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Ágrip 

GREINING DNA SKEMMDA MEÐ  TVÍVÍÐUM ÞÁTTHÁÐUM RAFDRÆTTI 

Albert Sigurðsson1, Bjarki Guðmundsson2, Jón Jóhannes Jónsson1,2 
1Lífefna- og sameindalíffræðistofa læknadeildar HÍ, 2Erfða- og sameindalæknisfræðideild 

Landspítala 

Inngangur: Munnvatn er  aðgengilegur líkamsvessi og hentar vel til sýnatöku. Ástand 

erfðaefnis í munnvatni gæti haft klíníska þýðingu sem merki um sjúkdóma í munnholi og 

mögulega endurspeglað almennt líkamsástand. Tvívíður þáttháður rafdráttur (2D-SDE) er 

tækni til að greina margvíslegar skemmdir í flóknum kjarnsýrusýnum, m.a. einþátta brot í 

erfðaefni. Markmið rannsóknarinnar var að skilgreina getu 2D-SDE til að greina DNA 

skemmdir í munnvatni. Umhverfisþættir sem gætu haft áhrif á ástand erfðaefnis í munnvatni, 

m.a. reykingar og munntóbak, voru einnig skoðaðir. 

Efniviður og aðferðir: Um frumrannsókn var að ræða og munnvatnssýnum var safnað frá 

tveimur mismunandi hópum. Samtals voru sex þátttakendur, þrír í hvorum hóp. Í fyrsta lagi 

var um að ræða heilbrigðan viðmiðunarhóp. Sami hópur var einnig látinn reykja eina sígarettu 

og neyta eins skammts af munntóbaki. Í öðru lagi var um að ræða einstaklinga með 

munnholssjúkdóm. Erfðaefni var einangrað úr fyrrnefndum lífsýnum og greint með 2D-SDE. 

Að lokum voru niðurstöður úr 2D-SDE bornar saman við heilbrigðisupplýsingar. 

Niðurstöður: Hægt var að nota tvívíðan þáttháðan rafdrátt til að greina DNA skemmdir í 

lífsýnunum. Með tækninni greindist lítill sem enginn munur á munnvatnssýnum sem voru 

undir utanaðkomandi áhrifum, reykingum eða munntóbaki, í samanburði við heilbrigð 

munnvatnssýni. Í samanburði við blóðsýni greindust meiri skemmdir í öllum 

munnvatnssýnum þá sérstaklega einþátta brot. Úr hópi munnholssjúkdóma greindust áberandi 

einþátta og tvíþátta skemmdir í einstaklingi með Sjögrens heilkenni. Úr sama einstaklingi 

greindust einnig meiri einþátta brot ásamt öðrum minni skemmdum. Í öllum 

munnvatnssýnunum benti 2D-SDE mynstrið til þess að einþátta brot í DNA (e. nicking) hefðu 

verið til staðar. Fjöldi þessara einþátta brota var mismikill en verulega aukinn í munnvatni 

miðað við blóðsýni.  

Ályktanir: Fyrstu rannsóknir á byggingareiginleikum DNA og ástandi þess í munnvatni 

með 2D-SDE benda til þess að aðferðin geti hugsanlega gefið upplýsingar um skemmdir á 

DNA í munnvatni vegna sjúkdóma. 
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Skammstafanir  

 

2D-SDE: tvívíður þáttháður rafdráttur (e. two dimensional strandness dependent 

electrophoresis) 

APS: ammoníum persúlfat 

DNA: deoxýríbósakjarnsýra (e. deoxyribonucleic acid) 

dNTP's: deoxýríbónúkleótíð  

EDTA: ethýlenedíaminetetraacetic sýra 

mA: milliamper 

m.a.: meðal annars 

mL: millilítrar 

m.t.t.: með tilliti til 

NEB: New England Biolabs 

ng: nanógrömm 

nm: nanómetrar 

PCR: kjarnsýrukeðjumögnun (e. polymerase chain reaction) 

TBE: tris-bór-EDTA 

TE: e. tris-EDTA 

TEMED: tetrametýletýlenedíamín 

TLE: e. tris-low EDTA 

µl: míkrólítrar 

þ.e.: það er 
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1  Inngangur  

Við lífefnagreiningu sjúkdóma er mikið stuðst við blóðsýni. Blóðsýnataka getur verið erfið og 

sársaukafull en hefur samt sem áður verið eitt algengasta sýnið sem notað er við rannsóknir. 

Sífellt er verið að leita leiða til að greina sjúklinga með minna inngripi og því hefur verið 

reynt að meta möguleika munnvatnssýna. Munnvatn er aðgengilegur líkamsvessi og í honum 

eru ýmis efni sem ættu að geta endurspeglað ástand munnhols eða líkamans í heild (1). Ýmsar 

rannsóknir hafa skoðað greiningarmöguleika munnvatns og til eru dæmi um hagnýta notkun 

þess. Margt er þó enn á frumstigi og í munnvatni búa miklir greiningarmöguleikar. 

Byggingarbreytingar á erfðaefni í munnvatni gætu hugsanlega virkað sem merki um 

sjúkdóma. Slík merki gætu nýst bæði sjúklingum og læknum við greiningu 

munnholssjúkdóma, annarra sjúkdóma og við mat á meðferðum sem hafa áhrif á byggingu 

erfðaefnis. 

1.1 Hlutverk og efnasamsetning munnvatns 
Til að átta okkur á virkni og greiningarmöguleikum munnvatns er nauðsynlegt að skilja 

samsetningu þess. Munnvatn er þunnur, tær vökvi og innihald þess er 99% vatn. Það sem eftir 

er samanstendur að mestu leyti af prótínum og jónum ásamt öðrum lífrænum efnum. Helstu 

jónir í munnvatni eru natríum, kalíum, magnesíum, bikarbónöt og fosföt (2). Hlutverk þessara 

jóna er að viðhalda sýrustigi og einnig gegna þær hlutverki við verndun tanna (3).  

Prótínmengi munnvatns er mjög fjölbreytilegt og inniheldur ensím, mótefni, slímprótín (e. 

mucin) og fjölpeptíð svo eitthvað sé nefnt. Þessi efni hafa fjölbreytt hlutverk og flókið 

samspil þessara þátta stuðlar að fjölbreyttri verkun munnvatns (3). 

Á heildina litið er gróflega hægt að skipta hlutverki munnvatns upp í nokkra þætti. Í fyrsta 

lagi smyr það munnholið og veitir þannig beina vörn gegn hnjaski. Flæði munnvatns hjálpar 

til við að halda munnholi hreinu. Munnvatn hefur búffereiginleika og viðheldur sýrustigi á 

bilinu 6-7 við eðlilegar aðstæður þó stærri sveiflur sjáist (2). Það hefur bakteríueyðandi virkni 

og inniheldur  mótefni og önnur efni sem vinna gegn sýklum (4). Munnvatn tekur að auki þátt 

í virkni bragðskyns og gegnir hlutverki við upphaf meltingar þar sem munnvatn inniheldur 

ensímið amylasa sem brýtur niður fjölsykrur (5).  

