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Agrip

Krabbamein i bldédruhalskirtli er algengasta krabbamein sem greinist i korlum & Vesturldndum.
Bl6druhalskirtiiskrabbamein er eitt af peim krabbameinum sem sannad hefur verid ad erfdir og
umbhverfi hafi ahrif a. Fjoldi einsbasabreytileika a mérgum litningum hafa verid tengdir vid krabbameinid

Tilgangur verkefnisins var ad skoda breytileika i utr6dum TCF2 gensins a litningi 17 en breytileikar
par hafa verid tengdir vid6 myndun blédruhalskirtiiskrabbameins. RNA var einangrad ar beedi
krabbameinsvef og edlilegum vef blédruhalskirtils og tjaning & TCF2 geninu skodud. Einnig var
kannad med radgreiningu hvort adur opekktir breytileikar fyndust i geninu sem tengja maetti vid
blédruhalskirtilskrabbamein.

Helstu nidurstédur urdu ad i radgreiningunni fundust 8 einsbasabreytileikar sem voru
margbreytilegir en adeins einn af peim fylgdi adur birtum breytileikum sem tengdir hafa verid vid
ahaettu & ad fa krabbameini i blédruhalskirtli. Tjaning a TCF2 er til stadar i vefjasynunum baedi i

heilbrigdum og aexlisvef, en ekki mjég mikil.



Abstract

Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer in men in the Western world and one of the
cancers types that have been connected with genetic variants, ethnicity and lifestyle.

Many SNPs (Single nucleotide Polymorphism) have been associated vith prostate cancer on many
different chromosomes. The purpose of this research is to look at SNP‘s in the exons of the TCF2
gene on chromosome 17, but SNP’s near the TCF2 gene have been associated with Prostate cancer.
RNA was isolated from both cancer tissue and normal tissue from the prostate. We sequenced the
gene and looked for new SNP’s that show association with Prostate cancer. Expression assay was
run on cDNA from both the tumor and normal tissue samples. Sequencing of the TCF2 gene revealed
8 polymorphic SNP’s but only one of them did show association with the known SNP’s that had
previously been associated with Prostate cancer risk. The TCF2 gene was expressed in the tissue

samples at low level.
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Listi yfir skammstafanir

PSA = Prostate specific antigen

BPH = Benign Prostatic Hyperplasia

TNM = Tumor Nodes Metastatic

GWA = Genome wide association

SNP = Single Nucleotide Polymorphism

TCF2 = Transcription factor 2

HNF1B = Hepatocyte nuclear Factor 1

MODYS5 = Maturity-onset diabetes of the young type 5
T2D = Type 2 diabetes

OR = Odd ratio

RR = Relative risk

RNA = Ribonucleic acid

DNA = Deoxyribonucleic acid

cDNA= Complimentary Deoxyribonucleic acid
MRNA = Messenger Ribonucleic acid

miRNA = Micro RNA

UCSC-= University of California Santa Cruz

PCR = Polimerase chain reaction Fjélféldunarhvarf
GUSB =Glucuronidase beta

RT-PCR = Real time Polimerase chain reaction



1 Inngangur

1.1 Blodruhalskirtillinn

Algengasta krabbamein i islenskum kariménnum er krabbamein i bloédruhalskirtli. Blodruhalskirtillinn
er litill kirtill sem er & steerd vid valhnetu og er stadsettur undir pvagblédrunni. Kirtillinn er hluti af
axlunarkerfi mannsins en par er saedisvokvinn framleiddur og hann er naudsynlegur til ad flytja sae6id
ut dr likama mannsins. Pvagrasin liggur i gegnum blédruhalskirtiinn og pess vegna eru fyrstu
einkenni vegna breytinga i kirtlinum oft tengd vandamalum vid pvaglat.

AEXli i blédruhalskirtli getur verid bzedi godkynja sem telst ekki til krabbameins eda illkynja sem er
astand pegar frumurnar i kirtlinum fara ad fjdlga sé dstjornlega og dreifa sér at fyrir kirtilinn. | flestum
tilfellum er krabbamein i blédruhalskirtli haegt vaxandi sem pydir ad krabbameini®é getur vaxid i moérg ar

an pess ad uppgotvast.

1.2 Faraldsfraedi blodruhalskirtilskrabbameins

Samkvaemt heimasidu krabbameinsskrar islands fyrir arin 2003-2007, greinast arlega ad medaltali
688 karlar med krabbamein (97 af hverjum100.000 karlménnum) af peim voru 210 greindir med
krabbamein i blédruhalskirtli sem samsvarar u.p.b. 30% hlutfall af heildinni. Pessar tdlur eru
sambeerilegar vid tidnirannséknum sem gerdar hafa verid i Bandarikjunum par sem &zetlad er ad
nygreining & blddruhalskirtilskrabbameini sé um 25% af heildarfjdlda greindra krabbameina arié 2009
(1) og i Evropu par sem &aeetladur fjdldi nygreindra blédruhalskirtiskrabbameina af heildarfjélda
nygreindra er 22,2% fyrir arid 2008 (2).

Mikill breytileiki er & nygengi krabbameins i blédruhalskirtli milli landsvaeda i heiminum. | hinum
vestraena heimi er petta algengasta krabbameinid a eftir krabbameini i lungum. Svartir karimenn i
Nordur Ameriku (African- Americans) eru sérlega Utsettir fyrir blddruhalskirtilskrabbameini. Arid 2007
var blédruhalskirtiiskrabbamein algengast eda 39% af Ollum greindum krabbameinum hja African-
Americans (3, 4).

i préunarléndunum er blédruhalskirtils krabbamein ekki eins algengt eda sjotta algengasta
krabbameinid (3) Asiubuar hafa laegstu tidni bédruhalskirtiiskrabbameins sem p6 fer haekkandi med

auknum vestraenum ahrifum (5, 6).

1.3 Danartioni blodruhalskirtilskrabbameins

Fjoldi greindra tilfella blddruhalskitilskrabbameina & islandi hefur farid haekkandi eda ur 26,7 af
hverjum 100.000 & arunum 1968-70 i 97,3 af hverjum 100.000 & arunum 2003-7. Danartidnin hefur
hins vegar ekki vaxid eins hratt eda ur 12,2 af hverjum 100.000 & arunum 1968-70 i 16,9 af hverjum
100.000 & arunum 2003-7 (7). Danartidnin er samt ha, en samkvamt heimasidu krabbameinsskrar
islands hafa 18% (16,9 af 100.000) af dllum latnum kariménnum vegna krabbameins latist af véldum
blédruhalskirtilskrabbameins. | Bandarikunum  4ari® 2008 var danartiéni  af  véldum

blédruhalskirtilskrabbameins i 66ru saeti med 10% af dllum daudsféllum vegna krabbameina (1, 2).
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1.4 Ahattupaetti blodruhalskirtilskrabbameins

Aldur, fiélskyldusaga og kynpattur eru peir ahaettupaettir blédruhalskirtiiskrabbameins sem buid er ad
syna oyggjandi fram a. Krabbamein i blédruhalskirtli greinist oftast hja karlménnum sem eru 65-80 ara
eda ad medaltali 71 ars gamlir og talid er ad flestir karlmenn 85 ara og eldri hafi krabbameinid pétt pad
verdi ekki danarorsok peirra. Flestir peirra finna ekki fyrir neinum einkennum a lifsleidinni. Sjaldgaeft er
ad menn greinist med meinid undir 50 ara aldri. Aldurstengd tidéni & heimsvisu & hverja 100.000
einstaklinga var samkvaemt Ferlay et.al arié 2002 :

0.2 (15-44 ara)

10,6 (45-54 ara)

72,9 (55-64 ara)

259,6 ( 65 ara og eldri)

Aldurstengdu tidnitdlurnar eru hlutfallslega paer sému hja karlménnum i préudu og
préunarléndunum, en tidnin er 5-9 sinnum heerri hja kariménnum i préudu I6ndunum (8, 9).

Svartir amerikubtar eru 1.6 sinnum liklegri til ad greinast med blddruhalskirtilskrabbamein og 2.4
sinnum liklegri til ad deyja af voldum sjukdémsins en Evropskir amerikubuar. Erfdapaettir hafa par
miki® ad segja en einnig umhverfispaettir. Pad sést best a pvi ad Japanskir menn sem fluttu til Nordur
Ameriku hafa haerri tidni krabbameins i blédruhalskirtli en landar peirra i Japan (10). Einn adalpattur
umhverfisahrifa er matareedi. Kenningar hafa verid settar fram um ad fiturikt feedi og neysla a raudu
kjoti hafi aukin ahrif a tidni krabbameinsins og ad lycopene inntaka og broccoli hafi minnkandi ahrif a
tidni pess. Greinar hafa verid birtar med og a moéti pessum kenningum og er pessi pattur pvi ekki
fullkannadur (11-15).

Tviburarannsoknir hafa synt ad fram a ad blédruhalskirtiskrabbamein hafa einn sterkasta
erfdapattin af 6llum krabbameinum (16). Einnig hafa verid gerdar rannsoknir sem syna fram a ad
braedur manns sem hefur fengid krabbameinid eru i tvisvar sinnum meiri haettu ad fa krabbamein i
blédruhalskirtli og aheettan er ennpa meiri ef menn greinast ungir (17, 18).

bratt fyrir petta gekk lengi vel mjog erfidllega ad einangra erfdéapeetti sem tengjast
blédruhalskirtilskrabbameini. A allra sidustu arum med tilkkomu Genome-Wide Associations (GWA)
rannsékna hafa fundist margir erfdabreytileikar i genum sem hafa verid tengdir ahzettu a ad fa

blodruhalskirtilskrabbamein.

