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Agrip

Nyrnakrabbamein greinist i 2-3% tilfella allra illkynja greininga i fullordnum einstaklingum & heimsvisu
og er banvaenasta krabbameinid i pvagfeerum. Algengasta nyrnakrabbameini® er af teerfrumuger® og
greinist pad i 75 til 90% tilfella allra illkynja greininga i nyrum. Helstu forsparpeettir fyrir
nyrnafrumukrabbamein eru stigun og kjarnagradun eexlanna. Fjolmoérg prétein hafa verid tengd vid
nyrnafrumukrabbamein en enginn pekktur aexlisvisir sem haegt er ad nota i kliniskum tilgangi vid
greiningu eda medferd sjukdémsins. Vonir eru bundnar vid ad protein sem geeti nyst sem axlisvisir
finnist med kefisbundinni leit 6pekktra préteina. Ein af peim adferdum sem notadar hafa verid i peim

tilgangi er surface enhanced laser desorption/ionization time og flight (SELDI) massagreining.

Meginmarkmid rannsoknarverkefnisins var ad finna protein eda proteinmynstur sem adskilja

nyrnafrumukrabbamein af teerfrumugerd fra edlilegum nyrnavef med SELDI adferdinni.

Fra Lifsynasafni Rannsoknarstofu i meinafraedi voru fengin 284 fersk frosin nyrnasyni fra 131
sjuklingi. Vefjasynin voru frystiskorin og smasjarskodud. A grundvelli sméajarskodunar voru 49 vefjasyni
utilokud fra rannsokninni. Axlissynunum var skipt i rannsoéknarhdpa eftir steerd aexla og Fuhrman
kjarnagradun. Préteintjaning synanna var metin med SELDI og samanburdur framkveemdur med R

tolfreediforriti. Proteinmynstur voru fundin med Biomarker Patterns Software (BPS) forriti.

Samanburdur edlilegra nyrnasyna og allra eexlissyna bendir til ad prétein af staerdinni 14.705 Da
geti greint @ milli hdpanna med 86,9% neemi og 72,7% sérteeki. Proteinmynstur fijbgurra préteina getur
aftur a méti greint & milli med neemi 90,5% og sérteeki 86,4%. Samanburdur edlilegra nyrnasyna og
&xlissyna eftir meinafraedilegum pattum bendir til ad préteinmynstur priggja til fimm préteina geti greint

a milli hépanna med naemi og sértaeki & bilinu 80% til 90%.

Nidurstddur rannsoknarinnar benda til ad aeskilegt sé ad smasjarskoda vef fyrir prétein rannsoknir
svo meta megi gaedi efnividarins. Nidurstédur a samanburdi proéteintjaningar allra eexlissyna og
edlilegra nyrnasyna benda til pess ad prétein af staerdinni 14.705 Da geti greint & milli hdpanna med
godu naemi og sértaeki. Aftur & méti getur mynstur fidgurra proéteina greint a milli hépanna med enn
betra naemi og sértaeeki. Nidurstédur samanburdar eexlishdpa eftir meinafreedilegum pattum vid edlileg
nyrnasyni benda til ad préteinmynstur priggja til fimm préteina geti greint & milli hépanna med nami og
sértaeki a bilinu 80% til 90%.

Lykilord: SELDI, BPS, nyrnafrumukrabbamein, TNM stigun, Fhurman kjarnagrada



Abstract

Globally, kidney cancer comprises 2-3% of all malignant diagnoses in adult individuals and is the most
deadly cancer of the urinary system. The most common kidney cancer, renal cell carcinoma,
originates in the epithelial cells of the renal tubule and is diagnosed in 75-90% of all malign kidney
cancers. Best known prognosis factors for renal cell carcinoma are tumor staging and grading. Many
proteins have been linked to renal cell carcinoma. However there are no known biomarkers that are
possible to use in the clinical diagnosis or treatment of the disease. Hopes are that a suitable protein
biomarker will be found using a methodical search of unknown proteins. One of the methods that have
been used in that purpose is surface enhanced laser desorption/ionization time og flight (SELDI) mass
spectrometry. The method is prolific and allows the analysis of protein expression from many samples

in a relatively short time.

The goal of the research project was to find a protein or protein pattern that differentiates clear cell
renal cell carcinoma from normal renal tissue. The protein expression was measured with SELDI and
the differences compared using statistical tests. Protein patterns were detected by Biomarker Patterns
Software (BPS).

From the Biosample collection of the Laboratory of pathology were obtained 284 fresh frozen
kidney samples from 131 patients. The tissue samples were frozen, sectioned and assessed
microscopically. By the assessment 49 samples were excluded. The tumour samples were divided into
research groups by tumor size and nuclear grade. The protein expression of the samples was

measured with SELDI and the results analysed by R statistical program and BPS.

Comparison of normal kidney tissue and all tumor tissues indicate that protein of size 14.705 Da
can seperate the two groups with sensitivity 86,9% and specificity 72,7%. A pattern of four proteins
can on the other hand seperate the two groups with sensitivity 90,5% and specificity 86,4. Comparison
of normal kidney tissue and tumors by pathological features indicate that patterns of three to five

proteins can seperate the groups with sensitivity and specificity from 80% to 90%.

The result indicate that assess microscopically of the tissue for proteomics research are important.
The result of comparison between normal kidney tissue and all tumor indicate that protein of the size
14.705 da can seperate the two groups with good sensitivity and specificity. The result in comparison
between normal kidney tissue and tumors by pathological features indicate that three to five protein in

pattern can seperate between the groups with sensitivity and specificity from 80% to 90%.

Keywords: SELDI, BPS, Renal cell carcinoma, TNM staging, Fhurman grade
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1 Inngangur

1.1 Proétein

Prétein eru lifreenar sameindir sem finnast i 6llum lifverum og hafa vidteeka pydingu fyrir flesta
starfsemi peirra (1). Prétein eru myndud Ur mislongum fjélpeptidkedjum samsettum Ur linulegum
endurteknum byggingareiningum sem kallast amindsyrur (2). bekktar eru tuttugu amindsyrur sem
samsettar eru ur karboxylhop (CO,H), aminéhép (NH;) og mismunandi hlidarhép (R) sem gefa
aminosyrunum efnafraedilegt gildi. Hlidarhdparnir geta innihaldid eitt vetnisatom, sykrur, fitu eda flokna
efnahringi. Amindsyrurnar eru flokkadar i fjora undirflokka eftir edli hlidarhopanna; skautadar,
Oskautadar, surar og basiskar (3). Engin aminésyra hefur sama hlidarhép og vié nymyndun préteina
radast peer & mismunandi hatt. bPad ad engin amindsyra sé eins uppbyggd og mismunandi rédun
peirra vi® nymyndun proteina leidir af sér mikinn fjdlbreytileika préteina (2-4). Vid myndun proteina
tengjast amindsyrurnar saman med samgildum tengjum (covalent bond) sem kallast peptidtengi, sja
mynd 1 (3).

Aminosyrurdd préteina er taknud af genum i erfdéakdda lifverunnar (1, 3). DNA (deoxyribonucleic
acid) framleidir RNA (ribonucleic acid) og flest RNA taka patt i proteinframleidslu. Fleedi
erfdafreedilegra upplysinga fra DNA til RNA til préteina er pekkt sem hofudkennisetning
erfdafreedinnar. Gen stjérna nymyndun sérhzeféra proteina sem stjorna flest 6llum liffreedilegum

adgerdum innan frumu (3).

a)
Amindsira 1 Amindsyra 2
H H
|
H H
O 0
b)
Peptidteng 1

W
1

Mynd 1. Grunnbygging amindsyra og myndun peptidtengja

Mynd a: grunnbygging tveggja amindsyra. Karboxylendi (CO,H) amindsyru 1 snyr ad amindéenda (NH,;) aminésyru 2 (mynd
byggo & (5)).

Mynd b: vid myndun proteina radast amindsyrurnar linulega saman og tengjast med peptidtengjum milli amindéenda einnar

amindsyru og karbodxylenda annarrar. Vié myndun peptidtengis verdur til vatnsmolekul (H,O) par sem surefni (O) og vetni (H)

losna fra karboxylendanum og vetni (H) losnar fra aminéendanum (mynd byggd a (5)).
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1.1.1 Nymyndun

Nymyndun préteina er flokid efnafraedilegt ferli sem hefst & umritun DNA yfir i mRNA (messenger
RNA). Eftir umritun er mRNA sameindin flutt ur kjarna frumunnar at i umfrymid par sem rib6sémin eru.
i ribdsémunum fer fram pyding mRNA yfir i prétein fyrir tilstilli rRNA (ribosomal RNA) og tRNA
(transfer RNA). rRNA i ribésémunum pydir mRNA yfir i amindsyrur. Hlutverk tRNA er ad flytja
aminosyrur i umfryminu ad ribéséminu sem tengir paer vid vaxandi amindsyrukedjuna. Til eru ad
minnsta kosti 20 gerdir af tRNA i umfrymi frumu og tengist hvert peirra akvedinni amindsyru og feerir i
rib6sémio (3).

Vid pydingu rennur mRNA sameind i gegnum ribésémid sem ,les“ basar6d hennar og hleypir
samsvarandi tRNA sameind sem tengd er réttri aminésyru inn. Myndast pa peptidtengi milli
aminosyrunnar og peirrar sem kom inn a undan. Allar mRNA sameindir enda & sama taknanum
(codon) sem virkar eins og stédvunarmerki og veldur pvi ad fjdlpeptidkedjan losnar fra ribdséminu og

proteinid er fullmyndad (3).

1.1.2 Bygging

Fjogur stig proteinbyggingar eru pekkt. Fyrsta stigs bygging er amindsyrurddin i fidlpeptidi. Han leggur
grunninn fyrir seinni byggingarstig og segir til um eiginleika préteina (3, 6). Annars stigs bygging
myndast pegar linuleg prétein rada sér endurtekid og mynda a- helix og R-sheet. Byggingin tekur til
prividdarlégunar sérstakra svaeda i fjGlpeptidkedjunni. bridja stigs bygging tekur hins vegar til
prividdarlégunar allrar kedjunnar og myndast pegar annars stigs prétein vinda upp a sig. Mérg protein
geta undid upp a sig a olikan hatt og myndad fleiri en eitt stédugt form sem leidir af sér annad protein
eda undireiningu. Pridja stigs bygging hefur pvi mikil ahrif a virkni proteinanna og er stédugasta form
peirra (3, 6). Fjorda stigs byggingu hafa protein med haan mélmassa sem myndud eru ur tveimur eda

fleiri fjdlpeptidum og hafa par af leidandi eina eda fleiri undireiningar (3).

