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Útdráttur
Inngangur: Arfgenga stökkbreytingin 999del5 í BRCA2 eykur áhættu á krabba-
meinum í brjóstum, eggjastokkum og blöðruhálskirtli. BRCA2 tekur þátt í við-
gerð tvíþátta brota DNA með samstæðri endurröðun, skortur á starfsemi þess eykur
óstöðugleika erfðamengisins, sem m.a. getur valdið áunnum DNA eintakafjöldabreyt-
ingum (copy number variations, CNVs).
Markmið: Að greina CNVs í brjósta, eggjastokka og blöðruhálskirtilskrabbamein-
um og kanna hvort þau þau væru ólík hjá einstaklingum með stökkbreytinguna
999del5 í BRCA2.
Efniviður og aðferðir: CNVs voru greind í 139 sýnum úr brjósta- (115 úr konum,
8 úr körlum), eggjastokka- (10) og blöðruhálskirtilskrabbameinum (6). Stökkbreyt-
ingin 999del5 var greind hjá þátttakendum.
Niðurstöður: Tap á heilum litningsörmum var algengara hjá 999del5 arfberum
(p = .02). Klösun æxlissýna eftir CNVs sýnum í þrjá klasa (clusters). Dreifing æxl-
isgerða var ójöfn meðal klasa (p < .01) og dreifing 999del5 arfbera meðal klasa var
einnig ójöfn (p < .01), klasi tvö hafði hæst hlutfall 999del5 arfbera. Klasarnir voru
ekki sjálfstæðir áhættuþættir fyrir lifun sjúklinga. 999del5 arfberar sýndu tengsl
milli taps á svæðinu 26-53Mb á litningi 13 við CNVs á sjö öðrum litningsörmum.
Tap á svæðinu 26-53Mb á litningi 13 var algengara í klösum tvö og þrjú (p < .001).
Ályktanir: Brjósta, eggjastokka og blöðruhálskirtilskrabbamein úr 999del5 arfber-
um einkennast af tapi á ákveðnum svæðum í erfðamenginu. Klösun sýna byggð á
CNVs ber kennsl á þrjá klasa, einn þeirra inniheldur hátt hlutfall 999del5 arfbera,
hátt hlutfall eggjastokkakrabbameina og æxli úr þeim hóp sýna miklar breytingar á
svæðum sem eru tengd við tap á BRCA2 geninu. Þetta bendir til þess að þessi klasi
innihaldi æxli sem eru "BRCA-like".
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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 CNVs in breast, ovarian and prostate carcinomas and determ-
ine if they are affected by mutations in BRCA2.
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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1 Inngangur

Krabbamein er sjúkdómar sem geta átt uppruna sinn í öllum vefjum líkamans og
deila ákveðnum sameiginlegum þáttum um uppruna og hegðun. Krabbmein eru
einnig kölluð illkynja æxli og eru ólík staðbundnum góðkynja æxlum að því leiti að
þau vaxa ífarandi í aðlæga vefi eða geta myndað meinvörp í fjarlægum líffærum1.
Krabbamein eru í raun fjölbreyttur hópur sjúkdóma, en allar krabbameinsfrumur
hafa ákveðna eiginleika sem viðhalda stjórnlausum vexti þeirra. Þær eiga sameig-
inlegt að viðhalda boðum um frumuskiptingar, hundsa vaxtarhamlandi boð, forðast
frumudauða, geta skipt sér takmarkalaust, hvetja nýæðamyndun og geta myndað
ífarandi vöxt og meinvörp2. Krabbamein eru talin eiga uppruna sinn í venjulegum
frumum líkamans, sem hafa orðið við röð áunninna breytinga í erfðaefni sínu3.

Atburðarásin sem leiðir til myndunar krabbameins er flókið samspil margra þátta.
Fundist hafa margir áhættuþættir í umhverfi og erfðum sem geta ýtt undir myndun
krabbameina1. Erfðar stökkbreytingar í genunum BRCA1 og BRCA2 eru áhættu-
þáttur fyrir krabbamein í brjóstum, eggjastokkum og fleiri líffærum4. Afurðir þess-
ara gena koma að viðgerðarferli á tvíþátta brotum á DNA.

1.1 Viðgerðir tvíþátta brota og hlutverk BRCA2

Tvíþátta brot í DNA (double-strand breaks; DSB) er skemmdir þar sem báðir þættir
DNA rofna. Ólíkt öðrum skemmdum á DNA er því ekki hægt að nota mótstæðan
þátt sem sniðmát fyrir viðgerðina. Samstæð endurröðun (homologous recombinati-
on; HR) er viðgerðarferli sem gerir við DSB á nákvæman hátt, þ.e. veldur ekki
breytingum á erfðamenginu, og notar systurlitning eða samstæðan litning sem snið-
mát við viðgerðina. Frumur gera einnig við DSB með ósamstæðri sameningu enda
(non-homologous end joining; NHEJ). NHEJ er ónákvæmt viðgerðarferli, þ.e. það
getur valdið nýjum breytingum í erfðamengi frumunnar5.
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1 Inngangur

1.1.1 Samstæð endurröðun

HR er viðgerðarferli sem byggir á samspili margra mismunandi prótína. Prótín sem
bera kennsl á DSB kalla til sín prótínið BRCA1. BRCA1 gegnir tvíþættu hlutverki
í HR, annarsvegar 5’ til 3’ brottnámi DNA enda við DSB og hinsvegar að kalla til
önnur prótín sem taka þátt í síðari skrefum HR. Brottnám á endum DNA er lykilskref
í HR og ýtir undir að gert sé við brotið með HR, frekar en NHEJ. BRCA1 miðlar
brottnámi DNA enda með víxlverkun við prótínið CtIP og prótínflókann MRN, sem
eru þættir sem beint valda brottnámi DNA enda. Auk þess hindrar BRCA1 virkni
53BP1, sem er hindri á brottnám DNA enda. BRCA1 víxlverkar einnig við prótínið
PALB2. PALB2 miðlar nýliðun prótínsins BRCA2 að viðgerðarsvæði5.

BRCA2 hefur mörg mismunandi hneppi (e. domain) sem víxlverka við ýmis efni
og verður lýst nánar í kafla 1.1.2. Meginhlutverk þess er að ferma (load) prótínið
RAD51 á einþátta DNA. RAD51 miðlar síðan víxlun DNA þátta og áframhaldandi
framgangi HR5.

1.1.2 Bygging BRCA2 og samspil þess við önnur lífefni

Prótínið BRCA2 er 3418 amínósýra prótín sem hefur fjögur megin hneppi, sem hvert
um sig hefur aðgreint hlutverk. Næst amínóenda prótínsins er hneppi sem víxlverkar
við PALB2 og miðlar nýliðun BRCA2 að viðgerðasvæði.

Í miðhluta BRCA2 eru átta BRC hneppi, sem binda RAD51. Fyrstu fjögur BRC
hneppin bindast við RAD51, minnka ATPasa virkni RAD51, stýra RAD51 að ein-
þátta DNA og aðstoða við víxlun DNA þátta. Síðari fjögur BRCA hneppin bindast
hinsvegar RAD51 sem er þegar tengt einþátt DNA.

Við karboxylenda BRCA2 er annað hneppi sem einnig binst RAD51, en hefur ekki
samskonar byggingu og BRC hneppin. Þetta hneppi er fosforylerað af prótínum
sem stýra framgangi frumuhringins, sem bendir til þess að þetta hneppi eigi þátt í
stýringu á virkni BRCA2 á mismunandi stigum frumuhringsins.

BRCA2 inniheldur hneppi sem binst við DNA og DNA-bindiprótínið DSS1. DSS1
ýtir undir fermingu RAD51 á einþátta DNA og virðist auka stöðugleika BRCA25.
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1.2 Afritafjöldabreytingar

1.1.3 Stökkbreytingar í BRCA2

Skortur á starfsemi HR veldur auknum óstöðugleika erfðamengis. Rannsóknir í
músum hafa sýnt að mýs sem skortir starfhæft Rad51, Brca1 eða Brca2 mynda
ekki lífvænleg fóstur, sem bendir til hlutverks HR í viðgerðum tengdum hröðum
frumuskipingum á fósturskeiði. Í mönnum eru stökkbreytingar í BRCA1 nægilega
algengar til þess að fósturvísar með stökkbreytingu í báðum samsætum BRCA1 ættu
að myndast, en einungis tveimur einstaklingar með tvær stökkbreyttar samsætur
BRCA1 hefur verið lýst.

