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Ágrip 
Blöðruhálskirtilskrabbamein er annað algengasta krabbamein sem hrjáir karlmenn í heiminum í dag. 

Einn af hverjum 6 karlmönnum í heiminum mun greinast með blöðruhálskirtilskrabbamein yfir ævina 

og 1 af 33 mun deyja úr sjúkdómnum. Blöðruhálskirtilskrabbamein er það krabbamein sem hefur sýnt 

mestu tengsl við erfðafræðilega áhættuþætti. PSA mælingar í blóði eru notaðar til skimunar og 

eftirfylgni á meðferð blöðruhálskirtilskrabbameins en þær þykja ekki nægilega næmar eða sértækar. 

Það er því mikilvægt að skilja til fullnustu þá erfðabreytileika sem hafa áhrif á áhættu 

blöðruhálskirtilskrabbameins svo að hægt sé að auka næmi og sértækni skimunarinnar. PSA er 

prótínafurð KLK3 gensins. Sá einskirnisbreytileiki sem sýnt hefur mestu tengsl við áhættu á 

blöðruhálskirtilskrabbameini og PSA styrk er rs2735839 á litningi 19q13.4, neðan við KLK3 genið. 

Þessi rannsókn er hóprannsókn með 40 einstaklingum af íslenskum uppruna sem greindir voru með 

blöðruhálskirtilskrabbamein og farið hafa í blöðruhálskirtilsbrottnám. Markmið þessarar rannsóknar var 

að skoða eðlilegan vef og æxlisvef úr blöðruhálskirtli þessara einstaklinga með tilliti til tjáningar og 

arfgerðar á KLK3 geningu. RNA var einangrað úr eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtilsins og 

síðan notað í cDNA víxlritun. Skoðuð var tjáning KLK3 gensins og útraðir þess raðgreindar. Ekki 

fannst munur á tjáningu gensins í eðlilegum vef og æxlisvef né munur á tjáningu þess eftir arfgerðum 

þeirra breytileika sem fundust við raðgreiningu á útröðum gensins. Ekki var marktæk fylgni milli 

arfgerða þekktra breytileika á svæðinu og tjáningar gensins. Ekki fannst fylgni á tjáningu gensins í 

eðlilegum vef og æxlisvef við PSA styrk í blóði né á tjáningu gensins og Gleason stigunar æxlisins. 

Þrír af 11 þeirra einkirnisbreytileika sem fundust við raðgreiningu á útröðum gensins gáfu marktæka 

fylgni við einskirnisbreytileikann rs2735839. Sá einskirnisbreytileiki sem hafði mesta marktæka fylgni 

við rs2735839 var rs1058205, í útröð 5 (óþýdd) með p-gildið 2.85E-15, en hann hefur sýnt fylgni við 

styrk PSA í blóði í fyrri rannsóknum. Einnig sýndu marktæka fylgni einsbasabreytileikinn rs17632542, í 

útröð 4 með p-gildið 1.68E-05, og einsbasa-breytileikinn rs174776,  í útröð 2 með p-gildið 4.61E-05. 

Einsbasabreytileiki rs17632542 er sérstaklega áhugaverður þar sem hann veldur amínósýrubreytingu, 

Isoleucine verður Threonine. Mikilvægt er að skoða hann með tilliti til þess hvort hann útskýri fylgni 

KLK3 gensins við blöðruhálskirtilkrabbamein. 
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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 

19q 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 í blöðruhálskirtli, klínísk nálgun 
Blöðruhálskirtillinn er hluti af æxlunarfærum karla. Hann er á stærð við valhnetu og er fyrir neðan 

þvagblöðru karlmanna þar sem hann umlykur blöðruháls og efri hluta þvagrásarinnar. Kirtillinn greinist 

í tvö hliðarblöð, það hægra og það vinstra. Hvort hliðarblað skiptist í þrjú svæði, eitt ytra og tvö innri en 

þau innri eru stærst og mynda um 70% kirtilsins. Það er í þessum ytri svæðum sem krabbameinin 

myndast en góðkynja stækkun (BPH, benign prostate hyperplasia) á sér stað í þeim innri. Kirtillinn er 

umlukinn bandvefshýði. Þvagrásin liggur í gegnum miðjan kirtilinn og því veldur vöxtur í kirtlinum oft 

þvagrásartruflunum. Á barnsaldri er kirtillinn lítill en fer svo að vaxa við kynþroska þar sem 

karlkynshormónið testósterón stjórnar vexti hans og virkni. Eftir miðjan aldur vex kirtillinn jafnt og þétt 

og getur þannig þrengt að þvagrásinni og valdið erfiðleikum við þvaglát. Í kirtlinum myndast 

þunnfljótandi vökvi, sæðisvökvi. Í honum er prótín sem er mótefnisvaki og kallast PSA (protstate 

specific antigen). Þetta prótín gerir sæðisfrumurnar hreyfanlegri og hæfari til þess að frjóvga eggið 

þegar sæðisvökvinn blandast sáðfrumunum við sáðfall (1, 2).  

Á meðan testósterón framleiðsla er í gangi heldur blöðruhálskirtillinn áfram að vaxa jafnt og 

þétt alla ævi karlmannsins. Vöxturinn getur hins vegar verið bæði góðkynja (benign prostate 

hyperplasia, BPH) eða illkynja (blöðruhálskirtilskrabbamein, PC). Krabbamein verður til þegar frumur, 

yfirleitt yst í kirtlinum, byrja að fjölga sér stjórnlaust og er oftast hægfara. Það geta því oft liðið mörg ár 

þar til krabbameinið greinist. Einnig veldur staðsetning þess í kirtlinum (ytri hluti hliðarblaðs) því að 

einkenni þvagrásarþrengingar eru seinna að koma fram en til að mynda ef um góðkynja vöxt (innri 

hluti hliðarblaðs) væri að ræða. Aðeins lítill hluti blöðruhálskirtilskrabbameins er hraðvaxta en erfitt 

hefur reynst að greina á milli hæg- eða hraðvaxta æxla. Einkenni blöðruhálskirtilskrabbameins eru 

oftast engin þar til æxlið er orðið það stórt að það hefur dreift sér út fyrir kirtilvefinn og líkjast þau þá 

þeim einkennum sem eru við góðkynja blöðruhálskirtilsstækkun (BPH) sem er mun algengari 

meinsemd. Einkennin líkjast líka þeim sem verða við breytingar í þvagblöðru eða þvagrás (LUTs). 

Aðaleinkennin eru tíð þvaglát oft að nóttu til, erfiðleikar við að byrja og enda þvaglát, kraftlítil 

þvagbuna, erfiðleikar við að tæma þvaðblöðru, sársauki eða brunatilfinning við þvaglát og blóð í þvagi. 

Fyrstu einkenni blöðruhálskirtilskrabbameins geta komið út frá meinvörpum krabbameinsins eins og í 

beinagrind t.d. hryggsúlu. Þreyta, þyngdartap og lystarleysi geta líka verið vísbendingar um 

blöðruhálskirtilskrabbamein (1, 2). Ef einstaklingur hefur einhver af áður töldum einkennum fer nánari 

skoðun fram. Í upphafi er oftast gerð PSA (prostate specific antigen) mæling í blóði einstaklingsins en 

aukning á því getur verið vísbending um æxlismyndun í blöðruhálskirtli. Undir eðlilegum 

kringumstæðum er PSA mælanlegt í litlu magni í blóði bæði í bundnu og óbundnu formi en styrkur 

þess eykst með aldrinum samfara stækkun kirtilsins. Við góðkynja stækkun á kirtlinum verður oft væg 

hækkun á PSA gildinu. Einnig getur sýking eða bólga í kirtlinum valdið hækkun en við illkynja 

æxlisvöxt verður hækkunin oft veruleg. Ef um hækkað PSA gildi er að ræða er greiningunni fylgt eftir 

með fingurþreifingu á kirtlinum í gegnum endaþarm. Kirtillinn er oft harður og ójafn ef um æxlismyndun 

er að ræða en þreifing greinir ekki alltaf æxlisvöxt þó hann sé til staðar. Ef PSA gildi eða þreifing 
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benda til krabbameins í kirtlinum er gerð ómskoðun í gengum endaþarm og sýni tekið úr kirtlinum. 

Síðan er gerð meinafræðileg greining á sýninu en blöðruhálskirtilskrabbamein er oftast 

kirtilfrumukrabbamein og eru frumur þess misþroskaðar. Því er notast við sérstakan kvarða til að meta 

þroskunargráðu æxlisins, kvarða Gleason kerfisins. Framgangur sjúkdómsins og batahorfur sjúklings 

eru metnar með því að meta útlit krabbameinsfrumanna í æxlinu, innbyrðis vöxt þeirra og hegðun, 

einnig gagnvart heilbrigðum frumum æxlisins með aðstoð Gleason kerfisins. Gleason kerfið inniheldur 

þrjá meginflokka og er kvarði (stigun) þess frá 2-10. Einkunnin 2 spáir fyrir um bestu batahorfur en 10 

þær verstu. Ef einkunnin er ≤ 7 þá eru líkurnar á lækningu góðar, = 7 þá eru líkurnar miðlungs góðar 

og ≥ 7 þá eru líkurnar á lækningu verri (1, 2). 

