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1. Ágrip 

Brjóstakrabbamein er eitt algengasta krabbamein á Vesturlöndum. Margar rannsóknir hafa 

verið gerðar í tengslum við sjúkdóminn til að finna orsakir hans og stuðla að betri 

meðferðarúrræðum fyrir sjúklinga. Krabbamein er afleiðing breytinga á erfðaefninu eða 

erfðabrenglana. Erfðabrenglanir eru allar breytingar sem verða á erfðaefninu, allt frá stökum 

basabreytingum til viðsnúnings litningasvæða. Komið hefur í ljós að flest brjóstakrabbamein 

eru ekki tilkomin vegna stökkbreytinga í genum, heldur er um að ræða breytingar á stærri 

skala svo sem viðsnúningur, yfirfærsla, tap eða mögnun litningasvæða. 

Tvöfaldanir eða magnanir finnast í allt að 25% brjóstaæxla. Brjóstakrabbamein með slíkar 

breytingar hafa tilheigingu til að vera erfiðari viðureignar en þar sem þessar magnanir eru 

ekki til staðar. Mörg litningasvæði eru þekkt fyrir brenglanir í brjóstakrabbameinum, og er 

litningur 8p12-p11 eitt þeirra. Á þessu litningasvæði eru staðsett mörg gen, s.s. FGFR1, 

LSM1, BAG4, SPFH2 og StAR, en hingað til hefur ekki tekist að finna drifgen 

mögnunarinnar. Í þessu verkefni er leitast við að skoða hvort samræmi er milli DNA 

magnana á 8p12-p11 og tjáningar á StAR prótíninu í brjóstakrabbameinsfrumulínum. StAR 

er prótín sem hvetur flutning kólesteróls frá ytri hvatberahimnu til þeirrar innri og hjálpar 

þannig til við myndun pregnenolone, forvera sterahormóna. 

Brjóstakrabbameinsfrumulínur með þekktar breytingar á 8p12-p11 voru ræktaðar og úr þeim 

einangruð prótín. Western þrykk var notað til að skoða hlutfallslegt magn prótíntjáningar á 

StAR í samanburði við fjölda eintaka af geninu. Frumulína ræktuð upp úr fibrocyst úr brjósti 

var notuð til viðmiðunar. StAR var langminnst tjáð í þeirri frumulínu. Samanborið við hana 

var aukning á prótíninu í öllum brjóstakrabbameinsfrumulínunum. Þær 

krabbameinsfrumulínur sem hafa þekktar magnanir á 8p12-p11 svæðinu sýndu u.þ.b. tvöfalt 

meiri prótíntjáningu en frumulínur með óbreyttan fjölda DNA eintaka eða þekkt tap á 8p12-

p11. Niðurstöður rannsóknarinnar benda til þess að eintakafjöldi gensins geti verið einn af 

þeim þáttum sem hafa áhrif á magn StAR prótínsins.   
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2. Inngangur 

2.1.    Brjóstakrabbamein  

Brjóstakrabbamein er eitt algengasta krabbamein meðal kvenna á Vesturlöndum í dag. 

Krabbamein er afleiðing breytinga í erfðaefninu. Af brjóstakrabbameinstilfellum er hægt að 

rekja 5-10% til ættlægra galla í erfðamenginu. Hin tilfellin eru tilkomin vegna sómatískra 

breytinga. (Daly, 2003). Langflest af langt gengnum krabbameinum eiga sameiginlega 

nokkra þætti, það er 1) krabbameinsfrumur geta fjölgað sér án utanaðkomandi vaxtaboða 

(growth signal), 2) þær hunsa vaxtarhamlandi boð, 3) þær fara ekki í stýrðan frumudauða 

þegar það á við, 4) þær hafa ótakmarkaða getu til að skipta sér, ásamt því að forðast stýrðan 

frumudauða eru þessar frumur nánast ódauðlegar, 5) þær hvetja til æðamyndunar í umhverfi 

sínu og 6) geta myndað meinvörp (Hanahan og Weinberg, 2000). Til að breyta eðlilegri 

frumu í krabbameinsmyndandi frumu þurfa því að koma til margar breytingar sem gera 

frumuna þróunarfræðilega hæfari (Hanahan og Weinberg, 2000; Lerebours og Lidereau, 

2002). 

Síðastliðin ár hefur tíðni krabbameina aukist og samhliða hafa rannsóknir á því sviði aukist 

verulega. Með meiri þekkingu á þeim breytingum sem verða við þróun krabbameina opnast 

möguleikar á betri meðferðarúrræðum (Lerebours og Lidereau, 2002; Hicks o.fl., 2008).  

2.1.1. Erfðabrenglanir og brjóstakrabbamein  

Breytingar á erfðaefninu geta leitt til þess að gen virka ekki á eðlilegan hátt eða eru annað 

hvort tjáð á röngum stað eða röngum tíma. Þetta eru svokallaðar erfðabrenglanir og ná þær 

yfir allar breytingar sem geta orðið á erfðaefninu, mögnun eða tap á genum eða heilum 

litningasvæðum, yfirfærsla, viðsnúningur, punktbreytingar og fleira (Lerebours og Lidereau, 

2002). Grundvöllurinn fyrir því að brenglanirnar hafi áhrif á hegðun frumunnar er sá að þær 

hafa áhrif á afurð gensins og/eða framleiðslu þess (Lerebours og Lidereau, 2002). Þess vegna 

þarf ekki endilega að vera breyting á genunum sjálfum heldur gæti ástæðan legið í breyttri 

stjórnröð t.d. með metýleringu, þannig að genin eru ekki lengur tjáð eða þau eru tjáð á 

röngum stað (Balmain o.fl., 2003).  

Erfðabrenglanir gerast í mörgum skrefum í krabbameinum og engin breyting getur ein og sér 

valdið því að venjuleg fruma breytist í illkynja krabbameinsfrumu. Fyrstu erfðabreytingar eru 

líklega forsendur fyrir frekari brenglunum. Hver breyting gerir frumuna hæfari til vaxtar 
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miðað við aðrar frumur í nágrenni við hana og þess vegna vinnur náttúrulegt val 

krabbameininu í hag (Hanahan og Weinberg, 2000; Lerebours og Lidereau, 2002). Erfitt er að 

segja til um hvaða breytingar koma fyrst þar sem sjúkdómurinn uppgötvast venjulega ekki 

fyrr en hann er kominn á það stig að flestar breytingarnar eru þegar komnar fram. Vegna 

þessa er erfitt að ákvarða í hvaða röð breytingarnar eiga sér stað, en tilraunir hafa verið gerðar 

til þess með krabbameinsvaldandi efnameðhöndlun á frumulínum (Roscke o.fl., 2008). Í 

krabbameinsfrumum hefur tjáning á erfðaefninu að meðaltali breyst þannig að 1-5% allra 

genanna eru mismunandi milli krabbameinsfrumu og heilbrigðrar frumu (Lerebours og 

Lidereau, 2002). Ekki er alltaf um sömu gen að ræða og því ætti að vera hægt að notast við 

tjáningu mismunandi gena til að spá fyrir um lífslíkur og meðferðarúrræði (Balmain o.fl., 

2003).  

Til eru margar þekktar stökkbreytingar sem virðast tengjast brjóstakrabbameini. Hvað varðar 

gen sem tengjast ættlægu brjóstakrabbameini ber helst að nefna kímlínustökkbreytingar í 

BRCA1 og BRCA2 (Balmain o.fl., 2003; Daly, 2003). Gen sem hafa áhrif á 

krabbameinsþróun í tengslum við sómatískar breytingar (stökkbreytingar, tap, mögnun) í 

brjóstaæxlum eru t.d. TP53, MYC, HER2, PTEN, CDKN2A og EGFR (Hyman o.fl., 2002; 

Lerebours og Litereau, 2002). En rannsóknir á erfðamengi brjóstakrabbameinssýna hafa leitt í 

ljós að litningabrengl eins og aukning eða tap á erfðaefni sem leiðir til breytinga á tjáningu 

eru mun algengari en stökkbreytingar (Lerebours og Litereau, 2002). Mögnun á litningasvæði 

leiðir oftast samhliða til meiri tjáningar gena sem liggja innan mögnunarsvæðisins, og öfugt 

ef um er að ræða tap (Chin o.fl., 2006; Hyman o.fl., 2002). Rannsóknir hafa leitt í ljós 

ákveðin svæði sem hafa meiri tilhneigingu til slíkra breytinga en önnur (Hicks o.fl., 2008). 

