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Agrip

Bldédruhalskirtilskrabbamein er annad algengasta krabbamein sem hrjair karimenn i heiminum i dag.
Einn af hverjum 6 karlménnum i heiminum mun greinast med blédruhalskirtiiskrabbamein yfir sevina
og 1 af 33 mun deyja ur sjukdémnum. Blédruhalskirtilskrabbamein er pad krabbamein sem hefur synt
mestu tengsl vid erfdafraedilega aheettupeetti. PSA meelingar i blédi eru notadar til skimunar og
eftirfylgni a medferd bldédruhalskirtiiskrabbameins en paer pykja ekki naegilega naemar eda sértekar.
Pad er pvi mikilveegt ad skilja til fullnustu pa erfdabreytiieika sem hafa ahrif a ahaettu
blédruhalskirtilskrabbameins svo ad haegt sé ad auka naemi og sérteekni skimunarinnar. PSA er
protinafurd KLK3 gensins. S& einskirnisbreytileiki sem synt hefur mestu tengsl vid ahaettu a
blédruhalskirtilskrabbameini og PSA styrk er rs2735839 a litningi 19q13.4, nedan vid KLK3 genib.
Pessi rannsokn er héprannsékn med 40 einstaklingum af islenskum uppruna sem greindir voru med
blédruhalskirtilskrabbamein og farid hafa i blédruhalskirtilsbrottnam. Markmid pessarar rannséknar var
ad skoda edlilegan vef og aexlisvef ur blédruhalskirtli pessara einstaklinga med tilliti til tjaningar og
arfgerdar & KLK3 geningu. RNA var einangrad ur edlilegum vef og aexlisvef blédruhalskirtilsins og
sidan notad i cDNA vixlritun. Skodud var tjaning KLK3 gensins og utradir pess radgreindar. Ekki
fannst munur a tjaningu gensins i edlilegum vef og eexlisvef né munur a tjaningu pess eftir arfgerdum
peirra breytileika sem fundust vid radgreiningu & utrddum gensins. Ekki var marktaek fylgni milli
arfgerda pekktra breytileika a sveedinu og tjaningar gensins. Ekki fannst fylgni a tjaningu gensins i
edlilegum vef og eexlisvef vid PSA styrk i bl6di né a tjaningu gensins og Gleason stigunar aexlisins.
Prir af 11 peirra einkirnisbreytileika sem fundust vid radgreiningu a utrédum gensins gafu markteka
fylgni vid einskirnisbreytileikann rs2735839. Sa einskirnisbreytileiki sem hafdi mesta marktaeka fylgni
vid rs2735839 var rs1058205, i utréd 5 (6pydd) med p-gildid 2.85E-15, en hann hefur synt fylgni vid
styrk PSA i bl6di i fyrri rannsdknum. Einnig syndu markteeka fylgni einsbasabreytileikinn rs17632542, i
utréd 4 med p-gildid 1.68E-05, og einsbasa-breytileikinn rs174776, i utréd 2 med p-gildid 4.61E-05.
Einsbasabreytileiki rs17632542 er sérstaklega ahugaverdur par sem hann veldur amindsyrubreytingu,
Isoleucine verdur Threonine. Mikilveegt er ad skoda hann me? tilliti til pess hvort hann utskyri fylgni
KLK3 gensins vid blédruhalskirtilkkrabbamein.



Abstract

Prostate cancer is the second most common cancer in males worldwide. One of every six males in the
world will be diagnosed with prostate cancer and 1 in 33 will die from the disease. Prostate cancer is
the cancer that has shown the strongest association to genetic risk factors. PSA measuring in blood is
used for prostate cancer screening and as follow up in prostate cancer therapy but it has neither high
sensitivity nor specificity. Therefore it is highly important to understand the genetic variations that
contribute to prostate cancer risk to be able to increase the sensitivity and specificity of prostate
cancer screening. PSA is the protein product of the KLK3 gene. The SNP that has shown the
strongest associatoin to prostate cancer risk and PSA concentration is rs2735839 on chromosome
199 13.4 downstream of the KLK3 gene. This is a study of 40 icelandic males that all suffered from
prostate cancer and underwent prostatectomy. The aim of this study is to investigate the expression of
the KLK3 gene and the genetic variation in the normal tissue and cancer tissue of the prostatic gland
from these males. RNA was isolated from the normal tissue and cancer tissue from the prostatic gland
and used for reverse transcription to cDNA. The KLK3 gene expression in normal tissue and cancer
tissue did not show a significant difference. The gene expression in normal tissue and cancer tissue
did not show a significant difference of genotypes in the SNPs genotyped from the sequencing of the 5
exons of the KLK3 gene. Association analysis of genotypes from known SNPs in the KLK3 reagion
and the gene expression from both tissue types did not show any correlation. We did not find an
association of the gene expression in normal tissue and cancer tissue with the patients PSA blood
concentration nor did we find an association between the gene expression and the Gleason score of
the cancer tissue. Association analysis between the genotypes of the 11 SNPs found by the
sequencing of the exons of the KLK3 gene and the SNP rs2735839 showed a significant association
with three of the SNPs. The SNP that had the most significant assiociation with rs2735839 was
rs1058205, in exon 5, with a p-value of 2.85E-15. This SNP has shown an association with PSA levels
in other studies. Other SNPs that showed a significant association were rs17632542, in exon 4 with a
p-value of 1.68E-05, and rs174776, in exon 2 with a p-value of 4.61E-05. The SNP rs17632542 is
especially interesting as it causes a change of the amino acid isoleucine to threonine. The next step
would be to follow up the study of rs17632542 SNP and see if he is responsible for the strong
association of the KLK3 gene to prostate cancer.
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1 Inngangur

1.1 Krabbamein i blodruhalskirtli, klinisk nalgun
Blédruhalskirtillinn er hluti af aexlunarfeerum karla. Hann er a steerd vid valhnetu og er fyrir nedan

pvagblééru karimanna par sem hann umlykur blédruhals og efri hluta pvagrasarinnar. Kirtillinn greinist
i tvd hlidarbld, pad haegra og pad vinstra. Hvort hlidarblad skiptist i prju svaedi, eitt ytra og tvd innri en
pau innri eru steerst og mynda um 70% kirtilsins. bad er i pessum ytri svaeedum sem krabbameinin
myndast en godkynja steekkun (BPH, benign prostate hyperplasia) a sér stad i peim innri. Kirtillinn er
umlukinn bandvefshydi. Pvagrasin liggur i gegnum midjan kirtilinn og pvi veldur voxtur i kirtlinum oft
bvagrasartruflunum. A barnsaldri er kirtillinn litill en fer svo ad vaxa vid kynproska par sem
karlkynshormonid testosteron stjornar vexti hans og virkni. Eftir midjan aldur vex kirtillinn jafnt og pétt
og getur pannig prengt ad pvagrasinni og valdid erfidleikum vid pvaglat. i kirtinum myndast
bunnflistandi vokvi, saedisvokvi. | honum er prétin sem er métefnisvaki og kallast PSA (protstate
specific antigen). betta prétin gerir saedisfrumurnar hreyfanlegri og heefari til pess ad friovga eggid
pbegar saedisvokvinn blandast sadfrumunum vid sadfall (1, 2).

A medan testésteron framleidsla er i gangi heldur blédruhalskirtillinn afram ad vaxa jafnt og
pétt alla aevi karlmannsins. Voxturinn getur hins vegar verid bazedi goédkynja (benign prostate
hyperplasia, BPH) eda illkynja (blédruhalskirtiiskrabbamein, PC). Krabbamein verdur til pegar frumur,
yfirleitt yst i kirtlinum, byrja ad fijdlga sér stjérnlaust og er oftast heegfara. bad geta pvi oft lidid moérg ar
par til krabbameinid greinist. Einnig veldur stadsetning pess i kirtlinum (ytri hluti hlidarblads) pvi ad
einkenni pvagrasarprengingar eru seinna ad koma fram en til ad mynda ef um gdédkynja voxt (innri
hluti hlidarblads) veeri ad raeda. Adeins litill hluti blédruhalskirtiiskrabbameins er hradvaxta en erfitt
hefur reynst ad greina & milli heeg- eda hradvaxta aexla. Einkenni blédruhalskirtiiskrabbameins eru
oftast engin par til xlid er ordid pad stort ad pad hefur dreift sér ut fyrir kirtilvefinn og likjast pau pa
peim einkennum sem eru vid godkynja blédruhalskirtilssteekkun (BPH) sem er mun algengari
meinsemd. Einkennin likjast lika peim sem verda vid breytingar i pvagblédru eda pvagras (LUTSs).
Adaleinkennin eru tid pvaglat oft ad néttu til, erfidleikar vid ad byrja og enda pvaglat, kraftlitil
pvagbuna, erfidleikar vid ad teema pvadblddru, sarsauki eda brunatilfinning vid pvaglat og bldd i pvagi.
Fyrstu einkenni blddruhalskirtilskrabbameins geta komid Ut fra meinvérpum krabbameinsins eins og i
beinagrind t.d. hryggsulu. Preyta, pyngdartap og lystarleysi geta lika veri® visbendingar um
blédruhalskirtilskrabbamein (1, 2). Ef einstaklingur hefur einhver af adur t6ldum einkennum fer nanari
skodun fram. | upphafi er oftast gerd PSA (prostate specific antigen) maeling i blédi einstaklingsins en
aukning a pvi getur verid visbending um @axlismyndun i blédruhalskirtli. Undir edlilegum
kringumstaedum er PSA maelanlegt i litlu magni i blédi baedi i bundnu og ébundnu formi en styrkur
pess eykst med aldrinum samfara staekkun kirtilsins. Vid gédkynja staekkun & kirtlinum verdur oft vaeg
haekkun a PSA gildinu. Einnig getur syking eda bdlga i kirtlinum valdi® haekkun en vid illkynja
&xlisvoxt verdur haekkunin oft veruleg. Ef um haskkad PSA gildi er ad raeda er greiningunni fylgt eftir
me? fingurpreifingu a kirtlinum i gegnum endaparm. Kirtillinn er oft hardur og 6jafn ef um aexlismyndun

er ad raeda en preifing greinir ekki alltaf sexlisvoxt pé hann sé til stadar. Ef PSA gildi eda preifing
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benda til krabbameins i kirtlinum er gerd émskodun i gengum endaparm og syni tekid ar kirtlinum.
Sidan er gerd meinafreedileg greining a syninu en blddruhalskirtiiskrabbamein er oftast
kirtilfrumukrabbamein og eru frumur pess misproskadar. bvi er notast vid sérstakan kvarda til ad meta
proskunargradu eexlisins, kvarda Gleason kerfisins. Framgangur sjukdémsins og batahorfur sjuklings
eru metnar med pvi ad meta utlit krabbameinsfrumanna i axlinu, innbyrdis voxt peirra og hegdun,
einnig gagnvart heilbrigdum frumum aexlisins med adstod Gleason kerfisins. Gleason kerfid inniheldur
brjd meginflokka og er kvardi (stigun) pess fra 2-10. Einkunnin 2 spair fyrir um bestu batahorfur en 10
paer verstu. Ef einkunnin er < 7 pa eru likurnar a laekningu gédar, = 7 pa eru likurnar midlungs gédar
og = 7 pa eru likurnar a laekningu verri (1, 2).

