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Utdrattur

Baling 4 genatjaningu med sviperfoabreytingum s.s. metyleringu er pekkt leid ad ovirkjun
®xlisbeligena i krabbameinum. p16lNK‘1ra (CDKN2A) er vel pekkt axlisbeligen med
hlutverk 1 vardstodvum frumuhrings. Genaafurdir pess hindra kinasavirkni CDK4 og
CDK6 med pvi ad hindra bindingu peirra vid Cyclin-D1 sem pannig leidir til pess ad
fruman kemst ekki i gegnum G1 fasa frumuhringsins. Synt hefur verid fram 4 ad pl6™~*
gen er Ovirkjad med sviperfdabreytingum 1 ymsum krabbameinum, p.a.m.
brjostakrabbameini, sem leidir til pess ad adgengi umritunarpatta ad geninu er hindrad og
tjaning pess bald. Fyrri rannsoknir syna fram 4 ad metylering 4 pl6™<* geni komi fyrir i
10-15% af 6llum stokum tilfellum brjostakrabbameina.

Markmid verkefnisins var ad kanna metyleringu a pl6™ * geni i stékum tilfellum

brjostakrabbameina og tengsl vid mismunandi undirgerdir brjostakrabbameina med MSP
(methylation-specific PCR). Adur hofou DNA fjoldabreytingar verid skodadar i
erfdamengi synahdpsins med aCGH takni og einnig tjaning 4 pl6™* genaafurdum med
motefnalitunum. Annad markmid var ad kanna pl6™ " metyleringu i tengslum vid
urfellingu 4 geninu og tjaningu a genaafurdum. Ekkert syni greindist med metyleringu sem
breytti aherslum verkefnisins pannig ad tengslum DNA fj6ldabreytinga, med sérstakri
aherslu 4 p16™**, vid tjaningu 4 genaafurdum p16™** og svipgerd.
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1 Inngangur

Meginmarkmid verkefnisins var ad kanna metyleringu 4 pl6™** (CDKN2A) geni i
stokum tilfellum brjostakrabbameina og tengsl pess atburdar vid [luminal undirgerd
brjostakrabbameina sem einkennist af tjaningu estrogen vidtaka. Var pad gert med MSP
(methylation-specific PCR) sem er adferd er byggir & umbreytingu 6metylerads cytosins i
DNA 160 yfir i uracil sem sidan er notad sem mot til greiningar 4 akvednum CpG eyjum
med hefdbundinni PCR mdgnun med metylsértekum visum. bessari adferd hafdi adur
verid beitt med godum arangri af rannsdknarhopi Jorunnar til ad skoda metyleringu &
BRCAI geni (Stefansson et al 2009; Birgisdottir & Stefansson et al. 2006). Synahopurinn
var valin m.t.t. pess ad DNA fjoldabreytingar hofou aour verid skodadar i erfdamengi
peirra med aCGH taekni og einnig tjaning 4 pl6™"* genaafurdum med motefnalitunum
(IHC; immunohistochemistry). betta hefd1 gert mogulegt ad kanna metyleringu gensins i
tengslum vid urfellingu & geninu og tjaningu 4 genaafurdum pess, sem var annad markmid
verkefnisins.

1.1 IN4a/ARF setio

INK4a/ARF setio (einnig kallad INK4b-ARF-INK4a setid), stadsett & litningi 9p21i
monnum, er eitt af peim setum sem oftast verdur fyrir urfellingumi krabbameinum. Raunar
er urfelling 4 pessu seti algeng 1 fjolda sérstaklega illvigra krabbameina. Upphaflega var
bent 4 tvo gen 4 sama 40 kbp DNA but setsins sem likleg @xlisbeligen, petta voru genin
INK4b og INK4a (Kamb et al. 1994). Pau eru mjog skyld og vel vardveitt & amindsyru
grundvelli, liklegt er talid ad pau séu til komin vegna genatvofoldunar. (Sharpless 2005,
Gil & Peters 2006)

