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Útdráttur 

Bæling á genatjáningu með sviperfðabreytingum s.s. metýleringu er þekkt leið að óvirkjun 
æxlisbæligena í krabbameinum. p16INK4a (CDKN2A) er vel þekkt æxlisbæligen með 
hlutverk í varðstöðvum frumuhrings. Genaafurðir þess hindra kínasavirkni CDK4 og 
CDK6 með því að hindra bindingu þeirra við Cyclin-D1 sem þannig leiðir til þess að 
fruman kemst ekki í gegnum G1 fasa frumuhringsins. Sýnt hefur verið fram á að p16INK4a 
gen er óvirkjað með sviperfðabreytingum í ýmsum krabbameinum, þ.á.m. 
brjóstakrabbameini, sem leiðir til þess að aðgengi umritunarþátta að geninu er hindrað og 
tjáning þess bæld. Fyrri rannsóknir sýna fram á að metýlering á p16INK4a geni komi fyrir í 
10-15% af öllum stökum tilfellum brjóstakrabbameina.  

Markmið verkefnisins var að kanna metýleringu á p16INK4a geni í stökum tilfellum 
brjóstakrabbameina og tengsl við mismunandi undirgerðir brjóstakrabbameina með MSP 
(methylation-specific PCR). Áður höfðu DNA fjöldabreytingar verið skoðaðar í 
erfðamengi sýnahópsins með aCGH tækni og einnig tjáning á p16INK4a genaafurðum með 
mótefnalitunum. Annað markmið var að kanna p16INK4a metýleringu í tengslum við 
úrfellingu á geninu og tjáningu á genaafurðum. Ekkert sýni greindist með metýleringu sem 
breytti áherslum verkefnisins þannig að tengslum DNA fjöldabreytinga, með sérstakri 
áherslu á p16INK4a, við tjáningu á genaafurðum p16INK4a og svipgerð. 
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1 Inngangur 

Meginmarkmið verkefnisins var að kanna metýleringu á p16INK4a (CDKN2A) geni í 
stökum tilfellum brjóstakrabbameina og tengsl þess atburðar við luminal undirgerð 
brjóstakrabbameina sem einkennist af tjáningu estrogen viðtaka. Var það gert með MSP 
(methylation-specific PCR)  sem er aðferð er byggir á umbreytingu ómetýleraðs cytosins í 
DNA röð yfir í uracil sem síðan er notað sem mót til greiningar á ákveðnum CpG eyjum 
með hefðbundinni PCR mögnun með metýlsértækum vísum. Þessari aðferð hafði áður 
verið beitt með góðum árangri af rannsóknarhópi Jórunnar til að skoða metýleringu á 
BRCA1 geni (Stefansson et al 2009; Birgisdottir & Stefansson et al. 2006). Sýnahópurinn 
var valin m.t.t. þess að DNA fjöldabreytingar höfðu áður verið skoðaðar í erfðamengi 
þeirra með aCGH tækni og einnig tjáning á p16INK4a genaafurðum með mótefnalitunum 
(IHC; immunohistochemistry). Þetta hefði gert mögulegt að kanna metýleringu gensins í 
tengslum við úrfellingu á geninu og tjáningu á genaafurðum þess, sem var annað markmið 
verkefnisins.  

1.1 IN4a/ARF setið 

INK4a/ARF setið (einnig kallað INK4b-ARF-INK4a setið), staðsett á litningi 9p21í 
mönnum, er eitt af þeim setum sem oftast verður fyrir úrfellingumí krabbameinum. Raunar 
er úrfelling á þessu seti algeng í fjölda sérstaklega illvígra krabbameina.  Upphaflega var 
bent á tvö gen á sama 40 kbp DNA bút setsins sem líkleg æxlisbæligen, þetta voru genin 
INK4b og INK4a (Kamb et al. 1994). Þau eru mjög skyld og vel varðveitt á amínósýru 
grundvelli, líklegt er talið að þau séu til komin vegna genatvöföldunar. (Sharpless 2005, 
Gil & Peters 2006) 