1.1.3 Flokkun

Prétein eru flokkud eftir efnasamsetningu eda byggingu (7). Vid flokkun eftir efnasamsetningu er peim
skipt i tvo flokka, einfold prétein og samsett protein. Einfold protein innihalda einungis aminosyrur
medan samsett prétein hafa einnig hlidarhép. Samsett protein eru sidan flokkud i undirflokka eftir gerd
hlidarhopsins. Pegar protein eru flokkud eftir byggingu skiptast pau i pradlaga prétein og plasma
prétein. bradlaga prétein eru byggingarprétein frumunnar, sterk og dleysanleg i vatni. Pau mynda
medal annars sinar og vOdva. Plasma prétein eru hins vegar leysanleg i vatni og hreyfanleg innan
frumunnar. bau hafa sértaek bindisvaedi fyrir bindla (ligand) og vid bindingu peirra verdur breyting a
byggingu préteinsins sem gerir pad virkt. Sem deemi mé nefna bindingu Adenosine triphosphate (ATP)

vid myosin i védvafrumu sem veldur pvi ad vodvinn dregst saman (3, 6).

1.1.4 Hlutverk
Prétein eru lifsnaudsynleg og hafa breidvirkara hlutverk en nokkur énnur sameind i frumu. bPau taka

patt i dllum efnaferlum innan frumunnar, a einn eda annan hétt (6). Steersti flokkur proéteina eru ensim
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sem hvata lifreen efnahvorf. Onnur prétein sem naudsynleg eru likamanum eru medal annars
flutningsprétein eins og hemdglébin sem flytur sudrefni, hormén eins og insulin sem stjornar
sykurefnaskiptunum, byggingaprétein eins og kollagen sem myndar bandvef og moétefni sem taka patt
i 6naemissvari likamans (3). Prétein hafa pvi mjog vidtaek hlutverk i likamanum allt fra pvi ad veita

studning og vidhalda frumuldgun til pess ad taka patt i varnarkerfi hans (6).

1.2 Proteinmengi

Eftir ad radgreiningu a genamengi mannsins lauk og ljést var ad genaupplysingar einar og sér gefa
ekki naega innsyn inn i liffreedilega virkni, 6dludust prétein rannséknir (proteomics) aukid mikilvaegi.
Ahugi & peim jokst til muna og er medal annars unnid ad pvi ad greina préteinmengi (proteome)
mannsins (1, 3, 8). Préteinmengi er skilgreint sem heildarfjoldi préteina sem tjad eru i frumu, vef eda
liffeeri @ hverjum tima. Pad er ekki st6dugt eins og genamengid heldur samansafn proteina sem
endurspegla bzedi innra genamengi lifverunnar og ytra umhverfi hennar. Vegna pessa gefur
proteinmengid raunverulega innsyn inn i liffreedilegt astand & hverjum tima. bvi aettu rannsdknir &
préteinmengi mannsins ad gefa gagnlegar upplysingar um uppruna sjukdéma, framgdngu peirra og
vidbrogd vid medferd. Bundnar eru vonir vid ad upplysingarnar sem fast med rannséknunum geti

bruad bilid milli erfdamengisins og frumuhegdunar (8).

Erfdamengi mannsins innheldur yfir prja milljarda DNA basapara sem takna fyrir um 50 — 100
pusund gen. bessi gen eru svo talin takna fyrir yfir hundrad puasund prétein. Eitt gen getur taknad fyrir
fleiri en eitt prétein par sem flest gen hafa fleiri en einn upphafsstad umritunar. Einnig getur
valsplaesing mRNA leitt af sér fjdldann allan af prétein is6formum (3). Hvert prétein breytist litillega vid
hverja pydingu og er tjad i misjofnu magni i 6likum vefjum vid mismunandi adsteedur. Prétein hafa
margvisleg hlutverk i likamanum og verka hvort & annad med breidvirku neti, medal annars vid
stjornun lifedlisfreedi frumunnar. Pad ad rekja oll pessi prétein til uppruna sins og greina pau er mikid
og stort verkefni sem er mun fléknara i framkvaemd en radgreining erfdamengisins og kallar par ad

auki a nyja teekni (9).

1.3 Proétein rannsoknir

Hugtakid ,prétein rannsoéknir” var fundid upp arid 1994 af Mark Wilkins og samstarfsménnum vid
Macqarie Haskolann i Sydney Astraliu. Var par komid nafn & pa fraedigrein sem byggir & greiningu
allra proteina sem tjad eru i lifveru. Med 68rum ordum snua protein rannsoknir ad pvi ad greina

hegdun proteinmengja i stad einstakra proéteina (10).

A sidustu arum hefur ordid gridarleg aukning i notkun genaupplysinga vid rannsoknir ymissa
sjukdéma. P96 er ljost ad genin segja adeins halfa sdguna um lifedlisfraedileg ferli innan frumu. Eitt af
adalviéfongum proétein rannsdkna er ad bera kennsl a olika tjaningu préteina med samanburdi a
tjaningarmynstri heilbrigdra og sjukra fruma. Prétein sem syna breytta tjaningu i sjukri frumu geta verid

einkennandi fyrir sjukdéominn, visbending um aexlisvisi eda adstodad vid val a medferdardrraedum (11).
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1.3.1 Protein rannséknir og krabbamein

Grunnspurningar prétein rannsékna eru prjar: hvada protein eru til stadar i hvada frumu, hvernig vinna
proteinin saman i lifedlisfraedilegum ferlum, og hvada breytingar i tjaningu og virkni préteina leida til
préunar, vidgerdar, nidurbrots og dauda lifveru. Krabbamein myndast vegna stdkkbreytinga i genum
sem hafa ahrif @ préteinin sem genin kéda fyrir og par med a lifedlisfraedi fruma (8). Talid er ad
krabbamein proéist i mérgum skrefum sem fela i sér margar stokkbreytingar. Stokkbreytingarnar geta
leitt til breyttrar virkni préteina sem genin koda fyrir og valdid annarri svipgerd en etlad var i upphafi.
Vid rannsoknir a krabbameinum eettu svor vid grunnspurningunum ad gefa géda mynd af hlutverki

gena i myndun axla og einnig nytast a kliniskum vettvangi (10).

Prétein rannséknir & krabbameinum ma flokka i tvo flokka, rannsoknir a préteintjaningu og
rannsoknir a proteinvirkni. Med rannséknum a proéteintjaningu er leitad ad proteinum i vef, likamsvokva
eda blédvokva sem eru mismikid tjad i edlilegri frumu og krabbameinsfrumu. bPannig er haegt ad finna
hugsanlega axlisvisa sem geta verid mikilvaegir fyrir greiningu a fyrri stigum og til ad fylgjast med
medferdarvirkni (10). Med rannséknum & préteinvirkni er medal annars verid ad skoda protein —
protein eda protein — DNA/RNA vixlverkun. Markmid rannséknanna er ad gefa innsyn inn i pau ahrif
sem protein hafa hvert & annaé i lifedlisfraedilegum ferlum frumunnar. Meé aukinni pekkingu a ahrifum
proteina i ferlunum eykst skilningur @ hegdun krabbameinsfruma sem aetti ad leida til markvissari

medferdarurraeeda (10).

1.4 Adferdir vid protein rannsoknir

Greining a préteinmengi mannsins krefst adferda sem geta greint margbreytilega eiginleika préteina,
byggingu peirra, virkni og tjaningu i liffreedilegu ferli i sjuku- og heilbrigdu astandi (8). Protein
rannsoknir taka til margra adferda sem uppfylla pessar krofur (9). A seinni arum hafa massagreinar
(mass spectrometry, MS) mikid verid notadir i protein rannséknum. Hlutverk peirra er ad finna,
audkenna og einkenna proteinsamsetningu frumu, vefjar eda liffaeris baedi i sjuku- og heilbrigdu
astandi. Adferdirnar eru vinseelar par sem afkastageta er mikil og synamagn i lagmarki (12, 13). Ein af

pessum adferdum er surface enhanced laser desorption/ionization time of flight (SELDI) (14).

141 SELDI
Grunnhugmynd SELDI adferdarinnar er byggd a tveimur vel pekktum adferdum. Annars vegar litritun &
fostu efni (solid phase chromatography) og hins vegar @ massagreiningu i lofttaeemi (time of flight mass
spectrometry, TOF - MS) (15). SELDI adferdin er afkastamikil og bydur upp a greiningu proteintjaningar
filda syna a ftiltdlulega stuttum tima. Adferdin hefur medal annars verid notud vid greiningu
préteintjaningar sjukdéma eins og krabbameina og taugasjikdéma (16). Arid 2010 birtist yfirlitsgrein
yfir 18 hugsanlega exlisvisa sem fundist hafa med SELDI a sidustu tiu arum (17).

SELDI teknin samanstendur af premur meginpattum: flogum med sértaeku litritayfirbordi fyrir
prétein, flogulesara og hugbunadi sem vinnur Ur nidurstédunum. Flégurnar eru 10 mm breidar og 80

mm langar. Hver flaga inniheldur atta tveggja mm bletti med litgreinayfirbord. Blettirnir eru hudadir med
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efnafraedilegu eda lifefnafraedilegu yfirbordi sem proteinin bindast vid eftir innreenum pattum i peim

sjalfum, sja mynd 2. Flest prétein geta bundist fleiri en einni gerd af yfirbordi (14).

E,_Enaf__‘rm tilegt virbord-priteinaning
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Lifefnafredilegt wirbord-proteimn wixdverloan }‘* ':;;
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Mynd 2. Yfirbord SELDI flaga

SELDI flégurnar eru hudadar med lifefnafreedilegu eda efnafraedilegu yfirbordi sem bindur préteinin. Efnafraedilega yfirbordid
binst heilu hépunum af préteinum, medal annars eftir hledslu. Lifefnafraedilegu yfirbordi er aftur & moéti aetlad ad tengjast
akvednu préteini med vixlverkun lifreenna molekula eins og tengingu métefnis vid métefnavaka, ensimis vid hvarfefni og vidtaka
vid bindil (14).

