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1. Ágrip 
 

Brjóstakrabbamein er eitt af algengustu krabbameinum í konum á Vesturlöndum og 

þar er tíðnin hærri en í öðrum heimshlutum. Brjóstakrabbamein getur myndast þegar 

margar stökkbreytingar hafa náð að hlaðast upp í ákveðnum genum. Þá verða 

frumurnar fyrir röskun, þær geta haldið áfram að fjölga sér og fara ekki í 

frumudauða. Æxlisgen og æxlisbæligen koma við sögu í myndun brjóstaæxla. 

Margar rannsóknir hafa verið gerðar á litningasvæðið 8p11-p12, bæði í brjóstaæxlum 

og brjóstakrabbameins-frumulínum. Sumar frumulínur eru með mögnun á 8p11-p12 

á meðan aðrar eru með tap á þessu svæði. Einnig hafa fundist hugsanleg æxlisgen á 

8p11-p12 og niðurstöður úr a.m.k. einni rannsókn hafa staðfest nokkur gen. Genið 

ASH2L er staðsett á litningasvæði 8p11.2 og er 34Kb að stærð. Prótínið Ash2l 

myndar þrjú ísóform með valsplæsingu, en ísóform 3 hefur ekki verið staðfest enn. 

Markmið verkefnisins var að athuga hvort aukin prótíntjáning á Ash2l væri í 

samræmi við aukinn eintakafjölda ASH2L gensins í brjóstakrabbameinsfrumulínum.  

Ræktaðar voru 8 frumulínur: SUM52, CAMA-1, HCC1500, T47D, ZR-75-1, MDA-

MB-231, MCF7og SUM229. MCF10A er nærri því eðlileg brjóstafrumulína og var 

höfð til viðmiðunar. Prótín voru einangruð úr frumulínunum og prótínstyrkurinn var 

ljósmældur. Síðan var gerð Western blettun, 2 filmur voru framkallaðar og að lokum 

var prótíntjáningin reiknuð.  

Þær frumulínur sem voru með DNA mögnun á 8p11.2 og aukningu á prótíntjáningu 

Ash2l voru SUM52, CAMA-1, HC1500, T47D og ZR-75-1 og þær sem voru með 

tap á 8p11.2 og lægri prótíntjáningu á Ash2l voru MDA-MB-231 og MCF7. Ekki er 

hægt að segja til um hvort SUM229 sé eðlileg eða með tap á 8p11.2, þar sem hún er 

ýmist eðlileg eða með tap á 8p11-p12. Engar niðurstöður fengust fyrir MCF10A.   

Rannsaka þarf betur ASH2L til þess að komast að því hvort það sé æxlisgen.  
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2. Inngangur 
 

2.1 Brjóstakrabbamein 

Brjóstakrabbamein er eitt algengasta krabbamein í konum á Vesturlöndum 

(Newman, B. o.fl., 1988) og þriðjungur krabbameina sem greinast í konum er 

brjóstakrabbi (www.cancer.org). Tíðni brjóstakrabbameins hjá konum er 

mismunandi eftir heimsálfu og kynþætti, t.d. er hún hærri á Vesturlöndum. Einnig 

hafa ýmsir umhverfisþættir og lífstíll áhrif á tíðnina (Shen, Ying-Chun o.fl., 2005). 

Dánartíðni kvenna með brjóstakrabbamein eykst með aldri (www.cancer.org) og 

samkvæmt WHO (World Health Organization) er hún hæst allra dánartíðna hjá 

konum með krabbamein (www.who.int). 

Karlmenn geta líka fengi brjóstakrabbamein. Það er þó mjög sjaldgæf, gerist í minna 

en 1% tilfella af öllum illkynja krabbameinum í karlmönnum (Park, Seho o.fl., 

2008). Brjóstakrabbamein myndast oftast annað hvort í mjólkurgöngum eða kirtilvef, 

þegar starfsemi frumna brenglast sem leiðir til þess að frumurnar vaxa og fjölga sér 

óeðlilega mikið og fara ekki í frumudauða. Því halda þær áfram að vaxa og skipta sér 

endalaust. Svona frumur fjölga sér hratt og dreifa úr sér til annarra vefja (Devita, 

Vincent T. o.fl., 1997).  

 

Krabbamein orsakast af áunnum eða meðfæddum stökkbreytingum í ákveðnum 

genum.  Talið er að 5-10% brjóstakrabbameina eru vegna erfða (Newman, B. o.fl., 

1988). Gerð brjóstakrabbameinsæxla má skipta í tvo flokka eftir myndun þeirra, þau 

æxli sem myndast vegna áunna breytinga í genum kallast stök (e. sporadic) æxli og 

hin gerðin sem myndast vegna medfæddra breytinga í genum kallast ættlæg æxli. Það 

myndast ekki bara illkynja æxli í brjóstum heldur myndast oft góðkynja æxli sem 

leiða ekki til krabbameins (www.cancer.org). Nokkur gen tengjast 

brjóstakrabbameini, en helst eru það stökkbreytingar í tveimur genum, BRCA1 og 

BRCA2, sem auka áhættuna á að fá brjóstakrabbamein. Þessar stökkbreytingar erfast.  

Þekkt er að mörg gen verða fyrir áunnum stökkbreytingum og geta þannig aukið 

áhættuna á brjóstakrabbameini. Margar breytingar þurfa samt til þess að krabbamein 

myndist (Strachan, Tom og Read, Andrew P. 2004). Í æxlismyndun koma við sögu 

æxlisgen sem valda stjórnlausum vexti, eins og FGFR2 staðsett á 10q26 (Ray, 

Michael E. o.fl., 2004), MYC staðsett á 8q26 og ERBB2 staðsett á 17q21 
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(Kenemans, P. o.fl., 2004). Tvö síðastnefndu genin eru oft mögnuð í 

brjóstakrabbameini. Önnur dæmi um æxlisgen eru LSM1, BAG4 og C8orf4 (Yang, 

Zeng Quan o.fl., 2006). Slökkt er á æxlisgenum í venjulegum frumum en kveikt er á 

þeim í krabbameinsfrumum (Strachan, Tom og Read, Andrew P, 2004). Mikilvægir 

þættir fyrir virkjun á æxlisgenum eru mögnun og yfirtjáning á ýmsum svæðum í 

litningum (Ray, Michael E. o.fl., 2004). Einnig koma við sögu æxlisbæligen í 

æxlismyndun, þau stjórna eða hamla frumuskiptingum og geta því komið í veg fyrir 

myndun krabbameins en slökkt er á þeim í krabbameinsfrumum, þar sem þau 

óvirkjast í æxlum. BRCA1 og BRCA2 eru dæmi um æxlisbæligen, en þau eru 

aðallega tengd ættlægum æxlum. Önnur dæmi um æxlisbæligen eru p53 og RB1 

(retinoblastoma), p53 er tengt stökum æxlum á meðan RB1 er bæði tengt stökum og 

ættlægum æxlum (Strachan, Tom og Read, Andrew P. 2004).  