Þau tilheyra bæði INK4-hóp frumuhringsbæla (cell cycle inhibitors) en hann hefur fjóra 
meðlimi; p15INK4b, p16INK4a(eða CDKN2A), p18INK4c og p19INK4d (sem má ekki rugla 
saman við p19ARF). Öll þessi prótein innihalda fjórar eða fleiri ankyrin endurtekningar sem 
eru mjög vel varðveittar. Svo virðist sem p15INK4b og p16INK4a séu tilkomin vegna 
genatvöföldunar en hönnun setsins er flóknari en það því að á milli þeirra er auka útröð 1β. 
Hún líkist ekki INK4 röðum og hefur sína eigin stjórnröð. RNA sem fæst með þeirri 
stjórnröð notar útraðir 2 og 3 frá INK4a en útröð 2 er þýdd í öðrum lesramma. Afurðin er 
einmitt kölluð ARF fyrir alternative reading frame, annað nafn er p14ARF (Quelle et al. 
1995). Í spendýrum virðast p18INK4c og p19INK4d, sem einnig er álitið að séu afurðir 
genatvöföldunar, mikið tjáð í þroskun á meðan p15INK4b og p16INK4a eru tengd 
æxlisbælingu. Allir meðlimir hópsins eru vel varðveittir á amínósýrustigi, sérstaklega 
annað og þriðja ankyrin bindisetið og lífefnafræðilega er lítill munur á þeim. Starfrænn 
munur þeirra virðist orsakast af mismunandi tjáningarmunstrum sem svara mismunandi 
erfða- og umhverfisáreitum. (Sharpless 2005, Gil & Peters 2006) 

Þegar INK4b og INK4a voru staðsett á litningi 9p21, svæði sem oft verður fyrir úrfellingu í 
krabbameinum, var þegar búið að tengja INK4-hópinn við það að slökkt sé á kínasavirkni 
CDK4 og CDK6 (Serrano et al. 1993). INK4 binding kemur í veg fyrir samverkun 
cyclínháðra kínasa (CDK) og cyclin-D1, en hún er grundvöllur hvötunarvirkninnar. 
Tjáning á INK4-meðlimum svo sem p16INK4a leiðir þannig til minni kínasavirkni CDK4/6 
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og vanfosfórýlerunnar á pRb, sem aftur á móti leiðir til bælingar á E2F og vaxtarstöðvunar 
þar sem fruman kemst ekki í gegnum G1 fasa frumuhringsins (Gil & Peters 2006). Þó að 
pRb sé ekki endilega eina skotmark CDK4/6, bendir flest til þess að pRb sé aðalskotmark 
æxlibælingar p16INK4a.(Sharpless 2005) 

 

 

Mynd 1 INK4a/ARF setið.Hér eru sýndir opnir lesrammar p14ARF (blátt) og p16INK4a (rautt). Fyrsta útröð 
þeirra er mismunandi en henni er splæst við aðra útröð genanna sem er eins. p16INK4a bælir fosfórýleringu 
cdk4/6 á pRb sem veldur því að frumuhringurinn stöðvast. p14ARF hindrar niðurbrot á p53 í gegnum 
MDM2. (Sharpless, 2005) 

Þar sem ARF er öflugur frumuhringsbælir var einnig bent á það sem mögulegan æxlisbæli 
en einnig vegna þess að músum sem vantaði 1β-útröð var hættara við æxlisvexti. Eins og 
sjá má á mynd 1 stýrir p16INK4a pRb og ARF stýrir p53. Óvirkjun á p53 og pRb ferlum 
kemur fyrir í einhverri mynd í flestum, ef ekki öllum, krabbameinum í mönnum. Sýnt 
hefur verið fram á  að ferlarnir skarast ekki, hvorki í mönnum né músum og rottum, og það 
að samfarandi óvirkjun þeirra vinni saman í að auka tilhnegingu til æxlisvaxtar. Þó að 
báðir þessir ferlar séu mikilvægir í sérhæfingu, þroskun og DNA viðgerðum, virðast 
meðlimir INK4a/ARF setsins aðallega bregðast við afbrigðilegum vexti og álagi tengdu 
æxlismyndun.Setið virðist sum sé virka sem tvíþátta bremsa á illkynja æxlisvöxt sem 
virkjar tvo öfluga ferla sem hemja frumuskiptingu í gegnum pRb og p53. Bent hefur verið 
á fleiri hlutverk p16INK4a óháð pRb, t.d. við að koma af stað stýrðum frumudauða 
(apoptosis), en ekki hefur verið sýnt fram á in vivo mikilvægi þeirra með óyggjandi hætti. 
(Sharpless 2005) 