Gleason stigun:

Ekki haegt ad meta proskunargradu

G1: vel proskadar (slight anaplasia) (Gleason 2-4)

G2: midlungs proskadar (moderate anaplasia) (Gleason 5-6)

G3-4: illa proskadar eda 6proskadar (marked anaplasia) (Gleason 7-10)

(3)

Krabbamein i blédruhalskirtli eru yfirleitt heegvaxta og hafa pé ekki tilhneigingu til ad dreifa sér
en pau sem vaxa hradar hafa meiri tilhneigingu til ad dreifa sér til eitla og annarra liffeera svo sem
beina (2). Til ad meta utbreidslu aexlisins (meinvorp) fyrir utan blédruhalskirtilinn er notast vid TNM
kerfid.

TNM Kerfio:

T= upphafsaexli

N= svaedisbundnir eitlar

M= meinvorp
(3)

Krabbamein i blédruhalskirtli er algengasta krabbamein hja islenskum korlum en pad er fyrst
og fremst sjukdémur eldri karla par sem medalaldur vid greiningu & islandi er 71 ar (1, 2).
Blodruhalskirtiiskrabbamein sem greinist i ungum moénnum er liklegra til ad vera hradvaxta og pvi
illvidradanlegra en hja peim eldri.

Vid medhdéndlun a blédruhalskirtiiskrabbameini kemur margt til greina. bar parf ad hafa i huga
aldur og heilsufar sjuklingsins. bPar sem petta er einkum sjukdémur eldri karla og hefur tilhneigingu til
ad vera heegfara pa er oft akvedid ad veita enga medferd heldur bida atekta. Ef eexlid hefur ekki dreift
sér ut fyrir kirtilinn pa er haegt ad nema hann allan & brott med skurdadgerd eda beita stadbundinni
geislamedferd a axlid. betta getur hins vegar valdid getuleysi, pvagleka og 6psegindum i endaparmi
(1, 2, 4). Ef krabbameinid hefur hins vegar dreift sér Gt fyrir kirtilinn er 68rum adferdum beitt par sem
ekki er heegt ad fjarleegja meinid med skurdadgerd. Beitt er adferbum sem ganga Ut a ad minnka
framleidslu karlkynshorména (testésteréon (andrégen) horménum) en pau geta valdid auknum vexti
axlisins. Einnig eru notud krabbameinslyf eda geislamedferd til ad minnka aexlisvoxt og lina verki ut

fra meinvérpum (1).
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A islandi eru horfur peirra sem greinast med blédruhalskirtilskrabbamein godar en pad fer po
eftir pvi hvort krabbameinid er stadbundid vid kirtilinn eda hefur dreift sér i 6nnur liffeeri eins og bein.
Fyrir pa sem hafa stadbundid krabbamein vid kirtilinn eru lifunarlikurnar gédéar eda um 90%. En
lifunarlikurnar eru minni hja peim par sem axlid hefur nad ad dreifa sér i 6nnur liffaeri. P6 geta menn
oft lifad med sjukdominn lengi (2).

bratt fyrir petta er blédruhalskirtilskrabbamein annad algengasta krabbameinié & islandi sem
veldur dauda hja karlménnum en lungnakrabbamein verdur fleirum ad aldurtila (2). Par sem pessi
sjukdoémur hrjair helst eldri karla deyja margir af 6drum orsdkum og an pess ad verda fyrir teljanlegum
skada af hans voéldum. Einnig kemur fram i krufningarannséknum ad margfalt fleiri hafa sjukdéminn an
pess ad hann hafi nokkurn tima gert vart vid sig. bvi parf ad hafa i huga pegar medferd er akvedin
hvort hun komi til med ad auka lifslikur og/eda lifsgaedi sjuklingsins (4).

Aukning a nygengi blédruhalskirtiiskrabbameins a undanférnum arum ma medal annars rekja
til almennari notkunar & PSA meelingum. Pannig er haegt ad greina fjdlda aexla a byrjunarstigi sem
Ovist er hvernig hefdu prdast annars og hvort greining hefdi verid porf eda ekki (2).

1.2 Faraldsfraedi

Einn af hverjum sex karlménnum i heiminum mun greinast med blédruhalskirtilskrabbamein yfir aevina
og einn af prjatiu og premur mun deyja Ur sjukddbmnum. Likurnar & pvi ad karlmadur greinist med
blédruhalskirtilskrabbamein a aevinni eru 30% meiri en ad kona greinist med brjéstakrabbamein (23).

Nygengi blddruhalskirtilskrabbameins er mjog breytilegt i heiminum eftir kynpattum, pjédum og
I6ndum en pad fer vida haekkandi og arid 2050 er aaetlad ad nyir sjuklingar verdi 1,2 milljonir i 6llum
heiminum. Par sem blééruhalskirtiiskrabbamein er talid tengjast lifsstil mun fjélgunin trdlega verda
mest i prounarlondunum samfara baettum lifskjorum (2). Laegst er tidnin i Asiu en haest i
Bandarikjunum og Skandinaviu. Tidnin er p6 sérstaklega ha medal Bandarikjamanna af afriskum
uppruna og i Afrikuléndunum Uganda og Nigeriu en i Nigeriu er pad algengasta krabbameinid i
kérlum (6-9). Arid 2004 var aldursstddlud tidni bloédruhalskirtilskrabbameins i Bandarikjunum medal
peirra sem voru af afriskum uppruna 165.8 tilfelli/100 pus. ibua en aldursstddlud tidnin hja
Bandarikjamdnnum af evropskum uppruna var mun leegri eda 105.5 tilfelli/100 pus. ibaa (10, 11).
Tidnin var pvi 1.6 sinnum haerri hja Bandarikjaménnum af afriskum uppruna en evrépskum. Arié 2002
var azetlud greining 25.3 tilfelli/100 pus. ibua med blédruhalskirtiiskrabbamein i heiminum eda 680
bus. karlar (10, 12). 76% beirra bjuggu i préadri I16ndum (Evrépa, Bandarikin, Astralia, Nyja Sjaland og
Japan) (10).

Blodruhalskirtiiskrabbamein var annad algengasta krabbameini® sem greint var medal karla i
heiminum (12% af 6llum krabbameinum) & eftir lungnakrabbameini (10, 12). | préadri I6ndum var pad
algengasta krabbameini® sem greint var i kérlum eda 19% af 6llum greindum krabbameinum. |
préunarléndunum (Afrika, Mid- og Sudur-Amerika, Asia og margar eypjédir) var pad sjotta algengasta
krabbameini® sem greint var hja kérlum eda 5% af 6llum greindum krabbameinum (10, 12). Munurinn
a aldursstadladri tidoni milli préadri landa (56.2 tilfelli/100 pus. ibua) og prounarlanda (9.4 tilfelli/100
bus. ibua) var sexfaldur (10, 12). Pad land sem var med haestu tidnina arid 2002 var Bandarikin 124.8
tilfelli/100 pus. ibua en laegst var Bangladesh 0.3 tilfelli/100 pus. ibua (10, 12).
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Segja ma ad blédruhalskirtiiskrabbamein sé fyrst og fremst sjukdémur eldri karla par sem pad
er mjog sjaldgeeft hja korlum innan vid 50 ara aldur en tidnin eykst sidan med haekkandi aldri (10, 12).
Arid 2002 var aaetladur fjoldi tilfella i heiminum midad vid aldurshdpa og 100 pus. ibua 0.2 (15-44 ara),
10.6 (55-64 ara), 72.9 (55-64 ara) og 259.6 (65 ara og eldri) (10, 12). Tidni krabbameinsins midad vid
aldurshopa i préadri Iondunum var yfirleitt 5 til 9 sinnum heerri en i préunarléndunum, samt sem adur
var hlutfallslegur fjéldi i aldurshépunum sa sami hja peim badum (10).

Pad er ekki audvelt ad utskyra pennan mikla mun & tidni blédruhalskirtiiskrabbameins milli
landa og pjoda. | préudu Idndunum getur skyringin falist i gédri heilsugeeslu og aukinni medvitund
almennings fyrir sjukddmnum sem og aukid eftirlit eins og med PSA skimun pannig ad sjukdémurinn
greinist frekar og fyrr en ella (10, 13-15). Hins vegar getur petta ekki verid eina skyringin par sem
munurinn var til stadar adur en PSA greiningin var pekkt. Flokkun landa eftir tidni krabbameinsins var
naestum su sama 1973-1977 og 1978-1982 og hun er i dag (10, 16, 17). P6 gatan um mismunandi
tioni milli landa og kynpatta sé dleyst er ekki dliklegt ad erféafreedilegar asteedur, mismunandi styrkur
og virkni a androgenum i blédruhalskirtinum sem og mismunandi faeda, pjodfélagsstada,
umhverfisahrif og lifstill hafi ahrif (18-21). Landfraedileg buseta kynpétta virdist lika hafa ahrif a tioni
krabbameinsins. Ari® 1980 adur er PSA melingar hoéfust i Bandarikjunum jokst tidnin &
blédruhalskirtilskrabbameini hja karlménnum af kinverskum og japonskum uppruna sem bjuggu i
Bandarikjunum midad vid pa sem bjuggu i Kina og Japan (10, 17). Arid 2002 voru lifunarlikur sjuklinga
med blédruhalskirtiiskrabbamein, midad vid 5 ar eftir greiningu, i heiminum reiknud vera 60%, an
aldursadgreiningar. Lifunarlikurnar voru haerri hja peim sem bua i préudu 16ndunum eda 76% en 45%
hja préunarléndunum (12). Haestar voru lifunarlikurnar i Bandarikjunum eda 99% (22). Danartidni
haekkar med aldrinum. Midad vid heimin arid 2002 var danartidni azsetlud midad vid aldurshépa vera
0.1 (15-44 éra), 1.9 (45-55 ara), 11.8 (55-64 ara) og 100.4 (eldri en 65 &ra) (23). Danartidnin i yngsta
aldurshépnum var svipud i préudu léndunum og hja préunarléndunum. | naesta aldurshépi var
danartiénin ordin tvisvar sinnum haerri i proudu I6ndunum en i préunarldndunum en i elsta
aldurshépnum var danartidnin ordin prisvar sinnum haerri i proudu I16ndunum en préunarléndunum eda
91% a moti 79% (23). Nylegar rannséknir benda einnig til pess ad i proudu rikjunum laekki tidni
daudsfalla af voldum blédruhalskirtiiskrabbameins i elsta aldurshéopnum en asteedan fyrir pvi er 6ljos.

