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1. Agrip

Brjostakrabbamein er eitt algengasta krabbamein & Vesturlondum. Margar rannsoknir hafa
verid gerdar i tengslum vid sjukdominn til ad finna orsakir hans og studla ad betri
medferdartrreedum fyrir sjuklinga. Krabbamein er afleiding breytinga a erfdaefninu eda
erfdabrenglana. Erfoabrenglanir eru allar breytingar sem verda & erfdaefninu, allt frd stokum
basabreytingum til vidsnunings litningasveeda. Komid hefur i jés ad flest brjostakrabbamein
eru ekki tilkomin vegna stokkbreytinga i genum, heldur er um ad raeda breytingar & steerri

skala svo sem vidsnuningur, yfirfersla, tap eda mognun litningasveeda.

Tvofaldanir eda magnanir finnast i allt ad 25% brjdstaexla. Brjostakrabbamein med slikar
breytingar hafa tilheigingu til ad vera erfidari vidureignar en par sem pessar magnanir eru
ekki til stadar. Morg litningasvaedi eru pekkt fyrir brenglanir i brjéstakrabbameinum, og er
litningur 8p12-p11 eitt peirra. A pessu litningasvadi eru stadsett moérg gen, s.s. FGFR1,
LSM1, BAG4, SPFH2 og StAR, en hingad til hefur ekki tekist ad finna drifgen
mognunarinnar. | pessu verkefni er leitast vid ad skoda hvort samreemi er milli DNA
magnana & 8pl2-p1ll og tjaningar & StAR protininu i brjéstakrabbameinsfrumulinum. StAR
er protin sem hvetur flutning kolesterols fra ytri hvatberahimnu til peirrar innri og hjalpar

pannig til vid myndun pregnenolone, forvera sterahorména.

Brjostakrabbameinsfrumulinur med pekktar breytingar a 8p12-p11 voru rektadar og Ur peim
einangrud protin. Western prykk var notad til ad skoda hlutfallslegt magn protintjaningar a
StAR i samanburdi vid fjolda eintaka af geninu. Frumulina raektud upp ar fibrocyst ar brjosti
var notud til viomidunar. StAR var langminnst tjad i peirri frumulinu. Samanborid vid hana
var aukning & protininu i Ollum  brjéstakrabbameinsfrumulinunum.  ber
krabbameinsfrumulinur sem hafa pekktar magnanir & 8p12-p11 svaedinu syndu u.p.b. tvofalt
meiri protintjdningu en frumulinur med dbreyttan fjolda DNA eintaka eda pekkt tap a 8pl2-
pll. Nidurstédur rannsoknarinnar benda til pess ad eintakafjoldi gensins geti verid einn af

peim pattum sem hafa ahrif & magn StAR prétinsins.



2. Inngangur

2.1. Brjostakrabbamein

Brjostakrabbamein er eitt algengasta krabbamein medal kvenna a Vesturléndum i dag.
Krabbamein er afleiding breytinga i erfdaefninu. Af brjostakrabbameinstilfellum er hagt ad
rekja 5-10% til ettleegra galla i erféamenginu. Hin tilfellin eru tilkomin vegna sématiskra
breytinga. (Daly, 2003). Langflest af langt gengnum krabbameinum eiga sameiginlega
nokkra peetti, pad er 1) krabbameinsfrumur geta fjolgad sér an utanadkomandi vaxtaboda
(growth signal), 2) paer hunsa vaxtarhamlandi bod, 3) par fara ekki i styrdan frumudauda
begar pad & vid, 4) par hafa takmarkada getu til ad skipta sér, asamt pvi ad fordast styrdan
frumudauda eru pessar frumur ndnast 6daudlegar, 5) paer hvetja til @damyndunar i umhverfi
sinu og 6) geta myndad meinvorp (Hanahan og Weinberg, 2000). Til ad breyta edlilegri
frumu i krabbameinsmyndandi frumu purfa pvi ad koma til margar breytingar sem gera
frumuna préunarfreedilega haefari (Hanahan og Weinberg, 2000; Lerebours og Lidereau,
2002).

Sidastlidin ar hefur tidni krabbameina aukist og samhlida hafa rannsoknir & pvi svidi aukist
verulega. Med meiri pekkingu a peim breytingum sem verda vid proun krabbameina opnast

maoguleikar a betri medferdararreedum (Lerebours og Lidereau, 2002; Hicks o.fl., 2008).

2.1.1. Erfoabrenglanir og brjostakrabbamein

Breytingar & erfdaefninu geta leitt til pess ad gen virka ekki & edlilegan hatt eda eru annad
hvort tjad & réngum stad eda réngum tima. betta eru svokalladar erfdabrenglanir og na paer
yfir allar breytingar sem geta ordid & erfdaefninu, mdgnun eda tap & genum eda heilum
litningasvaeedum, yfirfeersla, vidsnuningur, punktbreytingar og fleira (Lerebours og Lidereau,
2002). Grundvollurinn fyrir pvi ad brenglanirnar hafi ahrif & hegdun frumunnar er sa ad peer
hafa ahrif a afurd gensins og/eda framleidslu pess (Lerebours og Lidereau, 2002). bess vegna
parf ekki endilega ad vera breyting & genunum sjalfum heldur geeti astedan legid i breyttri
stjornréd t.d. med metyleringu, pannig ad genin eru ekki lengur tjad eda pau eru tjad a

rongum stad (Balmain o.fl., 2003).

Erfdabrenglanir gerast i mérgum skrefum i krabbameinum og engin breyting getur ein og sér
valdid pvi ad venjuleg fruma breytist i illkynja krabbameinsfrumu. Fyrstu erfdabreytingar eru

liklega forsendur fyrir frekari brenglunum. Hver breyting gerir frumuna hafari til vaxtar
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midad vid adrar frumur i nagrenni vid hana og pess vegna vinnur nattdrulegt val
krabbameininu i hag (Hanahan og Weinberg, 2000; Lerebours og Lidereau, 2002). Erfitt er ad
segja til um hvada breytingar koma fyrst par sem sjukdémurinn uppgotvast venjulega ekki
fyrr en hann er kominn & pad stig ad flestar breytingarnar eru pegar komnar fram. Vegna
pessa er erfitt ad akvarda i hvada rod breytingarnar eiga sér stad, en tilraunir hafa verid gerdar
til pess med krabbameinsvaldandi efnamedhéndlun & frumulinum (Roscke o.fl., 2008). |
krabbameinsfrumum hefur tjaning a erfdaefninu a0 medaltali breyst pannig ad 1-5% allra
genanna eru mismunandi milli krabbameinsfrumu og heilbrigdrar frumu (Lerebours og
Lidereau, 2002). EKki er alltaf um somu gen ad reeda og pvi etti ad vera haegt ad notast vid
tjdningu mismunandi gena til ad spd fyrir um lifslikur og medferdararreedi (Balmain o.fl.,
2003).

Til eru margar pekktar stokkbreytingar sem virdast tengjast brjéstakrabbameini. Hvad vardar
gen sem tengjast ettleegu brjéstakrabbameini ber helst ad nefna kimlinustokkbreytingar i
BRCA1 og BRCA2 (Balmain o.fl., 2003; Daly, 2003). Gen sem hafa ahrif a
krabbameinsproun i tengslum vid somatiskar breytingar (stokkbreytingar, tap, mognun) i
brjéstaeexlum eru t.d. TP53, MYC, HER2, PTEN, CDKN2A og EGFR (Hyman o.fl., 2002;
Lerebours og Litereau, 2002). En rannsoknir & erfdamengi brjéstakrabbameinssyna hafa leitt i
ljos ad litningabrengl eins og aukning eda tap & erfdaefni sem leidir til breytinga & tjaningu
eru mun algengari en stokkbreytingar (Lerebours og Litereau, 2002). Mégnun & litningasveedi
leigir oftast samhlida til meiri tjaningar gena sem liggja innan mdgnunarsveadisins, og 6fugt
ef um er ad reda tap (Chin o.fl., 2006; Hyman o.fl., 2002). Rannsoknir hafa leitt i 1jos

akvedin svaedi sem hafa meiri tilhneigingu til slikra breytinga en 6énnur (Hicks o.fl., 2008).