Það hefur reynst erfitt að greina tjáningu á genum setsins í fósturþroskun og almennt í 
vefjum in vivo. Í krabbameinsfrumulínum er tjáningin hins vegar mjög breytileg, ýmist 
tiltölulega mikil eða alls engin. Þó að þetta virðist skrýtið í fyrstu skýrist þetta af hlutverki 
setsins í öldrun, þ.e. sem vaxtarstöðvandi kerfi sem heldur aftur af merkjum sem leiða til 
offjölgunar, svo og margs konar álagi. Frumur geta sloppið undan öldrunarferlinu með því 
að slökkva á ákveðinni genatjáningu, óvirkja genaafurðir eða mynda þol gagnvart áhrifum 
þeirra. Krabbameinsvaldandi boð geta valdið stöðvun á öldrunarlíkum ferlum í gegnum 
INK4a/ARF setið á beinan eða óbeinan hátt. (Gil & Peters. 2006)  
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1.2 Metýlering 

Utangenaerfðir eru taldar vera snemmbúinn atburður í æxlisþróun (Muggerud et al. 2010) 
og eru mun algengari breytingar en stökkbreytingar. Metýlering er utangenabreyting þar 
sem virkni gens er stjórnað með því að bæta metýlhópum (CH3) á ákveðna cytósínbasa 
erfðaefnisins og breyta því þannig í metýlcytósín. Það kemur náttúrulega fyrir í 
erfðamenginu á öllum stundum t.d. til að viðhalda foreldramörkun, við þöggun annars X-
litnings kvenna og til að óvirkja gen sem sprottin eru frá veirum og snýkjuverum. Stundum 
verða fleiri efnafræðilegar breytingar á metýleruðu DNA en þar sem metýlering er yfirleitt 
ein og sér nægjanleg til að ná fram genaþöggun eru þær yfirleitt til að gera þöggunina 
skýrari og óafturkræfari. Metýleringin sjálf verður öflugri eftir því sem fleiri CpG cytósín 
eru metýleruð, einnig verður þöggunin á markgeninu stöðugri. Metýleruð CpG bæla 
umritun ýmist á beinan hátt með því að hindra bindingu umritunarþátta við DNA, eða 
óbeint með því að kalla til prótein sem virkja sambæliflóka (corepressor complexes) sem 
innihalda histón deasetýlasa (HDAC). Genastjórnun með metýleringu er mjög mikilvæg í 
fósturþroskun spendýra svo og á öðrum þroskastigum, og einnig í ýmsum sjúkdómsferlum 
s.s. krabbameinum. Í spendýrum á metýlering sér aðallega stað á cytósínum CpG 
núkleotíðatvennda. Þær koma yfirleitt að mestu fram í stýril- og útröðum gena. Metýlering 
erfist að nokkru leyti og því getur hún orðið fyrir náttúrulegu vali. (Auerkari 2006, Jones & 
Baylin 2007) 

Metýleringarmynstur geta verið mjög breytileg á milli tegunda eða annara 
flokkunareininga. Til að mynda hafa plöntur mikla metýleringu utan CpG eyja, ólíkt 
spendýrum, og sum skordýr, ormar og gersveppir hafa litla sem enga metýleringu. Þess 
vegna þarf að gæta mjög að sér þegar yfirfæra á niðurstöður úr einni lífveru yfir á aðra 
þegar kemur að metýleringu. Annað sem ber að hafa í huga er að metýlering er oft á tíðum 
mjög breytileg innan sama einstaklings, bæði milli frumna og frá einum tíma til annars. Þó 
að æxlisfrumur innan sama æxlis eigi vissulega margt sameiginlegt þegar kemur að 
metýleringu sökum sameiginlegs uppruna er líka munur milli einstakra frumna sem getur 
gert það að verkum að niðurstöður verða ekki eins skýrar og búist var við. (Auerkari 2006) 