bau tilheyra badi INK4-hop frumuhringsbala (cell cycle inhibitors) en hann hefur fjéra
medlimi; pl15™**®, p16™**%(esa CDKN2A), p18™** og p19™“4 (sem ma ekki rugla
saman vid p19°*F). Oll pessi protein innihalda fjorar eda fleiri ankyrin endurtekningar sem
eru mjég vel vardveittar. Svo virdist sem pl5™*** og p16™** séu tilkomin vegna
genatvofoldunar en honnun setsins er floknari en pad pvi ad 4 milli peirra er auka atréd 1.
Hun likist ekki INK4 rodum og hefur sina eigin stjornr6d. RNA sem faest med peirri
stjornréd notar utradir 2 og 3 fra INK4a en utréd 2 er pydd i 6drum lesramma. Afurdin er
einmitt kollud ARF fyrir alternative reading frame, annad nafn er p14** (Quelle ef al.
1995). 1 spendyrum virdast p18™** og p19™ " sem einnig er alitid ad séu afurdir
genatvofoldunar, mikid tjad i proskun 4 medan pl5™** og pl6™** eru tengd
&xlisbalingu. Allir medlimir hopsins eru vel vardveittir & amindsyrustigi, sérstaklega
annad og pridja ankyrin bindisetid og lifefnafredilega er litill munur & peim. Starfreenn
munur peirra virdist orsakast af mismunandi tjaningarmunstrum sem svara mismunandi
erfda- og umhverfisareitum. (Sharpless 2005, Gil & Peters 2006)

begar INK4b og INK4a voru stadsett a litningi 9p21, svaedi sem oft verdur fyrir urfellingu i
krabbameinum, var pegar buid ad tengja INK4-hopinn vid pad ad slokkt sé a kinasavirkni
CDK4 og CDK6 (Serrano et al. 1993). INK4 binding kemur i veg fyrir samverkun
cyclinhadra kinasa (CDK) og cyclin-DI, en hin er grundvollur hvétunarvirkninnar.
Tjéning 4 INK4-medlimum svo sem pl6™~<* leidir pannig til minni kinasavirkni CDK4/6



og vanfosforylerunnar 4 pRb, sem aftur 4 moti leidir til baelingar 4 E2F og vaxtarstodvunar
par sem fruman kemst ekki i gegnum G1 fasa frumuhringsins (Gil & Peters 2006). b6 ad
pRb sé ekki endilega eina skotmark CDK4/6, bendir flest til pess ad pRb s¢ adalskotmark
exlibalingar p1 6™ * (Sharpless 2005)

INK4a/ARF Locus

[ p— po— I—p—
p161NK4a p-f,q_ARF
Cyclin D
CDK4/6 DAt
pRB p53

Mynd 1 INK4a/ARF setid.Hér eru syndir opnir lesrammar p14™*" (blatt) og p16™** (rautt). Fyrsta iitréo
peirra er mismunandi en henni er spleest vid adra 1itréd genanna sem er eins. p16"™~* beelir fosforyleringu
cdk4/6 G pRb sem veldur pvi ad frumuhringurinn stoovast. p14™ hindrar nidurbrot d p53 i gegnum
MDM?2. (Sharpless, 2005)

bar sem ARF er 6flugur frumuhringsbalir var einnig bent 4 pad sem mogulegan axlisbali
en einnig vegna pess a0 misum sem vantadi 1B-utr6d var heettara vid exlisvexti. Eins og
sja ma 4 mynd 1 styrir pl6™<** pRb og ARF styrir p53. Ovirkjun 4 p53 og pRb ferlum
kemur fyrir i einhverri mynd i flestum, ef ekki 6llum, krabbameinum i ménnum. Synt
hefur verid fram & ad ferlarnir skarast ekki, hvorki i ménnum né miisum og rottum, og pad
a0 samfarandi 6virkjun peirra vinni saman i ad auka tilhnegingu til @xlisvaxtar. P6 ad
badir pessir ferlar séu mikilveegir i sérhafingu, proskun og DNA vidgerdum, virdast
medlimir INK4a/ARF setsins adallega bregdast vio afbrigdilegum vexti og alagi tengdu
@xlismyndun.Setid virdist sum sé virka sem tvipatta bremsa a illkynja axlisvoxt sem
virkjar tvo 6fluga ferla sem hemja frumuskiptingu i gegnum pRb og p53. Bent hefur verid
4 fleiri hlutverk pl6™* ¢had pRb, t.d. vid ad koma af stad styrdum frumudauda
(apoptosis), en ekki hefur verid synt fram & in vivo mikilvagi peirra med 6yggjandi haetti.
(Sharpless 2005)