Stökkbreyting í báðum samsætum ýmissa gena tengdum HR valda Fanconi blóðleysi
(Fanconi anemia; FA). FA veldur bæði þroskaskerðingu og snemmkomnum æxlum í
heila, nýrum og blóðmyndandi vef. Ef stökkbreyting er í báðum samsætum BRCA1
eða BRCA2 myndar þó a.m.k. önnur samsætan prótín sem hefur takmarkaða starf-
semi5.

Um 0.6% Íslendinga bera ákveðna stökkbreytingu í annarri samsætu BRCA2 6. Um
er að ræða 5 basapara úrfellingu við núkleotíð 999 (BRCA2 999del5). Stökkbreytta
genið hefur stop tákna við núkleotíð 1047 og myndar því ekki eðlilegt BRCA2 prótín.
mRNA þessa gens er tjáð í minna mæli en mRNA eðlilegs BRCA2, það prótín sem
myndast er mjög óstöðugt og er brotið hratt niður af próteosómum, svo það mjög
ólíklegt að það taki nokkurn þátt í viðgerð DNA skemmda7.

BRCA2 999del5 stökkbreytingin eykur líkur þess að arfberar fái ýmis krabbamein og
hefur áhrif á sjúkdómsmynd þeirra. Stökkbreytinguna er að finna hjá 7.7% kvenna
og 40% karla sem greinast með brjóstakrabbamein6. Nýgengi brjóstakrabbameins
meðal kvenkyns arfbera er 71.9%, samanborið við 18.6% hjá villigerð8. Arfberar
sem fá brjóstakrabbamein eru 64% líklegri til að látast úr sjúkdómnum en aðrir.
Tvílitna (diploid) æxli og æxli sem tjá viðtaka fyrir estrogen hafa verri horfur hjá
arberum, en slík æxli hafa betri horfur hjá einstaklingum með villgerð9. Arfberar
eru um 20 sinnum líklegri til að fá eggjastokkakrabbamein10. Arfberar sem greinast
með blöðruhálskirtilskrabbamein greinast að meðaltali 5 árum fyrr, hafa bæði hærri
gráðu og stig við greiningu og lifa styttra en einstaklingar með villgerð (2.1 ár hjá
999del5, 12.4 ár hjá villgerð)11.

1.2 Afritafjöldabreytingar

DNA afritafjöldabreytingar (copy number variations; CNVs) eru breytingar á bygg-
ingu litninga á stærðarskala 1kb eða lengri. CNVs geta verið af tvennu tagi: tap
(loss) felur í sér að svæði fellur úr litningi og aukning (gain) felur í sér að svæði er
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1 Inngangur

endurtekið í meira en einu eintaki í erfðamenginu. Tap á tilteknum svæði á báð-
um systurlitningum er kallað arfhrein úrfelling (homozygous deletion). Margföldun
á svæði sem er minna en 20 Mb að lengd í a.m.k. 5 eintökum er kallað mögnun
(amplification)12.

CNVs geta haft áhrif á tjáningu gena á því svæði sem þær taka til, oftast veldur tap
minni tjáningu og aukning eða mögnun aukinni tjáningu. Ákveðnar CNVs í kímlínu
orsaka erfðasjúkdóma og er þá oftast um að ræða minnkaða tjáningu gena vegna
breytingarinnar13. Áunnin CNVs koma fyrir í mörgum tegundum krabbameina, oft
þannig að svæði sem innihalda æxlisgen eru margfölduð en tap verður á svæðum
sem innihalda æxlibæligen. Mörg dæmi um slíkar breytingar verða nefnd í kafla 1.3.

Hægt er að greina CNVs í æxlissýnum á nokkra mismunandi vegu, tvær mest notuðu
aðferðirnar eru samanberandi þáttapörun við örflögur (array comparative genomic
hybridization; aCGH) og greining á einbasa breytileikum með örflögum (single nuc-
leotide polymorphism array; SNP array).

aCGH aðferðin byggir á greiningu DNA úr sýni til skoðunar og viðmiðunarsýnis.
Sýnin eru merkt með tveimur ólíkum flúrljómandi litum og blandað í jöfnu magni á
örflögu, þar sem þau þáttaparast við DNA þreifara á flögunni. Hver þreifari svarar til
ákveðins svæðis í erfðamengi mannsins og samkeppni verður milli sýnanna um hvort
þeirra parast við þreifarana á örflögunni. Hlutfallslegur munur flúrljómunarstyrks
hvers þreifara gefur því til kynna breytingar á DNA eintakafjölda á þeim stað í
erfðamenginu, þ.e. ef meiri flúrljómun kemur frá sýni hefur það fleiri eintök af því
svæði í erfðamenginu en minni flúrljómun gefur til kynna færri eintök14. Nánar
verður fjallað um aðferðarfræði aCGH í kafla 2.1 og þau reiknirit sem notuð eru við
gagnavinnslu tengda aCGH í kafla 2.3.

SNP array aðferðin byggir einnig á því að para DNA úr sýni við þreifara á örflögu,
án viðmiðunarsýnis. SNP arrays voru upphaflega notuð til að greina eins basa
breytileika í erfðamengi mannsins með því að hafa tvö þreifara fyrir hvert svæði í
erfðamenginu, þar sem annar þreifarinn hefur eins basa breytileika og parast því við
DNA með tiltekinn eins basa breytileika. Hægt er að nota SNP arrays til að greina
CNVs á tvenna vegu. Hægt er að bera magn pörunar á þreifara tiltekins svæði við
viðmiðunargildi sem fengin voru á greiningu á hóp viðmiðunarsýna. Einnig er hægt
að skoða svokallað tíðni pörunar við B samsætu (B allele frequency; BAF), sem er
magn pörunar við þreifarann með eins basa breytileika sem hlutfall af heildarpörun
við báða þreifara þess svæðis. Ef BAF tekur eingöngu gildi 0 á ákveðnu svæði hefur
orðið tap á báðum litningum þess svæðis; ef BAF tekur eingöngu gildin 0 eða 1 á
svæði hefur orðið tap á öðrum litningi þess svæðis; ef BAF tekur gildin 0, 1/2 eða 1
á svæði eru til staðar tveir litningar sem innihalda þetta svæði, ef BAF tekur gildin
0, 1/3, 2/3 eða 1 á svæði eru þrjú eintök af því svæði o.s.fv. Reiknirit geta svo
sameinað þessi tvö mæligildi til að fá betra mat á CNVs15.
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1.3 Krabbamein

Áunnin CNVs í krabbameinum geta gefið upplýsingar um þær breytingar sem drífa
áfram vöxt æxlis og þar með möguleg lyfjaskomörk16. Greiningar á áunnum CNVs
geta einnig gefið forspá um horfur sjúklinga, bæði út frá eintakafjölda tiltekinna
gena17 og greiningu sem tekur tillit til CNVs í öllu erfðamengi æxlis18.

1.3 Krabbamein

Stökkbreytingar í BRCA2 geni hafa veruleg áhrif á tíðni og sjúkdómsgang krabba-
meina í brjóstum, eggjastokkum og blöðruhálskirtili, eins og gert var grein fyrir í
kafla 1.1.3. Á síðustu árum hafa orðið verulegar framfarir í skilningi manna á þeim
sameindalíffræðilegu ferlum sem eru undirliggjandi í þessum krabbameinum.

1.3.1 Brjóstakrabbamein

Brjóstakrabbamein eru algengstu krabbamein hjá íslenskum konum og greinast að
meðaltali 194 tilfelli árlega (29.3% af öllum meinum). Brjóstakrabbamein í körlum
er mun sjaldgæfari, að meðaltali greinast 2 tilfelli árlega á Íslandi (0.3% af öllum
meinum). Hlutfallsleg 5 ára lifun er góð eða um 90%1.