2.1.2. Moégnun litningasvada i brjéstakrabbameini

Magnanir & akvednum litningasvedum eru mjog algeng i krabbameinum. Oftast er eitt
akvedid gen, eda nokkur gen sem drifa mognunina afram. Valid er fyrir peim frumum sem tja
petta &kvedna, eda dkvednu gen par sem pad/pau gefur/gefa frumunum aukinn hefileika til ad
lifa. bessi drifgen eru oftast nar &xlisgen (oncogene) sem tja sameind sem hvetur frumuna til
vaxtar (Pollack o.fl., 2002; Dressmann o.fl., 2003). bad getur reynst misaudvelt ad finna
drifgenin baedi vegna pess ad ekki hefur enn tekist ad skilgreina hlutverk allra gena og lika
vegna hugsanlegs samspils gena sem er ekki alltaf augljost (Hicks o.fl., 2008; Yang o.fl.,
2006).



Flest pessara mognunarsveda hafa pegar verid kortlégd og skilgreind ad einhverju leiti
(Hyman o.fl., 2002). Langalgengast er ad finna magnanir & litningi 1, pad er 1q21, 1932 og
1941, litningi 8, pad er 8924, eda litningi 17g. En magnanir & pessum svaedum finnast i 40%
brjostakrabbameins tilfella. Utan pessara sveeda ma nefna 8p12-pl11, 11q13, 16911, 17g11.2,
17924 og 20913 (Lerebours og Ledereau, 2002). Misjafnt er hvada adferdum hefur verid beitt
til ad finna og greina svaedin og hvers kyns undirflokka brjéstakrabbameina er verid ad skoda
hverju sinni. Hyman og samstarfsfolk skodudu genamdégnun i frumulinum, sem hafa verid
einangradar Ur brjostakrabbameini. Samkvemt nidurstédoum peirra eru algengustu
mognunarsvedin 1g21, 9pl3, 179l12-921.2, 17qg21.3, 17¢922-923, 20ql3.1 og 20913.2
(Hyman o.fl., 2002). pessar nidurstddur samremast fyrri rannséknum i brjostaeexlum ad
mestu leiti (Lerebours og Ledereaou, 2002). Litningur 17q er pad svadi sem er langoftast
magnad i brjostakrabbameinum hvort sem um er ad reda exli eda frumulinur. Svaedid
inniheldur nokkur exlisgen og er ERBB2/HER2 pad gen sem er mest rannsakad. beir
sjuklingar sem greinast med axli sem hafa mégnun & HER2 eru medhondladir med
sérstokum lyfjum sem slokkva & afurd HER2 gensins og er meininu pannig haldid i skefjum
(Chin o.fl., 2006; Dressmann o.fl., 2003; Ray o.fl., 2004).

Samkvaemt nyrri rannsokn er heaegt ad skipta mognun og tapi & litningasveedum i 3 flokka,
eftir mynstri peirra. Pad voru Hicks og samstarfsfolk hans sem skodudu breytingar i
brjostakrabbameinsexlum og skilgreindu pessa 3 flokka, 1) einfalt (e. simplex), 2) tennt (e.
sawtooth) og 3) ahlaup (e. firestorm), sja mynd 1. £xli med litilshattar magnanir eda tap a
tiltélulega faum eda nokkrum st6dum i erfdamenginu, sem geta nad yfir ansi stor
litningasveedi, flokkast til exla med einfalt mynstur. Tennt mynstur er mjog likt einféldu en
hér er att vid magnanir og tap & mjog morgum stodum i erfdamenginu sem ner yfir pd
nokkud stér sveedi og ef mdgnun er til stadar, pa er oftast um meira en tvéfoldun ad reda.
Mynstur par sem litil sveedi a litningunum magnast i miklum meeli kallast ahlaup (Hicks o.fl.,
2008). A litningi 8p er sérlega mikid um mynstur magnanna og tapa & genum sem flokkast
undir &hlaup (Garcia o.fl., 2005; Hicks o.fl., 2008; Ugolini o.fl., 1999). Ytri endi 8p tapast oft
i krabbameini en um leid verdur mognun & svadi 8p sem er nar pradhaftinu. A mérkum

magnanna og taps verda svo oft litningabrot og yfirfersla litningasvaeda (Pole o.fl., 2006).
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Mynd 1. Mynstur mégnunar og taps & erfdaefni i brjostakrabbameinum. brjGi megin mynstur hafa verid
skilgreind, blatt: einfalt (simplex), graent: tennt (sawtooth) og rautt: ahlaup (firstorm). X-asinn synir litninga
mannsins, 1-22 dsamt X og Y litningum, radad fr& heegri til vinstri. Y-asinn er syndur & log-skala og synir DNA
magn. Edlilegt magn DNA i frumu er 10%° (Hicks o.fl., 2008).

Pegar batahorfur sjuklinga eru bornar saman virdast a&xli sem syna magnanir i formi ahlaupa
leida til verri batamdguleika sjuklinganna (Hicks o.fl., 2008). Einnig er fylgni milli
magnannna a akvednum litningasveedum og tioni endurkomu sjukdomsins. (Chin o.fl., 2006).
Umfang magnanna spilar parna storan patt, fleiri eintok gena leidir til verri batahorfa. Sem
deemi er mognun & litningi 17q visbending um tiltélulega erfitt krabbamein (Chin o.fl., 2006;
Hicks o.fl., 2008).

I pessu samhengi er mdgnun & litningi 8p12-p11 sérstaklega slemt. Brenglanir & pvi svadi
minnka lifslikur og auka likurnar & endurkomu sjukdémsins til muna (Chin o.fl., 2006). betta
sveedi virdist hafa mjog flokid mdgnunarmynstur par sem nokkud moérg sveedi eru mjog
mikid mognud (Gelsi-Boyer o.1l., 2005; Hicks o.fl., 2008).

2.1.3. Litningur 8p12-p11

Brjostaexli med mognun a litningi 8p eru um 10% af 6llum brjostakrabbameinum (Gelsi-
Boyer o.fl., 2005; Ray o.fl., 2004). betta sveedi hefur oft mikla mégnun og synt hefur verid
fram & aukna tjaningu & sumum genanna innan magnadra sveda (Chin o.fl., 2006). Drifgenid
eda genin eru enn Opekkt, en tilgatur hafa verid settar fram og profadar til ad finna hvada gen
hefur mest ahrif, ma par nefna FGFR1, sem var i raun fyrsta genid sem menn litu til (Ugolini
o.fl., 1999). En Ray og fleiri hafa afsannad pa tilgatu med frumuraekt og FGFR1 hindrum
(2004). | dag hallast menn helst ad pvi ad parna séu mérg axlisgen sem vinna saman (Yang
o.fl., 2006).



Litningssvaedid a 8pl2-pll inniheldur morg gen og meirihluti peirra eru yfirtjadd samhlida
aukningu a fjolda litningaeintaka (Ray o.fl., 2004). Deemi um gen sem finnast a pessu svadi
og syna fylgni milli pess ad vera mégnud og Yyfirtjad eru FGFR1, TACC1, LSM1, BAG4,
ZNF703 og SPFH (Garcia o.fl., 2005; Ray o.fl., 2004; Yang o.fl., 2006). Svedid hefur verid
nokkud vel kortlagt i brjostakrabbameini og buid er ad skipta pvi upp i 4 mégnunarsvadi.
Hvert mdgnunarsveedi er skilgreint Gt fra kjarnasveaedi, sem er pa mest magnad, en svedin
skarast po vid jadrana (Gelsi-Boyer o.fl., 2005). petta endurspeglar hvad svadid er flokid og
erfitt ad finna eitt akvedid drifgen.