Pad hefur reynst erfitt ad greina tjaningu a4 genum setsins i fosturproskun og almennt i
vefjum in vivo. | krabbameinsfrumulinum er tjaningin hins vegar mjog breytileg, ymist
tiltélulega mikil eda alls engin. P6 ad petta virdist skrytid i fyrstu skyrist petta af hlutverki
setsins 1 6ldrun, p.e. sem vaxtarstodvandi kerfi sem heldur aftur af merkjum sem leida til
offjolgunar, svo og margs konar alagi. Frumur geta sloppid undan 6ldrunarferlinu med pvi
a0 slokkva & dkvedinni genatjaningu, dvirkja genaafurdir eda mynda pol gagnvart dhrifum
peirra. Krabbameinsvaldandi bod geta valdid stodvun & oldrunarlikum ferlum i gegnum
INK4a/ARF setio a4 beinan eda obeinan hatt. (Gil & Peters. 2006)



1.2 Metylering

Utangenaerfdir eru taldar vera snemmbuinn atburdur i @xlisproun (Muggerud et al. 2010)
og eru mun algengari breytingar en stokkbreytingar. Metylering er utangenabreyting par
sem virkni gens er stjornad med pvi ad bata metylhopum (CHj3) a dkvedna cytodsinbasa
erfoaefnisins og breyta pvi pannig i metylcytosin. Pad kemur nattGrulega fyrir i
erfdamenginu 4 6llum stundum t.d. til ad vidhalda foreldramérkun, vid poggun annars X-
litnings kvenna og til ad 6virkja gen sem sprottin eru frd veirum og snykjuverum. Stundum
verda fleiri efnafreedilegar breytingar & metylerudu DNA en par sem metylering er yfirleitt
ein og sér nagjanleg til ad nd fram genapoggun eru paer yfirleitt til ad gera pdggunina
skyrari og dafturkreefari. Metyleringin sjalf verdur 6flugri eftir pvi sem fleiri CpG cytdsin
eru metylerud, einnig verdur poggunin & markgeninu stodugri. Metylerud CpG bela
umritun ymist & beinan hatt med pvi ad hindra bindingu umritunarpatta vid DNA, eda
obeint med pvi ad kalla til protein sem virkja sambalifloka (corepressor complexes) sem
innihalda histon deasetylasa (HDAC). Genastjornun med metyleringu er mjog mikilvaeg i
fosturproskun spendyra svo og a4 6drum proskastigum, og einnig i ymsum sjukdomsferlum
s.s. krabbameinum. [ spendyrum & metylering sér adallega stad 4 cytosinum CpG
nukleotidatvennda. Par koma yfirleitt ad mestu fram i styril- og Gtrédum gena. Metylering
erfist ad nokkru leyti og pvi getur hin ordid fyrir nattarulegu vali. (Auerkari 2006, Jones &
Baylin 2007)

Metyleringarmynstur geta verid mjog breytileg 4 milli tegunda eda annara
flokkunareininga. Til ad mynda hafa plontur mikla metyleringu utan CpG eyja, olikt
spendyrum, og sum skordyr, ormar og gersveppir hafa litla sem enga metyleringu. Pess
vegna parf ad geeta mjog ad sér pegar yfirfera 4 nidurstodur Ur einni lifveru yfir 4 adra
pegar kemur ad metyleringu. Annad sem ber ad hafa i huga er ad metylering er oft & tidum
mjog breytileg innan sama einstaklings, badi milli frumna og fra einum tima til annars. Po6
ad axlisfrumur innan sama @xlis eigi vissulega margt sameiginlegt pegar kemur ad
metyleringu sokum sameiginlegs uppruna er lika munur milli einstakra frumna sem getur
gert pad ad verkum ad nidurstodur verda ekki eins skyrar og buist var vid. (Auerkari 2006)