2.1.2. Mögnun litningasvæða í brjóstakrabbameini 

Magnanir á ákveðnum litningasvæðum eru mjög algeng í krabbameinum. Oftast er eitt 

ákveðið gen, eða nokkur gen sem drífa mögnunina áfram. Valið er fyrir þeim frumum sem tjá 

þetta ákveðna, eða ákveðnu gen þar sem það/þau gefur/gefa frumunum aukinn hæfileika til að 

lifa. Þessi drifgen eru oftast nær æxlisgen (oncogene) sem tjá sameind sem hvetur frumuna til 

vaxtar (Pollack o.fl., 2002; Dressmann o.fl., 2003). Það getur reynst misauðvelt að finna 

drifgenin bæði vegna þess að ekki hefur enn tekist að skilgreina hlutverk allra gena og líka 

vegna hugsanlegs samspils gena sem er ekki alltaf augljóst (Hicks o.fl., 2008; Yang o.fl., 

2006). 
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Flest þessara mögnunarsvæða hafa þegar verið kortlögð og skilgreind að einhverju leiti 

(Hyman o.fl., 2002). Langalgengast er að finna magnanir á litningi 1, það er 1q21, 1q32 og 

1q41, litningi 8, það er 8q24, eða litningi 17q. En magnanir á þessum svæðum finnast í 40% 

brjóstakrabbameins tilfella. Utan þessara svæða má nefna 8p12-p11, 11q13, 16q11, 17q11.2, 

17q24 og 20q13 (Lerebours og Ledereau, 2002). Misjafnt er hvaða aðferðum hefur verið beitt 

til að finna og greina svæðin og hvers kyns undirflokka brjóstakrabbameina er verið að skoða 

hverju sinni. Hyman og samstarfsfólk skoðuðu genamögnun í frumulínum, sem hafa verið 

einangraðar úr brjóstakrabbameini. Samkvæmt niðurstöðum þeirra eru algengustu 

mögnunarsvæðin 1q21, 9p13, 17q12-q21.2, 17q21.3, 17q22-q23, 20q13.1 og 20q13.2 

(Hyman o.fl., 2002). Þessar niðurstöður samræmast fyrri rannsóknum í brjóstaæxlum að 

mestu leiti (Lerebours og Ledereaou, 2002). Litningur 17q er það svæði sem er langoftast 

magnað í brjóstakrabbameinum hvort sem um er að ræða æxli eða frumulínur. Svæðið 

inniheldur nokkur æxlisgen og er  ERBB2/HER2 það gen sem er mest rannsakað. Þeir 

sjúklingar sem greinast með æxli sem hafa mögnun á HER2 eru meðhöndlaðir með 

sérstökum lyfjum sem slökkva á afurð HER2 gensins og er meininu þannig haldið í skefjum 

(Chin o.fl., 2006; Dressmann o.fl., 2003; Ray o.fl., 2004).  

Samkvæmt nýrri rannsókn er hægt að skipta mögnun og tapi á litningasvæðum í 3 flokka, 

eftir mynstri þeirra. Það voru Hicks og samstarfsfólk hans sem skoðuðu breytingar í 

brjóstakrabbameinsæxlum og skilgreindu þessa 3 flokka, 1) einfalt (e. simplex), 2) tennt (e. 

sawtooth) og 3) áhlaup (e. firestorm), sjá mynd 1. Æxli með lítilsháttar magnanir eða tap á 

tiltölulega fáum eða nokkrum stöðum í erfðamenginu, sem geta náð yfir ansi stór 

litningasvæði, flokkast til æxla með einfalt mynstur. Tennt mynstur er mjög líkt einföldu en 

hér er átt við magnanir og tap á mjög mörgum stöðum í erfðamenginu sem nær yfir þó 

nokkuð stór svæði og ef mögnun er til staðar, þá er oftast um meira en tvöföldun að ræða. 

Mynstur þar sem lítil svæði á litningunum magnast í miklum mæli kallast áhlaup (Hicks o.fl. , 

2008). Á litningi 8p er sérlega mikið um mynstur magnanna og tapa á genum sem flokkast 

undir áhlaup (Garcia o.fl., 2005; Hicks o.fl., 2008; Ugolini o.fl., 1999). Ytri endi 8p tapast oft 

í krabbameini en um leið verður mögnun á svæði 8p sem er nær þráðhaftinu. Á mörkum 

magnanna og taps verða svo oft litningabrot og yfirfærsla litningasvæða (Pole o.fl., 2006). 
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Mynd 1. Mynstur mögnunar og taps á erfðaefni í brjóstakrabbameinum. Þrjú megin mynstur hafa verið 

skilgreind, blátt: einfalt (simplex), grænt: tennt (sawtooth) og rautt: áhlaup (firstorm). X-ásinn sýnir litninga 

mannsins, 1-22 ásamt X og Y litningum, raðað frá hægri til vinstri. Y-ásinn er sýndur á log-skala og sýnir DNA 

magn. Eðlilegt magn DNA í frumu er 10
00

 (Hicks o.fl., 2008). 

Þegar batahorfur sjúklinga eru bornar saman virðast æxli sem sýna magnanir í formi áhlaupa 

leiða til verri batamöguleika sjúklinganna (Hicks o.fl., 2008). Einnig er fylgni milli 

magnannna á ákveðnum litningasvæðum og tíðni endurkomu sjúkdómsins. (Chin o.fl., 2006). 

Umfang magnanna spilar þarna stóran þátt, fleiri eintök gena leiðir til verri batahorfa. Sem 

dæmi er mögnun á litningi 17q vísbending um tiltölulega erfitt krabbamein (Chin o.fl., 2006; 

Hicks o.fl., 2008).  

Í þessu samhengi er mögnun á litningi 8p12-p11 sérstaklega slæmt. Brenglanir á því svæði 

minnka lífslíkur og auka líkurnar á endurkomu sjúkdómsins til muna (Chin o.fl., 2006). Þetta 

svæði virðist hafa mjög flókið mögnunarmynstur þar sem nokkuð mörg svæði eru mjög 

mikið mögnuð (Gelsi-Boyer o.fl., 2005; Hicks o.fl., 2008).  

2.1.3. Litningur 8p12-p11 

Brjóstaæxli með mögnun á litningi 8p eru um 10% af öllum brjóstakrabbameinum (Gelsi-

Boyer o.fl., 2005; Ray o.fl., 2004). Þetta svæði hefur oft mikla mögnun og sýnt hefur verið 

fram á aukna tjáningu á sumum genanna innan magnaðra svæða (Chin o.fl., 2006). Drifgenið 

eða genin eru enn óþekkt, en tilgátur hafa verið settar fram og prófaðar til að finna hvaða gen 

hefur mest áhrif, má þar nefna FGFR1, sem var í raun fyrsta genið sem menn litu til (Ugolini 

o.fl., 1999). En Ray og fleiri hafa afsannað þá tilgátu með frumurækt og FGFR1 hindrum 

(2004). Í dag hallast menn helst að því að þarna séu mörg æxlisgen sem vinna saman (Yang 

o.fl., 2006). 
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Litningssvæðið á 8p12-p11 inniheldur mörg gen og meirihluti þeirra eru yfirtjáð samhliða 

aukningu á fjölda litningaeintaka (Ray o.fl., 2004). Dæmi um gen sem finnast á þessu svæði 

og sýna fylgni milli þess að vera mögnuð og yfirtjáð eru FGFR1, TACC1, LSM1, BAG4, 

ZNF703 og SPFH (Garcia o.fl., 2005; Ray o.fl., 2004; Yang o.fl., 2006). Svæðið hefur verið 

nokkuð vel kortlagt í brjóstakrabbameini og búið er að skipta því upp í 4 mögnunarsvæði. 