1.5 Greining blédruhalskirtilskrabbameins

Fyrsta prof sem er framkvaemt pegar grunur er & blédruhalskitilskrabbameini er PSA (Prosta specific
antigen) meeling i bl6di, en aukinn styrkur pess i bl6di getur bent til krabbameins.

PSA er protein sem er framleitt naer eingdngu i blédruhalskirtli og naerir saedisfrumur. Sett hefur
verid fram kenning um ad heaekkud gildi a proéteininu bendi til ad eitthvad sé athugavert vid
blédruhalskirtilinn og pé er att vid baedi krabbamein og gddkynja steekkun a blédruhalskirtlinum (BPH =
Benign Prostatic Hyperplasia) (8). Ef krabbamein er til stadar er blédruhalskirtillinn oft hardur og 6jafn

og pvi er hann preifadur fra endaparmi vid greiningu. Omskodun er einnig framkvaemd med pvi ad
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omstautur er settur i endaparm og d6mmynd birtist a skja. Vefjasyni eru tekin i gegnum émsjana og
pannig feest svo endanleg greining (7).

Til ad meta hversu illvigt meinid er, er studst vid Gleason kerfi til ad stiga krabbameinid. ba er tekid
vefjasyni ur aexlinu og meinafraedingar stiga aexlid fra 2-10 eftir pvi hvort krabbameinsfrumur eru til
stadar og hversu illvigar peer lita ut. Synid er metid ut fra pvi hvernig frumurnar Ur aexlinu vaxa og
hvernig paer hegda sér innbyrdis. Leegsta stigid gefur bestu batahorfur en haesta stig paer verstu.
Algengustu krabbameinsaexlin eru med Gleason gildi a bilinu 6-7 (19).

Adeins litill hluti krabbameina i blédruhalskirtli eru hradvaxta en paer frumur na helst ad dreifa sér il
naleegra eitla eda annarra liffeera. Til ad meta meinvorp aexlissins og utbreidslu peirra hefur verid
notad TNM stigunarkerfi. Sem metur T= (tumor) steerd frumeexlis, N= (nodes) naestu eitla og M =

(metastases) meinvorp (20).

1.6 Meoferd blodruhalskirtilskrabbameins

Margskonar medferdir eru notadar til ad vinna a eda halda blédruhalskitilskrabbameini i skefjum.
Krabbameinid er oft haegvaxandi og pvi talid ad best sé ad bida og fylgjast med framvindu an allrar
medferdar. betta a natturulega ekki alltaf vid og pa eru ymsar adferdir notadar. Ef aexlid hefur ekki
dreift sér er haegt ad fjarleegja pad og kirtilinn med skurdadgerd. Adgerdin getur leitt til getuleysis og
stundum pvagleka. Geislamedferd er einnig haegt ad beita ef krabbameinid er stadbundid.

Ef krabbameinid hefur dreift sér eru adrar adferdir notadar og su algengasta er notkun lyfja sem
verka gegn karlhorménum par sem testdsteron orvar voxt frumnanna i blddruhalskirtilseexlinu. |

sumum tilfellum eru eistun fjarleegd (7).

1.7 Horfur i blodruhalskirtilskrabbameini

Horfur manna med blédruhalskirtiiskrabbamein eru oftast gédar. Jafnvel pott flestir greinist med
haegfara aexlisvoxt pa deyja hér a landi um 50 menn a ari Ur meininu. betta er 6nnur haesta danartioni
af véldum krabbameins hja kérlum. Adeins lungnakrabbi hefur heerri tidni. Pad skiptir mali & hvada stigi
sjukdémurinn greinist og hver Gleason grada aexlissins er vardandi batahorfur. Ef axlid hefur ekki
dreift sér eru horfurnar a lifun mjoég gédar, jafnvel yfir 90%. En ef axlid hefur dreift sér eru horfur mun
verri. b6 getur sjuklingur lifad med meininu i nokkurn tima, jafnvel mérg ar (7).

Horfur hafa batnad mikid sidustu ar par sem meinid finnst oft fyrr en adur og frampréun
medferdarurraeda hefur verid mikil.

A timabilinu 1983-85 voru 5 ara lifunarlikur i Evrépu adeins 55% en jukust verulega 1992-94 i 68%
(21). Sidan pa hafa likurnar enn batnad. Jemal et. al birti fyrir &rid 2009 tolur fyrir 5 ara lifunarlikur
manna med bldédruhalskirtiskrabbamein. Par er leitt likum ad pvi ad ef krabbameinid er stadbundid
séu 5 ara lifunarlikur naleegt 100%, en Ollu leegri ef xlid hefur nad ad dreifa sér pa eru 5 ara

liftunarlikur ekki nema 32% (1).
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1.8 Skimun fyrir blodruhalskirtilskrabbameini

PSA eda Prostate Specific Antigen meelingar hafa lengi verid notadar til ad skima fyrir krabbameini i
blédruhalskirtli asamt skodun um endaparm. PSA maelingin eykur likur & ad axli finnist um 81% ef
bori® er saman vid skodun um endaparm eingdngu (22, 23). Notkun & PSA meelingum er po
takmarkandi par sem meelt er bldédruhalskirtils protein en ekki sértaekt bldédruhalskirtikrabbameins
protein. Heekkud PSA gildi i godkynja steekkun & blédruhélskirtlinum (BPH) leidir til ofgreiningar pegar
skimad er fyrir krabbameini i blédruhalskirtli (24).

Ungir menn sem greinst hafa med blddruhalskirtils krabbamein hafa yfirleitt greinst meé illvigari og
agengari eexlisgerd og hafa ekki fengid gédar horfur med framhald (8, 25).

Vidtaek notkun a PSA meaelingum hefur po leitt til pess ad fleiri ungir menn hafa greinst fyrr med
sjukdéminn a leegri stigum (26).

Umraeda um gagnsemi skimunar hefur verid mikil undanfarin ar og mérg mismunandi sjonarmid
komid fram. Skimun kallast pad pegar gerdar eru rannséknir a hraustu og einkennalausu folki med pad
fyrir augum ad finna pa sem geetu fengid eda séu med byrjandi sjukdom. Rannsoknir hafi ekki sannad
né afsannad gildi skimana fyri blédruhalskirtiiskrabbamein. bPaer rannsoknir sem gerdar hafa verid
byggja nidurstédur sinar a PSA maelingu og skodun um endaparm og hvort Utkoman studli ad laskkun
a danartidni af voldum blddruhalskirtiiskrabbameins. Nylega birt rannsékn sem gerd var i Evropu og
hofst 1994 og endadi 31.desember 2006 syndi fram a ad skimun sem byggdi a PSA maelingum
minnkadi danartidni af voldum blédruhalskirtiiskrabbameins um 20% en syndi lika fram a ad veruleg
haetta var a ofgreiningu sjukdémsins. Rannsoknin gerdi grein fyrir nidurstédum fyrir baedi
skimunarhépinn og svo einnig vidmidunarhop. Rannséknin tok til 182 pusund manna a aldrinum 50-74
ara og 162 pusund af peim féllu inn i aldurskjarnann 55-69 &ra. batttakendur voru fra Belgiu,
Finnlandi, Frakklandi, italiu, Hollandi, Spani, Svipjod og Sviss. Patttakendum i skimuninni var bodid
upp & reglulega PSA mzelingu i 6 ar og skodun um endaparm i 4 &r. | skimunarhépnum fundust 5990
tilfelli af blddruhalskirtiiskrabbameini og 214 létust sidar af véldum meinssins. | vidmidunarhépnum
fundust 4307 tilfelli og af peim Ilétust 326. Lokanidurstadan var ad skimun fyrir
blédruhalskirtilskrabbameini getur minnkad danartioni um 20% (27).

| sama timariti birtist svo énnur grein um skimun sem gerd var i Englandi og héfst um svipad leiti og
Evropska rannséknin. bar voru patttakendur teeplega 77 pusund a aldrinum 55-74 &ra og gerdar voru
PSA melingar og auk pess sem fram for skodun um endaparm. Tekin voru vefjasyni ef PSA gildi for
yfir 4,0 ng/ml og skodun um endaparm pétti gefa tilefni til. | skimunarhépnum fundust 2860
krabbameinstilfelli og 50 Iétust af meininu en i vidmidunarhépnum fundust 2322 tilfelli en 44 létust af

meininu. | pessari rannsékn var ekki marktaekur munur & danar og greiningartiéni milli hopa (28).

1.9 Erféoarannsoknir blodruhalskirtilskrabbameins

Krabbamein i blodruhalskirtli er yfirleitt tali® hafa sterkan erféafraedilegan patt sem visindamenn um
heim allan eru ad kortleggja. bPad sem gerir leitina erfida er hversu fjdlgena sjukdémurinn er.

Margar rannsoknir a sidastlidnum arum hafa verid gerdar med pvi ad kanna tengslagreiningu i 6llu
genmengi mannsins (GWA-Genome wide association). Pbetta eru samanburdarrannsoknir a

heilbrigdum og sjukum (case-control) og eru gognin fengin ur oérfldigukeyrslum par sem skodadir eru
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einsbasa breytileikar (SNP‘s) fyrir valin svaedi. Rannsoéknirnar hafa synt fram & tengsl vi® marga
breytileika sem fylgja blédruhalskirtiiskrabbameini og peir eru stadsettir a flestum lithingum mannsins
eda a2,3,4,6,7,8,9,10,11,12,16,17,19, 22 og X (tafla1 fengin &a).