Gleason stigun: 

 Ekki hægt að meta þroskunargráðu 

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

 G2: miðlungs þroskaðar (moderate anaplasia) (Gleason 5-6) 

 G3-4: illa þroskaðar eða óþroskaðar (marked anaplasia) (Gleason 7-10) 

(3) 

Krabbamein í blöðruhálskirtli eru yfirleitt hægvaxta og hafa þá ekki tilhneigingu til að dreifa sér 

en þau sem vaxa hraðar hafa meiri tilhneigingu til að dreifa sér til eitla og annarra líffæra svo sem 

beina (2). Til að meta útbreiðslu æxlisins (meinvörp) fyrir utan blöðruhálskirtilinn er notast við TNM 

kerfið.  

TNM kerfið: 

T= upphafsæxli  

N= svæðisbundnir eitlar 

M= meinvörp 

(3) 

Krabbamein í blöðruhálskirtli er algengasta krabbamein hjá íslenskum körlum en það er fyrst 

og fremst sjúkdómur eldri karla þar sem meðalaldur við greiningu á Íslandi er 71 ár (1, 2). 

Blöðruhálskirtilskrabbamein sem greinist í ungum mönnum er líklegra til að vera hraðvaxta og því 

illviðráðanlegra en hjá þeim eldri.  

Við meðhöndlun á blöðruhálskirtilskrabbameini kemur margt til greina. Þar þarf að hafa í huga 

aldur og heilsufar sjúklingsins. Þar sem þetta er einkum sjúkdómur eldri karla og hefur tilhneigingu til 

að vera hægfara þá er oft ákveðið að veita enga meðferð heldur bíða átekta. Ef æxlið hefur ekki dreift 

sér út fyrir kirtilinn þá er hægt að nema hann allan á brott með skurðaðgerð eða beita staðbundinni 

geislameðferð á æxlið. Þetta getur hins vegar valdið getuleysi, þvagleka og óþægindum í endaþarmi 

(1, 2, 4). Ef krabbameinið hefur hins vegar dreift sér út fyrir kirtilinn er öðrum aðferðum beitt þar sem 

ekki er hægt að fjarlægja meinið með skurðaðgerð. Beitt er aðferðum sem ganga út á að minnka 

framleiðslu karlkynshormóna (testósterón (andrógen) hormónum) en þau geta valdið auknum vexti 

æxlisins. Einnig eru notuð krabbameinslyf eða geislameðferð til að minnka æxlisvöxt og lina verki út 

frá meinvörpum (1).  
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Á Íslandi eru horfur þeirra sem greinast með blöðruhálskirtilskrabbamein góðar en það fer þó 

eftir því hvort krabbameinið er staðbundið við kirtilinn eða hefur dreift sér í önnur líffæri eins og bein. 

Fyrir þá sem hafa staðbundið krabbamein við kirtilinn eru lifunarlíkurnar góðar eða um 90%. En 

lifunarlíkurnar eru minni hjá þeim þar sem æxlið hefur náð að dreifa sér í önnur líffæri. Þó geta menn 

oft lifað með sjúkdóminn lengi (2). 

Þrátt fyrir þetta er blöðruhálskirtilskrabbamein annað algengasta krabbameinið á Íslandi sem 

veldur dauða hjá karlmönnum en lungnakrabbamein verður fleirum að aldurtila (2). Þar sem þessi 

sjúkdómur hrjáir helst eldri karla deyja margir af öðrum orsökum og án þess að verða fyrir teljanlegum 

skaða af hans völdum. Einnig kemur fram í krufningarannsóknum að margfalt fleiri hafa sjúkdóminn án 

þess að hann hafi nokkurn tíma gert vart við sig. Því þarf að hafa í huga þegar meðferð er ákveðin 

hvort hún komi til með að auka lífslíkur og/eða lífsgæði sjúklingsins (4).  

Aukning á nýgengi blöðruhálskirtilskrabbameins á undanförnum árum má meðal annars rekja 

til almennari notkunar á PSA mælingum. Þannig er hægt að greina fjölda æxla á byrjunarstigi sem 

óvíst er hvernig hefðu þróast annars og hvort greining hefði verið þörf eða ekki (2). 

1.2 Faraldsfræði 
Einn af hverjum sex karlmönnum í heiminum mun greinast með blöðruhálskirtilskrabbamein yfir ævina 

og einn af þrjátíu og þremur mun deyja úr sjúkdómnum. Líkurnar á því að karlmaður greinist með 

blöðruhálskirtilskrabbamein á ævinni eru 30% meiri en að kona greinist með brjóstakrabbamein (23).  

Nýgengi blöðruhálskirtilskrabbameins er mjög breytilegt í heiminum eftir kynþáttum, þjóðum og 

löndum en það fer víða hækkandi og árið 2050 er áætlað að nýir sjúklingar verði 1,2 milljónir í öllum 

heiminum. Þar sem blöðruhálskirtilskrabbamein er talið tengjast lífsstíl mun fjölgunin trúlega verða 

mest í þróunarlöndunum samfara bættum lífskjörum (2). Lægst er tíðnin í Asíu en hæst í 

Bandaríkjunum og Skandinavíu. Tíðnin er þó sérstaklega há meðal Bandaríkjamanna af afrískum 

uppruna og í Afríkulöndunum Úganda og Nígeríu en í Nígeríu er það algengasta krabbameinið í 

körlum (6-9). Árið 2004 var aldursstöðluð tíðni blöðruhálskirtilskrabbameins í Bandaríkjunum meðal 

þeirra sem voru af afrískum uppruna 165.8 tilfelli/100 þús. íbúa en aldursstöðluð tíðnin hjá 

Bandaríkjamönnum af evrópskum uppruna var mun lægri eða 105.5 tilfelli/100 þús. íbúa (10, 11). 

Tíðnin var því 1.6 sinnum hærri hjá Bandaríkjamönnum af afrískum uppruna en evrópskum. Árið 2002 

var áætluð greining 25.3 tilfelli/100 þús. íbúa með blöðruhálskirtilskrabbamein í heiminum eða 680 

þús. karlar (10, 12). 76% þeirra bjuggu í þróaðri löndum (Evrópa, Bandaríkin, Ástralía, Nýja Sjáland og 

Japan) (10).  

Blöðruhálskirtilskrabbamein var annað algengasta krabbameinið sem greint var meðal karla í 

heiminum (12% af öllum krabbameinum) á eftir lungnakrabbameini (10, 12). Í þróaðri löndum var það 

algengasta krabbameinið sem greint var í körlum eða 19% af öllum greindum krabbameinum. Í 

þróunarlöndunum (Afríka, Mið- og Suður-Ameríka, Asía og margar eyþjóðir) var það sjötta algengasta 

krabbameinið sem greint var hjá körlum eða 5% af öllum greindum krabbameinum (10, 12). Munurinn 

á aldursstaðlaðri tíðni milli þróaðri landa (56.2 tilfelli/100 þús. íbúa) og þróunarlanda (9.4 tilfelli/100 

þús. íbúa) var sexfaldur (10, 12). Það land sem var með hæstu tíðnina árið 2002 var Bandaríkin 124.8 

tilfelli/100 þús. íbúa en lægst var Bangladesh 0.3 tilfelli/100 þús. íbúa (10, 12).  
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Segja má að blöðruhálskirtilskrabbamein sé fyrst og fremst sjúkdómur eldri karla þar sem það 

er mjög sjaldgæft hjá körlum innan við 50 ára aldur en tíðnin eykst síðan með hækkandi aldri (10, 12). 

Árið 2002 var áætlaður fjöldi tilfella í heiminum miðað við aldurshópa og 100 þús. íbúa 0.2 (15-44 ára), 

10.6 (55-64 ára), 72.9 (55-64 ára) og 259.6 (65 ára og eldri) (10, 12). Tíðni krabbameinsins miðað við 

aldurshópa í þróaðri löndunum var yfirleitt 5 til 9 sinnum hærri en í þróunarlöndunum, samt sem áður 

var hlutfallslegur fjöldi í aldurshópunum sá sami hjá þeim báðum (10).  