2.1.4. StAR

Eitt af genunum sem stadsett eru & 8pl2-pll mdgnunarsveedinu skrair fyrir protininu
steroidogenic acute regulatory protein (StAR). StAR er stadsett a litningi 8p12, 38,13 Mb
(http://www.nchi.nIlm.nih.gov/ (Gene Entrez, GenelD 6770)). Pad gegnir mikilvaeegu hlutverki

vid myndun sterahormona. StAR er umritad i kjarna en er sidan flutt i hvatbera par sem pad
starfar. Ekki hefur tekist ad skilgreina virkni StAR ad fullu. Protinid virdist vera mjog vel
vardveitt, tekist hefur ad kloéna pad Ur morgum tegundum, s.s. spendyrum, fuglum,
froskdyrum og fiskum (Bauer o.fl., 2000; Miller, 2007 b).

I kringum 1965 voru miklar framfarir vid skilgreiningar & peim ferlum sem liggja ad baki
nymyndunar sterahorména ur kdlesterdli. Rannsoknir sem beindust ad nyrnahettunum og
kynfrumumyndandi vefjum leiddu i 1jos épekkt prétin sem sa um flutning kolester6ls fra ytri
hvatberahimnu til peirrar innri (Clark og Stocco, 1997). Arid 1983 skilgreindu Krueger og
Orme-Johnson protinid pegar peir voru ad skoda vidbrogd nyrnahettufrumna vid
adrenocorticotropic hormone (ACTH) i rottum. Seinna var protinid nefnt StAR og hlutverk
pess i horménamyndun skilgreint til hlytar i mérgum rannsoknum par sem nyrnahettur sem

og kynfrumumyndandi vefir voru notadir til rannsokna (Clark og Stocco, 1997).

StAR tekur patt i myndun sterahormdéna en er samt ekki tjad i 6llum steramyndandi frumum
(Miller og Strauss, 1999). Fruma er s6gd steramyndandi ef han tjair P450 side chain cleavage
(P450sc) en pad er ensimid sem breytir kolesteroli i pregnenolone. StAR er adallega tjad i
nyrnahettum og kynfrumumyndandi vefjum. Afurd gensins er ekki til stadar i legkOku eda i
heila i ménnum, sem eru p6 steramyndandi vefir, en par stydjast vefirnir vid adra ferla vid

steramyndun (Miller og Strauss, 1999; Miller, 2007 a). Auk pess virdast steramyndandi
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frumur sem tja StAR ekki vera alfarid hadar prétininu til ad mynda stera, par sem um 10-15%
steramyndunar er StAR-6had (Manna o.fl., 2007).

Styring & StAR er frekar flékin og tjaningu prétinsins er midlad af margskonar
innanfrumubodum. Bodefnin sem midla tjaningu & StAR eru nokkur, svo sem prostaglandin
E, (PGEy), human chorionic gonadotropin (hCG), luteinizing hormone (LH), follicle-
stimulating hormone (FSH), epidermal growth factor (EGF) og insulin-like growth factor
(IGF-1) (Attar o.fl., 2008; Clark og Stocco, 1997; Manna o.fl., 2007; Stocco o.fl., 2005; Tsai
o.fl., 2008). Bodefnin eru mismunandi eftir frumugerd, en einnig eftir adsteedum i vefnum,
svo sem hvort dkvednir vidtakar eru til stadar og hvort peir eru hafir til ad binda bodefnid
(Stocco o.1l., 2005; Manna o.fl., 2007).

Manna og samstarfsmenn syndu fram & hlutverk extracellular signal-regulated kinase 1/2
(ERK 1/2) vid aukningu & myndun StAR og par af leidandi, i flestum tilfellum, myndun
sterahormdna. Virkni ERK1/2 er had fosférun, sem er midlad af protein kinase A (PKA) eda
protein kinase C (PKC). ERK1/2 virdist geta bundid margs konar bodefni, s.s hCG og LH svo
deemi séu nefnd. Gerd bodefnisins raedur pvi hvort svarid ner eingdngu yfir myndun StAR
eda hvort protinio er um leid virkjad og leidi pvi til myndunar sterahorména (Manna o.fl.,
2007; Stocco o.fl., 2005).

Tjaningu & StAR er lang oftast midlad med cyclic adenosine monophosphate (CAMP) (Stocco
o.fl., 2005). Greining & styrlum fyrir framan StAR genid i moénnum hefur leitt i 1jos prju
styrilsvaedi, sem eru had aukningu & cAMP i frumunni. En ad auki eru styrilsvaedi framan vid
genid sem binda kjarnavidtakann steroidogenic factor-1 (SF-1), en SF-1 hvetur myndun StAR
6had cAMP (Clark og Stocco, 1997; Stocco o.fl., 2005). Pad sveedi sem er stadsett fjeerst
geninu virdist geta midlad tjaningu med pvi ad binda SF-1 og sér sa styrill um grunntjaningu
a4 StAR (Clark og Stocco, 1997). Adrir umritunarpeettir hafa ahrif & tjaninguna, svo sem
DAX-1, sem hefur neikveed ahrif a umritun StAR gensins. CREB/activating transcription
factor (CREB/ATF1) og cJun/JunD auka umritun & StAR (Manna o.fl., 2007; Stocco o.fl.,
2005). Pegar buid er ad umrita og pyda genid parf einnig ad virkja protinio sjalft, pad er gert
med fosforun sem midlad er med PKA (Manna o.fl., 2007; Miller og Strauss, 1999).

StAR er myndad i umfrymi, pegar pad er pytt myndast fyrst 37 kDa protin, sem hefur

hvatberamerki & N-enda. Hvatberamerkid er naudsynlegt til ad beina StAR ad hvatberanum,

en hefur ekki ahrif & virkni protinsins. (Clark og Stocco, 1997; Miller, 2007 a). Breytt protin
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par sem 62 aminosyrum a N-enda er sleppt hafa synt virkni i drum himnun, pannig ad virkni
prétinsins er ekki heldur bundid vid hvatberana (Clark og Stocco, 1997). betta bendir til pess

ad vinnueining protinsins er stadset a C-endanum.

StAR verdur virkt eftir fosforun (Miller og Strauss, 1999). pad er flutt ad hvatbera par sem C-
endinn binst lauslega yfirbordi himnunar sem snyr ad umfryminu (Miller, 2007 b). C-endinn
er ad mestu leyti a-helix, & honum er stadsettur sterol-binding pocket (SBP), sem er
vatnsfeelinn vasi, rétt naegilega stor til ad binda eina koélesterél sameind, sja mynd 2.
Akvednar byggingabreytingar (molten globule) & SBP eru samt naudsynlegar til ad opna og
loka vasanum pegar kdlesterdl er tekid upp eda pvi er sleppt. Pessum byggingabreytingum er
komid & med breyttu syrustigi & mjog litlu svedi vid vasann. (Miller, 2007 b).
Syrustigsbreytingarnar eru hadar pvi ad proténu-pumpa sé stadsett i hvatbera himnunni
(Miller, 2007 a). Hvernig StAR flytur kdlesterdl innfyrir hvatberahimnuna og til P450¢ er
enn & huldu. Tilgatan sem menn hallast ad i dag er ad StAR bindst i hvatberahimnuna par sem
han er mjog kolesterdl rik, hafa flekar i himnunni verid nefndir i pessu samhengi. Ad auki er
mjog liklegt ad StAR vinni med 6dru protini sem er bundid vid pessa kolesterdlriku fleka.
Peripheral benzodiazepine receptor (PBR) hefur verid nefndur sérstaklega oft sem mdgulegur
samstarfsadili StAR (Millier, 2007 a og b).

StAR er 37 kDa og um leid og protinid er flutt inn i hvatberann er hvatberamerkid & N-enda
Klippt af og eftir stendur fullunnid StAR sem er 30 kDa. Stundum verdur til 32 kDa millilidur
aour en 30 kDa StAR verdur til (Miller, 2007 a). Rannsoknir hafa synt ad 37 kDa Gtgafan
hefur mjog stuttan helmingunartima en 30 kDa dtgafan af StAR hefur Gvenjulega langan
helmingunartima i frumunni (nokkra daga), svo langan ad pad er ekki i samremi vid sndgg
vidbrogd frumunnar pegar sterahormén eru myndud (Clark og Stocco, 1997; Miller, 2007).
Prétinid er virkt eftir ad hvatberamerkid hefur verid klippt af og getur flutt kolesterdl milli

himna en pad er ekki lengur sértekt fyrir flutning kélesterdls i hvatberahimnu (Miller, 2007

a).