Meinafræðileg flokkun brjóstakrabbameina byggir á smásjárútliti þeirra og hvort
æxlisfrumur tjái viðtaka fyrir estrógen (estrogen receptor; ER), prógesterón (prog-
esterone receptor; PR) og viðtakann HER2. Brjóstakrabbameinum hefur einnig
verið skipt í flokka eftir genatjáningu. Flokkarnir voru upphaflega skilgreindir með
klösun (clustering) á tjáningu hóps gena og samanburði genatjáningar við frumur í
eðlilegum brjóstvef. Í eðlilegum brjóstkirtli er tvöfalt lag þekjufruma: basal lag sem
liggur að grunnhimnu og luminal lag sem er nær holi kirtilsins. Æxli með genatján-
ingarmynstur sem líktist annarri af þessum tveimur frumugerðum voru skilgreind
sem "luminal" og "basal-like". Luminal gerðin tjáir yfirleitt ER en basal-like gerðin
tjáir yfirleitt ekki ER, PR né HER2 og eru því stundum kölluð "triple-negative".
Æxli sem tjáðu gen sem eru eðilega tjáð í basal lagi og fitufrumum voru skilgreind
sem "normal-like". Æxli sem yfirtjáðu genið ERBB2, sem skráir fyrir HER2, voru
skilgreind sem "HER2-enriched"19.

Þessar undirgerðir hafa jafnframt verið skilgreindar með ónæmislitunum, "luminal-
IHC" gerðir eru ER+ eða PR+ og "HER2-IHC" gerð er HER+. Triple-negative æxlum
er skipt í tvo undirflokka, "basal-like" ef þau eru CK5/6+ eða EGFR+ og "5NP" ef
þau litast fyrir hvorugum þessara þátta20.

Frekar rannsóknir á genatjáningu hafa leitt í ljós að luminal gerð brjóstakrabba-
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meina skiptist í tvo undirflokka, "luminal A" og "luminal B", þar sem luminal A
gerð hefur betri horfur21. Æxli af Luminal A gerð hafa yfirleitt mikla tjáningu ER
og ER-tengdra gena en lága tjáningu Ki-67, sem bendir til minni frumufjölgunar.
Æxli af Luminal B gerð hafa minni tjáningu ER og ER-tengdra gena en sýna meiri
frumufjölgun22. Normal-like gerðin er ekki jafn skýr flokkur, æxli í þeim flokki eru
sundurleitur hópur sem hafa mikið uppistöðuvef (stroma), mikla íferð bólgufruma
eða hátt hlutfall af eðlilegum frumu brjóstavefs22.

Með ítarlegri greiningu á stærri hópi sýna hefur fengist mun betri skilningur á þess-
um flokkum brjóstakrabbameins. The Cancer Genome Atlas (TCGA) verkefnið hef-
ur safnað sýnum úr æxlum 825 einstaklinga með brjóstakrabbamein og greint þau
m.t.t. magns prótína, tjáningar mRNA, raðgreiningar miRNA, raðgreiningar útraða
og greiningar á eins basa breytileikum (single nucleotide polymorphism; SNP)16.
TCGA verkefnið hefur einnig greint sýni úr mörgum öðrum tegundum æxla á sama
hátt, sem leyfir samanburð ólíkra krabbameina m.t.t. undirliggjandi sameindalíf-
fræðilegra eiginleika æxlanna23.

Rannsóknir á sameindalíffræðilegum eiginleikum brjóstakrabbameina hafa klínískt
mikilvægi. Slík greining getur sagt til fyrir um framgang sjúkdóms24 og svörun
sjúklinga við tilteknum lyfjameðferðum, s.s. meðferð með Tamoxifen25 og PARP-
hindrum26.

Luminal/ER+ brjóstakrabbamein

Luminal gerðir brjóstakrabbameina eru þær gerðir sem er sundurleitastar m.t.t. stökk-
breytinga, genatjáningar, CNVs og útkomu sjúklinga. Í báðum luminal gerðum eru
stökkbreytingar í PIK3CA, MAP3K1 og MAP2K4 algengar, en öll þessi gen eru
hluti af PI3K boðferlinu. Ofvirkni PI3K boðferlisins leiðir til hindrunar á stýrðum
frumudauða og frumfjölgunar16.

Í luminal A gerð er sá flokkur brjóstakrabbameina sem er líklegastur til að hafa
virkni æxlibæligenanna RB1 og TP53. Í luminal B gerð er algengt að cyclin D1 sé
yfirtjáð, en það ýtir undir frumfjölgun.16

HER2+ brjóstakrabbamein

Mögnun gensins ERBB2 og yfirtjáning HER2 er greinileg í hluta brjóstakrabba-
meina. Samhliða yfirtjáningu HER2 eru einnig yfirtjáð önnur prótín tengd HER2
(HER2-amplicon-associated genes), yfirtjáning þessa genahóps skilgreinir "HER2-
enriched" gerð brjóstakrabbameina16.
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1.3 Krabbamein

Athygli vekur að aðeins um helmingur HER2+ æxla er af HER2-enriched gerð. Af-
gangur æxlanna eru að mestu af luminal gerð. Þetta bendir til þess að HER2+ æxli
skiptist í tvær gerðir, HER2-enriched/HER2+ gerð og luminal/HER2+ gerð. Æxli af
HER2-enriched/HER2+ gerð sýna mikla tjáningu ákveðinna týrosín-kínasa viðtaka
(FGFR4, EGFR og HER2), en æxli af luminal/HER2+ gerð sýna aukna tjáningu
gena sem eru einnig tjáð meira í luminal gerðum (GATA3, BCL2, ESR1). Stökk-
breytingar í TP53 eru algengar í HER2-enriched/HER2+ gerð en stökkbreytingar í
GATA3 sjást eingöngu í luminal/HER2+ gerð16.

Greining á sameindalíffræðilegum eiginleikum HER2+ jákvæðra æxla gefur innsýn í
nýja meðferðarmöguleika við þessum æxlum, t.d. samhliða notkun einstofna mótefna
gegn HER2 og EGFR.

Basal-like brjóstakrabbamein

Basal-like gerð tjáir yfirleitt ekki ER, PR né HER2. Hinsvegar eru um fjórðungur
"triple-negative" æxla af öðrum gerðum en basal-like. TP53 er stökkbreytt í um
80% basal-like æxla, en tap á virkni TP53 finnst í nær öllum basal-like æxlum. Tap
á virkni BRCA1 og RB1 er einnig mjög einkennandi fyrir basal-like gerð.

Basal-like gerð brjóstakrabbameins er sameindalíffræðilega lík hágráðu serous eggja-
stokkakrabbameinum. Báðar gerðir einkennast af miklum óstöðugleika erfðamengis
og ákveðnum CNVs: margföldun á 1q, 3q, 8q og 12p örmum og tapi á 4q, 5q og
8p örmum. Einnig eiga þessir tveir flokkar krabbameina sameiginlegt tap á virkni
BRCA1, tap á RB1, mögnun á cyclin E1, aukna tjáningu ATK3, mögnun og aukna
tjáningu á MYC1 og háa tíðni stökkbreytinga í TP53 16. Þessi sameiginlegu einkenni
benda til þess að báðar þessari gerðir krabbameina séu drifnar af sömu boðferlum.
Jafnframt hafa einstaklingar með BRCA1-kímlínubreytingu aukna tilhneigingu til
að fá basal-like brjóstakrabbamein og hágráðu serous eggjastokkakrabbamein23.

Þar sem flest basal-like brjóstakrabbamein tjá ekki ER, PR né HER2 er ekki hægt
að nota hindra geng þessum viðtökum við meðferð þeirra. Því skiptir miklu máli
að finna sérhæfð lyfjaskotmörk í þessum æxlum. Um 20% basal-like æxla hafa
stökkbreytingu í BRCA1 eða BRCA2, þeir sjúklingar gætu haft gagn af PARP-
hindrum eða plantínum söltum (s.s. Cisplatin)16.

CNVs í brjóstakrabbameinum

TCGA framkvæmdi klösun (lýst nánar í kafla 2.3.5) á CNVs í öllum brjóstakrabba-
meinum. Þar voru borin kennsl á fimm klasa sýna sem höfðu marktæk tengsl við
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undirgerð brjótakrabbameina, tjáningu ER, PR og HER2 og stökkbreytingar í TP53.

1.3.2 Eggjastokkakrabbamein

Á Íslandi greinast að meðaltali 15 tilfelli af eggjastokkakrabbameinum árlega (2.3%
af öllum meinum). Horfur sjúklinga er mjög háðar æxlisgerð og stigi við greiningu,
en á heildina litið er hlutfallsleg 5 ára lifun er 45%1.

Eggjastokkakrabbamein eru meinafræðilega flokkuð eftir uppruna þeirra og vefja-
gerð æxlisins27. Æxli geta verið upprunin úr þekjufrumum á yfirborði eggjastokka,
kímfrumum í eggjastokkum eða úr frumum úr grunnvef (stroma) eggjastokksins.
Hér verða til umfjöllunar æxli upprunin úr þekjufrumum á yfirborði eggjastokka, en
þau mynda 90% eggjastokkakrabbameina. Æxli upprunin í þekju eggjastokka eru
flokkuð eftir vefjagerð æxlis og er einnig skipt í góðkynja, illkynja eða jaðar (bor-
derline) æxli, en borderline æxli hafa litla en þó einhverja tilhneigingu til að hegða
sér eins og illkynja æxli.