 

 

2.2 Erfðabrenglanir í brjóstakrabbameinum 

Ýmsar afbrigðilegar breytingar verða til í brjóstafrumum sem eru óæskilegar og geta 

orsakað brjóstakrabbamein. Litningaóstöðugleiki verður t.d. þegar fjöldi litninga í 

frumu breytist, annað hvort við fjölfjöldun eða tap á heilum litningum eða bútum 

(Strachan, Tom og Read, Andrew P., 2004). Brot (litningabrot) verða þegar 

erfðaefnið tapast eða víxlast á milli litninga. Í æxlisfrumum verða oft brot á svæðinu 

8p12-21. Tap á ákveðnu svæði verður þegar bútur úr DNA röð tapast og þar af 

leiðandi detta út þau gen sem voru á DNA bútnum. Tap finnst oft á svæðinu 8p21-ter 

í æxlisfrumum (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005). Einnig eru tap á 9p23-24 (An, 

Han-Xiang o.fl., 1999),  18p (Morikawa, Aki o.fl., 2005), 16q, 6q og 13q (Jönsson, 

Göran o.fl., 2007), 17p (Garcia, Maria J o.fl., 2005), 11q og 4p (Climent, Joan o.fl., 

2002) ásamt fleiri svæðum. Mögnun verður þegar það myndast mörg eintök af sömu 

DNA röð. Oft finnst mögnun á 8p11-p12 í æxlisfrumum (Gelsi-Boyer, Véronique 

o.fl., 2005). Litningur 8 virðist koma oft við sögu í krabbameini. Í nokkrum gerðum 

krabbameina er mjög algengt að litningsarmur 8p tapist.  (Venter, Deon J o.fl., 2004).  

 

Krabbamein getur myndast þegar margar stökkbreytingar hafa hlaðist upp. Ein 

ástæðan fyrir því að þessar stökkbreytingar hlaðast upp óáreittar er vegna galla í 

viðgerðarferlum. Til þess að krabbamein myndist þurfa að eiga sér stað tvær 

breytingar; annars vegar breytingar í stjórn- og/eða viðgerðargenum sem gerir það að 
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verkum að tíðni annarra stökkbreytinga eykst og litningar verða óstöðugir, hins vegar 

breytingar í genum sem annast eftirlit í frumuskiptingu eða frumuhring sem gerir það 

að verkum að gallaðar frumur geta skipt sér. Í frumuhringnum eru þrír aðal 

eftirlitsstöðvar, G1-S, G2-M og spólu eftirlitsstöð. Í flestum krabbameinsfrumum 

hefur spólustöðin tapast og G1-S er óvirk og því geta frumur með stökkbreytingar 

haldið áfram að skipta sér (Strachan, Tom og Read, Andrew P., 2004). 

 

 

2.3 Magnanir í brjóstakrabbameini 

Genamögnun veldur oft aukinni prótíntjáningu, af því að þá eru til fleiri eintök af 

sama geninu sem verður til þess að fleiri mRNA gensins myndast. Þannig verður 

meiri tjáning vegna þess að fleiri eintök af sama prótíninu myndast.  

Ýmis svæði á litningum eru mögnuð upp í brjóstakrabbameini, eins og svæðin 17q23 

með markgen mögnunar PS6K, PAT1, RAD51C og SIGMA1B (Wu, Guo-Jun o.fl., 

2000), 20q með markgenin AIB1, AIB3 AIB4, ZNF217, ZNF218, NABC1, PIC1L, 

CYP24, NABC3, NABC4, NABC5, PFDN4, CAS og STK6 (Hodgson, J. Graeme 

o.fl., 2003) og 11q13 með markgenin CCND1, EMS1 og PAK1 (Letessier, Anne 

o.fl., 2006). Eitt mest rannsakaða litningssvæði í tengslum við genamagnanir í 

brjóstakrabbameini er svæðið þar sem ERBB2 er staðsett, 17q21 (Yang, Zeng Quan 

o.fl., 2006). 

Ýmsar aðferðir eru notaðar til þess að rannsaka magnanir í krabbameini en helstu 

aðferðirnar eru FISH (fluorescence in situ hybridization), Southern blettun, 

metaphase CGH (Comparative genomic hybridization) og array CGH. (Paterson, 

Anna L. o.fl., 2007).  

 

 

2.4 Mögnunarsvæðið á 8p 

Mögnun á litningasvæðið 8p11-p12 á sér stað bæði í stökum og arfgengum 

brjóstakrabbameinsæxlum (Melchor, Lorenzo o.fl., 2006). Svæðið er magnað í 10%-

15% brjóstaæxla tilfella (Ray, Michael E. o.fl., 2004) og er því eitt svæða sem er 

oftast magnað í brjóstakrabbameini (Bernard-Pierrot I o.fl., 2008).  Hluta svæðisins 

er skipt niður í fjögur undirsvæði sem nefnast A1 (1,27 MB), A2 (800Kb), A3 

(1,25Mb) og A4 (460Kb), sjá mynd 1 (Melchor, Lorenzo o.fl., 2006). Undirsvæðin 
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skarast, þannig að sum genin eru inni á tveimur svæðum á meðan önnur gen lenda 

fyrir utan þessara undirsvæða (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005).  

 

Mynd 1: A). Litningasvæðið 8p11-p12 með stærðarskala í Mb. B). Flest genin sem eru staðsett á 

8p11-p12. C). Undirsvæðin A1-A4. D). Svæði þar sem eru brot í nokkrum frumulínum. E). Tíðni 

mögnunar á ákveðnum svæðum. (klippt úr upphaflegu myndinni, Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005). 
 

Margar rannsóknir hafa verið gerðar á litningasvæðið 8p11-p12, t.d. hafa þrír 

rannsóknahópar: Gelsi-Boyer, Prentice og Garcia og samstarfsmenn þeirra rannsakað 

8p11-p12 í brjóstakrabbameinsfrumulínum og stökum brjóstaæxlum (Melchor, 

Lorenzo o.fl., 2006). Rannsókn Garcia og samstarfsmenn hennar er stærsta rannsókn 

sem hefur verið gerð á litning 8p (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005). Þau 

rannsökuðu litningasvæðið 8p11-p12 í 33 brjóstaæxlum, 27 brjóstakrabbameins-

frumulínum og 20 eggjastokkaæxlum með array CGH, FISH og rtq-PCR (real-time 

quantitative PCR). Niðurstöður þeirra sýndu fram á að minnsta sameiginlega 

mögnunasvæðið í æxlum og frumulínum er 1 Mb að stærð og inniheldur genin 

FLJ14299, C8orf2, PROSC, GPR124, BRF2 og RAB11FIP1 (Garcia, Maria J o.fl., 

2005). Nokkur gen hafa verið staðfest sem æxlisgen á 8p11-p12, t.d. BAG4, LSM1, 

and C8orf4. Þessi þrjú gen voru staðfest sem æxlisgen þar sem þau gátu ummyndað 

frumur í MCF10A frumulínunni sem gerði það að verkum að hún varð óháð 

sérstökum in vitro vaxtarþáttum (Bernard-Pierrot I o.fl., 2008). 

Fleiri æxlisgen eiga líklega eftir að verða staðfest þar sem 21 gen á litningasvæðinu 

8p11-p12 koma til greina, eins og EIF4EBP1 sem er staðsett nálægt ASH2L geninu 

(Yang, Zeng Quan o.fl., 2006).  
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2.5  Genið ASH2L 

Genið ASH2L (absent, small, or homeotic discs-2 – like)  er eitt af 67 genum sem 

eru staðsett á litningasvæði 8p11-p12 (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005), nánar 

tiltekið á 8p11.2. ASH2L genið er 34.129 basar að stærð (www.genecards.org) með 

a.m.k. 17 útröðum og Ash2l prótínið inniheldur 628 amínósýrur  (Wang, Junhua o.fl., 

2001). ASH2L lendir bæði á mögnunarundirsvæði A1 og A2 á 8p11-p12, þar sem 

þessi svæði skarast (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005).  

ASH2L er mjög líkt geninu ash2 í ávaxtaflugunni og  það hefur sink-fingur mótíf 

(Wang, Junhua o.fl., 2001). mRNA gensins ASH2L myndar 3 ísóform, 1, 2 og 3 með 

valsplæsingu en ísóform 3 hefur ekki verið staðfest hingað til (www.uniprot.org). 

Ísóform 2 er minna en ísóform 1 vegna þess að það hefur tapað útröð 1 og 15, er því 

með 501 amínósýru í stað 628 (Wang, Junhua o.fl., 2001). 