Hvert mögnunarsvæði er skilgreint út frá kjarnasvæði, sem er þá mest magnað, en svæðin 

skarast þó við jaðrana (Gelsi-Boyer o.fl., 2005). Þetta endurspeglar hvað svæðið er flókið og 

erfitt að finna eitt ákveðið drifgen.  

2.1.4. StAR 

Eitt af genunum sem staðsett eru á 8p12-p11 mögnunarsvæðinu skráir fyrir prótíninu  

steroidogenic acute regulatory protein (StAR). StAR er staðsett á litningi 8p12, 38,13 Mb 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Gene Entrez, GeneID 6770)). Það gegnir mikilvægu hlutverki 

við myndun sterahormóna. StAR er umritað í kjarna en er síðan flutt í hvatbera þar sem það 

starfar. Ekki hefur tekist að skilgreina virkni StAR að fullu. Prótínið virðist vera mjög vel 

varðveitt, tekist hefur að klóna það úr mörgum tegundum, s.s. spendýrum, fuglum, 

froskdýrum og fiskum (Bauer o.fl., 2000; Miller, 2007 b).  

Í kringum 1965 voru miklar framfarir við skilgreiningar á þeim ferlum sem liggja að baki 

nýmyndunar sterahormóna úr kólesteróli. Rannsóknir sem beindust að nýrnahettunum og 

kynfrumumyndandi vefjum leiddu í ljós óþekkt prótín sem sá um flutning kólesteróls frá ytri 

hvatberahimnu til þeirrar innri (Clark og Stocco, 1997). Árið 1983 skilgreindu Krueger og 

Orme-Johnson prótínið þegar þeir voru að skoða viðbrögð nýrnahettufrumna við 

adrenocorticotropic hormone (ACTH) í rottum. Seinna var prótínið nefnt StAR og hlutverk 

þess í hormónamyndun skilgreint til hlýtar í mörgum rannsóknum þar sem nýrnahettur sem 

og kynfrumumyndandi vefir  voru notaðir til rannsókna (Clark og Stocco, 1997). 

StAR tekur þátt í myndun sterahormóna en er samt ekki tjáð í öllum steramyndandi frumum 

(Miller og Strauss, 1999). Fruma er sögð steramyndandi ef hún tjáir P450 side chain cleavage 

(P450scc) en það er ensímið sem breytir kólesteróli í pregnenolone. StAR er aðallega tjáð í 

nýrnahettum og kynfrumumyndandi vefjum. Afurð gensins er ekki til staðar í legköku eða í 

heila í mönnum, sem eru þó steramyndandi vefir, en þar styðjast vefirnir við aðra ferla við 

steramyndun (Miller og Strauss, 1999; Miller, 2007 a). Auk þess virðast steramyndandi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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frumur sem tjá StAR ekki vera alfarið háðar prótíninu til að mynda stera, þar sem um 10-15% 

steramyndunar er StAR-óháð (Manna o.fl., 2007).  

Stýring á StAR er frekar flókin og tjáningu prótínsins er miðlað af margskonar 

innanfrumuboðum. Boðefnin sem miðla tjáningu á StAR eru nokkur, svo sem prostaglandin 

E2 (PGE2), 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). Boðefnin eru mismunandi eftir frumugerð, en einnig eftir aðstæðum í vefnum, 

svo sem hvort ákveðnir viðtakar eru til staðar og hvort þeir eru hæfir til að binda boðefnið 

(Stocco o.fl., 2005; Manna o.fl., 2007).  

Manna og samstarfsmenn sýndu fram á hlutverk extracellular signal-regulated kinase 1/2 

(ERK 1/2) við aukningu á myndun StAR og þar af leiðandi, í flestum tilfellum, myndun 

sterahormóna. Virkni ERK1/2 er háð fosfórun, sem er miðlað af protein kinase A (PKA) eða 

protein kinase C (PKC). ERK1/2 virðist geta bundið margs konar boðefni, s.s hCG og LH svo 

dæmi séu nefnd. Gerð boðefnisins ræður því hvort svarið nær eingöngu yfir myndun StAR 

eða hvort prótínið er um leið virkjað og leiði því til myndunar sterahormóna (Manna o.fl., 

2007; Stocco o.fl., 2005). 

Tjáningu á StAR er lang oftast miðlað með cyclic adenosine monophosphate (cAMP) (Stocco 

o.fl., 2005). Greining á stýrlum fyrir framan StAR genið í mönnum hefur leitt í ljós þrjú 

stýrilsvæði, sem eru háð aukningu á cAMP í frumunni. En að auki eru stýrilsvæði framan við 

genið sem binda kjarnaviðtakann steroidogenic factor-1 (SF-1), en SF-1 hvetur myndun StAR 

óháð cAMP (Clark og Stocco, 1997; Stocco o.fl., 2005). Það svæði sem er staðsett fjærst 

geninu virðist geta miðlað tjáningu með því að binda SF-1 og sér sá stýrill um grunntjáningu 

á StAR (Clark og Stocco, 1997). Aðrir umritunarþættir hafa áhrif á tjáninguna, svo sem 

DAX-1, sem hefur neikvæð áhrif á umritun StAR gensins. CREB/activating transcription 

factor (CREB/ATF1) og cJun/JunD auka umritun á StAR (Manna o.fl., 2007; Stocco o.fl., 

2005). Þegar búið er að umrita og þýða genið þarf einnig að virkja prótínið sjálft, það er gert 

með fosfórun sem miðlað er með PKA (Manna o.fl., 2007; Miller og Strauss, 1999).                            

StAR er myndað í umfrymi, þegar það er þýtt myndast fyrst 37 kDa prótín, sem hefur 

hvatberamerki á N-enda. Hvatberamerkið er nauðsynlegt til að beina StAR að hvatberanum, 

en hefur ekki áhrif á virkni prótínsins. (Clark og Stocco, 1997; Miller, 2007 a). Breytt prótín 



9 

 

þar sem 62 amínósýrum á N-enda er sleppt hafa sýnt virkni í öðrum himnun, þannig að virkni 

prótínsins er ekki heldur bundið við hvatberana (Clark og Stocco, 1997). Þetta bendir til þess 

að vinnueining  prótínsins er staðset á C-endanum. 

StAR verður virkt eftir fosfórun (Miller og Strauss, 1999). Það er flutt að hvatbera þar sem C-

endinn binst lauslega yfirborði himnunar sem snýr að umfryminu (Miller, 2007 b). C-endinn 

er að mestu leyti α-helix, á honum er staðsettur sterol-binding pocket (SBP), sem er 

vatnsfælinn vasi, rétt nægilega stór til að binda eina kólesteról sameind, sjá mynd 2. 

Ákveðnar byggingabreytingar (molten globule) á SBP eru samt nauðsynlegar til að opna og 

loka vasanum þegar kólesteról er tekið upp eða því er sleppt. Þessum byggingabreytingum er 

komið á með breyttu sýrustigi á mjög litlu svæði við vasann. (Miller, 2007 b). 

Sýrustigsbreytingarnar eru háðar því að prótónu-pumpa sé staðsett í hvatbera himnunni 

(Miller, 2007 a). Hvernig StAR flytur kólesteról innfyrir hvatberahimnuna og til P450scc er 

enn á huldu. Tilgátan sem menn hallast að í dag er að StAR bindst í hvatberahimnuna þar sem 

hún er mjög kólesteról rík, hafa flekar í himnunni verið nefndir í þessu samhengi. Að auki er 

mjög líklegt að StAR vinni með öðru prótíni sem er bundið við þessa kólesterólríku fleka. 

Peripheral benzodiazepine receptor (PBR) hefur verið nefndur sérstaklega oft sem mögulegur 

samstarfsaðili StAR (Millier, 2007 a og b).  