Tafla 1. Breytileikar sem hafa verid tengdir bl6druhalskirtilskrabbameini
Sétt & http://lwww.genome.gov/gwastudies/#1.

Gensaeti
SNP Litningur Samsata Heimild/athugasemd
rs2710646 2p15 A Gudmundsson etal._2008
rs721048 2p15 A Gudmundsson etal._2008
rs 1465618 2 A Eeles etal 2009
rs12621278 2 A Eeles etal 2009
rs2660753 3p12 T Eeles etal. 2008
rs10934853 3921 A Gudmundsson etal._2009
rs17021918 4 C Eeles etal 2009
rs 12500426 4 A Eeles etal 2009
rs7679673 4 (e} Eeles etal 2009
rs401681 5p15 C Rafnar etal 2008
rs2736098 5p15 A Rafnar etal 2008
rs9364554 6925 T Eeles etal. 2008
rs 10486567 7p15 G Thomas etal. 2008
rs6465657 7921 (e} Eeles etal. 2009
rs12155172 7 A Eeles etal 2009
rs 1447295 8q24 A Sun etal. 2008
rs16901979 8924 A Sun etal. 2008
rs6983267 8924 G Beebe-Dimmer etal. 2008
rs1512268 8p A Eeles etal 2009
rs2928679 8p T Eeles etal 2009
rs 13252298 8924 A Al Olama et al 2009
rs620861 8q24 © Al Olama et al 2009, Yeager etal. 2009, Gudmundsson etal 2009
rs445114 8924 T Al Olama et al 2009, Yeager etal. 2009, Gudmundsson etal 2009
rs12543663 8q24 C Al Olama et al 2009
rs 16902094 8924 G Gudmundsson etal._2009
rs16902104 8q24 T Gudmundsson etal._2009; correlated with rs16902094
rs 10086908 8q24 T Al Olama AA, et al. Nat Genet. 2009
rs1571801 9q33b A Duggan etal-2007
rs 10993994 10q11 T Eeles etal. 2008
rs4962416 10qg26 C Thomas etal. 2008
rs7920517 10g11.23 G Eeles etal. 2008
rs 10896449 11913 G Thomas etal. 2008
rs7931342 11913 G Eeles etal. 2008
rs12418451 11913 A Zheng etal. 2009
rs7127900 11 A Eeles etal 2009
rs 11228565 11 A Gudmundsson etal._2009
rs10778826 12 A Eeles etal 2009
rs902774 12913.13 A Eeles etal. 2008
rs11861609 16 C Eeles etal 2009
rs4782780 16 T Eeles etal 2009
rs4430796 17912 A Gudmundsson etal 2008
rs 1859962 17924.3 G Eeles etal. 2008
rs4054823 17p12 T XU etal 2009
rs11649743 17912 G Eeles etal 2008
rs2735839 19913.33 G Eeles etal. 2008
rs8102476 19913 (] Gudmundsson etal._2009
rs266849 19913.33 A Eeles etal. 2008
rs2659056 19913.33 G Eeles etal. 2008
rs887391 19913 T Hsu etal-2009
rs5759167 22 G Eeles etal 2009
rs9623117 22g13 (] Sun etal. 2009
rs5945572 Xp11 A Gudmundsson etal 2008

pratt fyrir ad fundist hafi fjoldamargir breytileikar sem tengjast erfdum blédruhalskirtiiskrabbameins
eru breytileikar a litningi 824 peir einu sem haegt er ad tengja vid talsverdan fjolda tilfella (29).
Ari® 2007 birti Gudmundsson og fl. grein i Nature Genetics par sem GWA rannsokn var gerd a

1501 islenskum ménnum med blédruhalskirtils krabbamein og 11290 heilbrigdum kontrélum. Par voru
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stadfestir 2 breytileikar a litningi 17. Pbessir 2 breytileikar eru i 33Mb fjarlaegd hvor fra 68rum. Annar af
pessum breytileika var i TCF2 (HNF1B) geninu sem stadsett er a litningi 1712 en hinn er stadsettur a
17924 (29).

1.9.1 TCF2/ HNF1B3

Transcription factor 2 (TCF2) 66ru nafni hepatocyte nuclear factor 1-beta 1 (HNF1() er medlimur i
homeodomain storfijdlskyldu umritunarpatta. Protein afurd HNF1(3 binst vid6 DNA sem einsleit eda
misleit tvennd med HNF1a umritunarpeaettinum sem er byggingarlega skyldur HNF13. HNF18 er hluti af
vef-sérteekri stjornun & genatjaningu i nokkrum mismunandi liffeerum eins og lifur, nyrum, pérmum og
briskirtli (30). Auk homeodomeinsins, hafa baedi préteinin POU A skyld hneppi sem einnig geta bundist
vid DNA og virkjad umritun eins og homeodomainid. Baedi proteinin hafa verid vel vardveitt i proun
hryggdyra (31-33). HNF1a er stadsett a litningi 12 med 8 utradir og HNF1( & litningi 17 med 9 utradir.
Pessi uppbygging og tjaningarmunstur genanna eru vel vardveitt i hryggdyrum, par sem tjaning a
HNF1B er undanfari virkjunar HNF1a i fésturvisismyndun i 6llum peim hryggdyrum sem rannsokud
hafa verid. Knockout rannséknir i misum med HNF1B genid 6virkt syna ad musafésur latast a degi
7,5 og ad HNF1[ proteinid sé naudsynlegt fyrir proskun a idrainnlagi i fostrum (34, 35). Aftur 8 moti
kemur vanstarfsemi HNF1a i masum ekki i ljés fyrr en eftir faedingu og veldur pa lifrarstaekkun,
fenylketén mygu og Fanconi heilkenni (fosfat, sykur og aminésyru tépun med pvagi ) (36).

Stokkbreytingar i HNF13 geninu hafa medal annars verid tengdar vid maturity-onset diabetes of the
young type 5 (MODY5) sem er fullordinssykursyki greind hja bérnum (29). Breytingar i HNF1B geninu
valda einnig ymsum 6drum truflunum eins og medfaeddum 6éedlilegum nyrum og getnadarrasum, ryru
brisi, veegri lifrarbilun og pvagsyrudreyri. Pessar stokkbreytingar sem fundist hafa i HNF1 geninu eru
m.a. breytingar sem valda amindsyrubreytingu i préteininu, innskoti eda urfellingu, breytingum a
lesramma, breytingum a splaesingu genssins og eins urfellingu alls genssins (37-39). Hlutverk HNF1(3
i brisi hafdi ekki verid rannsakad fyrr en eftir ad ahrif pess 8 MODY uppgdtvadist. Hvernig genid hefur
ahrif & sykursyki er ekki vitad en pad hefur liklega ahrif & proskunarferli B-brisfruma med beinum
ahrifum a tjaningu mikilvaegra B-frumu gena. HNF1( sykursykis stokkbreytingin er ekki insulin had og
er alika alvarleg og sykursyki sem er afleiding af stokkbreytingum i HNF1a geninu (40).

Eins og greinir fra hér ad ofan hefur breytileiki i HNF13 genaseti verid tengdur vid
blédruhalskirtilskrabbamein i gegn um GWA rannsékn & Islenskum karlménnum (29). Pessi
erfdabreytileiki sem fylgir samsaetunni A af rs4430796 breytileikanum sem gefur aukna ahaettu a
blédruhalskirtiiskrabbameini med hlutfallsliku hlutfall (odds ratio (OR))1.22 (P=1.4x10'11) en samseetu
tidni er 0.49 hja Evropubium. Nokkrar faraldsfreedilegar rannséknir hafa verid gerdar par sem synt er
fram & 6fugt samband milli gerd 2 af sykursyki (T2D) og blédruhalskirtils krabbameins par sem ad
hlutfallsleg ahaetta (relative risk) fyrir aheettu a ad fa blédruhalskirtils krabbamein er 0,84 ( 95%
oryggismork; 0,71-0,92) medal sykursykissjuklinga og o6fugt. Pessa samvirkni sykursyki og
blédruhalskirtiiskrabbameins ma ad hluta til skyra med HNF1B genaseti par sem samsaeta A i
rs4430796 breytileika eykur likur a blédruhalskirtiiskrabbameini en minnkar likur a sykursyki med
OR=0.91 ( P=2.7x107) (29, 41).

Jafnvel pétt margir breytileikar hafa fundist og buid sé ad tengja pa blédruhalskirtiiskrabbameini pa
utskyra peir ekki nema litinn hluta af tilfellum krabbameinssins. Fjélda gena sem virdast hafa ahrif a
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blédruhalskirtiiskrabbameinid meetti kannski skyra med miklum fjdlbreytileika innan mikilveegra gena
sem hafa ahrif & proskun og starfsemi blodruhalskirtilssins. Petta gaeti sidan haft ahrif & mismunandi

virkni og tjaningu préteina og pannig haft ahrif a lifedlisfraedilega starfsemi edlilegs vefs (42)

16



2 Markmiod

Markmid pessa verkefnis er ad skoda vefjasyni ur baedi edlilegum vef og aexlisvef blédruhalskirtils
me? tilliti til arfgerdar og tjaningar & TCF2 geninu. Heildar RNA verdur einangrad ur axlisvef og ekki
xlisvef (edlilegum vef) ar blédruhalskirtli. Metid verdur hvort munur sé a tjaningu TCF2 i axlis eda
edlilegum vef. Radgreining verdur notud til ad kanna arfgerdarbreytileika i Utrédum TCF2 gensins
baedi i aexlis og edlilegum vef. Tjaning verdur notud til ad meta hvort breytileikar i geninu tengist 66rum

adur pekktum breytileikum sem tengdir hafa verid vid blédruhalskirtilskrabbamein.
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3 Efni og adferdir

Oll synin sem notud voru i rannsdkninni voru fengin eftir ad vidkomandi adilar héfdu skrifad undir
upplyst sampykki. Leyfi voru fengin fyrir ranndkninni hja Visindasidanefnd (ndmer: 00/103) og
Persénuverndarnefnd (numer: 2001020228).