Mynd 2. Binding StAR prétinsins vid hvatberahimnu. StAR binst ytri himnu hvatberans lauslega. Protinid er
a0 mestu gert Ur B-breidum og a-helixum (grant). N-endinn er a-helix, syndur hér graenn Virki hlutinn er syndur
raudur en pad er C-endinn par sem kolester6lid getur bundist (Miller, 2007 a).

StAR hefur verid bendlad vid sjukdéma eins og congenital lipoid adrenal hyperplasia (lipoid
CAH) og legslimuflakk (e. endometrosis). Lipoid CAH er sjukdémur par sem vontun er a
sterahorménum, medan legslimuflakk virdist orsakast af offrambodi af sterahormonum
(Miller og Strauss, 1999; Tsai o.fl., 2008) Faar greinar hafa verid birtar par sem StAR er
bendlad vid brjéstakrabbamein eda proun pess. En genid er samt sem adur stadsett & sveedi
sem er magnad i 10-15% brjdéstakrabbameinsaxla, og er fylgni a milli mégnunar a geninu og
aukningu a tjaningu mRNA (Ray o.fl., 2004; Garcia o.fl., 2005).

MLNG64 (einnig pekkt sem STARD3) er protin sem er skylt StAR. Eins og a StAR hefur
protinsveedid & C-enda MLNG64 hafni til ad binda kolesterdl og er pvi talio taka patt i
kolesterdlflutningi yfir himnu. (Olayioye o.fl., 2004, 2005). MLN64 og StAR eiga fleira
sameiginlegt, pau eru baedi mjog vel vardveitt i proun, og hafa baedi verid klonud ar
spendyrum og fiskum (Bauer o.fl., 2000). MLN64 er stadsett & litning 17q nalegt ERBB2,
svaedi sem er oft magnad i brjostakrabbameinum rétt eins og litningur 8p12-p11. Yfirleitt eru
bedi ERBB2 og MLN64 yfirtjad pegar pau eru moégnud (Dressmann o.fl., 2003; Olayioye
o.fl., 2004). Rannsoknir syna ad lifslikur brjéstakrabbameinssjuklinga, med baedi mégnun og
yfirtjaningu & MLNG64, eru minni en peirra sem ekki eru med mdégnun a MLN64 (Chin o.fl.,
2006). par sem MLN64 og StAR hafa baedi svipada byggingu sem og sému virkni er liklegt

ad pau studli baedi ad aukinni framleidslu hormoéna i krabbameinsfrumum.
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2.2. Frumulinur

Krabbameinssyni eru mjég dyrmaet syni, oft eru pau til i mjog takmérkudu magni eda erfitt
ad nalgast pau. Medal annars pess vegna hafa visindamenn brugdid a pad rad ad raekta frumur
til ad skoda péa ferla sem fara fram i frumunum. Frumuraekt hefur lika gefid visindamoénnum
moguleikann & pvi ad préfa vidbrogd frumna, vid lyfjum eda 6drum efnum, &

sameindasvidinu.

Rétt er pé ad hafa i huga ad frumuraektir hafa akvedna annmarka. Frumur i reekt eru audvitad
ekki i edlilegu umhverfi sinu par sem peer eru rektadar i skalum eda floskum med ndg ati og
vio mjog stadladar adstedur. Umhverfid, og par ad leidandi vidbrogd fruma, innan i
likamanum eru énnur en peirra sem lifa i tilraunafléskum (Ross og Perou, 2001). Samt sem
aour hafa frumulinur reynst vel hvort sem er til ad skoda tjaningu gena, viobrégd vid lyfjum

eda annars konar ferla (Ross og Perou, 2001; Zientek-Targoz o.fl., 2008).

Pegar &xli og frumulinur eru bornar saman hefur komid i 1j6s ad frumulinur eiga til med ad
syna meiri brenglun en a&xlin. Petta geti stafad af pvi ad frumulinur eru oft einangradar og
reektadar upp af illkynja exlum, sem hafa haft neegan tima til ad vaxa og proast og ad akvedid
val er fyrir frumum sem vaxa hratt og vel pegar axlisbiti er settur af stad i reektun (Neve o.fl.,
2006).

Rannséknir & frumulinum hafa leitt i 1jés ad frumurnar vidhalda eiginleikum sinum mjog vel
jafnvel pott peer fari i gegnum margar skiptingar. Sumar frumulinur eru bdnar ad vera til i
tugi &ra, en halda enn i flest af sinum upphaflegu einkennum (Ross og Perou, 2001).
Frumulinur eru pvi gott model fyrir krabbameinsrannsoknir, en visindamenn verda alltaf ad

hafa i huga pa annmarka sem frumulinur og umhverfi peirra hafa.

Frumurnar sem notadar eru i pessu verkefni eru keyptar fra fyrirteekjum sem eru geymslur
(gagnabankar) fyrir frumulinur sem visindamenn hafa préad. par eru: MCF10A, MCF7,
MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500, ZR-75-1, T47-D, SUM52 og SUM 229. bessar
frumulinur eru allar afleidur brjostasexla nema MCF10A sem er einangrud ur brjostakirtli i

hrédum vexti (ATCC (http://www.atcc.org); Asterand (http://www.asterand.com/Asterand/)).

peer hafa verid vel skodadar og skilgreindar m.t.t &kvedinna erfdabrenglana sem eru flestar

nokkud nadkvaemt kortlagdar.
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MCF10A hefur mikid verid notud sem edlileg lina i rannsoknum a brjostakrabbameini par
sem ekKi er vitad til pess ad hun hafi adrar breytingar en per ad genasetin fyrir CDKN2B og
CDKN2A tapast. MCF10A frumurnar hafa hvorki synt axlismyndun i rekt né i misum
(Zientek-Targosz o.fl., 2008). I pessari rannsokn er MCF10A notud til vidmidunar, sem
edlileg lina (Jonsson o.fl., 2007; Neve o.fl., 2006).

MCF7 er med tap a storu svaedi, p.m.t sveedinu par sem StAR genid liggur (Pole o.fl., 2006;
Pollack o.fl., 2002). SUM 229 er einnig med tap & 8p12-p11. I peirri frumulinu virdist baedi
koma fyrir tap og edlilegur fjoldi genaeintaka eftir pvi hvar & 8p12-p11 er skodad. Genin sem
eru stadsett i kringum StAR hafa tapast, en StAR genid sjalft hefur ekki verid kortlagt (Yang
o.fl., 2006). Sému sbgu er ad segja med MDA-MB-231 en par er tap & 8pl2-pll

litningasvaedinu (Jonsson o.fl., 2007).

HCC1500 er med mdognun i kringum StAR genid. Mdgnunarsvaedi er ekki mjog stort en
sveedio er til i morgum eintdkum, sem sagt mikil mégnun (Cooke o.fl., 2008; Garcia o.fl.,
2005; Pole o.fl., 2006). A sama hatt er mjog mikil mognun & 8p12-pll i CAMA-1
frumulinunni (Cooke o.fl., 2008). Mognunarsvadid er nokkud stort i peirri frumulinu (Garcia
o.fl., 2005; Neve o.fl., 2006). SUM 52 hefur einnig stort svaedi a litningi 8p magnad (Neve
o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006).

T47-D og ZR-75-1 eru badar med mjog flokin mynstur & 8p12-p11. Par er baedi um tap og
maognun ad raeda a tiltélulega storu svaedi. ZR-75-1 virdist vera med mjog mikla mégnun a
sveedinu i kringum StAR, en tépud sveaedi inn a milli (Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006;
Pollack o.fl., 2002). T47-D er lika med mdgnun & sveedinu i kringum StAR, en par eru svo
sveedi par sem DNA magn er edlilegt (Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006).