1.2 Frumur í munnvatni 
Í munnvatni er að finna mikinn fjölda baktería og fruma sem mynda flókinn lífheim. Um 700 

tegundir baktería hafa greinst í munnvatni (6) og liggur margt enn á huldu þegar kemur að 

samspili þessarar flóru við munnholið. Líkamsfrumur finnast einnig í munnvatni og er þar 
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helst að nefna hvít og rauð blóðkorn ásamt þekjufrumum úr slímhúð munnhols (7). 

Efnasamsetning munnvatns hefur mikið verið rannsökuð en um hlutverk, fjölda og uppruna 

fruma í munnvatni er minna vitað.  

1.3 Framleiðsla og seyting munnvatns 
Efnasamsetning munnvatns, styrkur efna og ástand þeirra getur verið háð mörgum þáttum, 

m.a. flæði og utanaðkomandi áreiti. Framleiðsla á sér stað í munnvatnskirtlum og skiptist 

framleiðslan á milli kirtla. Vangakirtilarnir (e. parotid) sjá um 20% af seytingu, 65% koma frá 

kjálkabarðskirtlum (e. sublingual) og 7 - 8% frá tungudalskirtlum (e. sublingual). 

Afgangurinn, 7-8%, er framleiddur af minni kirtlum, dreifðum um munnholið (2). Eðlileg 

framleiðsla er mjög einstaklingsbundin og örvandi þættir geta haft mikil áhrif á framleiðslu 

hverju sinni. Seyting er undir stjórn ósjálfráða taugakerfisins og þegar engin örvun á sér stað 

er meðalframleiðsla 0,1-2 mL/min (8). Meðalframleiðsla er 1-1,5 lítrar á dag (9). Við 

aðstæður þar sem örvun er til staðar getur framleiðsla allt að tífaldast (8).  

Seyti munnvatns er skipt í tvær megingerðir, sermiseyti (e. serous) og slímseyti (e. 

mucous). Slímseyti inniheldur mucin þ.e. sykurprótín sem bæði verja og smyrja munnholið. 

Þessi prótín gefa munnvatninu seigju sína (10). Í sermiseyti eru ekki slímprótín og er það því 

vatnskenndari vessi. Vangakirtlarnir seyta eingöngu sermiseyti og minni kirtlarnir slímseyti á 

meðan tungudalskirtlar og kjálkabarðskirtlarnir seyta blöndu beggja (9).  

1.4 Greiningarmöguleikar munnvatns 
Auðvelt er að nálgast munnvatn og því hentar þessi líkamsvessi vel til sýnatöku. Söfnun 

munnvatnssýna er einföld, óþæginda- og hættulaus samanborið við blóðsýnatöku. Áhugi á 

hvaða líffræðilegu merki má lesa úr munnvatni hefur leitt til þess að á síðustu tíu árum hefur 

munnvatn fengið aukna athygli þegar kemur að greiningarmöguleikum, bæði með tilliti til 

þess möguleika að geta endurspeglað ástand munnhols og líkamans í heild (11). Ef 

einstaklingur er með sjúkdóm í munnholi má velta því fyrir sér hvort mögulega sé hægt að 

greina breytingar á styrk ýmissa efna í munnvatni hans þar eð munnholið er í beinni snertingu 

við munnvatnið. Ástæða þess að munnvatn er talið geta endurspeglað líkamsástand er sú að í 

því finnast bæði blóðfrumur og ýmis önnur efni úr blóði (1). Af þessum ástæðum ætti 

munnvatnssýni mögulega að geta sagt til um blóðstyrk ýmissa efna eða ástand blóðfruma. 

Rannsóknir á þessu sviði hafa meðal annars falið í sér að mæla styrk lyfja eða annarra efna í 

munnvatni í þeim tilgangi að meta lyfjasvörun og blóðstyrk (12, 13). Í munnvatni felast því 

miklir greiningarmöguleikar þó margt sé enn á frumstigi. 
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1.5 Prótín í munnvatni 
Prótínmengi munnvatns hefur verið skoðað m.t.t. greiningarmöguleika og mörg prótín komið 

til greina sem möguleg merki í hinum ýmsu sjúkdómum svo sem tannholdsbólgu, 

flöguþekjukrabbameini í munni og Sjögren's heilkenni og hafa nokkrar rannsóknir lofað góðu 

(11). Helsta vandamál sem komið hefur upp við þessar rannsóknir eru að styrkur prótína í 

munnvatni getur verið mjög breytilegur. Í fyrsta lagi er styrkur mismunandi prótína verið af 

mismunandi stærðargráðum. Alfa amýlasi, algengasta prótínið í munnvatni, er að finna í 

styrkleika af stærðargráðunni milligröm í millilíter samanborið við cýtókín sem eru að finna í 

þúsund sinnum minni styrkleika. (11, 14). Í öðru lagi seyta munnvatnskirtlarnir ekki allir 

sama styrk eða sömu blöndu af próteinum og því getur breyting í flæði munnvatns haft áhrif á 

hlutfallslegan styrk þeirra í munnvatninu (15). Einstaklingur getur því sýnt mikinn breytileika 

í prótínstyrk háð örvun á munnvatnsframleiðslu. Þessar breytingar gera það að verkum að í 

mörgum tilfellum hafa prótínmælingar í munnvatni ekki verið nægilega nákvæmar til að geta 

virkað sem merki um sjúkdóma einar og sér (11). Til þess að komast framhjá þessum 

vandamálum hefur m.a. verið lagt til að mæla mörg mismunandi prótín og þannig nota fleiri 

upplýsingar samhliða til að meta ástandið (1).  

1.6 Erfðaefni í munnvatni 
Erfðaefni mannsins geymir lífupplýsingar og í því búa miklir greiningarmöguleikar. Þegar 

munnvatnssýni er safnað er bæði að finna mannafrumur og bakteríur í því. Úr munnvatni er 

því hægt að einangra erfðaefni en nákvæmur uppruni þessa erfðaefnis, hlutfall 

mannaerfðaefnis samanborið við bakteríur, er erfitt að greina. Auk þess er erfitt að fá 

nákvæmar upplýsingar um það úr hvaða frumum mannaerfðaefnið kemur. Einnig er vitað að 

erfðaefni getur fundist utan frumna í líkamanum (16) og tekist hefur að einangra mRNA úr 

frumulausu munnvatni. Þetta gefur m.a. möguleika á að skoða tjáningu prótína í munnholinu 

(17). Rannsóknir hafa sýnt að gæði mannaerfðaefnis sem er einangrað úr munnvatni séu mikil 

og það henti vel til notkunar í  aðferðum sem byggja á erfðaupplýsingum eins og í 

kjarnsýrumögnun (e. polymerase chain reaction (PCR)), örflögugreiningu (e. microarray) og 

raðgreiningu (18). Það mannaerfðaefni sem einangrast hentar því vel til greiningar á 

lífupplýsingum og mætti nota við að safna upplýsingum úr stóru þýði þar sem 

munnvatnssýnataka er einföld og þátttakendur sjálfir gætu mögulega séð um að safna sýnum 

og senda þau inn (19, 20). 

Úr erfðaefninu er ekki einungis hægt að lesa erfðaupplýsingar heldur getur ástand þess 

gefið okkur miklar vísbendingar um ástand frumanna og/eða umhverfisins sem erfðaefnið 
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hefur verið í (21). Byggingarbreytingar erfðaefnis í munnvatni gætu því verið líffræðilegt 

merki um vefjaskemmdir eða sjúkdóma í munnholi eða líkama í heild.  