Rannséknin var héprannsékn par sem voru notud 64 syni frd 40 einstaklingum sem greinst hofou
med blddruhalskirtiiskrabbamein par sem 33 syni voru ur azexlisvef og 31 syni ur edlilegum vef
blédruhalskirtils. 24 einstaklingar attu syni ur badum flokkum, 7 einstaklingar attu adeins syni ar
exlisvef en 9 eingbngu ur edlilegum vef. Synin voru i Ollum tilvikum fengin eftir blédruhalskirtils

brottnam.

3.1 Heildar RNA einangrun

Pegar proétein eru framleidd i frumunni pa er RNA afritad eftir DNA peettinum og sidan eru innrédum
splaest ut og pa er til stadar proskad mRNA eda heildar RNA.

Heildar RNA var einangrad ur aexlisvef og edlilegum vef blédruhalskirtils fyrir rannsoknirnar. bar
sem RNA er 6st6dug sameind voru synin geymd vid -80°C og unnid med pau avallt a is fyrir og vid
einangrunarferlid.

RNA einangrunaradferd fra Qiagen RNeasy © Mini Kit var notud ad pvi undanskildu ad i stadin fyrir
ad gera vefinn einsleitan i RLT buffer pa var notad RNAZol RT fra MRC (Molecular research center).
RNAZol RT hvarfefnid gefur kost a adskildri einangrun heildar RNA, miRNA einda og DNA og
slepptum vié pvi ad nota DNAasa hreinsun ur Qiagen RNeasy pakkanum. | lok einangrunnar var 4,5yl
RNAsecure™ Reagent fra Applied Biosystem™ settur Gt i til ad vardveita stddugleika RNAsins.

Til ad meela heildar RNA styrkinn var notud Agilent RNA 600 Nano kit fra Agilent Technologies og

flagan lesin & Agilent 2100 Bioanalyzer fra ©Agilent Technologies, Inc.

3.2 cDNA vixlritun

cDNA var afritad eftir heildar RNA med vixlritun i synunum sem einangrud voru ur vefjasynum ur
blédruhalskirtilskrabbameini baedi eexlis og edlilegum vef. cDNA er mun stédugra en RNA og pvi notad
i rannoknirnar.

cDNAI var sidan notad til ad meta tjaningu a TCF2 og i radgreiningu a utrédum genssins.

Vid vixlritunina (reverse transcription) notudum vié High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
fra Applied Biosystems®. | hvarfinu er RT Buffer, RT Random Primers, dNTP,
Multiscribe ™ReverseTranscriptase, H,0, RNA. (vidauki 1).

Notad var 1 ug RNA i 25 ul hvarf i 96 holu bakka 4 MJR thermal cycler.

VixlIritunar hvarfid:

Gert var 25ul hvarf. Hvarfi®d a MJR thermal cycler var:

1. 25°C 10min

2. 37°C 120min
3. 85°C 5 sek

4 4°C endalaust
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3.3 Tjaning @ TCF2 med RT-PCR

Real time PCR (RT-PCR) eda rauntima PCR fjolféldunar adferdin er notud til ad maela magn cDNA i
rauntima. Visapar er notad til ad magna upp cDNAIi® og sidan er flirmerktur preifari einnig i hvarfinu
sem binst 4 PCR afurdina. | hverjum hring hvarfsins gefa einungis peir preifarar sem bindast PCR

afurdum fra sér flurljomun sem sidan er meaeld. Pannig er magnid lesid i hverjum hring (mynd 1).

1}
1) Denature ) prone
primer
TTTT fucrescein & 1 quencher

N N N |

2) Primer Annealing’ Probe hybridization

polymerase g

- hybridizes
T T 1T
N N A |
3) Extension :i —
BEEEEEEEEEL
AR E RN RN
®
< S
| L L FrTrr1rirni
AR NN

Taghlan® Probe Methad

Mynd 1. Rauntima PCR hvarf meé flurljdmudum preifara. Mynd fengin a
http//biomed.Isu.edu/images/PCR_TMP.gif

Visa og preifara r6d var hénnud ut fra ¢cDNA réd TCF2 inn i Universal Probe library fra Roche
Applied Biosystem ,© 2010 F. Hoffmann-La Roche Ltd, pannig ad valda r6din var sett inn i forritid og
visar bunir til og tiltekinn s& preifari sem atti ad nota i Tagman hvarfid med visisparinu (vidauki 2).
Visispérin voru honnud med tillitit til hvada splaesibreytileika atti ad skoda. breifari 21 er stadsettur i
utréd 3 en preifari 4 i utréd 4 a TCF2 geninu (mynd 2).

position/search [chr17:33,165,022-33,170,652 gene jump| clear | size 5,631 bp. _©

chri? (oi2) 15 SREE Pis 1 T7pil.2 pd 1mall.=

Scale 2 Kb} |
chir17! F31e55e6| 351668400 FH1665R8| FH167a0a| F31675 08| FF165808| FH168508] FH169888]
Your Sequence from Blat Search
ToFa—Frobed [l TocFa-Frokez1 Il
rour Seguence from FCR Search g
[== | drag zelect or clich

UCEC Genes Based on RefSed, UMiProt, GenBank, CCDS and COMRAFAL 1we Genomi
-

HHF 1 G5 -

HMF LB e T T e

FefZey Gehes
HHF 16 -4} I -
HNF 1B -kt i =

Mynd 2. Stadsetning preifara & TCF2 geni fyrir RT-PCR adferd. Mynd tekin & USCS vafrara.

19



TaqManT'\’I Quantitative gene expression adferdin fra Roche Applied Biosystem var notud. Tjaninga
visar komu i 100 pmol/ul strerkri lausn fra eurofins, mwg /operon og voru pynntir i 9 pmol/ul styrk.
Tjaning @ GUSB (glucuronidase beta) naudpurftageni (almennt tjad jafnt i éllum frumum) var gerd
til innreennar leidréttingar & styrk RNA og virkni Tagman préfssins. Pre-Developed TagMan® Assey
Reagents Human GUS(20X) fra fra Applied Biosystem™ var notad.
| Tagman préfin var notad TagMan PCR master mix (Applied Biosystems) og fylgt leidbeiningum
framleidanda. Mismunandi hvarf var gert fyrir TCF2 (vidauki 3) og GUSB (vidauki 4).
DNA-mégnun med PCR rauntima adferd var framkvaemd i ABI Prism 7900 HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems) med badum tjaningavisum asam GUSB.
384 holu bakkar voru notadir i 6ll hvorfin og hvert syni keyrt tvofalt.
Rauntima tjaningar hvarf & ABI Prism 7900:
1. 95°C for 10 min.
2. 95°C for 15 sec.
3. 60°C for 1 min.
Skref 2 og 3 endurtekin 39 sinnum.

Tjaningargdgnin voru greind med SDS 2.2.1 (sequence detection system) fra Applied Biosystems.

3.4 Radgreining a utrodum TCF2

Innanhuss utgafa af UCSC Genome Browser ( Genome human March 2006 hg18 Build36 Assembly)

var notud til ad finna cDNA rédina fyrir TCF2 genid og isoform pess.

3.4.1 Hoénnun a radgreiningar DNA visum fyrir TCF2 genid
Til ad hanna visa (fram og aftur) fyrir mognun a véldum uatrédum gensins og mismunandi utgafur pess
var notad Primer 3 forritid® sem er hannad af Whitehead institute for Biomedical research. Alls urdu
petta 10 visapér sem nadu ad magna allar utradir TCF2 gensins og is6form pess. Visapérin voru
pdntud fra& OPERON® Biotechnologies (vidaukar 5 og 6) og komu i lausn med styrknum 100pmal/ul i
vatni og sidan pynnt i styrkinn 3,5 pmal/ul. Hver visir var 20-23 bp ad lengd og parid magnadi upp ca.
500-800 bp buta (mynd 3).

position/search Il:hr1.7 33,106,679-33,198. 678 gene jump | clear | 572 92 100 bp. config

't g2y [pIS SHERE] pis. 1 i7pli. 2 p{i7gil.=

28 kb |
| R ELEET] FF158684| F3140604] FE15aa0n| FE16aa0| FF1Taa84| FE150608
Your Seguence from Blat Search
TCFes . F-TCFes. 5. Rl TCFes , F-TCFe7. R | b 4 I
TCFes F-TCFeS, 2R TCF b1 F-TGF . k1. Rl
TCFeS, F-TCFe9. Rk e k 4 TCF . b2, F-TCF k2R
TCF b3, F-TCF B3R |
TEFel.2.F-TCFe4, R prferereeedmmreeed
TCF b4 . F=TCF . b R o
TCFelh F-TCFe2 R e

Tour Sequence from FCR Search

UCEC Genes Based on Refsed, UniFrot, GenBank, CCOS and Comparative Genomics
P D ' L cded Ly i &5 L A I T I e

HNF 16 mfesess } }

L
L]