Það er ekki auðvelt að útskýra þennan mikla mun á tíðni blöðruhálskirtilskrabbameins milli 

landa og þjóða. Í þróuðu löndunum getur skýringin falist í góðri heilsugæslu og aukinni meðvitund 

almennings fyrir sjúkdómnum sem og aukið eftirlit eins og með PSA skimun þannig að sjúkdómurinn 

greinist frekar og fyrr en ella (10, 13-15). Hins vegar getur þetta ekki verið eina skýringin þar sem 

munurinn var til staðar áður en PSA greiningin var þekkt. Flokkun landa eftir tíðni krabbameinsins var 

næstum sú sama 1973-1977 og 1978-1982 og hún er í dag (10, 16, 17). Þó gátan um mismunandi 

tíðni milli landa og kynþátta sé óleyst er ekki ólíklegt að erfðafræðilegar ástæður, mismunandi styrkur 

og virkni á androgenum í blöðruhálskirtlinum sem og mismunandi fæða, þjóðfélagsstaða, 

umhverfisáhrif og lífstíll hafi áhrif (18-21). Landfræðileg búseta kynþátta virðist líka hafa áhrif á tíðni 

krabbameinsins. Árið 1980 áður er PSA mælingar hófust í Bandaríkjunum jókst tíðnin á 

blöðruhálskirtilskrabbameini hjá karlmönnum af kínverskum og japönskum uppruna sem bjuggu í 

Bandaríkjunum miðað við þá sem bjuggu í Kína og Japan (10, 17). Árið 2002 voru lifunarlíkur sjúklinga 

með blöðruhálskirtilskrabbamein, miðað við 5 ár eftir greiningu, í heiminum reiknuð vera 60%, án 

aldursaðgreiningar. Lifunarlíkurnar voru hærri hjá þeim sem búa í þróuðu löndunum eða 76% en 45% 

hjá þróunarlöndunum (12). Hæstar voru lifunarlíkurnar í Bandaríkjunum eða 99% (22). Dánartíðni 

hækkar með aldrinum. Miðað við heimin árið 2002 var dánartíðni áætluð miðað við aldurshópa vera 

0.1 (15-44 ára), 1.9 (45-55 ára), 11.8 (55-64 ára) og 100.4 (eldri en 65 ára) (23). Dánartíðnin í yngsta 

aldurshópnum var svipuð í þróuðu löndunum og hjá þróunarlöndunum. Í næsta aldurshópi var 

dánartíðnin orðin tvisvar sinnum hærri í þróuðu löndunum en í þróunarlöndunum en í elsta 

aldurshópnum var dánartíðnin orðin þrisvar sinnum hærri í þróuðu löndunum en þróunarlöndunum eða 

91% á móti 79% (23). Nýlegar rannsóknir benda einnig til þess að í þróuðu ríkjunum lækki tíðni 

dauðsfalla af  völdum blöðruhálskirtilskrabbameins í elsta aldurshópnum en ástæðan fyrir því er óljós. 

Þó er talið líklegra að betri meðferð á sjúkdómnum sé orsakavaldurinn frekar en PSA skimun (10). 

1.3 Orsakir og áhættuþættir 
Margar rannsóknir hafa verið gerðar í leitinni að orsökum og áhættuþáttum blöðruhálskirtils-

krabbameins með misjöfnum árangri. Aldur, fjölskyldusaga (erfðaþættir), kynþáttur og umhverfisáhrif 

koma þar helst við sögu.  

Aldur er einn stærsti áhættuþáttur blöðruhálskirtilskrabbameins þar sem menn undir 50 ára 

aldri eru í lítilli áhættu en áhættan eykst síðan með hækkandi aldri. 65% af  tilfellum krabbameinsins 

greinast í mönnum eldri en 65 ára. Meðalaldur við greiningu á Íslandi er 71 ár (1, 5). 

Fjölskyldusaga er einn af megin áhættuþáttum blöðruhálskirtilskrabbameins og undirstrikar 

hún þátt erfða. Fyrir karlmann undir 75 ára aldri er áhættan á að fá blöðruhálskirtilskrabbamein 5% en 

hækkar í 10% ef hann á einn ættingja sem hefur greinst með sjúkdóminn. Hlutfallsleg áhætta (RR) 
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fyrir blöðruhálskirtilskrabbameini er tvisvar sinnum meiri hjá þeim sem eiga einn ættingja með 

krabbameinið og hækkar eftir því sem aldur er lægri við greiningu (24). Fyrir þá sem eiga tvo eða fleiri 

ættingja sem fengið hafa sjúkdóminn þá eykst áhættan í 15-25% (1).  

Kynþáttur er einn af áhættuþáttum blöðruhálskirtilskrabbameins. Blöðruhálskirtilskrabbamein 

er mun algengara í Skandinavíu og Bandaríkjunum en í Asíu. Karlar af afrískum uppruna í 

Bandaríkjunum hafa 1.6 sinnum hærri líkur á að fá krabbameinið en karlar þar af evrópskum uppruna 

og 2.5 sinnum hærri líkur á að deyja úr blöðruhálskirtilskrabbameini (5). 

Umhverfi og lífstíll virðast vera áhrifavaldar í áhættu fyrir blöðruhálskirtilskrabbameini. 

Karlmenn í Asíu eru í lítilli áhættu á að fá krabbameinið en karlmenn af asískum uppruna sem búa í 

Bandaríkjunum eru í aukinni áhættu (10). Það sama má segja um karla af samískum uppruna sem 

flytjast til borgarinnar, áhætta þeirra fyrir krabbameininu eykst miðað við þá sem stunda hjarðbúskap 

(1). 

Óvíst er hvort áfengisneysla og reykingar hafi aukin áhrif á áhættu (1). 

1.4 Sameindaerfðafræðilegar rannsóknir  
Fjölskyldurannsóknir hafa sýnt fram á sterk tengsl milli blöðruhálskirtilskrabbameins og erfðafræðilegra 

þátta. Blöðruhálskirtilskrabbamein er það krabbamein sem hefur sýnt mest tengsl við erfðafræðilega 

áhættuþætti. Flest bendir til þess að erfðaþættir blöðruhálskirtilskrabbameins séu margir og flóknir þar 

sem margir erfðabreytileikar koma við sögu (1, 5). Við leit að erfðaþáttum blöðruhálskirtilskrabbameins 

var lengi framan af beitt tengslagreiningu (linkage analysis), en á síðustu árum hefur verið beitt 

heildargenamengis fylgnigreiningu, genome wide association studies (GWAS), með tilkomu nýrrar 

örflögutækni. Alls hafa fundist 53 breytileikar sem sýna marktæka áhættu fyrir krabbameininu og hafa 

flestir þeirra fundist með notkun GWAS (sjá töflu 1). Einn af þeim breytileikum sem fundist hafa er að 

finna í KLK3 geninu. 
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Tafla 1. Einskirnisbreytileikar sem gefa marktæka áhættu fyrir blöðruhálskirtilskrabbameini samkvæmt 
National Human Genone Institute, janúar 18 2010. http://www.genome.gov/gwastudies/ 

 
  

SNP
Gensæti 
Litningur Samsæta Heimild/athugasemd

rs2710646 2p15 A Gudmundsson etal._2008
rs721048 2p15 A Gudmundsson etal._2008
rs1465618 2 A Eeles etal 2009 
rs12621278 2 A Eeles etal 2009
rs2660753 3p12 T Eeles etal. 2008
rs10934853 3q21 A Gudmundsson etal._2009
rs17021918 4 C Eeles etal 2009
rs12500426 4 A Eeles etal 2009
rs7679673 4 C Eeles etal 2009
rs401681 5p15 C Rafnar etal 2008
rs2736098 5p15 A Rafnar etal 2008
rs9364554 6q25 T Eeles etal. 2008
rs10486567 7p15 G Thomas etal. 2008
rs6465657 7q21 C Eeles etal. 2009
rs12155172 7 A Eeles etal 2009
rs1447295 8q24 A Sun etal. 2008
rs16901979 8q24 A Sun etal. 2008
rs6983267 8q24 G Beebe-Dimmer etal. 2008
rs1512268 8p A Eeles etal 2009
rs2928679 8p T Eeles etal 2009
rs13252298 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
rs12543663 8q24 C Al Olama et al 2009
rs16902094 8q24 G Gudmundsson etal._2009
rs16902104 8q24 T Gudmundsson etal._2009;   correlated with rs16902094
rs10086908 8q24 T Al Olama AA, et al. Nat Genet. 2009
rs1571801 9q33b A Duggan etal-2007
rs10993994 10q11 T Eeles etal. 2008
rs4962416 10q26 C Thomas etal. 2008
rs7920517 10q11.23 G Eeles etal. 2008
rs10896449 11q13 G Thomas etal. 2008
rs7931342 11q13 G Eeles etal. 2008
rs12418451 11q13 A Zheng etal. 2009
rs7127900 11 A Eeles etal 2009
rs11228565 11 A Gudmundsson etal._2009
rs10778826 12 A Eeles etal 2009
rs902774 12q13.13 A Eeles etal. 2008
rs11861609 16 C Eeles etal 2009
rs4782780 16 T Eeles etal 2009
rs4430796 17q12 A Gudmundsson etal 2008
rs1859962 17q24.3 G Eeles etal. 2008
rs4054823 17p12 T XU etal 2009
rs11649743 17q12 G Eeles etal 2008
rs2735839 19q13.33 G Eeles etal. 2008
rs8102476 19q13 C Gudmundsson etal._2009
rs266849 19q13.33 A Eeles etal. 2008
rs2659056 19q13.33 G Eeles etal. 2008
rs887391 19q13 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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1.6 Erfðabreytileikar í KLK3 geninu  

1.6.1 Einskirnisbreytileiki (SNP) 
Einskirnisbreytileiki (SNP) er ákveðin staðsetning í genamenginu þar sem breytileika á kirnaröð er að 

finna. Einskirnisbreytileikar eru áreiðanleg merki sem gefa okkur möguleika á að ákvarða hvaða 

samsetning af samsætum (coding allele) tengjast ákveðnum sjúkdómum (29). Meðalþéttleiki 

einskirnisbreytileika í erfðamengi mannsins er 1 á hver 1000 kirnapör. Einskirnisbreytileikar eru frekar 

stöðugar stökkbreytingar, stöðugleiki þeirra og hlutfallslegur fjöldi gerir þá ákjósanlega í kortlagningu 

erfðamengisins. Einskirnisbreytileikar sem samsvara sig við ákveðna svipgerð (phenotype) eru notaðir 

sem merki fyrir þá setröð (haplotype) sem framkalla þessa svipgerð. Rannsóknir með GWAS nota 

einskirnisbreytileika til að finna möguleg gen í margþættum sjúkdómum eins og krabbameinum (30). 