Ba0i ofmetylering (hypermethylation) og missir edlilegrar metyleringar, vanmetylering
(hypomethylation), geta ytt undir krabbameinsmyndun. Ofmetylering gerir pad i gegnum
poggun 4 exlibaligenum eins og pl6™<* en vanmetylering med pvi ad kveikja a
@xlisgenum eda forexlisgenum. Hvad vardar pl6™<* er talid ad poggun sé komin til med
umbreytingu 4 histon proteinum vid styrilvedi gensins sem leidi sidan til DNA
metyleringar og pannig myndun péttlitnis & svaedinu (Hinshelwood ef al. 2009). Med
pessum hetti er adgengi umritunarpatta ad pl6™~* geni hindrad og tjaning pess bald.
Mogulegt er ad illkynja frumur hafi frumugalla sem yti undir metyleringu sem getur
pannig verid afleiding erfoabreytingar en ekki bara orsok hennar. Pad er margt sem ekki er
vitad um metyleringarmynstur i upphafi krabbameinsmyndunar sem og a seinni illkynja
stigum meinanna. Pad er samt sem adur ordid ljost ad metylering er ekki bara mikilvagur
orsakapéattur krabbameinsmyndunar heldur getur hiin lika hjalpad til vid greiningu, spa um
batahorfur og lifun, og jafnvel vid medferd. (Auerkari 2006)



1.3 Fjoldabreytingar DNA

A sidustu drum hafa leitt i 1j6s ad fjoldabreytingar DNA (copy number variation, CNV) eru
mikilvaeg uppspretta erfoabreytileika. Fjoldabreytingar er pad pegar fj6ldi eintaka af hluta
erfdaefnisins er breytilegur milli frumna eda einstaklinga. I ménnum er edlilegur fjoldi
eintaka 2 fyrir alla litninga nema kynlitninga karla. Margar fjoldabreytingar innihalda
kodandi radir sem synt hefur verid fram 4 ad eru namar fyrir magnbreytingum. Notkun
DNA flaga med héda upplausn og annara adferda sem na yfir erfdamengid i heild sinni
hefur leitt 1 1j0s ad allt ad 12% erfdamengisins synir fjoldabreytileika. Fjoldabreytingar eru
algengar i krabbameinum og 6drum sjukdémum og eru afleiding atburda i erfdamenginu
sem valda pvi ad stakt tap eda grodi verour a samlegum butum pess. (Speleman et al.
2008, Olshen et al. 2004)



2 Efni og aoferdir

2.1 Rannsoknarhoépur

DNA hafdi 4adur verid einangrad med phenol-chloroform/proteinasa K adferd ur
fersk/frosnum brjostakrabbameinum (n = 54) sem hofou greinst 4 Islandi 4 a&runum 1989-
1999,. Eingongu stok axli voru skodud, skilgreind sem pau tilfelli sem ekki hafa hinar
islensku BRCA kimlinustokkbreytingar, p.e.a.s. BRCAI 5193G->A eda BRCA2 999del5
(Thorlacius et al. 1998; Bergthorsson et al. 1998).

2.2 Methylation-specific PCR (MSP)

DNA syni medhondlud med natrium bisulfati (3,76 i mL H,O) til ad breyta cytdsini (en
ekki metylcytosini) i uracil. DNA hreinsad og magnad med PCR bpar sem notadir voru
sértekir primerar fyrir metyleradar og Ometyleradar CpG eyjar a styrilrod pl6™ ™ i
adskildum hvorfum. Pessir visar voru smidadir eftir &dur birtum DNA rodum fyrir MSP
par sem radgreining hafoi verid framkvemd til pess ad stadfesta mognun a bisulfit
umbreyttri styrilréd pl6™<* (Tafla 1) (Herman et al. 1996). Porunarhitastig (annealing
temperature) var haft mismunandi eftir visum til ad fa fram sérteka mognun, 65°C fyrir
metylvisa og 60°C fyrir Ometylvisa.