Krabbamein úr þekju eggjastokka

Eggjastokkakrabbamein af mismunandi vefjagerðum eru talin vera drifin áfram af
mismunandi ferlum. Borderline æxli og lággráðu krabbamein af serous gerð hafa
tíðar stökkbreytingar í KRAS, NRAS og BRAF 28. Hágráðu krabbamein af serous
gerð (e. high-grade serous ovarian carcinoma, HGS-OvCa) hafa stökkbreytingu
í TP53 í 96% tilvika og kímlínubreytingar í BRCA1 eða BRCA2 í 17% tilvika29.
Talið er að lággráðu serous krabbamein séu ekki forstig hágráðu serous krabbameina,
heldur að um tvo aðskilda sjúkdóma sé að ræða27.

Krabbamein af endometrioid gerð eru talin eiga uppruna sinn til frumna úr legs-
límuflakki (endometriosis). Þau deila mörgum vefjafræðilegum og líffræðilegum eig-
inleikum með krabbameinum í legi. Bæði þessi krabbamein hafa háa tíðni stökk-
breytinga í PTEN, PIK3CA, ARID1A, KRAS og CTNNB1. Tíðni stökkbreyt-
inga í PTEN er þó mun lægri í eggjastokkakrabbameinum en legkrabbameinum
af endometrioid gerð, og tíðni stökkbreytinga í CTNNB1 er hærri30. Krabbamein
af tærfrumu (clear cell) gerð hafa tíðar stökkbreytingar í ARID1A og PIK3CA.
Þau hafa stökkbreytingar í PTEN og KRAS í 5% tilvika og eru að því leiti ólíkar
endometrioid gerð, þar sem sem þær stökkbreytingar eru mun algengari31. Loks
eru til aðrir sjaldgæfari flokkar æxla sem eiga uppruna sinn í þekju eggjastokka,
s.s. Brenner æxli.
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1.3 Krabbamein

Hágráðu serous eggjastokkakrabbamein

Um 70% dauðsfalla vegna eggjastokkakrabbameina eru vegna HGS-OvCa. TCGA
verkefnið hefur greint sýni úr 489 HGS-OvCa m.t.t. tjáningar mRNA, raðgreiningar
miRNA, raðgreiningar útraða og greiningar á SNPs. Um 96% HGS-OvCa hafa stökk-
breytingu í TP53 og boðferli umritunarþáttsins FOXM1 er ofvirkt í 84% tilfella, en
TP53 er hemill á FOX1M. Kímlínubreytingar í BRCA1 finnast hjá 9% sjúklinga og
8% hafa kímlínubreytingu í BRCA2. Fleiri stökkbreytingar finnast í lægra hlutfalli
sjúklinga, m.a. í genunum BRAF, PIK3CA og KRAS, stökkbreytingar í þessum
genum gætu verið sjaldgæfir en mikilvægir drifkraftar bak við HGS-OvCa29.

HGS-OvCa bera bæði svæðisbundin CNVs sem ná til stórs hluta litninga og stað-
bundin CNVs sem ná til lítils svæðis í erfðamenginu. TCGA verkefnið hefur borið
kennsl á svæðisbundin CNVs sem finnast ítrekað í HGS-OvCa. TCGA verkefnið
hefur einnig fundið 133 staðbundin CNVs: 63 staðbundnar magnanir, þær algeng-
ustu í CCNE1, MYC og MECOM, og 50 staðbundin töp, þær algengustu í PTEN,
RB1 and NF1 29.

Gen sem tengjast HR eru óvirkjuð með stökkbreytingum eða DNA metýleringu í
51% HGS-OvCa. Hátt hlutfall á óvirkjun þeirra gena getur verið skýring þess hve
mikið af CNVs finnst í HGS-OvCa. Þessar niðurstöður vekja vonir um að hægt sé
að beina hnitmiðaðri meðferð gegn þeim æxlum sem hafa óvirkjað HR, t.d. PARP-
hindrum29.

1.3.3 Blöðruhálskirtilskrabbamein

Blöðruhálskirtilskrabbamein eru algengstu krabbamein hjá íslenskum körlum og
greinast að meðaltali 222 tilfelli árlega (30.2% af öllum meinum). Horfur sjúk-
linga er háðar því hvort æxlið sé staðbundið eða hafi dreift sér, árlega deyja um 50
karlmenn á Íslandi vegna blöðruhálskirtilskrabbameins1.

TCGA verkefnið hefur greint sýni úr 333 blöðruhálskirtilskrabbameinum m.t.t. magns
prótína, tjáningar mRNA, raðgreiningar miRNA, raðgreiningar útraða og greiningar
á SNPs. 74% blöðruhálskirtilskrabbameina má skipta í 7 flokka eftir undirliggjandi
krabbameinsvaldandi drifkrafti (oncogenic driver). Fjórir þessara flokka einkenn-
ast af samrunagenum, þar sem gen úr ETS vaxtaþáttafjölskyldunni (ERG, ETV1,
ETV4 eða FLI1) hefur runnið saman við gen sem tjáning hverra er androgen háð,
í flestum tilfellum TMPRSS2. Hinir þrír flokkarnir einkennast af stökkbreyting-
um í SPOP, FOXA1 eða IDH1. SPOP- og FOXA1-flokkarnir hafa mesta virkni
androgen-virkjaðra umritunarþátta og SPOP stökkbreytingar hafa verið tengdar við
boðferli androgen viðtaka. IDH1-flokkurinn einkennist af aukinn DNA metýleringu
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sem nær til alls erfðamengisins32.

Óvirkjun á genum tengdum DNA viðgerðum (BRCA1, BRCA2, CDK12, ATM,
FANCD2 og RAD51) koma fyrir í 19% blöðruhálskirtilskrabbameina. Einstakling-
ar með slík krabbamein gætu haft gagn af hnitmiðaðri meðferð gegn æxlum með
óvirkjað HR. Virkjun á PI3K boðferlinum var til staðar í 25% tilfella, oftast tap eða
stökkbreyting á PTEN (17% tilfella) en einnig stökkbreytingar í PIK3CA, MTOR,
BRAF og öðrum genum tengdum PI3K boðferlinum. Sértækir hindrar gegn prótín-
um í þessu boðferli gætu því gagnast hluta sjúklinga með blöðruhálskirtilskrabba-
mein32.

Blöðruhálskirtilskrabbamein bera bæði svæðisbundin CNVs sem ná til stórs hluta
litninga og staðbundin CNVs sem ná til lítils svæðis í erfðamenginu. TCGA verk-
efnið hefur borið kennsl á svæðisbundin CNVs sem finnast ítrekað í blöðruhálskirt-
ilskrabbameinum . TCGA verkefnið hefur einnig fundið 55 staðbundin CNVs: 20
staðbundnar magnanir, m.a. í MYC, og 35 staðbundin töp, algengast í PTEN en
einnig á svæði milli ETS-gena og TMPRSS2 sem myndar áður nefnd samrunapró-
tín32.

Klösun (lýst nánar í kafla 2.3.5) blöðruhálskirtilskrabbameina m.t.t. CNVs bar
kennsl á þrjá klasa sýna, með fáar eða engar CNVs ("quiet"), með CNVs í sum-
um hlutum erfðamengisins ("some SCNA") og með CNVs víða í erfðamengi ("more
SCNA"). Æxli í klasanum með CNVs víða í erfðamengi hafa hærri Gleason gráðu
en þau sem hafa færri slíkar breytingar32.