1.7 Skemmdir í erfðaefni 
Kjarnsýra (e. deoxyribonucleic acid (DNA)) er viðkvæm sameind og skemmdir í erfðaefni 

geta verið af margvíslegum toga og margir orsakavaldar legið að baki þessum skemmdum. Á 

hverjum degi verður erfðaefni okkar fyrir árasum af völdum efna eða annarra áreitavalda 

ýmist vegna innri eða ytri álagsþátta. DNA getur hvarfast við utanaðkomandi eiturefni eða 

afurðir sem safnast fyrir við efnahvörf í frumunni ásamt því að geislun getur valdið 

skemmdum (22). Dæmi um skemmdir sem verða vegna innri þátta eru oxunarskemmdir þar 

sem virkar súrefnissameindir myndast í frumum og ef styrkur þeirra verður of mikill geta þær 

oxað erfðaefnið. Afleiðing þessarar oxunar er ekki að fullu skilin en líklegt er að þetta auki 

einþátta og tvíþátta brot á DNA frumunnar (23) og afleiðingar þessara skemmda geta m.a. 

stuðlað að krabbameinsmyndun (24). Einþátta brot verða til þegar fosfórdíestertengið í 

bakbeini DNA strendings rofnar. Ef einþátta brot á sér einnig stað á gagnstæðum strendingi 

og 10-20 basapör aðskilja þessi brot nægja vetnistengin á milli basanna ekki til að halda 

strendingunum saman og tvíþátta brot myndast (25).  

 

 

Mynd 1. a) Einþátta brot á öðrum 
strendingi. b) Einþátta brot á báðum 
strendingum. c) Ef fá basapör  eru á milli 
brota losna strendingarnir frá hvor öðrum 
og tvíþátta brot myndast. 

 

 

 

 

Helstu þættir sem  geta valdið utanaðkomandi skemmdum eru geislun, hitun og eiturefni. 

Dæmi um eiturefni eru alkýlerandi efni og eins og nafnið gefur til kynna felst virkni 

alkýlerandi efna í því að binda alkýl hóp við DNA keðjuna og þar með breyta 

byggingareiginleikum hennar. Mörg krabbameinslyf eru alkýlerandi og þar sem þessi lyf 

ráðast á erfðaefnið byggir virkni þeirra á því að frumur sem fjölga sér ört verða fyrir mestum 

áhrifum (26). Efnin tengjast erfðaefninu og geta myndað svokölluð krosstengi. DNA 
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krosstengi eru samgild tengi sem myndast ýmist á milli DNA þátta eða innan þáttar. 

Krabbameinslyf byggð á málminum platínum hafa svipaða virkni en bera þó ekki alkýl hóp. 

Mörg önnur eiturefni hafa krosstengjandi virkni og sem dæmi má nefna að í sígarettureyk 

finnast nokkur þessara efna (27, 28). Krosstengi, einþátta- og tvíþátta brot geta því komið 

fram við áreiti af ýmsu tagi. Ef eftirmyndun erfðaefnis í frumu er óeðlileg, eins og oft í 

krabbameini, geta einnig komið fram breytingar á byggingu erfðaefnisins (29). 

Allar frumur verða fyrir einhverjum skemmdum á erfðaefni sínu. Talið er að hver fruma 

geti orðið fyrir tugþúsundum breytinga á erfðaefni sínu á hverjum degi (30). Til að verjast 

þessum skemmdum hafa frumur yfir ákveðnum viðgerðarferlum að ráða og við eðlilegar 

kringumstæður er jafnvægi á milli þessara árásarþátta annars vegar og viðgerða í frumunni 

hins vegar svo erfðaefnið helst óskemmt. Ef þessir viðgerðarferlar eru í ólagi raskast 

jafnvægið og ýmsir afbrigðileg ferli geta komið upp. Nokkrir erfðasjúkdómar einkennast af 

gölluðum viðgerðarferlum og einstaklingar með þessi heilkenni eru líklegri til að fá 

krabbamein síðar á ævinni. Dæmi um þessa sjúkdóma eru húðsjúkdómurinn Xeroderma 

Pigmentosum og Fanconi blóðleysi (31, 32).  

Aðrir þættir eins og ástand munnhols gæti einnig haft áhrif á erfðaefni frumanna sem þar 

eru. Sem dæmi benda rannsóknir til þess að einstaklingar með flöguþekjukrabbamein eða 

lichen planus í munnholi virðast meira viðkvæmir fyrir oxunarskemmdum á erfðaefni í 

munnvatni (33). Þetta gefur vísbendingar um að byggingarbreytingar á erfðaefni gætu 

mögulega virkað sem merki fyrir sjúkdóma. 

1.8 Tvívíður þáttháður rafdráttur 
Tvívíður þáttháður rafdráttur er aðferð til að greina í sundur flókin kjarnsýrusýni. Í 

tilraunastörfum í lífvísindum er algengt að unnið sé með erfðaefni og það meðhöndlað með 

ýmsum aðferðum eins og ensímum sem valda byggingarbreytingum og skemmdum. Oft 

reynist nauðsynlegt að geta fylgst með ástandi erfðaefnisins og þættir sem geta skipt máli eru 

m.a. lengd kjarnsýru, skemmdir og hvort um tvíþátta eða einþátta DNA sé að ræða. Með 

tvívíðum þáttháðum rafdrætti er mögulegt að greina skemmdir, krosstengsl eða einþátta- og 

tvíþátta brot í flóknum kjarnsýrusýnum ásamt því að greina hlutfall einþátta og tvíþátta DNA 

sameinda (34).  

1.8.1 Almennt um rafdrátt á kjarnsýrum 

Bakbein kjarnsýra er gert úr sykrum og fosfati sem gerir að verkum að heildarhleðsla 

kjarnsýra er neikvæð. Í rafdrætti er DNA sameindum hlaðið á gel og einsleitt rafsvið 
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framkallað. Vegna neikvæðrar hleðslu sinnar ferðast sameindirnar gegnum gelið í átt að 

jákvæðu skauti rafsviðsins. Mótstaðan í gelinu gerir það að verkum að stærri sameindir 

ferðast hægar en minni sameindir þar sem þær komast ekki jafn greiðlega í gegn um möskva 

gelsins (35). Eftir ákveðinn tíma er slökkt á rafsviðinu og gelið greint. Með því að lita 

kjarnsýrurnar í gelinu með flúrljómandi efnum er hægt að sjá hversu langt sameindirnar 

ferðuðust og áætla þannig stærð þeirra. Dæmi um efni sem notuð eru til litunar eru 

ethidíubrómíð, RiboGreen ofl.  (36) 

Tegund og styrkur gels, straum- og spennumagn ásamt tímanum sem rafdrátturinn er 

keyrður eru allt þættir sem hafa áhrif á eiginleika rafdráttarins og aðgreiningarhæfni hans. 

Algengt er að gel innihaldi agarósa eða pólýakrýlamíð og hægt er að blanda þessi gel í 

mismunandi styrk. Agarósi er fjölsykra úr sykrunni agarósa og agarópektíni og hentar þetta 

efni vel til að aðgreina kjarnsýrur sem eru nokkur hundruð basapör að lengd eða stærri.  