Tafla 1: Visar fyrir Methylation Specific PCR (MSP) p16™**. Hannadir eftir dour birtum DNA rédum
CpG eyja pl16™*". Radgreining hafdi verid framkvemd til pess ad stadfesta mognun & bisulfit umbreyttri
styrilréd pl6™** (Herman et al. 1996)

Visir Afram (5'- 3') Til baka (5'-3') Lengd, P6run Stada
bp

p16-M  TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC ~GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 65°C +167

p16-U  TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT  CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 60°C +167

2.3 CGH-flogur

Somu &xli hofou adur verid skodud m.t.t. DNA fjo6ldabreytinga med aCGH orflogutakni
(Roche NimbleGen, Inc., Reykjavik, Island). DNA ar axlis- og blodvef voru merkt med
mismunandi flurljdémandi litum, Cy3 fyrir DNA Or @xlum og Cy5 fyrir DNA ur
blodsynum, og pau sidan porud saman & aCGH o6rflogum sem innihalda 385pus preifara
smidada eftir erfdamengi mannsins (~1 preifari fyrir hver 7kbp). Styrkur flurljomunar fra
Cy3 og Cy5, metin sitt 1 hvoru lagi, & hverjum preifara fyrir sig gefur til kynna hvort og
hvar breytingar koma fram i fjélda af DNA eintokum. St6dlun 4 gégnum og Urvinnsla
peirra voru framkvamd likt og 4dur hefur verid lyst (Stefansson ez al. 2009).



2.4 Tjaning med motefnalitunum a TMA
vefjasneioum

Tjaning med motefnalitunum (IHC; immunohistochemistry) 4 TMA vefjasneidum (TMA;
tissue microarrays) hafoi adur verio framkvamd fyrir ER, PR, HER2, p16, pRb, Cyclin-D1
og Ki-67. Tjaning & ER og PR var metin med pvi a0 skoda hlutfall af jakvaett litudum
@xlisfrumum par sem midad var vid 1% proskuld. HER-2 var metid eftir yfirtjaningu pess,
p.e. mjog sterk dkvedin himnulitun (IHC 3+). Tjaning 4 p16 og pRb var metin i fjorum
prepum, eftir hlutfalli af jakvatt litudum aexlisfrumum, p.e. 0 (<10%), 1 (10-25%), 2 (25-
50%) og 3 (>50%). A0 lokum var tjaningarstig Cyclin-D1 og Ki-67 metid 4 skala fra 0 til
100%, med 5% bili eftir pvi hversu mikid hlutfall af @xlisfrumum syna jakveda litun.

Axli voru hopud i undirgerdir eftir tjaningu 4 ER (estrégen vidtaka), PR (progesteron
vidtaka) og HER2 samkvaemt adur lystri adferd (Cheang et al. 2006). Luminal undirgerd er
skilgreind eftir tjaningu a annadhvort ER eda PR 4 medan prineikvaed (TNP; triple-
negative) axli eru pau sem tja hvorki ER né heldur PR og hafa ekki yfirtjaningu 4 HER2
(IHC < 3+).

2.5 Tolfraedi og myndir

Oll tolfredi og grunngrafisk vinna for fram i forritinu R, utgafu 2.10.1 (© 2009 The R
Foundation for Statistical Computing) dsamt ymsum vidbotum pridja adila. Myndvinnsla
for fram i GIMP, utgafu 2.6.8 (© 1995-2008 Spencer Kimball, Peter Mattis og
honnunarteimi GIMP).



3 Nidurstoour
3.1 Metylering

Steerstur hluti framkveemdarinnar folst i pvi ad greina metyleringu 4 CpG eyjum pl6™ <%,
Samkvemt fyrri rannsoknum var buist vid ad metylerun veri i 10-15% syna, p.e. 5-8
synum (Esteller e al. 2001, Muggerud et al. 2010). Engin metylering fannst 4 pl16™ * i
peim 53 synum sem greind voru og kom pad pvi nokkud & ovart. A mynd 2 sést ad
metylerad viomio greindist mjog greinilega og pvi er liklega ekki vid adferdina ad sakast
heldur vildi liklega einfaldlega pannig til ad engin metylerud syni voru i synahop.

s ... Omer Mer
Syni 3 Syni 4 Syni 5

SUni Lggn; o " vibm  viam  H20

Ladder

—

Metyl- .