Það skal hafa í huga að margar rannsóknir á blöðruhálskirtilskrabbameinum byggjast
á greiningu sýnis úr einum stað í æxlinu, en blöðruhálskirtilskrabbamein sýna þó
breytileika milli svæða, bæði í smásjárútliti og sameindalíffræðilegri gerð32.
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2 Efniviður og aðferðir

2.1 aCGH

Array comparative genomic hybridization (aCGH) er aðferð sem greinir CNVs með
samanburði á krabbameinssýni og viðmiðunarsýni, sem getur verið eitt af eftirfar-
andi:

• Sýni úr upprunavef krabbameinsins í sama einstaklingi

• Blóðsýni úr sama einstaklingi

• Hópur af blóðsýnum úr mörgum einstaklingum

2.1.1 Framkvæmd aCGH

DNA sem hefur verið einangrað úr vefjasýnum er merkt með tveimur flúrljómandi
litum, krabbameinssýnið með Cyanine 3 (Cy3) og viðmiðunarsýnið með Cyanine 5
(Cy5). Merking fer þannig fram að við DNA úr sýnum er blandað við Cy3 eða Cy5
merktar níliður (nonamers), sem eru níu núkleotíða langir bútar af DNA. Röð basa
í þessum níliðum er handahófskennd, svo þeir geta parast hvar sem er í erfðamengi
mannsins. Við sýnið er einnig bætt núkleotíðum og DNA polymerasa og PCR hvarf
framkvæmt. Þannig fæst mikið magn DNA sem er merkt með annaðhvort Cy3 eða
Cy5. Eftir að sýnin hafa verið merkt sitt í hvoru lagi eru þau magngreind og blandað
saman, þannig að jafnt magn sé af DNA úr krabbameinssýni og viðmiðunarsýni.

Eftir merkingu og blöndun er hvert par sýna er þáttaparað á örflögu þar sem DNA
úr krabbameinssýni og viðmiðunarsýni keppa um pörun við þreifara á örflögunni.
Á hverja örflögu er festur blandari (mixer) og sýnið blandað með lausnum úr þátta-
pörunarsetti. Sýninu er síðan sprautað með pípettu inn um op á blandaranum, svo
það flæðir yfir örflöguna. Op á blandaranum eru síðan innsigluð og örflögunni komið
fyrir í þáttapörunartæki.
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2 Efniviður og aðferðir

Eftir að örflagan hefur verið í þáttapörunartæki í þrjá sólarhringa er hún fjarlægð
úr tækinu og þvegin. Þvottur fer þannig fram að blandarinn er losaður af örflögunni
og hún síðan sett í þrjár þvottalausnir, hverja á eftir annarri. Að loknum þvotti er
örflagan þurrkuð og skönnuð í örflöguskanna.

Örflögur og þáttapörunarsett sem notuð voru við verkefnið voru framleiddar af fyrir-
tækinu NimbleGen33. Magngreining var framkvæmd með NanoDrop 1000 Spectro-
photometer frá fyrirtækinu Thermo Scientific. Örflögurnar voru skannaðar með MS
200 Microarray Scanner frá fyrirtækinu NimbleGen.

2.1.2 Úrvinnsla niðurstaða úr skönnun

Við úrvinnslu niðurstaða úr örflöguskanna eru gögn færð í forritið NimbleScan. Það
ber kennsl á jaðar örflögunnar, greinir merki (signal) frá hverjum reit á örflögunni og
parar saman hvern reit á örflögunni við tiltekinn stað í erfðamenginu. Fyrir hvern
þreifara er reiknað log2-gildi, þ.e. logri af hlutfalli merkis úr krabbameinssýni og
merkis úr viðmiðunarsýni. Þau gildi er síðan hægt að vinna á ýmsa vegu, eins og
fjallað er um í kafla 2.3.

2.2 Sýni

Til rannsóknar voru fengin sýni frá Meinafræðideild Landspítala, sýni voru ýmist
frosin eða innsteypt í parafín. DNA úr sýnum var einangrað á Rannsóknarstofu í
krabbameinsfræðum.

Fimm þeirra sýna sem voru innsteypt í parafín gáfu ekki fullnægjandi niðurstöður
í aCGH og voru því ekki notuð í rannsókn. Á mynd 2.1 má sjá dæmi um parafín-
innsteypt sýni sem voru talin fullnægjandi og ekki fullnægjandi eftir skönnun örflögu.
.
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Mynd 2.1: Samanburður á niðurstöðu skönnunar á parafín-innsteyptum sýnum sem
töldust hafa fullnægjandi niðurstöður (vinstri) og ófullnægjandi (hægri). Ekkert
mynstur er greinilegt á ófullnægjandi sýninu heldur er eingöngu um bakgrunn að
ræða.

2.3 Reiknirit

Niðurstöður úr aCGH á formi log2-gilda þarfnast úrvinnslu til að hægt sé að túlka
þær. Algengt er að nota svokallaða þáttaskiptingu (segmentation) til að vinna
niðurstöður úr aCGH, en einnig eru til fleiri reiknirit sem greina gögnin á annan
hátt. Segmentation reiknirit ganga út á að skipta erfðamenginu í svæði (segments)
sem hafa öll sama log2-gildi. Þetta byggir á þeirri hugmynd að CNVs svari til
aukningar eða taps á eintökum á litningum. Hér köflum 2.3.1 og 2.3.2 verður sagt
frá þeim segmentation reikniritum sem notuð voru við úrvinnslu í þessu verkefni, en
til er mikil flóra slíkra reiknirita34.

Útreikningar í verkefninu voru framkvæmdir í tölfræðiforritinu R, þyngstu útreikn-
ingar í verkefninu voru keyrðir á tölvuklasanum Mími.

2.3.1 Circular binary segmentation

Circular binary segmentation (CBS) er reiknirit sem er notað til að framkvæma
segmentation á log2-gildum úr aCGH. Reikniritið byggir á tilgátuprófun til að finna
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skiptipunkta (change points), þar sem núlltilgáta er að öll log2-gildi fylgi sömu dreif-
ingu en gagntilgáta er að eitthvað svæði í erfðamenginu fylgi annarri dreifingu, jaðrar
þess svæðis kallast skiptipunktar. Finnst tvö svæði með ólíka dreifingu log2-gilda
er reikniritið notað endurkvæmt (recursively) á þau svæði, þar til ekki finnast fleiri
svæði með ólíka dreifingu. Umröðun á log2-gildum er notuð til að ákveða hvenær
skal hafna núlltilgátu, svo reikniritið er nokkuð þungt í keyrslu.

Eftir að CBS hefur fundið alla skiptipunkta er hægt að láta staðar numið eða
fækka þeim með einni af tveimur aðferðum. Annarsvegar er hægt að fjarlægja þá
skiptipunkta þar sem lítill munur er á meðaltali log2-gilda sitt hvoru megin við
skiptipunkt, þá er miðað við að mismunur sé minni en nσ þar sem σ er staðalfrávik
log2-gilda sitt hvoru megin við skiptipunkt og n er stiki sem rannsakandi velur sjálfur.
Hinsvegar er hægt að fjarlægja þá skiptipunkta sem valda ekki verulegri aukningu á
ferviki log2-gilda, þá er miðað við að fjarlæging á hverjum skiptipunkti megi valda
hlutfallslegri aukningu fervika ρ, þar sem ρ er stiki sem rannsakandi velur sjálfur.

CBS reikniritið hefur verið útfært í R-pakkanum DNAcopy. Í honum er hægt að velja
hvort skiptipunktar séu fjarlægðir og þá með hvaða aðferð. Auk þess hafa höfundar
pakkans gert gildar nálganir á þeim fjölda umraðana sem þar sem eykur skilvirkni
í útreikningum35.

2.3.2 Piecewise constant fit

Piecewise constant fit (PCF) er reiknirit sem er notað til að framkvæma segmentati-
on á log2-gildum úr aCGH. Reikniritið byggir á því að máta þrepafall (step function)
við gögnin og lágmarka stærðina

∑n
j=1(yj − zj)

2 + γ |S|, þar sem yj eru mæld log2-
gildi, zj eru gildi þrepafallsins í tilsvarandi punktum, |S| er fjöldi þrepa í þrepafall-
inu og γ er stiki sem rannsakandi velur sjálfur. Aðferðin er því samhliða lágmörkun
fervika og lágmörkun á fjölda skiptipunkta, þar sem hærra γ eykur vægi þess að
hafa fáa skiptipunkta. Þar sem reikniritið notar ekki umraðarnir á log2-gildum er
það fljótt í keyrslu.

PCF reikniritið hefur verið útfært í R-pakkanum copynumber. Í þeim pakka eru
einnig mjög notadrjúg föll til að teikna niðurstöður úr aCGH og/eða segmentation,
sem voru notuð við vinnslu þessa verkefnis36.