12



3. Markmio

Markmid verkefnisins er ad kanna hvort samband sé milli mégnunar og prétintjaningar a
StAR geninu i brjostakrabbameinsfrumulinum. Til pess voru notadar frumulinur med
pekktum breytingum a 8pl2-pll. Frumulinurnar eru raektadar i videigandi eti, proétin

einangrud og magn StAR malt med StAR polyclonal métefni i Western prykki.

4. Efni og adoferdir

4.1. Frumurakt
Frumurnar voru allar reektadar i T-25 fléskum (BD Falcon) i frumuraektunarskép, sem var
37°C, par sem CO; hlutfall i andramslofti var 5%. Frumurnar voru raektadar i mismunandi ati

(Invitrogen), sja toflu 1.

Tafla 1. Ati sem frumurnar voru reektadar i.

Frumulina DMEM:F1 | RPMI FBS | Vaxtapeettir H14* | Framleidandi
2
MCF10A X ATCC; CRL
10317
MCF7 X 10% ATCC; HTB-
22
MDA-MB- X 10% ATCC; HTB-
231 26
CAMA-1 X 10% | 0.ImM NEAA** ATCC; HTB-
21
HCC1500 X 10% | 10mM HEPES*** ATCC; CRL-
2329
T47-D X 10% ATCC; HTB-
133
ZR-75-1 X 10% ATCC; CRL-
1500
SUM 52 X 5% Insulin 5pg/mL Asterand
Hydrocortisone
lpg/mL
SUM 229 X 5% Insulin 5pg/mL Asterand
Hydrocortisone
1ug/mL

*H14 er séreeti sem inniheldur DMEM:F12; 10% FBS; insulin 250ng/mL; Transferrin 10g/mL; Epidermal
growth factor 10ng/mL; Na-Seline 2,6ng/mL; Estradiol 10™°M; Hydrocortisone 1,4*10°M; Prolactin 5pg/mL.
**NEAA er non-essential amino acids

***HEPES er N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N*-(2-ethanesulfonic acid) og vidheldur pH

Flestar frumurnar fengu nytt ati prisvar i viku, en pad var metid utfra lit atisins og lidan

frumnanna i floskunum, ef margar flutu um i &tinu pa var skipt, par sem pad er merki um ad
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peim lidur ekki vel. Gult @ti bendir til leegra syrustigs pegar frumurnar eru ad verda

uppiskroppa med neringu.

Pegar skipt var & eti var péttni frumnanna metin til ad akvarda hvort timi veeri komin til ad
skipta peim. Misjafnt var eftir frumulinum hver péttnin var vid skiptingu en midad var vid
leidbeiningar fra framleidanda. Vid skiptingu var etid tekid af, frumurnar skoladar med
phosphate buffered saline (PBS) (0,14M NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPQO,4, 1,8mM
KH,PQO,, pH 7,4) og sidan settir 750 uL af trypsini & frumurnar til ad losa per i sundur og fra
botni fléskunnar. Frumurnar voru settar med trypsininu inni hitaskapinn, medan trypsinid
vann. Timinn sem tok fyrir trypsinid ad virka var mjog misjafn milli frumulina en einnig
misjafnt eftir skiptingum. Pegar frumurnar h6fou losnad var virkni trypsins stédvud med PBS
eda eti, &samt FBS. Frumurnar voru svo spunnar nidur vid 2000 rpm og herbergishita, i 3
minutur. MDA-MB-231 voru ekki spunnar nidur vid skiptingu heldur voru paer teknar beint
af flosku eftir losun med trypsini og settar i nytt ati i nyrri flosku. pegar frumur voru spunnar
nidur var &tinu hent ofan af botnfallinu og botnfallid svo leyst upp i nyju eti, sem var svo
sett i réttum hlutfollum i nyja T-25 flosku med nyju eti. FIoskunum var velt vel til ad dreifa

frumunum jafnt yfir floskuna og svo settar aftur i 37°C og 5% CO..

MCF10A var skipt & um pad bil 5-7 daga fresti i hlutféllunum 1:10, MCF7, CAMA-1,
HCC1500, ZR-75-1, T47-D var 6llum ad medaltali skipt & vikufresti i hlutféllunum 1:5
(MCF7), 1:3 (CAMA-1), 1:2-1:3 (HCC1500), 1:2-1:4 (ZR-75-1) og 1:6 (T47-D). MDA-MB-
231, SUM 52 og SUM 229 var skipt um pad bil tvisvar i viku i hlutféllunum 1:3 (MDA-MB-
231 0og SUM 229) og 1:6 (SUM 52).

4.2. Prétineinangrun

/Eti var tekid af frumum, per voru sidan skoladar tvisvar, mjog vel, med iskéldu PBS. PBS-
id var hirt af eins vel og haegt var adur en 170 pL af RIPA lausn (50 mM TRIS (pH 7,4), 150
mM NaCl, 1,0% NP40, 1,0% Na-deoxycholate og 0,1% SDS) asamt 1x protease hindra
(Roche), pynntur 1:7 skv notkunarleidbeiningum framleidanda, var sett a frumurnar,
fléskunni var vaggad til ad lata lausnina hylja. Flaskan var pa sett & is i 10 min, eftir pad voru
frumurnar skrapadar af botninum med par til gerdri skrépu og fluttar i Eppendorf glas. Synin
voru 61l dregin gegnum sprautundl til ad brjota nidur DNA sameindir, sem gera synin annars
seig. Eppendorfglasio var geymt & is i 10 min, & peim tima var syninu velt um pad bil 4

sinnum til ad blanda peim. Synin voru svo spunnin nidur vid 4°C i 20 minGtur a 14000 rpm.

14



Svo var flotid hirt af og sett i nytt glas. Undantekningar fra pessari adferdo er MDA-MB-231,
par voru notadir tveir proteasa hindrar, sodium vanadate (NaVOs) og

phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF), i stad protease hindra blondunnar fra Roche.

Eftir protineinangrun voru allar lausnir settar i frysti, sidan var proétinstyrkur peirra meeldur
med BCA adferdinnin (PIERCE). Hun gengur Ut & bindingu prétina vid tvigildar koparjonir i
hlutféllunum 1:1, i alkalin lausn. begar binding & sér stad litast lausnin, koparjonirnar afoxast
pegar lausnin er hitud i 37°C og vido pad breytir lausnin um lit. Pegar lausnirnar eru svo
meeldar i ljosmali nemur melirinn litinn, sem er magn protina i lausninni. Protinstyrkurinn

var meeldur i 6llum synunum i einu.

4.3. Western prykk
Tilbaningur & gel

Gelid var buid til & stadnum. pad var 10% polyakrylamid keyrslugel. Pegar keyrslugelid hafdi
fengid ad stifna i 45 min var pjoppunargelid blandad og bett ofan &, og einnig latinn stifna i
45 min. Sja innihald i t6flu 2.

Tafla 2. Efnividur fyrir 10% acrylamide gel.

10 mL keyrslugel*

5 mL pjéppunargel**

H.0 4,0 mL 3,61 mL

30% acrylamide mix*** 3,3mL 0,83 mL

1,5 M Tris 2,5 mL (pH 8.8) 0,42 mL (pH 6.8)
10% SDS 0,1 mL 0,05 mL

10% APS 0,1 mL 0,05 mL
TEMED 0,004 mL 0,005 mL

* keyrslugelid gegnir pvi hlutverki ad adskilja prétinin eftir steero.

** pjoppunargelio gegnir pvi hlutverki ad pjappa prétinunum saman svo pau keyrist jafnt i gegnum keyrslugelid
og adskilnadur eftir steerd gefur sem nadkvaemasta mynd af hlutfallslegum mun peirra.