primerar

—

Bmet- ¥ W o
primerar

Mynd 2: Rafdrdttargel med afurdum Methylation Specific PCR (MSP) fyrir p16™**. R66 d biadum
geljum er sii sama. I fyrstu r60 ma sja 100 (nedra) og 200 (efra) bp bond 100 bp ladder fird Fermentas. |
neestu 5 rooum eru syni ur exlisvef sem hafa verio meohondlud med natrium bisulfati. Par neest kemur syni
sem vitad var ad ekki hefdi metyleradar CpG eyjar i p16™*" og [ neestu réd par til heegri er syni sem
medhondlad var med metyltrasferasa til ad tryggja ad pad hefdi metyleradar CpG eyjar i pI6"™"". A0
lokum er mengunarviomio par sem vatn var sett i stad DNA { PCR hvarfi.

3.2 p16™**?tjaning

Upphaflega var meiningin ad bera saman tjaningu og metyleringu a pl16™*, t.d. til ad
meta hve stor hluti af tjaningarmynstri pess skyrist med metyleringu. Par sem engin
metylering greindist 4 p16™ * beindust sjonir ad tjaningunni sjalfri og pvi hvernig henni
veri haldid nidri 4 annan. Ahrif DNA fijoldabreytinga voru sérstaklega skodud i pvi
samhengi.
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Tafla 2: Svipgerd eftir p16"™** tjigningu. Tjaning pl er skilgreind eftir pvi hve
stort hlutfall frumunnar litast med oncemislitun gegn proteininu; 0: <10%, 1:10-25%,
2:25-50%, 3:>50%. Syni voru flokkud i svipgerdahdpa eftir tianingu erfoamarka, p.e.
ER, PR og HER?2, syni med yfirtianingu @ HER2 eru ekki med i pessari t6flu sokum pess
hve fa syni voru i peim hopum. Mjég markteekur munur er a milli hopa samkvemt ki-
kvadratprofi Pearsons.

INK4a

plé tidning
Svipgerd 0 1 2 3
Luminal 21 5 3 1
TNP 4 0 1 12

X% = 25,1999, df = 3, p-gildi = 1,402e-05

3.3 Svipgero

Missir 4 pl6™** tjaningu hefur verid tengdur vid luminal svipgerd (Finn et al. 2009).
Svipgerd var skilgreind eftir tjaningu erfdamarkanna ER (estrégen vidtaka), PR
(progesterén vidtaka) og HER2 eins og adur segir. Eins og sja ma a toflu 2 eru axli af
Iuminal undirgerd i afgerandi meirihluta peirra sem flokkast i 0-flokk p16™** tjaningar.
Hins vegar eru pad adalega prineikvaed (TNP) @&xli sem flokkast i 3-flokkinn. Mjog & syni
flokkast i milliflokkana tvo svo 1itid er haegt ad alykta um pa.

3.4 DNA fjoldabreytingar

3.4.1 DNA fjoldabreytingar a p16Nk42

Upphaflega var atlunin ad bera saman gdgn um DNA fjéldabreytingar 4 p16™<* unnin Gt

fra CGH-flogum vid nidurstddur metyleringargreiningar og greina mynstur pessara tveggja
atburda og ahrif peirra a4 p16lNK4a tjaningu. Sem adur segir greindist ekkert @xlanna sem
voru til athugunar sem yfirmetylerad hvad vardar p16™<*. bad sem st6d eftir var ad athuga
tengsl tjaningar gensis og svipgerdar vid DNA fijoldabreytingu pess. I toflu 3 eru synd
tengsl svipgerdar og fjoldabreytinganna. bar sést ad tap 4 eintokum gensis atti sér einungis
stad 1 &@xlum af luminal undirgerd. Of fa &xli syndu fjolgun eintaka til ad hagt sé ad greina
pann atburd frekar. Ekki er markteekur munur milli hépa 1 toflu 4 par sem synd eru tengsl
tjaningar og DNA fjoldabreytinga 4 pl6™~*. Engin syni i 3-hop tjaningar syna tap 4
eintokum gensis.