Pólýakrýlamíð eru fjölliður úr akrýlamíði og hafa meiri aðgreiningarhæfni þegar kemur að 

minni DNA sameindum (35). Almennt gildir að því hærra hlutfall, af agarósa eða 

pólýakrýlamíði, sem gelblandan inniheldur því þéttara verður gelið og þar með sú mótstaða 

sem gelið veitir. Þéttari gel hafa almennt þá eiginleika að aðgreina minni sameindir með meiri 

nákvæmni á meðan þynnri gel henta hins vegar betur þegar lengri sameindir eru aðgreindar. 

Ferð kjarnsýra gegnum gel er háð stærð þeirra en aðrir þættir skipta einnig máli. 

Byggingareiginleikar, eins og stífleiki og lögun sameindanna hafa áhrif á færslu þeirra og 

gildir að beinar og stífar sameindir ferðast hraðar en aðrar sameindir af sömu stærð (37). Að 

auki hegða kjarnsýrur sér ekki nákvæmlega eins í agarosa og akrýlamíði og sem dæmi má 

nefna að bognar kjarnsýrur tefjast í pólýakrýlamíði en ekki í geli úr agarósa (38).  

1.8.2 Aðskilnaður einþátta og tvíþátta DNA með tvívíðum þáttháðum rafdrætti  

Í tvívíðum þáttháðum rafdrætti er rafdregið í tveimur víddum og er notast við  akrýlamíð gel 

(mynd 2).Samanborið við einfaldari rafdrátt í einni vídd gefur þessi aðferð tækifæri á því að 

aðgreina kjarnsýrur eftir fleiri eiginleikum en lengd eingöngu. Aðferðin byggir á því að í 

fyrstu vídd eru kjarnsýrur í gelinu aðgreindar eftir lengd og þætti. Tvíþátta DNA ferðast 

hraðar í akrýlamíð geli samanborið við einþátta sameindir ásamt því að lengri sameindir 

ferðast hægar en styttri sameindir. Þessar tvær breytur, stærð og þáttur, skipta því höfuðmáli 

við aðgreiningu sameindanna í fyrstu vídd. Seinni víddin er keyrð hornrétt á fyrri vídd við hátt 

hitastig sem gerir að verkum að allar tvíþátta sameindir afmyndast og verða einþátta. Með 

þessu móti er færsla sameindanna í seinni vídd einungis háð lengd þeirra. Tvíþátta sameindir 

ferðast því hægar í fyrri vídd en hraðar í þeirri seinni og einþátta sameindir ferðast jafn hratt í 
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báðum víddum. Mismunandi færsla þessara sameinda gerir að verkum að endanleg 

staðsetning sameindanna að rafdrætti loknum er ólík og því mögulegt að greina í sundur 

einþátta og tvíþátta DNA. 

 

 

Mynd 2.  Í fyrri vídd a) er aðgreint eftir þætti og stærð. Áður en seinni víddin  b) er keyrð af 
stað er gelið hitað og allar sameindir gerðar einþátta. Einþátta sameindir í sýninu 
(rauðar) fara jafn hratt í báðum víddum og lenda því allar á beinni línu eftir keyrslu í 
seinni vídd. Tvíþátta sameindir (grænnn) ferðast hlutfallslega hraðar í fyrri vídd en 
seinni víddinni og mynda því bogaform til vinstri við einþátta sameindir eftir keyrslu 
í seinni vídd. (Byggt á mynd úr heimild (37)) 

 

1.8.3 Greining krosstengja með tvívíðum þáttháðum rafdrætti 

Með tvívíðum þáttháðum rafdrætti er mögulegt að greina skemmdir á kjarnsýrum. Þessar 

skemmdir eru m.a. einþátta brot ásamt krosstengjum ýmist innan eða milli þátta (34)(Bjarki 

Guðmundsson et. al Óbirtar niðurstöður). Ef krosstengi er að finna á milli tveggja DNA 

strendinga afmyndast sameindin ekki eðlilega þegar gelið er hitað við keyrslu í seinni vídd. 

Strendingarnir losna þá ekki fullkomlega frá hvor öðrum þar sem krosstengið heldur þeim 

saman. Þetta gerir það að verkum að sameindir með krosstengi milli strendinga tefjast í seinni 

vídd vegna fyrirferðar og færsla þeirra verður önnur en tvíþátta sameind án krosstengja. 

Sameindir með krosstengi innan sama strendings ferðast einnig afbrigðilega í akrýlamíð geli 

vegna byggingar- og lögunarbreytinga sem krosstengið veldur (mynd 3). Því er á sama hátt 

mögulegt að greina þessar tegundir skemmda með því að athuga hvar í gelinu sameindirnar 

lenda.  
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Mynd 3. Sameindir með krosstengi milli strendinga (svartar) rafdragast eðlilega í fyrri vídd 
en afmyndast ekki eðlilega í seinni vídd og tefjast því. Þetta gerir að verkum að 
sameindir með krosstengi milli þátta lenda fyrir aftan bogann af tvíþátta sameindum 
(grænn). Sameindir með krosstengi innan strendings (blár) ferðast einnig afbrigðilega 
vegna byggingarbreytinga sem krosstengin valda og geta ferðast fram fyrir bogann af 
tvíþátta sameindum. Einnig sést færsla einþátta sameinda á myndinni (rauður). 
(Byggt á mynd úr heimild (37)) 

 

1.8.4 Greining einþátta brota með tvívíðum þáttháðum rafdrætti 

Áður en seinni vídd er keyrð af stað er gelið hitað. Við þessa hitabreytingu afmyndast tvíþátta 

sameindir og losna í sundur og verða að tveimur jafnlöngum einþátta strendingum. Ef einþátta 

brot er hinsvegar til staðar í kjarnsýru veldur hitunarskrefið því að sameindin getur losnað í 

fleiri einþátta sameindir sem eru styttri en upphaflega kjarnsýran. Þessar sameindir ferðast 

hraðar í seinni vídddinnni. Þetta mynstur er svo hægt að greina eftir rafdráttinn (mynd 4).  

 

 

 

 



Háskóli Íslands  Albert Sigurðsson  

 13 

 

Mynd 4.   a) Ef einþátta brot er til staðar ferðast sameindirnar eðlilega í fyrri vídd. b) Þegar 
sameindirnar eru hitaðar í seinni vídd losna þær frá hvor annari og sá strendingur 
sem inniheldur einþátta brot losnar í minni sameindir sem ferðast lengra en heill 
mótstrendingur. (Mynd fengin úr heimild (37))  

 

1.8.5 Greiningarmöguleikar tvívíðs þáttháðs rafdráttar 

Með tvívíðum þáttháðum rafdrætti er mögulegt að greina flókin kjarnsýrusýni og skoða 

ástand þessara sameinda. Með því að einangra erfðaefni úr munnvatni er því mögulegt að 

greina skemmdir úr erfðaefni lifandi fruma. Þetta gefur tækifæri á að athuga hvort sjúkdómar 

eða annað áreiti valdi einkennandi breytingum á erfðaefni í formi skemmda eða 

byggingarbreytinga. Slíkar vitneskja gæti falið í sér klínískar upplýsingar t.d. sem merki um 

sjúkdóma eða aðferð til að fylgjast með lyfjasvörun. 
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2  Markmið  

Tilgangur rannsóknarinnar var að skilgreina getu tvívíðs þáttháðs rafdráttar til að greina DNA 

skemmdir í munnvatni og frumkanna áhrif: 

i) reykinga og notkun munntóbaks á myndun DNA skemmda í munnvatni 

ii) munnholssjúkdóma á myndun DNA skemmda í munnvatni 



Háskóli Íslands  Albert Sigurðsson  

 15 

3  Efniviður og aðferð ir 

Verkefnið var unnið og tilraunir framkvæmdar á Lífefna- og sameindalíffræðistofu 

læknadeildar Háskóla Íslands. Sýnum var safnað á heimilum þátttakenda og á Tannlæknadeild 

Háskóla Íslands í samvinnu við Peter Holbrook prófessor. 