*** 29.2% acrylamid og 0.8% bis-acrylamid.

Efnunum var blandad saman i peirri r6d sem pau koma fyrir, lausnin var afgésud i 15 minatur
aour en  10%  ammonium  persulfate  (APS) og N,N,N’,N'-tetramethyl-
ethane-1,2-diamine (TEMED) var bett Gt i. Lausninni var blandad vel saman med pvi ad
vagga henni i sma stund og svo var han sett & milli tveggja glerja med 1mL pipettu. Eftir ad
bjoppunargelid var sett &, var greidu stungid ofan i gelid til ad bda til vasana, og pannig var
gelio Iatio stifna. Gelid var steypt 3 dégum adur en pad var keyrt, pad var pvi geymt i isskap,
vafid inni bréf, bleytt i running lausn (sja lysingu sidar) og pakkad inni plast til ad koma i veg
fyrir ad gelid pornadi.
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Gelkeyrsla

Synin voru bléndud RIPA og 4x protein sample buffer (PSB) (60mM Tris, (pH 6,8), 2%
SDS, 10% glycerol, 0,008% bromophenol blue, 5% B-mercaptoethanol) &dur en peim var
hladid & gelid. PSB lausnin gefur synunum lit en ad auki inniheldur hin sama magn af Tris og
SDS og pjoppunargelid, svo par er svipad umhverfi og i lausninni. Styrkur synanna sem féru
i hvern brunn & geli var 20 pg og rammalid var 20 pL, MCF10A var undantekning en par
voru settir 40 pg og 40 pL. Adur en synin voru sett i brunnanna voru pau sodin i hitablokk,
vid ~100°C i 5 minatur.Vid pad missa proétinin 16gun sina og SDS, sem er minushladid binst
vid pau, pess vegna keyrast protinin eftir steerd & gelinu. Sidan voru pau spunnin nidur til ad

na 6llum vokvanum sem hafdi gufad upp i lokid.

Gelid var sett i running lausn (25 mM Tris base, 129 mM Glycine, 1% SDS), sidan synun
hladid a gelid. pa var rafdrattur settur af stad, fyrst & 100 V i gegnum pjoéppunargelid i 20 min
og svo & 150 V i gegnum keyrslugelid i u.p.b. 60 min eda pangad til synin héfou farid i
gegnum allt gelid.

Flutningur yfir & himnu

Eftir rafdratt voru protinin flutt af gelinu og a Polyvinylidene fluoride (PVDF) himnu.
Himnan var undirbdin med pvi ad bleyta hana i metandli i 15 sek, sidan var hun sett i vatn i 2
min og loks latin liggja i transfer lausn (25 mM Tris base, 192 mM Glycine) i 5 minutur.
Gelio var einnig feert i transfer lausn og latio liggja par i um pad bil 10 minatur. Pappi,
mettadur af transfer lausn var settur & nedra skautid & transferteekinu, nesta var himnan sett
og svo gelid ofan & hana, efst var svo annar mettadur pappi af transfer lausn, sidan var efra

skautio sett & og protinflutningurinn settur i gang, @ 15 V og latinn ganga i 70 min.

Himnan var litud med Ponceau S lit (Sigma) (0.1% (w/v) Ponceau S, 5% ediksyra) eftir ad
prétinin voru flutt & hana af gelinu. Pad var gert til ad skoda hvort yfirfeerslan hefdi heppnast.
Ponceau S liturinn binst 0sértaekt vid prétin og etti pvi ad lita 61l prétin sem eru & himnunni.
Sidan var himnan sett i 5% mjolk og TBS-T (25 mM Tris (pH 8,0), 0.15 mM NacCl, 0,1%
Tween-20). Mjélkurprotinin bindast vid himnuna par sem ekki eru prétin fyrir auk pess sem
pau rydja Ponceau S lithum af prétinunum a himnunni. Petta er gert svo moétefnin bindist ekki

beint & himnuna og gefi merki par sem markprétinid er ekki til stadar. Himnan var latin vagga
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i mjolk vid herbergishita i teepa klukkustund og sidan geymd i isskap pangad til fyrsta stigs

motefnid var sett & daginn eftir.
Métefnabinding & himnu

Fyrsta stigs motefnid a-StAR (Abcam, 1 mg/ml), var sett & himnuna asamt 5% mjolk og
TBS-T i pynningunni 1:1000. Fyrsta stigs motefnid var latid vagga & himnunni vid
herbergishita i eina klukkustund, pa var himnan skolud tvisvar med TBS-T og svo latin vagga
i TBS-T i 4 sinnum 5 minatur &dur en annars stigs motefnio, a-kaninu moétefni (Zymed 1,5
mg/ml), merkt med horseradish peroxidase (HRP), var sett &, i pynningunni 1:10.000.
Himnan var aftur skolud og pvegin 4 sinnum i 5 minatur. Sidan var Enhanced
Chemiluminescence (ECL, Amersham) lausn (1 mL af A-lausn og 0,025 mL af B-lausn), sem
er ljésnem sett & himnuna og latin bida i 1 mindtu. HRP er ensim sem hvatar oxun &
hyrdrogen peroxidi i ECL lausninni. Vid oxunina losnar orka i formi ljoss. Ljésid er notad til

ad framkalla himnuna & rontgenfilmu.

Himnan var pvegin med 0,2M glycine lausn (pH 2,9) til pess ad fjarleegja a-StAR motefnin.
Hun var sidan pvegin i 2x 15 minatur i TBS-T, 16gd i mjolkurlausn (5% mjolk i TBS-T) i 1
Klst og svo preifud med a-GAPDH (RDI, nimer TRK5G4-6C5, 5,65 mg/ml) i pynningunni
1:50.000. Fyrsta stigs métefnid var 1atid vagga vid herbergishita i eina klukkustund, pa var
himnan skolud tvisvar og pvegin 4 sinnum i 5 minatur med TBS-T. Eftir pad var annars stigs
motefni, a-mus (Dako, nimer P0447, 1 mg/ml), sett & himnuna i pynningunni 1:20.000, og
latid vagga i eina klukkustund. Eftir pad var himnan aftur skolud og pvegin, ECL lausn sett a

eins og adur og rontgenmynd framkollud & sama hatt.

4.4. Mzeling d bandstyrk a filmu
Til ad meta magn protina i hverjum brunni var notast vid Adobe Photoshop. Myndirnar voru

skannadar inn med forritinu. Inn i forritinu var myndunum varpad eda snuid vid, svo ad
dokku bondin urdi hvit. Sidan var gerdur kassi utan um bondin svo forritid gat gefid
freedilega tolu sem melikvardi um fjolda punkta i hverju bandi. Petta var gert fyrir badi
StAR moétefnid og einnig fyrir GAPDH métefnid. Einn kassi er settur & filmuna par sem
ekkert band er til pess ad fa bakgrunn sem var dreginn fr&. GAPDH er notad sem
hledsluvidmid par sem pad hefur stdduga tjaningu i frumunum (housekeeping gene).
Hlutfallid milli StAR og GAPDH er notad til ad bera saman hlutfallslegt magn StAR i

frumulinunum.
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5. Nidurstéoour

Motefnalitun med a-StAR var gerd a 9 frumulinum, MCF10A, MCF7, MDA-MB-231,
CAMA-1, HCC1500, T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229, til ad kanna hversu mikid
StAR peer eru ad tja, mynd 3a. Himnan var sidan preifud med maétefni fyrir GAPDH, sem er
mikid tjad i 6llum frumum og notad hér til ad sannreyna jafna hledslu prétina i alla vasa

gelsins, mynd 3b.
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Mynd 3. Métefnalitun fyrir StAR og GAPDH & Western prykk himnu 1. T vésunum er: 1) Staerdarmarker
(Fermentas), 2) MCF10A, 3) MCF7, 4) MDA-MB-231, 5) CAMA-1, 6) HCC1500, 7) T47-D, 8) ZR-75-1, 9)
SUM 52, 10) og SUM 229. Prétinmagn i hverjum vasa er 20 pg, utan vid MCF10A, par sem eru 40 pg. a)
Himna 1 var fyrst preifud med a-StAR. b) Himnan var pvegin med lausn med lagu syrustigi sem losar motefnin
af og sidan preifud any med GAPDH métefni. Orin bendir & StAR prétinid en stjornur syna aukabénd.