1.6.2 KLK3 genið og fyrri rannsóknir. 
Margar sameindaerfðafræðilegar rannsóknir hafa verið gerðar á KLK3 geninu og einskirnisbreytileikar 

bæði í og nálægt geninu hafa fundist sem hafa sýnt fram á tengsl við styrk PSA í blóðvökva, við 

stýrilvirkni og áhættu fyrir blöðruhálskirtilskrabbamein (sjá töflu 2). Sá einskirnisbreytileiki sem hefur 

sýnt mestu tengsl við áhættu á blöðruhálskirtilskrabbameini (31) og PSA styrk (32) er rs2735839 (33). 

Tveir aðrir einskirnisbreytileikar hafa hátt (LD),r2 ≥0.8) við hann, þeir eru rs1058205 og rs2569735 

(33). Einskirnisbreytileikinn rs2735839 er á litningi 19 og er staðsettur neðan við (down stream) KLK3 

genið (sjá töflu 2). Ekki eru allar rannsóknir samhljóma varðandi breytileika í KLK3 geninu (sjá töflu 2). 

Ástæður þessa geta verið af ýmsum toga svo sem mismunandi stærð og samsetning þýðisins og 

viðmiðunarhópsins, Gleason stigun æxlis, aldur við greiningu, kynþáttur, fjölskyldusaga og PSA gildi.  

 

Tafla 2. Einkirnisbreytileikar í KLK3 geninu með tilliti til staðsetningar, áhrifa og heimildir. 

 
×Einskirnisbreytileiki, * Blöðruhálskirtilskrabbamein. 

  

Einsk.br.l.× PSA Stýrill BHKK* Engin áhrif Staðsetning Heimildir
rs266849 X 5' upstream KLK3 [7]
rs1058205 X KLK3-exon5-3'UTR [7]
rs925013 X X X 5' upstream KLK3 [5] ; [5] ; [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]
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2 Markmið 
Markmið þessa verkefnis er að skoða vefjasýni úr eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtils með tilliti 

til arfgerðar og tjáningar á KLK3 geninu. Metið verður hvort mRNA tjáning á KLK3 geninu sé 

mismunandi í eðlilegum vef og æxlisvef. Einnig verður metið hvort fylgni sé á milli tjáningar KLK3 

gensins og PSA styrks í blóði annars vegar og Gleason stigunar æxlanna hins vegar. Arfgerðir verða 

metnar með raðgreiningu á útröðum KLK3 gensins í eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtils og auk 

þess sem reynt verður að meta hlutfall tjáningar af hvorum litning fyrir sig. Fylgni tjáningar KLK3 

gensins í eðlilegum vef og æxlisvef skoðuð fyrir þekkta einskirnisbreytileika sem eru á Illumina 

Human370K örflögunni. Athugað verður hvort munur sé á tjáningu KLK3 gensins miðað við arfgerðir 

þeirra einskirnisbreytileika sem finnast annars vegar í eðlilegum vef og hins vegar í æxlisvef. 

Fylgnigreining verður einnig gerð á arfgerðum þeirra einskirnisbreytileika sem finnast við rs2735839 

sem er sá breytileiki sem sýnt hefur sterkustu fylgni við bæði PSA gildi og blöðruhálskirtilskrabbamein 

(sjá töflu 2). 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Rannsóknarþýði 
Rannsóknin er hóprannsókn með 40 einstaklingum af íslenskum uppruna sem greindir voru með 

blöðruhálskirtilskrabbamein og farið hafa í blöðruhálskirtilsbrottnám. Af þeim voru 24 einstaklingar með  

bæði eðlilegan vef (vef sem ekki taldist vera æxlisvefur) og æxlisvef úr blöðruhálskirtlinum. 7 

einstaklingar með eingöngu eðlilegan vef og 9 einstaklingar með eingöngu æxlisvef. Sýnin voru öll 

fryst strax við sýnatöku. Allir einstaklingar rannsóknarinnar höfðu skrifað undir upplýst samþykki sem 

veitir leyfi fyrir rannsókninni. Rannsóknin hefur samþykki Vísindasiðanefndar no. 00/103 og 

Persónuverndar no. 2001020228. DNA hafði áður verið einangrað úr blóði fyrir alla þessa einstaklinga 

og arfgerðargreint á Illumina Human340K örflögunni sem inniheldur þekkta einskirnisbreytileika í 

erfðamengi mannsins. Þessar niðurstöður voru nýttar í rannsókninni. Einnig voru nýttar í þessari 

rannsókn upplýsingar sem voru til um PSA mælingar og Gleason stigun æxla fyrir þessa einstaklinga.  

3.2 Heildar RNA einangrun 
Þegar RNA hefur umritast frá DNA eru innraðir þess splæstar út og kallast það þá þroskað mRNA, 

það er síðan afritað á ríbósómum í prótín (34). Þar sem RNA er mjög óstöðugt voru sýnin fryst strax 

við sýnatöku og var unnið með þau frosin áður en eiginleg einangrun hófst. Við einangrunina á heildar 

RNA var notað RNeasy ® Mini Kit frá Qiagen að því undanskildu að í stað RLT buffers, sem gerir 

vefinn einsleitan, var notað RNAzol®  RT frá MRC (Molecular research center, INC.). RNAZol RT 

hvarfefnið gefur kost á aðskildri einangrun á heildar RNA,  miRNA (micro RNA) og DNA, því þarf ekki 

að gera DNAasa hreinsun á sýninu eins og Qiagen RNeasy Mini Kit gerir ráð fyrir. Í lokin var 

RNAsecureTM Reagent frá Applied BiostystemTM  bætt útí til að varðveita stöðugleika RNA. Til þess að 

virkja RNAsecure í sýnunum voru þau sett í 60°C í 10 mín. 

Heildar RNA styrkur var mældur með Agilent RNA 600 Nano kit frá Agilent Technologies og 

flagan lesin á  Agilent 2100 Bioanalyzer frá ©Agilent Technologies, Inc.  

3.3 cDNA  víxlritun úr RNA 
Til að meta tjáningu á RNA með RT-PCR eins og gert var hér þarf fyrst að breyta RNA yfir í cDNA. 

Það er gert með því að nota víxlritunarhvarf (reverse transcription) (34).  Við víxlritunina var notað 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits frá Applied Biosystems® . Í hvarfinu er RT Buffer, RT 

Random Primers, dNTP, MultiscribeTMReverseTranscritase, H2O og RNA (sjá viðauka 1). 

 

Víxlritunarhvarfið: 

Gert var 25ul hvarf í 96 holu bakka á MJR thermal cycler. Hvarfið var eftirfarandi: 

25°C 10 mín 

37°C 120 mín 

85°C 5 sek 

4°C endalaust 
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cDNAið sem myndað var bæði úr eðlilegum blöðruhálskirtilsvef og æxlisvef var síðan notað til að  

meta tjáningu á KLK3 geninu og við raðgreiningu á útröðum þess. 

3.4 mRNA tjáning á KLK3 geninu með RT-PCR 
Real-time PCR (RT-PCR eða rauntíma-PCR) hefur þann eiginleika að halda utan um framvindu PCR 

hvarfsins um leið og það gerist. Gögnum er safnað samtímis en ekki í lok hvarfsins. Hér er hvarfið 

skilgreint í lok hvers hrings frá upphafi hvarfs en ekki eftir uppsöfnum hvarfefna eftir ákveðinn PCR 

hringjafjölda. RT-PCR er notað til að magngreina RNA (cDNA). Fram- og afturvísar eru notaðir til að 

magna upp cDNAið en á PCR afurðirnar binst flúorljómaðaður þreifari. Ef þreifarinn nær að bindast á 

afurðina gefur hann frá sér ljómun sem er lesin og þannig er styrkurinn á cDNAniu jafnóðum mældur 

og skráður (sjá mynd 2). 

 

 
Mynd 2. *Myndin sýnir einn hring í RT-PCR hvarfi þar sem sérhannaður vísir (primer) og flúorljómaður 
þreifari (probe) bindast cDNA fyrir ákveðna mRNA gerð. Við framlengingu (extension) verður svo 
losun á flúorljómandi sameindinni; því fleiri sem cDNA sameindirnar eru því meiri losun verður á 
flúorljómandi sameindinni. 

* http://biommed.lsu.edu/images/PCR_TPM.gif 

 

Vísapar var hannað í Universal Probe library frá Roche Applied Biosystem,© 2010 F. Hoffmann-La 

Roche Ltd. ásamt völdum þreifara, þreifari no.75 (sjá viðauka 6). Basaröðin fyrir hönnunina á 

þreifaranum var valin úr útröð 2 þannig að hún næði til allra þekktra splæsibreytileika KLK3 gensins 

(sjá mynd 3). Universal TaqMan master mix 2X frá Applied Biosystem var notað í hvarfið. TaqManTM 

Quantitative gene expression  frá  Applied Biosystem aðferðin var notuð. Vísaparið kom í 100 pmól/ µl 

þynningu og var pantað frá © 2010 Eurofins MWG Operon það var síðan þynnt í 9 pmól/µl (sjá viðauki 

7). Hvarfið var sett upp tvisvar fyrir öll sýni. 