3.1 Gagnasöfnun og sýnataka 
Rannsóknin var frumrannsókn og innihélt sex þátttakendur sem skipt var í 2 hópa.  

Hópur A. Innihélt þrjá heilbrigða einstaklinga sem reyktu ekki né neyttu munntóbaks 

að staðaldri. 

Hópur B. Innihélt þrjá einstaklinga með sjúkdóm í munnholi. 
 

Úr hópi A voru tekin þrjú munnvatnssýni úr hverjum einstaklingi og fór sýnataka fram í 

tveimur hlutum. Í fyrri hluta voru þátttakendur beðnir um að reykja eina sígarettu og var 

munnvatnssýnum safnað fyrir og eftir reykingar. Seinni hluti fór fram viku seinna og voru 

þátttakendur þá beðnir um að neyta eins skammts af munntóbaki og einu munnvatnssýni var 

svo safnað eftir notkun. Þau sýni sem safnað var fyrir reykingar, voru notuð sem heilbrigt 

viðmið fyrir alla rannsóknina. Úr hópi B var eitt munnvatnssýni tekið úr hverjum einstaklingi. 

Hópur B innihélt einstakling með Sjögren's heilkenni, einstakling með lichen planus og einn 

einstakling með bráðamergfrumuhvítblæði og væga tannholdsbólgu. Sýnataka fyrir hóp B fór 

fram á Tannlæknadeild Háskóla Íslands. 

Til munnvatnssöfnunar var notað Oragene DNA (OG-500) sýnatökusett frá DNAgenotek 

og leiðbeiningum sem fylgdu með settinu var fylgt við framkvæmd sýnatöku. Við sýnasöfnun 

fyrir reykingasýnin þurftu allir þátttakendur að klára eina sígarettu af tegundinni Marlboro og 

réðu þátttakendur hvort andað var ofan í lungu eða ekki, reykurinn þurfti eingöngu að vera í 

munnholi. Við söfnun munnvatnssýna eftir munntóbaksneyslu var ákveðið að þáttakendur 

skyldu hafa munntóbakið undir efri vör í a.m.k. þrjár mínútur áður en sýni var gefið.  

3.2 Einangrun á DNA 
Einangrun á erfðaefni úr munnvatnssýnunum fór fram með notkun PrepIT*L2P 

(DNAgenotek) einangrunarsetti og verkferli að öllu leyti fylgt með þeirri undantekningu að 

einangraða erfðaefnið var geymt í TLE búffer í stað TE. Eftir einangrun á erfðaefni voru sýni 

færð yfir í eppendorftúbu og styrkur einangruðu sýnanna mældur með gleypnimælingu í 

NanoDrop ND1000. Sýnin voru svo geymd í kæliskáp við 4°C.  
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3.3 Meðhöndlun með skerðiensími  
Áður en rafdráttur var framkvæmdur voru sýni meðhöndluð með og án skerðiensíms. Til 

skurðhvarfsins var notað ensímið MboI (10 ein./µl Fermentas). Skurðhvarfið var keyrt í 60 

mínútur og 4 einingar af ensími notað fyrir 1500 ng af DNA. Í öllum skurðhvörfum var magn 

DNA 1500 ng og hvarfið framkvæmt í 40 µl rúmmáli. Eftir skurð voru sýni hreinsuð með 

Amicon ultra-0.5 (Millipore) skilvindusíun. Ef þörf var á að minnka rúmmál sýna fyrir 

rafdrátt var notuð SpeedVac DNA-100 (Savant) skilvinda. Öll munnvatnssýni voru skoðuð, 

bæði skorin og óskorin.  

3.4 Undirbúningur sýna fyrir rafdrátt 
Notuð voru 750 ng af DNA í hverju sýni sem útbúið var fyrir rafdrátt. Áður en sýnið var 

hlaðið á gelilð var 0,1 µl af litnum 6xOrangeLoadingDye (Fermentas) bætt við sýnið til að 

geta fylgst með rafdrættinum. Einnig var bætt við 0,1 µl af stærðarmerkinu GeneRuler100bp+ 

(Fermentas) sem merktur hafði verið með flúorljómandi Cy5-núkleotíðum. Glýseról var að 

lokum blandað í sýnið þannig að lokastyrkur glýseróls í blöndunni sem hlaðið var á gel varð 

15%. 

3.5 Framkvæmd tvívíðs þáttháðs rafdráttar 
Gel voru útbúin úr 30% akrýlamíð blöndu (29:1 akrýlamíð:bisakrýlamíð), 5xTBE búffer, 

þvagefni (e. urea) og vatni. Efnunum var blandað saman þannig að lokastyrkur í gelblöndunni 

varð 4% acrylamide, 1xTBE og 7M þvagefni. Til að koma fjölliðun af stað var bætt við 5 µl 

af TEMED og 50 µl af 10% APS rétt fyrir steypingu gels. Gel voru steypt milli tveggja 

lóðréttra glerplatna og notuð var 5 ml af gelblöndu í hvert gel. Stærð gelanna var 7 x 8 cm.   

Notað var rafdáttarker frá BioRad fyrir rafdrátt í fyrri vídd og sá rafdráttur var keyrður í 20 

mín. við 20 mA og 300V. Eftir keyrslu í fyrri vídd voru glerplöturnar með gelinu losaðar úr 

tækinu og settar á hitablokk í 1 mín. við 85°C. Seinni vídd var framkvæmd í Multiphor II  

(Pharmacia Biotech) tæki og var tímalengd 14 mín. við 14 mA og 300V. Í báðum rafdráttum 

var TBE notað sem búffer. 

Tveimur sýnum var hlaðið á hvert gel og bæði skorin og óskorin sýni úr sama einstaklingi 

voru notuð í hverri keyrslu. Eftir keyrslu í báðum víddum var gelið fært yfir í plastílát og það 

litað í 30-40 mín. með 7 µl RiboGreen (Invitrogen) í 100 mL af TBE búffer. Eftir litun var 

gelið skolað og látið liggja í afjónuðu vatni í 20 mín. Eftir skolun var gelið skannað með 

Typhoon 8610 tæki fyrir bylgjulengdina 526 nm til að greina litun með RiboGreen og við 670 

nm til að greina Cy5-flúormerkta stærðarmerkið.  
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3.6 Einþátta brot í erfðaefni framkallað 
Lambda-DNA skorið með ensíminu AvaII (500 ng/µl Fermentas) ásamt ómeðhöndluðu 

blóðsýni voru meðhöndluð með 10 ein. af ensíminu Nt.BstNBI (10 ein./µl New England 

Biolabs). Notað var 1000 ng af DNA úr hvoru sýni fyrir sig. Hvörfin voru látin eiga sér stað í 

50 µl búfferlausn af 1xNEB 3 í 60 mín. við 55°C. Eftir hvörfin voru sýnin hreinsuð með 

Amicon ultra-0.5 skilvindusíun og greind með tvívíðum þáttháðum rafdrætti samhliða 

ómeðhöndluðum sýnum. 