1411 Aodferdafraedi

Nokkrum ul af préteinlausn er pipettad beint a yfirbordshududu blettina & flogunum. Eftir stuttan
hvérfunartima hafa sértaek prétein bundist vid yfirbordid. Obundin prétein, salt, fita og énnur efni eru
pbvegin burtu med buffer. Sinapinic syru (SPA) eda 68ru orkuupptokuefni er pipettad yfir synid og
flagan sett i taekid. Lasergeisla er skotid & synid og vid pad verda proteinin ad gaskenndum jénum
sem ferdast um loftteemi taekisins. Magn proéteina er metid eftir hledslu og er steerd peirra reiknud ut fra
peim tima sem tekur pau ad ferdast gegum lofttaeemid (14, 15). Nanari utskyringu ma sja a mynd 3.
Hugbunadur teekisins vinnur Ur upplysingunum og birtir préteinin sem toppa a litré6fsmynd par sem
hlutfallslegt magn hvers préteins er synt midad vid steerd pess. Med pvi ad bera saman tjaningu olikra

syna med tolfraediprofum er haegt ad leita ad mistjadum proteinum (14).

i flestum rannséknum pegar leitad er ad breidum hépi mismunatjadra préteina er notud flaga med
carboxyl efnahép (weak cation exchanger) [Chipergen Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] sem hefur
veikt neikvaett hladid yfirbord. Eiginleiki flogunnar er ad binda molekil osértaekt med gagnstaeda
hledslu. Yfirbordshledsla préteinanna hefur ahrif a hvort pau bindast vid fléguna edur ei. Heegt er ad
hafa ahrif a areitavalid med pvi ad hackka eda laekka pH gildi buffersins eftir porfum. Med pvi ad laekka
pH gildid verdur yfirbordshledsla préteinanna meira plushladin og fleiri prétein bindast vid floguna.
Einnig er haegt ad hafa ahrif a bindingu préteina med auknum eda minnkudum jonastyrk buffersins. Ef
styrkurinn er aukinn verdur samkeppni milli jéna i buffernum og préteina um bindingu vid fléguna sem

veldur pvi ad prétein med litla hledslu vikja fra (18).
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Mynd 3. Adferdafraedi SELDI

Lasergeisla er skoti® a syni® og vid pad verda proteinin ad gaskenndum jonum sem ferdast i gegnum loftteemi (TOF — MS)
teekisins. Vid enda lofttaeemisins er nemi sem nemur magn préteina eftir hledslu og midar teekid vid ad eitt prétein sé ein jakveett
hladin jon. Staerd préteina er metin Ut fra peim tima sem pad tekur pau ad ferdast i gegnum loftteemid og fara Iéttu proteinin
hradar en pau pyngri. Pyngdin er reiknud ut fra massa midad vid hverja hledslu (m/z). Hugbunadur teekisins vinnur ar
upplysingunum og birtir préteinin sem toppa a litrofsmynd par sem hlutfallslegt magn hvers préteins er synt midad vid steerd
pess (14, 15).

1.4.1.2 Kostir og gallar

SELDI adéferdin hefur nokkra kostir fram yfir adrar adferdir sem notadar eru vid proétein rannsoknir.
Helstu kostir adferdarinnar eru hversu morg syni er haegt ad greina i sému keyrslu og hversu litils syna
magns hun krefst. Haegt er ad nota allt fra 0,5 pl til 400 pl (1-10 pg af préteinum a hvern blett a flogu),
en pad getur komid sér vel pegar synin eru i litlhu magni (13, 15). Annar kostur adferdarinnar er sa ad
han getur greint protein med leegri mdélmassa en adrar sambeerilegar adferdir. Ma par nefna
systuradferd SELDI, Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI) sem getur greint
protein med mélmassa nidur i 100 Da en SELDI allt nidur i 30 Da (12).

Einn mesti 6kostur adferdarinnar tengist meaelingum & préteintjaningu sermis. | sermi er mikié af
pungum plasma préteinum en hlutfallslega minna af léttum proteinum. Létt prétein na illa eda ekki ad
tengjast yfirbordi flogunnar par sem pau eru ekki samkeppnishaef um bindinguna vid pyngri préteinin.
betta vandamal er ekki adeins bundid vid SELDI heldur flestar adferdir sem notadar eru vid prétein
rannsoknir (12). Helstu vandamalin tengd protein rannséknum a vef eru hversu flokinn hann er ad
uppbyggingu. Vefur er oft misleitur og inniheldur margar frumugerdir og sameindir. Olikar sameindir
geta haft neikvaed ahrif a upptoku og hledslu hverrar annarar. betta getur leitt af sér ad faerri protein
meaelast og a petta sérstaklega vid pegar ein sameind eda vefjagerd er i meira magni en adrar (19).
Annar okostur SELDI adferdarinnar er hversu samkveemni adferdarinnar er litii par sem baedi
areidanleikinn og endurtekningarhaefnin hefur reynst med minna mati. Areidanleiki SELDI og MALDI er
svipadur en MALDI hefur komid betur ut hvad vardar endurtekningarhaefni. Hafa skal i huga vid
samanburd rannsokna ad mismorg syni eru meeldi i rannséknunum og prétein topparnir eru misstoérir

0og mismargir sem gerir samanburdinn erfidan (20).
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1.5 Krabbamein

Krabbamein orsdkudu 7,6 milljonir eda um 13% allra daudsfalli i heimunum arid 2008 og er dnnur
helsta astaeda andlata a eftir hjarta- og aedasjukdomum. Folk & éllum aldri greinist med krabbamein og
er algengi pess pad hatt ad einn af hverjum premur greinist einhvern timann & lifsleidinni (3).
Krabbameinstilfellum i heiminum fer fjdlgandi med ari hverju og spair Alpjodaheilbrigdismalastofnunu
(World Health Organization,WWHQ) ad peim fjolgi ur 11,3 millionum i 15,5 milljonir tilfella a timabilinu
2007 til 2030. Folksfijdlgun og haskkun lifaldurs eru helstu asteedurnar fyrir pessari miklu aukningu.
Sambhlida fleiri tilfellum aaetlar sama stofnun ad daudsfoll af véldum krabbameina verdi a bilinu 11 til 13
milljonir arié 2030 (21).

Ordid krabbamein er samheiti yfir fleiri en hundrad tegundir aexla sem eiga upptok sin i 6llum
vefjum og liffaerum likamans (15, 22). Krabbamein eru margir floknir sjukdomar sem hafa 6lika hegdun
eftir uppruna sinum. Sjukdémurinn er breytilegur eftir frumugerd, vaxtarhrada, iferd, batahorfum og
ahrifum lyfjamedferda. bratt fyrir mismunandi uppruna krabbameinsfruma eiga peer tvo sameindapaetti
sameiginlega. Annars vegar vaxa paer og skipta sér ostjornlega (cell proliferation) og hins vegar er
afbrigdileiki i vaxtarhémlum peirra. | heilbrigdri frumu er pessum pattum stjérnad af genum sem tjad
eru i réttu magni a réttum tima. | krabbameinsfrumum eru genin annadhvort stokkbreytt eda tjad i
6edlilegu magni (3, 15, 22).

Pegar frumur hafa misst stjorn a frumuvextinum geta paer fjdlgad sér hratt og myndad margfruma
massa og godkynja aexli. bess konar aexli er oftast haegt ad fjarleegja med skurdadgerd og valda pau
sjaldnast miklum skada. Ef aftur a méti frumur hafa einnig misst stjorn a vaxtarhdmlum sinum geta
pbaer dreift sér um likamann med blédrasar- eda sogeedakerfinu eda hreinlega vaxid inn i adra vefi og

myndad meinvarp. begar pessir tveir paettir eru til stadar er afleidingin myndun illkynjazexlis (3, 15).

A sidustu 35 arum hefur ordid ljost ad krabbamein eru erfdafraedilegir sjukdomar sem einkennast af
samspili stokkbreyttra aexlis- og aexlisbeeligena. Tvennt er Olikt med krabbameinum og 6&rum
erfdafreedilegum sjukdémum. Annars vegar verda 99% allra stokkbreytinganna i likamsfrumum og
erfast pvi ekki. Hins vegar myndast krabbamein yfirleitt ekki af einni stokkbreytingu heldur nokkrum,
jafnvel sex til tiu, sem er mjog 6venjulegt midad vid adra erfdafreedilega sjukdéoma (3). Likurnar a pvi
ad ein fruma verdi fyrir sex til tiu stokkbreytingum eru hverfandi. Samkvaemt pvi aettu likurnar a
myndun krabbameina ad vera litlar. Pad eru fyrst og fremst tveir almennir paettir sem hafa ahrif 4
uppséfnun stékkbreytinga i krabbameinsfrumum. | fyrsta lagi hafa sumar stékkbreytingar ahrif &
frumufjdlgun, myndast pa fjoldi fruma sem eru skotmork fyrir naestu stokkbreytingu. Pad er ad segja
stokkbreytingarnar eiga sér oft stad pegar fruma skiptir sér og endurnyjar erfdaefnid. | 8ru lagi hafa
adrar stokkbreytingar ahrif a stodugleika genamengisins i heild og auka par med likur a
stokkbreytingum (2). Stokkbreytingarnar sem leida til krabbameina hafa margpaett ahrif a
frumuvirknina, medal annars; DNA vidgerdir, frumuskiptingu, styrdan frumudauda og samskipti milli

fruma (3).
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1.5.1 Ahrif stokkbreytinga & protein

Sa eiginleiki DNA ad geyma, eftirmynda og umrita erfdafraedilegar upplysingar er grunnurinn ad
erfdafreedinni. Vid framkvaemd ofantalinna atrida getur sitthvad misfarist sem veldur breytileika i DNA
rodum. An pess veeri enginn breytileiki i svipgerdum og vid veerum 6ll eins. Einnig veeri skert
adlégunarheefni vid breyttum umhverfisadstaedum og par af leidandi heegari préun. Stokkbreytingar i
genum eru uppspretta flestra nyrra samsaeta (allel) og eru pvi naudsynlegar fyrir préun lifvera. baer
valda einnig erfdafreedilegum breytileikum sem leida til frumudauda, erfdasjukdéma og krabbameina
(3).