ASH2L hefur lítið verið rannsakað og því er ekki vitað mikið um hlutverk þess en 

talið er að Ash2l myndar prótínflóka til að stjórna tjáningu annarra gena eða það 

virki sem umritunarþáttur í gegnum víxlverkun við DNA raðir (Wang, Junhua o.fl., 

2001). Ash2l prótínið hefur fundist í ýmsum prótínflókum, t.d. með MLL eða Myc 

æxlisprótínum (Lüscher-Firzlaff o.fl., 2008). Ash2l er tjáð allstaðar í líkamanum en 

aðallega í lifur og lungu í fóstrum, í hjarta og eistum (Ikegawa, S. o.fl., 1999).  

Í þessari tilraun er ætlunin að skoða tjáningu Ash2l prótínsins í 9 frumulínum.  

 

 

2.6 Frumulínur 

Ræktaðar voru 8 brjóstakrabbameinsfrumulínur sem voru annað hvort með tap eða 

mögnun á litningasvæðinu 8p11-p12 (rúmlega 10Mb, skv. Yang, Zeng Quan o.fl., 

2006) og var ein eðlileg brjóstafrumulína, MCF10A, höfð til viðmiðunar. MCF10A 

er “eðlileg” brjóstaþekju frumulína (Debnath, Jayanta o.fl., 2003) en samt ekki alveg 

eðlileg þar sem hún fer ekki í öldrun og er ekki endanlega sérhæfð (www.atcc.org).  

Þær frumulínur sem eru með mögnun á 8p11.2 eru SUM52 (Ray, Michael E. o.fl., 

2004), CAMA-1 (Bernard-Pierrot I o.fl., 2008),  HCC1500 (Garcia, Maria J o.fl., 

2005), T47D (Cooke, Susanna L o.fl., 2008) og ZR-75-1 (Bernard-Pierrot I o.fl., 

2008). SUM52 virðist vera með tvö mögnunartoppa á litningasvæðinu 8p11-p12, 

annað í kringum FGFR1 (8p11.2-p11.1) og hitt nær litningsendanum á 8p11-p12, 

svæðið þar á milli er með mögnun nema það er tap alveg á enda 8p12, á 8p11.1, 
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hluta af 8p11.21 en annar hluti af 8p11.21 er eðlilegur (Ray, Michael E. o.fl., 2004). 

Að auki er T47D með tap (brot) við 34-35Mb á 8p12 og viðsnúning við 34,5-38,15 

Mb á 8p11-12 sem virðist vera tengt við litning 14. ZR-75-1 er með yfirfærslu af 

litningasvæði 8q og hluta af 8p yfir á 11q, þar af leiðandi er litningur 11 tvíheftur 

(með tvö þráðhöft). Við yfirfærsluna tapast meiri hlutinn af 11q (Pole, JCM o.fl., 

2006). MDA-MB-231 (Xie, D o.fl., 2002) og MCF7 (Kytölä, Soili o.fl., 2000) eru 

báðar með tap á 8p11.2. MCF7 er einnig með yfirfærslu frá litningi 8 á litning 14  

(Kytölä, Soili o.fl., 2000). SUM229 er bæði eðlileg og með tap á 8p11-p12 

litningasvæðinu. Hún virðist verða eðlileg þar sem EIF4EBP1 er staðsett (38,01MB, 

8p12) en með tap þar sem LSM1 er staðsett (38,14 Mb, 8p11.2) og þar sem ASH2L 

er staðsett á 8p11.2 er líklegast að SUM229 sé einnig tap á ASH2L. SUM229 virðist 

vera eðlileg og með tap til skiptis á 8p11-12 en þó meira eðlileg (Yang, Zeng Quan 

o.fl., 2006).  

 

Í töflunni hér fyrir neðan má sjá frumulínurnar 9 og staða gensins ASH2L í hverri 

frumulínu.  
Tafla 1. Frumulínurnar 9 og staða gensins ASH2L. Í töflunni má sjá frumulínurnar sem notaðar 

voru í verkefninu og upplýsingar um tap (T), mögnun (M) eða eðlilegan fjölda litninga (N) á 8p11.2, 

svæðinu þar sem genið ASH2L er staðsett.  

Frumulína Litningasvæði ASH2L gensins  
SUM52 Mögnun-M 
CAMA-1 Mögnun-M 
HCC1500 Mögnun-M 
T47D Mögnun-M 
ZR-75-1 Mögnun-M 
MCF7 Tap-T 
MDA-MB-231 Tap-T 
SUM229 Óvissa, eðlileg/tap-N/T 
MCF10A “Eðlileg”-N 
 

 

2.7 Markmið 

Markmið rannsóknar var að skoða prótíntjáningu Ash2l í 9 frumulínum og athuga 

hvort aukinn eintakafjölda ASH2L gensins í brjóstakrabbameinsfrumulínum leiði til 

aukinnar tjáningar á Ash2l prótíninu.  
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3. Efni og aðferðir 
 

3.1 Frumulínur 

Ræktun 

CAMA-1, MCF7, SUM52 og SUM229 voru ræktaðar í æti sem nefndist DMEM/F12 

(2 mM glutamine, 0,1 mM sodium pyruvate og 2,4 g/L sodium bicarbonate) og var 

frá Gibco-Invitrogen. Út í ætið var bætt pen-strep (50 einingar/ml af penicillin og 

streptomycin). Pen-strep er sett út í til þess að koma í veg fyrir bakteríumyndun í 

ætinu. Í þessu verkefni var notað eldra lýsat fyrir MCF10A sem hafði verið geymt í 

frysti, en hún var einnig ræktuð í DMEM/F12 æti.  

HCC1500, MDA-MB-231, T47D og ZR-75-1 voru ræktaðar í æti sem nefndist 

RPMI-1640 og var líka frá Gibco-Invitrogen. Eins og með DMEM/F12 var bætt út í 

50 einingum/ml af pen-strep. Æti var sett í 50ml glas. 

 

CAMA-1  

Út í ætið var að auki bætt við: 0,1 mM NEAA og 10% FBS. Frumunum var skipt 

oftast 1:3, en stundum 1:2, á ca 7-10 daga fresti og skipt var um æti 3x í viku.  

 

HCC1500 

Út í ætið var bætt við: 10% FBS og 10 mM HEPES. Frumunum var skipt 1:3, á ca. 

10-15 daga fresti. Skipt var um æti 2x í viku. Frumurnar uxu í klösum sem innihéldu 

margar frumur. Það átti að vera autt á milli klasanna. Klasarnir byggðust upp, síðan 

losnuðu stakar frumur frá og dreifðu sér um flöskuna og mynduðu svo nýja hrauka.  

 

MDA-MB-231  

Út í ætið var bara bætt við 10% FBS. Frumunum var skipt 1:3, 2x í viku og þar á 

milli var skipt um æti einu sinni.  

 

MCF7 

10% FBS var bætt út í ætið. Frumunum var skipt 1:5, nema einu sinni 1:2, á ca. 4-5 

daga fresti og skipt var um æti 2-3x í viku.  
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T-47D 

Að auki var bætt út í ætið 10% af FBS. Frumunum var skipt 1:6 á ca. 4-7 daga fresti 

og skipt var um æti 2-3x í viku.  

 

ZR-75-1 

Út í ætið var bara bætt við 10% FBS. Fyrst var frumunum skipt 1:2, síðan 1:3 og svo 

að lokum 1:4, á ca. 7-10 daga fresti. Skipt var um æti 2-3x í viku.  

 

SUM52 

Út í ætið var bætt við 5% FBS, 5 μg/ml insulin (2 mg/ml) og 1 μg/ml hydrocortisone 

(0,5 mg/ml). Skipting frumna var 1:4 við fyrstu skiptingu til þess að láta frumurnar 

jafna sig eftir að hafa verið í frost. 