 

3.7 Meðhöndlun með pólýmerasa I 
AvaII skorið Lambda-DNA, sem meðhöndlað hafði verið með Nt.BstNBI, ásamt óskornu 

munnvatnssýni voru meðhöndluð með 10 ein. af DNA pólýmerasa I (10 ein./µl New England 

Biolabs) í 50 µl af 1xNEB 2 búfferlausn með viðbættum 5 µl dNTP (2 mM) í 60 mín. við 

16°C. Sýni voru svo greind með tvívíðum þáttháðum rafdrætti.  

 

3.8 Túlkun gagna 
Sýni voru fyrst og fremst greind sjónrænt með því að skoða hvort hluti sýnanna ferðuðust í 

gelinu á svæði sem bentu til skemmda. Upplýsingar sem fengust úr gelunum voru bornar 

saman við upplýsingar um heilsu og skoðað hvort vísbendingar sæjust um áhrif 

munnholssjúkdómanna eða tóbaksnotkunar á skemmdir á erfðaefninu í munnvatninu. Til 

nákvæmari greiningar á hlutfalli kjarnsýra á mismunandi svæðum í gelinu m.t.t. gleypni  var 

notast við forritið Image Quant (Molecular Dynamics). 

 

3.9 Tilskilin leyfi 
Leyfi fengust frá Persónuvernd og Vísindasiðanefnd (VSNb2012010012/03.15) áður en 

sýnasöfnun og greining sýna úr þátttakendum fór fram. Einnig var rannsóknin og tilgangur 

hennar útskýrð fyrir þátttakendum af nema og þeir fengnir til að undirrita upplýst samþykki 

fyrir sýnatöku. 
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4  Niðurstöður 

4.1 Munnvatnssýni úr heilbrigðum einstaklingum 
Í erfðaefni sem einangrað var úr munnvatni úr heilbrigðum einstaklingum greindust skemmdir 

sem voru verulega meiri en í blóðsýnum sem rafdregin voru til samanburðar (mynd ekki 

sýnd). Í öllum þremur munnvatnssýnum úr heilbrigðum einstaklingum sem höfðu hvorki 

reykt né neytt munntóbaks mátti sjá daufa línu á svæði sem tilgreindi einþátta erfðaefni og 

slikja í kringum það svæði benti til minniháttar skemmda. Hlutfall þess erfðaefnis í sýnunum, 

skornum með skerðiensími, sem ekki var tvíþátta (þ.e. var ekki á því svæði í gelinu sem 

einkennir tvíþátta sameindir) var að meðaltali 18% (sjá töflu 1, mynd 5). Í öllum óskornu 

sýnunum sást greinilegur taumur koma út frá svæði stórra DNA sameinda. Í óskornum sýnum 

sást einnig færsla sameinda á svæði sem bentu til minniháttar tvíþátta og einþátta brota. 

 

Mynd 5.  Mynd A sýnir skorið (til hægri) og óskorið (til vinstri) munnvatnssýni (grænt) 
ásamt tvíþátta stærðarmerki (rautt). Mynd B sýnir sama sýni í svarthvítu þar sem 
búið er að reikna hlutfall tvíþátta erfðaefnis samanborið við erfðaefni í dökku 
slikjunni fyrir framan tvíþátta bogann og eru þessi svæði afmörkuð með rauðum 
línum á myndinni. Prósenturnar segja til um hlutfall kjarnsýra á hvoru svæði fyrir 
sig. 

 

4.2 Munnvatnssýni eftir reykingar 
Í munnvatnssýnum eftir reykingar greindist einþátta erfðaefni í öllum skornum sýnum ásamt 

slikju fyrir framan tvíþátta bogann. Hlutfall erfðaefnisins í skornu sýnunum sem ekki var á 

tvíþátta boganum var að meðaltali 20% (tafla 1). Á sama hátt og í sýnum sem tekin voru fyrir 

reykingar sást greinilegur taumur í óskornum sýnum ásamt daufri slikju á svæði sem benti til 

einþátta og tvíþátta brota (mynd 6). 
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Mynd 6. Á mynd A-C sjást skorin og óskorin munnvatnssýni (grænt) sem söfnuð voru fyrir 
reykingar ásamt tvíþátta stærðarmerki (rautt) til viðmiðunar. Á myndunum sést dauf 
slikja fyrir framan tvíþátta bogann í skornu sýnunum sem bendir til minniháttar 
skemmda ásamt daufri línu sem táknar einþátta DNA. Myndir D-F sýna 
munnvatnssýni úr sömu einstaklingum eftir að hafa reykt eina sígarettu. Á öllum 
myndunum bendir örin á greinilegan taum sem sást í öllum munnvatnssýnum sem 
skoðuð voru. 
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4.3 Munnvatnssýni eftir munntóbak 
Úr einu sýnanna eftir munntóbaksneyslu sáust minniháttar skemmdir af sama toga og í sýnum 

eftir reykingar. Í hinum tveimur sýnunum komu miklir skuggar fram í gelunum eftir keyrslu í 

tvívíðum þáttháðum rafdrætti og því tókst ekki að greina þau gel. 

 

Tafla 1. Hlutfall þess DNA í gelunum sem lá fyrir utan það svæði sem tilgreindi tvíþátta 
sameindir úr sýnum meðhöndluðum með skerðiensími.  

 

4.4 Munnholssjúkdómar 
Hópur þátttakenda með munnholssjúkdóm innihélt einstakling með lichen planus í munnholi, 

einstakling með Sjögrens heilkenni og einn einstakling með tannholdsbólgu og 

bráðamergfrumuhvítblæði. Úr sýni einstaklings með lichen planus sást greinilegur taumur í 

óskorna sýninu ásamt meiri skemmdum samanborið við heilbrigt viðmið. Úr einstaklingi með 

Sjögren's heilkenni var í óskorna sýninu meiri færsla sameinda á svæði sem benti til einþátta 

og tvíþátta brota minni en 200 basapör að lengd þegar sýnið var borið saman við heilbrigt 

viðmið. Í sýni úr einstaklingi með væga tannholdsbólgu og bráðamergfrumuhvítblæði 

greindust engar áberandi skemmdir samanborið við munnvatnssýni úr heilbrigðum 

einstaklingi (mynd 7). 

 

 

 

 

Þáttakandi A B C Meðaltal 

Fyrir reykingar 9% 25% 20% 18% 

Eftir reykingar 17% 26% 18% 20%  
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Mynd 7. Á myndum A-C sjást skorin og óskorin munnvatnssýni (grænt) ásamt tvíþátta 
stærðarmerki (rautt). Mynd A sýnir einstakling með Sjögrens heilkenni og örvarnar á 
myndinni sýna áberandi einþátta og tvíþátta skemmdir sem ekki sáust í heilbrigðum 
viðmiðum. Mynd B sýnir einstakling með lichen planus í munnholi og bendir örin á 
áberandi taum í óskorna sýninu. Mynd C sýnir einstakling með væga tannholdsbólgu 
ásamt bráðamergfrumuhvítblæði og ekki sáust neinar áberandi skemmdir í því sýni 
samanborið við heilbrigt viðmið. A thugið að á myndum B-C er búið að víxla skornu 
og óskornu sýnunum miðað við mynd A. 