Po er talid liklegra ad betri medferd & sjukddmnum sé orsakavaldurinn frekar en PSA skimun (10).

1.3 Orsakir og ahattupaettir

Margar rannsoknir hafa verid gerdar i leitinni ad orsdkum og aheettupattum blédruhalskirtils-
krabbameins med misjéfnum arangri. Aldur, fidlskyldusaga (erfdapeettir), kynpattur og umhverfisahrif
koma par helst vid ségu.

Aldur er einn steersti aheettupattur blédruhalskirtilskrabbameins par sem menn undir 50 ara
aldri eru i litilli ahaettu en ahaettan eykst sidan med heekkandi aldri. 65% af tilfellum krabbameinsins
greinast i ménnum eldri en 65 ara. Medalaldur vid greiningu a Islandi er 71 &r (1, 5).

Fjolskyldusaga er einn af megin ahaettupattum blédruhalskirtiiskrabbameins og undirstrikar
han patt erfda. Fyrir karlmann undir 75 ara aldri er aheettan a ad fa blédruhalskirtilskrabbamein 5% en
haekkar i 10% ef hann a einn eettingja sem hefur greinst med sjukdominn. Hiutfallsleg ahaetta (RR)
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fyrir blédruhalskirtiiskrabbameini er tvisvar sinnum meiri hja peim sem eiga einn eettingja med
krabbameini® og haekkar eftir pvi sem aldur er laegri vid greiningu (24). Fyrir pa sem eiga tvo eda fleiri
eettingja sem fengid hafa sjukdéminn pa eykst aheettan i 15-25% (1).

Kynpattur er einn af ahaettupattum blédruhalskirtiiskrabbameins. Blédruhalskirtilskrabbamein
er mun algengara i Skandinaviu og Bandarikjunum en i Asiu. Karlar af afriskum uppruna i
Bandarikjunum hafa 1.6 sinnum haerri likur & ad fa krabbameinid en karlar par af evropskum uppruna
0g 2.5 sinnum heerri likur a ad deyja ur blédruhalskirtilskrabbameini (5).

Umhverfi og lifstill virdast vera ahrifavaldar i aheettu fyrir blddruhalskirtiiskrabbameini.
Karlmenn i Asiu eru i litilli aheettu & ad fa krabbameinid en karlmenn af asiskum uppruna sem bua i
Bandarikjunum eru i aukinni ahaettu (10). Pad sama ma segja um karla af samiskum uppruna sem
flytjast til borgarinnar, ahaetta peirra fyrir krabbameininu eykst midad vid pa sem stunda hjarébuskap
(1).

Ovist er hvort &fengisneysla og reykingar hafi aukin ahrif 4 ahaettu (1).

1.4 Sameindaerfdafraedilegar rannsoéknir
Fj6lskyldurannsoknir hafa synt fram a sterk tengsl milli blédruhalskirtiiskrabbameins og erféafraedilegra

patta. Bl6druhalskirtiiskrabbamein er pad krabbamein sem hefur synt mest tengsl vid erfdafraedilega
ahaettupeetti. Flest bendir til pess ad erfdapeettir blodruhalskirtiiskrabbameins séu margir og fléknir par
sem margir erfdabreytileikar koma vid ségu (1, 5). Vid leit ad erfdapattum blédruhalskirtilskrabbameins
var lengi framan af beitt tengslagreiningu (linkage analysis), en & sidustu arum hefur verid beitt
heildargenamengis fylgnigreiningu, genome wide association studies (GWAS), med tilkomu nyrrar
orflogutaekni. Alls hafa fundist 53 breytileikar sem syna markteeka aheettu fyrir krabbameininu og hafa
flestir peirra fundist med notkun GWAS (sja t6flu 1). Einn af peim breytileikum sem fundist hafa er ad

finna i KLK3 geninu.
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Tafla 1. Einskirnisbreytileikar sem gefa marktaeka ahaettu fyrir blédruhalskirtilskrabbameini samkvaemt
National Human Genone Institute, januar 18 2010. http://www.genome.gov/gwastudies/

Gensaeti
SNP Litningur Samszeta 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
rs 10934853 3921 A Gudmundsson etal. 2009
rs17021918 4 C Eeles etal 2009
rs 12500426 4 A Eeles etal 2009
rs7679673 4 C 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 C Eeles etal. 2009
rs12155172 7 A Eeles etal 2009
rs 1447295 8q24 A Sun etal. 2008
rs 16901979 8q24 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 8q24 A Al Olama et al 2009
rs620861 8q24 C Al Olama et al 2009, Yeager etal. 2009, Gudmundsson etal 2009
rs445114 8q24 T Al Olama et al 2009, Yeager etal. 2009, Gudmundsson etal 2009
rs 12543663 8q24 C Al Olama et al 2009
rs 16902094 8qg24 G Gudmundsson etal. 2009
rs16902104 8qg24 T Gudmundsson etal._2009; correlated with rs 16902094
rs 10086908 8q24 T Al Olama AA, et al. Nat Genet. 2009
rs1571801 9q33b A Duggan etal-2007
rs 10993994 10911 T Eeles etal. 2008
rs4962416 10926 C Thomas etal. 2008
rs7920517 10911.23 G Eeles etal. 2008
rs 10896449 11913 G Thomas etal. 2008
rs7931342 11913 G Eeles etal. 2008
rs 12418451 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 C 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 22q13 C Sun etal. 2009
rs5945572 Xp11 A Gudmundsson etal 2008
rs5945619 Xp11 C Eeles etal. 2008
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1.5 Kallikrein-related peptidase 3 (KLK3) genid og proétin afurd

pbess Prostate specific antigen (PSA)
KLK3 genid tilheyrir fjdlskyldu vefja-kallikreina (tissue kallikreins). Kallikrein prétin eru serin (serine)

préteasar sem hafa fjdlbreyttan lifedlisfraedilegan tilgang. Rannsoknir benda til pess ad margir
kallikreinar hafi ahrif a myndun krabbameins og ad suma sé haegt ad nota vid greiningu a nygengi
krabbameins og annarra sjukdéma. Kallikreinar eru hitapolin glycoprétein med eina polypeptidkedju
og molmassa fra 27- 40 kDa. Oll 15 gen vefja-kallikreina eru stadsett & 320 kb sveedi a litningi 19 a
litningasveaedinu g13.4. Genin 15 hafa 6ll 5 utradir med sému eda alika steerd. Sum hafa eina eda fleiri
Opyddar utradir. Innradir eru vel vardveittar hja 6llum genum vefja-kallikreina. Vefja-kallikrein skiptast i
tvo flokka, klassisk kallikrein og ny-kallikrein. KLK1, KLK2 og KLK3 tilheyra klassiska flokknum. bessi
3 vefja-kallikrein hafa mikla einsleitni sin @ milli baedi hvad varéar DNA og prétin byggingu. KLK1 og
KLK3 hafa 60% einsleitni, KLK1 og KLK2 hafa 66% einsleitni en KLK2 og KLK3 hafa 80% einsleitni
(similarity)(25). KLK3 genid er 1 af 15 ur fjdlskyldu vefja-kallikreina og tilheyrir klassiska hépnum. bPad
er stadsett @ milli KLK15 og KLK2 & litningi 19, q13.4. Pad hefur litningastadsetninguna samkvaemt
build36 i UCSC browser 56049983-56055832 og er 5850 kb ad lengd. Pad hefur 5 pyddar utradir.
Spleesibreytileikar gensins eru 5, (sja mynd 1). (provided by Ref Seq_NCBI)

YOUur Sequence from B1at search
Yoursed g
RefSeq Gene

Ll

Mynd 1. Splaesibreytileikar KLK3 gensins samkvaemt UCSC Browser, Build 36.

Prostate specific antigen (PSA) er kliniska nafnid a prétinafurd KLK3 gensins sem myndast i seytandi
pekjufrumum blédruhalskirtilsins og er framleidsla pess androgen styrd. Adaltjaning PSA er i
blédruhalskirtlinum (26). PSA kemur i veg fyrir kekkjun saedisvokvans en kemst Ut i blédvokvann
pegar leki verdur inn i umfrymisvokva blddruhalskirtilsins. Vid eexlisvoxt eykst styrkur pess i
blédvokvanum trulega vegna breytinga a edlilegum Kkirtilvef (27). Fra arinu 1987 hefur PSA styrkur i
blodi (heildar PSA) verid notadur sem greiningarpréf fyrir blédruhalskirtilskrabbamein hja kérlum. |
Bandarikjunum og sumum I6ndum Evrépu er hann notadur til skimunar fyrir krabbameininu en
annarsstadar notadur til kliniskrar greiningar og til eftirfylgni 4 medferd. A heildina liti® er PSA profid
gott til ad greina pa sem purfa ad fara i frekari rannsoknir eins og synatoku. Hins vegar er baedi neemni
préfsins og sérteekni ekki goéd sem leidir til of has hlutfalls af falskt jakvaett og falskt neikveett greindum
einstaklingum (28). Ekki hefur verid haegt ad sanna hvort PSA sé einungis visir a aexlisvoxt eda hafi
ahrif & framgang exlisins (27). Til ad PSA profid komi ad sem bestum notum vid greiningu
blédruhalskirtiiskrabbameins, eins og ad greina & milli mildari og illvigari gerda af aexlum, er mikilvaegt
aod fa betri skilning a peim pattum sem hafa ahrif a tjaningu PSA.
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1.6 Erfoabreytileikar i KLK3 geninu

1.6.1 Einskirnisbreytileiki (SNP)
Einskirnisbreytileiki (SNP) er dkvedin stadsetning i genamenginu par sem breytileika a kirnar6d er ad

finna. Einskirnisbreytileikar eru areidanleg merki sem gefa okkur mdguleika & ad dkvarda hvada
samsetning af samsaetum (coding allele) tengjast akvednum sjukdomum (29). Medalpéttleiki
einskirnisbreytileika i erfdamengi mannsins er 1 & hver 1000 kirnapdr. Einskirnisbreytileikar eru frekar
stédugar stokkbreytingar, stddugleiki peirra og hlutfallslegur fjoldi gerir pa akjésanlega i kortlagningu
erfdamengisins. Einskirnisbreytileikar sem samsvara sig vid akvedna svipgerd (phenotype) eru notadir
sem merki fyrir pa setr6d (haplotype) sem framkalla pessa svipgerd. Rannséknir med GWAS nota

einskirnisbreytileika til ad finna méguleg gen i margpaettum sjukdémum eins og krabbameinum (30).