Tafla 3: DNA fjoldabreytingar pl16™"* eftir svipgerd. Fjoldabreytingar voru
greindar ut fra CGH-fjogum eins og lyst er i (Stefanson et al. 2009), midad var vid
proskuld £ 0,1. Syni voru flokkud i svipgerdahdpa eftir tianingu erfdamarka, p.e.
ER, PR og HER?2, syni med yfirtjaningu d HER2 eru ekki med i pessari toflu sokum
pess hve fa syni voru [ peim hopum. Markteekur munur er a milli hopa samkveemt
ki-kvadratprofi Pearsons

Svipgerd
Luminal TNP
Fj6lgun eintaka 1 2
Engin breyting 22 15
Faekkun eintaka 8 0

X’ = 6,0926, df = 2, p-gildi = 0,04753

Tafla 4: DNA fjéldabreytingar p16™** eftir p16™* tjgningu. Fjsldabreytingar
voru greindar ut fra CGH-fjogum eins og lyst er i (Stefanson et al. 2009), midad
var vid proskuld + 0,1. Tjaning p16™**" er skilgreind eftir pvi hve stort hlutfall
Sfrumunnar litast med oncemislitun gegn proteininu; 0: <10%, 1:10-25%, 2:25-
50%, 3:>50%. Syni med yfirtianingu a HER2 eru ekki med i pessari toflu sokum
pess hve fa syni voru i peim hopi. FEkki er marktekur munur a milli hopa
samkvemt ki-kvadratprofi Pearsons.

INK4a

plé tidning
0 1 2 3
Fj6lgun eintaka 1 0 0 2
Engin breyting 18 4 2 11
Faekkun eintaka 4 2 2 0

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



3.4.2 Adrar DNA fjoldabreytingar

Sjonir beindust pvi naest ad pvi ad greina mynstur DNA fjéldabreytinga i @xlunum 54 sem
voru til athugunar, sérstaklega m.t.t. hugsanlegs muns & svipgerdar- og/eda
tjaningarhopum. Nidurstodur peirrar greiningar eru syndar 4 mynd 3. A A) hluta
myndarinnar er erfitt ad sja skyr mynstur. Pad er pa helst ad hopurinn lengst til vinstri (4
&xli) er med haa p16™** tjaningu og er prineikvadur 4 medan hopurinn lengst til haegri (9
&xli) er med laga tjaningu (eitt oskilgreint, rest med <10%) og er ad mestu ad luminal
undirgerd, petta 4 enn sterkar vid heegri undirgrein pessa hops (4 @xli). Erfitt er ad fullyroa
nokkud um hopana parna a4 milli par sem peir eru mjog blandadir m.t.t. tjaningar og
svipgerdar. B) hluti myndarinnar synir skorun milli svaeda sem greinast med DNA
fijoldabreytingu med samanburdi & luminal og prineikvedum undirgerdum annars vegar og
lagrar eda engar tjaningar 4 p16™~* (hépur 0, <10%) og harrar tjaningar (hépur 3, >50%)
hins vegar.
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Mpynd 3: Adrar DNA fjoldabreytingar. A) Hitakort sem synir klasagreiningu ut fra DNA fjéldabreytingum
greindum med CGH-flogum. bad sem litast rautt neer nedri proskuldi, p.e. um tap er ad reda en pad sem
litast blatt neer efii proskuldi p.e. um groda er ad reeda. Allt annad litast gult. Klasarnir sjast a trénu efst d
myndinni og undir pvi eru cexlin merkt m.t.t. tjaningu d pl16™" (dokkraudbrimt: ha tianing, ljosraudbrint:
medal tjaning, hvitt: engin eda litil tjaning, gratt: tjaning oskilgreind) og svipgerdar (rautt: prineikveed
svipgerd, blatt: luminal undirgerd). B) Vennmynd (Venn diagram) sem synir skorun milli sveda sem
greindust med DNA fjoldabreytingar annarsvegar milli heesta og leegsta tianingarstigs p16™~" og hins vegar
milli luminal og prineikveedra undirgerda (phenotype).
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3.5 Tjaning a pRb, Cyclin-D1 og Ki-67

