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1. Agrip

Brjostakrabbamein er eitt af algengustu krabbameinum i konum 4 Vesturlondum og
par er tidnin haerri en 1 60rum heimshlutum. Brjostakrabbamein getur myndast pegar
margar stokkbreytingar hafa nad ad hladast upp i dkvednum genum. Pa verda
frumurnar fyrir réskun, paer geta haldid afram ad fjolga sér og fara ekki i
frumudauda. Zxlisgen og exlisbeligen koma vid sdgu i myndun brjostazexla.
Margar rannsOknir hafa verid gerdar & litningasvae0id 8pl1-p12, badi 1 brjostaeexlum
og brjostakrabbameins-frumulinum. Sumar frumulinur eru med mégnun 4 8pl1-p12
4 medan adrar eru med tap a pessu svaedi. Einnig hafa fundist hugsanleg @xlisgen a
8pl1-p12 og nidurstddur Ur a.m.k. einni rannsdkn hafa stadfest nokkur gen. Genid
ASH2L er stadsett & litningasvedi 8pll.2 og er 34Kb ad sterd. Protinid Ash2l
myndar prju iséform med valsplasingu, en is6form 3 hefur ekki verid stadfest enn.
Markmid verkefnisins var ad athuga hvort aukin protintjaning a Ash2l veri i
samrami vid aukinn eintakafjolda ASH2L gensins i brjostakrabbameinsfrumulinum.
Raktadar voru 8 frumulinur: SUMS52, CAMA-1, HCC1500, T47D, ZR-75-1, MDA-
MB-231, MCF70g SUM229. MCF10A er nerri pvi edlileg brjostafrumulina og var
hof0 til viomidunar. Protin voru einangrud Gr frumulinunum og proétinstyrkurinn var
ljosmeldur. Sidan var gerd Western blettun, 2 filmur voru framkalladar og ad lokum
var prétintjaningin reiknud.

ber frumulinur sem voru med DNA modgnun 4 8pl1.2 og aukningu 4 protintjdningu
Ash21 voru SUMS52, CAMA-1, HC1500, T47D og ZR-75-1 og par sem voru med
tap 4 8pl1.2 og legri protintjaningu & Ash2l voru MDA-MB-231 og MCF7. Ekki er
hagt ad segja til um hvort SUM229 sé edlileg eda med tap 4 8p11.2, par sem hun er
ymist edlileg eda med tap 4 8p11-p12. Engar nidurstodur fengust fyrir MCF10A.
Rannsaka parf betur ASH2L til pess ad komast ad pvi hvort pad sé¢ axlisgen.



2. Inngangur

2.1 Brjostakrabbamein
Brjostakrabbamein er eitt algengasta krabbamein i konum 4 Vesturlondum
(Newman, B. o.fl., 1988) og pridjungur krabbameina sem greinast i konum er

brjéstakrabbi  (www.cancer.org). Tioni brjostakrabbameins hja konum er

mismunandi eftir heimsalfu og kynpetti, t.d. er hin herri 4 Vesturlondum. Einnig
hafa ymsir umhverfispattir og lifstill 4hrif 4 tidnina (Shen, Ying-Chun o.fl., 2005).

Danartioni kvenna med brjostakrabbamein eykst med aldri (www.cancer.org) og

samkvemt WHO (World Health Organization) er hin hest allra danartiona hja
konum med krabbamein (www.who.int).

Karlmenn geta lika fengi brjostakrabbamein. Pad er p6 mjog sjaldgeef, gerist i minna
en 1% tilfella af 6llum illkynja krabbameinum i karlménnum (Park, Seho o.fl.,
2008). Brjostakrabbamein myndast oftast annad hvort i mjolkurgéngum eda kirtilvef,
pegar starfsemi frumna brenglast sem leidir til pess ad frumurnar vaxa og fjolga sér
oedlilega mikid og fara ekki i frumudauda. Pvi halda par afram ad vaxa og skipta sér
endalaust. Svona frumur fjolga sér hratt og dreifa Ur sér til annarra vefja (Devita,

Vincent T. o.fl., 1997).

Krabbamein orsakast af aunnum eda medfaeddum stokkbreytingum i akvednum
genum. Talid er ad 5-10% brjostakrabbameina eru vegna erfda (Newman, B. o.1l,,
1988). Gerd brjostakrabbameinsaxla ma skipta i tvo flokka eftir myndun peirra, pau
@xli sem myndast vegna aunna breytinga i genum kallast stok (e. sporadic) &xli og
hin gerdin sem myndast vegna medfaeddra breytinga i genum kallast &ttleeg @xli. Pad
myndast ekki bara illkynja a&xli i brjéstum heldur myndast oft godkynja axli sem

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

brjostakrabbameini, en helst eru pad stokkbreytingar i tveimur genum, BRCA1 og
BRCA2, sem auka 4dhettuna & ad fa brjostakrabbamein. bPessar stokkbreytingar erfast.
bekkt er ad morg gen verda fyrir dunnum stokkbreytingum og geta pannig aukid
ahettuna 4 brjostakrabbameini. Margar breytingar purfa samt til pess ad krabbamein
myndist (Strachan, Tom og Read, Andrew P. 2004). [ @xlismyndun koma vid sogu
@xlisgen sem valda stjérnlausum vexti, eins og FGFR2 stadsett a4 10g26 (Ray,

Michael E. o.l., 2004), MYC stadsett & 8q26 og ERBB2 stadsett &4 17q21
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(Kenemans, P. o.fl., 2004). Tvo sidastnefndu genin eru oft mognud i
brjostakrabbameini. Onnur deemi um axlisgen eru LSM1, BAG4 og C8orf4 (Yang,
Zeng Quan o.1l., 2006). SIokkt er & @xlisgenum i venjulegum frumum en kveikt er &
peim i krabbameinsfrumum (Strachan, Tom og Read, Andrew P, 2004). Mikilvagir
peettir fyrir virkjun 4 @xlisgenum eru mognun og yfirtjdning & ymsum svadum i
litningum (Ray, Michael E. o.fl., 2004). Einnig koma vid sogu axlisbaligen i
@xlismyndun, pau stjorna eda hamla frumuskiptingum og geta pvi komid i veg fyrir
myndun krabbameins en slokkt er & peim i krabbameinsfrumum, par sem pau
ovirkjast i exlum. BRCA1l og BRCA2 eru demi um exlisbaligen, en pau eru
adallega tengd ®ttlegum @xlum. Onnur demi um axlisbaligen eru p53 og RBI
(retinoblastoma), p53 er tengt stokum a&xlum 4 medan RBI1 er badi tengt stokum og

ettlegum axlum (Strachan, Tom og Read, Andrew P. 2004).