T
HHF1E mafe—

L

RefSeq Genes
HHF 1E: ) -- ———--
HMF 16

o
e
L1

i
4 -

Mynd 3. Stadsetning visispara sem notud voru vid radgreiningu a utr6é6umTCF2 og is6formi. Myndin
tekin &4 USCS vafrara.
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3.4.2 PCR fjélféldun med radgreiningarvisum fyrir TCF2 genio
Til ad kanna hvort visarnir virkudu var notad Marathon Ready cDNA fra Clontech, H.XG Prostatic
Ad’Carcinoma (MRI-H-1578 S1735), PC3.
PCR hvarflausn: Centaurus PCR Ready mix ( 10x Tagbuffer (NH;).SO,4), Tag DNA polymerase
(5U/ul), dNTPs (2mM), betaine (5M) og MgCl, (250mM)), sterilt vatn, visapar (3,5pmal/ ul)) (vidauki 7).
DNA polymerasinn og onnur hvarfefni i PCR hvarfid voru keypt fr& Fermentas Inc. Hvarfid var
»endpoint” og gert i 96 holu bakka i MJR thermal cycler. HydraTM96 fra AppliedBiosystems notud til ad
skammta cDNAI & bakka.
PCR hvarfid:
Gert var 10ul PCR hvarf i 96 holu bakka i MJR thermal cycler.
1. 94°C i 2min
94°C i 30 sek.
58°C i 30 sek.
68°C i 1 min
Skref 2-4 endurtekin 39 sinnum (40 hringir)
72°C i 10 min
7. 4°C endalaust
Til ad skoda PCR afurdina var hun sett a 1,6x MetaPhor® agardsa geli sem innihélt 1ul EtBr
(ethidium bromide) a 90V i 1xTBE buffer (Tris/Borat/EDTA) og keyrd i 8 minutur a Ready to run

separation unit. Geli® var sidan skodad i Eagle eye™ Il fra Stratagene UV light (ultra violet).

2B

Size Standard , Ready to run SM1113, fra Fermentas var notadur til vidmidunar i gelkeyrslunni.

Til ad brjéta nidur afgangs visa og basa (dNTPs) ur PCR radgreiningarafurdinni notudéum vid
Exonuclease I/Shrimp Alkaline Phosphatase adferdina. EXOI 10U/ul fra usb® Affymetrix, Inc.og SAP
1U/ul fra Amersham Life science Ltd (vidauki 10)

3.4.3 Lokahvarf fyrir radgreiningu TCF2 utrada

PCR radgreiningarafurdin fyrir hvert visapar var sidan notud sem mot fyrir sitthvorn visinn ar
visaparinu til radgreiningar. Radgreint var baedi med fram og aftur visunum. Hvarflausnin sem notud
var i radgreiningarhvarfi® innihélt BigDye sequencing Ready Reaction Mix ( Applied Biosystems Inc.),
5xsequencing buffer (Applied Biosystems Inc.), 3,5 pmél/pl visar (fram eda aftur), H20 (vidauki 8).

Radgreiningarhvarf: Gert var 5 pl hvarf 8 384 holu bakka i MJR thermal cycler. HydraTM96 fra
AppliedBiosystems notud til ad skammta PCR radgreiningarafurdinni a bakka.

Radgreiningarhvarfid:

5 pl hvarf a 384 holu bakka i MJR thermal cycler

1. 96°C 3min

95°C 20sek
50°C 7sek
60°C 4min

Skref 2-4 endurtekid 34 sinnum

4°C endalaust

o gk~ Db
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Hreinsun a PCR radgreiningarafurd:;
Til ad brjéta nidur afgangs visa og basa (dNTPs) ur PCR radgreiningarafurdinni notudum vid

Agencourt CleanSEQ system™ fra Beckman Coulter Genomics.

Radgreining: Eftir hreinsun var afurdin sidan keyrd a 3730 ABI® automated sequencer.

Nidurstodur sidan skodadar i Sequencher™Version 4.1.4, fra GeneCodeCorporation .

3.5 Utreikningaradferdir

3.5.1 Tjaning @ TCF2/GUSB i aexlisvef og edlilegum vef
Utreikningur @ TCF2 tjaningu var gerd med 2784t (CT (circle threashold)) adferd sem felst i pvi ad
umbreyta RT-PCR hringjafjélda sem parf til ad na akvednum proskuldi i cDNA magn. bréskuldur er
settur par sem tjaningarkurvan er i vexti en pad gefur ekki sama hringjafjélda fyrir 6l synin par sem
synin innihalda mismikid magn af RNA. Synin voru keyrd tvisvar og medaltal notad. Ef mismunur a
milli nidurstada fyrir sama syni var meira en 0,8 hringur pa var pvi syni sleppt. Med CT utreikningum
faest hlutfallslegt magn hvers synis og voru peir gerdir fyrir nidurstédur naudpurftagensins og TCF2
gensins hvort um sig. betta var gert fyrir hvarf beggja tjaningapara TCF2 og GUSB. Til ad leidrétta
fyrir styrk cDNA i synunum var styrk GUSB deilt i styrk TCF2. bessi leidrétti TCF2 styrkur var sidan

notadur til &framhaldandi utreikninga.

3.5.2 Munur tjianingar og arfgerdar i aexlisvef og tjaningavef
T-testi® sem var notad gerdi rad fyrir ad badir hdparnir vaeri med sama medaltalid. betta test er notad
fyrir 2 por af nidurstédum og segir til um hvort medaltdlin i badum hdépunum séu eins eda ekki.
Nulltilgatan stadhaefir ad ekki s&€ munur & medaltdlunum. Ef p er meira en 0,05 (95% 6ryggismork) pa
er nulltilgatan sampykkt en ef p er minna en 0,05 pa er nulltilgatunni hafnad. bessi adferd var notud il
ad skoda hvort munur veeri a tjaningu i edlilegum vef a méti axlisvef og hvort munur veeru a

samsaetum i edlilegum og eexlisvef.

3.5.3 Adhvarfsgreining tjaningar fyrir preifara 4 og 21
Linuleg adhvarfsgreining (Linear regression) er notud pegar skoda a hvort tveer eda fleiri breytur hafi
linulega fylgni eda ekki, breyturnar eru a bil- eda hlutfallskvarda. Reiknadur er fylgnistudull (r) en hann
er a skalanum - 1,00 til + 1,00 par sem 0,00 pydir enga fylgni, +1 er pa fullkomin jakvaed fylgni og - 1
fullkomin neikveed fylgni. R i 66ru veldi ( r R-square) eda Pearsson fylgnistudull segir til um pad ad
hve miklu leyti breyturnar tveer breytast i takt vid hvor adéra. Ef r = 0,71 pa er r* = 0,50 sem pydir ad
50% breytileikans i annarri breytunni er i takt vié breytileikann i hinni breytunni. Nulltiigatan er ad pad
er ekki fylgni milli breyta. Pessi adferd var notud i excel forriti til ad reikna ut hvort fylgni vaeri milli

tjianingar med preifara 4 og preifara 21.
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3.5.4 Fylgni milli tjianingar/arfgerda og arfgerda einskirnisbreytileika.
Fylgnigreining var gerd a milli tjaningar og arfgerda pekktra einskirnisbreytileika baedi fyrir edlilegum
vef og aexlisvef. Einnig @ milli arfgerdar peirra breytileika sem fundust vid radgreiningu og arfgerdar
bekktra breytileika @ TCF2 svaedinu. | fylgnigreiningunni var fyrst gerd ANOVA en hun er eins og T test
en er notud pegar breyturnar eru fleiri en 2. Nulltiigatan er pvi ad ekki s&€ munur & medaltali hopa.
ANOVA reiknar ut p-gildid, sja t-Test hér ad framan. Sidan er gerd linuleg adhvarfsgreining til ad

reikna ar r?, R-square, sja skyringu ad framan.
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4 Nidurstoour

4.1 RNA einangrun

RNA var einangrad ur 64 synum fra 40 einstaklingum ur frosnum bldéruhalskirtilvef baedi eexlisvef og

edlilegum vef og eru nidurstddur magnmaelinga syndar i t6flu 2 (tafla 2).

Tafla 2. Magn RNA sem einangrad var ur vefjasynunum

Einangrun ur edlilegum vef Einangrun ur aexlisvef

PN OD* ug/yl Magn pg PN OD* pg/pl Magn pg
BFWYXRK 0.351 22.8 CLOSQ@SX 0.084 55
BZDIYON 0.225 14.6 BZDIYON 0.442 28.7
CLOSQSX 0.64 41.6 BFWYXRK 0.113 7.3
CMFDBFH 0.132 8.6 IMLFBYE 0.15 9.8
CWCMLPN  0.101 6.6 BYEFWYN 0.283 18.4
CXWRWXP  0.107 7.0 KCMPQIN 0.286 18.6
CzZDSTQJ 0.327 21.3 DOGVDQI 0.365 23.7
DOGVDQI 0.2 13.0 ASHAISN 0.654 425
EBNLAVX 0.141 9.2 CMFDBFH 0.184 12.0
EQJLEFU 0.12 7.8 FHVTRKM 0.116 7.5
FHVTRKM 0.359 23.3 MXPRNOP 0.405 26.3
FKIEERY 0.124 8.1 GGNAKPV 0.161 10.5
FRAGDXH 0.292 19.0 LODECMU 0.105 6.8
GGNAKPV  0.273 17.7 INEXZWP 0.085 55
GQRSYAJ 0.058 3.8 MUHUBKQ 0.095 6.2
HHKLLZY 0.692 45.0 GQRSYAJ 0.083 54
HMFBQEN 0.302 19.6 NGAFJINN 0.193 12.5
IMLFBYE 0.183 11.9 FRAGDXH 0.075 4.9
IMUONWN 0.08 5.2 NQHBMBH 0.109 71
INEXZWP 0.082 5.3 LOPPBNQ 0.074 4.8
JEZYXAV 0.118 7.7 MNMJQCF 0.091 5.9
JTCOFAQ 0.072 4.7 JEZYXAV 0.063 4.1
KCMPQIN 0.706 45.9 NCWSTHS 0.066 4.3
LODECMU 0.315 20.5 JTCOFAQ 0.205 13.3
LOPPBNQ 0.123 8.0 HHKLLZY 0.126 8.2
LYCEWPU 0.133 8.6 HMFBQEN 0.275 17.9
MNMJQCF 0.28 18.2 BVDDRIH 0.398 259
MUHUBKQ  0.037 24 DRGSTQS 0.154 10.0
MXPRNOP 0.146 9.5 CHCCXFK 0.232 15.1
NCWSTHS 0.13 8.5 KUVPULA 0.68 44.2
NGAFJNN 0.031 2.0 CESNWGX  0.114 7.4
NQHBMBH  0.071 4.6
NVUAALT 0.093 6.0
* Bioanalyzer styrkmaeling