 

SUM229 

5% FBS, 5 μg/ml insulin (2 mg/ml) og 1 μg/ml hydrocortisone (0,5 mg/ml) var bætt 

út í ætið. Skipting frumna var  1:3, tók mjög langan tíma fyrir frumurnar að jafna sig 

eftir að hafa verið í frost. 

 

MCF10A 

Út í ætið hafði verið bætt við 10% FBS, 250ng/ml insulin (500 µg/ml), 10 µg/ml 

transferrin (20mg/ml), 10 ng/ml hEGF (20 µg/ml), 2,6 ng/ml Na-selenite (2,6 µg/ml), 

10-10 M estradiol (10-7M), 1,4x 10-6 M hydrocortisone (1,4 x 10-3 M) og 5 µg/ml 

prolactin (150 IU).  

 

Allar frumulínur voru oftast ræktaðar í T25 flöskur nema þegar átti að safna þeim og 

hirða, þá voru frumurnar settar í T75 flöskur.  

 

Aðferð við að skipta á frumunum: 

Frumurnar voru þvegnar með PBS. Trypsínið (0,25% Trypsin-EDTA lausn, oftast 

1ml) var sett í flöskuna og látið bíða í nokkrar mínútur. Nýtt æti var sett út í, blandað 

vel saman og svo látið í 15ml glas. Glasið var spunnið við 2000 rpm í 3 mínútur við 

23°C (á við um allar frumulínur nema MDA-MD-231). Flotið var tekið af, botnfallið 

leyst upp með smá æti og hluti af því var látið í nýja flösku og fyllt upp í 

lokarúmmáli með æti. Flöskunni var vaggað fram og tilbaka.  
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Aðferð til að ná frumum beint af T25 flösku: 

Öll áhöldin voru sett á ís í byrjun. Fyrst var ætið tekið af frumunum og skolað vel 

með PBS, flöskunni vaggað fram og tilbaka oft. Mælt var 170μl af RIPA BUFFER 

(innihald: 50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1,0 % NP40, 1,0 % Na-deoxycholate 

og 0,1 % SDS) og PI (protein inhibitor, 7x) í flöskuna og látið á ís í 10 mínútur ásamt 

eppendorf glösum. Eftir 10 mínútur var skafað vel af botninum niður í eitt horn með 

sköfunni, tekið upp með pípettu og sett í eppendorf glas og geymt á ís í 10 mínútur. 

Á þessum 10 mínútum átti að velta glasinu 4 sinnum. Áður en glösin voru sett á ís í 

10 mínútur þá mátti draga sýnið í gegnum nál ef það var seigt. Þegar búið var að láta 

sýnið bíða í 10 mínútur var það spunnið við 14000 rpm í 20 mínútur við 4°C. Flotið 

var tekið af og sett í nýtt vel merkt eppendorf glas og látið í frysti. Hjá MCF10A 

voru frumurnar losaðar af flöskunni með trýpsíni sem brýtur niður prótín.  

 

 

3.2 Western blettun 

3.2.1. Rafdráttur á agarósageli 

Gelið er samsett úr tveimur mismunandi blöndum. Neðra gelið nefnist 

aðgreiningargel (e. running gel) og efra nefnist þjöppunargel (e. stacker). 

Aðgreiningargelið var með 10% acrýlamíðblöndu og pH 8,8 á meðan þjöppunargelið 

var með 4% acýrlamíðblöndu og pH 6,8. Aðgreiningargel eru með mismunandi 

prósentu tölu, það fer eftir því hversu stórt prótínið er sem verið er að skoða.  

Aðgreiningargelið, 10 ml lausn: 

• 4 ml H2O 

• 3,3 ml 30% acrýlamíð blanda* 

• 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8) 

• 0,1 ml 10% SDS 

• 100µl af 10% APS  

• 4µl af TEMED 

Þjöppunargelið, 5 ml lausn:  

• 3,61 ml H2O 

• 0,83ml 30% acrýlamíð blanda* 

• 0,42 ml 1,5 M Tris (pH 6,8) 

• 0,05 ml 10% SDS 

• 0,05 ml 10% APS 

• 0,005 ml TEMED 

*30% acrýlamíð blanda: 29,2% acrýlamíð og 0,8% bis-acrýlamíð 

Fyrst var neðra gelið, aðgreiningargelið, búið til. Blandað var saman vatni, acrýlamíð 

blöndu, Tris (pH 8,8) og 10% SDS, afgasað í 15 mínútur, APS og TEMED var bætt 

út í stinkskáp. Tveimur glerplötum var haldið saman með klemmu og var lausninni 

helt í og látin standa í ~90 mínútur svo hún stífnaði. Vatn var sett ofan á, svo að 
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lausnin myndi ekki gufa upp áður en hún stífnaði. Efra gelið (e. stacker) var búið til á 

sama hátt nema í lokin var greiðu komið fyrir efst í lausninni, til þess að mynda 

brunnanna 10.  

 

Notuð var BCA aðferð til að ljósmæla. Ljósmæling með BCA aðferð gengur út á það 

að nota “blank” auk 5 staðla til þess að búa til viðmiðunar kúrfuna, svo hægt sé að 

finna út prótínstyrk í sýnum með óþekktan prótínstyrk. Staðlarnir voru með styrkina: 

25, 250, 500, 750 og 2000µg/µl. Prótínlausnir voru þynntar 1:10, í lausnunum voru 

1µl af lýsati og 9µl af RIPA og PI .  

Að lokum var WR lausnin útbúin sem samanstóð af lausn A (e. BCATM Protein 

Assay Reagent A: sodium carbonate, sodium bicarbonate, BCATM  detection reagent 

(bicinchoninic acid) and sodium tartrate in 0,1N sodium hydroxide) og lausn B 

(BCATM Protein Assay Reagent B: 4% cupric sulfate), í hlutföllunum 50:1. Báðar 

lausnirnar voru frá Thermo Scientific (úr BCATM Protein Assay kit).  

Í hvert eppendorf glas var sett 200µl af WR lausn, bæði fyrir sýnin og staðlanna. Öll 

glösin voru síðan sett í hitabað við 37°C í 30 mínútur. Eftir það var ljósmælt í nano-

drop tæki.  

 
Tafla 2. Niðurstöður á mælingu á prótínstyrk með BCA aðferð.  Í töflunni má sjá frumulínurnar 9, 

þynning þeirra í lausnunum og prótínstyrkinn í hverri frumulínu. 
Frumulína  Þynning  Ljósmældur styrkur µg/µl  10x 
SUM52 1:10 0,152 1,52 
SUM229 1:10 0,103 1,03 
CAMA-1 1:10 (0,240+0,084)/2=0,162* 1,62 
MCF7 1:10 1,369 13,69** 
MCF10A 1:10 0,240 2,4 
HCC1500 1:10 0,132 1,32 
T47D 1:10 0,101 1,01 
ZR-75-1 1:10 0,079 0,79 
MDA-MB-231 1:10 0,090 0,90 
* Fyrst mældist CAMA-1 0,240 µg/µl en kúrfan var ekki slétt og fín heldur mjög hlykkjótt, mælt var 

aftur í lokin en þá mældist CAMA-1 bara 0,084 µg/µl sem var mjög skrítið miðað við fyrra gildið. 

Meðaltalið af þessum tveimur mælingum var notað.  

**MCF7 mældist í ótrúlega háum styrk.   
 

Sýnin voru útbúin þannig að prótínunum (lýsat úr hverri frumulínu) var blandað 

saman við RIPA og PSB (protein sample buffer-litur, innihald: 300 mM Tris pH 6,8, 
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10% SDS, 50% glycerol, 0,04% bromophenol blue og 25% beta-mercaptoethanol) 

áður en þau voru hlaðin á gelið.   