Genastokkbreytingar eru skilgreindar sem ummyndun & DNA rédinni par sem hvada basapar sem
er og hvar sem er i rédinni er breytt. Stokkbreytingin getur verid utskipti a einu basapari fyrir annad,
innsetning eda eyding eins eda fleiri basapara eda algjér ummyndun a byggingu litningsins. baer geta
verid a peim svaedum gena sem takna fyrir protein eda a svaedum sem gera pad ekki, eins og
innrédum sem eru splaestar ut vid umritun (3). Ef stdkkbreyting verdur a svaedi gens sem taknar fyrir
prétein getur tjaning, bygging og virkni préteinsins breyst (10). Protein eru virka eining frumunnar sem
bera 4byrgd @ ymsum byggingarpattum og samspili milli fruma sem og stjérnun lykilferla eins og
styrdum frumudauda og frumuskiptingu (23). Hver ahrif stokkbreytingar eru & protein fer eftir edli
hennar. Stokkbreytingin getur valdid pvi ad gen minnkar eda heettir ad tja akvedid protein eda valdid

aukinni og afbrigdilegri virkni gens eda préteins sem hefur svo ahrif a hlutverk proéteinsins (3).

1.6 Nyrnakrabbamein

Nyrnakrabbamein greinist i 2-3% tilfella allra illkynja greininga i fullordnum einstaklingum & heimsvisu
og er banvaenasta krabbameinié i pvagfeerum (24). A arabilinu 2006 til 2010 var aldursstadlad nygengi
a hverja 100.000 ibua hér & landi 13,4 hja kérlum og 6,5 hja konum (25). Horfur sjuklinga eru oft
sleemar, adallega vegna pess hversu seint pad greinist og vegna vidnams krabbameinsfrumanna gegn
hefébundnum geisla- og lyflamedferdum (24, 26). Nyrnakrabbamein er ekki einn sjukdomur heldur
modrg olik krabbamein sem eiga pad sameiginlegt ad myndast i nyra. Hvert pessara krabbameina
hefur ¢lika kliniska svip- og vefjagerd, bregst a olikan hatt vid medferdum og myndast vegna
stokkbreytinga i mismunandi genum (27-29). Langalgengasta nyrnakrabbameinid a upptdk sin i
pekjufrumum nyrnapipla, svo kallad nyrnafrumukrabbamein (renal cell carcinoma). Sjaldgaefari
tegundir krabbameina i nyrum eru til deemis nyrnaskjéduaexli og Wilmsaexli. Hid sidarnefnda greinist
adallega i ungum boérnum. Enn sjaldgeefari tegundir eru onnur illkynja eexli eins og sarkmein og
eitilkrabbamein (30, 31).

1.7 Nyrnafrumukrabbamein

Nyrnafrumukrabbamein greinist i 75 til 90% tilfella allra illkkynja greininga i nyrum og samkvaemt
islenskum rannséknum, 86 af hundradi hér a landi (29, 31-34). | morg ar var litid a
nyrnafrumukrabbamein sem eitt krabbamein med mismunandi utlitsleg sérkenni. beim var skipt nidur i

teert, kornétt eda blandad nyrnafrumuaexli eftir umfrymispattum sexlisfrumanna (31). | fyrstu var talid ad
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bau veeru upprunnin fra nyrnahettum og voru nefnd hypernephroma. Arid 1960 syndu Oberling og
félagar fram a ad nyrnafrumuaexli vaeru upprunnin fra pekjufrumum nyrnapipla. £xlunum var pvi gefid
nytt nafn sem visadi til nyja upprunnans, renal cell adenocarcinoma eda renal cell carcinoma (32, 35).
A arunum 1976 til 1986 var premur adur oskilgreindum nyrnafrumuzexium lyst, bleikfrumuaexi
(oncocytoma), eexli af litfaelugerd (chromophobe renal cell carcinoma) og aexli upprunnin fra
safngdngum (collecting duct carcinoma). Skérun a utlitslegum einkennum nyju a&xlanna og pess sem
pekkt var syndi ad porf veeri a flokkunarkerfi sem gaeti greint, kliniskt, meinafreedilega og utlitslega &
milli peirra (35). Thoenes og félagar settu fram Mainz flokkunarkerfi ari® 1986 og Heidelberg
flokkunarkerfid var birt arié 1997 af Kovacs og félogum. Baedi pessi kerfi flokka nyrnafrumukrabbamein
eftir arfgerd og svipgerd. bau leggja grunninn ad WHO flokkunarkerfinu fra 2004, sem notad er hér a
landi og vidar (31, 35-37). WHO flokkunarkerfid tekur til erféafraedilegrar pekkingar a sjukdémsmyndun
nyrnafrumukrabbameina og  meinafraedilegum  pattum  pess. Samkvaemt WHO eru
nyrnafrumukrabbamein flokku® i godkynja- og illkynja aexli. Godkynja eexlin eru flokkud i tvo
vefjafreedilega undirflokka, papillary adenoma og oncocytoma. lllkynja exlin eru flokkud i tiu
undirflokka eftir erfdapattum og frumugerdum (36). Hér a eftir er fjérum algengustu flokkunum illkynja
&xla lyst, nyrnafrumukrabbamein af teerfrumugerd (clear cell renal cell carcinoma), totufrumugerd

(papillary renal cell carcinoma), litfaelugerd og aexli utgengin fra safngébngum.

A sidustu arum hefur erfdapattur vid myndun nyrnafrumukrabbameina mikid verid rannsakadur og
arfgengum sjukdoémum verid lyst par sem hver sjukdémur er med dlika erfdafraedi og svipgerd (29).
Erfdamynstur er b6 sjaldgeeft og liklega ekki til stadar nema i 1 til 4% tilfella (29, 31-33). bekktasti
arfgengi sjukdomurinn er von Hippel-Lindau (VHL), sjaldgeefur sjukdomur sem erfist rikjandi.
Sjukdémurinn myndast vegna kimlinu stokkbreytingar i VHL aexlisbaeligeninu sem stadsett er a litningi
3. Stokkbreytti hlutinn erfist sem oOvirk samszeta og veldur eexlisvexti, par a medal
nyrnafrumukrabbameini hja 60 til 75% sjuklinganna. Flestir peirra greinast med nyrnafrumukrabbamein
af teerfrumugerd (31, 33, 38). b6 flest exli af teerfrumugerd sem greinast séu ekki tengd vid VHL
sjukdominn hefur stokkbreytingu i sama geni verid lyst hja 60-70% staksteedra (sporadic) aexla (33,
39). Ad minnsta kosti prju svaedi a litningi prju hafa verid tengd beint vid aexlin og er eitt af peim sama
sveedi og i VHL sjukdémnum, 3p25-26 (40).

Nokkrir peettir sem spa fyrir um horfur sjuklinga eru pekktir fyrir nyrnafrumukrabbamein eins og
stigun aexla, aldur vid greiningu og agengni aexlanna (41). Med stigun aexla er att vid kortlagningu a
utbreidslu peirra um likamann (31). Einnig hafa rannsoknir synt fram & ad kjarnagradun sé mikilveegur
pattur vid spa um horfur sjiklinga. Heerri kjarnagrada samsvarar agengum axlisfrumum og auknum
likum & myndun meinvarpa (42-44). Undirflokkur nyrnafrumusgexla skiptir miklu mali i sambandi vid
horfur sjuklinga. Undirflokkarnir syna mismunandi liffraedilega og kliniska hegdun sem hefur ahrif a
myndun meinvarpa og par med horfurnar (41). Ef sarkmeinslikar breytingar sjast i axlunum er pad

mjog neikvaedur pattur hvad vardar horfur (32).

Sigarettureykingar, offita og haprystingur eru vel pekktir ahesettupaettir fyrir myndun
nyrnafrumukrabbameina (31, 34, 45, 46). Margt bendir einnig til ad afengisneysla og umgengni vid

krabbameinsvaldandi efni eins og trichloroethylene geti valdid sjukdémnum (34, 46).
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1.7.1 Meinafreedi nyrnafrumukrabbameina
i mérgum tilfellum eru nyrnafrumueexli klaedd bandvefshydi, pétt viskomu eda blddrétt (cystisk) auk
pess sem blaedingar og drep einkenna pau oft. Hver undirflokkur nyrnafrumukrabbameina hefur dlika

frumugerd og éneemisvefjafreedi (26).

1.7.1.1 Nyrnafrumukrabbamein af teerfrumugero

Nyrnafrumukrabbamein af teerfrumugerd er algengasta undirtegund nyrnafrumukrabbameina og er
hlutfallslegt nygengi pess i heiminum 75-90% (29, 31-33, 47). Samkveemt rannsdkn Thoroddsen og
félaga fra 2007 var hlutfallslegt nygegni hér a landi 88,7 af hundradi a arabilinu 1971 til 2000 (31).

1.7.1.1.1 Storseett utlit

AXli af teerfrumugerd eru oftast gul eda gullinbran ad lit vegna mikils magns lipida i frumum pess.
BI6drur, drep, blaeding og kdlkun eru oft til stadar. Um 50% eexlanna greinast a tveimur efstu stigum
Tumor, Nodes and Metastasis (TNM) stigunarkerfisins sem visar til pess ad axlid sé stadbundid vid
nyrad. Undir 5% aexlanna greinast & nedst stiginu en pa hefur axlid vaxid ut fyrir Gerot’s fascia, sja
téflu 1. /Exlin geta vaxid inn i holeed (vena cava) og dreift sér um likamann med blédrasarkerfinu.
Algengasta stadsetning meinvarpa er i lungum og eitlum. Zxlin eru pekkt fyrir ad mynda meinvérp
seint jafnvel eftir 10 ar eda meira. Ef sarkmeinslikar breytingar sjast i eexlunum hefur pad neikvaed

ahrif & horfur sjuklinga og deyja peir oft innan 12 manada (40).

1.7.1.1.2 Smaseett utlit
Axlin geta verid mismunandi utlits vid smasjarskodun en algengast er ad pau séu uppbyggd af

frumum med taeru umfrymi sem nafn aexlanna er dregid af. Umfrymi aexlisfrumanna er yfirleitt rikulegt
af lipidum og glykdgeni sem leysist upp i hefdbundinni vefjamedferd. Verdur pa eftir teert umfrymi sem
umlukid er greinilegri frumuhimnu. Moérg axlanna innihalda einnig eosinsaekid, korndétt umfrymi pa
adallega i hagradu aexlum og nalaegt sveedum par sem drep eda bleeding er til stadar. Oftast mynda
axlin samfelldar frumubreidur en einnig sést piplumynstur og i einstaka tilfelli totumynstur. Axlin eru
rik af punnveggja sedum sem idulega mynda reglulegt sedakerfi (40). A mynd 4 sést smasjarmynd af

nyrnafrumukrabbameini af teerfrumugerd.