1.6.2 KLKS3 genid og fyrri rannsoéknir.

Margar sameindaerfdafreedilegar rannsdknir hafa verid gerdar 8 KLK3 geninu og einskirnisbreytileikar
baedi i og nalaegt geninu hafa fundist sem hafa synt fram a tengsl vid styrk PSA i blédvokva, vid
styrilvirkni og aheettu fyrir blédruhalskirtiiskrabbamein (sja toflu 2). Sa einskirnisbreytileiki sem hefur
synt mestu tengsl vid ahaettu a blédruhalskirtilskrabbameini (31) og PSA styrk (32) er rs2735839 (33).
Tveir adrir einskirnisbreytileikar hafa hatt (LD),r* 20.8) vid hann, peir eru rs1058205 og rs2569735
(33). Einskirnisbreytileikinn rs2735839 er a litningi 19 og er stadsettur nedan vid (down stream) KLK3
genid (sja toflu 2). Ekki eru allar rannsoknir samhljoma vardandi breytileika i KLK3 geninu (sja toflu 2).
Astaedur pessa geta verid af ymsum toga svo sem mismunandi steerd og samsetning pydisins og

vidmidunarhopsins, Gleason stigun aexlis, aldur vid greiningu, kynpattur, fjdlskyldusaga og PSA gildi.

Tafla 2. Einkirnisbreytileikar i KLK3 geninu med filliti til stadsetningar, ahrifa og heimildir.

Einsk.br.l.x PSA Styrill BHKK* Engin ahrif Stadsetning Heimildir
rs266849 X 5' upstream KLK3 [7]

rs 1058205 X KLK3-exon5-3'UTR [7]
rs925013 X X X 5' upstream KLK3  [5] ; [9] ; [6]
rs2739448 X 5' upstream KLK3 [5]
rs266882 X X; X 5' upstream KLK3 [27] ; [5] ; [6]
rs2735839 X X 3' downstream KLK3  [34] ; [3]

xEinskirnisbreytileiki, * Blédruhalskirtilskrabbamein.
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2 Markmio

Markmid pessa verkefnis er ad skoda vefjasyni ur edlilegum vef og eexlisvef blédruhalskirtils me? tilliti
til arfgerdar og tjaningar a KLK3 geninu. Metid verdur hvort mRNA tjaning & KLK3 geninu sé
mismunandi i edlilegum vef og eexlisvef. Einnig verdur metid hvort fylgni sé a milli tjaningar KLK3
gensins og PSA styrks i blodi annars vegar og Gleason stigunar axlanna hins vegar. Arfgerdir verda
metnar med radgreiningu a utrédum KLK3 gensins i edlilegum vef og aexlisvef blédruhalskirtils og auk
pess sem reynt verdur ad meta hlutfall tjdningar af hvorum litning fyrir sig. Fylgni tjaningar KLK3
gensins i edlilegum vef og aexlisvef skodud fyrir pekkta einskirnisbreytileika sem eru & lllumina
Human370K o6rflégunni. Athugad verdur hvort munur sé a tjaningu KLK3 gensins midad vid arfgerdir
peirra einskirnisbreytileika sem finnast annars vegar i edlilegum vef og hins vegar i aexlisvef.
Fylgnigreining verdur einnig gerd a arfgerdum peirra einskirnisbreytileika sem finnast vié rs2735839
sem er sa breytileiki sem synt hefur sterkustu fylgni vid baedi PSA gildi og blédruhalskirtilskrabbamein
(sja toflu 2).
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3 Efni og adferdir

3.1 Rannsoéknarpydi

Rannséknin er hoprannsékn med 40 einstaklingum af islenskum uppruna sem greindir voru med
blédruhalskirtilskrabbamein og farid hafa i blédruhalskirtilsbrottnam. Af peim voru 24 einstaklingar med
baedi edlilegan vef (vef sem ekki taldist vera aexlisvefur) og eexlisvef ur blédruhalskirtlinum. 7
einstaklingar med eingdngu edlilegan vef og 9 einstaklingar med eingéngu aexlisvef. Synin voru oll
fryst strax vid synatoku. Allir einstaklingar rannsoknarinnar héféu skrifad undir upplyst sampykki sem
veitir leyfi fyrir rannsékninni. Rannsoknin hefur sampykki Visindasidanefndar no. 00/103 og
Persénuverndar no. 2001020228. DNA hafdi adur verid einangrad ur blodi fyrir alla pessa einstaklinga
og arfgerdargreint a lllumina Human340K orflogunni sem inniheldur pekkta einskirnisbreytileika i
erfdamengi mannsins. Pessar nidurstédur voru nyttar i rannsékninni. Einnig voru nyttar i pessari

rannsokn upplysingar sem voru til um PSA maelingar og Gleason stigun gexla fyrir pessa einstaklinga.

3.2 Heildar RNA einangrun
Pegar RNA hefur umritast fra DNA eru innradir pess splaestar Ut og kallast pad pa proskad mRNA,

pad er sidan afritad a ribosomum i prétin (34). bar sem RNA er mjdg 6stédugt voru synin fryst strax
vid synatdku og var unnid med pau frosin adur en eiginleg einangrun hofst. Vid einangrunina a heildar
RNA var notad RNeasy ® Mini Kit fra Qiagen ad pvi undanskildu ad i stad RLT buffers, sem gerir
vefinn einsleitan, var notad RNAzol® RT fra MRC (Molecular research center, INC.). RNAZol RT
hvarfefnid gefur kost a adskildri einangrun a heildar RNA, miRNA (micro RNA) og DNA, pvi parf ekki
ad gera DNAasa hreinsun & syninu eins og Qiagen RNeasy Mini Kit gerir rad fyrir. i lokin var
RNAsecure ™ Reagent fra Applied Biostystem™ baett Uti til ad vardveita stodugleika RNA. Til pess ad
virkja RNAsecure i synunum voru pau sett i 60°C i 10 min.

Heildar RNA styrkur var meeldur med Agilent RNA 600 Nano kit fra Agilent Technologies og

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

3.3 cDNA vixlIritun ar RNA
Til ad meta tjaningu @ RNA med RT-PCR eins og gert var hér parf fyrst ad breyta RNA yfir i cDNA.

pPad er gert med pvi ad nota vixlritunarhvarf (reverse transcription) (34). Vid vixIritunina var notad
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits fra Applied Biosystems® . | hvarfinu er RT Buffer, RT

Random Primers, dNTP, Multiscribe"ReverseTranscritase, H,O og RNA (sja vidauka 1).

Vixlritunarhvarfid:

Gert var 25ul hvarf i 96 holu bakka a MJR thermal cycler. Hvarfid var eftirfarandi:
25°C 10 min
37°C 120 min
85°C 5sek

4°C endalaust
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cDNAIid sem myndad var baedi ur edlilegum blddruhalskirtilsvef og aexlisvef var sidan notad til ad

meta tjaningu & KLK3 geninu og vid radgreiningu a utrédum pess.

3.4 mRNA tjaning &8 KLK3 geninu med RT-PCR
Real-time PCR (RT-PCR eda rauntima-PCR) hefur pann eiginleika ad halda utan um framvindu PCR

hvarfsins um leid og pad gerist. Gignum er safnad samtimis en ekki i lok hvarfsins. Hér er hvarfid
skilgreint i lok hvers hrings fra upphafi hvarfs en ekki eftir uppséfnum hvarfefna eftir akvedinn PCR
hringjafjélda. RT-PCR er notad til ad magngreina RNA (cDNA). Fram- og afturvisar eru notadir til ad
magna upp cDNAIid en a PCR afurdirnar binst fluorljdmadadur preifari. Ef preifarinn naer ad bindast a
afurdina gefur hann fra sér ljomun sem er lesin og pannig er styrkurinn & cDNAniu jafnédum maeldur

0g skradur (sja mynd 2).

1) Denature - probe
primer
TTTT flucrescein (Fl 16 quencher

2) Primer Annealing’ Probe hybridization
polymerase

T T 1T I&
...

1
3) Extension i_‘l_., ?
| I } 1 , [ Tees

:?' hybridizes ‘*?
1 1 I
] ]

|- —

TagMan® Probe Method

Mynd 2. *Myndin synir einn hring i RT-PCR hvarfi par sem sérhannadur visir (primer) og fluorljdmadur
preifari (probe) bindast cDNA fyrir akvedna mRNA gerd. Vid framlengingu (extension) verdur svo
losun a fluorljdmandi sameindinni; pvi fleiri sem cDNA sameindirnar eru pvi meiri losun verdur a
fldorljdmandi sameindinni.

* http://biommed.Isu.edu/images/PCR TPM.qif

Visapar var hannad i Universal Probe library fr& Roche Applied Biosystem,© 2010 F. Hoffmann-La
Roche Ltd. asamt voldum preifara, preifari no.75 (sja vidauka 6). Basarddin fyrir hénnunina a
preifaranum var valin Ur utréd 2 pannig ad hin nezedi til allra pekkira spleesibreytileika KLK3 gensins
(sja mynd 3). Universal TagMan master mix 2X fra Applied Biosystem var notad i hvarfid. TagMan™
Quantitative gene expression fra Applied Biosystem adferdin var notud. Visaparid kom i 100 pmol/ pl
pynningu og var pantad fra © 2010 Eurofins MWG Operon pad var sidan pynnt i 9 pmol/ul (sja vidauki
7). Hvarfi® var sett upp tvisvar fyrir 6ll syni.
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Mynd 3. Stadsetning preifara fyrir tjaningu a KLK3 geninu og spleesibreytileikar KLK3 gensins
samkvaemt UCSC Browser, Build 36.

GUSB busyslugen var notad sem innri vidomidun til leidaréttingar & RNA styrk KLK3 gensins og virkni
tjaningarprofsins. Oll syni voru maeld tvisvar.

Vid tjaningu @ GUSB (glucuronidase beta) var notad Pre-Developed TagMan® Assey
Reagents Human GUS(20X) fra fra Applied Biosystems™ og leidbeiningum fylgt fra framleidanda.

Universal TagMan master mix 2X fra Applied Biosystem var notad i hvarfid (sja vidauka 8).

Real-Time PCR (t6luleg rauntima fjéllidun) (Quantitative Real-Time PCR) var sidan gert a ABI Prism
7900 HT Sequence Detection System fra Applied Biosystems™ og aflestur for fram i SDS 2.2.1

(sequence detection system) Applied Biosystems™.

Gert var 10 pl Real-Time PCR hvarf i 384 holu bakka. Hydra™ 96 fra AppliedBiosystems notud til ad

skammta cDNA i bakkann.