 

 

 

Mynd 3
samkvæ

 

GUSB b

tjáningar

V

Reagent

Universa

 

Real-Tim

7900 HT

(sequen

 

Gert var

skammta

9

9

6

S

3.5 R
UCSC G

finna vi

NM_001

3.6 H
Til þess 

aftur) (fo

sem er h

urðu þet

var 100 

ca. 500-

. Staðsetnin
æmt UCSC Br

búsýslugen v

rprófsins. Öll

Við tjáningu

ts Human G

al TaqMan m

me PCR  (töl

T Sequence 

ce detection 

r 10 µl Real-T

a cDNA í bak

95°C 10 m

95°C 15 se

60°C 1 mí

Skref 2 - 3 e

Raðgrein
Genome Bro

ðmiðunar c

6448, NM_0

Hönnun á
að magna u

orward and r

hannað af W

tta 6 vísapör

pmól/ µl og 

800 kirna bú

ng þreifara 
rowser, Build

var notað sem

l sýni voru m

u á GUSB 

GUS(20X) frá

master mix 2X

luleg rauntím

Detection S

system) App

Time PCR h

kkann. 

mín 

ek 

n 

ndurtekið 39

ing á KL
owser ( geno

cDNA röðina

001030047  o

á DNA ví
upp allar útra

reverse prim

Whitehead ins

r (sjá viðauka

síðan þynnt 

úta (sjá mynd

fyrir tjáningu
d 36. 

m innri viðm

mæld tvisvar.

(glucuronida

á frá Applied

X frá Applied

ma fjölliðun) (

System frá A

plied Biosyst

hvarf í 384 h

9 sinnum 

LK3 cDN
ome human 

a (reference

og NM_0010

ísum fyr
aðir KLK3 g

mers) sem vo

stitute for bio

a 5) sem vo

í styrkinn 3

d 6). 

u á KLK3 g

iðun til leiða

ase beta) v

d Biosystems

 Biosystem v

(Quantitative

Applied Bios

temsTM.  

olu bakka. H

NA 
March 2006

e cDNA) fy

030050. 

rir raðgre
enisins fyrir 

oru sértækir 

omedical rese

ru pöntuð  fr

,5 pmól/µl. H

geninu og s

réttingar á R

var notað P

sTM  og leiðb

var notað í h

e Real-Time 

ystemsTM og

HydraTM 96 fr

6 hg18 Build

yrir mismun

einingu
raðgreiningu

fyrir þær. Ti

earch og við

rá © 2010 E

Hver vísir var

splæsibreytil

RNA styrk KL

Pre-Develope

beiningum fy

varfið (sjá vi

PCR) var sí

g  aflestur fó

rá AppliedBio

d36 Assemb

nandi splæs

una voru han

l þess var n

miðunar cDN

Eurofins MWG

r 18-22 kirni 

leikar KLK3 

LK3 gensins 

ed TaqMan®

ylgt frá fram

ðauka 8). 

ðan gert á A

ór fram í  S

osystems no

ly) var notað

sibreytileika 

nnaðir vísar 

otað Primer 

NA raðir nota

G Operon. S

að lengd og

21 

 
gensins 

og virkni 

® Assey 

leiðanda. 

ABI Prism 

DS 2.2.1 

otuð til að 

ður til að 

gensins, 

(fram og 

3 forritið 

aðar. Alls 

Styrkurinn 

g magnar 



22 

 

 

3.7 PCR mögnun á útröðum KLK3 gensins 
Svo að hægt væri að raðgreina útraðir KLK3 gensins þarf fyrst að magna þær upp með PCR-

fjölföldun. Til þess voru vísapörin 6 sem voru hönnuð notuð. Þannig fengust DNA bútar fyrir allar 

útraðir gensins ásamt splæsibreytileikum þess (sjá mynd 6). 

  

Hvarflausn: 

Í PCR hvarflausnina var notað Centaurus PCR Ready mix (10x Taqbuffer (NH4)2SO4), Taq DNA 

polymerase (5 U/µl), dNTPs (2 mM), betaine (5 M) og MgCl2 (250 mM)), sterilt vatn, vísapar (3,5 pmól/ 

µl)) (sjá viðauka 2). DNA polymerasinn og önnur hvarfefni í PCR hvarfið eru frá Fermentas Inc. 

 

PCR hvarfið: 

Gert var 10 µl endapunkts hvarf í 96 holu bakka í MJR thermal cycler. HydraTM96 frá 

AppliedBiosystems notuð til að skammta cDNAi í bakkann. 

94°C 2 mín 

94°C 30 sek 

58°C 30 sek 

68°C 1 mín 

Skref 2-4 endurtekin 39 sinnum 

72°C 10 mín 

4°C endalaust 

 

Til að skoða PCR afurðina var hún keyrð á 1,6x MetaPhor® agarósa geli sem innihélt 1µl EtBr  

(ethidium bromide) á 90 V í 1xTBE buffer (Tris/Borat/EDTA) í 8 mínútur á Ready to run separation 

unit. Gelið var síðan skoðað í Eagle eyeTM II frá Stradagene UV light (ultra violet). 

Size Standard, Ready to run SM1113, frá Fermentas var notaður til viðmiðunar í gelkeyrslunni. 

 

Hreinsun á PCR afurð: 

Til að brjóta niður afgangs vísa og kirni (dNTPs) úr PCR afurðinni notuðum við Exonuclease I/Shrimp 

Alkaline Phosphatase aðferðina. EXOI 10U/µl frá usb® Affymetrix, Inc.og SAP 1U/µl frá Amersham 

Life science Ltd. (sjá viðauka 3). 

 

Gert var 11 µl hvarf á 384 holu bakka í MJR thermal cycler.  

37°C 30 mín 

80°C 15 mín 

4°C 15 mín 

8°C endalaust 
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Raðgreining: 

PCR afurðin fyrir hvert vísapar var síðan notuð sem mót fyrir sitthvorn vísinn (fram eða aftur) úr 

vísaparinu til raðgreiningar. Hvarflausnin sem notuð var í raðgreiningarhvarfið innihélt BigDye 

sequencing Ready Reaction Mix ( Applied Biosystems Inc.), 5xsequencing buffer (Applied Biosystems 

Inc.), 3,5 pmól/µl vísar (fram eða aftur), H2O (sjá viðauka 4).  

 

Raðgreiningarhvarf: 

Gert var 5 µl hvarf á 384 holu bakka í MJR thermal cycler.  HydraTM 96 frá AppliedBiosystems notuð til 

að skammta PCR afurðinni í bakkann. 

96°C 3 mín 

95°C 20 sek 

50°C 7 sek 

60°C 4 mín 

Skref 2-4 endurtekið 30 sinnum 

4°C endalaust  

  

Hreinsun á PCR raðgreiningarafurð: 

Til að brjóta niður afgangs vísa og kirni (dNTPs) úr PCR raðgreiningarafurðinni notuðum við Agencourt 

CleanSEQ systemTM frá Beckman Coulter Genomics.  

Eftir hreinsun var afurðin síðan keyrð á 3730 ABI® automated sequencer og niðurstöður skoðaðar í 

SequencherTM Version 4.1.4 forritinu frá GeneCodeCorporation.  

3.8 Útreikningar 

3.8.1 Tjáningarstyrkur KLK3 
GUSB búsýslugen var notað sem innri viðmiðun til leiðréttingar á RNA styrk sérhæfisgensins og virkni 

tjáningarprófsins. Við þessa leiðréttingu var notað CT (circle threashold) 2-∆∆Ct útreikningur, þar sem 

hringjafjölda Real-Time PCR hvarfins (Quantitative, tölulegt) er breytt í RNA magn. Þröskuldur er 

settur þar sem tjáningarkúrvan er í vexti en það gefur ekki sama hringjafjölda fyrir öll sýnin þar sem 

sýnin innihalda mismikið magn af RNA. Þar sem hvert sýni var mælt tvisvar þá var mismunur mælinga 

þeirra reiknaður og ef hann var > 0,8 hringir þá voru niðurstöður þess sýnis ekki notaðar. Ef sýni 

reyndist nothæft var tekið meðaltal af niðurstöðum þess og síðan gerður CT útreikningur á þeim. Með 

CT útreikningum fæst hlutfallslegt magn hvers sýnis og voru þeir gerðir fyrir niðurstöður 

búsýslugensins og stjórnsýslugensins hvort um sig. Sýnastyrkur stjórnsýslugensins var síðan leiðréttur 

með sýnastyrk búsýslugensins, [KLK3]/[GUSB] KLK3/GUSB. KLK3/GUSB mun því tákna 

tjáningarstyrk KLK3 þegar búið er að leiðrétta hann með GUSB.  
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3.8.2 Tjáning á KLK3 geninu í eðlilegum vef og æxlisvef og arfgerðir 
Hér var notaður líkindareikningur og valið að nota t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances ( t-

próf  tveggja jafngildra breyta). Þar sem sýnafjöldi rannsóknarinnar var lítill var notuð t-tala þar sem 

hún tekur tillit til stærðar úrtaksins. T-testið gerir ráð fyrir að báðir hóparnir séu með sama meðaltal. 