Mynd 4. Sméasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini af teerfrumugerd

Einkenni aexlanna eru stoérar frumur med gleeru eda eosinsaeknu umfrymi og greinilegri frumuhimnu (48).
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1.7.1.2 Nyrnafrumukrabbamein af totufrumugerod

Totufrumugerd greinist i 10 til 15% allra illkynja greininga i nyrum (47). Einkennandi fyrir aexlin er
vaxtarmynstur peirra. /ZExlisfrumurnar mynda totur med aedarikum bandvefskjarna sem stundum
inniheldur froduatfrumur (40). Axlunum er skipt i tvo flokka. Axli af typu | eru oftast stok og mynda
seint meinvorp. Axli af typu Il eru liklegri til ad vera arfgeng og geta myndast & mérgum stédum i
nyranu a sama tima. Frumur peirra eru steerri og oftar med heerri kjarnagradu en frumur
teerfrumugerdarinnar og par af leidandi verri horfur (26, 40). A mynd 5 sést smasjarmynd af

nyrnafrumukrabbameini af totufrumugerd.

Mynd 5. Smasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini af totufrumugero

Einkennandi fyrir aexlin er vaxtarmynstur aexlisfrumanna. ZAxlisfrumurnar mynda totur meé aedarikum bandvefskjarna og stoku

sinnum froduatfrumur (48).

1.7.1.3 Nyrnafrumukrabbamein af litfeelugerd

Nyrnafrumukrabbamein af litfaelugerd er pridja algengasta nyrnafrumukrabbameinid og greinist i allt ad
5 % tilfella (47, 49). Pad er talid myndast fra B-millifrumum safnganga (49). Axlin eru samsett ur
tveimur frumugerdum. Stérum frumum med gegnsseu umfrymi og minni frumum med kornéttu
syrusaeknu umfrymi og teerum baug umhverfis kjarnann. (31, 50). Frumuhimnan er aberandi hja
badum frumugerdunum. Steerd kjarna og I6gun peirra er breytileg og ekki er 6algengt ad sja tvi- eda
margkjarna frumur. Vaxtarmynstrid er oftast samfellt en getur verid piplumyndandi (31). A mynd 6 sést

smasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini af litfaelugero.
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Mynd 6. Smasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini af litfeelugerdo

Einkennandi fyrir aexlin eru tvenns konar frumugerdir. Annars vegar stoérar frumur med gegnsseu umfrymi og hins vegar minni
frumur med kornéttu syrusaeknu umfrymi og teerum baug umhverfis kjarnann. Greinileg frumuhimna sést hja badum

frumugerdum. Ekki er dalgengt ad sja tvi- eda margkjarna frumur (48).

1.7.1.3.1 Nyrnafrumukrabbamein upprunnid fra safngéngum
Nyrnakrabbamein sem gengur ut fra safngdbngum er sjaldgeeft og greinist i minna en 1% tilfella.

Sjukdémurinn greinist oftar i ungum sjuklingum og eru horfur peirra sleemar, fimm ara lifun er undir 5%
(51). /Exlin geta synt formfraedi piplu- og kirtilfruma og eru stodvefir aberandi (26, 31). A mynd 7 sést

smasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini upprunnid fra safngdéngum.

Mynd 7. Sméasjarmynd af nyrnafrumukrabbameini gengid Gt fra safngdngum

Einkennandi fyrir aexlin eru aexlisfrumurnar sem geta synt formfraedi piplu- og kirtiffruma og eru stodverfir aberandi (48).

1.7.2 Nygengi og faraldsfraedi nyrnafrumukrabbameina
Pegar tolur yfir nygengi og danartidni nyrnafrumukrabbameina eru skodadar skal hafa i huga ad oftast

eru birtar samanlagdar tolur fyrir nyrnafrumuzexli og nyrnaskjéduaexli (31).
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Arid 2008 var nyrnakrabbamein 13. algengasta krabbameinid & heimsvisu og greindust um
271,000 manns med sjukdominn (34). Sama ar létust um 116,000 a heimsvisu ur sjukdémnum og var
danartidnin tvisvar sinnum heerri hja kérlum en konum. Haest var danartidénin i nordur Ameriku,
Astraliu og Evropu en laegst i Asiu og Afriku (34). | Evrépu arid 2008 var nyrnakrabbamein niunda
algengasta krabbameinid. Talid er ad 88,400 hafi greinst med sjukdéminn og 39,300 latist af véldum
hans (34). A islandi er nygegni nyrnakrabbameina med pvi haesta i heiminum af dpekktum &staedum
og greinist i 2,4% (konur) til 3,9% (karlar) tilfella allra illkynja greininga. Aldursstadlad nygengi a hverja
100,000 ibta & islandi & arabilinu 2006 til 2010 var 13,4 hja kérlum og 6,5 hja konum. Medalfj6ldi
greindra tilfella a hverju ari a timabilinu var 45 sjuklingar, 29 karlar og 16 konur og létust um 20 manns
a timabilinu af véldum sjukdémsins (25).

Landfraedilegur munur er talsverdur a arlegu aldursstddludu nygengi. Haesta nygengid er i Evrépu,
nordur Ameriku og Astraliu en lzegsta i Indlandi, Japan, Afriku og Kina (34). Nygengid er pvi haerra &
Vesturldndum en bréunarléndunum sem ma medal annars skyra vegna mismunandi faeduvenja og ut
fra félagslegum og hagfreedilegum pattum (31). A sidustu aratugum jokst nygengid um 2% & ari a
heimsvisu en undanfarin ar hefur fjéldi nyrra tilfella i Evrépu stadid i stad og jafnvel faekkad markvisst i
Svipjéd, Péllandi, Finnlandi og Hollandi (34). | Evrépu er aldursstadlad nygengi & hverja 100,000 ibua
15,8 karlar og 7,1 konur. Tékkland, Lithaen, Lettland, Eistland og island eru pau 16nd sem hafa hvad
haest nygegni, en Rumenia, Kypur og Portugal leegst (34). Muninn & milli landa ma medal annars

skyra vegna mismarkvissrar skraningar krabbameinstilfella og mismunandi tidni krufninga (31).

Nyrnakrabbamein greinast adallega hja eldra folki og er medalaldur vid greiningu um 67 ar.

Sjukdémurinn er algengari hja kdrlum en konum og er hlutfallid prir 8 moéti tveimur hér a landi (25).

1.7.3 Einkenni nyrnafrumukrabbameina

Voxtur nyrnafrumukrabbameina er heegur og geta aexli ordid stor adur en einkenni koma fram.
Klassiskasta einkennid um sjukddéminn er blé6dmiga og geta litil sem stér aexli valdid henni. Onnur
merki um sjukddminn eru illa skilgreind épaegindi i kvid og preifanlegur hnutur i 5 — 10% tilfella. Klinisk

einkenni ef einhver eru, eru 6sértaek eins og pyngdartap, lystarleysi, preyta, hiti og naetursviti (25, 26).

1.7.4 Aheettupeettir nyrnafrumukrabbameina

Orsakafraedi nyrnafrumukrabbameina er ekki vel pekkt og tengjast ahaettupaettir baedi erfdum og
umhverfispattum (52). Einn helsti aheettupattur sjukdémsins eru reykingar. Nokkrar rannsoknir hafa
synt fram a beint orsakasamband par a milli (53). Er um magnahrif ad raeda, pvi meira sem reykt er
bvi meiri likur eru & ad fa sjukdéminn. Ahgettan minnkar markvisst ef reykingum er haett (31). Likur &
ad karl sem reykir fai nyrnafrumukrabbamein eru 50% meiri en hja karli sem aldrei hefur reykt en hja
konum eykst dhaettan um 20% (46). Adrir umhverfispaettir sem og skadleg efni tengd idnadi eru einnig
talin auka likur a nyrnafrumukrabbameini (52). Annar stér aheettupattur er offita sem talin er hafa
orsakatengsl i yfir 40% tilfella nyrnafrumukrabbameina i Bandarikjunum og 30% i Evropu (46).
Renehan og félagar syndu fram a sterk tengsl milli has likamspyngdarstuduls (BMI) vid nokkrar
tegundir krabbameina og par & medal nyrnafrumukrabbamein (54). Talid er ad ahaettan aukist um 24%

hja kérlum og 34% hja konum fyrri hver 5kg/m2 sem BMI eykst um (46, 54). Ekki er ljést hvad veldur
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aukinni ahaettu hja offitusjuklingum en talid er ad aukin framleidsla a estrogeni og androgeni hafi ahrif
(31, 34). Aunninn blédrusjukdémur i nyrum ( acquired renal cystic disease) er einnig pekktur
ahaettupattur par sem sjuklingarnir purfa a blédskilun ad halda um lengri tima. Synt hefur verid fram a
40 til 100 falda aheettu a nyrnafrumukrabbameini hja sjuklingum sem purfa blodskilun (31). Adrir
ahaettupeettir eins og sykursyki, haprystingur, lyfianotkun og afengisneysla eru verr skilgreindir (31).
Erfda- og hormdénapeettir hafa miki® verid skodadir an pess ad afgerandi nidurstada um tengsl peirra
vid sjukdominn hafi fengist (52). Flestir einstaklingar sem greinast med nyrnafrumukrabbamein hafa
ekki fjolskyldusbégu um sjukdéminn en hins vegar aukast likurnar ef nakominn eettingi hefur greinst
med hann. Nyrnafrumukrabbamein erfast rikjandi i nokkrum aettleegum sjukdémum, eins og VHL (55,
56).