2.2 Erfoabrenglanir i brjéstakrabbameinum

Ymsar afbrigdilegar breytingar verda til i brjostafrumum sem eru éaskilegar og geta
orsakad brjostakrabbamein. Litningadstodugleiki verdur t.d. pegar fjoldi litninga i
frumu breytist, annad hvort vid {jolfjoldun eda tap 4 heilum litningum eda butum
(Strachan, Tom og Read, Andrew P., 2004). Brot (litningabrot) verda pegar
erfdaefnid tapast eda vixlast 4 milli litninga. I @xlisfrumum verda oft brot 4 svadinu
8pl12-21. Tap 4 dkvednu svadi verdur pegar butur ir DNA r6d tapast og par af
leidandi detta it pau gen sem voru &4 DNA bltnum. Tap finnst oft 4 svaedinu 8p21-ter
i exlisfrumum (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005). Einnig eru tap 4 9p23-24 (An,
Han-Xiang o.fl., 1999), 18p (Morikawa, Aki o.fl., 2005), 16q, 6q og 13q (Jonsson,
Goran o.fl., 2007), 17p (Garcia, Maria J o.fl., 2005), 11q og 4p (Climent, Joan o.fl.,
2002) asamt fleiri sveedum. Mognun verdur pegar pad myndast morg eintok af somu
DNA r60. Oft finnst mégnun & 8pl1-p12 i exlisfrumum (Gelsi-Boyer, Véronique
o.fl., 2005). Litningur 8 virdist koma oft vid sogu i krabbameini. { nokkrum gerdum

krabbameina er mjog algengt ad litningsarmur 8p tapist. (Venter, Deon J o0.fl., 2004).

Krabbamein getur myndast pegar margar stokkbreytingar hafa hladist upp. Ein
asteedan fyrir pvi a0 pessar stokkbreytingar hladast upp oareittar er vegna galla i
vidogerdarferlum. Til pess ad krabbamein myndist purfa ad eiga sér stad tveer

breytingar; annars vegar breytingar i stjorn- og/eda vidgerdargenum sem gerir pad ad



verkum ad tidni annarra stokkbreytinga eykst og litningar verda 6stodugir, hins vegar
breytingar i genum sem annast eftirlit i frumuskiptingu eda frumuhring sem gerir pad
ad verkum ad galladar frumur geta skipt sér. I frumuhringnum eru prir adal
eftirlitsstoovar, G1-S, G,-M og spélu eftirlitsstod. [ flestum krabbameinsfrumum
hefur spélustddin tapast og G;-S er ovirk og pvi geta frumur med stokkbreytingar

haldid afram ad skipta sér (Strachan, Tom og Read, Andrew P., 2004).

2.3 Magnanir i brjostakrabbameini

Genamdgnun veldur oft aukinni proétintjaningu, af pvi ad pa eru til fleiri eintok af
sama geninu sem verdur til pess ad fleiri mRNA gensins myndast. Pannig verdur
meiri tjaning vegna pess ad fleiri eintok af sama prétininu myndast.

Ymis svaedi 4 litningum eru mdgnud upp i brjostakrabbameini, eins og svadin 17q23
med markgen mdognunar PS6K, PAT1, RAD51C og SIGMA1B (Wu, Guo-Jun o fl.,
2000), 20q med markgenin AIB1, AIB3 AIB4, ZNF217, ZNF218, NABCI, PICIL,
CYP24, NABC3, NABC4, NABCS, PFDN4, CAS og STK6 (Hodgson, J. Graeme
o.fl., 2003) og 11q13 med markgenin CCNDI1, EMS1 og PAK1 (Letessier, Anne
o.fl., 2006). Eitt mest rannsakada litningssvedi i tengslum vid genamagnanir i
brjostakrabbameini er svedid par sem ERBB2 er stadsett, 17q21 (Yang, Zeng Quan
o.fl., 20006).

Ymsar adferdir eru notadar til pess ad rannsaka magnanir i krabbameini en helstu
adferdirnar eru FISH (fluorescence in situ hybridization), Southern blettun,
metaphase CGH (Comparative genomic hybridization) og array CGH. (Paterson,
Anna L. o.l., 2007).

2.4 Mognunarsvaedid a 8p

Mognun 4 litningasvaedid 8pll-pl2 4 sér stad badi i stokum og arfgengum
brjéstakrabbameinsexlum (Melchor, Lorenzo o.fl., 2006). Svadid er magnad i 10%-
15% brjostaxxla tilfella (Ray, Michael E. o.fl., 2004) og er pvi eitt svaeda sem er
oftast magnad i brjostakrabbameini (Bernard-Pierrot I o.fl., 2008). Hluta svadisins
er skipt nidur i fjogur undirsvaedi sem nefnast Al (1,27 MB), A2 (800Kb), A3
(1,25Mb) og A4 (460Kb), sja mynd 1 (Melchor, Lorenzo o.fl., 2006). Undirsvadin
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skarast, pannig ad sum genin eru inni 4 tveimur svedum & medan onnur gen lenda

fyrir utan pessara undirsveda (Gelsi-Boyer, Véronique o.l., 2005).
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Mynd 1: A). Litningasvadid 8pl1-p12 med sterdarskala i Mb. B). Flest genin sem eru stadsett 4
8pl1-pl12. C). Undirsvaedin Al-A4. D). Svadi par sem eru brot i nokkrum frumulinum. E). Tidni

mdognunar & akvednum svaedum. (klippt ur upphaflegu myndinni, Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005).

Margar rannsOknir hafa verid gerdar & litningasvaedid 8pll-pl2, t.d. hafa prir
rannsoknahdpar: Gelsi-Boyer, Prentice og Garcia og samstarfsmenn peirra rannsakad
8pll-pl2 i brjostakrabbameinsfrumulinum og stokum brjostaexlum (Melchor,
Lorenzo o.fl., 2006). Rannsokn Garcia og samstarfsmenn hennar er stersta rannsokn
sem hefur verid gerd 4 litning 8p (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005). bau
rannsokudu litningasvaedid 8pll-pl2 1 33 brjostaexlum, 27 brjostakrabbameins-
frumulinum og 20 eggjastokkaexlum med array CGH, FISH og rtq-PCR (real-time
quantitative PCR). Nidurstodur peirra syndu fram a4 ad minnsta sameiginlega
mognunasvadid 1 &xlum og frumulinum er 1 Mb ad sterd og inniheldur genin
FLJ14299, C8orf2, PROSC, GPR124, BRF2 og RABI11FIP1 (Garcia, Maria J o.fl.,
2005). Nokkur gen hafa verid stadfest sem &xlisgen 4 8pl1-p12, t.d. BAG4, LSM1,
and C8orf4. bessi prju gen voru stadfest sem axlisgen par sem pau gatu ummyndad
frumur i MCF10A frumulinunni sem gerdi pad ad verkum ad hin vard 6had
sérstokum in vitro vaxtarpattum (Bernard-Pierrot I o.fl., 2008).

Fleiri @xlisgen eiga liklega eftir ad verda stadfest par sem 21 gen 4 litningasvedinu
8pl1-p12 koma til greina, eins og EIF4EBP1 sem er stadsett nalaegt ASH2L geninu
(Yang, Zeng Quan o.fl., 2006).
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2.5 Genid ASH2L

Genid ASH2L (absent, small, or homeotic discs-2 — like) er eitt af 67 genum sem
eru stadsett & litningasvadi 8pll-pl12 (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005), nénar
tiltekio &4 8p11.2. ASH2L genid er 34.129 basar a0 staerd (www.genecards.org) med

a.m.k. 17 atr6dum og Ash2l prétinid inniheldur 628 amindsyrur (Wang, Junhua o.1l.,
2001). ASH2L lendir bedi & mégnunarundirsvaedi Al og A2 & 8pll-pl2, par sem
pessi svaedi skarast (Gelsi-Boyer, Véronique o.fl., 2005).