Til að fá jafnt prótínmagn í öllum frumulínum þurfti að miða við lægsta ljósmælda 

styrkinn, sem var hér 0,79 (sjá töflu 2).  

• Prótínmagn: 0,79µg/µl*16µl= 12,64µg –það er lokastyrkur 

Í hvern brunn fór 20µl af sýni. PSB var í 5x styrk, þetta var blár litur sem var notaður 

til þess að fylgjast með sýninu þegar það dróst niður í gelinu. Þá voru 16µl eftir sem 

skiptust á milli lýsatsins og RIPA buffersins, misjafnt eftir því hver ljósmældi 

styrkurinn var. Til þess að reikna út hversu mikið magn þurfti af lýsati og RIPA 

buffer til að búa til 20μl sýni með lokastyrkinn 12,4 μg voru notaðar mælingarnar í 

töflu 3.  

• magn lýsats, x μl = lokastyrkur/ljósmældur styrkur.  

Til að rafdraga gelið var notuð lausn sem samanstóð af 25 mM Tris base, 192 mM 

Glycine og 1% SDS. Áður en sýnin voru hlaðin á gelið voru þau soðin í ca. 5 

mínútur og síðan spunnin örsnöggt. Markerinn og sýnin voru hlaðin á gelið, með 

markerinn í fyrsta brunninum. Marker er mælistika sem myndast í gelið við rafdráttin 

sem er notaður til að ákvarða lauslega stærð bandanna sem kemur út við rafdráttinn 

úr sýnunum. Gelkeyrslan var fyrst við 100V í byrjun en hækkuð upp í 150V þegar 

prótínin voru komin í gegnum efra gelið, gelkeyrslan var í ca. 1 og ½ klukkutíma.   

 

 

3.2.2 Færsla prótína úr geli yfir á himnu 

Þegar búið var að keyra gelið var það losað frá glerplötunum, PVDF himna var bleytt 

í metanóli í ~15-20 sekúndur, í H2O í 2 mínútur og að lokum í transfer lausn (1X 

lausn: 25 mM Tris base, 192 mM glycine, 20% metanól) í rúmlega 5 mínútur. Pappi 

sem var notaður var bleyttur í transfer lausn og látinn liggja í nokkrar mínútur. Þessu 

var raðað í transfer tækið í eftirtalinni röð (neðan frá og upp): 

• Pappi, himna, gel og pappi 

Prótínfærslan var gerð við 15V í 94 mínútur. Eftir á var pappanum og gelinu hent en 

himnan tekin með pinsettu og sett í lítið box. Til þess að athuga hvort vel gekk að 

færa yfir á himnuna var Ponceau S litur (Sigma) settur út í boxið. Liturinn binst 

prótínunum og þá sjást rauðbleik bönd ef prótínfærslan tókst. Greinileg bönd sáust 

fyrir allar frumulínur nema MCF7 og MCF10A, þar sem böndin voru dauf. Litnum 
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var svo skolað af með vatnið og síðan TBS-T (1X: 20 mM Tris pH 8,0 og 0,15 M 

NaCl og 0,1% Tween-20). 

 

 

3.2.3 Blokkering 

5% mjólk (2,5 g undanrennuduft í 50 ml af 1X TBS-T) var sett út í boxið með 

himnunni í og síðan var boxið látið á rugguna í 1 klukkutíma. Þetta var gert til þess 

að blokkera bindistaði á himnunni. Síðan var mjólkinni hellt af og hún skoluð með 

TBS-T. 

 

 

3.2.4 Himna þreifuð með mótefni 

Himnan var fyrst þreifuð með 1° mótefninu Ash2l (styrkur 0,1 mg/ml, 

www.abcam.com). Ash2l mótefnið var blandað út í 5% mjólk, lokarúmmál var 6ml 

og lokastyrkurinn var 2*10-3 mg/ml.  

Mótefnið var blandað vel saman við mjólkina og hellt á himnuna í boxið og vaggað 

yfir nótt. Næsta dag var Ash2l í mjólk tekið af og himnan þvegin: 

• Skoluð 2x með TBS-T 

• Þvottur: 3x 5 mínútur og 1x ~15 mínútur með TBS-T 

TBS-T var hellt af á milli þvotta, nema í síðasta skiptið. Þá var TBS-T haft á þangað 

til 2° mótefnið var sett á. Boxið var haft á ruggunni allan tímann.  

 

Eftir þvottinn var himnan þreifuð með 2° anti-mús mótefninu (1 mg/ml) Það var 

þynnt út í 5% mjólk, lokarúmmál var 6ml og lokastyrkurinn var 1*10-4 mg/ml. 

TBS-T var hellt af og 2° mótefnið í mjólk hellt á. Látið rugga í 1 klst og himnan 

þvegin aftur: 

• Skoluð 2x með TBS-T 

• Þvottur: 3x 5 mínútur og  1x ~10 mínútur  

TBS-T var hellt af á milli þvotta. 
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3.2.5 Framköllun 

Enhanced Chemilluminescence (ECL frá Amersham) var notað til framköllunar.  

Himnan með prótínunum var tekin með pinsettu úr boxinu, þurrkuð aftan á með 

fínlegum pappír og sett svo á plastfilmu. ECL lausnin var blönduð saman, 1ml af 

lausn A (ECL auk hvarfefnis lausn sem inniheldur Tris lausn) og 25µl af lausn B 

(Stokk Acridan lausn í díoxan og etanóli). 2° anti-músa mótefnið er tengt við HRP 

(Horseradish Peroxidase). Það hvarfast við efni í ECL og myndar við það ljós sem 

ljósnæm framköllunarfilma nemur. ECL lausnin var síðan hellt á með pípettu yfir 

himnuna, passað að lausnin þakti himnuna alla. Látið standa í 1 mínútu. Þá var 

himnan tekin upp með pinsettu og þurrkuð aftan á með fínlegum pappír. Síðan var 

himnan pökkuð inn í plastfilmu sem þurfti að vera slétt svo að það kæmi engar 

loftbólur á milli plastfilmunnar og himnunnar. Að lokum var himnan sett í kassettu, 

filma lögð á himnuna og beðið í 1 mínútu. Filmunni var snúið og hinn endi hennar 

var settur á himnuna, beðið í 15 sekúndur og svo var filman framkölluð. Ein filma til 

viðbótar var framkölluð, í 30 sekúndur og í 10 sekúndur.  

 

 

3.2.6 GAPDH 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase) prótínið er 35,8 kD að stærð 

(www.uniprot.org). Áður en hægt var að þreifa himnuna með GAPDH þurfti fyrst að 

fjarlægja 1° og 2° mótefnin sem voru fyrir á himnunni. Til þess var notuð lausn með 

lágt sýrustig, svokölluð hreinsunarlausn (0,2M glycine pH 2,9, 0,1% Tween-20)  

Hreinsun himnunnar:  

• þvottur: 4x 5 mínútur með TBS-T 

• 6ml af hreinsunarlausn var sett í boxið 

• haft á í 30 mínútur, hellt svo af 

• skolað 3x með TBS-T 

• þvottur: 4x 5 mínútur með TBS-T 

• mjólk sett í boxið, haft á ruggunni í 1 klst.  