StAR er 37 kDa og um leið og prótínið er flutt inn í hvatberann er hvatberamerkið á N-enda 

klippt af og eftir stendur fullunnið StAR sem er 30 kDa. Stundum verður til 32 kDa milliliður 

áður en 30 kDa StAR verður til (Miller, 2007 a). Rannsóknir hafa sýnt að 37 kDa útgáfan 

hefur mjög stuttan helmingunartíma en 30 kDa útgáfan af StAR hefur óvenjulega langan 

helmingunartíma í frumunni (nokkra daga), svo langan að það er ekki í samræmi við snögg 

viðbrögð frumunnar þegar sterahormón eru mynduð (Clark og Stocco, 1997; Miller, 2007). 

Prótínið er virkt eftir að hvatberamerkið hefur verið klippt af og getur flutt kólesteról milli 

himna en það er ekki lengur sértækt fyrir flutning kólesteróls í hvatberahimnu (Miller, 2007 

a).     
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Mynd 2. Binding StAR prótínsins við hvatberahimnu. StAR binst ytri himnu hvatberans lauslega. Prótínið er 

að mestu gert úr β-breiðum og α-helixum (grænt). N-endinn er α-helix, sýndur hér grænn Virki hlutinn er sýndur 

rauður en það er C-endinn þar sem kólesterólið getur bundist (Miller, 2007 a). 

StAR hefur verið bendlað við sjúkdóma eins og congenital lipoid adrenal hyperplasia (lipoid 

CAH) og legslímuflakk (e. endometrosis). Lipoid CAH er sjúkdómur þar sem vöntun er á 

sterahormónum, meðan legslímuflakk virðist orsakast af offramboði af sterahormónum 

(Miller og Strauss, 1999; Tsai o.fl., 2008) Fáar greinar hafa verið birtar þar sem StAR er 

bendlað við brjóstakrabbamein eða þróun þess. En genið er samt sem áður staðsett á svæði 

sem er magnað í 10-15% brjóstakrabbameinsæxla, og er fylgni á milli mögnunar á geninu og 

aukningu á tjáningu mRNA (Ray o.fl., 2004; Garcia o.fl., 2005).  

MLN64 (einnig þekkt sem STARD3) er prótín sem er skylt StAR. Eins og á StAR hefur 

prótínsvæðið á C-enda MLN64 hæfni til að binda kólesteról og er því talið taka þátt í 

kólesterólflutningi yfir himnu. (Olayioye o.fl., 2004, 2005). MLN64 og StAR eiga fleira 

sameiginlegt, þau eru bæði mjög vel varðveitt í þróun, og hafa bæði verið klónuð úr 

spendýrum og fiskum (Bauer o.fl., 2000). MLN64 er staðsett á litning 17q nálægt ERBB2, 

svæði sem er oft magnað í brjóstakrabbameinum rétt eins og litningur 8p12-p11. Yfirleitt eru 

bæði ERBB2 og MLN64 yfirtjáð þegar þau eru mögnuð (Dressmann o.fl., 2003; Olayioye 

o.fl., 2004). Rannsóknir sýna að lífslíkur brjóstakrabbameinssjúklinga, með bæði mögnun og 

yfirtjáningu á MLN64, eru minni en þeirra sem ekki eru með mögnun á MLN64 (Chin o.fl., 

2006). Þar sem MLN64 og StAR hafa bæði svipaða byggingu sem og sömu virkni er líklegt 

að þau stuðli bæði að aukinni framleiðslu hormóna í krabbameinsfrumum.  
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2.2. Frumulínur 

Krabbameinssýni eru mjög dýrmæt sýni, oft eru þau til í mjög takmörkuðu magni eða erfitt 

að nálgast þau. Meðal annars þess vegna hafa vísindamenn brugðið á það ráð að rækta frumur 

til að skoða þá ferla sem fara fram í frumunum. Frumurækt hefur líka gefið vísindamönnum 

möguleikann á því að prófa viðbrögð frumna, við lyfjum eða öðrum efnum, á 

sameindasviðinu.  

Rétt er þó að hafa í huga að frumuræktir hafa ákveðna annmarka. Frumur í rækt eru auðvitað 

ekki í eðlilegu umhverfi sínu þar sem þær eru ræktaðar í skálum eða flöskum með nóg æti og 

við mjög staðlaðar aðstæður. Umhverfið, og þar að leiðandi viðbrögð fruma, innan í 

líkamanum eru önnur en þeirra sem lifa í tilraunaflöskum (Ross og Perou, 2001). Samt sem 

áður hafa frumulínur reynst vel hvort sem er til að skoða tjáningu gena, viðbrögð við lyfjum 

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

Þegar æxli og frumulínur eru bornar saman hefur komið í ljós að frumulínur eiga til með að 

sýna meiri brenglun en æxlin. Þetta gæti stafað af því að frumulínur eru oft einangraðar og 

ræktaðar upp af illkynja æxlum, sem hafa haft nægan tíma til að vaxa og þróast og að ákveðið 

val er fyrir frumum sem vaxa hratt og vel þegar æxlisbiti er settur af stað í ræktun (Neve o.fl. , 

2006).  

Rannsóknir á frumulínum hafa leitt í ljós að frumurnar viðhalda eiginleikum sínum mjög vel 

jafnvel þótt þær fari í gegnum margar skiptingar. Sumar frumulínur eru búnar að vera til í 

tugi ára, en halda enn í flest af sínum upphaflegu einkennum (Ross og Perou, 2001).  

Frumulínur eru því gott módel fyrir krabbameinsrannsóknir, en vísindamenn verða alltaf að 

hafa í huga þá annmarka sem frumulínur og umhverfi þeirra hafa.   

Frumurnar sem notaðar eru í þessu verkefni eru keyptar frá fyrirtækjum sem eru geymslur 

(gagnabankar) fyrir frumulínur sem vísindamenn hafa þróað. Þær eru: MCF10A, MCF7, 

MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500, ZR-75-1, T47-D, SUM52 og SUM 229. Þessar 

frumulínur eru allar afleiður brjóstaæxla nema MCF10A sem er einangruð úr brjóstakirtli í 

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

Þær hafa verið vel skoðaðar og skilgreindar m.t.t ákveðinna erfðabrenglana sem eru flestar 

nokkuð nákvæmt kortlagðar.  

http://www.atcc.org/
http://www.asterand.com/Asterand/
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MCF10A hefur mikið verið notuð sem eðlileg lína í rannsóknum á brjóstakrabbameini þar 

sem ekki er vitað til þess að hún hafi aðrar breytingar en þær að genasetin fyrir CDKN2B og 

CDKN2A tapast. MCF10A frumurnar hafa hvorki sýnt æxlismyndun í rækt né í músum 

(Zientek-Targosz o.fl., 2008). Í þessari rannsókn er MCF10A notuð til viðmiðunar, sem 

eðlileg lína  (Jönsson o.fl., 2007; Neve o.fl., 2006). 

MCF7 er með tap á stóru svæði, þ.m.t svæðinu þar sem StAR genið liggur (Pole o.fl., 2006; 

Pollack o.fl., 2002). SUM 229 er einnig með tap á 8p12-p11. Í þeirri frumulínu virðist bæði 

koma fyrir tap og eðlilegur fjöldi genaeintaka eftir því hvar á 8p12-p11 er skoðað. Genin sem 

eru staðsett í kringum StAR hafa tapast, en StAR genið sjálft hefur ekki verið kortlagt (Yang 

o.fl., 2006). Sömu sögu er að segja með MDA-MB-231 en þar er tap á  8p12-p11 

litningasvæðinu (Jönsson o.fl., 2007). 

HCC1500 er með mögnun í kringum StAR genið. Mögnunarsvæði er ekki mjög stórt en 

svæðið er til í mörgum eintökum, sem sagt mikil mögnun (Cooke o.fl., 2008; Garcia o.fl., 

2005; Pole o.fl., 2006). Á sama hátt er mjög mikil mögnun á 8p12-p11 í CAMA-1 

frumulínunni (Cooke o.fl., 2008). Mögnunarsvæðið er nokkuð stórt í þeirri frumulínu (Garcia 

o.fl., 2005; Neve o.fl., 2006). SUM 52 hefur einnig stórt svæði á litningi 8p magnað (Neve 

o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006).  