Bæði ofmetýlering (hypermethylation) og missir eðlilegrar metýleringar, vanmetýlering 
(hypomethylation), geta ýtt undir krabbameinsmyndun. Ofmetýlering gerir það í gegnum 
þöggun á æxlibæligenum eins og p16INK4a en vanmetýlering með því að kveikja á 
æxlisgenum eða foræxlisgenum. Hvað varðar p16INK4a er talið að þöggun sé komin til með 
umbreytingu á histón próteinum við stýrilvæði gensins sem leiði síðan til DNA 
metýleringar og þannig myndun þéttlitnis á svæðinu (Hinshelwood et al. 2009). Með 
þessum hætti er aðgengi umritunarþátta að p16INK4a geni hindrað og tjáning þess bæld. 
Mögulegt er að illkynja frumur hafi frumugalla sem ýti undir metýleringu sem getur 
þannig verið afleiðing erfðabreytingar en ekki bara orsök hennar. Það er margt sem ekki er 
vitað um metýleringarmynstur í upphafi krabbameinsmyndunar sem og á seinni illkynja 
stigum meinanna. Það er samt sem áður orðið ljóst að metýlering er ekki bara mikilvægur 
orsakaþáttur krabbameinsmyndunar heldur getur hún líka hjálpað til við greiningu, spá um 
batahorfur og lifun, og jafnvel við meðferð. (Auerkari 2006) 
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1.3 Fjöldabreytingar DNA 

Á síðustu árum hafa leitt í ljós að fjöldabreytingar DNA (copy number variation, CNV) eru 
mikilvæg uppspretta erfðabreytileika. Fjöldabreytingar er það þegar fjöldi eintaka af hluta 
erfðaefnisins er breytilegur milli frumna eða einstaklinga. Í mönnum er eðlilegur fjöldi 
eintaka 2 fyrir alla litninga nema kynlitninga karla. Margar fjöldabreytingar innihalda 
kóðandi raðir sem sýnt hefur verið fram á að eru næmar fyrir magnbreytingum. Notkun 
DNA flaga með háa upplausn og annara aðferða sem ná yfir erfðamengið í heild sinni 
hefur leitt í ljós að allt að 12% erfðamengisins sýnir fjöldabreytileika. Fjöldabreytingar eru 
algengar í krabbameinum og öðrum sjúkdómum og eru afleiðing atburða í erfðamenginu 
sem valda því að stakt tap eða gróði verður á samlægum bútum þess. (Speleman et al. 
2008, Olshen et al. 2004) 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Rannsóknarhópur 

DNA hafði áður verið einangrað með phenol-chloroform/próteinasa K aðferð úr 
fersk/frosnum brjóstakrabbameinum (n = 54) sem höfðu greinst á Íslandi á árunum 1989-
1999,. Eingöngu stök æxli voru skoðuð, skilgreind sem þau tilfelli sem ekki hafa hinar 
íslensku BRCA kímlínustökkbreytingar, þ.e.a.s. BRCA1 5193G->A eða BRCA2 999del5 
(Thorlacius et al. 1998; Bergthorsson et al. 1998).  

2.2 Methylation-specific PCR (MSP) 

DNA sýni meðhöndluð með natríum bísúlfati (3,76 í mL H2O) til að breyta cytósíni (en 
ekki metýlcytosíni) í uracil. DNA hreinsað og magnað með PCR þar sem notaðir voru 
sértækir prímerar fyrir metýleraðar og ómetýleraðar CpG eyjar á stýrilröð p16INK4a í 
aðskildum hvörfum. Þessir vísar voru smíðaðir eftir áður birtum DNA röðum fyrir MSP 
þar sem raðgreining hafði verið framkvæmd til þess að staðfesta mögnun á bísúlfít 
umbreyttri stýrilröð p16INK4a (Tafla 1) (Herman et al. 1996). Pörunarhitastig (annealing 
temperature) var haft mismunandi eftir vísum til að fá fram sértæka mögnun, 65°C fyrir 
metýlvísa og 60°C fyrir ómetýlvísa.  