95°C 10 min
95°C 15sek
60°C 1 min

Skref 2 - 3 endurteki® 39 sinnum

3.5 Radgreining a KLK3 cDNA
UCSC Genome Browser ( genome human March 2006 hg18 Build36 Assembly) var notadur til ad

finna vidmidunar cDNA r6dina (reference cDNA) fyrir mismunandi spleesibreytileika gensins,
NM_0016448, NM_001030047 og NM_001030050.

3.6 Honnun a DNA visum fyrir radgreiningu
Til pess ad magna upp allar utradir KLK3 genisins fyrir radgreininguna voru hannadir visar (fram og

aftur) (forward and reverse primers) sem voru sértaekir fyrir paer. Til pess var notad Primer 3 forritid
sem er hannad af Whitehead institute for biomedical research og vidmidunar cDNA radir notadar. Alls
urdu petta 6 visapor (sja vidauka 5) sem voru pontud fra © 2010 Eurofins MWG Operon. Styrkurinn
var 100 pmol/ pl og sidan pynnt i styrkinn 3,5 pmal/ul. Hver visir var 18-22 kirni ad lengd og magnar
ca. 500-800 kirna buta (sja mynd 6).
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3.7 PCR mognun a utrodum KLK3 gensins
Svo ad haegt veeri ad radgreina utradir KLK3 gensins parf fyrst ad magna paer upp med PCR-

fiolfoldun. Til pess voru visaporin 6 sem voru honnud notud. bannig fengust DNA butar fyrir allar

utradir gensins asamt spleesibreytileikum pess (sja mynd 6).

Hvarflausn:
i PCR hvarflausnina var notad Centaurus PCR Ready mix (10x Tagbuffer (NH,;),SO,), Taqg DNA
polymerase (5 U/ul), dNTPs (2 mM), betaine (5 M) og MgCl, (250 mM)), sterilt vatn, visapar (3,5 pmol/

pl) (sja vidauka 2). DNA polymerasinn og énnur hvarfefni i PCR hvarfid eru fra Fermentas Inc.

PCR hvarfid:
Gert var 10 pl endapunkts hvarf i 96 holu bakka i MJR thermal cycler. Hydra™96 fra
AppliedBiosystems notud til ad skammta cDNAI i bakkann.

94°C 2 min

94°C 30 sek

58°C 30 sek

68°C 1 min

Skref 2-4 endurtekin 39 sinnum
72°C 10 min

4°C endalaust

Til ad skoda PCR afurdina var hun keyrd 4 1,6x MetaPhor® agardsa geli sem innihélt 1ul EtBr
(ethidium bromide) a 90 V i 1xTBE buffer (Tris/Borat/EDTA) i 8 minutur & Ready to run separation
unit. Geli® var sidan skodad i Eagle eye™ Il fra Stradagene UV light (ultra violet).

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

Hreinsun a PCR afurd:
Til ad brjéta nidur afgangs visa og kirni (dNTPs) ur PCR afurdinni notudum vid Exonuclease I/Shrimp
Alkaline Phosphatase adéferdina. EXOI 10U/ul fra usb® Affymetrix, Inc.og SAP 1U/ul fra Amersham

Life science Ltd. (sja vidauka 3).

Gert var 11 pl hvarf a 384 holu bakka i MJR thermal cycler.

37°C 30 min
80°C 15 min
4°C 15 min

8°C endalaust
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Radgreining:

PCR afurdin fyrir hvert visapar var sidan notud sem mét fyrir sitthvorn visinn (fram eda aftur) ar
visaparinu til radgreiningar. Hvarflausnin sem notud var i radgreiningarhvarfid innihélt BigDye
sequencing Ready Reaction Mix ( Applied Biosystems Inc.), 5xsequencing buffer (Applied Biosystems

Inc.), 3,5 pmol/ul visar (fram eda aftur), H20 (sja vidauka 4).

Radgreiningarhvarf:
Gert var 5 pl hvarf @ 384 holu bakka i MJR thermal cycler. HydraT'\’I 96 fra AppliedBiosystems notu® til

ad skammta PCR afurdinni i bakkann.

96°C 3 min
95°C 20 sek
50°C 7 sek
60°C 4 min

Skref 2-4 endurteki® 30 sinnum

4°C endalaust

Hreinsun & PCR radgreiningarafurd:

Til ad brjéta nidur afgangs visa og kirni (ANTPs) ur PCR radgreiningarafurdinni notudum vid Agencourt
CleanSEQ systemTM fra Beckman Coulter Genomics.

Eftir hreinsun var afurdin sidan keyrd a 3730 ABI® automated sequencer og nidurstédur skodadar i

Sequencher™ Version 4.1.4 forritinu fra GeneCodeCorporation.

3.8 Utreikningar

3.8.1 Tjaningarstyrkur KLK3
GUSB busyslugen var notad sem innri vidmidun til leidréttingar 8 RNA styrk sérhaefisgensins og virkni

tjaningarprofsins. Vid pessa leidréttingu var notad CT (circle threashold) 284t

utreikningur, par sem
hringjafiolda Real-Time PCR hvarfins (Quantitative, tolulegt) er breytt i RNA magn. bréskuldur er
settur par sem tjaningarkurvan er i vexti en pad gefur ekki sama hringjafjélda fyrir 6ll synin par sem
synin innihalda mismikid magn af RNA. Par sem hvert syni var maelt tvisvar pa var mismunur maelinga
peirra reiknadur og ef hann var > 0,8 hringir pa voru nidurstédur pess synis ekki notadar. Ef syni
reyndist notheeft var tekid medaltal af nidurstédum pess og sidan gerdur CT utreikningur a peim. Med
CT atreikningum faest hlutfallslegt magn hvers synis og voru bpeir gerdir fyrir nidurstédur
busyslugensins og stjérnsyslugensins hvort um sig. Synastyrkur stjérnsyslugensins var sidan leidréttur
med synastyrk busyslugensins, [KLK3]/[GUSB] KLK3/GUSB. KLK3/GUSB mun pvi takna

tjaningarstyrk KLK3 pegar buid er ad leidrétta hann med GUSB.
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3.8.2 Tjaning a KLK3 geninu i edlilegum vef og a&xlisvef og arfgerdir
Hér var notadur likindareikningur og vali® ad nota t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances ( t-

prof tveggja jafngildra breyta). Par sem synafjoldi rannsoknarinnar var litill var notud t-tala par sem
han tekur tillit til steerdar urtaksins. T-testid gerir rad fyrir ad badir héparnir séu med sama medaltal.
Nulltilgatan er pvi ad ekki s&€ munur a medaltdlum hépanna. P gildid er skodad med 95%
oryggismorkum. Ef P gildid er > 0,05 pa sampykkjum vid nulltiigatuna og ekki er marktaekur munur a
medaltali hépanna en ef P qgildid er <0,05 pa er nullitiigatunni hafnad og vid faum marktaekan mun a
milli hépanna. bessi adferd var notud til ad athuga hvort munur veeri & tjaningu KLK3 gensins i
edlilegum vef og eexlisvef. HUn var lika notud til ad athuga hvort munur veeri & tjaningu KLK3 gensins
eftir arfgerdum peirra breytileika sem fundust i radgreiningunni annars vegar i edlilegum vef og hins

vegar i aexlisvef.

3.8.3 Tjaning a4 KLK3, PSA styrkur og Gleason stig
Linuleg adhvarfsgreining (Linear regression) er notud pegar skoda a hvort tvaer 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 neikvaed fylgni. R i 68ru veldi ( r*, R-square) segir til um pad ad hve miklu leyti breyturnar
tveer breytast i takt vid hvor adra. Ef r = 0,71 pa er r? = 0,50 sem pydir ad 50% breytileikans i annarri
breytunni er i takt vid breytileikann i hinni breytunni. Nulltiigatan gerir rad fyrir ad pad sé ekki fylgni a
milli breyta. bessi adferd var notud til ad reikna at fylgni milli tjaningar KLK3 gensins i edlilegum vef og

&exlisvefs vid PSA styrk i blddi annars vegar og vid Gleason stigun axlisins hins vegar.

3.8.4 Fylgni milli tjaningar/arfgerda og arfgerda einskirnisbreytileika
Fylgnigreining var gerd a milli tjaningar og arfgerda pekktra einskirnisbreytileika baedi fyrir edlilegan

vef og aexlisvef. Einnig a milli arfgerdar peirra breytileika sem fundust vid radgreiningu og arfgerdar
rs2735839. | fylgnigreiningunni var fyrst gerd ANOVA en hun er eins og t-Test (sja skyringu i texta
3.8.2) nema hvad hun er notud pegar breyturnar eru ordnar fleiri en tveer til pess ad minnka likurnar a
villu I. Nulltilgatan er pvi ad ekki s&€ munur a medaltali hdpanna. ANOVA reiknar ut p-gildid. Sidan er

gerd linuleg adhvarfsgreining til ad reikna ar r’, R-square, (sja skyringu i texta 3.8.3).
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4 Nidurstoour

4.1 Einangrun a heildar RNA

Einangrad var heildar RNA ur 64 bldédruhalskirtilssynum fra 40 einstaklingum, sem voru fryst strax vid
synatdku. 31 syni ur edlilegum vef og 33 syni ur aexlisvef. bar af voru 24 einstaklingar sem attu baedi

edlilegan vef og aexlisvef (sja toflu 3).

Tafla 3. Magn RNA ur edlilegum vef og aexlisvef blodruhalskirtils.