2.3.3 WAAI og CAAI

Whole-arm aberration index (WAAI) og complex arm aberration index (CAAI) eru
mælistærðir sem leitast við að einfalda niðurstöður segmentation í eina tölu fyrir
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hvern litningsarm. WAAI segir til um aukningu eða tap á heilum litningsörmum
og CAAI segir til um flóknar umraðanir sem einkennast af tapi og aukningu til
skiptis og eru slíkir atburðir taldir koma til vegna hringrásar brota og viðgerða á
DNA. Sýnt hefur verið að CAAI sé sjálfstæður áhættuþáttur fyrir lifun sjúklinga
með brjóstakrabbamein18.

2.3.4 Kernel convolution

Segmentation reiknirit eiga það sameiginlegt að nota stika (parameters) í reiknilíkön
sín sem geta haft mikil áhrif á niðurstöður reikniritsins. Þessir stikar eru valdir eftir
geðþótta rannsakanda og hafa oft ekki skýra vísun í undirliggjandi líffræði, eingöngu
er hægt að vísa til stærðfræðilegrar skilgreiningar þeirra til að skilgreina hvernig þeir
eru til komnir.

Til eru reiknirit sem greina gögn úr aCGH án þess að framkvæma segmentation.
Kernel convolution (KC) er reiknirit sem tekur log2-gildi úr aCGH greiningu á hópi
sýna og finnur svæði í erfðamenginu þar sem til staðar eru margtækar breytingar á
CNVs. Reikniritið byggir á eftirfarandi skrefum:

1. Fyrir sérhvern þreifara eru lögð saman annarsvegar jákvæð log2-gildi og hins-
vegar log2-gildi. Summur jákvæðra og neikvæðra gilda eru greind hvort í sínu
lagi og óháð hvoru öðru.

2. Reiknað er svokallað kernel smooth estimate (KSE). Summur jákvæðra/nei-
kvæðra þreifara eru slétt (smoothed) með kernel smoothing, þar sem hverjum
punkti er skipt út fyrir Gaussian-fall með tiltekna vídd (σ).

3. Toppar/botnar í KSE gefa til kynna svæði þar sem mögulega hefur orðið breyt-
ing á CNVs. Til að finna hvaða toppar/botnar eru marktækir eru niðurstöð-
urnar bornar saman við samskonar útreikninga þar sem mæligildum hefur verið
umraðað af handahófi. Framkvæmdar eru n umraðanir til samanburðar, fleiri
umraðanir gefa öruggara mat á því hvaða toppar/botnar eru marktækir.

Kostir KC reikniritsins eru að það notar eingöngu einn stika sem hefur skýra líffræði-
lega vísun. Vídd Gaussian-falls (σ) stýrir því hversu mikið hver þreifari er "flattur
út" við smoothing. Gildi σ segir því til um hvaða lengd af CNVs reikniritið mun
greina, t.d. mun σ = 20 Mb fletja út CNV með lengd 1 Mb en σ = 1 Mb mun ekki
fletja slíka breytingu út37.

KC reikniritið hefur verið útfært í R-pakkanum KCsmart. Hann býður upp á að fram-
kvæma útrekninga með mörgum gildum σ og bera þær saman myndrænt. Einnig
er hægt að bera saman tvo hópa sýna og bera kennsl á svæði þar sem marktækar
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breytingar á CNVs eru einungis í öðrum hópnum, þ.e. þau svæði þar sem hóparnir
eru ólíkit38.

2.3.5 Klösun og mátun

Þau reiknirit sem hafa verið kynnt hingað til bera kennsl á svæði í erfðamenginu þar
sem CNVs er að finna. Algengt er að nota klösun (clustering) til að fá yfirsýn yfir
tengsl milli breytinga á svæðum í erfðamenginu og einnig til að tengja breytingar
á tilteknum svæðum við klínískar upplýsingar16. Klösun gengur út á skilgreina
klasa, þar sem hver klasi inniheldur hóp af genum eða svæðum í erfðamenginu sem
hafa svipaðar breytingar í CNVs. Algengt er að klasa svæði saman eftir Evklíðskri
fjarlægð milli mæligilda þeirra, þ.e. stærðinni

∑
i(ai− bi)

2 þar sem ai og bi mæligildi
fyrir svæði a og b í sýnum 1, 2, ..., i. Hver klasi inniheldur þá svæði sem eru nálægt
hvoru öðru í Evklíðskri fjarlægð.

Hægt er að nota fleiri mælikvarða á fjarlægð til að framkvæma klösun. Non-negative
matrix factorization (NMF) er reiknirit sem framkvæmir klösun á n mæligildum hjá
p sýnum með því að þátta n× p fylkið X sem X ≈ WH, þar sem W er n× r fylki
og H er r × p fylki39. NMF er notuð á mörgum sviðum, innan lífupplýsingafræði
sem utan, og er sú aðferð sem notuð var til að framkvæma klösun. NMF reikniritið
hefur verið útfært í R-pakkanum NMF.

Weighted correlation network analysis (WGCNA) framkvæmir mátun út frá fylgni
(correlation) CNVs í mismunandi svæðum í erfðamenginu. Skilgreind er nálægð
(adjacency) tveggja svæða, aij = |cor(xi, xj)|β þar sem β er stiki valinn af rann-
sakanda. Mátun er síðan gerð eftir adjacency milli svæða, hvert mát (module)
inniheldur svæði í erfðamenginu sem hafa innbyrðis tengsl.

WGCNA reikniritið hefur verið útfært í R-pakkanum WGCNA. Pakkinn hefur mjög
ítarlegar leiðbeiningar, m.a. um skynsamlegar leiðir til að velja stikann β og hvernig
er hægt að tengja niðurstöður mátunar við klínískar upplýsingar40.
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Upprunavef þeirra 139 sýna sem greind voru má sjá í töflu 3.1 auk upplýsingar um
hvort viðkomandi sjúklingar voru arfberar um stökkbreytinguna 999del5 eða ekki.

3.1 Niðurstöður þáttaskiptingar

Niðurstöður aCGH voru greindar með piecewise constant fit, sem lýst var í kafla 2.3.2.
Notuð voru fimm mismunandi gildi γ (20,40, 60, 80 og 100) til að kanna áhrif þess
stika á niðurstöður.

3.1.1 Tíðni breytinga

Í hverju sýni voru fundin þau svæði þar sem niðurstöður PCF voru yfir 0.2 eða
undir −0.2. Tíðni slíkra breytinga á móti staðsetningu í erfðamengi, annarsvegar
hjá 999del5 arberfum og hinsvegar einstaklingum með villgerð, má sjá á mynd 3.1.
Ekki var mikill munur á þessum niðurstöðum með mismunandi gildi γ, því verður
hér eftir notast við γ = 60.

Í hverju sýni voru einnig fundin þau svæði þar sem niðurstöður PCF voru yfir 1
eða undir −0.5, slík svæði svara til magnana og arfhreinna úrfellinga. Tíðni slíkra
breytinga á móti staðsetningu í erfðamengi, annarsvegar hjá 999del5 arberfum og
hinsvegar einstaklingum með villgerð, má sjá á mynd 3.2.

Tafla 3.1: Fjöldi sýna í rannsókn, m.t.t. vegjagerðar æxlis og hvort einstaklingur
hafi arfgenga 999del5 stökkbreytingu.

Vefjagerð 999del5 sýni Villgerðar sýni Samtals
Brjóstakrabbamein í konum 41 74 115
Brjóstakrabbamein í körlum 4 4 8
Eggjastokkakrabbamein 2 8 10
Blöðruhálskirtilskrabbamein 6 0 6
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Mynd 3.1: Tíðni CNVs, miðað við niðurstöður PCF með γ = 60, yfir 0.2 eða undir
−0.2 fyrir (a) 999del5 arfbera og (b) einstaklinga með villgerð BRCA2 gens.

3.1.2 WAAI og CAAI

Whole-arm aberration index (WAAI) var reiknað fyrir alla litningsarma í sérhverju
sýni. Skoðaður var fjöldi litninga í sýni þar sem |WAAI| > 0.1, þ.e. fjöldi litninga þar
sem hefur orðið tap eða aukning á heilum litningsarmi. Á mynd 3.3a má sjá kassarit
af talningu slíkra atburða, talningu á aukningu heilla litningsarma og talning á tapi
hella litningsarma. Í sýnum úr arfberum eru að meðaltali fleiri slíkar breytingar
(t(102) = 2.12, p = .036), sá munur skýrist af því að arfberar hafa oftar tap á
heilum litningsörmum (t(95) = 2.41, p = .018) en ekki er munur á fjölda aukninga
(t(112) = 1.38, p = .171).