ASH2L er mjog likt geninu ash2 i avaxtaflugunni og pad hefur sink-fingur motif
(Wang, Junhua o.fl., 2001). mRNA gensins ASH2L myndar 3 is6form, 1, 2 og 3 med

valsplaesingu en iso6form 3 hefur ekki verid stadfest hingad til (www.uniprot.org).

fsoform 2 er minna en is6form 1 vegna pess ad pad hefur tapad utréd 1 og 15, er pvi
med 501 aminésyru i stad 628 (Wang, Junhua o.11., 2001).

ASH2L hefur litid verid rannsakad og pvi er ekki vitad mikid um hlutverk pess en
talid er a0 Ash2l myndar prétinfloka til ad stjorna tjaningu annarra gena eda pad
virki sem umritunarpattur i gegnum vixlverkun vid DNA radir (Wang, Junhua o.fl.,
2001). Ash2l prétinid hefur fundist i ymsum prétinflokum, t.d. med MLL eda Myc
&xlisprotinum (Lischer-Firzlaff o.fl., 2008). Ash2l er tjad allstadar i likamanum en
adallega 1 lifur og lungu 1 fostrum, i hjarta og eistum (Ikegawa, S. o.fl., 1999).

{ pessari tilraun er tlunin ad skoda tjaningu Ash2l1 prétinsins i 9 frumulinum.

2.6 Frumulinur

Raektadar voru 8 brjostakrabbameinsfrumulinur sem voru annad hvort med tap eda
mognun 4 litningasvedinu 8pll-pl2 (rimlega 10Mb, skv. Yang, Zeng Quan o.fl.,
2006) og var ein edlileg brjostafrumulina, MCF10A, hofo til vidomiounar. MCF10A
er “edlileg” brjostapekju frumulina (Debnath, Jayanta o.fl., 2003) en samt ekki alveg
edlileg par sem hun fer ekki i 61drun og er ekki endanlega sérhafd (www.atcc.org).
ber frumulinur sem eru med moégnun 4 8pl1.2 eru SUMS2 (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). SUMS2 virdist vera med tvo mognunartoppa 4 litningasvaedinu 8pll-pl2,
annad i1 kringum FGFR1 (8p11.2-p11.1) og hitt nar litningsendanum a 8pl1-pl2,

svedi0 par & milli er med mdognun nema pad er tap alveg 4 enda 8pl2, a 8pll.1,
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hluta af 8p11.21 en annar hluti af 8p11.21 er edlilegur (Ray, Michael E. o.fl., 2004).
A0 auki er T47D med tap (brot) vid 34-35Mb 4 8pl2 og vidsnlining vid 34,5-38,15
Mb 4 8pl1-12 sem virdist vera tengt vid litning 14. ZR-75-1 er med yfirferslu af
litningasvaedi 8q og hluta af 8p yfir & 11q, par af leidandi er litningur 11 tviheftur
(med tvo pradhoft). Vid yfirfersluna tapast meiri hlutinn af 11q (Pole, JCM o.1l.,
2006). MDA-MB-231 (Xie, D o.fl., 2002) og MCF7 (Kyt6ld, Soili o.fl., 2000) eru
badar med tap 4 8pll1.2. MCF7 er einnig med yfirfaerslu fra litningi 8 4 litning 14
(Kytold, Soili o.fl., 2000). SUM229 er bxdi edlileg og med tap a 8pll-pl2
litningasvaedinu. Hun virdist verda edlileg par sem EIF4EBP1 er stadsett (38,01MB,
8p12) en med tap par sem LSM1 er stadsett (38,14 Mb, 8p11.2) og par sem ASH2L
er stadsett & 8p11.2 er liklegast a0 SUM?229 sé¢ einnig tap & ASH2L. SUM229 virdist
vera edlileg og med tap til skiptis & 8p11-12 en pd meira edlileg (Yang, Zeng Quan
o.fl., 2006).

{ toflunni hér fyrir nedan ma sja frumulinurnar 9 og stada gensins ASH2L i hverri

frumulinu.

Tafla 1. Frumulinurnar 9 og stada gensins ASH2L. | t6flunni mé sja frumulinurnar sem notadar
voru i verkefninu og upplysingar um tap (T), mégnun (M) eda edlilegan fjolda litninga (N) a 8p11.2,
svadinu par sem genid ASH2L er stadsett.

Frumulina Litningasvaedi ASH2L gensins
SUMS52 Mognun-M

CAMA-1 Mognun-M

HCCI1500 Mognun-M

T47D Mognun-M

ZR-75-1 Mognun-M

MCF7 Tap-T

MDA-MB-231 Tap-T

SUM?229 Ovissa, edlileg/tap-N/T
MCFI10A “Edlileg”-N

2.7 Markmid

Markmid rannsoknar var ad skoda protintjaningu Ash2l 1 9 frumulinum og athuga
hvort aukinn eintakafjolda ASH2L gensins i brjostakrabbameinsfrumulinum leidi til

aukinnar tjaningar 4 Ash2l prétininu.



3. Efni og adferdir

3.1 Frumulinur

Raektun

CAMA-1, MCF7, SUMS52 og SUM229 voru raektadar i ati sem nefndist DMEM/F12
(2 mM glutamine, 0,1 mM sodium pyruvate og 2,4 g/LL sodium bicarbonate) og var
fra Gibco-Invitrogen. Ut i @tid var batt pen-strep (50 einingar/ml af penicillin og
streptomycin). Pen-strep er sett ut i til pess ad koma 1 veg fyrir bakteritumyndun i
®tinu. [ pessu verkefni var notad eldra Iysat fyrir MCF10A sem hafdi verid geymt i
frysti, en htin var einnig reektud i DMEM/F12 ti.

HCC1500, MDA-MB-231, T47D og ZR-75-1 voru raktadar i &ti sem nefndist
RPMI-1640 og var lika fra Gibco-Invitrogen. Eins og med DMEM/F12 var bett Ut i
50 einingum/ml af pen-strep. Zti var sett i S0ml glas.

CAMA-1
Ut i 2tid var ad auki batt vid: 0, mM NEAA og 10% FBS. Frumunum var skipt

oftast 1:3, en stundum 1:2, &4 ca 7-10 daga fresti og skipt var um eti 3x 1 viku.

HCC1500

Ut i 2tid var bett vid: 10% FBS og 10 mM HEPES. Frumunum var skipt 1:3, 4 ca.
10-15 daga fresti. Skipt var um @ti 2x i viku. Frumurnar uxu i klésum sem innihéldu
margar frumur. bad atti ad vera autt & milli klasanna. Klasarnir byggdust upp, sidan

losnudu stakar frumur fra og dreifdu sér um fléskuna og myndudu svo nyja hrauka.

MDA-MB-231
Ut { @tid var bara bett vid 10% FBS. Frumunum var skipt 1:3, 2x i viku og par 4

milli var skipt um &ti einu sinni.

MCF7
10% FBS var batt 1t 1 @tid. Frumunum var skipt 1:5, nema einu sinni 1:2, 4 ca. 4-5

daga fresti og skipt var um ati 2-3x 1 viku.
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T-47D
A9 auki var batt ut i &tid 10% af FBS. Frumunum var skipt 1:6 4 ca. 4-7 daga fresti

og skipt var um eti 2-3x i viku.

ZR-75-1
Ut i &tid var bara bett vid 10% FBS. Fyrst var frumunum skipt 1:2, sidan 1:3 og svo
ad lokum 1:4, 4 ca. 7-10 daga fresti. Skipt var um ati 2-3x 1 viku.