Tafla 1: Vísar fyrir Methylation Specific PCR (MSP) p16INK4a. Hannaðir eftir áður birtum DNA röðum 
CpG eyja p16INK4a. Raðgreining hafði verið framkvæmd til þess að staðfesta mögnun á bísúlfít umbreyttri 
stýrilröð p16INK4a (Herman et al. 1996) 

Vísir Áfram (5' - 3') Til baka (5'-3') Lengd, 
bp 

Pörun Staða 

p16-M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 65°C  +167 

p16-U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 60°C  +167 

 

2.3 CGH-flögur 

Sömu æxli höfðu áður verið skoðuð m.t.t. DNA fjöldabreytinga með aCGH örflögutækni 
(Roche NimbleGen, Inc., Reykjavík, Ísland). DNA úr æxlis- og blóðvef voru merkt með 
mismunandi flúrljómandi litum, Cy3 fyrir DNA úr æxlum og Cy5 fyrir DNA úr 
blóðsýnum, og þau síðan pöruð saman á aCGH örflögum sem innihalda 385þús þreifara 
smíðaða eftir erfðamengi mannsins (~1 þreifari fyrir hver 7kbp). Styrkur flúrljómunar frá 
Cy3 og Cy5, metin sitt í hvoru lagi, á hverjum þreifara fyrir sig gefur til kynna hvort og 
hvar breytingar koma fram í fjölda af DNA eintökum. Stöðlun á gögnum og úrvinnsla 
þeirra voru framkvæmd líkt og áður hefur verið lýst (Stefansson et al. 2009).  
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2.4 Tjáning með mótefnalitunum á TMA 
vefjasneiðum 

Tjáning með mótefnalitunum (IHC; immunohistochemistry) á TMA vefjasneiðum (TMA; 
tissue microarrays) hafði áður verið framkvæmd fyrir ER, PR, HER2, p16, pRb, Cyclin-D1 
og Ki-67. Tjáning á ER og PR var metin með því að skoða hlutfall af jákvætt lituðum 
æxlisfrumum þar sem miðað var við 1% þröskuld. HER-2 var metið eftir yfirtjáningu þess, 
þ.e. mjög sterk ákveðin himnulitun (IHC 3+). Tjáning á p16 og pRb var metin í fjórum 
þrepum, eftir hlutfalli af jákvætt lituðum æxlisfrumum, þ.e. 0 (<10%), 1 (10-25%), 2 (25-
50%) og 3 (>50%). Að lokum var tjáningarstig Cyclin-D1 og Ki-67 metið á skala frá 0 til 
100%, með 5% bili eftir því hversu mikið hlutfall af æxlisfrumum sýna jákvæða litun.  

Æxli voru hópuð í undirgerðir eftir tjáningu á ER (estrógen viðtaka), PR (prógesterón 
viðtaka) og HER2 samkvæmt áður lýstri aðferð (Cheang et al. 2006). Luminal undirgerð er 
skilgreind eftir tjáningu á annaðhvort ER eða PR á meðan þríneikvæð (TNP; triple-
negative) æxli eru þau sem tjá hvorki ER né heldur PR og hafa ekki yfirtjáningu á HER2 
(IHC < 3+).  

2.5 Tölfræði og myndir 

Öll tölfræði og grunngrafísk vinna fór fram í forritinu R, útgáfu 2.10.1 (© 2009 The R 
Foundation for Statistical Computing) ásamt ýmsum viðbótum þriðja aðila. Myndvinnsla 
fór fram í GIMP, útgáfu 2.6.8 (© 1995-2008 Spencer Kimball, Peter Mattis og 
hönnunarteimi GIMP). 
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3 Niðurstöður 

3.1  Metýlering 

Stærstur hluti framkvæmdarinnar fólst í því að greina metýleringu á CpG eyjum p16INK4a. 
Samkvæmt fyrri rannsóknum var búist við að metýlerun væri í 10-15% sýna, þ.e. 5-8 
sýnum (Esteller et al. 2001, Muggerud et al. 2010). Engin metýlering fannst á p16INK4a í 
þeim 53 sýnum sem greind voru og kom það því nokkuð á óvart. Á mynd 2 sést að 
metýlerað viðmið greindist mjög greinilega og því er líklega ekki við aðferðina að sakast 
heldur vildi líklega einfaldlega þannig til að engin metýleruð sýni voru í sýnahóp. 

 

3.2 p16INK4a tjáning 

Upphaflega var meiningin að bera saman tjáningu og metýleringu á p16INK4a, t.d. til að 
meta hve stór hluti af tjáningarmynstri þess skýrist með metýleringu. Þar sem engin 
metýlering greindist á p16INK4a beindust sjónir að tjáningunni sjálfri og því hvernig henni 
væri haldið niðri á annan. Áhrif DNA fjöldabreytinga voru sérstaklega skoðuð í því 
samhengi.  