Tap á heilum litningsörmum var skoðað m.t.t. upprunavefs æxla og hvort sjúklingur
sé arfberi. Á mynd 3.3b má sjá kassarit af talningu á tapi heilla litningsarma eftir
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Mynd 3.2: Tíðni CNVs, miðað við niðurstöður PCF með γ = 60, yfir 1.0 eða undir
−0.5 fyrir (a) 999del5 arfbera og (b) einstaklinga með villgerð BRCA2 gens.

upprunavef æxla hjá 999del5 arfberum og einstaklingum með villigerð BRCA2. Öll
sýni úr blöðruhálskirtilskrabbameinum voru úr arfberum og fékkst því ekki sam-
anburður í þeim flokki. Marktækur munur reyndist á fjölda tapa í brjóstakrabba-
meinum hjá konum (t(67) = 2.02, p = .047), ekki var marktækur munur á fjölda
tapa í brjóstakrabbameinum hjá körlum og eggjastokkakrabbameinum. Að baki
þeim vefjagerðum eru þó fá sýni og lítið tölfræðilegt afl, en á mynd 3.3b sést þó að
greinilegur munur er á fjölda tapa meðal þessara vefjagerða.

Athugað var hvort slíkar breytingar kæmu oft fyrir í sama sýni. Fyrir sérhvert par
litninga var skoðað það hlutfall sýna sem innihélt breytingu |WAAI| > 0.1 á báðum
litningum, þ.e. hlutfall sýna sem innihélt tap og/eða aukningu á báðum litningum.
Tengslanet þeirra litninga sem höfðu slíkar breytingar samtími í a.m.k. 25% sýna
úr arfberum má sjá á mynd 3.3C. Engar slíkar breytingar var að finna samtímis í
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Tafla 3.2: Sýni sem höfðu a.m.k. einn litningsarm með CAAI > 5. Tilgreind er
gerð sýnis, heildarfjöldi CAAI atburða í sýni og þeir litningsarmar sem innihéldu
CAAI atburði.

Arfgerð sýnis Fjöldi CAAI atburða Litningsarmar
Villigerð 4 1p, 3p, 8p, 11q
Villigerð 3 5p, 8q, 11q
Villigerð 2 8p, 12p
Villigerð 1 11q
Villigerð 1 17q
Villigerð 1 17q

a.m.k. 25% sýna úr einstaklingum með villigerð.

Complex arm aberration index (CAAI) var reiknað fyrir alla litningsarma í sérhverju
sýni. Notast var við viðmið CAAI > 5 sem markverðan CAAI atburð. Sex sýni höfðu
slíkar breytingar og reyndust þau öll vera úr einstaklingum sem ekki voru arfberar,
en munur á tíðni CAAI breytinga meðal arfbera og einstaklinga með villgerð var
ekki marktæku (χ2(1, N = 139) = 2.35, p = .12). Í töflu 3.2 má sjá þá litninga sem
voru breyttir í hverju sýni fyrir sig.
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Mynd 3.3: (a) Fjöldi aukninga heilla litningsarma, tapa og beggja atburða reiknað út
frá WAAI hjá annarsvegar 999del5 arfberum (grænn) og einstaklingum með vill-
gerð BRCA2 (fjólublár). (b) Tap á litningsörmum eftir uppruna æxlis. Marktæk
tengsl (p < .05) eru merkt með *. (c) Tengslanet fyrir samhliða aukningu heilla
litningsarma (rauður) og tap (blár) á hjá 999del5 arfberum, sýnd eru tengsl sem
koma fyrir í a.m.k. 25% sýna.
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3.2 Niðurstöður KC

3.2.1 Svæði með marktækar breytingar

Kernel convolution (KC) reiknirit var notað til að bera kennsl á svæði í erfðameng-
inu þar sem eru marktækar breytingar á CNVs. Sjö mismunandi gildi fyrir vídd
Gaussian-falls voru notuð, σ = 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 Mb. Notaðar voru n = 10000
umraðanir til að ákvarða marktektarmörk. Reikniritið var notað í sitt hvoru lagi á
sýni úr arfberum og einstaklinga án 999del5 stökkbreytingar. Þau svæði sem höfðu
marktækar breytingar á CNVs má sjá á mynd 3.4.

3.2.2 Klösun sýna

Kernel smoothing estimate (KSE), sem lýst var í kafla 2.3.4 var reiknað fyrir öll
sýni. Valin voru þau svæði sem höfðu marktækar breytingar á CNVs miðað við
niðurstöður úr KC með σ = 4 Mb í annaðhvort 999del5 arfberum eða einstakling-
um án stökkbreytingar. KSE fyrir þau sýni á umræddum svæðum voru notuð til
að klasa (cluster) sýnum með NMF reikniriti. Fyrir skölun voru KSE sköluð með
fallinu f(x) = (1 + e−7x)

−1, en slíkt fall varpar KSE á bilið [0, 1] og varpar töpum,
engum breytingum og aukningum u.þ.b. hverju á sinn þriðjung bilsins. Prófað var
að framkvæma klösun með fjölda klasa á bilinu tveir til fimm, á mynd 3.5 má sjá að
þrír klasar virðast gefa góða raun.

Framkvæmd var NMF klösun með þremur klösum. Marktækur munur var á dreifingu
sýna milli klasa m.t.t. hvort sýni séu úr arfberum eða ekki (χ2(2, N = 139) =
14.1, p < .001) og tegund æxlis (χ2(0, N = 139) = 17.6, p = .004). Í töflu 3.3
má sjá upplýsingar um hvernig sýni dreifast meðal klasa. Meðal einstaklinga með
villigerð BRCA2 virtist vera hærra hlutfall basal-like brjóstakrabbameina í klasa 2
(χ2(2, N = 113) = 5.5, p = .06). Ekki var munur á hlutfalli æxla sem tjáður ER,
hvorki hjá arfberum né einstaklingum með villigerð.

Framkvæmd var lifunargreining með Cox-líkani. Sjúklingar með æxli í klasa 2 höfðu
marktækt verri lifun en sjúklingar í NMF klasa 1 (HR = 2.2, CI = 1.1-4.4, p =
.03) en ekki var marktækur munur á lifun sjúklinga með æxli í klasa 1 og 3. Líkan
leiðrétt fyrir tegund æxlis og hvort einstaklingar séu 999del5 arfberar sýndi að klasi
æxlis hafði ekki marktæk áhrif á lifun sjúklinga. Niðurstöður óleiðrétts og leiðrétts
líkans má finna í töflu 3.4. Athygli vekur að allir arfberar í klasa 1 voru á lífi þegar
rannsókn var framkvæmd, en meirihluti arfera voru látnir í klasa 2 (24 af 33) og
klasa 3 (13 af 16).
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Mynd 3.4: Svæði sem höfðu marktækar breytingar á CNVs með KC reikniriti
með mismunandi breidd Gaussian falls (y-ás). Sýndar eru niðurstöður fyrir (a)
aukningar hjá 999del5 arfberum, (b) aukningar hjá einstaklingum með villigerð
BRCA2, (c) töp hjá 999del5 arfberum og (d) töp hjá einstaklingum með villigerð.
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Mynd 3.5: Niðurstöður klösunar með tvo til fimm klasa (rank). Litakvarðinn segir til
um hversu vel sýni samræmist öðrum sýnum í klasanum, þar sem blár samræmist
illa og rauður samræmis vel. Sannfærandi klasar mynda því skýra rauða ferninga,
líkt og sést þegar fjöldi klasa er tveir eða þrír.
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3.2 Niðurstöður KC

Tafla 3.3: Dreifing sýna milli klasa. Sýnd er dreifing sýna í klasa m.t.t. hvort
einstaklingur hafi 999del5 stökkbreytingu og vefjagerðar æxlis.

Klasi 1 Klasi 2 Klasi 3
999del5 sýni 4 33 16
Villgerðar sýni 24 28 34
Brjóstakrabbamein í konum 25 46 44
Brjóstakrabbamein í körlum 2 5 1
Eggjastokkakrabbamein 1 9 0
Blöðruhálskirtilskrabbamein 0 1 5

3.2.3 Mátun

Kernel smoothing estimates (KSE) fyrir sýni úr 999del5 arfberuð voru greind með
WGCNA. Þar komu fram fimm mát (modules) svæða í erfðamenginu sem höfðu
innbyrðis tengsl. Eitt þessara máta innihélt tap á svæðinu 26-53Mb á litningi 13,
auk taps svæða á litningsörmum 1p, 3p, 8p 14q, 16q, 17p og 22q og aukningu á
litningi 8q.