Mjólkinni var síðan hellt af og himnan þveginn með TBS-T: 

• Skoluð 2x  og þvottur: 3x 5 mínútur og 1x rúmlega 10 mínútur  

Eins og gert var fyrir Ash2l, þá var himnan fyrst þreifuð með 1° mótefni, þvegin og 

þreifuð með 2° mótefni. 1° mótefnið var GAPDH (5,65 mg/ml, www.researchd.com) 
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sem var haft á himnunni við lokastyrkinn 5,65*10-5 mg/ml í 1 klst. Anti-mús 2° 

mótefnið (1 mg/ml)  var haft á himnuna í 1 klst með lokastyrkinn 5*10-5 mg/ml. Eftir 

þvott var ECL sett á himnuna, alveg eins og lýst var fyrir Ash2l hér að ofan og tvær 

filmur voru framkallaðar, önnur filman var með tímanna 30 sekúndur og 10 sekúndur 

á meðan hin var með tímanna 45 sekúndur og 1 mínútu.  

 

3.2.7 Filmuskönnun og mæling á bandastyrk 

Allar filmurnar voru skannaðar inn í tölvu og voru myndirnar Ash2l-10 sekúndur og 

GAPDH-1 mínúta valdar til þess að vinna niðurstöðurnar. Notað var Photoshop til að 

klippa út myndirnar, stækka þær og til að mæla bandastyrk. Aðferðin sem að lokum 

var ákveðið að nota (www.protocol-online.org), var að búa til sér kassa fyrir hvert og 

eitt band fyrir sig á myndinni. Fyrst þurfti að snúa við litunum á myndinni (e. invert).  

Síðan voru búnir til kassar fyrir hvert band, skrifaðar voru inn tölurnar (e. mean, hér 

ekki meðaltal)  og myndeiningar (e. pixels) í Excel og talan fyrir bakgrunninum á 

myndinni. Til þess að reikna út bandstyrkinn þá var bakgrunnurinn dreginn frá 

bandinu og síðan margfaldað saman við myndeiningar töluna. Þetta var gert fyrir öll 

böndin sem sáust fyrir hverja frumulínu. Eins var gert fyrir Gapdh. Þar sem Gapdh 

böndin runnu eiginlega öll saman var stærð Gapdh kassans miðað við stærðAsh2l 

bandanna í sömu rás. Gert var sjónrænt mat á stærð kassans og gæti því verið 

smávegis skekkja í útreikningunum. 

Til þess að reikna út prótíntjáninguna var bandstyrkur Ash2l prótínsins deilt með 

bandstyrk Gapdh prótínsins fyrir hverja frumulínu. Þetta var gert til að leiðrétta 

hleðsluna.  
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4. Niðurstöður 

 
Í þessari tilraun var prótíntjáning á Ash2l könnuð í 8 brjóstakrabbameinsfrumulínum: 

SUM52, SUM229, CAMA-1, MCF7, HCC1500, T47D, ZR-75-1 og MDA-MB-231. 

Frumulínurnar SUM52, CAMA-1, HCC1500, T47D og ZR-75-1 voru valdar af því 

að þær eru með mögnun á litningasvæðinu 8p11.2 þar sem genið ASH2L er staðsett 

og frumulínurnar MCF7 og MDA-MB-231 voru valdar vegna þess að þær eru með 

tap á 8p11.2 (tafla 1).  Ekki er víst um litningafjölda á svæðinu þar sem ASH2L 

genið er staðsett hjá SUM229 frumulínunni en hún er höfð með þar sem þekktar eru 

brenglanir á 8p11-p12 svæðinu (Yang, Zeng Q., o.fl., 2006). MCF10A er 

brjóstaþekjufrumulína sem var höfð með sem viðmiðunarfrumulínu. Úr öllum 

þessum frumulínum voru búin til frumulýsöt, prótínstyrkurinn var mældur í öllum 

sýnunum og að lokum var Western blettun gerð. Á himnu var þreifað með mótefni 

sem var sértækt fyrir prótínið Ash2l. Þegar búið var að þreifa með mótefninu Ash2l 

og framkalla filmuna sáust þrjú bönd, sjá mynd 2.  

 

Það er talið að Ash2l prótínið hafi þrjú ísóform (1, 2, 3), sem eru mynduð með 

valsplæsingu. Ísóform 1 er 68,7 kDa að stærð á meðan ísóform 2 er 56,5 kDa. 

Ísóform 3 hefur þó enn ekki verið staðfest með tilraunum (www.uniprot.org) en það 

er talið vera 60,2 kDa að stærð. Á mynd 2 er líklegast að stærsta bandið sé Ash2l.1, 

sem er ísóform 1, það næst stærsta sem sést aðeins móta fyrir er líklegast Ash2l.3 

sem er ísóform 3 ef tekið er mið af stærð (60,2 kDa) og minnsta bandið er 

væntanlega Ash2l.2 sem er ísóform 2. Eins og var nefnt hér að ofan er ekki búið að 

staðfesta ísóform 3 og því gæti miðbandið sem er merkt Ash2l.3/** á mynd 2 líka 

verið niðurbrotið prótín.  
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Mynd 2: Ash2l ísóform 1 er mest tjáð í öllum brjóstakrabbameinsfrumulínunum. A). Myndin 

sýnir tilvist ísóformanna þriggja, 1, 2, og 3. Himnan var þreifuð með 1° mótefninu Ash2l, lokastyrkur 

þess var 2*10-3 mg/ml og lokastyrkurinn á 2° mótefninu (anti-mús) var 1*10-4 mg/ml.  B). Myndin 

sýnir staðsetningu GAPDH í frumulínunum. Himnan var þreifuð fyrir GAPDH, 1°mótefnið var með 

lokastyrkinn 5,65*10-5 mg/ml og 2° mótefnið með lokastyrkinn 5*10-5 mg/ml. Prótínstærðar marker 

var merktur inn á myndinni eftir staðsetningu hans á himnunum. Fyrir ofan rásirnar voru 

frumulínurnar merktar inn, þar sem M þýðir mögnun á DNA á litningasvæði gensins ASH2L, T þýðir 

tap og N/T þýðir normal og tap á DNA gensins ASH2L. Ash2l.1 er ísóform 1, * er líklegast ósértækt 

prótín (Wysocka, J o.fl., 2003), Ash2l.3/** er ísóform 3 eða ** niðurbrotið prótín, Ash2l.2 er ísóform 

2 og GAPDH er hleðsluviðmiðið.  

 

Í öllum brjóstakrabbameinsfrumulínunum var Ash2l.1 (ísóform 1) tjáð í miklu 

magni. Prótínið ætti að vera 68,7 kDa samkvæmt útreikningum á amínósýrunum sem 

ASH2L mRNA skráir fyrir, en á mynd 2 sést ísóform 1 á milli 72 og 95 kDa 

stærðarmarkera, eða ca 80kDa samkvæmt niðurstöðum Wysocka, J o.fl., 2003. 

Skuggaböndin fyrir neðan Ash2l.1, merkt með stjörnu á mynd 3, eru líklegast 

ósértæk prótín. Þessi skuggabönd sjást líka í niðurstöðum Wysocka o.fl., 2003,  en 

þau rannsökuðu samband HCF-1 prótínsins við HDAC (histone deacetylase) og 

HMT (histone methyltransferase) (Wysocka, J o.fl., 2003).  

Ash2l.2 (ísóform 2) er tjáð í öllum brjóstakrabbameinsfrumulínunum nema í MCF7 

og MDA-MB-231, þar er það ekki til staðar.  Stærð bandsins sem er merkt Ash2l.2 á 

mynd 2 passar við stærð ísóform 2 sem er 56,5 kDa.  