Einstaklingur OD pg/pl  Vefur Magn pg Einstaklingur OD ug/ul Vefur Magn pg
ASHAISN 0.65  Edlilegur  42.51 BFWYXRK 0.35  Axlis 22.82
BFWYXRK 0.11 Edlilegur 7.35 BZDIYON 0.23  Axlis 14.63
BVDDRIH 0.40  Edlilegur  25.87 CLOSQSX 0.64 Axlis 41.60
BYEFWYN 0.28  Edlilegur  18.40 CMFDBFH 0.13  Axlis 8.58
BZDIYON 0.44  Edlilegur  28.73 CWCMLPN 0.10 Axlis 6.57
CESNWGX 0.11 Edlilegur 7.41 CXWRWXP 0.11  Axlis 6.96
CHCCXFK 0.23  Edlilegur  15.08 CZDSTQJ 0.33 Axlis 21.26
CLOSQSX 0.08  Edlilegur 5.46 DOGVDQI 0.20 Axlis 13.00
CMFDBFH 0.18  Edlilegur  11.96 EBNLAVX 0.14  Axlis 9.17
DOGVDQI 0.37  Edlilegur  23.73 EQJLEFU 0.12  Axlis 7.80
DRGSTQS 0.15  Edlilegur  10.01 FHVTRKM 0.36  Axlis 23.34
FHVTRKM 0.12  Edlilegur 7.54 FKIEERY 0.12  Axlis 8.06
FRAGDXH 0.08  Edlilegur 4.88 FRAGDXH 0.29 Axlis 18.98
GGNAKPV 0.16  Edlilegur  10.47 GGNAKPV 0.27 Axlis 17.75
GQRSYAJ 0.08  Edlilegur 5.40 GQRSYAJ 0.06 Axlis 3.77
HHKLLZY 0.13  Edlilegur 8.19 HHKLLZY 0.69  Axlis 44.98
HMFBQEN 0.28  Edlilegur  17.88 HMFBQEN 0.30 Axlis 19.63
IMLFBYE 0.15  Edlilegur 9.75 IMLFBYE 0.18  Axlis 11.90
INEXZWP 0.09  Edlilegur 5.53 IMUONWN 0.08 Axlis 5.20
JEZYXAV 0.06  Edlilegur 4.10 INEXZWP 0.08 Axlis 5.33
JTCOFAQ 0.21 Edlilegur  13.33 JEZY XAV 0.12  Axlis 7.67
KCMPQIN 0.29  Edlilegur  18.59 JTCOFAQ 0.07 Axlis 4.68
KUVPULA 0.68  Edlilegur  44.20 KCMPQIN 0.71  Axlis 45.89
LODECMU 0.11 Edlilegur 6.83 LODECMU 0.32  Axlis 20.48
LOPPBNQ 0.07  Edlilegur 4.81 LOPPBNQ 0.12  Axlis  8.00
MNMJQCF 0.09  Edlilegur 5.92 LYCEWPU 0.13 Axlis 8.65
MUHUBKQ 0.10  Edlilegur 6.18 MNMJQCF 0.28 Axlis 18.20
MXPRNOP 0.41 Edlilegur  26.33 MUHUBKQ 0.04 Axlis 2.41
NCWSTHS 0.07  Edlilegur 4.29 MXPRNOP 0.15  Axlis 9.49
NGAFJNN 0.19  Edlilegur  12.55 NCWSTHS 0.13 Axlis 8.45
NQHBMBH 0.11 Edlilegur 7.09 NGAFJNN 0.03  Axlis 2.02
NQHBMBH 0.07 Axlis 4.62
NVUAALT 0.09 Axlis 6.05
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4.2 Tjaning
4.2.1 Tjaning a GUSB og KLK3
Haegt var ad nota tjaningarnidurstédur ur 56 synum eda 38 einstaklingum. 29 syni ur edlilegum vef og

27 syni ur aexlisvef blédruhalskirtils. Par af voru 18 einstaklingar sem attu syni baedi i edlilegum vef og

&xlisvef (sja toflu 4) (sja mynd 4 og 5).

Tafla 4. Nidurstédur Ur tjaningu GUSB og KLK3 ur edlilegum vef og aexlisvef blédruhalskirtils. Hragogn
fyrir GUSB og KLK3, sidan leidrétt KLK3/GUSB.

Einstaklingur Vefur GUSB KLK3 KLK3/GUSB Einstaklingur Vefur GUSB KLK3 KLK3/GUSB
ASHAISN Edlilegur 2.82689E-08 1.04879E-05  371.0050 BFWYXRK /Axlis 5.09588E-08 1.72707E-05  338.9153
BFWYXRK Edlilegur 4.06856E-08 1.29753E-05 318.9166 BZDIYON /xlis 4.76396E-08 8.83811E-06  185.5203
BVDDRIH Edlilegur 1.5283E-08 7.01189E-07  45.8804 CLOSQSX /Exlis 2.49889E-08 1.04984E-05 420.1211
BYEFWYN  Edlilegur 2.68542E-08 2.2056E-05  821.3216 CMFDBFH /Axlis 5.83564E-08 1.49128E-05  255.5468
BZDIYON Edlilegur 1.81691E-08 1.09359E-05  601.8971 CWCMLPN  Axlis 4.39352E-08 1.32568E-05  301.7353
CESNWGX  Edlilegur 3.24918E-09 8.18233E-07  251.8273 CXWRWXP  /Axlis 2.69883E-09
CHCCXFK Edlilegur 3.02946E-08 1.59092E-05  525.1497 CZDSTQJ /xlis 4.8666E-08 8.18877E-06  168.2648
CLOSQ@SX Edlilegur 2.60917E-08 8.33679E-06  319.5188 DOGVDQI Axlis 3.1341E-08 3.69975E-06  118.0481
CMFDBFH Edlilegur 3.19613E-08 1.0012E-05  313.2534 EBNLAVX /xlis 2.53106E-08 1.79451E-05  708.9942
DOGVDQI Edlilegur 2.13487E-08 1.74178E-06  81.5873 EQJLEFU /xlis 7.97649E-08 2.79685E-05  350.6363
DRGSTQS Edlilegur 5.4067E-08 9.92333E-06  183.5377 FHVTRKM FAxlis 2.93285E-08
FHVTRKM Edlilegur 4.40532E-08 3.1697E-05  719.5173 FKIEERY /Axlis 4.98247E-08 9.47999E-06  190.2669
FRAGDXH Edlilegur 3.27246E-08 6.88155E-06 210.2866 FRAGDXH /Exlis 4.29058E-08 1.10632E-05  257.8483
GGNAKPV Edlilegur 2.33624E-08 1.17481E-05 502.8617 GGNAKPV /xlis 6.68702E-08 2.59024E-05  387.3531
GQRSYAJ Edlilegur 4.7044E-08 4.40297E-06  93.5925 GQRSYAJ Axlis
HHKLLZY Edlilegur 4.90791E-10 HHKLLZY /Axlis 5.98096E-08 2.55806E-05 427.7008
HMFBQEN Edlilegur 2.24222E-08 HMFBQEN FAxlis 2.77233E-08 1.21115E-05 436.8705
IMLFBYE Edlilegur 2.76021E-08 7.54673E-06 273.4119 IMLFBYE /Axlis 3.30202E-08 5.23661E-06  158.5881
INEXZWP Edlilegur 1.12975E-08 2.16116E-06  191.2963 IMUONWN Axlis
JEZYXAV Edlilegur 6.15974E-08 5.51712E-05 895.6734 INEXZWP Axlis 4.51076E-08 2.27537E-05  504.4308
JTCOFAQ Edlilegur 2.2153E-08 1.56092E-05  704.6099 JEZYXAV Axlis
KCMPQIN Edlilegur 2.63988E-08 1.51381E-05  573.4399 JTCOFAQ Axlis 2.15479E-08 1.54775E-05  718.2842
KUVPULA Edlilegur 2.96504E-08 2.14934E-05 724.8944 KCMPQIN Axlis 4.87968E-08 3.03259E-05  621.4733
LODECMU Edlilegur 4.00553E-08 2.99521E-05  747.7678 LODECMU /Axlis 3.03168E-08 1.34527E-05  443.7396
LOPPBNQ Edlilegur 1.66005E-09 5.39007E-07  324.6933 LOPPBNQ /xlis 2.74495E-08 1.76947E-05  644.6291
MNMJQCF Edlilegur 3.65954E-08 3.05224E-06  83.4051 LYCEWPU /Axlis 3.59976E-08 1.82191E-05 506.1206
MUHUBKQ  Edlilegur 4.0302E-08 3.15308E-05  782.3647 MNMJQCF Axlis 4.04032E-08
MXPRNOP Edlilegur 1.80992E-08  7.496E-07 41.4162 MUHUBKQ  /Axlis 4.4448E-08 2.81181E-05 632.6055
NCWSTHS Edlilegur 2.66301E-08 1.8708E-05  702.5120 MXPRNOP /Axlis 2.50393E-08 2.00298E-06  79.9934
NGAFJNN Edlilegur 4.05468E-10 3.27128E-08  80.6791 NCWSTHS /AExlis 2.45443E-08 2.04143E-05 831.7343
NQHBMBH  Edlilegur 3.89492E-08 2.60552E-05 668.9541 NGAFJNN /Axlis 2.84785E-08 1.31452E-05 461.5831
NQHBMBH  /xlis 1.11782E-08 3.79478E-06  339.4823
NVUAALT /xlis 7.86305E-08 3.64193E-05 463.1695
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Mynd 4. Tjaningarkrava GUSB ur SDS2.2.1, rauda linan synir aflestrar préskuldinn.
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Mynd 5. Tjaningarkurva KLK3 ar SDS2.2.1, rauda linan synir aflestrar proskuldinn.

4.2.2 Tjaning a KLK3 i edlilegum vef og a&xlisvef
Hér var heegt ad nota nidurstddur fyrir 29 einstaklinga ur edlilegum vef og 27 einstaklinga ur aexlisvef.

t-Test var gert til ad athuga hvort munur veeri a tjaningu KLK3 i edlilegum vef og eexlisvef. Ekki var
marktaekur munur a tjaningu KLK3 milli vefjategunda (sja toflu 5).
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Tafla 5. t-Test tveggja jafngildra breyta. Tjaning KLK3/GUS gensins milli sexlisvefs og edlilegs vefs.

Par sem Mean er medaltal tjaningar, Observations er fjoldi syna, P gildi® er two-tail.

KLK3/GUSB AEXli Edlilegt syni
Mean 405.690943 419.1472887
Variance 39395.70364 74429.09941
Observations 27 29
Pooled Variance 57561.16811
Hypothesized Mean Difference 0
df 54
t Stat -0.209724518
P(T<=t) one-tail 0.417335971
t Critical one-tail 1.673564907
P(T<=t) two-tail 0.834671943
t Critical two-tail 2.004879275

4.2.3 Samband tjaningar KLK3 gensins vido PSA styrk og Gleason stigun
PSA styrkur i blodi fyrir einstaklinga pessara syna var fra 3,12 til 22,9 eda 12,98 ad medaltali. Linuleg

adhvarfsgreining (Linear regression) var notud til ad athuga hvort fylgni vaeri a milli tjaningar KLK3 og
PSA styrks i edlilegum vef og axlisvef. Hvorugur vefurinn var med marktaeka fylgni a milli PSA styrks
og tjaningar a KLK3 geninu (sja toflu 6).

Gleason stigun eexlanna var fra 5 til 8, en haest er heegt ad fa 10 (sja i texta 1.1). Linuleg
adhvarfsgreining (Linear regression) var notud til ad athuga hvort fylgni veeri & milli tjaningar & KLK3
og Gleason stigunar eexlisins. Ekki var markteek fylgni a tjaningu KLK3 gensins og Gleason stigunar

&xla (sja toflu 6).

Tafla 6. Fylgni tjaningar a KLK3 vid PSA i edlilegum vef og eexlisvef blédruhalskirtils. Fylgni tjaningar a
KLKS3 og Gleason stigunar i aexlisvef blodruhalskirtils.