 

Mynd 2: Rafdráttargel með afurðum Methylation Specific PCR (MSP) fyrir p16INK4a. Röð á báðum 
geljum er sú sama. Í fyrstu röð má sjá 100 (neðra) og 200 (efra) bp bönd 100 bp ladder frá Fermentas. Í 
næstu 5 röðum eru sýni úr æxlisvef sem hafa verið meðhöndluð með natríum bisúlfati. Þar næst kemur sýni 
sem vitað var að ekki hefði metýleraðar CpG eyjar í p16INK4a og í næstu röð þar til hægri er sýni sem 
meðhöndlað var með metýltrasferasa til að tryggja að það hefði metýleraðar CpG eyjar í p16INK4a. Að 
lokum er mengunarviðmið þar sem vatn var sett í stað DNA í PCR hvarfi. 
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3.3 Svipgerð 

Missir á p16INK4a tjáningu hefur verið tengdur við luminal svipgerð (Finn et al. 2009). 
Svipgerð var skilgreind eftir tjáningu erfðamarkanna ER (estrógen viðtaka), PR 
(prógesterón viðtaka) og HER2 eins og áður segir. Eins og sjá má á töflu 2 eru æxli af 
luminal undirgerð í afgerandi meirihluta þeirra sem flokkast í 0-flokk p16INK4a tjáningar. 
Hins vegar eru það aðalega þríneikvæð (TNP) æxli sem flokkast í 3-flokkinn. Mjög fá sýni 
flokkast í milliflokkana tvo svo lítið er hægt að álykta um þá. 

3.4 DNA fjöldabreytingar 

3.4.1 DNA fjöldabreytingar á p16INK4a 

Upphaflega var ætlunin að bera saman gögn um DNA fjöldabreytingar á p16INK4a unnin út 
frá CGH-flögum við niðurstöður metýleringargreiningar og greina mynstur þessara tveggja 
atburða og áhrif þeirra á p16INK4a tjáningu. Sem áður segir greindist ekkert æxlanna sem 
voru til athugunar sem yfirmetýlerað hvað varðar p16INK4a. Það sem stóð eftir var að athuga 
tengsl tjáningar gensis og svipgerðar við DNA fjöldabreytingu þess. Í töflu 3 eru sýnd 
tengsl svipgerðar og fjöldabreytinganna. Þar sést að tap á eintökum gensis átti sér einungis 
stað í æxlum af luminal undirgerð. Of fá æxli sýndu fjölgun eintaka til að hægt sé að greina 
þann atburð frekar. Ekki er marktækur munur milli hópa í töflu 4 þar sem sýnd eru tengsl 
tjáningar og DNA fjöldabreytinga á p16INK4a. Engin sýni í 3-hóp tjáningar sýna tap á 
eintökum gensis.  

Tafla 2: Svipgerð eftir p16INK4a tjáningu. Tjáning p16INK4a er skilgreind eftir því hve 
stórt hlutfall frumunnar litast með ónæmislitun gegn próteininu; 0: <10%, 1:10-25%, 
2:25-50%, 3:>50%. Sýni voru flokkuð í svipgerðahópa eftir tjáningu erfðamarka, þ.e. 
ER, PR og HER2, sýni með yfirtjáningu á HER2 eru ekki með í þessari töflu sökum þess 
hve fá sýni voru  í þeim hópum. Mjög marktækur munur er á milli hópa samkvæmt kí-
kvaðratprófi Pearsons. 

 p16INK4a tjáning 

Svipgerð 0 1 2 3 

Luminal 21 5 3 1 

TNP 4 0 1 12 

X
2
 = 25,1999, df = 3, p-gildi = 1,402e-05 
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Tafla 4: DNA fjöldabreytingar p16INK4a eftir p16INK4a tjáningu. Fjöldabreytingar 
voru greindar út frá CGH-fjögum eins og lýst er í (Stefanson et al. 2009), miðað 
var við þröskuld ± 0,1. Tjáning p16INK4a er skilgreind eftir því hve stórt hlutfall 
frumunnar litast með ónæmislitun gegn próteininu; 0: <10%, 1:10-25%, 2:25-
50%, 3:>50%. Sýni með yfirtjáningu á HER2 eru ekki með í þessari töflu sökum 
þess hve fá sýni voru í þeim hópi.  Ekki er marktækur munur á milli hópa 
samkvæmt kí-kvaðratprófi Pearsons. 