a-StAR hefur bundist vid prétin af 4 steroum midad vid pad sem sést & mynd 3a. Nedsta
bandid er vio 34 kDa markerinn. Béndin tvd i midjunni eru sitt hvoru meginn vid 43 kDa
marker. Steerdin & efsta bandindu er u.p.b. 72 kDa. Bandanidurstddurnar eru i samraemi Vvid
upplysingar fra framleidanda motefnisins en paer syna eitt band sem er rimlega 30 kDa ad
steerd. Umfjollun um aukabdndin er i umraedukaflanum.
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[ allar rasir var hladid 20 pg nema fyrir MCF10A en 40 ug voru hladin af MCF10A protini
vegna fyrri nidurstadna (mynd 4). Bandid fyrir GAPDH etti pvi ad vera helmingi sterkara
(mynd 3b), en pad er ekki svo. MCF10A lausnin hefur flaett yfir i marker vasann og geti pad
skyrt ad hluta af hverju magn GAPDH virdist pad sama i MCF10A ras pratt fyrir heerra
protinmagn. Onnur skyring geti falist i ad prétinmeeling var ofmetin. Ponceau-litun syndi
go6da tilferslu prétina fra geli i himnu en litunin virtist daufari i SUM 229 vasanum (ras 10),
og sjonrent mat & magni CAMA-1, HCC1500 og T47-D gaf til kynna ad hledslan i vasa nr 5,
6 og 7 hafi innihaldid minna prétinmagn en fra hinum frumulinunum. Malingar & bandastyrk
GAPDH i photoshop forriti stadfesta ekki petta sjonreena mat (Tafla 3). Framkollun GAPDH
filmu geeti verid of 16ng (bondin of svort) og pvi meelast pau 6ll i svipudum styrk. betta hefur

ahrif & dtreikninga & hlutfallslegu magni StAR protins.

Eins og sést & mynd 3a kemur ekki upp neitt band hja MCF10A, eina bandid sem sést par er
ekki i samraemi vid nein bond hja hinum frumulinunum, ekki er vist hvad pad band taknar.
Sennilega er MCF10A, edlilega frumulinan, ad tja StAR i svo litlu magni midad vid hinar
frumulinurnar ad Western prykkid nemur pad ekki. Prufuhimna sem var preifud nokkud fyrr
og innihélt prétin einangrad ur annarri MCF10A raektun syndi veikt StAR band pegar 20 ug
af prétini voru notud (Mynd 4). bess vegna var hladid 40 pg af MCF10A prétini i seinni
tilraun (Mynd 3a). A badum himnunum voru prétin fra HCC1500 frumulinu. Mealingar &
bandastyrk syndu samberilegt magn fyrir StAR i HCC1500 frumunum & badum himnum og
var pvi akvedid ad nota nidurstodur mealinga & StAR bandastyrk MCF10A frumulinu & himnu
2 til viomidunar fyrir nidurstdournar & himnu 1. Nidurstdour melinga & bandastyrk fyrir

himnur 1 og 2 eru syndar i t6flu 3 og i stoplariti & mynd 5.
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Mynd 4. Motefnalitun fyrir StAR og GAPDH & Western prykk himnu 2. T vésunum er 1) Sterdarmarker

(Amersham biosciences) 2) MCF10A og 3) HCC1500. Magn prétina i hvorn vasa voru 20 pg. a) himna preifud
med a-StAR. b) sama himna, preifud med a-GAPDH. Orin bendir & StAR prétin en stjarnan synir band vid 72

kDa marker.

MCF10A synir mjog veikt band, rétt ofan vio 30 kDa marker, sem er sennilega StAR. Einnig

binst motefnid bandi vid 66 kDa marker, badi i rasum 2 og 3, mynd 4a.

Tafla 3. Malingar & StAR tjaningu i frumulinunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500,
T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229. Malingar a hledsluviomioi GAPDH og hlutféll StAR magns og GAPDH
magns i frumulinum. BUid er ad draga bakgrunn fra bandastyrk StAR og GAPDH.

Himna 1 | Himna 2

Frumu- Frumu-

linur StAR | GAPDH | StAR/GAPDH | linur StAR | GAPDH | StAR/GAPDH
MCF10A | -4,27 | 165,01 -0,03 | MCF10A 6,98 164,54 0,04
MCF7 40,26 | 168,85 0,24 | HCC1500 | 67,42 162,95 0,41
MDA-

MB-231 23,64 | 163,21 0,14

CAMA-1 65,3 | 159,22 0,41

HCC1500 | 66,86 | 160,73 0,42

T47-D 29,31 | 153,55 0,19

ZR75.1 85,64 | 168,75 0,51

SUM 52 86,63 | 168,47 0,51

SUM 229 | 40,82 | 153,67 0,27
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StAR tjaning i MCF10A & himnu 1, melist neikvaed, tafla 3. Tjaningin melist ekki pegar
buid er ad draga bakgrunninn frd& malingunum. Tjaning & StAR i HCC1500 frumulinunni
meelist nanast eins & himnu 1 og 2, hlutféllin milli StAR og GAPDH eru einnig mjog lik.

QO =MW U o~ 00w
|

Mynd 5. Tjaning & StAR eykst i brjostakrabbameinsfrumulinum. Hlutfallslegt magn StAR i frumulinunum
skodad & stoplariti og var tjaning StAR i edlilegu frumulinunni MCF10A sett sem 1. Blair stéplar tdkna himnu
log raudir stoplar tdkna himnu 2. Frumulinur sem eru med tap & litningasvaedinu i kringum StAR hafa (-),
frumulinur sem hafa mégnun & sama sveedi hafa (+).

Ef tekid er tillit til pess ad ovist er um StAR eintakafjoldann i T47-D og ZR75-1
frumulinunum og einungis horft til hinna sem eru med stadfestar upplysingar um
eintakafjoldann ad pa benda nidurstdour til pess ad tjaning & StAR eykst i frumulinum sem
eru med mognun & litningasveedi StAR gensins. 1 sumum frumulinum er aukningin &
prétintjaningunni mjoég mikil, t.d. er hun tifold i HCC1500, CAMA-1, og SUM 52 midad vid
MCF10A (mynd 5). Aukning & prétinmagni StAR verdur einnig i frumulinunum MCF7,
MDA-MB-231 og SUM229 sem eru med tap a litningasveedi StAR gensins, en aukningin er

u.p.b. helmingi meiri i frumulinum sem hafa mégnun a svaedinu.
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6. Umraodur

Markmid verkefnisins var ad kanna hvort tjaning & StAR veeri i samraemi vid aukningu eda
tap & DNA i 9 frumulinum sem hafa verid kortlagdar med tilliti til 8p12-p11. Tjaning StAR
var skodud i brjostafrumulinunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500,
T47-D, ZR-75-1, SUM-52 og SUM-229 med Western prykki. Samkvemt nidurstodum
verkefnisins er aukid magn StAR i 6llum frumulinum hvort sem tap eda mégnun hefur ordid
a litningasveedinu, midad vid edlilega frumulinu. Mjog litid magn StAR virdist vera tjad i

MCF10A frumulinunni sem er edlileg frumulina med tilliti til 8p12-p11 litningasvedisins.

MCF7, SUM 229 og MDA-MB-231 hafa allar tap eda edlilegan DNA eintakafjélda & pessu
sveedi (Jonsson o.fl., 2007; Pole o.fl., 2006; Pollack o.fl., 2002; Yang o.fl., 2006). Samt sem
adur virdist vera aukning & StAR prétininu, midad vid magnid i MCF10A. MCF7 og SUM
229 eru badar med u.p.b. sexfalda aukningu prétins midad vid edlilegu frumulinuna.
HCC1500, CAMA-1, og SUM 52 eru allar med mdgnun & 8pl12-pll svaedinu og allar med
mun heerri protintjaningu en peer frumulinur sem ekki eru med mégnun a 8p litningasveadinu.
(Cooke o.fl., 2008; Garcia o.fl., 2005; Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006; Pollack o.fl., 2002).
Mest mognun DNA er i ZR-75-1 og SUM 52 frumulinunum og i peim er aukning StAR
prétinsins rumlega tiféld midad vido MCF10A. Ekki hefur adur verid koénnud
prétinframleidsla pessarra gena, adeins mRNA. Nidurstodur okkar samraemist nidurstédum
sem adur hafa verid birtar par sem synt er fram & samhlida aukningu & mRNA gena innan &
mognudum litningasveedum i brjéstakrabbameinum (Chin o.fl., 2006; Garcia o.fl., 2005; Ray
o.fl., 2004).