4.2 Tjaningarnidurstodur fyrir TCF2 genio

4.2.1 Nidurstédur fyrir mRNA tjaningu @ TCF2 geninu
Gerd voru rauntima PCR hvorf a ABI prism 7900 HT Sequence Detection System fyrir cDNA synin ar
axlis og heilbrigdum vef blédruhalskirtils. Notud voru 2 sérhonnudum por af tjaningarvisum fyrir TCF2
geni® med sitthvorum preifaranum (preifara 4 og 21) og stadlad visis og preifarapar fyrir GUSB
naudpurftagenid. Hvorfin eru synd @ myndum 4, 5 og 6 og raudu linurnar & myndunum syna
proskuldinn sem settur var par sem aflestur kirvunnar var tekinn. Synin voru 6ll maeld tvisvar (myndir
4-6)
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Mynd 6. TCF2 tjaningakurva med preifara 21 ar ABI Prism 7900

GaAgnin voru lesin af ABI prism 7900 vélinni med SDS 2.2.1 forritinu. Hringjafjdlda var umbreytt i

gildi med 2 adferdinni til ad reikna Ut styrk cDNA i synunum og pannig fengust frumgdgnin. Sidan

var tjaningastyrkur TCF2 gensins (fyrir bada preifara) leidréttur med styrk GUS B (tafla3).

Tafla 3. Tjaningargogn ur SDS 2.2.1 forritinu fyrir edlilegan og a&xlis vef. Frum- og leidrétt gégn.

Einstaklingar
ASHAISN
BFWYXRK
BVDDRIH
BYEFWYN
BZDIYON
CESNWGX
CHCCXFK
CLOSQSX
CMFDBFH
DOGVDQI
DRGSTQS
FHVTRKM
FRAGDXH
GGNAKPV
GQRSYAJ
HMFBQEN
IMLFBYE
INEXZWP
JEZYXAV
JTCOFAQ
KCMPQIN
KUVPULA
LODECMU
LOPPBNQ
MNMJQCF
MUHUBKQ
MXPRNOP
NCWSTHS
NGAFJNN
NQHBMBH

Frumgégn
GUS
1.05049€-07
1.39184€-07
6.78854E-08
7.95135E-08
8.73114E-08
3.72532€-08
1.16774€-07
7.47013€-08
1.06459E-07
8.97322E-08
1.60013E-07
7.4785E-08
1.47108E-07
8.90789E-08
6.69485E-08
1.16926E-07
9.81532E-08
1.42514E-07
7.51556E-08
7.82001E-08
1.05072€-07
1.22352E-07
1.17918E-07
6.8839E-08
9.75624E-08
1.40316E-07
7.49032E-08
8.74279E-08
6.95004E-08
9.74229€-08

Tjaningarnidurstodur ar edlilegum vef

Frumgdgn
Tef2_4
7.55755E-09
2.22303E-08
1.78976E-08
1.19976E-08
8.0675E-09
6.80646E-09
1.42124€-08
8.98513E-09
1.42072E-08
9.91442E-09
1.24488E-08
7.08575E-09
1.23963E-08
1.25159€-08
1.74831E-08
1.50433E-08
2.18891E-08
1.58551E-08
7.8802E-09
6.73583E-09
1.2972E-08
1.57314E-08
1.54013E-08
3.02657E-09
2.00309E-08
1.821E-08
1.94914E-08
8.40805E-09
9.45793E-09
1.47151E-08

Frumgdgn
Tcf2-21
8.27514E-09
2.76907E-08
2.25331E-08
1.57085E-08
1.1192€-08
5.46046E-09
1.67416E-08
1.55483E-08
1.4147€-08
1.06291E-08
1.33942E-08
6.49411E-09
1.60793E-08
1.01811E-08
2.2985E-08
1.61649E-08
2.31271E-08
1.5952€-08
7.30936E-09
7.39924E-09
1.50992E-08
2.25963E-08
1.5346E-08
3.14017E-09
2.79036E-08
2.30461E-08
1.78871E-08
7.8675E-09
1.2466E-08
1.47589E-08

Leidrétt
Tcf2_4/GUS
0.071943193
0.159718518
0.263644261
0.150887898
0.092399125
0.182707847
0.121708725
0.120280777
0.133452709
0.110488912
0.077798789
0.094748243
0.084266645
0.140504038
0.261142378
0.128657013
0.223010107
0.111253297
0.104851834
0.086135902
0.123457296
0.128574549
0.130610067
0.043965997
0.205313728
0.129778788
0.260221217
0.096171185
0.136084532
0.151044075

Leidrétt
Tcf2-21/GUS
0.078774145
0.198950648

0.33192806
0.19755736
0.128185279
0.146576833
0.143367359
0.208139834
0.132886689
0.118453974
0.083707198
0.086837018
0.109302969
0.114292925
0.343323377
0.13824934
0.235622383
0.11193309
0.097256434
0.094619313
0.143702892
0.184682747
0.130141681
0.045616134
0.286007325
0.164244675
0.238803188
0.089988378
0.179366205
0.151493469

Tjaningamidurstodur ar aexlis vef

Frumgdgn
Einstaklingar GUS
BFWYXRK 2.38806E-07
BZDIYON 1.61139E-07
CLOSQ@SX 1.05187E-07
CMFDBFH 2.08557E-07
CWCMLPN 1.60505E-07
CXWRWXP 1.07743€-07
CZDsTQJ 1.69655E-07
DoGvbal 1.01996E-07
EBNLAVX 1.08674E-07
EQJLEFU 2.36055E-07
FHVTRKM 1.59446E-07
FKIEERY 1.74182E-07
FRAGDXH 1.66395E-07
GGNAKPV 2.62146E-07
GQRSYAJ 3.11276E-08
HHKLLZY 1.89281E-07
HMFBQEN 8.76952E-08
IMLFBYE 9.72351E-08
IMUONWN 5.11353E-08
INEXZWP 1.25165E-07
JEZYXAV 1.41189E-07
JTCOFAQ 1.52921E-07
KCMPQIN 1.61822E-07
LODECMU 1.20768E-07
LOPPBNQ 1.11817E-07
LYCEWPU 1.29134€-07
MNMJQCF 1.3517E-07
MUHUBKQ 1.15163E-07
MXPRNOP 9.15887E-08
NCWSTHS 8.6976E-08
NGAFJNN 9.65537E-08
NQHBMBH 1.01493E-07
NVUAALT 1.80669E-07

Frumgdgn
Tcf2 4
2.15077E-08
1.2797€-08
5.28759E-09
2.27234€-08
1.93428E-08
8.14603E-09
2.44031E-08
1.41145E-08
8.47022E-09
9.20052E-09
3.77748E-08
1.14044€-08
1.28786E-08
1.77662E-08
3.14729E-09
6.18809E-08
9.66248E-10
1.20276E-08
2.61649E-09
1.40486E-08
1.03474€-08
1.8269E-08
5.21413E-08
3.55359€E-08
8.62743E-09
1.57284€-08
1.36224E-08
1.94699E-08
9.39134E-09
5.29103E-09
8.44472E-09
8.36681E-09
1.69951E-08

Frumgogn
Tcf2-21
2.68257E-08
1.60724€-08
8.32277E-09
3.08299E-08
2.48606E-08
9.09406E-09
3.25337E-08
1.81145E-08
1.44259€-08
1.51436E-08
4.43954E-08
1.51694E-08
1.60202E-08
2.56756E-08
2.71796E-09
7.23276E-08
1.26905E-09
1.86347E-08
2.70903E-09
1.5964E-08
1.4374E-08
2.56541E-08
6.38906E-08
4.35217E-08
1.03808E-08
2.10822E-08
2.24117E-08
3.03089E-08
1.37402E-08
7.4672E-09
1.19257€-08
9.03536E-09
2.33643E-08

Leidrétt
Tcf2_4/GUS
0.090063509
0.079415697
0.050268484
0.10895543
0.120512107
0.075606208
0.143839369
0.138383419
0.077941527
0.03897622
0.236913448
0.065474139
0.077397887
0.067772439
0.101109257
0.326926675
0.011018254

0.12369585
0.051168012
0.112240675
0.073287197
0.119466953
0.322214539
0.294248303
0.077156366
0.121799068
0.100779842
0.169063602
0.102538244
0.060833297
0.087461354
0.082437239
0.094067554

Leidrétt
Tcf2-21/GUS
0.112332594
0.099742799
0.079123552

0.14782452
0.154890063
0.08440513
0.19176336
0.177601048
0.132745099
0.064152998
0.278435969
0.087089162
0.096278068
0.097943903
0.087316705
0.382117967
0.014471206
0.191645762
0.052977644
0.127543519
0.101806882
0.167760154
0.394820827
0.360373292
0.092836986
0.163258385
0.165803688
0.263181959
0.150020234
0.085853574
0.123513231
0.089024485
0.129321137

4.2.2 Samanburdur milli TCF2 tjaningapreifara 4 og 21

Tjaning meaeldist &8 TCF2 geninu i vefjasynunum pétt hun veeri ekki mjég mikil.

munur a tjaningu TCF2 i &xlisvef og edlilegum vef med T testi (tafla 4).
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Tafla 4. Adhvarfsgreining fyrir TCF2 tjaningapreifara 4 og preifara 21.