Núlltilgátan er því að ekki sé munur á meðaltölum hópanna. P gildið er skoðað með 95% 

öryggismörkum. Ef P gildið er > 0,05 þá samþykkjum við núlltilgátuna og ekki er marktækur munur á 

meðaltali hópanna en ef P gildið er <0,05 þá er núllltilgátunni hafnað og við fáum marktækan mun á 

milli hópanna. Þessi aðferð var notuð til að athuga hvort munur væri á tjáningu KLK3 gensins í 

eðlilegum vef og æxlisvef. Hún var líka notuð til að athuga hvort munur væri á tjáningu KLK3 gensins 

eftir arfgerðum þeirra breytileika sem fundust í raðgreiningunni annars vegar í eðlilegum vef og hins 

vegar í æxlisvef.  

3.8.3 Tjáning á KLK3, PSA styrkur og Gleason stig 
Línuleg aðhvarfsgreining (Linear regression) er notuð þegar skoða á hvort tvær eða fleiri breytur hafi 

línulega fylgni eða ekki, breyturnar eru á bil- eða hlutfallskvarða. Reiknaður er fylgnistuðull (r) en hann 

er á skalanum -1,00  til +1,00 þar sem 0,00 þýðir enga fylgni, +1 er þá fullkomin jákvæð fylgni og -1 

fullkomin neikvæð fylgni. R í öðru veldi ( r2, R-square) segir til um það að hve miklu leyti breyturnar 

tvær breytast í takt við hvor aðra. Ef r = 0,71 þá er r2 = 0,50 sem þýðir að 50% breytileikans í annarri 

breytunni er í takt við breytileikann í hinni breytunni. Núlltilgátan gerir ráð fyrir að það sé ekki fylgni á 

milli breyta. Þessi aðferð var notuð til að reikna út fylgni milli tjáningar KLK3 gensins í eðlilegum vef og 

æxlisvefs við PSA styrk í blóði annars vegar og við Gleason stigun æxlisins hins vegar.  

3.8.4 Fylgni milli tjáningar/arfgerða og arfgerða einskirnisbreytileika 
Fylgnigreining var gerð á milli tjáningar og arfgerða þekktra einskirnisbreytileika bæði fyrir eðlilegan 

vef og æxlisvef. Einnig á milli arfgerðar þeirra breytileika sem fundust við raðgreiningu og arfgerðar 

rs2735839. Í fylgnigreiningunni var fyrst gerð ANOVA en hún er eins og t-Test (sjá skýringu í texta 

3.8.2) nema hvað hún er notuð þegar breyturnar eru orðnar fleiri en tvær til þess að minnka líkurnar á 

villu I. Núlltilgátan er því að ekki sé munur á meðaltali hópanna. ANOVA reiknar út p-gildið.  Síðan er 

gerð línuleg aðhvarfsgreining til að reikna úr r2, R-square, (sjá skýringu í texta 3.8.3).  
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4 Niðurstöður 

4.1 Einangrun á heildar RNA 
Einangrað var heildar RNA úr 64 blöðruhálskirtilssýnum frá 40 einstaklingum, sem voru fryst strax við 

sýnatöku. 31 sýni úr eðlilegum vef og 33 sýni úr æxlisvef. Þar af voru 24 einstaklingar sem áttu bæði 

eðlilegan vef og æxlisvef (sjá töflu 3). 

 

Tafla 3. Magn RNA úr eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtils. 

 
  

Einstaklingur OD µg/µl Vefur Magn µg Einstaklingur OD µg/µl Vefur Magn µg
ASHAISN 0.65 Eðlilegur 42.51 BFWYXRK 0.35 Æxlis 22.82
BFWYXRK 0.11 Eðlilegur 7.35 BZDIYON 0.23 Æxlis 14.63
BVDDRIH 0.40 Eðlilegur 25.87 CLOSQSX 0.64 Æxlis 41.60
BYEFWYN 0.28 Eðlilegur 18.40 CMFDBFH 0.13 Æxlis 8.58
BZDIYON 0.44 Eðlilegur 28.73 CWCMLPN 0.10 Æxlis 6.57
CESNWGX 0.11 Eðlilegur 7.41 CXWRWXP 0.11 Æxlis 6.96
CHCCXFK 0.23 Eðlilegur 15.08 CZDSTQJ 0.33 Æxlis 21.26
CLOSQSX 0.08 Eðlilegur 5.46 DOGVDQI 0.20 Æxlis 13.00
CMFDBFH 0.18 Eðlilegur 11.96 EBNLAVX 0.14 Æxlis 9.17
DOGVDQI 0.37 Eðlilegur 23.73 EQJLEFU 0.12 Æxlis 7.80
DRGSTQS 0.15 Eðlilegur 10.01 FHVTRKM 0.36 Æxlis 23.34
FHVTRKM 0.12 Eðlilegur 7.54 FKIEERY 0.12 Æxlis 8.06
FRAGDXH 0.08 Eðlilegur 4.88 FRAGDXH 0.29 Æxlis 18.98
GGNAKPV 0.16 Eðlilegur 10.47 GGNAKPV 0.27 Æxlis 17.75
GQRSYAJ 0.08 Eðlilegur 5.40 GQRSYAJ 0.06 Æxlis 3.77
HHKLLZY 0.13 Eðlilegur 8.19 HHKLLZY 0.69 Æxlis 44.98
HMFBQEN 0.28 Eðlilegur 17.88 HMFBQEN 0.30 Æxlis 19.63
IMLFBYE 0.15 Eðlilegur 9.75 IMLFBYE 0.18 Æxlis 11.90
INEXZWP 0.09 Eðlilegur 5.53 IMUONWN 0.08 Æxlis 5.20
JEZYXAV 0.06 Eðlilegur 4.10 INEXZWP 0.08 Æxlis 5.33
JTCOFAQ 0.21 Eðlilegur 13.33 JEZYXAV 0.12 Æxlis 7.67
KCMPQIN 0.29 Eðlilegur 18.59 JTCOFAQ 0.07 Æxlis 4.68
KUVPULA 0.68 Eðlilegur 44.20 KCMPQIN 0.71 Æxlis 45.89
LODECMU 0.11 Eðlilegur 6.83 LODECMU 0.32 Æxlis 20.48
LOPPBNQ 0.07 Eðlilegur 4.81 LOPPBNQ 0.12 Æxlis 8.00
MNMJQCF 0.09 Eðlilegur 5.92 LYCEWPU 0.13 Æxlis 8.65
MUHUBKQ 0.10 Eðlilegur 6.18 MNMJQCF 0.28 Æxlis 18.20
MXPRNOP 0.41 Eðlilegur 26.33 MUHUBKQ 0.04 Æxlis 2.41
NCWSTHS 0.07 Eðlilegur 4.29 MXPRNOP 0.15 Æxlis 9.49
NGAFJNN 0.19 Eðlilegur 12.55 NCWSTHS 0.13 Æxlis 8.45
NQHBMBH 0.11 Eðlilegur 7.09 NGAFJNN 0.03 Æxlis 2.02

NQHBMBH 0.07 Æxlis 4.62
NVUAALT 0.09 Æxlis 6.05
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4.2 Tjáning 

4.2.1 Tjáning á GUSB og KLK3 
Hægt var að nota tjáningarniðurstöður úr 56 sýnum eða 38 einstaklingum. 29 sýni úr eðlilegum vef og 

27 sýni úr æxlisvef blöðruhálskirtils. Þar af voru 18 einstaklingar sem áttu sýni bæði í eðlilegum vef og 

æxlisvef (sjá töflu 4) (sjá mynd 4 og 5). 

 

Tafla 4. Niðurstöður úr tjáningu GUSB og KLK3 úr eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtils. Hrágögn 
fyrir GUSB og KLK3, síðan leiðrétt KLK3/GUSB. 

 
 

  

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

NQHBMBH Æxlis 1.11782E-08 3.79478E-06 339.4823
NVUAALT Æxlis 7.86305E-08 3.64193E-05 463.1695
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Mynd 4. Tjáningarkrúva GUSB úr SDS2.2.1, rauða línan sýnir aflestrar þröskuldinn. 

 

 
Mynd 5. Tjáningarkúrva KLK3 úr SDS2.2.1, rauða línan sýnir aflestrar þröskuldinn. 

 

4.2.2 Tjáning á KLK3 í eðlilegum vef og æxlisvef 
Hér var hægt að nota niðurstöður fyrir 29 einstaklinga úr eðlilegum vef og 27 einstaklinga úr æxlisvef. 

t-Test var gert til að athuga hvort munur væri á tjáningu KLK3 í eðlilegum vef og æxlisvef. Ekki var 

marktækur munur á tjáningu KLK3 milli vefjategunda (sjá töflu 5).  
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Tafla 5. t-Test tveggja jafngildra breyta. Tjáning KLK3/GUS gensins milli æxlisvefs og eðlilegs vefs. 

Þar sem Mean er meðaltal tjáningar, Observations er fjöldi sýna, P gildið er two-tail. 