 

Tafla 2. Hlutfall þess DNA sem lá fyrir utan það svæði í gelunum sem tilgreindi tvíþátta 
sameindir. Sýnin eru úr einstaklingum með munnholssjúkdóm. 

 

4.5 Einþátta brot í erfðaefni 
Eitt sem einkenndi óskorin munnvatnsýni var langur láréttur taumur sem lá út frá DNA 

sameindum út frá neðri enda stórra sameinda sem eru of stórar til að færast í geli miðað við 

Þáttakandi 
Sjögren's 

heilkenni 

Lichen 

planus 

Tannholdsbólga/ 

bráðamergfrumuhvítblæði 
Meðaltal 

Munnholssjúkd. 28% 19% 14% 20% 
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stærð (mynd 6). Við töldum þetta vera merki um einþátta brot í stórum sameindum sem við 

bræðingu mynda stuttar einþátta DNA sameindir sé tíðni brotanna nægilega mikil. Til að 

staðfesta þessa túlkun gerðum við tilraun þar sem óskorin blóðsýni voru meðhöndluð með 

ensími sem veldur einþátta brotum. Við þá meðhöndlun kom fram mynstur sem líktist 

taumnum sem sást í DNA sýnum úr munnvatni (mynd 8). Lambda-DNA sýndi einnig svipuð 

mynstur eftir meðhöndlun með ensíminu. 

Í þeim tveimur sýnum sem meðhöndluð voru með Pólýmerasa I úr E. coli hvarf taumurinn 

eftir viðgerð ensímsins (mynd 9). Polymerasi I binst við rof, framlengir DNA þáttinn 5' við 

rofið frá enda og brýtur samhliða niður þáttinn 3' megin. DNA sameindin með einþátta rof 

ætti því að hverfa við meðhöndlun með þessu ensími. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 8. Á mynd A sést óskorið blóðsýni fyrir og eftir meðhöndlun með ensími sem veldur 
einþátta brotum. Eftir meðhöndlun sést mynstur sem svipar til taumsins sem sást í 
munnvatnssýnunum. Mynd B sýnir AvaII skorið lambda-DNA fyrir og eftir 
meðhöndlun með sama ensími.  

 
 

 

 

 

 

 

 

Mynd 9. Myndin sýnir óskorið munnvantssýni eftir reykingar fyrir og eftir meðhöndlun með 
polymerasa I. Eftir meðhöndlun sést að taumurinn er ekki lengur til staðar. 
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5  Umræður 

Með tvívíðum þáttháðum rafdrætti greindust skemmdir í erfðaefni í munnvatni og líklegt er 

að smávægilegar skemmdir séu almennt til staðar í heilbrigðum einstaklingum. 

Niðurstöðurnar benda einnig til þess að einþátta erfðaefni sé til staðar í litlu magni. Í 

munnvatnssýnum úr heilbrigðum einstaklingum eftir reykingar sáust takmarkaðar breytingar í 

samanburði við sýni sem tekin voru fyrir reykingar. Úr hópi einstaklinga með 

munnholssjúkdóm sáust breytingar í einstaklingi með Sjögrens heilkenni á formi tvíþátta og 

einþátta brota. Einnig sást  áberandi taumur í einstaklingi með lichen planus sem var meiri en 

í heilbrigðu viðmiði. Í öllum munnvatnssýnum sást greinilegur taumur og hefur þetta mynstur 

ekki sést áður. Þegar óskorin blóðsýni voru meðhöndluð með ensími sem veldur einþátta 

brotum kom fram mynstur sem líktist taumnum sem sást í munnvatnssýnunum. Einnig hvarf 

þessi taumur þegar sýni voru meðhöndluð með Pólýmerasa I sem vitað er að þekkir einþátta 

skemmdir í erfðaefni (39). Þetta gefur vísbendingar um að taumurinn sem sást í öllum 

munnvatnssýnunum sé merki um einþátta brot. Í munnvatnssýnum búa miklir 

greiningarmöguleikar og fyrstu niðurstöður benda til þess að tvívíður þáttháður rafdráttur geti 

greint breytingar og skemmdir sem verða á erfðaefni í munnvatni. 

 

5.1 Áhrif utanaðkomandi þátta 
Þegar sýnin úr heilbrigðum einstaklingum eru borin saman fyrir og eftir reykingar sést 

smávægilegur munur m.t.t. skemmda. Niðurstöðurnar gefa því fyrstu vísbendingar um að 

þættir á borð við reykingar hafi takmörkuð áhrif á greiningu sýna. Þar sem munnholið er undir 

stöðugu áreiti frá utanaðkomandi þáttum má ekki útiloka aðra þætti sem mögulega 

áhrifavalda. Áhugavert væri að skoða fleira áreiti sem líklegt er að gæti haft áhrif á 

munnvatnssýni t.d. tannburstun og sterkt munnskol. Auk þess voru reykingasýni einungis 

skoðuð eftir eina sígarettu og ekki er vitað um áhrif langtímanotkunar. Munnvatn sem lífssýni 

til greiningar og framkvæmd sýnatöku hefur verið skoðað í öðrum rannsóknum og bent hefur 

verið á mikilvægi þess að skilgreina staðlaða sýnatöku til að minnka mögulegar breytur eins 

og utanaðkomandi áhrif og náttúrulegar sveiflur (1). 

 

5.2 Ástand munnhols og skemmdir í erfðaefni 
Greining sýna úr einstaklingum með munnholssjúkdóm gefa vísbendingar um að sjúkdómar í 

munnholi geti mögulega valdið einkennandi breytingum á erfðaefni sem einangrast úr 
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munnvatni. Í sýnunum sem greind voru úr einstaklingum með munnholssjúkdóm var 

einstaklingurinn með Sjögren's heilkenni mest áberandi. Skemmdir sáust á svæði sem benti til 

einþátta brota minni en 200 basapör. Mikilvægt er að reyna að skýra breytingarnar sem sáust í 

gelinu og eðli erfðaefnisins sem greindist á þessu svæði ásamt uppruna þess. Litnisagnir (e. 

nucleosome) í frumum manna eru 147 basapör að lengd (40) og gæti því verið að um brot úr 

erfðaefni fruma sé að ræða. Við frumudauða brotnar erfðaefnið niður í búta sem samsvarar 

rúmlega lengd þessara litnisagna eða heilu margfeldi af því (41). Hér gæti því verið um 

frumudauða að ræða. Margar aðrar kenningar koma til greina og þessar niðurstöður gefa því 

vísbendingar um sjúklingahóp sem áhugavert væri að skoða nánar og athuga hvort þetta 

mynstur sjáist í fleiri einstaklingum með sjúkdóminn. Sýni úr einstaklingi með lichen planus í 

munnholi skar sig einnig úr í samanburði við heilbrigt viðmið og sýndi áberandi skýran taum 

þegar sýnið var skoðað óskorið. Enn sem komið er á eftir að skilgreina nákvæma merkingu 

þessa taums en fyrstu tilraunir sem framkvæmdar voru í þessari rannsókn, til að útskýra þetta 

mynstur, benda til þess að um einþátta brot sé að ræða. Ef svo er, væri áhugavert að athuga 

hvort sama mynstur sjáist í fleiri einstaklingum með lichen planus ásamt líffræðilegri þýðingu 

einþátta brots í munnvatni. 