SUM52
Ut i «tid var batt vid 5% FBS, 5 pg/ml insulin (2 mg/ml) og 1 pg/ml hydrocortisone
(0,5 mg/ml). Skipting frumna var 1:4 vid fyrstu skiptingu til pess ad lata frumurnar

jafna sig eftir ad hafa verid i frost.

SUM229
5% FBS, 5 pg/ml insulin (2 mg/ml) og 1 pg/ml hydrocortisone (0,5 mg/ml) var bett
ut 1 &tid. Skipting frumna var 1:3, tok mjog langan tima fyrir frumurnar ad jafna sig

eftir a0 hafa verid i frost.

MCF10A

Ut i tid hafoi verid batt vid 10% FBS, 250ng/ml insulin (500 pg/ml), 10 pg/ml
transferrin (20mg/ml), 10 ng/ml hEGF (20 pg/ml), 2,6 ng/ml Na-selenite (2,6 pg/ml),
10"° M estradiol (10"M), 1,4x 10° M hydrocortisone (1,4 x 10° M) og 5 pg/ml
prolactin (150 IU).

Allar frumulinur voru oftast reektadar i T25 floskur nema pegar atti ad safna peim og

hirda, pa voru frumurnar settar i T75 floskur.

Aodferd vid ad skipta & frumunum:

Frumurnar voru pvegnar med PBS. Trypsinid (0,25% Trypsin-EDTA lausn, oftast
Iml) var sett i floskuna og 1atid bida 1 nokkrar minutur. Nytt ati var sett Ut i, blandad
vel saman og svo 14tid i 15ml glas. Glasid var spunnid vid 2000 rpm i 3 minutur vid
23°C (& vid um allar frumulinur nema MDA-MD-231). Flotid var tekid af, botnfallio
leyst upp med sma @ti og hluti af pvi var 1atid i nyja flosku og fyllt upp i

lokarammali med ati. Floskunni var vaggad fram og tilbaka.
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Adferd til ad na frumum beint af T25 flosku:

Oll 4holdin voru sett 4 is 1 byrjun. Fyrst var @tid tekid af frumunum og skolad vel
med PBS, floskunni vaggad fram og tilbaka oft. Mlt var 170ul 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) 1 floskuna og 14tid 4 is 1 10 minttur asamt
eppendorf glosum. Eftir 10 minutur var skafad vel af botninum nidur 1 eitt horn med
skofunni, tekid upp med pipettu og sett i eppendorf glas og geymt 4 is 1 10 minttur.
A pessum 10 minfitum atti ad velta glasinu 4 sinnum. Adur en glésin voru sett 4 is i
10 minutur pa matti draga synid i gegnum nal ef pad var seigt. Pegar buid var ad lata
synid bida 1 10 minutur var pad spunnid vid 14000 rpm i 20 minutur vid 4°C. Flotid
var tekid af og sett i nytt vel merkt eppendorf glas og 14tid i frysti. Hj4 MCF10A

voru frumurnar losadar af floskunni med trypsini sem brytur nidur protin.

3.2 Western blettun

3.2.1. Rafdrattur a agarosageli

Gelid er samsett Ur tveimur mismunandi blondum. Nedra gelid nefnist
adgreiningargel (e. running gel) og efra nefnist pjoppunargel (e. stacker).
Adgreiningargelid var med 10% acrylamioblondu og pH 8,8 4 medan pjoppunargelid
var med 4% acyrlamioblondu og pH 6,8. Adgreiningargel eru med mismunandi

prosentu tolu, pad fer eftir pvi hversu stort protinid er sem verid er ad skoda.

Adgreiningargelio, 10 ml lausn: bjoppunargelid, 5 ml lausn:
e 4 mlH,O e 3,61 ml H,O
e 3.3 ml 30% acrylamid blanda* e 0,83ml 30% acrylamio blanda*
e 25ml1,5M Tris (pH 8,8) e 0,42 ml 1,5M Tris (pH 6,8)
e 0,1 ml 10% SDS e 0,05 ml 10% SDS

e 100ul af 10% APS
e 4pulaf TEMED

0,05 ml 10% APS
0,005 ml TEMED

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

Fyrst var nedra gelid, adgreiningargelid, buid til. Blandad var saman vatni, acrylamio
blondu, Tris (pH 8,8) og 10% SDS, afgasad i 15 minutur, APS og TEMED var bett
ut i stinkskap. Tveimur glerplétum var haldid saman med klemmu og var lausninni

helt 1 og latin standa i ~90 minatur svo hun stifnadi. Vatn var sett ofan 4, svo ad
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lausnin myndi ekki gufa upp adur en hun stifnadi. Efra gelid (e. stacker) var buid til 4
sama hatt nema i lokin var greidu komid fyrir efst i lausninni, til pess ad mynda

brunnanna 10.

Notud var BCA adferd til ad ljésmala. Ljosmeling med BCA adferd gengur ut 4 pad
ad nota “blank™ auk 5 stadla til pess ad bua til vidmidunar kurfuna, svo hagt sé ad
finna ut protinstyrk i synum med 6pekktan protinstyrk. Stadlarnir voru med styrkina:
25, 250, 500, 750 og 2000pg/pl. Protinlausnir voru pynntar 1:10, i lausnunum voru
Lul af lysati og 9ul af RIPA og PI.

AJ lokum var WR lausnin Gtbtin sem samanstod af lausn A (e. BCA™ Protein
Assay Reagent A: sodium carbonate, sodium bicarbonate, BCA™ detection reagent
(bicinchoninic acid) and sodium tartrate in 0,IN sodium hydroxide) og lausn B
(BCA™ Protein Assay Reagent B: 4% cupric sulfate), i hlutfollunum 50:1. Badar
lausnirnar voru fra Thermo Scientific (ar BCA™ Protein Assay Kkit).

{ hvert eppendorf glas var sett 200ul af WR lausn, baedi fyrir synin og stadlanna. Oll
gldsin voru sidan sett 1 hitabad vid 37°C 1 30 minutur. Eftir pad var ljosmelt i nano-

drop teeki.

Tafla 2. Nidurstédur & maelingu & proétinstyrk med BCA adferd. I toflunni mé sja frumulinurnar 9,

pynning peirra i lausnunum og prétinstyrkinn i hverri frumulinu.

Frumulina Pynning Ljosmeeldur styrkur pg/ul | 10x
SUMS2 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 maeldist CAMA-1 0,240 pg/ul en kurfan var ekki slétt og fin heldur mjog hlykkjott, meelt var
aftur i lokin en pa maldist CAMA-1 bara 0,084 pg/ul sem var mjog skritid midad vid fyrra gildio.
Medaltalio af pessum tveimur malingum var notad.