1.7.5 Erfdir nyrnafrumukrabbameina

Arfgeng gerd nyrnafrumukrabbameina er sjaldgeef og greinist i 1 til 4% tilfella. Nokkur atridi skilja &
milli arfgengra og staksteedra eexla. Par ma helst nefna ad arfgeng eexli greinast oftar & mérgum
stddum i sama nyra eda i badum nyrum a sama tima. Einnig greinast yngri sjuklingar meé arfgengan
sjukdom og oftar hefur fjdlskyldumedlimur greinst med nyrnafrumukrabbamein (57). Erfdapattur i
myndun nyrnafrumukrabbameina hefur mikid veri® rannsakadur a sidustu arum og hefur arfgengum
sjukdémum eda heilkennum verid lyst. VHL erféasjukdémurinn er pekktastur peirra en adrir sjukdomar
eru medal annars fidldskyldulaegt totufrumukrabbamein og Birt Hogg Dubé-heilkenni (31). Arié 1993
fannst eexlisbeeligen i sjuklingum med VHL sjukddminn. Genid erfist sem &virk samsaeta og veldur
&xlisvexti (31, 40). P06 flest nyrnafrumukrabbamein sem greinast séu ekki tengd vid VHL sjukdéminn

hefur stokkbreytingu i sama geni verid lyst hja 60-70% staksteedra aexla (33, 39).

1.75.1 von Hippel-Lindau erfdasjukdomurinn

Kimlinu stokkbreyting i VHL geninu sem stadsett er a litningi 3 veldur VHL sjukdomnum (33). Genid er
&xlisbeeligen og protein pess gegnir lykilhlutverki i ad vidhalda réttu surefnismagni innan frumu med
stjornun a hypoxia-inducible factor (HIF) (38). Stokkbreyting i geninu leidir til 6virkni préteinsins og
veldur par med aukinni framleidslu ymissa vaxtarpatta sem ad lokum valda eexlisvexti (58).
Sjukdomurinn er arfgengur rikjandi og einkennist af aedazexli i nethimnu (retinal angioma),
aedakimfrumuaexli (hemangioblastoma) eexli i heila og nyrnafrumukrabbameini (31). Greinast 60 til

75% sjuklinganna med nyrnafrumukrabbamein og flestir peirra af taerfrummugerd (31, 33, 38).

Hér a landi er ein VHL eett pekkt og hafa tveir einstaklingar i aettinni greinst med
nyrnafrumukrabbamein (31). Afturskyggn rannsékn & aettleegni nyrnafrumukrabbameina 4 island var
birt arid 2002. Gudbjartsson og félagar syndu par fram a sterk tengsl um tilurd erfdéapatta i allmérgum
tilfellum sem ekki eru talin eettlaeg. Einnig syndi rannsdknin fram a ad einstaklingar sem greinast med
nyrnafrumukrabbamein eru marktekt skyldari en samanburdarhépar. Reyndust 58% sjuklinganna
koma ur fjdlskyldu par sem tvo eda fleiri tilfelli sjukdémsins heféu greinst og 26% par sem um var ad

reeda prju eda fleiri greind tilfelli (59).
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1.7.5.2 Afleiding stokkbreytingar i VHL geni

VHL genid kodar fyrir VHL proéteininu (pVHL) sem hefur margpaett hlutverk sem aexlisbaelir og hamlar
medal annars frumuskiptingu (49, 60). Best pekkta hlutverk pVHL er patttaka pess i ubikvitin (E3
ubiquitin) ligasa komplexnum asamt Cullin-2 (CULZ2), Elongin B og C og Rbx. Komplexinn tekur patt i
eydingu alfa undireiningar HIF i meltikornum umfrymis (60, 61). Skyringarmynd af HIF ferlinum og
afleiding stoékkbreytingar i VHL geninu a ferilinn ma sja @ mynd 8.

Pegar stokkbreyting verdur i VHL geninu og virkni pVHL breytist eda verdur engin eru
afleidingarnar peer ad engu HIFa er eytt. Stddugur surefnisskortur verdur i frumunni og gen verda of
mikid tjad. Morg genanna eru pekkt sem aexlismyndandi gen (60). Afurdir peirra taka medal annars
patt i edamyndun (endothelial growth factor [VEGF]), frumuvexti (transforming growth factor a [TGF-
a]), glukésa upptoku (GLUT-1 glucose transporter), og vidhaldi a syru og basa jafnveegi (carbonic
anhydrase IX [CAIX]). Afleiding stokkbreytingarinnar i VHL geninu a préteinin sem talin eru upp hér a
undan er oftjaning peirra og skapast par med kjoradstaedur fyrir pekjufrumufijdlgun (epithelial cell

proliferation) og par med axlismyndun (49, 62).
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Mynd 8. Skyringarmynd af HIF ferlinum

HIF umritunarpatturinn samanstendur af tveimur undireiningum, surefnishadu a einingunni og si tjadu R einingunni. Vid edlilegar
surefnis adsteedur i frumunni (normoxia) er HIFa hydroxyltengd og ubikvitintengd. Vié paer adstaedur pekkir pVHL HIFa og flytur
til eydingar i meltikornunum. En pegar surefnisskortur (hypoxia) verdur i frumunni er HIFa hvorki hydroxyl- né ubikvitintengd og

pvi ekki eytt. HIFa myndar pa komplex med HIFR og flyst i kjarna frumunnar og stjérnar par tjaningu hundruda gena. betta leidir
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af sér dramatiskar breytingar i lifedlisfreedi frumunnar: glykolysa verdur loftfirrd, aukin seyting & aedamyndandi pattum, breytt
16gun utanfrumuefna, vidnam gegn styrdum frumudauda og aukinn hreyfanleiki. Allir pessir paettir hjalpa frumunni ad takast a vid

skammtima- eda langtima surefnisskort en skapa i leidinni kjoradsteedur fyrir pekjufrumufjélgun og par med aexlisvoxt (61, 63).

1.7.6 Greiningaradferdir nyrnafrumukrabbameina

Vegna illa skilgreindra og litilla einkenna greinast sjuklingar oft a tidum med nyrnafrumukrabbamein af
tilviljun (26, 31). Tilviljanagreind axli ma oftast rekja til myndrannsoékna af kvid sem framkvaemdar eru
vegna gruns um sjukdém i gallvegum og lifur (31). A sidustu arum hefur ordi® aukning i notkun
myndrannsékna i heiminum sem hefur leitt af sér aukningu i tilviljanagreindum aexlum (29). Allt ad 40
af hundradi greinast af tilviljun hér a landi og er hlutfallid svipad i 68rum I6ndum eda a bilinu 30 til 50 af
hundragdi (31).

1.7.7 Meoferdarurraedi nyrnafrumukrabbameina

Nyrnafrumukrabbamein er sjukdémur sem erfitt er ad medhondla. Radast medferdarurraedi af pvi hvort
sjukdémurinn er stadbundinn i nyranu og er skipt i laeknandi eda liknandi medferd. Eina laeknandi
medferdin a stadbundnum sjukdémi er falin i skurdadgerd med brottnami nyra (31, 52, 64, 65).
Hlutabrotthdm nyra er adeins framkvaemt & sjuklingum med stakt nyra, med aexli i badum nyrum eda
med eexli sem er <4 cm ad steerd. Nyrnabrottnam hja sjuklingum med fjarmeinvorp er adeins
framkvaemt vid sérstakar adsteedur par sem synt pykir ad horfur verda ekki betri. Fjarleeging a
meinvorpum kemur helst til greina hja yngri sjuklingum eda i liknandi medferd til ad beeta lidan
sjuklinga. Lyfjamedferdir eiga fyrst og fremst vid sjuklinga med fjarmeinvorp.

Nyrnafrumukrabbamein svara almennt illa hefdbundnum krabbameinslyfjamed&ferdum vegna
fiollyfiadnaemis i erfdaefni sexlisfrumanna (31). A arabilinu 1980 til 1990 félst medferd adallega i
notkun sértaekra 6naemisfraedilegra lyfja eins og interleukin-2 (IL-2) og interferon-a (IFN-a) par sem
axlisfrumur nyrnafrumukrabbameina valda sterkri dnaemissvorun (31, 66-68). Fjoldi rannsdkna a
pessum lyfjum hafa hins vegar synt fram & ad horfur sjuklinga eru almennt ekki betri (67, 68). Lyfin
haegja a sjukdomsgangi og vexti aexla en eitrunarahrif hvers skammts er mikil og svorun sjuklinga
almennt lag (68). A sidustu arum hafa komid fram lyf sem beint er gegn @damyndun aexlanna
(antiangiogenic therapy) (66). Lyfin sorafenib, sunitib og pazopanib koma i veg fyrir VEGF ferlinn
medan temsirolimus og everolimus hindra mammalian target of rapamycin (mTOR) prétein kinasann.
Nyrri lyfin hafa synt fram & lengri lifun sjuklinga bori® saman vid lyfleysuhépa eda sjuklinga

medhondlada med sértaekum 6naemisfraedilegum lyfjum (69-76).

1.7.8 Horfur sjuklinga med nyrnafrumukrabbamein

Mikilvaegasti forsparpatturinn hvad vardar horfur sjuklinga med nyrnafrumukrabbamein er stigun
&xlanna (31, 32, 41). Stigun eexla lysir steerd aexlisins og utbreidslu pess um nyrad og likamann. TNM
stigunarkerfi American Joint Committee on Cancer (AJCC) er algengasta kerfid. T lysir steerd aexlisins
og utbreidslu til naleegra vefja vid nyrad. Tolustafur, 1 — 4, fyrir aftan visar til pess hversu stért aexlid er
og hversu vidtaek utbreidslan er. N med tdlustafina 0 til 2 fyrir aftan visar til pess hvort axlid hafi

breidst ut til naleegra eitla, ef svo er pa hversu margir eru eitlar eru syktir. M med 0 eda 1 fyrir aftan
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lysir Utbreidslu meinvarpa til fjarleegra liffeera eins og lungna og beina (77). Nanari utskyringu & TNM

stigunarkerfinu ma sja i t6flu 1.