Edlilegur vefur Axlisvefur
KLK3/GUS;PSA KLK3/GUS;PSA KLK3/GUS;Gleason
P-gildi 0.19755 0.80726 0.64011
R Square 0.06302 0.00264 0.00967
Fjoldi syna 28 25 25

4.3 Radgreining a KLK3 cDNA

Nidurstddur ur gelkeyrslunni leiddu i ljés ad o&ll visapdrin 6 voru i lagi. Radgreindir voru 38
einstaklingar, par af voru 18 sem attu syni baedi ur edlilegum vef og eexlisvef. 11 einstaklingar attu syni
einungis ur edlilegum vef og 9 einstaklingar attu syni einungis ur eexlisvef.
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Radgreindar voru allar 5 utradir KLK3 gensins (sja mynd 6).

ataiog of Fubiished Genome-iiide ASSOCiation Studies
RefSeq Genes

———
A —
y
e

|

— |

Mynd 6. 5 pcr afurdir peirra visapara sem hénnud voru og paer utradir KLK3 gensins sem radgreindar
voru einnig vidmidunar utradir splaesibreytileika pess. Fengid ur UCSC Browser, Build 36.

Alls fundust 11 einskirnisbreytileikar par sem einstaklingarnir i pessari rannsékn voru arfblendnir og
voru peir allir pekktir (sja tafla 7) (Sja mynd 7). Ekki var munur & arfgerdum einstaklinga milli edlilegs
vefs og aexlisvefs. beir einskirnisbreytileikar sem skoérudust a milli splaesibreytileika KLK3 gensins voru
med sOmu arfgerd fyrir alla einstaklinga. Fyrir spleesibreytileika NM_001030047 var 1
einskirnisbreytileiki sértaekur og fyrir splaesibreytileika NM_001030050 var 1 einskirnisbreytileiki

sértekur (sja tafla 7).

—
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Mynd 7. Stadsetning peirra 11 einskirnisbreytileika sem fundust vié radgreiningu a utrédum KLK3 og
vidmidunarutradir pess. Fengidé ur UCSC Browser, Build 36.

Tafla 7. beir einskirnisbreytileikar sem fundust i KLK3 geninu.

Einsk.br.l. Arfgerd Stadsetning* Utr6o
rs11573 CIT 56051309 2
rs1135766  A/G 56051315 2
rs7252245  A/G 56051378 2

rs174776 T/C 56051664 2 6pydd NM_ 001030050

rs61752561 A/G 56053194 3
rs2003783 C/A 56053284 3
rs17632542 T/C 56053560 4
rs45588133 A/G 56054767 5 NM_001030047
rs 1058205 CIT 56055210 5 6pydd
rs1058274 AIG 56055260 5 6pydd
rs6998 AIG 56055473 5 6pydd

*Upplysingar fengnar ur UCSC browser, Build 36.
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4.3.1 Fylgni tjaningar a KLK3 geninu og einskirnisbreytileika a Illumina
Human370K orflogu

Hér var heegt ad nota nidurstddur fyrir 29 einstaklinga ur edlilegum vef og 27 einstaklinga Ur aexlisvef.
Notad var fylgnigreiningar prof (User association test) til pess ad athuga hvort fylgni vaeri milli tjaningar
a KLK3 geninu og arfgerda peirra einskirnisbreytileika sem eru a lllumina Human370K o6rflogunni a
KLK3 svaedinu, annars vegar i edlilegum vef og hinsvegar i axlisvef. begar buid var ad leidrétta fyrir
fidlda profa gafu nidurstédurnar enga marktaeka fylgni milli tjaningar a KLK3 geninu og arfgerda
pessara einskirnisbreytileika.

4.3.2 Tjaning og arfgero
Hér var heegt ad nota nidurstddur fyrir 29 einstaklinga ur edlilegum vef og 27 einstaklinga ur aexlisvef.

Tveir hépar voru myndadir ur arfgerdunum i hépi 1 voru peir sem voru arfhreinir fyrir sjaldgaefari
samsaetunni og peir sem voru arfblendnir en i hépi 2 voru peir sem voru arfhreinir fyrir algengari
samsaetunni. t-Test var notad til ad athuga hvort munur veeri & tjaningu KLK3 gensins annars vegar i
edlilegum vef og hins vegar i eexlisvef og arfgerda peirra breytileika sem fundust . Ekki var marktaekur
munur a tjaningu KLK3 gensins hvorki i edlilegum vef (sja toflu 8 ) eda aexlisvef (sja toflu 9) eftir

arfgerdéum peirra breytileika sem fundust.

Tafla 8. t-Test nidurstddur. Munur a tjaningu KLK3 gensins eftir arfgerdum einskirnisbreytileikanna i
edlilegum vef.

KLK3/GUSB
Edlilegur vefur
Einsb.br.l. P-gildi Fjoldi hopur 1 Fjoldi hépur 2  Medaltal hépur 1 Medaltal hépur 2
rs11573 0.5079 13 14 432.6037 380.7006
rs1135766  0.5079 13 14 432.6037 380.7006
rs174776 0.0936 7 19 306.8043 453.4610
rs17632576 0.5219 4 23 345.5220 416.1551
rs1058205  0.1372 9 18 324.8240 446.1244
rs1058274  0.4953 16 11 427.8316 373.4863
rs6998 0.9187 12 14 409.5711 417.7525
rs7252245  0.7068 1 25 338.9153 416.9789
rs61752561 0.7157 1 28 318.9166 422.7270
rs2003783  0.3683 2 25 529.8152 395.7610
rs45588133 0.3585 2 23 529.8152 398.6697
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Tafla 9. t-Test nidurstédur. Munur a tjaningu KLK3 gensins eftir arfgerdum einskirnisbreytileikanna i
xlisvef.

KLK3/GUSB

AEXlisvefur
Einsb.br.l. P-gildi Fjoldi hopur 1 Fjoldi hopur 2  Medaltal hopur 1 Medaltal hopur 2
rs11573 0.8942 17 11 421.1234 406.45674
rs1135766  0.8942 17 11 421.1234 406.45674
rs174776 0.2803 5 24 297.3320 444.52548
rs17632576 0.5926 4 25 488.6186 408.03188
rs1058205  0.1571 9 20 311.3582 467.65237
rs1058274  0.4216 17 12 384.2005 468.65521
rs6998 0.4898 18 11 391.1633 464.93920
rs7252245  0.7157 1 28 318.9166 422.72696
rs61752561 0.7157 1 28 318.9166 422.72696
rs2003783  0.5452 1 27 573.4399 402.10878
rs45588133 0.2570 1 26 724.8944 396.28193

4.3.3 Fylgnigreining milli breytileika sem fundust vid radgreiningu og
rs2735839

i fylgnigreiningunni var haegt ad nota arfgerdir fyrir 38 einstaklinga par sem ekki purfti ad gera
greinarmun a pvi hvort arfgerdargreiningin kaemi ur edlilegum vef eda axlisvef.

Fylgnigreiningarprof var notad til ad meta fylgni a arfgerd peirra einskirnisbreytileika sem fundust vid
radgreininguna og arfgerdir rs2735839. Rs1058205 syndi sterkustu tengslin med p-gildid 2.85E-15,
rs17632542 var med p-gildid 1.68E-05 og rs174776 med p-qildid 4.61E-05 (sja t6flu 7 og 10).

Tafla 10. Fylgnigreining a einsbasabreytileikum sem fundust i KLK3 geninu vid rs2735839. Arfgerdin
(hér A/G) lysir samseaetum rs2735839 par sem 1 = A kirni og 3 = G kirni. Einnig er syndur fjoldi hverrar

arfgerdar.

Einsk.br.l. Pbekktur Samszta arfhreinn 1 arfblendinn 1/3 arfhreinn 3 p gildi RA2
rs1058205 RS2735839 1 26 12 0 2.85E-15  0.827
rs1058205 RS2735839 3 0 12 26 2.85E-15  0.827
rs17632542 RS2735839 1 26 12 0 1.68E-05  0.406
rs17632542 RS2735839 3 0 12 26 1.68E-05  0.406
rs174776  RS2735839 1 25 12 0 4.61E-05  0.382
rs174776  RS2735839 3 0 12 25 4.61E-05  0.382
rs1058274 RS2735839 1 26 12 0 0.108 0.0701
rs1058274 RS2735839 3 0 12 26 0.108 0.0701
rs7252245 RS2735839 1 25 12 0 0.152 0.0579
rs7252245 RS2735839 3 0 12 25 0.152 0.0579
rs6998 RS2735839 1 25 12 0 0.19 0.0486
rs6998 RS2735839 3 0 12 25 0.19 0.0486
rs45588133 RS2735839 1 23 12 0 0.202 0.0489
rs45588133 RS2735839 3 0 12 23 0.202 0.0489
rs2003783 RS2735839 1 25 12 0 0.327 0.0274
rs2003783 RS2735839 3 0 12 25 0.327 0.0274
rs61752561 RS2735839 1 26 12 0 0.577 0.00873
rs61752561 RS2735839 3 0 12 26 0.577 0.00873
rs11573 RS2735839 1 25 12 0 0.746 0.00303
rs11573 RS2735839 3 0 12 25 0.746 0.00303
rs1135766 RS2735839 3 0 12 25 0.746 0.00303
rs1135766 RS2735839 1 25 12 0 0.746 0.00303
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5 Umraeda

Eins og fram hefur komi® adur er adaltjaning & KLK3 geninu i blédruhalskirtli. i nidurstédum pessarar
rannsoknar a tjaningu KLK3 gensins i edlilegum vef og aexlisvef ur blédruhalskirtli kemur i l[j6s ad ekki
er markteekur munur a tjaningu gensins milli pessara vefjategunda. Ekki fengust markteekar
nidurstodur a fylgni milli PSA styrks i blédi og tjaningar KLK3 gensins hvorki i edliliegum vef eda
xlisvef. Gleason stigun aexla gaf ekki markteeka fylgni vid tjaningu gensins hvorki i edlilegum vef eda
exlisvef. begar skodud var fylgni tjaningar gensins, annars vegar ur edlilegum vef og hinsvegar ur
exlisvef, vid arfgerdir pekktra breytileika, Illumina Human340K o&rflagan, & sveedinu fékkst engin
marktaek fylgni. Vid radgreiningu a utrédum KLK3 gensins fundust 11 einskirnisbreytileikar sem pekktir
voru fyrir og hoféu arfblendni innan pessara einstaklinga. Ekki fékkst marktaekur munur a tjaningu
KLK3 gensins hvorki i edlilegum vef né aexlisvef og arfgerda pessara 11 einskirnisbreytileika. Arfgerdir
pessara einskirnisbreytileika voru sidan notadar til ad gera fylgnigreiningu a peim vid rs2735839 sem
er sa einskirnisbreytileiki sem hefur synt mestu tengsl vid ahaettu a blédruhalskirtiiskrabbameini og
PSA styrk i blodi. Nidurstodur ur fylgnigreiningunni gafu 3 einskirnisbreytileika sem héfdu markteeka
fylgni vid rs2735839 (sja toflu 8), rs1058205, rs17632542 og rs174776 (sja toflu 10).