**MCF7 meldist 1 6trilega haum styrk.

Synin voru utbuin pannig ad protinunum (lysat ar hverri frumulinu) var blandad

saman vid 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)
adur en pau voru hladin & gelid.
Til a0 fa jafnt protinmagn 1 6llum frumulinum purfti ad mida vid legsta ljosmaelda
styrkinn, sem var hér 0,79 (sja toflu 2).

e Protinmagn: 0,79ug/pl*16ul= 12,64pg —pad er lokastyrkur
{ hvern brunn for 20ul af syni. PSB var i 5x styrk, petta var blar litur sem var notadur
til pess ad fylgjast med syninu pegar pad drdst nidur i gelinu. P4 voru 16ul eftir sem
skiptust & milli lysatsins og RIPA buffersins, misjafnt eftir pvi hver ljésmeldi
styrkurinn var. Til pess ad reikna Gt hversu mikid magn purfti af lysati og RIPA
buffer til ad bua til 20ul syni med lokastyrkinn 12,4 pg voru notadar malingarnar i
toflu 3.

e magn lysats, x ul = lokastyrkur/ljosmeldur styrkur.
Til a0 rafdraga gelid var notud lausn sem samanst6d af 25 mM Tris base, 192 mM
Glycine og 1% SDS. Adur en synin voru hladin 4 gelid voru pau sodin i ca. 5
minitur og sidan spunnin Orsndggt. Markerinn og synin voru hladin 4 gelid, med
markerinn i fyrsta brunninum. Marker er melistika sem myndast i gelid vid rafdrattin
sem er notadur til ad akvarda lauslega sterd bandanna sem kemur ut vid rafdrattinn
ur synunum. Gelkeyrslan var fyrst vid 100V 1 byrjun en hakkud upp i 150V pegar

proétinin voru komin i gegnum efra gelid, gelkeyrslan var i ca. 1 og 2 klukkutima.

3.2.2 Feersla prétina ar geli yfir & himnu
begar buid var ad keyra gelid var pad losad fra glerplétunum, PVDF himna var bleytt
i metandli 1 ~15-20 sekundur, 1 H>O 1 2 minatur og ad lokum i transfer lausn (1X
lausn: 25 mM Tris base, 192 mM glycine, 20% metandl) i ramlega 5 minuatur. Pappi
sem var notadur var bleyttur i transfer lausn og latinn liggja i nokkrar minutur. Pessu
var radad i transfer tekid i eftirtalinni r6d (nedan fra og upp):

e Pappi, himna, gel og pappi
Protinfaerslan var gerd vio 15V 1 94 minutur. Eftir 4 var pappanum og gelinu hent en
himnan tekin med pinsettu og sett i litid box. Til pess ad athuga hvort vel gekk ad
feera yfir 4 himnuna var Ponceau S litur (Sigma) settur Ut i boxid. Liturinn binst
protinunum og pa sjast raudbleik bond ef protinferslan tokst. Greinileg bond saust

fyrir allar frumulinur nema MCF7 og MCF10A, par sem bondin voru dauf. Litnum
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var svo skolad af med vatnid og sidan TBS-T (1X: 20 mM Tris pH 8,0 og 0,15 M
NaCl og 0,1% Tween-20).

3.2.3 Blokkering

5% mjolk (2,5 g undanrennuduft i 50 ml af 1X TBS-T) var sett Gt i boxid med
himnunni 1 og sidan var boxid 14tid & rugguna i 1 klukkutima. Petta var gert til pess
ad blokkera bindistadi 4 himnunni. Sidan var mjolkinni hellt af og hun skolud med

TBS-T.

3.2.4 Himna preifud med motefni

Himnan var fyrst preifud med 1° moétefninu Ash2l (styrkur 0,1 mg/ml,

www.abcam.com). Ash2] métefnid var blandad at i 5% mjolk, lokartmmal var 6ml
og lokastyrkurinn var 2*10~ mg/ml.
Motefnid var blandad vel saman vid mjolkina og hellt 4 himnuna i boxi0 og vaggad
yfir nétt. Naesta dag var Ash21 1 mjolk tekid af og himnan pvegin:

e Skolud 2x med TBS-T

e Dbvottur: 3x 5 minutur og 1x ~15 minatur med TBS-T
TBS-T var hellt af 4 milli pvotta, nema 1 sidasta skiptid. ba var TBS-T haft a4 pangad

til 2° métefnid var sett 4. Boxi0 var haft 4 ruggunni allan timann.

Eftir pvottinn var himnan preifud med 2° anti-mus métefninu (1 mg/ml) Pad var
pynnt at i 5% mjélk, lokarammal var 6ml og lokastyrkurinn var 1*10™* mg/ml.
TBS-T var hellt af og 2° motefnid 1 mjolk hellt 4. Latid rugga i 1 klst og himnan
pvegin aftur:

e Skolud 2x med TBS-T

e Dvottur: 3x 5 minutur og 1x ~10 minutur

TBS-T var hellt af 4 milli pvotta.
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3.2.5 Framkollun

Enhanced Chemilluminescence (ECL fra Amersham) var notad til framkdllunar.
Himnan med prétinunum var tekin med pinsettu Ur boxinu, purrkud aftan 4 med
finlegum pappir og sett svo a plastfilmu. ECL lausnin var blondud saman, 1ml af
lausn A (ECL auk hvarfefnis lausn sem inniheldur Tris lausn) og 25ul af lausn B
(Stokk Acridan lausn i dioxan og etandli). 2° anti-misa moétefnid er tengt vio HRP
(Horseradish Peroxidase). Pad hvarfast vid efni i ECL og myndar vid pad ljos sem
ljosneem framkollunarfilma nemur. ECL lausnin var sidan hellt & med pipettu yfir
himnuna, passad ad lausnin pakti himnuna alla. L4tid standa i 1 minatu. P4 var
himnan tekin upp med pinsettu og purrkud aftan & med finlegum pappir. Sidan var
himnan pokkud inn i plastfilmu sem purfti ad vera slétt svo ad pad kaemi engar
loftbolur & milli plastfilmunnar og himnunnar. Ad lokum var himnan sett i kassettu,
filma 16g0 4 himnuna og bedid i 1 minttu. Filmunni var snaid og hinn endi hennar
var settur & himnuna, bedid 1 15 sekindur og svo var filman framkéllud. Ein filma til

vidbotar var framkdllud, i 30 sekandur og i 10 sekindur.

3.2.6 GAPDH
GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase) protinid er 35,8 kD ad staerd
(www.uniprot.org). Adur en hagt var ad preifa himnuna med GAPDH purfti fyrst ad

fjarleegja 1° og 2° motefnin sem voru fyrir & himnunni. Til pess var notud lausn med
lagt syrustig, svokollud hreinsunarlausn (0,2M glycine pH 2.9, 0,1% Tween-20)
Hreinsun himnunnar:

e Dvottur: 4x 5 minatur med TBS-T

e 6ml af hreinsunarlausn var sett i boxid

e haft a1 30 minutur, hellt svo af

e skolad 3x med TBS-T

e pvottur: 4x 5 minttur med TBS-T

e mjolk sett i boxid, haft 4 ruggunni i 1 klst.
Mjo6lkinni var sidan hellt af og himnan pveginn med TBS-T:

e Skolud 2x og pvottur: 3x 5 minttur og 1x rimlega 10 minutur
Eins og gert var fyrir Ash2l, p4 var himnan fyrst preifud med 1° métefni, pvegin og

preifud med 2° moétetni. 1° motetnid var GAPDH (5,65 mg/ml, www.researchd.com)
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sem var haft 4 himnunni vid lokastyrkinn 5,65%10° mg/ml i 1 kist. Anti-mus 2°
moétefnid (1 mg/ml) var haft 4 himnuna i 1 klst med lokastyrkinn 5*10” mg/ml. Eftir
pvott var ECL sett & himnuna, alveg eins og lyst var fyrir Ash2] hér ad ofan og tvaer
filmur voru framkalladar, onnur filman var med timanna 30 sekundur og 10 sekiindur

4 medan hin var med timanna 45 sekundur og 1 minutu.