T47-D og ZR-75-1 eru báðar með mjög flókin mynstur á 8p12-p11. Þar er bæði um tap og 

mögnun að ræða á tiltölulega stóru svæði. ZR-75-1 virðist vera með mjög mikla mögnun á 

svæðinu í kringum StAR, en töpuð svæði inn á milli (Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006; 

Pollack o.fl., 2002). T47-D er líka með mögnun á svæðinu í kringum StAR, en þar eru svo 

svæði þar sem DNA magn er eðlilegt (Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006).  
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3. Markmið 

Markmið verkefnisins er að kanna hvort samband sé milli mögnunar og prótíntjáningar á 

StAR geninu í brjóstakrabbameinsfrumulínum. Til þess voru notaðar frumulínur með 

þekktum breytingum á 8p12-p11. Frumulínurnar eru ræktaðar í viðeigandi æti, prótín 

einangruð og magn StAR mælt með StAR polyclonal mótefni í Western þrykki. 

4. Efni og aðferðir 

4.1. Frumurækt 

Frumurnar voru allar ræktaðar í T-25 flöskum (BD Falcon) í frumuræktunarskáp, sem var 

37°C, þar sem CO2 hlutfall í andrúmslofti var 5%. Frumurnar voru ræktaðar í mismunandi æti 

(Invitrogen), sjá töflu 1. 

Tafla 1. Æti sem frumurnar voru ræktaðar í. 

Frumulína DMEM:F1

2 

RPMI  FBS Vaxtaþættir H14* Framleiðandi 

MCF10A     X ATCC; CRL 

10317 

MCF7 X  10%   ATCC; HTB-

22 

MDA-MB-

231 

 X 10%   ATCC; HTB-

26 

CAMA-1 X  10% 0.1mM   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 5µg/mL 

Hydrocortisone 

1µg/mL 

 Asterand 

SUM 229 X  5% Insulin 5µg/mL 

Hydrocortisone 

1µg/mL 

 Asterand 

*H14 er séræti sem inniheldur DMEM:F12; 10% FBS; insulin 250ng/mL; Transferrin 10g/mL; Epidermal 

growth factor 10ng/mL; Na-Seline 2,6ng/mL; Estradiol 10
-10

M; Hydrocortisone 1,4*10
-6

M; Prolactin 5µg/mL. 

**NEAA er non-essential amino acids 

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

 

Flestar frumurnar fengu nýtt æti þrisvar í viku, en það var metið útfrá lit ætisins og líðan 

frumnanna í flöskunum, ef margar flutu um í ætinu þá var skipt, þar sem það er merki um að 
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þeim líður ekki vel. Gult æti bendir til lægra sýrustigs þegar frumurnar eru að verða 

uppiskroppa með næringu. 

Þegar skipt var á æti var þéttni frumnanna metin til að ákvarða hvort tími væri komin til að 

skipta þeim. Misjafnt var eftir frumulínum hver þéttnin var við skiptingu en miðað var við 

leiðbeiningar frá framleiðanda. Við skiptingu var ætið tekið af, frumurnar skolaðar með 

phosphate buffered saline (PBS) (0,14M NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8mM 

KH2PO4, pH 7,4) og síðan settir 750 µL af trypsini á frumurnar til að losa þær í sundur og frá 

botni flöskunnar. Frumurnar voru settar með trypsininu inní hitaskápinn, meðan trypsinið 

vann. Tíminn sem tók fyrir trypsinið að virka var mjög misjafn milli frumulína en einnig 

misjafnt eftir skiptingum. Þegar frumurnar höfðu losnað var virkni trypsins stöðvuð með PBS 

eða æti, ásamt FBS. Frumurnar voru svo spunnar niður við 2000 rpm og herbergishita, í 3 

mínútur. MDA-MB-231 voru ekki spunnar niður við skiptingu heldur voru þær teknar beint 

af flösku eftir losun með trypsini og settar í nýtt æti í nýrri flösku. Þegar frumur voru spunnar 

niður var ætinu hent ofan af botnfallinu og botnfallið svo leyst upp í nýju æti, sem var svo 

sett í réttum hlutföllum í nýja T-25 flösku með nýju æti. Flöskunum var velt vel til að dreifa 

frumunum jafnt yfir flöskuna og svo settar aftur í 37°C og 5% CO2. 

MCF10A var skipt á um það bil 5-7 daga fresti í hlutföllunum 1:10, MCF7, CAMA-1, 

HCC1500, ZR-75-1, T47-D var öllum að meðaltali skipt á vikufresti í hlutföllunum 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 það bil tvisvar í viku í hlutföllunum 1:3 (MDA-MB-

231 og SUM 229) og 1:6 (SUM 52). 

4.2. Prótíneinangrun 

Æti var tekið af frumum, þær voru síðan skolaðar tvisvar, mjög vel, með ísköldu PBS. PBS-

ið var hirt af eins vel og hægt var áður en 170 µL af RIPA lausn (50 mM TRIS (pH 7,4), 150 

mM NaCl, 1,0% NP40, 1,0% Na-deoxycholate og 0,1% SDS) ásamt 1x protease hindra 

(Roche), þynntur 1:7 skv notkunarleiðbeiningum framleiðanda, var sett á frumurnar, 

flöskunni var vaggað til að láta lausnina hylja. Flaskan var þá sett á ís í 10 mín, eftir það voru 

frumurnar skrapaðar af botninum með þar til gerðri skröpu og fluttar í Eppendorf glas. Sýnin 

voru öll dregin gegnum sprautunál til að brjóta niður DNA sameindir, sem gera sýnin annars 

seig. Eppendorfglasið var geymt á ís í 10 mín, á þeim tíma var sýninu velt um það bil 4 

sinnum til að blanda þeim. Sýnin voru svo spunnin niður við 4°C í 20 mínútur á 14000 rpm. 
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Svo var flotið hirt af og sett í nýtt glas. Undantekningar frá þessari aðferð er MDA-MB-231, 

þar voru notaðir tveir proteasa hindrar, sodium vanadate (NaVO3) og 

phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF), í stað protease hindra blöndunnar frá Roche.  

Eftir prótíneinangrun voru allar lausnir settar í frysti, síðan var prótínstyrkur þeirra mældur 

með BCA aðferðinnin (PIERCE). Hún gengur út á bindingu prótína við tvígildar koparjónir í 

hlutföllunum 1:1, í alkalín lausn. Þegar binding á sér stað litast lausnin, koparjónirnar afoxast 

þegar lausnin er hituð í 37°C og við það breytir lausnin um lit. Þegar lausnirnar eru svo 

mældar í ljósmæli nemur mælirinn litinn, sem er magn prótína í lausninni. Prótínstyrkurinn 

var mældur í öllum sýnunum í einu. 

4.3. Western þrykk 

Tilbúningur á gel 

Gelið var búið til á staðnum. Það var 10% pólýakrýlamíð keyrslugel. Þegar keyrslugelið hafði 

fengið að stífna í 45 mín var þjöppunargelið blandað og bætt ofan á, og einnig látinn stífna í 

45 mín. Sjá innihald í töflu 2. 

Tafla 2. Efniviður fyrir 10% acrylamide gel. 

 10 mL keyrslugel* 5 mL þjöppunargel** 

H2O 4,0 mL 3,61 mL 

30% acrylamide mix*** 3,3 mL 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 
* keyrslugelið gegnir því hlutverki að aðskilja prótínin eftir stærð. 

** þjöppunargelið gegnir því hlutverki að þjappa prótínunum saman svo þau keyrist jafnt í gegnum keyrslugelið 

og aðskilnaður eftir stærð gefur sem nákvæmasta mynd af hlutfallslegum mun þeirra. 