Fylgni nidurstada fyrir preifara 4 og preifara 21
P-qgildi RA2 Fjoldi
Xbreyta1 4.88462 E-12 0.8229 30

4.2.3 Samanburdur tjaningar i edlilegum vef og aexlisvef
Tjaning meeldist & TCF2 geninu i vefjasynunum pétt hun veeri ekki mjog mikil reiknad var ut med T testi

hvort munur veeri a tjaningu i sexlisvef og edlilegum vef en munurinn reyndist ekki markteekur (tafla 5).

Tafla 5. T test utreikningur fyrir tjaningu i edlilegum vef & méti aexlisvef.

TCF2-4/GUS Edlil. Vefur ZExiisvefur
Medaltal 0.1375 0.1152
Fjoldi 30 33
P(T<=t) two-tail 0.19490

4.2.4 Fylgni tjaningar @ TCF2 vid pekkta einsbasabreytileika a TCF2 svaedinu
Tengslagreining var gerd milli tjaningarstyrks og samseeta pekktra breytileika & svaedinu sem keyrdir
voru & lllumina Human 370K 6rflégunni. Engin markverd fylgni fundust milli tjadningar og breytileika

hvorki i eexlisvef né edlilegum vef.

4.3 Radgreiningar nidurstodur

4.3.1 Heildar radgreining
Samkvaemt USCS vafraranum hefur TCF2 genid og isoform pess verid radgreint. Pad samanstendur
af 9 exonum og 3 pekktum isoformum. mRNA rddin er 2842 basar og af peim nadist ad radgreina
2590 sem er riflega 91% af mRNA kedjunni.
Eitt vidbotarisoform var radgreint sérstaklega. betta isoform er 2 Gtradir (Utr6d 3 og utréd 4 i
geninu) og 6pyddur endi. Radgreindir voru 1481 basi af pvi sem var ca 95% af heildinni. Ekki tokst ad
radgreina sidustu 130 basana af 6pydda sveedinu ( mynd 7).

position’ searcthhrﬁ 33,116.939-33,189.163
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Mynd 7. Radgreiningarafurdir fyr|r TCF2 genlé og TCF isoform samkvaemt USCS vafraranum.
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4.3.2 Breytileikar i TCF2 fundnir med radgreiningu
Pad fundust 5 einsbasa breytileikar i mMRNA radgreiningunni & Gtrédum TCF2 sem hé6féu einhvern

breytileika og voru lesnir ut ur radgreingargdognum (tafla 6).

Tafla 6. Breytileikar fundnir vid radgreiningu TCF2 gensins. Allar utradir.

Breytileikar  Arfgerd Stadsetning*
rs2688 A/C 33121044
rs2689 A/T 33121214

rs2229295 A/C 33121389

rs1800929 A/G 33121388

rs1058166 A/G 33121104
* Samkvaemt Build 36 { USCS sidunni.

| isoformi TCF2 gensins sem inniheldur Utréd 3 og 4 fundust 3 eins basa breytingar sem hoféu

einhvern margbreytileika og voru lesnir Gt ur gelinu ( tafla 7).

Tafla 7. Breytileikar fundnir vid radgreiningu a isofromi TCF2 gensins.

Breytileikar Arfgerd Stadsetning*

rs45558533 A/C 33164815
rs3744763 CIT 33164998
rs9906451 G/C 33165369

*Midad vid Build 36 i USCS vafraranum

Alls urdu petta 8 breytileikar (mynd 8).
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HF 16 ¥ } 4 2

1

Refsen Genes
HNF1E -

HNF1E

1
1

Mynd 8. Breytileikar sem saust i radgreiningu TCF2 og stadsetning peirra samkvamt USCS
vafraranum.
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4.3.3 Fylgnigreining breytileika ur radgreiningu TCF2 vid pekkta breytileika

Tafla 8. Fylgnigreining breytileika sem var fundinn i radgreiningu TCF2 gensins vid pekkta breytileika
a svaedinu.

Radgreiningar Pekktir
Breytileiki Breytileikar ~ Samseeta P-gildi R"2
rs3744763 rs7501939 2 1.73E-08 0.59
rs3744763 rs7501939 4 1.73E-08 0.59
rs3744763 rs4430796 1 1.16E-06 0.51
rs3744763 rs4430796 3 1.16E-06 0.51

Adrar nidurstédur ur fylgnigreininu gafu ekki marktaekt p-gildi.

4.3.4 Tjaningamunur breytileika og arfgerdar i TCF2 geninu
Reiknad var med t-Testi (sem gekk Ut fra pvi ad héparnir vaeru eins) hvort munur var a milli samsaeta i
breytileikunum sem fundust (tafla 6 og 7) i aexlisvef eda edlilegum vef. ba voru héparnir settir pannig
fram ad annar hopurinn samanstéd af einstaklingum med arfhreinu sjaldgaefari samsaetuna og
einstaklingar med arfblendnu samsaeturnar saman a moti einstaklingum arfhreina fyrir algengu

samsaetunni (tafla 9).

Tafla 9. Munur a tjaningu samsaeta reiknadur i edlilegum vef og axlisvef.
T test nidurstddur fyrir Breytileika ur radgreiningu TCF2 genssins.

Breytileiki Edlilegur vefur Axlisvefur
Medaltal samseeta Medaltal Medaltal samseeta Medaltal

Tcf2_4/GUS 1&2 Fjoldi samseeta 3 Fjoldi P(T<=t) two-tail 182 Fjoldi samseeta 3 Fjoldi P(T<=t) two-tail
rs9906451 0,1543* 13 0.1276 14 0.22303 0,1408* 13 0.0991 16 0.16662
rs2688 0.1332 21 0.1525 7 0.44359 0.1124 23 0.1219 10 0.74669
rs2689 0.1434 24 0.1060 4 0.22835 0.1075 24 0.1360 9 0.34330
rs2229295 0.1513 6 0.1344 22 0.52580 0.1182 8 0.1167 23 0.96313
rs 1800929 0,1599* 8 0.1292 20 0.20056 0,1185* 9 0.1140 24 0.88134
rs3744763 0.1490 14 0.1069 17 0.11500 0.1241 16 0.1069 17 0.52412
rs45558533 0.1408 9 0.1330 17 0.72248 0.1135 8 0.1245 22 0.73288
rs1058166 0,1353* 4 0.1385 24 0.92008 0.1416* 4 0.1116 29 0.46729

* Adeins samseeta 2
1 = Sjaldgeefar samsaetur arfhreinir, 2= Arfblendnar samsaetur 3= Algengar arthreinar samsaetur
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5 Umraeoda

Rannsékn pessi syndi fram a ad TCF2 er tjad baedi i blédruhalskirtils aexlisvef og edlilegum vef, po
tjdningin sé ekki ha. Einnig var synt fram a ad ekki er marktaekur munur a tjdningu gensins i edlilegum
vef og aexlisvef. Radgreining a utrédum allra splaesforma gensins greindi nokkra einsbasa breytileika,
b6 ekki marga en peir sem fundust voru nokkud margbreytilegir. Ekki fundust tengsl a milli tjaningar a
TCF2 geninu og utradabreytileikanna, né pekkta breytileika a8 @ TCF2 svaedinu. Enginn munur fannst a
tidni einbasabreytinganna sem fundust i Gtrédunum med radgreiningunni i aexlisvef annas vegar og
edlilegum vef hinsvegar.

Einn breytileiki rs3744763 sem stadsettur er i 6pyddu rédinni & minnsta iséforminu ( Utréd 3 og 4),
var tengdur vid 2 breytileika sem adur hoéfdu verid tengdir sterkt vid blédruhalskirtiiskrabbamein
b.e.rs7501939 og rs4430796 (tafla 8).

Oll synin sem voru notud hoéfdu &dur verid sett & lllumina Human 370K  6rfléguna il
arfgerdargreiningar a um 300,000 SNP erfdamoérkum. Arfgerdanidurstodur fyrir llumina Human 370K
orfléguna voru til stadar fyrir einstaklingana sem toku patt i pessari rannsékn. Pessar nidurstédur voru
notadar asamt tjaningarnidurstddunum til ad kanna fylgni tjaningar & geninu vid pekkt erfdamork a
TCF2 svaedinu sem eru a lllumina Human 370K. Engin marktaek fylgni reyndist vera milli tjaningar a
TCF2 og pessara pekktu erfdamarka og fylgnistudullinn R? gaf ekki goda fylgni.