3.2.7 Filmuskdénnun og meling & bandastyrk

Allar filmurnar voru skannadar inn i tdlvu og voru myndirnar Ash21-10 sekundur og
GAPDH-1 mintta valdar til pess ad vinna nidurstodurnar. Notad var Photoshop til ad
klippa ut myndirnar, steekka paer og til a0 mala bandastyrk. Adferdin sem ad lokum

var akvedid a0 nota (www.protocol-online.org), var ad bua til sér kassa fyrir hvert og

eitt band fyrir sig 4 myndinni. Fyrst purfti ad snta vid litunum 4 myndinni (e. invert).
Sidan voru bunir til kassar fyrir hvert band, skrifadar voru inn tolurnar (e. mean, hér
ekki medaltal) og myndeiningar (e. pixels) i Excel og talan fyrir bakgrunninum a
myndinni. Til pess ad reikna ut bandstyrkinn pa var bakgrunnurinn dreginn fra
bandinu og sidan margfaldad saman vid myndeiningar t6luna. betta var gert fyrir 61l
bondin sem saust fyrir hverja frumulinu. Eins var gert fyrir Gapdh. bar sem Gapdh
bondin runnu eiginlega 61l saman var sterd Gapdh kassans midad vid sterdAsh2l
bandanna i somu ras. Gert var sjonrent mat 4 sterd kassans og geeti pvi verid
smavegis skekkja i utreikningunum.

Til pess ad reikna Ut protintjaninguna var bandstyrkur Ash2l prétinsins deilt med
bandstyrk Gapdh proétinsins fyrir hverja frumulinu. Petta var gert til ad leidrétta

hledsluna.
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4. Nidurstoour

[ pessari tilraun var protintjaning 4 Ash21 konnud i 8 brjostakrabbameinsfrumulinum:
SUMS2, SUM229, CAMA-1, MCF7, HCC1500, T47D, ZR-75-1 og MDA-MB-231.
Frumulinurnar SUM52, CAMA-1, HCC1500, T47D og ZR-75-1 voru valdar af pvi
ad par eru med mognun & litningasvedinu 8pl11.2 par sem genid ASH2L er stadsett
og frumulinurnar MCF7 og MDA-MB-231 voru valdar vegna pess ad par eru med
tap 4 8pl1.2 (tafla 1). Ekki er vist um litningafj6lda & svedinu par sem ASH2L
genid er stadsett hja SUM229 frumulinunni en hin er h6f0 med par sem pekktar eru
brenglanir & 8pll-pl2 svaedinu (Yang, Zeng Q., o.fl., 2006). MCF10A er
brjostapekjufrumulina sem var hofd med sem vidmidunarfrumulinu. Ur 6llum
pessum frumulinum voru buin til frumulysét, protinstyrkurinn var maeldur 1 6llum
synunum og ad lokum var Western blettun gerd. A himnu var preifad med motefni
sem var sértaekt fyrir protinid Ash2l. begar buid var ad preifa med motefninu Ash2l

og framkalla filmuna saust prju bond, sja mynd 2.

bad er talid ad Ash2l prétinid hafi prju iséform (1, 2, 3), sem eru myndud med
valsplaesingu. Isoform 1 er 68,7 kDa ad stard & medan isoform 2 er 56,5 kDa.

fsoform 3 hefur p6 enn ekki verid stadfest med tilraunum (www.uniprot.org) en pad

er talid vera 60,2 kDa ad stzerd. A mynd 2 er liklegast ad steersta bandid sé Ash2l.1,
sem er isoform 1, pad nest stersta sem sést adeins moéta fyrir er liklegast Ash21.3
sem er isoform 3 ef tekid er mid af sterd (60,2 kDa) og minnsta bandid er
vaentanlega Ash2l.2 sem er isoform 2. Eins og var nefnt hér ad ofan er ekki buid ad
stadfesta isoform 3 og pvi gati midbandid sem er merkt Ash21.3/** 4 mynd 2 lika

verid nidurbrotid protin.
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SUMS2-M
SUM229-N/T
CAMA-1-M
MCF7-T
MCF10A-N
HCC1500-M
T47D-M
ZR-75-1-M
MDA-MB-231-T

A).

marker

Ash2l.1

*

Ash2].3/%*
Ash2l.2

B). APDH

Mynd 2: Ash2l is6form 1 er mest tjad i 6llum brjostakrabbameinsfrumulinunum. A). Myndin
synir tilvist iséformanna priggja, 1, 2, og 3. Himnan var preifud med 1° motefninu Ash21, lokastyrkur
pess var 2*10° mg/ml og lokastyrkurinn & 2° moétefninu (anti-miis) var 1*¥10* mg/ml. B). Myndin
synir stadsetningu GAPDH i frumulinunum. Himnan var preifud fyrir GAPDH, 1°moétefnid var med
lokastyrkinn 5,65*%10° mg/ml og 2° métefnid med lokastyrkinn 5%10° mg/ml. Protinstaerdar marker
var merktur inn 4 myndinni eftir stadsetningu hans & himnunum. Fyrir ofan rasirnar voru
frumulinurnar merktar inn, par sem M pydir mégnun & DNA 4 litningasvadi gensins ASH2L, T pydir
tap og N/T pydir normal og tap & DNA gensins ASH2L. Ash2l1.1 er isoform 1, * er liklegast dsértaekt
protin (Wysocka, J o0.fl., 2003), Ash21.3/** er iso6form 3 eda ** nidurbrotid protin, Ash21.2 er is6form
2 og GAPDH er hledsluviomidid.

[ ollum brjostakrabbameinsfrumulinunum var Ash2l.1 (iséform 1) tjad i miklu
magni. Prétinid atti ad vera 68,7 kDa samkvemt ttreikningum 4 amindsyrunum sem
ASH2L mRNA skréir fyrir, en & mynd 2 sést iséform 1 & milli 72 og 95 kDa
steer0armarkera, eda ca 80kDa samkvemt nidurstodum Wysocka, J o.fl., 2003.
Skuggabondin fyrir nedan Ash2l.1, merkt med stjornu & mynd 3, eru liklegast
oOsértaek protin. Pessi skuggabond sjast lika 1 nidurstodum Wysocka o.fl., 2003, en
pau rannsékudu samband HCF-1 protinsins vid HDAC (histone deacetylase) og
HMT (histone methyltransferase) (Wysocka, J o.fl., 2003).

Ash2l.2 (is6form 2) er tjad i 6llum brjostakrabbameinsfrumulinunum nema i MCF7
og MDA-MB-231, par er pad ekki til stadar. Stard bandsins sem er merkt Ash21.2 &
mynd 2 passar vid sterd iséform 2 sem er 56,5 kDa.

Ash2l.3 er tja0 minnst af pessum premur is6formum 1{ brjostakrabba-
meinsfrumulinunum, en aftur 4 moti er pad ekki tjad i MCF7. Ash2l.3 getur annad

hvort verid is6form 3 eda nidurbrotin prétin sem eru pa leifar fra isoformi 1.