 

4.2.3 Samband tjáningar KLK3 gensins við PSA styrk og Gleason stigun 
PSA styrkur í blóði fyrir einstaklinga þessara sýna var frá 3,12 til 22,9 eða 12,98 að meðaltali. Línuleg 

aðhvarfsgreining (Linear regression) var notuð til að athuga hvort fylgni væri á milli tjáningar KLK3 og 

PSA styrks í eðlilegum vef og æxlisvef. Hvorugur vefurinn var með marktæka fylgni á milli PSA styrks 

og tjáningar á KLK3 geninu (sjá töflu 6).   

Gleason stigun æxlanna var frá 5 til 8, en hæst er hægt að fá 10 (sjá í texta 1.1). Línuleg 

aðhvarfsgreining (Linear regression) var notuð til að athuga hvort fylgni væri á milli tjáningar á KLK3 

og Gleason stigunar æxlisins. Ekki var marktæk fylgni á tjáningu KLK3 gensins og Gleason stigunar 

æxla (sjá töflu 6).  

 

Tafla 6. Fylgni tjáningar á KLK3 við PSA í eðlilegum vef og æxlisvef blöðruhálskirtils. Fylgni tjáningar á 
KLK3 og Gleason stigunar í æxlisvef blöðruhálskirtils. 

 
 

4.3 Raðgreining á KLK3 cDNA 
Niðurstöður úr gelkeyrslunni leiddu í ljós að öll vísapörin 6 voru í lagi. Raðgreindir voru 38 

einstaklingar, þar af voru 18 sem áttu sýni bæði úr eðlilegum vef og æxlisvef. 11 einstaklingar áttu sýni 

einungis úr eðlilegum vef og 9 einstaklingar áttu sýni einungis úr æxlisvef. 

 

KLK3/GUSB Æxli Eðlilegt sýni
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

Eðlilegur vefur 
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
Fjöldi sýna 28 25 25

Æxlisvefur
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4.3.1 Fylgni tjáningar á KLK3 geninu og einskirnisbreytileika á Illumina 
Human370K örflögu 

Hér var hægt að nota niðurstöður fyrir 29 einstaklinga úr eðlilegum vef og 27 einstaklinga úr æxlisvef. 

Notað var fylgnigreiningar próf (User association test) til þess að athuga hvort fylgni væri milli tjáningar 

á KLK3 geninu og arfgerða þeirra einskirnisbreytileika sem eru á Illumina Human370K örflögunni á 

KLK3 svæðinu, annars vegar í eðlilegum vef og hinsvegar í æxlisvef. Þegar búið var að leiðrétta fyrir 

fjölda prófa gáfu niðurstöðurnar enga marktæka fylgni milli tjáningar á KLK3 geninu og arfgerða 

þessara einskirnisbreytileika.  

4.3.2 Tjáning og arfgerð 
Hér var hægt að nota niðurstöður fyrir 29 einstaklinga úr eðlilegum vef og 27 einstaklinga úr æxlisvef.  

Tveir hópar voru myndaðir úr arfgerðunum í hópi 1 voru þeir sem voru arfhreinir fyrir sjaldgæfari 

samsætunni og þeir sem voru arfblendnir en í hópi 2 voru þeir sem voru arfhreinir fyrir algengari 

samsætunni. t-Test var notað til að athuga hvort munur væri á tjáningu KLK3 gensins annars vegar í 

eðlilegum vef og hins vegar í æxlisvef og arfgerða þeirra breytileika sem fundust . Ekki var marktækur 

munur á tjáningu KLK3 gensins hvorki í eðlilegum vef (sjá töflu 8 ) eða æxlisvef (sjá töflu 9) eftir 

arfgerðum þeirra breytileika sem fundust. 

  

Tafla 8. t-Test niðurstöður. Munur á tjáningu KLK3 gensins eftir arfgerðum einskirnisbreytileikanna í 
eðlilegum vef. 

 
 

 

 

 

Einsb.br.l. P-gildi Fjöldi hópur 1 Fjöldi hópur 2 Meðaltal hópur 1 Meðaltal hópur 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

 KLK3/GUSB
Eðlilegur vefur 
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Tafla 9. t-Test niðurstöður. Munur á tjáningu KLK3 gensins eftir arfgerðum einskirnisbreytileikanna í 
æxlisvef. 

 
 

4.3.3 Fylgnigreining milli breytileika sem fundust við raðgreiningu og 
rs2735839 

Í fylgnigreiningunni var hægt að nota arfgerðir fyrir 38 einstaklinga þar sem ekki þurfti að gera 

greinarmun á því hvort arfgerðargreiningin kæmi úr eðlilegum vef eða æxlisvef. 

Fylgnigreiningarpróf var notað til að meta fylgni á arfgerð þeirra einskirnisbreytileika sem fundust við 

raðgreininguna og arfgerðir rs2735839. Rs1058205 sýndi sterkustu tengslin með p-gildið 2.85E-15, 

rs17632542 var með p-gildið 1.68E-05 og rs174776 með p-gildið 4.61E-05 (sjá töflu 7 og 10). 

 

Tafla 10. Fylgnigreining á einsbasabreytileikum sem fundust í KLK3 geninu við rs2735839. Arfgerðin 

(hér A/G) lýsir samsætum rs2735839  þar sem 1 = A kirni og 3 = G kirni. Einnig er sýndur fjöldi hverrar 

arfgerðar. 

 

Einsb.br.l. P-gildi Fjöldi hópur 1 Fjöldi hópur 2 Meðaltal hópur 1 Meðaltal hópur 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

 KLK3/GUSB
Æxlisvefur 

Einsk.br.l. Þekktur Samsæta arfhreinn 1 arfblendinn 1/3 arfhreinn 3 p gildi R^2
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 Umræða 
Eins og fram hefur komið áður er aðaltjáning á KLK3 geninu í blöðruhálskirtli. Í niðurstöðum þessarar 

rannsóknar á tjáningu KLK3 gensins í eðlilegum vef og æxlisvef úr blöðruhálskirtli kemur í ljós að ekki 

er marktækur munur á tjáningu gensins milli þessara vefjategunda. Ekki fengust marktækar 

niðurstöður á fylgni milli PSA styrks í blóði og tjáningar KLK3 gensins hvorki í eðlilegum vef eða 

æxlisvef. Gleason stigun æxla gaf ekki marktæka fylgni við tjáningu gensins hvorki í eðlilegum vef eða 

æxlisvef. Þegar skoðuð var fylgni tjáningar gensins, annars vegar úr eðlilegum vef og hinsvegar úr 

æxlisvef, við arfgerðir þekktra breytileika, Illumina Human340K örflagan, á svæðinu fékkst engin 

marktæk fylgni. Við raðgreiningu á útröðum KLK3 gensins fundust 11 einskirnisbreytileikar sem þekktir 

voru fyrir og höfðu arfblendni innan þessara einstaklinga. Ekki fékkst marktækur munur á tjáningu 

KLK3 gensins hvorki í eðlilegum vef né æxlisvef og arfgerða þessara 11 einskirnisbreytileika. Arfgerðir 

þessara einskirnisbreytileika voru síðan notaðar til að gera fylgnigreiningu á þeim við rs2735839 sem 

er sá einskirnisbreytileiki sem hefur sýnt mestu tengsl við áhættu á blöðruhálskirtilskrabbameini og 

PSA styrk í blóði. Niðurstöður úr fylgnigreiningunni gáfu 3 einskirnisbreytileika sem höfðu marktæka 

fylgni við rs2735839 (sjá töflu 8), rs1058205, rs17632542 og rs174776 (sjá töflu 10). 

Áhugavert er að ekki skuli vera marktækur munur á tjáningu KLK3 gensins í eðlilegum vef og 

æxlisvef og að ekki skyldi finnast fylgni milli PSA styrks í blóði við tjáningu á KLK3 geninu hvorki í 

eðlilegum vef né æxlisvef. Það bendir til þess að aukinn styrkur PSA í blóði sé ekki vegna aukinnar 

tjáningar á KLK3 geninu í blöðruhálskirtilsæxlisvef. Hinsvegar var mjög mikill breytileiki á milli tjáningar 

í sýnunum óháð vefjagerð og þyrfti því að endurtaka þessa rannsókn með auknum sýnafjölda til að fá 

meira afgerandi niðurstöður. Ekki er líkleg skýring að eðlilegi vefurinn hafi verið orðinn mengaður af 

krabbameinsfrumum þar sem hann var skoðaður og metinn af meinafræðingi fyrir RNA einangrun. Þar 

sem hönnun þreifara fyrir RT-PCR tjáningarhvarfið var gert þannig að það næði til allra 

splæsibreytileika KLK3 gensins var ekki hægt að meta tjáningu mismunandi splæsibreytileika þess. 

Það væri því næsta skref að hanna þreifara sem væru sértækir fyrir hvern splæsibreytileika og skoða 

tjáninguna út frá því. Hugsanlegt er að munur fengist þá á tjáningu í eðlilegum vef og æxlisvef 

blöðruhálskirtilsins. Þar sem allir einstaklingar rannsóknarinnar voru með krabbamein þá getur 

hugsanleg meðferð verið farin að hafa áhrif á tjáningu gensins bæði í eðlilegum vef og æxlisvef og haft 

þannig áhrif á niðurstöður. Einnig gæti það haft áhrif á niðurstöður að ekki er nákvæmlega vitað 

hvenær PSA mælingin var gerð.  