 p16INK4a tjáning 

 0 1 2 3 

Fjölgun eintaka 1 0 0 2 

Engin breyting 18 4 2 11 

Fækkun eintaka 4 2 2 0 

X
2
 = 8,5342, df = 6, p-gildi = 0,2015 

 

 

 

 

 

 

Tafla 3: DNA fjöldabreytingar p16INK4a eftir svipgerð. Fjöldabreytingar voru 
greindar út frá CGH-fjögum eins og lýst er í (Stefanson et al. 2009), miðað var við 
þröskuld ± 0,1. Sýni voru flokkuð í svipgerðahópa eftir tjáningu erfðamarka, þ.e. 
ER, PR og HER2, sýni með yfirtjáningu á HER2 eru ekki með í þessari töflu sökum 
þess hve fá sýni voru í þeim hópum. Marktækur munur er á milli hópa samkvæmt 
kí-kvaðratprófi Pearsons 

 Svipgerð 

 Luminal TNP 

Fjölgun eintaka 1 2 

Engin breyting 22 15 

Fækkun eintaka 8 0 

X2 = 6,0926, df = 2, p-gildi = 0,04753 
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3.4.2 Aðrar DNA fjöldabreytingar 

Sjónir beindust því næst að því að greina mynstur DNA fjöldabreytinga í æxlunum 54 sem 
voru til athugunar, sérstaklega m.t.t. hugsanlegs muns á svipgerðar- og/eða 
tjáningarhópum. Niðurstöður þeirrar greiningar eru sýndar á mynd 3. Á A) hluta 
myndarinnar er erfitt að sjá skýr mynstur. Það er þá helst að hópurinn lengst til vinstri (4 
æxli) er með háa p16INK4a tjáningu og er þríneikvæður á meðan hópurinn lengst til hægri (9 
æxli) er með lága tjáningu (eitt óskilgreint, rest með <10%) og er að mestu að luminal 
undirgerð, þetta á enn sterkar við hægri undirgrein þessa hóps (4 æxli). Erfitt er að fullyrða 
nokkuð um hópana þarna á milli þar sem þeir eru mjög blandaðir m.t.t. tjáningar og 
svipgerðar.  B) hluti myndarinnar sýnir skörun milli svæða sem greinast með DNA 
fjöldabreytingu með samanburði á luminal og þríneikvæðum undirgerðum annars vegar og 
lágrar eða engar tjáningar á p16INK4a (hópur 0, <10%) og hárrar tjáningar (hópur 3, >50%) 
hins vegar.  

A B 

 

 

Mynd 3: Aðrar DNA fjöldabreytingar. A) Hitakort sem sýnir klasagreiningu út frá DNA fjöldabreytingum 
greindum með CGH-flögum. Það sem litast rautt nær neðri þröskuldi, þ.e. um tap er að ræða en það sem 
litast blátt nær efri þröskuldi þ.e. um gróða er að ræða. Allt annað litast gult. Klasarnir sjást á trénu efst á 
myndinni og undir því eru æxlin merkt m.t.t. tjáningu á p16INK4a (dökkrauðbrúnt: há tjáning, ljósrauðbrúnt: 
meðal tjáning, hvítt: engin eða lítil tjáning, grátt: tjáning óskilgreind) og svipgerðar (rautt: þríneikvæð 
svipgerð, blátt: luminal undirgerð). B) Vennmynd (Venn diagram) sem sýnir skörun milli svæða sem 
greindust með DNA fjöldabreytingar annarsvegar milli hæsta og lægsta tjáningarstigs p16INK4a og hins vegar 
milli luminal og þríneikvæðra undirgerða (phenotype). 
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3.5 Tjáning á pRb, Cyclin-D1 og Ki-67 