Taflal. TNM stigun

Frumeexli (T)

TX Ekki haegt ad meta frumaexli
T0 Engin merki um frumaexli
Tl AEXli minna en 7 cm og stadbundid vid nyrad
T2 /AEXli steerra en 7 cm og stadbundid vid nyrad
T3 AEXli vaxid ut fyrir nyrnahydi, inn i nyrnazedar eda nyrnahettu
T4 Axli vaxid ut fyrir Gerota’s fascia
Svaediseitlar (N)

NX Ekki heegt ad meta svaediseitla

NO Engin meinvorp i sveediseitlum

N1 Meinvarp i 1 sveediseitli

N2 Meinvorp i fleiri en 1 sveediseitlum

MX Ekki heegt ad meta fjarmeinvorp

MO Engin fjarmeinvorp til stadar

M1 Fjarmeinvorp til stadar

(40)

Annar forsparpattur sem talinn er mikilveegur er kjarnagradun aexlanna en med pvi er att vid utlit
axlisfruma i smasja (31, 32, 41). Utlit frumanna getur sagt til um agengni peirra og tilhneigingu til
myndun meinvarpa (31). Morg kerfi til gradunar eru pekkt en algengast peirra er kerfi kennt vid
Fuhrman sem notad er hér a landi (31). Fuhrman kjarnagrada hefur fjégur stig, pvi heerri sem gradan
er pvi agengari eru frumurnar og par af leidandi eru auknar likur @ myndun meinvarpa (31, 41). | téflu 2

ma sja skyringar a Fuhrman kjarnagradu 1 til 4 og smasjarmyndir a mynd 9.



Tafla2. Fuhrman kjarnagradun

Utlit kjarna Kjarnakorn
1 Litlir (< 10 um) reglulegir
2 Steerri (15 ym) og oreglulegri Litil sjast adeins i 400x steekkun
3 Storir (20 ym) og mjog oreglulegir Vel synileg i 100x staekkun
4 Storir og mjog oreglulegir med éreglulegu | Stoér og vel synileg i 100x staekkun
og storu litni, oft margkjarna frumu

®

Mynd 9. Smésjarmyndir af Fuhrman kjarnagradu 1 til 4

Mynd G1: Fuhrman kjarnagrada 1. Kjarnarnir litlir (<10 pm) og nokkud reglulegir
Mynd G2: Fuhrman kjarnagrada 2. Kjarnarnir staekkadir (15 um) og éreglulegri ad 16gun
Mynd G3: Fuhrman kjarnagrada 3. Kjarnarnir orénir stori (20 um) og mjog éreglulegir

Mynd G4: Fuhrman kjarnagrada 4. Kjarnarnir ordnir mjog storir og éreglulegir. Margkjarna frumur sjast (78)

1.8 Aexlisvisar fyrir nyrnafrumukrabbamein

AExlisvisir er skilgreindur sem maelanlegur efnavisir sem finnst i sexlisvef eda sem vidbragd likamans
vid eexlisvexti. Axlisvisir er pvi ekki einungis meelanlegur i exlisvefnum sjalfum heldur einnig i
edlilegum vef eda likamsvokva krabbameinssjuklings. Axlisvisum ma skipta i fernt eftir edli peirra;
axlisvisir sem notadur er vid skimun, til greiningar, vid mat a horfum sjuklings og eexlisvisir sem nytist

vid eftirfylgni medferdar. Hver axlisvisir getur gegnt einu eda fleiri af ofantdldum hlutverkum (64, 79).
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Heegt er ad leita eftir eexlisvisum fyrir nyrnafrumukrabbamein i sermi/plasma, pvagi eda vef. Talid
er ad aexlisvefur gefi géda innsyn inn i liffraedilega ferla krabbameina. Attu pvi aexlisvisar ur vef ad
geta gefid greinagddar upplysingar um sjukdéminn sem og horfur hans. Fj6imorg prétein hafa verid
skodud sem hugsanlegir axlisvisar i tengslum vid nyrnafrumukrabbamein og ma par nefna CAIX, HIF-
1a og pmTOR (80). Eins og stadan er i dag hefur enn ekki fundist aexlisvisir sem haegt er ad nota i

kliniskum tilgangi vid greiningu eda medferd nyrnafrumukrabbameina (81-83).
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2 Markmid

Meginmarkmi® rannsoknarverkefnisins var ad finna prétein eda préteinmynstur sem adskilja
nyrnafrumukrabbamein af teerfrumugerd fra edlilegum nyrnavef. Mistjad protein voru fundin med
SELDI og samanburdur proéteintjaningar framkvaemdur med tolfraediprofum. Ekki var reiknad med ad
einstaka prétein hefdi naegilegt forspargildi til ad geta adgreint edlilegan vef fra krabbameinsvef pvi var

einnig leitad ad préteinmynstrum sem gaetu adgreint ofannefnda hépa.
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3 Efni og adferadir

3.1 Vefjasyni

Fra Lifsynasafni Rannsoknarstofu i meinafreedi voru fengin 284 fersk frosin nyrnasyni fra 131 sjuklingi
sem greindust med nyrnakrabbamein & arabilinu 1991 til 2006. Ymist var um ad reeda stakt vefjasyni
ur nyrnazexli eda eitt til tvd aexlissyni asamt edlilegu nyrnasyni fra sama sjuklingi. Alls voru fengin 205
&xlissyni og 79 syni fra edlilegum nyrnavef, sja mynd 10. Syni fra hverjum sjuklingi fékk
handahdéfskennt rannséknarnumer. Edlileg nyrnasyni voru audkennd med bokstafnum N og aexlissynin
med T, T1 og T2, allt eftir fjdlda peirra fra sama sjuklingi. Leyfi fra Personuvernd og Visindasidanefnd
lagu fyrir sem og upplyst sampykki fra sjuklingum sem voru a lifi arid 2007. Kliniskar og
meinafraedilegar upplysingar um vefjasynin fengust fra vefjasvérum.

284 vefjasyni fra

131 sjuklingi

52 sjuklingar 5 sjuklingar 74 sjuklingar

Axlissyni N =1 AExlissyni N = 1 AExlissyni N = 2

Edlileg nyrnasyni N = 1

Edlileg nyrnasyni =N 1

Mynd 10. Heildarfjoldi vefjasyna fenginn fra Lifsynasafni

52 sjuklingar attu stakt eexlissyni i Lifsynasafni Rannséknarstofu i meinafraedi, fimm sjuklingar attu eitt aexlissyni og eitt edlilegt

nyrnasyni og 74 sjuklingar attu tvd aexlissyni og eitt edlilegt nyrnasyni.

3.2 Frystiskurdur fersk frosinna vefjasyna

| pessari rannsokn voru notadir vefjabitar sem frystir voru an OCT ™Compound [Sakura Finetek, Inc.,

Torrance, CA, USA] innsteypingarefnis fyrir geymslu i Lifsynasafni.

Vefjabitarnir voru frystiskornir i rillur i stad peirrar hefébundnu adferdar ad mylja pa nidur i duft.
Med pvi ad frystiskera vefjabitann er haegt ad skera adleega sneid, lita og skoda i smasja. bannig er
haegt ad skoda vefinn i sama vefjabita og rannséknin fer fram a. Var akvedid ad fara pessa leid par
sem protein rannséknir eru vidkvaemar og pvi mikilveegt ad efnividurinn sé vel skilgreindur.

Snoggfrystir vefjabitar voru teknir ur -80° frystiskap og faerdir yfir i frystiskurdartaekid i fljotandi
kéfnunarefni. Adeins var haféur einn vefjabiti i einu ofan i teekinu. Frystiskorid var a Leica CM1900
frystiskurdartaeki [Leica Microsystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany] sem stadsett er a

Rannsoéknarstofu i meinafraedi vid Landspitala.

34



Frystiskurdarteekid var keelt nidur i -20°C og hreinsad ad innan med 80% etanoli. Pinnsettur,
penslar, klossi, og énnur ahdld voru hreinsud 4 sama hatt og geymd i taekinu til kaelingar. Alpappir var
settur i botn frystiskurdartaekisins og paer skuffur sem vefjasynin falla ofan i vid skurd. Skipt var um
alpappir i skuffum eftir skurd hvers rannsdknarnumers. Eins var skipt um pinnsettu og hun sett i
alkohdl til sotthreinsunar @ milli rannséknarnimera. Synaglésin sem vefjasynin voru sett i eftir skurd

voru geymd i fljétandi kéfnunarefni til kaelingar.

3.2.1 Framkveemd

OCT ™Compound var sett a bakhlid vefjabitans og frystiskurdarklossinn settur par a. Naest var
klossinn snoggfrystur i flidtandi kéfnunarefni og vid pad festist vefjabitinn vid klossann. | upphafi
skurdar hvers vefjabita var skorin ein 4 uym sneid til smasjarskodunar. Sneidin var sett a synagler og
fest i formalini og alkéhdli (adferdalysing i vidauka 1). Sidan var hun litud med heamatoxylin eosin
(H&E) litunaradferd samkveemt stddludum adferdum Rannsoknarstofu i meinafraedi vid Landspitala
(adferdarlysing i vidauka 1). Eftir skurd a smasjarsneid var staerd vefjabitans maeld med reglustiku. Ef
hann maeldist steerri en 6 mm var skorin ein 20 ym rulla en annars voru skornar tveer rullur og settar i
synaglas. Akvedid var ad haga skurdinum & pennan hatt svo vefiamagn fra hverjum vefjabita veeri sem
likast. Synaglésin voru geymd i fljétandi kéfnunarefni & medan rdllunum var komid ofan i pau med
pinnsettu. Pinnsettur voru sétthreinsadar i alkéhdli og keeldar i fljétandi koéfnunarefni milli
rannsoknarnimera. Oll framkvaemd for fram ofan i frystiskurdarteekinu til ad koma i veg fyrir pidnun
vefjarins og par med sjalfeydingu fruma i vefnum (autolysis). Eftir frystiskurd voru synaglésin sem og

vefjabitarnir flutt i fljotandi kéfnunarefni i -80°C frystiskap til geymslu.

3.3 Smasjarskodun

Allar H&E litadar vefjasneidar voru skodadar i ljossmasja i 25 — 400x staekkun. Var pad gert til ad
stadfesta vefjagerd synanna og svo meta maetti geedi peirra. Axlissynin voru skodud med tilliti til
xlisgerdar, aexlishlutfalls og Fuhrman kjarnagradu. Einnig var hlutfall necrosu, fibrosu og bélgu metid
eftir pvi sem vid atti. Ef einhver pessara vefjapatta var i pad miklu magni i syni ad hann pétti geta haft
ahrif & nidurstédurnar var syninu sleppt. Ef eexlisvefurinn var ekki af teerfrumugerd og ef eexlishlutfall
var minna en 50% var synid utilokad fra rannsékninni. Eélilegum nyrnasynum var sleppt ef gaedi
vefjarins pottu ekki fullneegjandi. Pad er ad segja ef vefurinn var ekki fra edlilegum nyrnavef eda
hlutfall bélgu eda annarra adur talinna vefjapatta var hatt. Einnig var edlilegum nyrnasynum fra peim
sjuklingum sem attu eexlissyni af annarri gerd en taerfrumugerd sleppt. Eftir stédu 235 vefjasyni fra 119

sjuklingum samanber mynd 11 hér ad nedan.