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

 

Efnunum var blandað saman í þeirri röð sem þau koma fyrir, lausnin var afgösuð í 15 mínútur 

áður en 10% ammonium persulfate (APS) og N,N,N',N'-tetramethyl- 

ethane-1,2-diamine (TEMED) var bætt út í. Lausninni var blandað vel saman með því að 

vagga henni í smá stund og svo var hún sett á milli tveggja glerja með 1mL pipettu. Eftir að 

þjöppunargelið var sett á, var greiðu stungið ofan í gelið til að búa til vasana, og þannig var 

gelið látið stífna. Gelið var steypt 3 dögum áður en það var keyrt, það var því geymt í ísskáp, 

vafið inní bréf, bleytt í running lausn (sjá lýsingu síðar) og pakkað inní plast til að koma í veg 

fyrir að gelið þornaði. 
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Gelkeyrsla 

Sýnin voru blönduð RIPA og 4x protein sample buffer (PSB) (60mM Tris, (pH 6,8), 2% 

SDS, 10% glycerol, 0,008% bromophenol blue, 5% β-mercaptoethanol) áður en þeim var 

hlaðið á gelið. PSB lausnin gefur sýnunum lit en að auki inniheldur hún sama magn af Tris og 

SDS og þjöppunargelið, svo þar er svipað umhverfi og í lausninni. Styrkur sýnanna sem fóru 

í hvern brunn á geli var 20 µg og rúmmálið var 20 µL, MCF10A var undantekning en þar 

voru settir 40 µg og 40 µL. Áður en sýnin voru sett í brunnanna voru þau soðin í hitablokk, 

við ~100°C í 5 mínútur.Við það missa prótínin lögun sína og SDS, sem er mínushlaðið binst 

við þau, þess vegna keyrast prótínin eftir stærð á gelinu. Síðan voru þau spunnin niður til að 

ná öllum vökvanum sem hafði gufað upp í lokið.  

Gelið var sett í running lausn (25 mM Tris base, 129 mM Glycine, 1% SDS), síðan sýnun 

hlaðið á gelið. Þá var rafdráttur settur af stað, fyrst á 100 V í gegnum þjöppunargelið í 20 mín 

og svo á 150 V í gegnum keyrslugelið í u.þ.b. 60 mín eða þangað til sýnin höfðu farið í 

gegnum allt gelið. 

Flutningur yfir á himnu  

Eftir rafdrátt voru prótínin flutt af gelinu og á Polyvinylidene fluoride (PVDF) himnu. 

Himnan var undirbúin með því að bleyta hana í metanóli í 15 sek, síðan var hún sett í vatn í 2 

mín og loks látin liggja í transfer lausn (25 mM Tris base, 192 mM Glycine) í 5 mínútur. 

Gelið var einnig fært í transfer lausn og látið liggja þar í um það bil 10 mínútur. Pappi, 

mettaður af transfer lausn var settur á neðra skautið á transfertækinu, næsta var himnan sett 

og svo gelið ofan á hana, efst var svo annar mettaður pappi af transfer lausn, síðan var efra 

skautið sett á og prótínflutningurinn settur í gang, á 15 V og látinn ganga í 70 mín. 

Himnan var lituð með Ponceau S lit (Sigma) (0.1% (w/v) Ponceau S, 5% ediksýra) eftir að 

prótínin voru flutt á hana af gelinu. Það var gert til að skoða hvort yfirfærslan hefði heppnast. 

Ponceau S liturinn binst ósértækt við prótín og ætti því að lita öll prótín sem eru á himnunni. 

Síðan var himnan sett í 5% mjólk og TBS-T (25 mM Tris (pH 8,0), 0.15 mM NaCl, 0,1% 

Tween-20). Mjólkurprótínin bindast við himnuna þar sem ekki eru prótín fyrir auk þess sem 

þau ryðja Ponceau S litnum af prótínunum á himnunni. Þetta er gert svo mótefnin bindist ekki 

beint á himnuna og gefi merki þar sem markprótínið er ekki til staðar. Himnan var látin vagga 
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í mjólk við herbergishita í tæpa klukkustund og síðan geymd í ísskáp þangað til fyrsta stigs 

mótefnið var sett á daginn eftir. 

Mótefnabinding á himnu 

Fyrsta stigs mótefnið α-StAR (Abcam, 1 mg/ml), var sett á himnuna ásamt 5% mjólk og 

TBS-T í þynningunni 1:1000. Fyrsta stigs mótefnið var látið vagga á himnunni við 

herbergishita í eina klukkustund, þá var himnan skoluð tvisvar með TBS-T og svo látin vagga 

í TBS-T í 4 sinnum 5 mínútur áður en annars stigs mótefnið, α-kanínu mótefni (Zymed 1,5 

mg/ml), merkt með horseradish peroxidase (HRP), var sett á, í þynningunni 1:10.000. 

Himnan var aftur skoluð og þvegin 4 sinnum í 5 mínútur. Síðan var Enhanced 

Chemiluminescence (ECL, Amersham) lausn (1 mL af A-lausn og 0,025 mL af B-lausn), sem 

er ljósnæm sett á himnuna og látin bíða í 1 mínútu. HRP er ensím sem hvatar oxun á 

hyrdrogen peroxíði í ECL lausninni. Við oxunina losnar orka í formi ljóss. Ljósið er notað til 

að framkalla himnuna á röntgenfilmu. 

Himnan var þvegin með 0,2M glycine lausn (pH 2,9) til þess að fjarlægja α-StAR mótefnin.  

Hún var síðan þvegin í 2x 15 mínútur í TBS-T, lögð í mjólkurlausn (5% mjólk í TBS-T) í 1 

klst og svo þreifuð með α-GAPDH (RDI, númer TRK5G4-6C5, 5,65 mg/ml) í þynningunni 

1:50.000. Fyrsta stigs mótefnið var látið vagga við herbergishita í eina klukkustund, þá var 

himnan skoluð tvisvar og þvegin 4 sinnum í 5 mínútur með TBS-T. Eftir það var annars stigs 

mótefni,  α-mús (Dako, númer P0447, 1 mg/ml),  sett á himnuna í þynningunni 1:20.000, og 

látið vagga í eina klukkustund. Eftir það var himnan aftur skoluð og þvegin, ECL lausn sett á 

eins og áður og röntgenmynd framkölluð á sama hátt.  

4.4. Mæling á bandstyrk á filmu 

Til að meta magn prótína í hverjum brunni var notast við Adobe Photoshop. Myndirnar voru 

skannaðar inn með forritinu. Inn í forritinu var myndunum varpað eða snúið við, svo að 

dökku böndin urði hvít. Síðan var gerður kassi utan um böndin svo forritið gat gefið 

fræðilega tölu sem mælikvarði um fjölda punkta í hverju bandi. Þetta var gert fyrir bæði 

StAR mótefnið og einnig fyrir GAPDH mótefnið. Einn kassi er settur á filmuna þar sem 

ekkert band er til þess að fá bakgrunn sem var dreginn frá. GAPDH er notað sem 

hleðsluviðmið þar sem það hefur stöðuga tjáningu í frumunum (housekeeping gene). 

Hlutfallið milli StAR og GAPDH er notað til að bera saman hlutfallslegt magn StAR í 

frumulínunum. 
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5. Niðurstöður 

Mótefnalitun með α-StAR var gerð á 9 frumulínum, MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, 

CAMA-1, HCC1500, T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229, til að kanna hversu mikið 

StAR þær eru að tjá, mynd 3a. Himnan var síðan þreifuð með mótefni fyrir GAPDH, sem er 

mikið tjáð í öllum frumum og notað hér til að sannreyna jafna hleðslu prótína í alla vasa 

gelsins, mynd 3b.  

 

Mynd 3. Mótefnalitun fyrir StAR og GAPDH á Western þrykk himnu 1. Í vösunum er: 1) Stærðarmarker 

(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. Prótínmagn í hverjum vasa er 20 µg, utan við MCF10A, þar sem eru 40 µg. a) 

Himna 1 var fyrst þreifuð með α-StAR. b) Himnan var þvegin með lausn með lágu sýrustigi sem losar mótefnin 

af og síðan þreifuð á ný  með GAPDH mótefni.  Örin bendir á StAR prótínið en stjörnur sýna aukabönd. 