MCFI10A hefur verid notud sem edlileg frumulina og atti ad nota hana sem
vidmidunarfrumulinu i verkefninu. Eins og sést mjog skyrt & myndinni hér fyrir ofan
var ekkert Ash2l prétin til stadar i MCF10A, og pvi var ekki hagt ad nota pessa
frumulinu sem vidmidunarfrumulinu. Samt voru énnur protin til stadar i rasinni, par
sem Gapdh sést i MCF10A 4 mynd 2B. Astzdan fyrir pvi ad Gapdh var til stadar en
ekki Ash2l i MCFI0A gati verid st ad notud var onnur einangrunaradferd vio
MCF10A en hinar frumulinurnar. Astzedan gzti lika verid st ad prétinmagn Ash2l i
MCF10A sé of lagt til ad maela pad med peirri adferd sem var notud i pessu verkefni.

[ toflu 3 eru syndar nidurstodur meelinga 4 styrkleik banda 4 mynd 2.

Protinmeeling var gerd fyrir 6ll frumulysétin og hladid var jafn miklu protinmagni i
hvern brunn. Til pess ad bera saman magn milli frumulina var prétinmagn Gapdh
deilt i magn Ash2l protins til pess ad leidrétta fyrir hledslunni. Eins og sja ma i toflu
3 virdist vera 0rlitil tjaning & 6llum is6formum Ash21 i MCF10A, Ash2l is6form 2 og
3 1 MCF7 og Ash2]l isoform 2 i MDA-MB-231, pessar tolur eru pd innan
skekkjumarka. Pegar skodud er mynd 2 pa sjast ekki pessi iséform & myndinni né
heldur 4 filmunni. Astedan fyrir pvi ad pad virtist vera orlitil tjaning & pessum
fyrrnefndu iséformum geeti verid st ad kassarnir hafi ndd adeins ut fyrir bondin vid

reikning bandastyrks, sjé efni og adferdir.

Tafla 3. Nidurstédur ar atreikningunum a bandastyrknum hja frumulinunum 9. Frumulinunum
er radad i rod, eftir pvi hvort paer eru med DNA mognun, tap eda edlileg/tap og svo er “edlilega”
frumulinan nedst i toflunni. Hlutfall-1 er hlutfallid 4 milli Ash2l.1 og Gapdh, hlutfall-2 er hlutfallid &
milli Ash21.2 og Gapdh og hlutfall-3 er hlutfallid & milli Ash21.3 og Gapdh. Hlutfallid er reiknad ut til
pess ad leidrétta fyrir hledslunni 4 gelid.

Frumulinur 8pll-pl2 Ash2l.1 Ash2].2 Ash21.3
SUMS52 Mognun 1465776 | 1011416 | 50833,4
CAMA-1 Mognun 1029576 528886,1 | 53148
HCC1500 Mognun 1267675 | 430790,9 | 41895,5
T47D Mognun 760515,8 | 267540 14894,9
ZR-75-1 Mognun 1363640 709560 229522
SUM229 Eolileg/tap 8922285 | 248803,2 | 22464
MCEFE7 Tap 950956,2 | 21698,3 7326,9
MDA-MB-231 | Tap 939657,6 | 27658.,8 76810,2
MCF10A “Edlileg” 411264 19295,9 54144
“Blank” 107,58 107,18 106,88
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Frumulinur Gapdh Hlutfall-1 | Hlutfall-2 | Hlutfall-3
SUMS52 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 763224 9,96 3,50 0,19
ZR-75-1 103210,8 13,21 6,87 0,22
SUM?229 133142,4 6,70 1,87 0,17
MCEF7 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

Sja md & mynd 3 nidurstodur Ur téflu 3 sem voru settar upp i sulurit. Til pess ad
teikna upp suluritid hér fyrir nedan voru notadir bandastyrkir allra is6forma svo pad
yrdi audveldara ad bera saman protinmagnid milli frumulina. Ekki voru teknir med
bandastyrkir fyrir 6ll is6form Ash21 i MCFI10A frumulinu, is6form 2 { MDA-MB-

231 frumulinu og is6form 2 og 3 i MCF7 frumulinu i suluritinu par sem saust ekki

pessi isoform Ash2] & himnunni, sja mynd 2.

Hlutfall

Mynd 3: Ash2l prétintjaning er heerri i frumulinum med mégnun & DNA. Prétinmagn Ash21 i
atta brjostakrabbameinsfrumulinum med annad hvort DNA mdgnun eda tap & 8pl1-p12. Til pess ad
audvelda samanburd eru magn hinna mismunandi forma Ash2l sett upp i stluriti. Frumulinur eru
syndar & x-&s. Fyrsta stlan 1 hverri frumulinu er is6form 1, énnur sulan er is6form tvo og pridja sulan
er is6form 3/nidurbrotid protin. MCF10A frumulinan er ekki med 4 suluritinu, par sem ekkert Ash21

protin sast & filmunni. Greenu litirnir pyda moégnun, gulu litirnir pyda ad stadan sé oviss og raudu

litirnir pyda tap.
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Vitad er ad frumulinurnar SUMS52, CAMA-1, HCC1500, T47D og ZR-75-1 eru allar
med mognun & 8pl1.2 par sem ASH2L genid er stadsett. Einnig er vitad ad MDA-
MB-231 og MCF7 eru med tap a pvi svedi. SUM229 er talin vera annad hvort
edlileg eda med tap 4 8pl1.2 en pad er dvist pvi ad preifarar sem voru notadar i
rannsokn Yang, Zeng Quan og félaga (2006) nddu ekki yfir allt svaedio, p.e. pad
vantadi preifara fyrir ASH2L. Pess vegna er ekki hagt ad segja til um hvort SUM229
sé edlileg eda med tap 4 8p11.2. Hin er edlileg 4 sumum stédum en med tap 4 6drum
stodum 4 8p11-p12 og af nidurstddum verkefnisins er ekki haegt ad akveda hvort hun
sé edlileg eda med tap fyrir genid ASH2L, par sem bara prétintjaningin var skodud.
SUM?229 virdist verda edlileg par sem EIF4EBPI1 er stadsett (38,01 Mb, 8p12) en
med tap par sem LSMI1 er stadsett (38,14 Mb, 8pl1.2) (Yang, Zeng Quan o.fl.,
2006).

[ samreemi vid mynd 2 sést 4 stluritinu i mynd 3 ad Ash2l is6forml er mest tjada
is6formid i frumulinunum. Haest er tjdningin & iséformi 1 i ZR-75-1 en minnst i
MCFT7. b6 svo a0 MDA-MB-231 sé med tap pa er rétt adeins meiri tjdning par heldur
en i SUMS52 sem er med mognun.

Ef tjaning & Ash2l is6form 2 er borin saman i pessum 8 frumulinum sést 4 mynd 3 ad
mesta tjaning er i ZR-75-1, CAMA-1 og SUMS52. Naest mesta tjaningu ma sja i T47D
og HCC1500. Minni tjaning er & ASH2L is6form 2 i SUM229. Engin tjaning er a
isoformi 2 i MCF7 og MDA-MB-231.

