. Fyrsta gildi hverjar flokkabreytu

er notad sem viomio med HR = 1.0.

Oleidrétt Leidrétt
Breyta HR 95% CI p-gildi HR 95% CI p-gildi
BRCA2 villigero 1.0 1.0
BRCA2 999del5 stokkbr. 2.2  1.4-34 <.001 2.0 1.2-34 .008
Brjostakrabbamein { konum 1.0 1.0
Brjostakrabbamein { korlum 4.4 2.1-9.4 <.001 5.0 23-11 < .001
Eggjastokkakrabbamein 1.9 0943 10 2.3  1.0-5.5 .05
Blodruhalskirtilskrabbamein 6.0 2.6-14 <.001 3.8 1.5-10 .006
Klasi 1 1.0 1.0
Klasi 2 22  1.1-44 .03 1.8  0.8-3.6 13
Klasi 3 1.9 0.9-3.9 07 1.8 0.8-3.7 13
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4 Umrae0a

Syni Ur sexlum arfbera um 999del5 stokkbreytingu einkennast af tapi & heilum litn-
ingsormum. Marktaekt fleiri top eru & heilum litningsormum hja arfberum og einnig
eru fleiri samhlida t6p og/eda aukningar sem koma endurtekio fyrir { synum ur arf-
berum. Fleiri top heilla litningsarma hja arfberum sjast pvert & krabbameinsgero,
en po6 eru fa syni ad baki 6drum upprunavefjum en brjéstakrabbameinum tur konum.
Ekki er afgerandi munur sjaanlegur a stadsetningu peirra CNVs sem koma fyrir hja
999del5 arfberum og einstaklingum med villgero BRCA2, hvort sem midad er vid
nidurstoour ur PCF (myndir 3.1 og 3.2) eda KC reiknirits (mynd 3.4).

AExli ar arfberum eru ekki liklegri til a0 hafa litninga med markverdum CAAI at-
burdum. Pvert & moti koma allir slikir atburdir fyrir { synum ur einstaklingum med
villgerd BRCA2. Pessir atburdir eru taldir eiga uppruna i endurtekinni hringras
brota og vidgerda 4 DNA® og virdist stokkbreyting { BRCA2 ekki yta undir slika
atburdaras.

Klosun syna ut fra KSE & peim svaedum par sem eru marktaekar breytingar 4 CNVs
synir ad prir skyrir klasar syna koma fram. Klasi 1 inniheldur f4 syni tur arfber-
um (4 af 28) og neer eingéngu brjéstakrabbamein Gr konum. Klasi 2 inniheldur
haest hlutfall syna dr arfberum (33 af 61), naer 61l eggjastokkakrabbamein (9 af 10)
og meirihluta brjéstakrabbameina tr korlum (5 af 8). Klasi 3 inniheldur syni ur
arfberum { sambeerilegu hlutfalli og rannséknarpyoio (16 af 50) og naer 611 blooru-
hélskirtilskrabbamein (5 af 6).

Lifunargreining synir a0 sjuklingar sem exli hverra eru 1 klasa 2 eda 3 hafa verri
lifun en sjiklingar med &xli { klasa 1. Verri lifun peirra skyrist p6 af 6jafnri dreifingu
syna 1 klasa, baedi m.t.t. BRCA2 stokkbreytinga og mismunandi upprunavefs sexla.

Greining TCGA & synum ur 825 brjéstakrabbameinum notadi klésun & CN'Vs syna og
bar kennsl 4 fimm klasa'®. Par voru ekki gefnar upplysingar um kimlinubreytingar {
BRCAZ2 né lifun sjiklinga, en baedi T og N stig sexla hafdi ekki markteek tengsl vid
klosun sem gefur akvedna visbendingu um ad ekki purfi a0 vera tengsl milli pessara
klasa og lifunar. Greining TCGA & 333 synum ur blodruhalskirtilskrabbameinum
bar kennsl 4 prja klasa m.t.t. CNVs32, Pessir klasar hofou fa CNVs ("quiet"), CNVs 4
sumum sveedum ("some SCNA") og CNVs 4 morgum stodum { erfoamenginu ("more
SCNA") og samrymast okkar nidurstodur vel pessari klosun. P6 var dreifing syna
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ur blodruhélskirtilskrabbameinum ekki jofn medal klasa i okkar nidurstéoum, en
urtakid innihélt pé adeins 6 syni. Klosun m.t.t. CNVs var ekki framkvaemd & peim
489 synum ur eggjastokkakrabbameinum sem TCGA verkefnio greindi.

CNVs & peim sveedum sem tengjast tapi & sveedi umhverfis 26-53Mb & litningi 13
hafa 6jafna dreifingu medal klasa. Klasi 1 hefur nser engar breytingar a4 pessum
sveeOum, klasi 2 hefur breytingar & 6llum sveeounum og klasi 3 hefur breytingar &
hluta pessara sveeda (5 af 9). Pessar nidurstoour gilda jafnt um 999del5 arfbera og
einstaklinga me0 villgerdo BRCA2. Pvi ma velta fyrir sér hvort sexli ur arfberum {
klasa 1 séu med starftheeft HR og hvort aexli ur einstaklingum med villigerd i klasa
2 séu "BRCA-like"?6. Medal einstaklinga med villigerd BRCA2 i klasa 2 virdist
vera heerra hlutfall basal-like krabbameina og gaetu pa stokkbreytingar i BRCA1
skipt mali 1 pvi samhengi. Athuga byrfti stokkbreytingar i BRCA1 og fleiri genum
tengdum HR auk DNA metyleringar a styrisveedi BRCA1, en slikar breytingar geta
valdid vanstarfsemi HR?%. Sé um ad slikan "BRCA-like" hép syna ad raeda geeti pad
sagt til um svorun pessara sexla vio lyfjum sem beinast gegn frumum med skort &
HR, t.d. PARP-hindra?.

Kostir pessarar rannsoknar er ad um nokkud stort urtak er ad raeda og peir ein-
staklingar sem hafa stokkbreytingu i BRCAZ2 hafa allir somu stokkbreytinguna, sem
hefur vel skilgreind ahrif 4 starfsemi BRCA27. Skodud voru eexli upprunnin tr prem-
ur Olikum liffeerum, sem pé tengjast 4 pann hatt ad 999del5 stokkbreytingin eykur
ahaettu & krabbameinum i 6llum pessum liffeerum. P6 hofdu brjostakrabbamein tr
konum langsteerst vaegi { trtakinu (115 af 139) en greingar er porf & fleiri synum
ur brjostakrabbameinum ur kérlum, eggjastokkakrabbameinum og blodruhalskirtil-
skrabbameinum.

Fara verdur varlega { a0 fullyrda um hegoun @exla it fré peim gégnum sem aflad var
i pessari rannsokn. Eingongu voru skodud CNVs og stokkbreyting & einu geni, en
ekki var tekio tillit til annarra stokkbreytinga, tjaningar mRNA eda miRNA, DNA
metyleringar né annarra patta sem geta haft ahrif & hegdun aexla.
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