Á mynd 3.6 má sjá KSE fyrir öll sýni á þeim svæðum sem voru í umræddu máti.
Marktækur munur var á miðgildi KSE fyrir tap á litningi 13 milli mismunandi NMF
klasa (F (2, 139) = 11.5, p < .001). Eftir á próf sýndi að KSE var marktækt lægra
í klasa 2 vs. 1 (p < .001) og í klasa 3 vs. 1 (p < .001), en ekki milli klasa 2 vs. 3.
Miðgildi KSE á öllum svæðum í umræddu máti má sjá á mynd 3.7.
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Mynd 3.6: KSE allra sýna á þeim svæðum sem tengjast tapi á svæðinu 26-53Mb á
litningi 13. Hver dálkur táknar eitt sýni og hver röð tiltekið svæði í erfðamenginu.
Tilgreint er af hvaða tegund sýnið er, undirtegund brjóstakrabbameins og hvort
æxlið tjái ER (ef upplýsingar voru til staðar) og hvaða klasa sýnið tilheyrir.
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Mynd 3.7: Dreifing miðgilda KSE á svæðum sem tengjast tapi á 26-53Mb á litningi
13. Sýnum er skipt eftir klösum, marktækur milli klasa er táknaður með * (p <
.01).

Tafla 3.4: Niðurstöður lifunargreiningar með Cox-líkani, annarsvegar óleiðrétt og
hinsvegar leiðrétt fyrir öllum þáttum samhliða. Fyrsta gildi hverjar flokkabreytu
er notað sem viðmið með HR = 1.0.

Óleiðrétt Leiðrétt
Breyta HR 95% CI p-gildi HR 95% CI p-gildi
BRCA2 villigerð 1.0 1.0
BRCA2 999del5 stökkbr. 2.2 1.4-3.4 < .001 2.0 1.2-3.4 .008
Brjóstakrabbamein í konum 1.0 1.0
Brjóstakrabbamein í körlum 4.4 2.1-9.4 < .001 5.0 2.3-11 < .001
Eggjastokkakrabbamein 1.9 0.9-4.3 .10 2.3 1.0-5.5 .05
Blöðruhálskirtilskrabbamein 6.0 2.6-14 < .001 3.8 1.5-10 .006
Klasi 1 1.0 1.0
Klasi 2 2.2 1.1-4.4 .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 Umræða

Sýni úr æxlum arfbera um 999del5 stökkbreytingu einkennast af tapi á heilum litn-
ingsörmum. Marktækt fleiri töp eru á heilum litningsörmum hjá arfberum og einnig
eru fleiri samhliða töp og/eða aukningar sem koma endurtekið fyrir í sýnum úr arf-
berum. Fleiri töp heilla litningsarma hjá arfberum sjást þvert á krabbameinsgerð,
en þó eru fá sýni að baki öðrum upprunavefjum en brjóstakrabbameinum úr konum.
Ekki er afgerandi munur sjáanlegur á staðsetningu þeirra CNVs sem koma fyrir hjá
999del5 arfberum og einstaklingum með villgerð BRCA2, hvort sem miðað er við
niðurstöður úr PCF (myndir 3.1 og 3.2) eða KC reiknirits (mynd 3.4).

Æxli úr arfberum eru ekki líklegri til að hafa litninga með markverðum CAAI at-
burðum. Þvert á móti koma allir slíkir atburðir fyrir í sýnum úr einstaklingum með
villgerð BRCA2. Þessir atburðir eru taldir eiga uppruna í endurtekinni hringrás
brota og viðgerða á DNA18 og virðist stökkbreyting í BRCA2 ekki ýta undir slíka
atburðarás.

Klösun sýna út frá KSE á þeim svæðum þar sem eru marktækar breytingar á CNVs
sýnir að þrír skýrir klasar sýna koma fram. Klasi 1 inniheldur fá sýni úr arfber-
um (4 af 28) og nær eingöngu brjóstakrabbamein úr konum. Klasi 2 inniheldur
hæst hlutfall sýna úr arfberum (33 af 61), nær öll eggjastokkakrabbamein (9 af 10)
og meirihluta brjóstakrabbameina úr körlum (5 af 8). Klasi 3 inniheldur sýni úr
arfberum í sambærilegu hlutfalli og rannsóknarþýðið (16 af 50) og nær öll blöðru-
hálskirtilskrabbamein (5 af 6).

Lifunargreining sýnir að sjúklingar sem æxli hverra eru í klasa 2 eða 3 hafa verri
lifun en sjúklingar með æxli í klasa 1. Verri lifun þeirra skýrist þó af ójafnri dreifingu
sýna í klasa, bæði m.t.t. BRCA2 stökkbreytinga og mismunandi upprunavefs æxla.

Greining TCGA á sýnum úr 825 brjóstakrabbameinum notaði klösun á CNVs sýna og
bar kennsl á fimm klasa16. Þar voru ekki gefnar upplýsingar um kímlínubreytingar í
BRCA2 né lifun sjúklinga, en bæði T og N stig æxla hafði ekki marktæk tengsl við
klösun sem gefur ákveðna vísbendingu um að ekki þurfi að vera tengsl milli þessara
klasa og lifunar. Greining TCGA á 333 sýnum úr blöðruhálskirtilskrabbameinum
bar kennsl á þrjá klasa m.t.t. CNVs32. Þessir klasar höfðu fá CNVs ("quiet"), CNVs á
sumum svæðum ("some SCNA") og CNVs á mörgum stöðum í erfðamenginu ("more
SCNA") og samrýmast okkar niðurstöður vel þessari klösun. Þó var dreifing sýna
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úr blöðruhálskirtilskrabbameinum ekki jöfn meðal klasa í okkar niðurstöðum, en
úrtakið innihélt þó aðeins 6 sýni. Klösun m.t.t. CNVs var ekki framkvæmd á þeim
489 sýnum úr eggjastokkakrabbameinum sem TCGA verkefnið greindi.

CNVs á þeim svæðum sem tengjast tapi á svæði umhverfis 26-53Mb á litningi 13
hafa ójafna dreifingu meðal klasa. Klasi 1 hefur nær engar breytingar á þessum
svæðum, klasi 2 hefur breytingar á öllum svæðunum og klasi 3 hefur breytingar á
hluta þessara svæða (5 af 9). Þessar niðurstöður gilda jafnt um 999del5 arfbera og
einstaklinga með villgerð BRCA2. Því má velta fyrir sér hvort æxli úr arfberum í
klasa 1 séu með starfhæft HR og hvort æxli úr einstaklingum með villigerð í klasa
2 séu "BRCA-like"26. Meðal einstaklinga með villigerð BRCA2 í klasa 2 virðist
vera hærra hlutfall basal-like krabbameina og gætu þá stökkbreytingar í BRCA1
skipt máli í því samhengi. Athuga þyrfti stökkbreytingar í BRCA1 og fleiri genum
tengdum HR auk DNA metýleringar á stýrisvæði BRCA1, en slíkar breytingar geta
valdið vanstarfsemi HR29. Sé um að slíkan "BRCA-like" hóp sýna að ræða gæti það
sagt til um svörun þessara æxla við lyfjum sem beinast gegn frumum með skort á
HR, t.d. PARP-hindra26.

Kostir þessarar rannsóknar er að um nokkuð stórt úrtak er að ræða og þeir ein-
staklingar sem hafa stökkbreytingu í BRCA2 hafa allir sömu stökkbreytinguna, sem
hefur vel skilgreind áhrif á starfsemi BRCA27. Skoðuð voru æxli upprunnin úr þrem-
ur ólíkum líffærum, sem þó tengjast á þann hátt að 999del5 stökkbreytingin eykur
áhættu á krabbameinum í öllum þessum líffærum. Þó höfðu brjóstakrabbamein úr
konum langstærst vægi í úrtakinu (115 af 139) en greingar er þörf á fleiri sýnum
úr brjóstakrabbameinum úr körlum, eggjastokkakrabbameinum og blöðruhálskirtil-
skrabbameinum.

Fara verður varlega í að fullyrða um hegðun æxla út frá þeim gögnum sem aflað var
í þessari rannsókn. Eingöngu voru skoðuð CNVs og stökkbreyting á einu geni, en
ekki var tekið tillit til annarra stökkbreytinga, tjáningar mRNA eða miRNA, DNA
metýleringar né annarra þátta sem geta haft áhrif á hegðun æxla.
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