 

5.3 Einþátta brot í munnvatni 
Þegar óskorið blóðsýni var meðhöndlað með ensími, sem veldur einþátta brotum, kom fram 

svipað mynstur og sást í munnvatnssýnunum. Þessi taumur kom fram í öllum 

munnvatnssýnum sem höfðu ekki verið meðhöndluð með skerðiensími. Hægt var að 

framkalla svipaðan taum með rofensími. Þegar munnvatnssýni var svo meðhöndlað með 

pólýmerasa I hvarf þessi taumur. Þessar niðurstöður gefa  sterkar vísbendingar um að 

taumurinn sem sást í munnvatnssýnunum sé merki um einþátta brot í kjarnsýrunum. 

Mikilvægt er að staðfesta þetta með fleiri tilraunum og athuga hvort stærð taumsins sé í réttu 

hlutfalli við magn einþátta skemmda. Þessar upplýsingar benda til þess að tvívíður þáttháður 

rafdráttur geti mögulega nýst sem aðferð til að greina einþátta brot í erfðaefni í flóknum 

lífssýnum. Áhugavert væri að bera þá aðferð saman við heilastjörnumælingu (e. Comet assay) 

sem er nú helsta aðferðin til að greina einþátta brot. Nákvæm líffræðileg þýðing einþátta brota 

í erfðaefni í munnvatni hefur ekki verið rannsökuð og því væri áhugavert að vita hvort hægt 

sé að finna samhengi á milli magns þessara brota og sjúkdóma í munnholi svo dæmi sé nefnt. 

Athyglisvert reyndist að taumurinn kom fram í öllum munnvatnssýnum en sást hinsvegar ekki 
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í blóðsýnum. Það er því áhugavert að kanna hvort erfðaefni sem einangrast úr munnvatni sé 

almennt með ákveðið hlutfall af kjarnsýrum með einþátta brotum.  

5.4 Sýni meðhöndluð með og án skerðiensíms 
Með því að greina sýni með tvennum hætti bæði óskorin og skorin fáum við mismunandi 

upplýsingar. Í sýnum meðhöndluðum með skerðiensími fáum við margar kjarnsýrur af 

mismunandi lengd og við rafdrátt aðgreinast tvíþátta sameindir frá einþátta sameindum á 

greinilegan hátt. Þetta gefur okkur því tækifæri til að skoða hlutfall einþátta og tvíþátta 

kjarnsýra ásamt því að greina skemmdir eins og t.d. krosstengi. Með því að skoða óskorin 

sýni getum við hinsvegar greint aðrar tegundir af skemmdum. Óskorin sýni innihalda stórar 

sameindir sem við eðlilegar kringumstæður ferðast ekki langt inn í gelið sökum stærðar 

sinnar. Ef skemmdir eru hins vegar til staðar og þess eðlis að hluti af kjarnsýrunum einþátta 

brot getum við séð þessar sameindir ferðast lengra inn í gelið. Niðurstöður okkar benda einnig 

til þess að óskorin sýni geti veitt upplýsingar um einþátta brot í erfðaefni og því er mögulegt 

að meiri greiningarmöguleikar búa  í  óskornum sýnum en fyrr var haldið. 

 

5.5 Uppruni erfðaefnis 
Munnvatnssýni, sem safnað er með aðferðum sem notaðar voru í þessari rannsókn, innihalda 

blöndu af mismunandi frumum ásamt bakteríum. Þegar erfðaefnið er einangrað er því líklegt 

að eitthvað erfðaefni einangrist einnig úr bakteríum. Hlutfall þessa erfðaefnis, í sýnum sem 

skoðuð eru, skiptir augljóslega máli og mikilvægt að vita hvort þetta erfðaefni hafi áhrif á 

niðurstöður. Ekki er því hægt að útiloka að einhver mynstur sem sjást í gelunum séu tilkomin 

vegna baktería og má því velta fyrir sér hvort þannig mynstur gæti í sjálfu sér virkað sem 

merki um ástand munnhols m.t.t. bakteríufjölda eða sýkinga. Einnig er áhugavert að skoða 

uppruna erfðaefnisins í þeim frumum sem finnast í munnvatni. Upplýsingar um hlutfall hvítra 

blóðkorna og þekjufrumna í munnvatni gæti gefið betri sýn á bakgrunn erfðaefnisins sem 

verið er að skoða og gefið okkur vísbendingar um hvar þessar frumur hafa verið og hversu vel 

erfðaefnið gæti virkað sem merki um sjúkdóma. 

 

5.6 Fleiri möguleikar tvívíðs þáttháðs rafdráttar 
Í þessari rannsókn voru utanaðkomandi þættir ásamt ástandi munnhols skoðað sem 

áhrifavaldar á byggingu og skemmdir á erfðaefni í munnvatni. Hvort ástand erfðaefnis í 

munnvatni geti endurspeglað líkamsástand er því áhugaverð hugmynd sem hefur ekki enn 



Háskóli Íslands  Albert Sigurðsson  

 26 

verið skoðuð. Þættir sem áhugavert væri að skoða í því samhengi eru t.d. krabbameinslyf sem 

valda krosstengjum. Ef krosstengi greinast í erfðaefni í munnvatni hjá einstaklingum á 

krosstengilyfjum væri ástæða til að athuga hvort þessar upplýsingar gætu nýst til að fylgjast 

með lyfjasvörun. Tvívíður þáttháður rafdráttur er öflug aðferð til að greina flókin lífssýni og 

möguleikar við notkun í greiningu flókinna lífssýna lofa góðu þó margt sé enn á frumstigi. 
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6   Ályktanir 

Þetta er í fyrsta sinn sem lífsýni eru greind með tvívíðum þáttháðum rafdrætti í leit að 

skemmdum og merkjum um sjúkdóma. Í þessu verkefni sýndum við fram á að skemmdir í 

erfðaefni í munnvatni eru greinanlegar með tvívíðum þáttháðum rafdrætti. Þessar skemmdir 

eru verulega meiri en í blóðsýnum. Einnig var hægt að greina meiri skemmdir í einstaklingum 

með munnholssjúkdóm samanborið við munnvatnssýni úr heilbrigðum einstaklingi. Um 

frumrannsókn var að ræða og því nauðsynlegt að staðfesta niðurstöður með stærra úrtaki og 

nota þau gögn sem fengust úr rannsókninni til að velja úrtak og tegund sjúkdóma til að skoða 

nánar. Fyrstu rannsóknir á byggingareiginleikum og skemmdum í erfðaefni í munnvatni með 

tvívíðum þáttháðum rafdrætti benda til þess að aðferðin geti nýst til að skoða þessar 

breytingar. Því er mögulegt að tvívíður þáttháður rafdráttur geti nýst við greiningu á 

sjúkdómum í munnholi og hugsanlega víðar í líkamanum. 
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