Tjaningin var framkveemd med 2 preifurum. Gégnin voru ekki samsvarandi ad pvi leiti ad preifari 4
magnadi 6ll isoformin 3 en preifari 21 adeins 2 isoform. | Utreikningunum voru pvi adeins notadar
nidurstodur fyrir preifara 4 (mynd 2).

TCF2 genid hefur ekki moérg isoform eda mismunandi splaesingar en genid hefur vardveist vel i
6llum rannsékudum hryggdyrum i prounarségunni og ma leida ad pvi likum ad pad sé ad einhverju leiti
vegna pess ad genid er mjdg mikilveegt. | radgreiningunni saust pessar 3 splaessamsetningar
greinilega. Radgreiningarnidurstédunum bar vel saman vid USCS raparann sem synir steersta
spleessamsetningaformi® og svo naest steersta formid sem vantar adeins 26 amindsyrur ar Gtréd 3. Oll
pessi isoform virdast vera til stadar og tjad ad joéfnu par sem basarnir virtust allir hafa svipadan haedar
aflestur.

Ekki er vitad hvert hlutverk hinna mismunandi isoforma er og veeri dhugavert ad skoda pad
sérstaklega.

8 einsbasabreytileikar fundust vid radgreiningu @ TCF2 geninu, af peim hoéféu 6 ekki verid keyrdir
adur en nidurstédur voru til fyrir 2 peirra. Einsbasabreytileikarnir sem fundust voru i tveimum hneppum
a geninu og voru peir allir stadsettir 8 6pyddu sveedi gensins. Breytileikar sem eru a épyddu svaedi
hafa engin ahrif a préteinid og mikilveeg gen leyfa adeins breytileika par (mynd 8).

Utradir genssins og eitt isoform var radgreint. betta isoform er 2 Gtradir (Utréd 3 og Gtréd 4 i geninu)
og 6pyddur endi. Radgreindir voru 1481 basi af isoforminu sem var ca 95% af heildinni og um 91 % af
utrédum steersta isofoms TCF2 gensins (mynd 7). Ekki tokst ad radgreina sidustu 130 basana af

6pydda svaedinu.
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Til ad athuga hvort fylgni vaeri milli samszeta og aexlis- eda edlilegs vefs var framkvaeemt t-Test.
Enginn markverdur munur reyndist vera & fylgni samsaeta og vefjasyna. bessi préf voru ad minu mati
ekki mjog areidanleg og hafa ekki miki®d upplysingagildi par sem synin voru fa og ekki voru &ll syni
alltaf med nidurstodur (tafla 5).

Markverdustu nidurstédur ur fylgnigreiningu peirra breytileika sem fundust i radgreiningunni vid
bekkta breytileika a sveedinu var fylgni rs3744763 vid rs7501939 og rs4430796 sem eru beir
breytileikar sem gefid hafa mestu tengsl vid bl6druhalskirtiiskrabbamein samkveemt rannséknum
Gudmundssonar og fl. Pessar nidurstodur hafa verid stadfestar af fleirum og einnig hefur verid synt
fram a ad pessir breytileikar fylgi alvarlegri gerd sjukdémssins p.e. ad greinast ungur med
blédruhalskirtilskrabbamein og pa oftast med illvigt krabbamein ( tafla 8) (29, 43, 44).

rs3744763 er hluti af breytileikum sem tengja TCF2 vid krabbamein i blédruhalskirtli en ekki er enn
vitad hvernig ahrifin myndast og hver adalbreytileikinn er.

Ekki virdist hafa verid birtar margar vefjatjaningar rannsoéknir & TCF2 geninu i tengslum vid
blédruhalskirtiiskrabbamein, sennilega vegna pess hversu stutt er sidan genid var tengt vid
blédruhalskirtilskrabbamein.

Bl6druhalskirtilskrabbamein kemur liklega til med ad greinast i mjog auknum meeli & komandi arum.
Pessi alyktun byggir a peirri stadreynd ad medalaldur manna i hinum vestrana heimi haekkar stédugt
og par med aheettan & ad fa krabbamein i bldédruhalskirtilinn. Fjdlgun ranndkna sem snuast um
blédruhalskirtilskrabbamein er einnig mjog greinileg og ef leitad er & PubMed vefnum eda Hvar.is og
leitarskilyrdi® blédruhalskirtilskrabbamein sett inn birtast um 2200 titlar fyrir arié 2010.
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6 Alyktun

Nidurstddur ur pessum ranndknum a tjaningu og radgreiningu & TCF2 geninu syna ad pad er enginn
munur & tjaningu TCF2 genssins i edlilegum vef eda aexlisvef. Ranndknirnar hafa einnig synt fylgni
breytileika rs3744763 i geninu vid pekkta breytileika i geninu sem fylgja blédruhalskirtilskrabbameini.
Rannsaka pyrfti i steerra pydi til ad skoda hvert upplysinga gildi rs3744763 er og hvernig og hvort
hann sé nothaefur sem sjukdéms erfdamark fyrir blddruhalskirtiiskrabbamein. Synafjoldinn pyrfti ad
vera meiri ef haldid yrdu afram med ranndknir 8 TCF2 geninu og forvitnilegt veeri ad kanna nanar
tjianingu mismunandi is6forma.

Kortlagning einsbasabreytileika sem fylgja krabbameininu er ekki liti® verkefni og kemur vonandi
einhvern timann til med ad audvelda greiningu peirra karlmanna sem purfa sérstaka eftirfylgni svo

batahorfur peirra vaenkist.
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Vidaukar

Vidauki 1. Hvarflausn fyrir 50ul hvarf:

10x RT Buffer 5,0ul

10x RT Random Primers 5,0ul

25x dNTP Mix (100mM) 2,0ul
Multiscribe™Reverse Transcriptase, 50U/ul 2,54l

RNA, heildarstyrkur 1 pg Xul

H,O Xul, fyllt upp i 50yl

Vidauki 2. Visispor notu i tjaningu:
Fyrir preifara 4:

TCF2pr4.F GGGCTCCAACTTGGTCACT
TCF2pr4.R GTCCATGGCCAGCTTTTG
Fyrir preifara 21:

TCF2pr21.F GCTGCTGTTTCTCTTTCCAGA
TCF2pr21.R TTCTTGTTGGTGGGCTCAG

Vidauki 3. Blanda hvarfefna fyrir RT-PCR meé tjaningar visi og breifara.
Fyrir 10 pl hvarf:

1 ul cDNA

1 ul vinstri visir 9 pmol/pl

1 ul haegri visir 9 pmol/ul

0,1 pl preifari (4 eda 21 sitt hvort hvarfid)

5,0 yl Tagman Universal master mix*

1,9 ul H,O

*TagMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems Part No 4326614.

Vidauki 4. Blanda hvarfefna cDNA mégnun med tjaningar visi fyrir naudpurftagen.
10 ul hvarf;

0,5 ul Visir og preifari*

5,0 yl Tagman Universal master mix

3,5 ul H,0

1,0 ul cDNA

*GUSB PN: 432632
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Vidauki 5. Visispdr notud i radgreiningu:

Por TCF2 Isoform utréd 3 og 4
TCF.b1.F AGTGCTATGGGAGGGCACAG
TCF.b1.R ACTCTGTTGGTGGCCTCTGCTT

TCF.b2.F ATTCCATCCTGACAAACCCAAA
TCF.b2.R TTCTTGCCACGGATCTTATCTG

TCF.b3.F CAGCCACACAGGGAGAAGAA
TCF.b3.R GGCTCCAACTTGGTCACTGAG

TCF.b4.F GCTGTGAGTCTGGTTGGAGCTA
TCF.b4.R TTCAACCAGACAGTCCAGAGTTC

Vidauki 6. Visispor notud i radgreiningu:

TCF 2 genid
TCFelb.F  TAACAGGTGTCTGGAGGCTGAA
TCFe2.R GGATGTTGTGTTGCTGCATGT

TCFel.2.F GGTCTTCCATACTCTCACCAACG
TCFe4.R GTTCAGGCTGTGAGTCTGGTTG

TCFe3.F GGAAGAGAGAGAGGCCTTAGTGG
TCFe7.R CACACTGTTGATGACAGGGACA

TCFeb.F ACCCAGGCCACAATCTCCTCT
TCFe9.R GTCAGGTCACTGGGCTTTTCC

TCFe8.F TCACAGATACCAGCAGCATCAG
TCFe9.2.R  TAGTTTACAGCCATTGGACAAA

TCFe9.F GGAAGCAAGAAAGCCGTACTGT
TCFe9.3.R  AATGGAAGGCTTTCTGAGACTG

Vidauki 7. PCR hvarflausn fyrir 10l hvarf:
Centaurus PCR ready mix 4,0yl

visapar 3,5 pmol/ul 2,0ul
cDNA 1,0ul
H,O 3,0ul

Vidauki 8. Hreinsun a PCR afurd:
Hvarflausn fyrir 10 yl af PCR afurd:

PCA afurd 10 pl
EXOI 10U/ul 0.1 i
SAP 1U/ul 1 4l



Vidauki 9. Lokahvarf radgreiningar

5ul hvarflausn:

Big Dye

5x Sequencing buffer

Visir (fram eda aftur 3,5 pmaol/pl)
PCR radgreiningarafurd

H,O

1,0
0,5 ul
0,5 ul
1,0 ul
2,0 ul

37




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile ()
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket true
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings true
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage false
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Preserve
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (None)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 318
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.10063
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 318
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.10063
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Average
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /PDFX1a:2003
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        8.503940
        8.503940
        8.503940
        8.503940
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 8.503940
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