 

α-StAR hefur bundist við prótín af 4 stærðum miðað við það sem sést á mynd 3a. Neðsta 

bandið er við 34 kDa markerinn. Böndin tvö í miðjunni eru sitt hvoru meginn við 43 kDa 

marker. Stærðin á efsta bandindu er u.þ.b. 72 kDa. Bandaniðurstöðurnar eru í samræmi við 

upplýsingar frá framleiðanda mótefnisins en þær sýna eitt band sem er rúmlega 30 kDa að 

stærð. Umfjöllun um aukaböndin er í umræðukaflanum.  
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Í allar rásir var hlaðið 20 µg nema fyrir MCF10A en 40 µg voru hlaðin af MCF10A prótíni 

vegna fyrri niðurstaðna (mynd 4). Bandið fyrir GAPDH ætti því að vera helmingi sterkara 

(mynd 3b), en það er ekki svo. MCF10A lausnin hefur flætt yfir í marker vasann og gæti það 

skýrt að hluta af hverju magn GAPDH virðist það sama í MCF10A rás þrátt fyrir hærra 

prótínmagn. Önnur skýring gæti falist í að prótínmæling var ofmetin. Ponceau-litun sýndi 

góða tilfærslu prótína frá geli í himnu en litunin virtist daufari í SUM 229 vasanum (rás 10), 

og sjónrænt mat á magni CAMA-1, HCC1500 og T47-D gaf til kynna að hleðslan í vasa nr 5, 

6 og 7 hafi innihaldið minna prótínmagn en frá hinum frumulínunum. Mælingar á bandastyrk 

GAPDH í photoshop forriti staðfesta ekki þetta sjónræna mat (Tafla 3).  Framköllun GAPDH 

filmu gæti verið of löng (böndin of svört) og því mælast þau öll í svipuðum styrk.  Þetta hefur 

áhrif á útreikninga á hlutfallslegu magni StAR prótíns. 

Eins og sést á mynd 3a  kemur ekki upp neitt band hjá MCF10A, eina bandið sem sést þar er 

ekki í samræmi við nein bönd hjá hinum frumulínunum, ekki er víst hvað það band táknar. 

Sennilega er MCF10A, eðlilega frumulínan, að tjá StAR í svo litlu magni miðað við hinar 

frumulínurnar að Western þrykkið nemur það ekki. Prufuhimna sem var þreifuð nokkuð fyrr 

og innihélt prótín einangrað úr annarri MCF10A ræktun sýndi veikt StAR band þegar 20 µg 

af prótíni voru notuð (Mynd 4). Þess vegna var hlaðið 40 µg af MCF10A prótíní í seinni 

tilraun (Mynd 3a). Á báðum himnunum voru prótín frá HCC1500 frumulínu. Mælingar á 

bandastyrk sýndu sambærilegt magn fyrir StAR í HCC1500 frumunum á báðum himnum og 

var því ákveðið að nota niðurstöður mælinga á StAR bandastyrk MCF10A frumulínu á himnu 

2 til viðmiðunar fyrir niðurstöðurnar á himnu 1. Niðurstöður mælinga á bandastyrk fyrir 

himnur 1 og 2 eru sýndar í töflu 3 og í stöplariti á mynd 5.   
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Mynd 4. Mótefnalitun fyrir StAR og GAPDH á Western þrykk himnu 2. Í vösunum er 1) Stærðarmarker 

(Amersham biosciences) 2) MCF10A og 3) HCC1500. Magn prótína í hvorn vasa voru 20 µg. a) himna þreifuð 

með α-StAR. b) sama himna, þreifuð með α-GAPDH.  Örin bendir á StAR prótín en stjarnan sýnir band við 72 

kDa marker. 

MCF10A sýnir mjög veikt band, rétt ofan við 30 kDa marker, sem er sennilega StAR. Einnig 

binst mótefnið bandi við 66 kDa marker, bæði í rásum 2 og 3, mynd 4a. 

Tafla 3. Mælingar á StAR tjáningu í frumulínunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500, 

T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229. Mælingar á hleðsluviðmiði GAPDH og hlutföll StAR magns og GAPDH 

magns í frumulínum. Búið er að draga bakgrunn frá bandastyrk StAR og GAPDH.  

Himna 1    Himna 2    

Frumu-

línur StAR GAPDH StAR/GAPDH 

Frumu-

línur 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 tjáning í MCF10A á himnu 1, mælist neikvæð, tafla 3. Tjáningin mælist ekki þegar 

búið er að draga bakgrunninn frá mælingunum. Tjáning á StAR í HCC1500 frumulínunni 

mælist nánast eins á himnu 1 og 2, hlutföllin milli StAR og GAPDH eru einnig mjög lík. 

 

Mynd 5. Tjáning á StAR eykst í brjóstakrabbameinsfrumulínum. Hlutfallslegt magn StAR í frumulínunum 
skoðað á stöplariti og var tjáning StAR í eðlilegu frumulínunni MCF10A sett sem 1. Bláir stöplar tákna himnu 

1og rauðir stöplar tákna himnu 2. Frumulínur sem eru með tap á litningasvæðinu í kringum StAR hafa (-), 

frumulínur sem hafa mögnun á sama svæði hafa (+).  

Ef tekið er tillit til þess að óvíst er um StAR eintakafjöldann í T47-D og ZR75-1 

frumulínunum og einungis horft til hinna sem eru með staðfestar upplýsingar um 

eintakafjöldann að þá benda niðurstöður til þess að tjáning á StAR eykst í  frumulínum sem 

eru með mögnun á litningasvæði StAR gensins. Í sumum frumulínum er aukningin á 

prótíntjáningunni mjög mikil, t.d. er hún tíföld í HCC1500, CAMA-1, og SUM 52 miðað við 

MCF10A (mynd 5).  Aukning á prótínmagni StAR verður einnig í frumulínunum MCF7, 

MDA-MB-231 og SUM229 sem eru með tap á litningasvæði StAR gensins, en aukningin er 

u.þ.b. helmingi meiri í frumulínum sem hafa mögnun á svæðinu. 
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6. Umræður 

Markmið verkefnisins var að kanna hvort tjáning á StAR væri í samræmi við aukningu eða 

tap á DNA í 9 frumulínum sem hafa verið kortlagðar með tilliti til 8p12-p11. Tjáning StAR 

var skoðuð í brjóstafrumulínunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, CAMA-1, HCC1500, 

T47-D, ZR-75-1, SUM-52 og SUM-229 með Western þrykki. Samkvæmt niðurstöðum 

verkefnisins er aukið magn StAR í öllum frumulínum hvort sem tap eða mögnun hefur orðið 

á litningasvæðinu, miðað við eðlilega frumulínu. Mjög lítið magn StAR virðist vera tjáð í 

MCF10A frumulínunni sem er eðlileg frumulína með tilliti til 8p12-p11 litningasvæðisins.  

MCF7, SUM 229 og MDA-MB-231 hafa allar tap eða eðlilegan DNA eintakafjölda á þessu 

svæði (Jönsson o.fl., 2007; Pole o.fl., 2006; Pollack o.fl., 2002; Yang o.fl., 2006). Samt sem 

áður virðist vera aukning á StAR prótíninu, miðað við magnið í MCF10A. MCF7 og SUM 

229 eru báðar með u.þ.b. sexfalda aukningu prótíns miðað við eðlilegu frumulínuna. 

HCC1500, CAMA-1, og SUM 52 eru allar með mögnun á 8p12-p11 svæðinu og allar með 

mun hærri prótíntjáningu en þær frumulínur sem ekki eru með mögnun á 8p litningasvæðinu. 

(Cooke o.fl., 2008; Garcia o.fl., 2005; Neve o.fl., 2006; Pole o.fl., 2006; Pollack o.fl., 2002). 

Mest mögnun DNA er í ZR-75-1 og SUM 52 frumulínunum og í þeim er aukning StAR 

prótínsins rúmlega tíföld miðað við MCF10A. Ekki hefur áður verið könnuð 

prótínframleiðsla þessarra gena, aðeins mRNA. Niðurstöður okkar samræmist niðurstöðum 

sem áður hafa verið birtar þar sem sýnt er fram á samhliða aukningu á mRNA gena innan á 

mögnuðum litningasvæðum í brjóstakrabbameinum (Chin o.fl., 2006; Garcia o.fl., 2005; Ray 

o.fl., 2004).  