Ahugavert er ad ekki skuli vera marktaekur munur & tjianingu KLK3 gensins i edlilegum vef og
&xlisvef og ad ekki skyldi finnast fylgni milli PSA styrks i blédi vid tjaningu @ KLK3 geninu hvorki i
edlilegum vef né aexlisvef. bad bendir til pess ad aukinn styrkur PSA i blodi sé ekki vegna aukinnar
tjaningar & KLK3 geninu i blédruhalskirtilsaexlisvef. Hinsvegar var mjog mikill breytileiki a milli tjianingar
i synunum 6had vefjagerd og pyrfti pvi ad endurtaka pessa rannsékn med auknum synafjolda til ad fa
meira afgerandi nidurstodur. Ekki er likleg skyring ad edlilegi vefurinn hafi verid ordinn mengadur af
krabbameinsfrumum par sem hann var skodadur og metinn af meinafraedingi fyrir RNA einangrun. bar
sem honnun preifara fyrir RT-PCR tjaningarhvarfid var gert pannig ad pad naedi til allra
spleesibreytileika KLK3 gensins var ekki haegt ad meta tjaningu mismunandi spleesibreytileika pess.
Pad veeri pvi naesta skref ad hanna preifara sem veeru sértaekir fyrir hvern splaesibreytileika og skoda
tjaninguna ut fra pvi. Hugsanlegt er ad munur fengist pa a tjaningu i edlilegum vef og eexlisvef
blédruhalskirtilsins. Par sem allir einstaklingar rannsoknarinnar voru med krabbamein ba getur
hugsanleg medferd verid farin ad hafa ahrif a tjaningu gensins baedi i edlilegum vef og eexlisvef og haft
pannig ahrif & nidurstédur. Einnig geeti pad haft ahrif & nidurstédur ad ekki er nakveemlega vitad
hvenaer PSA meelingin var gerd.

Pad ad Gleasonstigun eexla skyldi ekki syna marktaeka fylgni vid tjdningu KLK3 gensins i
&xlisvef bendir til pess ad tjaningin hafi ekki bein ahrif & framgang krabbameinsins.

Athugun & mun milli arfgerdar og tjaningar KLK3 gensins, annars vegar i edlilegum vef og hins
vegar i @aexlisvef, gaf ekki markteekan mun fyrir pa 11 einskirnisbreytileika sem fundust i
radgreiningunni. Ekki var heldur fylgni & milli arfgerdar peirra pekktu breytileika a KLK3 svaedinu sem
voru & lllumina Human370K &rfldgunni og tjaningar hvorki i edlilegum vef né zexlisvef. Ymsar astaedur
geta hafa haft ahrif a pessa nidurstddu. Synafjdldinn gaeti hafa haft ahrif & marktaeknina par sem
sjaldgaefari arfgerdirnar tapa veegi sinu. T-Testid sem notad var gerir rad fyrir sama vaegi innan
samanburdarhépanna en arfgerdunum var skipt i tvo hépa. Ojafnveegi geeti hafa ordid a milli
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samanburdarhdpanna par sem synafjdldinn er mjog litill. Nidurstadan geeti ordid énnur med pvi ad
nota tjaningu fyrir mismunandi splaesibreytileika gensins en hér var notud tjaning sem nadi til allra
splaesibreytileika pess i einu. bar sem synin koma 06ll fra einstaklingum sem voru med krabbamein
gaeti hugsanleg medferd verid farin ad hafa ahrif 4 tjaningu gensins. Ut fra pessum nidurstédum er
margt sem bendir til pess ad tjaning a KLK3 geninu hafi i rauninni ekki bein ahrif a PSA styrk i blodi
eda hafi bein ahrif a frampréun blédruhalskirtiiskrabbamein. Aukinn styrkur PSA i blédi hefur verid
tengdur vid aukinn aexlisvoxt og er hugsanleg skyring a pessari haekkun su ad vid aexlisvoxt verda
breytingar i vefnum sem valda pvi ad PSA a audveldara med ad leka inn i umfrymisvokva
blédruhalskirtilsins og ut i blédvdkvann.

Sa einskirnisbreytileiki sem hafdi mestu marktaeka fylgni vid rs2735839 var rs1058205 i utr6d
5 (6pydd) med p-gildid 2.85E-15 (sja téflu 10) en hann hefur i fyrri rannsékn synt fylgni vid styrk PSA i
blédi (sja toflu 2). Einskirnisbreytileikinn rs17632542 i utr6d 4, med p-gildid 1.68E-05 (sja toflu 10) og
einskirnisbreytileikinn rs174776, i spleesibreytileika NM_001030050, i utr6d 2 med p-gildi 4.61E-05
(sja toflu 10). bar sem steerd pydisins i pessari rannsokn var mjog litid og pvi erfitt ad meta marktaekni
pess parf ad skoda pessa breytileika i steerra pydi og kanna hvort pessar nidurstédur stadfestast par.
Sérstaklega veeri dhugavert ad skoda rs17632542 par sem hann veldur amindsyrubreytingu,
Isoleucine verdur Threonine. Mikilveegt er ad skoda hann me9 tilliti til pess hvort hann utskyri fylgni
blédruhalskirtiiskrabbameins vid KLK3 genid.

bPegar radgreiningargdégn voru skodud med tilliti til mismunandi tjaningar a cDNA pradum
einstaklinganna kom i ljdés munur a tjaningu. Munurinn reyndist ekki mikill eftir cDNA pradum og pvi
var erfitt ad meta hvort hann tengdist akvednum arfgerdum frekar en 68rum. Naudsynlegt er pvi ad
skoda pennan mun i steerra pydi og eins med pvi ad nota Haplotype specific assay (sértaekt samsaetu

prof) sem greinir muninn & tjdningunni betur.
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6 Alyktanir

Pad sem héir pessari rannsdkn einna helst er hve litill synafiéldinn er og pvi pyrfti ad fylgja
rannsoknarnidurstédum eftir med pvi ad auka hann. Nidurstdédur a tjaningu benda til pess ad tjaning a
KLK3 geninu hafi ekki bein ahrif a styrk PSA i blédi eda a framgang krabbameinsins en fyrri
rannsoknir benda til annars. Pessum nidurstédum parf ad fylgja eftr med pvi ad hanna
tjaningarpreifara sem eru sértaekir fyrir splaesibreytileika gensins og skoda hvort munur a tjaningu komi
pa fram. Rannsaka parf betur pa einskirnisbreytileika sem syndu fylgni vid rs2735839, sérstaklega
rs17632542 par sem breyting verdur a amindsyru og skoda hvada fylgni arfgerdir peirra hafa vid
tjdningu fyrir mismunandi spleesibreytileika KLK3 gensins. bar sem PSA er protinafurd KLK3 gensins
og er notad til pess ad skima fyrir og meta framgang blodruhalskirtiiskrabbameins er mjég mikilveegt
ad skilja tengsl tjaningar KLK3 gensins og mismunandi splaesibreytileika pess & PSA styrk. Ad skilja
ahrif arfgerdar a tjaningu KLK3 gensins og PSA styrk i blodi geeti aukid moguleikann a pvi ad greina a
milli peirra sem hafa mildari tegund zexla fra peim sem hafa illvigari tegund aexla og haga medferd

samkveemt pvi.
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Fylgiskjol
Vidauki 1:

cDNA vixlritun.

Hvarflausn fyrir 50 pl hvarf:

10 x RT Buffer

10 x RT Random Primers

25 x dNTP Mix (100 mM)
Multiscribe™Reverse Transcriptase, 50 U/ul
RNA, heildarstyrkur 0,5 ug

H.O

Vidauki 2:

PCR afuré.

PCR hvarflausn fyrir 10 pl hvarf:
Centaurus pcr ready mix 4,0 yl
visapar 3,5 pmol/ul 2,0 pl
cDNA 1,0 pl
H,O 3,0 ul

Vidauki 3:

Hreinsun & PCR afurd.

Hvarflausn fyrir 10 yl af PCR afurd:
PCA afurd 10 pl

EXOI 10U/ul 0.1 4l

SAP 1U/ul 1l

Vidauki 4:

PCR radgreiningarafurd.
5 yl hvarflausn:

Big Dye 1,0 yl
5 x Sequencing buffer 0,5 pl
Primer (fram eda aftur) 0,5 pl
PCR radgreiningarafurd 1,0 ul
H.O 2,0 ul

5,0 ul
5,0 yl
2,0 ul
2,5 ul
X ul
X pl, fylit upp i 50 pl
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Vidauki 5:

Visapdr fyrir radgreingu.

Par 2 er fyrir NM_001030050 & utréd 2

Par 4 er fyrir NM_001030047 a utréd 5

Par 1 KLK3e1.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT
KLK3e4.R CACACAGCATGAACTTGGTCAC

Par1b  KLK3e1l.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT
KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT

Par 2 KLK3e1.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT
KLK3e2var.R AGTCACACGGAGAGACACAACC

Par 3 KLK3e4.F CCAAAGAAACTTCAGTGTGTGGA
KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT

Par 4 KLK3ebSvar.F AGCCCTGCCGATGGTCCT
KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT

Par5 KLK3e5.F ACTTGGAACCTTGGAAATGACC
KLK3eb5endi.R AGGGTTGTCTGGAGGACTTCAA

Vidauki 6:
Tjaning.
Visapar sem preifari no.75 fylgir

KLK3bpr75.F
cctcatcctgtctcggattg
KLK3bpr75.R
agaggccacaagcacctg

Vidauki 7:

Tjaning a KLK3.

10 ul hvarflausn:

cDNA, 1 i

vinstri visir 9 pmol/ul 1 yl

haegri visir 9 pmoél/ul 1 pl
preifarino.75 0,1 pl

Tagman Universal master mix* 5,0 pl
H,O 1,94l

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

Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:

Forward:
Reverse:

Exon 1
Exon 4

Exon 1
Exon 5

Exon 1
Exon 2

Exon 4
Exon 5

Exon 5
Exon 5

Exon 5
Exon 5 endi
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Vidauki 8:
Tjaning & GUSB.
10 pl hvarflausn:

Visir og preifarix 0,5 ul
Tagman Universal master mix* 5,0 pl
HO 3,5yl

cDNA, 1,0 ul

xGUSB PN: 4326320E
*TagMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems Part No. 4326614
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