Minnsta tjaning er & Ash2l is6form 3 midad vid isoform 1 og 2. Mjog litil tjaning er i
SUMS2, HCC1500, T47D, SUM229 og ZR-75-1 en oOrlitid meiri tjdning sést i
CAMA-1 og MDA-MB-231. Engin tjaning sast i MCF7 og MCF10A. {s6form 3 gaeti

verid nidurbrot af iso6formi 1 eins og hefur komid fram.
Nidurstodurnar benda pvi til aukinnar prétintjaningar a4 geninu ASH2L

frumulinunum sem eru med DNA mdgnun & litningasvedi gensins og minni

proétintjaningar i frumulinunum sem eru med tap & DNA.
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5. Umradur

Pad purfti ad endurtaka protinmelinguna og gelkeyrsluna nokkrum sinnum. I fyrsta
skiptid komu engin bond pegar filmurnar voru framkalladar. Samt voru prétin til
stadar 4 himnunni, pad var athugad med pvi ad lita himnuna med Ponceau S lit. |
annad skiptid komu mjog dauf bond 4 filmunni med sérsteka motetninu Ash2l og
sama gerdist fyrir Gapdh moétefnid. Par sem badi 1° motefnin voru framleidd i mus
var sama 2° motefnid notad fyrir Ash2l og Gapdh himnurnar. Talin var asteduna
fyrir daufu bondunum vera pd ad anti-musa moétefnid var ekki nogu vel blandad
saman. I pridja skiptid var buid ad blanda moétefnid vel saman fyrir notkun og ad auki
var notad meira magn af métefninu. Gekk su tilraun vel og eru nidurstodurnar syndar
hér ad ofan, 1 nidurstédukaflanum. Ad visu vard Ash2l.1 bandid yfirlyst eins og sést

4 mynd 2 og par af leidandi ma gera rad fyrir einhverri skekkju i bandastyrk pess.

Godar nidurstodur, eda sterk bond, fengust fyrir allar brjostakrabbameinsfrumulinur
nema fyrir MCFI10A sem 4atti ad vera notud sem vidmidunarfrumulinan. Ekkert
Ash?2l var til stadar {f MCF10A frumulinunni en 6nnur prétin voru til stadar, pad séast
pegar himnan var litud med Ponceau lit. Ein skyring 4 pvi ad pad kom ekkert Ash2]
fram i MCF10A geeti verid su ad medhondlunin & lysatinu hafi ekki verid nogu g6,
t.d ad lysatid hafi ekki verid alltaf geymt 4 is eda ekki sett strax & is eftir einangrun.
Sidan gati pad lika haft einhver dhrif ad MCF10A lysatid var eldra heldur en hin.
MCF7 meldist i frekar haum styrk, hugsanlegt er ad gleymst hafi ad pynna synid
tifalt.

bar sem nidurstédur pessa verkefnis syna ad pad sé mikil tjaning & Ash2l i 6llum
frumulinunum med mdgnun 4 8pl1-pl2, gaeti pad bent til pess ad ASH2L genid sé
hugsanlega @®xlisgen. Petta eitt dugar samt ekki til ad draga endalega pa alyktun,
rannsaka parf fleiri peetti sem koma vid sogu, t.d. hvort genid geti ummyndad
venjulegar frumur og jafnvel hindrad frumum ad fara i styrdan frumudauda o.fl.
bessar nidurstodur benda til pess ad aukning 4 eintakafjolda ASH2L gensins i
brjostakrabbameinsfrumulinum leidi til marktekrar aukningar 4 Ash2l protininu.
DNA mognun leidir til aukningar 8 mRNA og prétintjaningar en minni prétintjaning

bendir ekki endilega alltaf til taps 4 DNA eda 6fugt. MCF7 og MDA-MB-231 eiga
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ad vera med tap 4 8pll.2 en samt tja par badar Ashl2 isoform 1. Ein hugsanleg
skyring 4 pvi geeti verid st ad pad hefur ordid yfirfersla af 8pl1.2 yfir 4 annan
litning par sem tjaningin gaeti verid orvud, t.d. & svaeodi nalegt eflirdd. b4 getur ordid
meiri tjaning & Ash2l par midad vid tjaninguna pegar pad er stadsett 4 8p11.2. betta
gaeti verid astaedan fyrir pvi ad pad er meiri tjaning & Ash21 1 MCF7 og MDA-MD-
231 en buist var vid, par sem par eru med tap 4 8p11.2. Onnur hugsanleg skyring er
su a0 styrilrdd hafi tapast og pvi er brenglun & stjornun og p.a.l. verdur aukin

proétintjaning.

Til ad draga saman nidurstédurnar pa eru SUMS2, CAMA-1, HC1500, T47D og ZR-
75-1 med DNA mognun 4 8pll.2 og aukningu & prétintjdningu Ash2l 4 medan
MDA-MB-231 og MCF7 eru med tap 4 8pll.2 og legri prétintjaningu & Ash2l,
sérstaklega isoform 2. Ovist er hvort SUM229 s¢ edlileg eda med tap 4 8p11.2, par
sem preifarar i einni rannsokninni (Yang, Zeng Quan o.fl., 2006) voru ekki stadsettir

par sem ASH2L er, en SUM229 er bdi edlileg og med tap &4 8pl11-p12.

Nokkrar rannsoknir hafa verid gerdar & ASH2L en ekki margar. Nidurstoour
Liischer-Firzlaff o.fl., fra 2008, benda til pess ad Ash2l virki sem axlisprotin (e.
oncoprotein) par sem pad er yfirtjad i exlum, baling 4 tjaningu Ash2l hindrar voxt
@xlisfrumulina og Ash2l tekur patt i ummyndun & REFs (rat embryo fibroblasts)
asamt Ha-RAS. Annad atridi sem kom 1 1jos var ad yfirtjaningin 4 Ash2l var vegna
pess ad framleidsla og stodugleiki protina var meiri 1 @exlisfrumum. Nidurstéour
peirra syndu lika fram 4 ad pad er aukin prétintjdning 4 Ash2l i
brjostakrabbameinsfrumulinum eins og t.d. ZR-75-1, T47D og reyndar lika i MCF7
p6 ad hin sé med tap (Liischer-Firzlaff o.fl., 2008). betta ber nokkurn vegin saman

vi0 nidurstodurnar sem fengust ur pessu verkefni.

Vegna pess a0 ASH2L hefur ekki verid rannsakad mikid veeri edlilegt 1 framhaldid af
pessum nidurstodum ad framkvema fleiri rannsoknir til ad skoda protintjdningu
Ash2l 1 stokum brjostaexlum sem eru med mognun & litningasvaedinu 8pl1-pl2 til
pess ad stadfesta a0 ASH2L virki sem @xlisgen. Ef aukning er 4 mRNA gensins
ASH2L, ef protintjaning & Ash2l er mikill 1 pessum brjostazxlum og ef synt er fram
ad genid geti ummyndad venjulegar frumur dsamt pvi ad auka frumuvoxt gaeti pad

stadfest a0 ASH2L sé aexlisgen.
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8. Myndaskra

Mynd 1: Mognunarsvadid, breytt fra upphaflegri mynd (Gelsi-Boyer, Véronique
o.l., 2005), bls. 7.
http://mcr.aacrjournals.org/cgi/content/full/3/12/655/F1G2

Mynd 2: Ash2l is6form 1 er mest tjad i 6llum brjostakrabbameins-frumulinunum,

bls. 19.

Mynd 3: Ash2l protintjaning er haerri i frumulinum med mognun 4 DNA. Bls. 21

9. Tofluskra

Tafla 1. Frumulinurnar 9 og stada gensins ASH2L, bls. 9.

Tafla 2. Nidurstodur & meelingu & protinstyrk med BCA adferd, bls. 13.

Tafla 3. Nidurstoour ur ttreikningunum a bandastyrknum hja frumulinunum 9, bls.

21.
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