Fræðilega hefði mátt búast við minna magni af StAR í þeim frumulínum sem hafa tap á 

litningasvæðinu, þegar miðað var við MCF10A, og að sama skapi aukið magn í þeim 

frumulínum sem hafa mögnun. Þegar við sjáum aukningu prótíns þar sem tap hefur orðið á 

DNA gefur það vísbendingar um að stjórnun á tjáningunni er ekki einungis bundin við DNA 

magnið Tjáningu StAR er stjórnað með flóknum innanfrumuboðleiðum. Þar er bæði um að 

ræða margar mismundandi boðleiðir og mörg milliskref sem hægt er að hafa áhrif á. Tjáning 

á StAR er til dæmis bæði örvuð með vaxtaþáttum og hormónum. Þannig mætti í raun segja að 

StAR hvetur til tjáningar á sjálfu sér, með myndun sterahormóna (Stocco o.fl., 2005). 

Viðtakar fyrir sterahormón eru oft yfirtjáðir í brjóstakrabbameinsfrumum (Lerebours og 

Lidereau, 2002; Ross og Perou, 2001). 
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Hinn möguleikinn er sá að frumulínurnar hafi mögnun á StAR geninu þó svo að 

kortlagningar  hafi ekki leitt það í ljós hingað til. Kortlagningar á erfðabrenglunum eru oftast 

ekki með meiri en megabasapara (Mbp) nákvæmni og því gæti verið um míkromagnanir að 

ræða sem ekki greinast nema með örflögum sem eru með nokkur hundruð bp nákvæmni. 

Frumulínur eins og T47-D og ZR-75-1 eru sérstaklega flóknar m.t.t þessa tiltekna svæðis. 

Þær hafa sýnt sig að vera með tap og mögnun til skiptis á svæðinu og það getur gert 

vísindamönnum enn erfðara um vik þegar meta á hvar mögnum byrjar og hvar hún endar 

(Cooke o.fl., 2008; Pole o.fl., 2006). Sennilega þyrfti að kortleggja þessar frumulínur betur, 

hafa markerana þá þéttari til að vera viss um hvaða gen lenda innan mögnunar eða hvaða gen 

tapast. 

Framleiðandi α-StAR mótefnis (Abcam) sýnir einungis eitt band þegar mótefnið er notað til 

að finna prótínið í nýrnahettum. Á himnu 1 sjást 4 bönd: eitt við 34 kDa marker, tvö bönd við 

43 kDa marker og eitt við 72 kDa markerinn.  Neðsta bandið við 34 kDa marker er líklegast 

StAR prótínið eftir að hvatberamerkið hefur verið klippt af, þá u.þ.b. 30 kDa. StAR prótínið 

er til í þremur útgáfum í frumunni, það er 30 kDa, sem er inní hvatbera, 37 kDa, sem er utan 

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

 

Mynd 6. Western þrykk himna þreifuð með α-StAR FL-285. Himnan er þreifuð með α-StAR FL-285 en þá er 
öll amínósýruröðin notuð. Í rás B er StAR tjáð frá plásmíði en rás A er til samanburðar og er ekkert prótín tjáð í 

henni. (www.scbt.com, sc-25806). 

Mynd 6 sýnir himnu sem var þreifuð með α-StAR mótefninu FL-285, en við myndun þess 

var öll amínósýruröðin notuð. Í tilrauninni á mynd 6 var StAR prótínið yfirtjáð frá plasmíði 

(rás B), mest sést af 30 kDa prótíni.  37 kDa sést a.ö.l. vegna þess hversu mikið magn 

prótínsins er tjáð.  Mjög lítið sést af 32 kDa millilið.  Böndin tvö sem sjást á himnu 1 við 43 

kDa marker eru of stór til þess að geta verið 32 og 37 kDa útgáfur StAR auk þess sem 

helmingunartími 37 kDa útgáfu er mjög stuttur og því frekar ólíklegt að sjáist í 

brjóstafrumulínunum. Öll aukaböndin sem sjást á mynd 3 gætu verið prótín sem eru skyld 

http://www.scbt.com/
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StAR, sem á marga frændur (16 prótín), þ.e. prótín sem hafa svipaða virkni og byggingu. 

Hugsanlega er mótefnið að bindast einhverjum þeirra, það þekkir þá þessar raðir sem eru 

varðveittar milli prótínanna. Aukaböndin gætu líka orsakast af ósértækri bindingu 2° 

mótefnisins. Hægt væri að þreifa himnun eingöngu með α-kanínu til að skera úr um það, ef 

engin bönd kæmu í ljós við það, gætum við dregið þá ályktun að α-StAR mótefnið er að 

bindast prótínum, hugsanlega með sömu amínósýruröð og StAR. 

Á mynd 4a sést einungis aukaband sem er ca 72 kDa. Ástæða fyrir því að þessi aukabönd á 

mynd 3a sjást ekki á mynd 4a, getur verið mismunur á meðhöndlun fyrir prótíneinangrun. 

Prótíneinangrun úr frumunum sem notaðar voru á himnu 2 sem sýnd er á mynd 4a, var ekki 

framkvæmd beint af frumuræktunarflöskunni eins og gert var með frumulínurnar fyrir 

prótíneinangrun sem notuð var á himnu 1. Á himnu 2 fór prótíneinangrun fram eftir að 

frumurnar voru losaðar með trypsínmeðhöndlun.  Þetta gæti á einhvern hátt orsakað það að 

prótínin koma ekki fram á himnu 2, þau gætu hafa verið klippt niður af trypsini. Frekari 

tilrauna er þörf til að skera úr um hvað nákvæmlega veldur.  

Niðurstöður rannsóknarinnar sýna að tjáning á StAR í brjóstakrabbameinsfrumulínum er 

meiri en í eðlilegri frumu, MCF10A. Tjáning á prótíninu eykst líklega þegar mikil brenglun 

verður á erfðaefninu, eins og gerist í krabbameinum. Hugsanlega vegna oftjáningar á öðrum 

genum, s.s. viðtökum, fyrir hormón og vaxtaþætti sem hvetja umritun StAR. Frumulínur sem 

hafa mikla mögnun á þessu svæði, CAMA-1, HCC1500 og SUM 52, eru með u.þ.b. tvisvar 

sinnum meiri aukningu á StAR tjáningu en þær frumulínur sem eru með tap, þ.e. MCF7, 

MDA-MB-231 og SUM 229 mynd 5. Það mætti því draga þá ályktun að samræmi sé í 

krabbameinsfrumulínunum milli DNA mögnunar og aukinnar tjáningar prótínsins og DNA 

taps og lægri tjáningar prótínsins þó allar tjái krabbameinsfrumulínurnar meiri StAR prótín en 

MCF10A frumulínan.  
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9. Mynda- og töfluskrá  

 

Mynd 1. Mynstur mögnunar og taps á erfðaefni í brjóstakrabbameinum (Hicks o.fl., 2008). 

 

Mynd 2. Binding StAR prótínsins við hvatberahimnu (Miller, 2007 a). 

 

Mynd 3. Mótefnalitun fyrir StAR og GAPDH á Western þrykk himnu 1. 

 

Mynd 4. Mótefnalitun fyrir StAR og GAPDH á Western þrykk himnu 2. 

 

Mynd 5. Tjáning á StAR eykst í brjóstakrabbameinsfrumulínum. 

 

Mynd 6. Western þrykk himna þreifuð með α-StAR FL-285 (www.scbt.com, sc-25806)  

 

Tafla 1. Æti sem frumurnar eru ræktaðar í. 

 

Tafla 2. Efniviður fyrir 10% acrylamide gel. 

 

Tafla 3. Mælingar á StAR tjáningu í frumulínunum MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, 

CAMA-1, HCC1500, T47-D, ZR-75-1, SUM 52 og SUM 229. 
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