Freedilega hefdi matt bdast vid minna magni af StAR i peim frumulinum sem hafa tap &
litningasvaedinu, pegar midad var vio MCF10A, og ad sama skapi aukid magn i peim
frumulinum sem hafa mdégnun. Pegar vid sjaum aukningu protins par sem tap hefur ordio a
DNA gefur pad visbendingar um ad stjornun & tjaningunni er ekki einungis bundin vid DNA
magnid Tjaningu StAR er stjornad med floknum innanfrumubodleidum. Par er badi um ad
reeda margar mismundandi bodleidir og morg milliskref sem heegt er ad hafa ahrif 4. Tjaning
a StAR er til deemis badi 6rvud med vaxtapattum og horménum. Pannig meetti i raun segja ad
StAR hvetur til tjaningar & sjalfu sér, med myndun sterahorména (Stocco o.fl., 2005).
Vidtakar fyrir sterahormoén eru oft yfirtjadir i brjéstakrabbameinsfrumum (Lerebours og
Lidereau, 2002; Ross og Perou, 2001).
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Hinn moguleikinn er s& ad frumulinurnar hafi mdégnun & StAR geninu po svo ad
kortlagningar hafi ekki leitt pad i 1jés hingad til. Kortlagningar & erfdabrenglunum eru oftast
ekki med meiri en megabasapara (Mbp) ndkvaemni og pvi geeti verio um mikromagnanir ad
reeda sem ekki greinast nema med orflogum sem eru med nokkur hundrud bp nakvemni.
Frumulinur eins og T47-D og ZR-75-1 eru sérstaklega floknar m.t.t pessa tiltekna svedis.
paer hafa synt sig ad vera med tap og mognun til skiptis & svaedinu og pad getur gert
visindaménnum enn erfdara um vik pegar meta & hvar mégnum byrjar og hvar hin endar
(Cooke o.fl., 2008; Pole o.fl., 2006). Sennilega pyrfti ad kortleggja pessar frumulinur betur,
hafa markerana pa péttari til ad vera viss um hvada gen lenda innan mégnunar eda hvada gen

tapast.

Framleidandi o-StAR motefnis (Abcam) synir einungis eitt band pegar métefnid er notad til
ad finna protinid i nyrnahettum. A himnu 1 sjast 4 bond: eitt vid 34 kDa marker, tvo bénd vid
43 kDa marker og eitt vid 72 kDa markerinn. Nedsta bandid vid 34 kDa marker er liklegast
StAR prétinid eftir ad hvatberamerkid hefur verid klippt af, pa u.p.b. 30 kDa. StAR prétinid
er til i premur utgafum i frumunni, pad er 30 kDa, sem er inni hvatbera, 37 kDa, sem er utan

hvatberans og stundum er myndad 32 kDa millistig (Clark og Stocco, 1997; Miller, 2007 a).

A B
MK- -
K- A
BEK- ‘]STAH‘
K-
18K-

Mynd 6. Western prykk himna preifud med a-StAR FL-285. Himnan er preifud med a-StAR FL-285 en pa er
Oll amindsyrurédin notud. | ras B er StAR tjad fra plasmidi en ras A er til samanburdar og er ekkert prétin tjad i
henni. (www.scbt.com, sc-25806).

Mynd 6 synir himnu sem var preifud med o-StAR métefninu FL-285, en vid myndun pess
var 6l amin6syrurédin notud. I tilrauninni & mynd 6 var StAR protinid yfirtjad fra plasmidi
(ras B), mest sést af 30 kDa proétini. 37 kDa sést a.0.1. vegna pess hversu mikid magn
prétinsins er tjad. Mjog litid sést af 32 kDa millilid. Bdndin tvo sem sjast & himnu 1 vid 43
kDa marker eru of stor til pess ad geta verid 32 og 37 kDa utgafur StAR auk pess sem
helmingunartimi 37 kDa utgafu er mjog stuttur og pvi frekar oOliklegt ad sjaist i

brjostafrumulinunum. Oll aukabondin sem sjast & mynd 3 geetu verid prétin sem eru skyld
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StAR, sem a marga freendur (16 protin), p.e. protin sem hafa svipada virkni og byggingu.
Hugsanlega er métefnid ad bindast einhverjum peirra, pad pekkir pa pessar radir sem eru
vardveittar milli prétinanna. Aukabodndin getu lika orsakast af dsértekri bindingu 2°
motefnisins. Haegt vaeri ad preifa himnun eingdngu med o-kaninu til ad skera ur um pad, ef
engin bond kemu i 1jos vid pad, getum vid dregid pa alyktun ad a-StAR motefnid er ad

bindast prétinum, hugsanlega med sému amindsyruréd og StAR.

A mynd 4a sést einungis aukaband sem er ca 72 kDa. Astaeda fyrir pvi ad pessi aukabond &
mynd 3a sjast ekki & mynd 4a, getur verid mismunur a medhondlun fyrir protineinangrun.
Protineinangrun ar frumunum sem notadar voru & himnu 2 sem synd er & mynd 4a, var ekki
framkveemd beint af frumuraektunarfloskunni eins og gert var med frumulinurnar fyrir
protineinangrun sem notud var & himnu 1. A himnu 2 for prétineinangrun fram eftir ad
frumurnar voru losadar med trypsinmedhondlun. Pbetta geeti & einhvern hatt orsakad pad ad
prétinin koma ekki fram & himnu 2, pau getu hafa verid klippt nidur af trypsini. Frekari

tilrauna er porf til ad skera ur um hvad nakvaemlega veldur.

Nidurstddur rannsoknarinnar syna ad tjaning & StAR i brjdstakrabbameinsfrumulinum er
meiri en i edlilegri frumu, MCF10A. Tjaning & prétininu eykst liklega pegar mikil brenglun
verdur & erfdaefninu, eins og gerist i krabbameinum. Hugsanlega vegna oftjaningar & 6drum
genum, s.s. viotokum, fyrir hormon og vaxtapatti sem hvetja umritun StAR. Frumulinur sem
hafa mikla mégnun & pessu svaedi, CAMA-1, HCC1500 og SUM 52, eru med u.p.b. tvisvar
sinnum meiri aukningu & StAR tjaningu en per frumulinur sem eru med tap, p.e. MCF7,
MDA-MB-231 og SUM 229 mynd 5. bad metti pvi draga pa alyktun ad samremi sé i
krabbameinsfrumulinunum milli DNA mdégnunar og aukinnar tjaningar prétinsins og DNA
taps og laegri tjaningar prétinsins po allar tjai krabbameinsfrumulinurnar meiri StAR protin en
MCF10A frumulinan.
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9. Mynda- og tofluskra

Mynd 1. Mynstur mdgnunar og taps & erfdaefni i brjostakrabbameinum (Hicks o.fl., 2008).
Mynd 2. Binding StAR protinsins vid hvatberahimnu (Miller, 2007 a).

Mynd 3. Métefnalitun fyrir StAR og GAPDH & Western prykk himnu 1.

Mynd 4. Moétefnalitun fyrir StAR og GAPDH & Western prykk himnu 2.

Mynd 5. Tjaning a StAR eykst i brjostakrabbameinsfrumulinum.

Mynd 6. Western prykk himna preifud med o-StAR FL-285 (www.scht.com, sc-25806)

Tafla 1. A&ti sem frumurnar eru raektadar i.
Tafla 2. Efnividur fyrir 10% acrylamide gel.

Tafla 3. Melingar & StAR tjaningu i frumulinunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231,
CAMA-1, HCC1500, T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229.
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