Ash2l.3 er tjáð minnst af þessum þremur ísóformum í brjóstakrabba-

meinsfrumulínunum, en aftur á móti er það ekki tjáð í MCF7. Ash2l.3 getur annað 

hvort verið ísóform 3 eða niðurbrotin prótín sem eru þá leifar frá ísóformi 1.  
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MCF10A hefur verið notuð sem eðlileg frumulína og átti að nota hana sem 

viðmiðunarfrumulínu í verkefninu. Eins og sést mjög skýrt á myndinni hér fyrir ofan 

var ekkert Ash2l prótín til staðar í MCF10A, og því var ekki hægt að nota þessa 

frumulínu sem viðmiðunarfrumulínu. Samt voru önnur prótín til staðar í rásinni, þar 

sem Gapdh sést í MCF10A á mynd 2B. Ástæðan fyrir því að Gapdh var til staðar en 

ekki Ash2l í MCF10A gæti verið sú að notuð var önnur einangrunaraðferð við 

MCF10A en hinar frumulínurnar. Ástæðan gæti líka verið sú að prótínmagn Ash2l í 

MCF10A sé of lágt til að mæla það með þeirri aðferð sem var notuð í þessu verkefni. 

Í töflu 3 eru sýndar niðurstöður mælinga á styrkleik banda á mynd 2.  

 

Prótínmæling var gerð fyrir öll frumulýsötin og hlaðið var jafn miklu prótínmagni í 

hvern brunn. Til þess að bera saman magn milli frumulína var prótínmagn Gapdh 

deilt í magn Ash2l prótíns til þess að leiðrétta fyrir hleðslunni. Eins og sjá má í töflu 

3 virðist vera örlítil tjáning á öllum ísóformum Ash2l í MCF10A, Ash2l ísóform 2 og 

3 í MCF7 og Ash2l ísóform 2 í MDA-MB-231, þessar tölur eru þó innan 

skekkjumarka. Þegar skoðuð er mynd 2 þá sjást ekki þessi ísóform á myndinni né 

heldur á filmunni. Ástæðan fyrir því að það virtist vera örlítil tjáning á þessum 

fyrrnefndu ísóformum gæti verið sú að kassarnir hafi náð aðeins út fyrir böndin við 

reikning bandastyrks, sjá efni og aðferðir.  
 

Tafla 3. Niðurstöður úr útreikningunum á bandastyrknum hjá frumulínunum 9. Frumulínunum 

er raðað í röð, eftir því hvort þær eru með DNA mögnun, tap eða eðlileg/tap og svo er “eðlilega” 

frumulínan neðst í töflunni.  Hlutfall-1 er hlutfallið á milli Ash2l.1 og Gapdh, hlutfall-2 er hlutfallið á 

milli Ash2l.2 og Gapdh og hlutfall-3 er hlutfallið á milli Ash2l.3 og Gapdh.  Hlutfallið er reiknað út til 

þess að leiðrétta fyrir hleðslunni á gelið.  

Frumulínur 8p11-p12 Ash2l.1 Ash2l.2 Ash2l.3 
SUM52 Mögnun  1465776 1011416 50833,4 
CAMA-1 Mögnun  1029576 528886,1 53148 
HCC1500 Mögnun   1267675 430790,9 41895,5 
T47D Mögnun 760515,8 267540 14894,9 
ZR-75-1 Mögnun 1363640 709560 22952,2 
SUM229 Eðlileg/tap 892228,5 248803,2 22464 
MCF7 Tap   950956,2 21698,3 7326,9 
MDA-MB-231 Tap  939657,6 27658,8 76810,2 
MCF10A “Eðlileg” 41126,4 19295,9 5414,4 
“Blank”  107,58 107,18 106,88 
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Frumulínur Gapdh Hlutfall-1 Hlutfall-2 Hlutfall-3 
SUM52 217093 6,75 4,66 0,23 
CAMA-1 109061,8 9,44 4,85 0,49 
HCC1500 176378,4 7,19 2,44 0,24 
T47D 76322,4 9,96 3,50 0,19 
ZR-75-1 103210,8 13,21 6,87 0,22 
SUM229 133142,4 6,70 1,87 0,17 
MCF7 163903,5 5,80 0,13 0,04 
MDA-MB-231 135150,1 6,95 0,20 0,57 
MCF10A 132998,4 0,31 0,14 0,04 
“blank” 103,52    
 

Sjá má á mynd 3 niðurstöður úr töflu 3 sem voru settar upp í súlurit. Til þess að 

teikna upp súluritið hér fyrir neðan voru notaðir bandastyrkir allra ísóforma svo það 

yrði auðveldara að bera saman prótínmagnið milli frumulína. Ekki voru teknir með 

bandastyrkir fyrir öll ísóform Ash2l í  MCF10A frumulínu, ísóform 2 í MDA-MB-

231 frumulínu og ísóform 2 og 3 í MCF7 frumulínu í súluritinu þar sem sáust ekki 

þessi ísóform Ash2l á himnunni, sjá mynd 2.   
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Mynd 3: Ash2l prótíntjáning er hærri í frumulínum með mögnun á DNA. Prótínmagn Ash2l í 

átta brjóstakrabbameinsfrumulínum með annað hvort DNA mögnun eða tap á 8p11-p12. Til þess að 

auðvelda samanburð eru magn hinna mismunandi forma Ash2l sett upp í súluriti. Frumulínur eru 

sýndar á x-ás. Fyrsta súlan í hverri frumulínu er ísóform 1, önnur súlan er ísóform tvö og þriðja súlan 

er ísóform 3/niðurbrotið prótín. MCF10A frumulínan er ekki  með á súluritinu, þar sem ekkert Ash2l 

prótín sást á filmunni. Grænu litirnir þýða mögnun, gulu litirnir þýða að staðan sé óviss og rauðu 

litirnir þýða tap.  
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Vitað er að frumulínurnar SUM52, CAMA-1, HCC1500, T47D og ZR-75-1 eru allar 

með mögnun á 8p11.2 þar sem ASH2L genið er staðsett.  Einnig er vitað að MDA-

MB-231 og MCF7 eru með tap á því svæði. SUM229 er talin vera annað hvort 

eðlileg eða með tap á 8p11.2 en það er óvíst því að þreifarar sem voru notaðar í 

rannsókn Yang, Zeng Quan og félaga (2006) náðu ekki yfir allt svæðið, þ.e. það 

vantaði þreifara fyrir ASH2L. Þess vegna er ekki hægt að segja til um hvort SUM229 

sé eðlileg eða með tap á 8p11.2. Hún er eðlileg á sumum stöðum en með tap á öðrum 

stöðum á 8p11-p12 og af niðurstöðum verkefnisins er ekki hægt að ákveða hvort hún 

sé eðlileg eða með tap fyrir genið ASH2L, þar sem bara prótíntjáningin var skoðuð. 

SUM229 virðist verða eðlileg þar sem EIF4EBP1 er staðsett (38,01 Mb, 8p12) en 

með tap þar sem LSM1 er staðsett (38,14 Mb, 8p11.2) (Yang, Zeng Quan o.fl., 

2006).  

 

Í samræmi við mynd 2 sést á súluritinu í mynd 3 að Ash2l ísóform1 er mest tjáða 

ísóformið í frumulínunum. Hæst er tjáningin á ísóformi 1 í ZR-75-1 en minnst í 

MCF7. Þó svo að MDA-MB-231 sé með tap þá er rétt aðeins meiri tjáning þar heldur 

en í SUM52 sem er með mögnun.  

Ef tjáning á Ash2l ísóform 2 er borin saman í þessum 8 frumulínum sést á mynd 3 að 

mesta tjáning er í ZR-75-1, CAMA-1 og SUM52. Næst mesta tjáningu má sjá í T47D 

og HCC1500. Minni tjáning er á ASH2L ísóform 2 í SUM229. Engin tjáning er á 

ísóformi 2 í MCF7 og MDA-MB-231.  

Minnsta tjáning er á Ash2l ísóform 3 miðað við ísóform 1 og 2. Mjög lítil tjáning er í 

SUM52, HCC1500, T47D, SUM229 og ZR-75-1 en örlítið meiri tjáning sést í 

CAMA-1 og MDA-MB-231. Engin tjáning sást í MCF7 og MCF10A. Ísóform 3 gæti 

verið niðurbrot af ísóformi 1 eins og hefur komið fram.  