Tjáning pRb, Cyclin-D1 og Ki-67 var greind m.t.t. hárrar og lágrar tjáningar á p16INK4a og 
luminal og þríneikvæðra undirhópa en þeir þættir reyndust ekki hafa marktæk áhrif á 
tjáningu þessara þriggja gena í þeim sýnahóp sem var til athugunar (niðurstöður ekki 
sýndar). Eins og fram hefur komið hindrar p16INK4a kínasavirkni cdk4/6 á pRb og veldur 
því að fruman kemst ekki í gegnum G1 fasa frumuhringsins, Cyclin-D1 hefur líka áhrif á 
fosfórýlerun pRb (Caldon et al. 2006). Lítið er vitað um hlutverk Ki-67 en það er 
mikilvægt erfðamark fyrir frumufjölgun. (Urruticoechea et al. 2005) 
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4 Umræða 

Meginmarkmið rannsóknarinnar var að kanna metýleringu á CpG eyjum p16INK4a í stökum 
tilfellum brjóstakrabbameina og kanna tengsl þess atburðar við luminal undirgerð 
brjóstakrabbameina. Eins og áður segir var búist við metýleringu í 10-15% sýnanna en 
óvænt greindist ekkert sýni metýlerað. Ekki virtist vera við aðferðina eða framkvæmdina 
að sakast þar sem metýleruð viðmið greindust ávallt mjög skýrt. Svo virðist sem munur sé 
á tíðni metýleringar milli þýða (Esteller et al. 2001, Muggerud et al. 2010, Vallian et al. 
2009) auk þess sem sýnastærð (n=53) var það lítil að um tilviljun gæti verið að ræða. 
Sýnahópurinn er ennfremur samsettur af konum sem að meðaltali greindust frekar ungar og 
gæti það spilað hér inn í með því að lækka tíðni metýleringar CpG eyja p16INK4a þó að 
erfitt sé að fullyrða neitt um það. 

Merkilegt er að marktækur munur var á DNA fjöldabreytingum á p16INK4a á milli luminal 
og þríneikvæðrar undirgerða en ekki milli hæsta og lægsta tjáningastigs á p16INK4a. Sömu 
sögu er að segja um cyclin-D1. Líklegt verður að teljast að það sé að nokkru leyti til komið 
vegna bæði minni og ójafnari sýnastærð. En það er þó ljóst að það eru ekki millistigin tvö í 
töflu 4 sem gera það að verkum að munurinn milli stiga er ómarktækur. 

Mun fleiri DNA fjöldabreytingar greinast á milli luminal og þríneikvæðrar undirgerða en á 
milli hæsta og lægsta tjáningastigs á p16INK4a. Aftur spilar minni og ójöfn sýnastærð líklega 
hér einhvern þátt en stærstur hluti þessa munar skýrist samt sem áður af því að mun meiri 
munur þarf að vera á starfsemi frumna sem teljast hvor til sinnar svipgerðar heldur en á 
frumum sem tjá mismunandi mikið af p16INK4a. Munurinn milli svipgerðanna er mun 
margþættari og því ekki óeðlilegt að það komi t.a.m. fram í DNA fjöldabreytingum. 
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5 Lokaorð 

Þar sem meginhluti framkvæmdrar rannsóknar, þ.e. greining á metýleringu CpG eyja 
p16INK4a  gensins, gaf engar niðurstöður þar sem ekkert sýnanna sýndi metýleringu, var 
verulega dregið úr möguleikum á gagnagreiningu. Annað markmið rannsóknarinnar, það er 
að kanna metýleringu gensins í tengslum við úrfellingu á geninu og tjáningu á 
genaafurðum þess, var t.a.m. ómögulegt í framkvæmd af þessum sökum. Áherslur 
verkefnisins breyttust því mikið hvað varðar úrvinnslu því sjónir beindust nú að úrvinnslu 
á fyrirliggjandi gögnum þ.e. aCGH og mótefnalitana tjáningagögn. Þau voru notuð til að 
tengja DNA fjöldabreytingar, s.s. úrfellingar, á p16INK4a svo og í erfðamenginu sem heild 
við tjáningu á genaafurðum p16INK4a og svipgerð æxlanna. Svo ber auðvitað að hafa í huga 
að neikvæðar niðurstöður eru líka niðurstöður. Áhugavert væri að komast að því hvort að 
það sé einhver líffræði á bak við það að engin metýlering greinist í þessum sýnahóp, hvort 
sem það hefur með aldursamsettningu hans að gera, íslenska þýðið í heild, hreina tilviljun 
eða eitthvað annað.  
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