Það að Gleasonstigun æxla skyldi ekki sýna marktæka fylgni við tjáningu KLK3 gensins í 

æxlisvef bendir til þess að tjáningin hafi ekki bein áhrif á framgang krabbameinsins.  

Athugun á mun milli arfgerðar og tjáningar KLK3 gensins, annars vegar í eðlilegum vef og hins 

vegar í æxlisvef, gaf ekki marktækan mun fyrir þá 11 einskirnisbreytileika sem fundust í 

raðgreiningunni. Ekki var heldur fylgni á milli arfgerðar þeirra þekktu breytileika á KLK3 svæðinu sem 

voru á Illumina Human370K örflögunni og tjáningar hvorki í eðlilegum vef né æxlisvef. Ýmsar ástæður 

geta hafa haft áhrif á þessa niðurstöðu. Sýnafjöldinn gæti hafa haft áhrif á marktæknina þar sem 

sjaldgæfari arfgerðirnar tapa vægi sínu. T-Testið sem notað var gerir ráð fyrir sama vægi innan 

samanburðarhópanna en arfgerðunum var skipt í tvo hópa. Ójafnvægi gæti hafa orðið á milli 
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samanburðarhópanna þar sem sýnafjöldinn er mjög lítill. Niðurstaðan gæti orðið önnur með því að 

nota tjáningu fyrir mismunandi splæsibreytileika gensins en hér var notuð tjáning sem náði til allra 

splæsibreytileika þess í einu. Þar sem sýnin koma öll frá einstaklingum sem voru með krabbamein 

gæti hugsanleg meðferð verið farin að hafa áhrif á tjáningu gensins. Út frá þessum niðurstöðum er 

margt sem bendir til þess að tjáning á KLK3 geninu hafi í rauninni ekki bein áhrif á PSA styrk í blóði 

eða hafi bein áhrif á framþróun blöðruhálskirtilskrabbamein. Aukinn styrkur PSA í blóði hefur verið 

tengdur við aukinn æxlisvöxt og er hugsanleg skýring á þessari hækkun sú að við æxlisvöxt verða 

breytingar í vefnum sem valda því að PSA á auðveldara með að leka inn í umfrymisvökva 

blöðruhálskirtilsins og út í blóðvökvann.  

Sá einskirnisbreytileiki sem hafði mestu marktæka fylgni við rs2735839 var rs1058205 í útröð 

5 (óþýdd) með p-gildið 2.85E-15 (sjá töflu 10) en hann hefur í fyrri rannsókn sýnt fylgni við styrk PSA í 

blóði (sjá töflu 2). Einskirnisbreytileikinn rs17632542 í útröð 4, með p-gildið 1.68E-05 (sjá töflu 10) og 

einskirnisbreytileikinn rs174776, í splæsibreytileika NM_001030050,  í útröð 2 með p-gildi 4.61E-05 

(sjá töflu 10). Þar sem stærð þýðisins í þessari rannsókn var mjög lítið og því erfitt að meta marktækni 

þess þarf að skoða þessa breytileika í stærra þýði og kanna hvort þessar niðurstöður staðfestast þar. 

Sérstaklega væri áhugavert að skoða rs17632542 þar sem hann veldur amínósýrubreytingu, 

Isoleucine verður Threonine. Mikilvægt er að skoða hann með tilliti til þess hvort hann útskýri fylgni 

blöðruhálskirtilskrabbameins við KLK3 genið.  

Þegar raðgreiningargögn voru skoðuð með tilliti til mismunandi tjáningar á cDNA þráðum 

einstaklinganna kom í ljós munur á tjáningu. Munurinn reyndist ekki mikill eftir cDNA þráðum og því 

var erfitt að meta hvort hann tengdist ákveðnum arfgerðum frekar en öðrum. Nauðsynlegt er því að 

skoða þennan mun í stærra þýði og eins með því að nota Haplotype specific assay (sértækt samsætu 

próf) sem greinir muninn á tjáningunni betur. 

  



34 

 

 

6 Ályktanir  
Það sem háir þessari rannsókn einna helst er hve lítill sýnafjöldinn er og því þyrfti að fylgja 

rannsóknarniðurstöðum eftir með því að auka hann. Niðurstöður á tjáningu benda til þess að tjáning á 

KLK3 geninu hafi ekki bein áhrif á styrk PSA í blóði eða á framgang krabbameinsins en fyrri 

rannsóknir benda til annars. Þessum niðurstöðum þarf að fylgja eftir með því að hanna 

tjáningarþreifara sem eru sértækir fyrir splæsibreytileika gensins og skoða hvort munur á tjáningu komi 

þá fram. Rannsaka þarf betur þá einskirnisbreytileika sem sýndu fylgni við rs2735839, sérstaklega 

rs17632542 þar sem breyting verður á amínósýru og skoða hvaða fylgni arfgerðir þeirra hafa við 

tjáningu fyrir mismunandi splæsibreytileika KLK3 gensins. Þar sem PSA er prótínafurð KLK3 gensins 

og er notað til þess að skima fyrir og meta framgang blöðruhálskirtilskrabbameins er mjög mikilvægt 

að skilja tengsl tjáningar KLK3 gensins og mismunandi splæsibreytileika þess á PSA styrk. Að skilja 

áhrif arfgerðar á tjáningu KLK3 gensins og PSA styrk í blóði gæti aukið möguleikann á því að greina á 

milli þeirra sem hafa mildari tegund æxla frá þeim sem hafa illvígari tegund æxla og haga meðferð 

samkvæmt því. 
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Fylgiskjöl 
Viðauki 1: 
cDNA víxlritun. 

Hvarflausn fyrir 50 µl hvarf: 

10 x RT Buffer      5,0 µl 

10 x RT Random Primers    5,0 µl 

25 x dNTP Mix (100 mM)    2,0 µl 

MultiscribeTMReverse Transcriptase, 50 U/µl  2,5 µl  

RNA, heildarstyrkur  0,5 µg       X µl 

H2O          X µl, fyllt upp í 50 µl 

 

Viðauki  2: 
PCR afurð. 

PCR hvarflausn fyrir 10 µl hvarf:  

Centaurus pcr ready mix  4,0 µl 

vísapar  3,5 pmól/ul  2,0 µl 

cDNA    1,0 µl 

H2O    3,0 µl  

  

Viðauki 3: 
Hreinsun á PCR afurð. 

Hvarflausn fyrir 10 µl af PCR afurð: 

PCA afurð 10 µl  

EXOI 10U/µl   0.1 µl 

SAP 1U/µl   1 µl 

 

Viðauki 4: 
PCR raðgreiningarafurð. 

5 µl hvarflausn: 

Big Dye    1,0 µl 

5 x Sequencing buffer  0,5 µl 

Primer (fram eða aftur)   0,5 µl 

PCR raðgreiningarafurð  1,0 ul 

H2O    2,0 µl 
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Viðauki 5: 
Vísapör fyrir raðgreingu. 

Par 2 er fyrir  NM_001030050 á útröð 2 

Par 4 er fyrir NM_001030047 á útröð 5 

Par 1 KLK3e1.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT Forward: Exon 1 
  KLK3e4.R CACACAGCATGAACTTGGTCAC Reverse: Exon 4 
          
Par 1b KLK3e1.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT Forward: Exon 1 
  KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT Reverse: Exon 5 
          
Par 2 KLK3e1.F CGGAGAGCTGTGTCACCATGT Forward: Exon 1 
  KLK3e2var.R AGTCACACGGAGAGACACAACC Reverse:  Exon 2  
          
Par 3 KLK3e4.F CCAAAGAAACTTCAGTGTGTGGA Forward: Exon 4 
  KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT Reverse: Exon 5 
          
Par 4 KLK3e5var.F AGCCCTGCCGATGGTCCT Forward:  Exon 5  
  KLK3e5.R CTCCAGGCATGGCCAGTATT Reverse: Exon 5 
          
Par 5 KLK3e5.F ACTTGGAACCTTGGAAATGACC Forward: Exon 5 
  KLK3e5endi.R AGGGTTGTCTGGAGGACTTCAA Reverse: Exon 5 endi 
 

Viðauki 6: 
Tjáning. 

Vísapar sem þreifari no.75 fylgir 

KLK3bpr75.F 
cctcatcctgtctcggattg 
KLK3bpr75.R 
agaggccacaagcacctg 
 

Viðauki 7: 
Tjáning á KLK3. 

10 µl hvarflausn: 

cDNA , 1 µl 

vinstri vísir 9 pmól/µl 1 µl 

hægri vísir 9 pmól/µl 1 µl 

þreifari no.75 0,1 µl 

Taqman Universal master mix* 5,0 µl 

H2O 1,9 µl 

*TaqMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems Part No. 4326614. 
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Viðauki 8: 
Tjáning á GUSB. 

10 µl hvarflausn: 

Vísir og þreifari×  0,5 µl 

Taqman Universal master mix* 5,0 µl 

H2O 3,5 µl 

cDNA, 1,0 µl 

×GUSB PN: 4326320E 

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