 

Niðurstöðurnar benda því til aukinnar prótíntjáningar á geninu ASH2L í 

frumulínunum sem eru með DNA mögnun á litningasvæði gensins og minni 

prótíntjáningar í frumulínunum sem eru með tap á DNA.  
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5. Umræður 
 

Það þurfti að endurtaka prótínmælinguna og gelkeyrsluna nokkrum sinnum. Í fyrsta 

skiptið komu engin bönd þegar filmurnar voru framkallaðar. Samt voru prótín til 

staðar á himnunni, það var athugað með því að lita himnuna með Ponceau S lit. Í 

annað skiptið komu mjög dauf bönd á filmunni með sérstæka mótefninu Ash2l og 

sama gerðist fyrir Gapdh mótefnið. Þar sem bæði 1° mótefnin voru framleidd í mús 

var sama 2° mótefnið notað fyrir Ash2l og Gapdh himnurnar. Talin var ástæðuna 

fyrir daufu böndunum vera þá að anti-músa mótefnið var ekki nógu vel blandað 

saman. Í þriðja skiptið var búið að blanda mótefnið vel saman fyrir notkun og að auki 

var notað meira magn af mótefninu. Gekk sú tilraun vel og eru niðurstöðurnar sýndar 

hér að ofan, í niðurstöðukaflanum. Að vísu varð Ash2l.1 bandið yfirlýst eins og sést 

á mynd 2 og þar af leiðandi má gera ráð fyrir einhverri skekkju í bandastyrk þess.  

 

Góðar niðurstöður, eða sterk bönd, fengust fyrir allar brjóstakrabbameinsfrumulínur 

nema fyrir MCF10A sem átti að vera notuð sem viðmiðunarfrumulínan. Ekkert 

Ash2l var til staðar í MCF10A frumulínunni en önnur prótín voru til staðar, það sást 

þegar himnan var lituð með Ponceau lit. Ein skýring á því að það kom ekkert Ash2l 

fram í MCF10A gæti verið sú að meðhöndlunin á lýsatinu hafi ekki verið nógu góð, 

t.d að lýsatið hafi ekki verið alltaf geymt á ís eða ekki sett strax á ís eftir einangrun.  

Síðan gæti það líka haft einhver áhrif að MCF10A lýsatið var eldra heldur en hin.  

MCF7 mældist í frekar háum styrk, hugsanlegt er að gleymst hafi að þynna sýnið 

tífalt.  

 

Þar sem niðurstöður þessa verkefnis sýna að það sé mikil tjáning á Ash2l í öllum 

frumulínunum með mögnun á 8p11-p12, gæti það bent til þess að ASH2L genið sé 

hugsanlega æxlisgen. Þetta eitt dugar samt ekki til að draga endalega þá ályktun,  

rannsaka þarf fleiri þætti sem koma við sögu, t.d. hvort genið geti ummyndað 

venjulegar frumur og jafnvel hindrað frumum að fara í stýrðan frumudauða o.fl. 

Þessar niðurstöður benda til þess að aukning á eintakafjölda ASH2L gensins í 

brjóstakrabbameinsfrumulínum leiði til marktækrar aukningar á Ash2l prótíninu. 

DNA mögnun leiðir til aukningar á mRNA og prótíntjáningar en minni prótíntjáning 

bendir ekki endilega alltaf til taps á DNA eða öfugt. MCF7 og MDA-MB-231 eiga 
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að vera með tap á 8p11.2 en samt tjá þær báðar Ashl2 ísóform 1. Ein hugsanleg 

skýring á því gæti verið sú að það hefur orðið yfirfærsla af 8p11.2 yfir á annan 

litning þar sem tjáningin gæti verið örvuð, t.d. á svæði nálægt efliröð. Þá getur orðið 

meiri tjáning á Ash2l þar miðað við tjáninguna þegar það er staðsett á 8p11.2. Þetta 

gæti verið ástæðan fyrir því að það er meiri tjáning á Ash2l í MCF7 og MDA-MD-

231 en búist var við, þar sem þær eru með tap á 8p11.2. Önnur hugsanleg skýring er 

sú að stýrilröð hafi tapast og því er brenglun á stjórnun og þ.a.l. verður aukin 

prótíntjáning.  

 

Til að draga saman niðurstöðurnar þá eru SUM52, CAMA-1, HC1500, T47D og ZR-

75-1 með DNA mögnun á 8p11.2 og aukningu á prótíntjáningu Ash2l á meðan 

MDA-MB-231 og MCF7 eru með tap á 8p11.2 og lægri prótíntjáningu á Ash2l, 

sérstaklega ísóform 2. Óvíst er hvort SUM229 sé eðlileg eða með tap á 8p11.2, þar 

sem þreifarar í einni rannsókninni (Yang, Zeng Quan o.fl., 2006) voru ekki staðsettir 

þar sem ASH2L er, en SUM229 er bæði eðlileg og með tap á 8p11-p12.  

 

Nokkrar rannsóknir hafa verið gerðar á ASH2L en ekki margar. Niðurstöður 

Lüscher-Firzlaff o.fl., frá 2008, benda til þess að Ash2l virki sem æxlisprótín (e. 

oncoprotein) þar sem það er yfirtjáð í æxlum, bæling á tjáningu Ash2l hindrar vöxt 

æxlisfrumulína og Ash2l tekur þátt í ummyndun á REFs (rat embryo fibroblasts) 

ásamt Ha-RAS. Annað atriði sem kom í ljós var að yfirtjáningin á Ash2l var vegna 

þess að framleiðsla og stöðugleiki prótína var meiri í æxlisfrumum. Niðurstöður 

þeirra sýndu líka fram á að það er aukin prótíntjáning á Ash2l í 

brjóstakrabbameinsfrumulínum eins og t.d. ZR-75-1, T47D og reyndar líka í MCF7 

þó að hún sé með tap (Lüscher-Firzlaff o.fl., 2008). Þetta ber nokkurn vegin saman 

við niðurstöðurnar sem fengust úr þessu verkefni.  

 

Vegna þess að ASH2L hefur ekki verið rannsakað mikið væri eðlilegt í framhaldið af 

þessum niðurstöðum að framkvæma fleiri rannsóknir til að skoða prótíntjáningu 

Ash2l í stökum brjóstaæxlum sem eru með mögnun á litningasvæðinu 8p11-p12 til 

þess að staðfesta að ASH2L virki sem æxlisgen. Ef aukning er á mRNA gensins 

ASH2L, ef prótíntjáning á Ash2l er mikill í þessum brjóstaæxlum og ef sýnt er fram  

að genið geti ummyndað venjulegar frumur ásamt því að auka frumuvöxt gæti það 

staðfest að ASH2L sé æxlisgen.  
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Mynd 1: Mögnunarsvæðið, breytt frá upphaflegri mynd (Gelsi-Boyer, Véronique 

o.fl., 2005), bls. 7. 

http://mcr.aacrjournals.org/cgi/content/full/3/12/655/FIG2

 

Mynd 2: Ash2l ísóform 1 er mest tjáð í öllum brjóstakrabbameins-frumulínunum, 

bls. 19.  

 

Mynd 3: Ash2l prótíntjáning er hærri í frumulínum með mögnun á DNA. Bls. 21 

 

 

 

9. Töfluskrá 

 
Tafla 1. Frumulínurnar 9 og staða gensins ASH2L, bls. 9. 

 

Tafla 2. Niðurstöður á mælingu á prótínstyrk með BCA aðferð, bls. 13.  
 

Tafla 3. Niðurstöður úr útreikningunum á bandastyrknum hjá frumulínunum 9, bls. 

21.  
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