Tjéning pRb, Cyclin-D1 og Ki-67 var greind m.t.t. harrar og lagrar tjaningar 4 p16™~* og
luminal og prineikvaedra undirhopa en peir pettir reyndust ekki hafa marktek ahrif a
tjdningu pessara priggja gena i peim synahop sem var til athugunar (nidurstodur ekki
syndar). Eins og fram hefur komid hindrar p16™** kinasavirkni cdk4/6 4 pRb og veldur
pvi ad fruman kemst ekki i gegnum G1 fasa frumuhringsins, Cyclin-D1 hefur lika 4hrif &
fosforylerun pRb (Caldon et al. 2006). Litid er vitad um hlutverk Ki-67 en pad er
mikilvaegt erfdamark fyrir frumufjélgun. (Urruticoechea et al. 2005)
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4 Umraada

Meginmarkmid rannséknarinnar var ad kanna metyleringu 4 CpG eyjum pl16™** i stékum

tilfellum brjostakrabbameina og kanna tengsl pess atburdar vid [uminal undirgerd
brjostakrabbameina. Eins og adur segir var buist vid metyleringu i 10-15% synanna en
ovent greindist ekkert syni metylerad. Ekki virtist vera vid adferdina eda framkvemdina
ad sakast par sem metylerud vidmid greindust avallt mjog skyrt. Svo virdist sem munur sé
a tioni metyleringar milli pyda (Esteller er al. 2001, Muggerud et al. 2010, Vallian et al.
2009) auk pess sem synasterd (n=53) var pad litil ad um tilviljun geeti verid ad reda.
Synahépurinn er ennfremur samsettur af konum sem ad medaltali greindust frekar ungar og
geeti pad spilad hér inn i med pvi ad lekka tidni metyleringar CpG eyja pl6™ " b6 ad
erfitt sé ad fullyrda neitt um pad.

Merkilegt er ad marktaekur munur var 4 DNA fijoldabreytingum 4 p16™5* 4 milli luminal

og prineikvaedrar undirgerda en ekki milli heesta og laegsta tjaningastigs 4 p16™ . S6mu
sOgu er ad segja um cyclin-D1. Liklegt verdur ad teljast ad pad sé ad nokkru leyti til komid
vegna ba0di minni og ¢jafnari synasterd. En pad er po 1jost ad pad eru ekki millistigin tvo i
toflu 4 sem gera pad ad verkum ad munurinn milli stiga er 6marktakur.

Mun fleiri DNA fj6ldabreytingar greinast & milli luminal og prineikvadrar undirgerda en &
milli haesta og laegsta tjaningastigs 4 p16™~<*. Aftur spilar minni og 6jofn synastaerd liklega
hér einhvern patt en staerstur hluti pessa munar skyrist samt sem adur af pvi ad mun meiri
munur parf ad vera & starfsemi frumna sem teljast hvor til sinnar svipgerdar heldur en a
frumum sem tj4 mismunandi mikid af pl6™***. Munurinn milli svipgerdanna er mun
margpettari og pvi ekki 6edlilegt ad pad komi t.a.m. fram i DNA fjéldabreytingum.
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5 Lokaoro

bar sem meginhluti framkvaemdrar rannsoknar, p.e. greining 4 metyleringu CpG eyja
pl6™* gensins, gaf engar nidurstddur par sem ekkert synanna syndi metyleringu, var
verulega dregio Gr moguleikum & gagnagreiningu. Annad markmid rannsdknarinnar, pad er
a0 kanna metyleringu gensins i tengslum vid urfellingu & geninu og tjaningu a
genaafurdum pess, var ta.m. omogulegt i framkvemd af pessum sokum. Aherslur
verkefnisins breyttust pvi mikid hvad vardar Grvinnslu pvi sjonir beindust ni ad trvinnslu
a fyrirliggjandi gognum p.e. aCGH og motefnalitana tjdningagdgn. Pau voru notud til ad
tengja DNA fjoldabreytingar, s.s. urfellingar, 4 p16™~* svo og i erfdamenginu sem heild
vid tjaningu 4 genaafurdum pl6™~* og svipgerd @xlanna. Svo ber audvitad ad hafa i huga
ad neikvadar nidurstédur eru lika nidurstodur. Ahugavert veeri ad komast ad pvi hvort ad
pad sé einhver liffredi 4 bak vid pad ad engin metylering greinist i pessum synahop, hvort
sem pad hefur med aldursamsettningu hans ad gera, islenska pydi0 i heild, hreina tilviljun
eda eitthvad annad.
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