Smasjarskodun var framkveemd af meinafraedingi @ Rannsoknastofu i meinafreedi og

mastersnema.
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235 vefjasyni fra

119 sjuklingum

46 sjuklingar 23 sjuklingar 7 sjaklingar 43 sjuklingar

Axlissyni N = 1 Axlissyni N = 1 Axlissyni N = 2 Axlissyni N = 2

Edlileg nyrnasyni N = 1 Edlileg nyrnasyni N = 1

Mynd 11. Fjoldi vefjasyna eftir sméasjarskodun

Allmérg vefjasyni voru Gtilokud fra rannsoékninni a grundvelli smasjarskodunar. Vegna lélegra gaeda var fimm aexlissynum og 13
edlilegum vefjasynum sleppt. Einnig voru 31 eexlissyni utilokud, 20 vegna lags eexlishlutfalls og 11 vegna eexlisgerdar.
Heildarfjéldi vefjasyna sem rannséknin tekur til er pvi 235 vefjasyni, 169 axlissyni og 66 edlileg nyrnasyni, fra 119 sjuklingum.
Fjorutiu og sex sjuklingar attu stakt aexlissyni, 7 sjuklingar attu tvé aexlissyni, 43 sjuklingar attu tvé asexlissyni auk edlilegs

nyrnasynis og 23 sjuklingar attu eitt sexlissyni auk edlilegs nyrnasynis.

3.4 Uppleysing vefjasyna

Synaglos med frystiskornum vefjarallum voru tekin ur -80°C frystiskap og sett a purris. Vefjabuffer (sja
vidauka 2) var settur i glasid og leysti vefinn upp. Synagldsin voru flutt aftur i -80°C frystiskap til

geymslu. Nanari adferdalysingu ma sja i vidauka 2.

3.5 Utfelling proteina fyrir magnmeelingu

Vid utfellingu préteina var notad 2-D Quant Kit fra Amersham Biosciences [GE Healthcare, Uppsala,
Sweden]. Adferdin byggir a sértaekri bindingu koparjona vid prétein. Koparjonirnar afoxast ur cu*i
Cu’ med bindingu vid hrygg (backbone) fjdlpeptida i préteinum. Litalausn binst vid ébundnar
koparjonir og myndar komplex sem gefur fra sér ljés vid 480nm. Gleypnin er ljdsmaeld og notud vid
utreikning & styrk préteina. Utfelling préteina var framkvaemd & Rannséknastofu i frumuliffraedi vid

Landspitala.

3.5.1 Framkveemd
Byrjad var a pvi ad fella ut prétein i Bovine Serum Albumin (BSA) stadallausn med pekktu préteingildi

fyrir gerd stadalkurfu (adferdalysing i vidauka 3).

Synaglés med uppleystum vefjasynum voru tekin ar -80°C frystiskap og sett a purris. Voru pau

bydd eitt i einu og teknir 8 pl Ur hverju glasi sem settir voru i tvd synaglds, 4 ul i hvort. Var petta gert
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par sem hvert vefjasyni var meelt i tvigang (duplicate). Afgangurinn af uppleystu vefjasynunum var

snoggfrystur i fljigtandi kdfnunarefni og feerdur aftur yfir i -80°C frystiskap til geymslu.

Byrjad var a ad setja tvenns konar utfelli i synaglésin. S& fyrri gerdi proteinin oleysanleg en sa
seinni skildi préteinin fra vokvanum i syninu. Synaglésin voru sett i skilvindu sem leiddi til myndunar
proteinbotnfalls. Allur vokvi var tekinn ofan af botnfallinu og honum hent. bvi naest var koparlausn sett

i synaglasid og ad lokum litalausn. Nanari adferdalysingu ma sja i vidauka 3.

3.6 Magnmeeling proteina

Magnmeaeling préteina var framkvaemd & NanoDrop 1000 [Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,

USA ] ljosmeeli Rannsoéknastofu i 6naemisfraedi vid Landspitala.

3.6.1 Framkveemd

Vid upphaf meelinga var bylgjulengdin, 480 nm, valin og ljésmeelirinn stilltur af. Fyrst voru
stadalkurfusyni meeld og sidan vefjasynin hvert & eftir 66ru. Notadir voru 2 pl af syni vid hverja
meelingu og var hvert syni ljosmaelt ad minnsta kosti tvisvar. Gleypnin sem maeldist var sidan notud vid

utreikning a heildarstyrk proteina i vefjasynunum. Nanari adferdalysingu ma sja i vidauka 4.

3.6.2 Utreiknadur préteinstyrkur
Stadalkurfa var gerd ut fra ljosmeelingu stadalsyna og hallatala kdarfunnar reiknud. Nanari utskyringu

ma sja i vidauka 4.

3.7 Mat & proteintjaningu med SELDI

Mat a préteintjaningu for fram med SELDI a ProteinChip System, Series 4000 [Chipergen Biosystem,

Inc., Fremont, CA, USA.] teeki Rannsdknastofu Hjartaverndar.

Samanburdarsyni voru keyrd med i ollum keyrslum, tvd0 & hverri flégu, til ad tryggja 6ruggan
samanburd milli keyrsla. Einnig voru stadalsyni med misstorum préteinum keyrd med a einni flogu svo
tryggja meetti 6ryggi adferdarinnar. Oll vefjasynin voru tvikeyrd svo hesegt veeri ad meta
endurtekningarhaefni adferdarinnar. Vefjasynunum var radad handahdéfskennt a flégurnar og oll keyrd

a sama tima en med pvi var reynt ad komast hja falskt jakvaedum nidurstédum.

Einn af meginpattum SELDI adferdarinnar eru flogur med mismunandi yfirbord sem protein bindast
vid. Yfirbord flaganna er valid fyrir hverja rannsokn eftir edli hennar. Haegt er ad velja fleiri en eina gerd
af flogum fyrir hverja keyrslu i teekinu. | pessari rannsékn voru notadar flégur med carboxyl efnahép
[Chipergen Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] med veikt neikveett hladid yfirbord (weak cation

exchanger) sem bindur prétein ésértzekt.

3.7.1 Framkveemd
Synin voru tekin ar -80°C frystiskap og latin pidna. Byrjad var a pvi ad setja bindibuffer (sja vidauka 5)
i hvern brunn flogunnar og hella honum aftur ur. betta var gert svo préteinin i vefiasynunum myndu

bindast frekar vid fléguna. bvi naest var synunum pipettad handahoéfskennt a flogurnar eins og sést i
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toflu 12 i vidauka 5. Eftir hvorfun var hellt ur brunnunum og peir skoladir med bindibuffer svo allt
6bundid skoladist burtu. Hver brunnur var svo pveginn med veikri 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethane-sulfonic acid (HEPES) [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA] lausn. Ad lokum
var sinapinic syra (sinapinic acid, SPA (sja vidauka 5)) [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA]
sett a fldgurnar. SPA audveldar upptdku & synunum og gerir préteinin plus hladin med pvi ad gefa fra

sér roteind (H"). Nanari adferdalysing & framkvaemdinni er i vidauka 5.

3.8 RannsoOknarhépar

Eftir smasjarskodun var vefjasynunum skipt i sex rannsoknarhopa og innihélt einn af peim edlileg
nyrnasyni. AExlissynunum var skipt i fimm rannsoknarhopa eftir Fuhrman kjarnagradu og steerd
&xlanna eins og tafla 3 synir. TNM stigun a vefjasvorum gaf upplysingar um steerd aexlanna vid
greiningu. Hér er visad til eexla sem samkveemt vefjasvari voru <=7cm sem litil eexli en pau sem
meeldust > 7cm sem stor aexli. Pau aexlissyni sem voru ekki afgerandi hagrada eda laggrada eda

blanda af hvoru tveggja voru sett saman i jadarhop (borderline).

Tafla 3. Skipting vefjasyna i rannsdknarhédpa vid smasjarskodun

Undirhépar

Rannséknarhépar

Fuhrman gréda Steerd sexla

Fjoldi vefjasyna '

Laggrada litil it 24
Hagrada litil 3-4 Iitil 40
Laggréada stor 1-2 stor 16
Hagrada stor 3-4 stor 51

Jadarsyni 38
Edlileg nyrnasyni 66
Samtals 235
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3.9 Samanburdur tjaningar eftir rannsdknarhépum

Préteintjaning rannséknarhépanna var borin saman eins og talid er upp hér ad nedan:

Samanburdur eexlissyna vid edlilegan nyrnavef
i) Allir zexlishopar bornir saman vid edlilegan nyrnavef
i)  Samanburdur aexlishopa af sému Fuhrman gradu vid edlilegan nyrnavef.

e Annars vegar 6ll ldaggradu aexlissyni og hins vegar oll hagradu eexlissyni borin

saman vid edlilegan nyrnavef
iii) Samanburdur aexlishopa af somu steerd vid edlilegan nyrnavef

e Annars vegar dll litil sexli og hins vegar 06ll stor aexli borin saman vid edlilegan

nyrnavef

3.10 Tolfreedileg urvinnsla med CiphergenExpressClient®

Frumgogn ur SELDI keyrslunni voru unnin med CiphergenExpressClient® 3.0.6 [Chipergen
Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] forriti. Grunnlinan var adlégud ad gégnunum og pau stédlud
(normaliziation) midad vid heildarfjdlda jona a “mass/charge” (m/z) bilinu 3-200 kDa. Einnig var leidrétt
fyrir bakgrunnstruflunum (signal to noise) og area under curve (AUC) reiknad ut fyrir hvert prétein i
hverju syni.

Med CiphergenExpressClient® forritinu var leitad ad préteinum sem syndu mismunandi tjaningu
milli sexlissyna og edlilegra nyrnasyna. Tjaning hvers eexlishéps var borin saman vié tjdningu edlilegra
nyrnasyna med Mann Whitney tolfreediprofi fyrir tvo hopa. Marktaekni tjaningar var midud vid p<0,05.
Pau protein sem syndu marktaekt mismunandi tjaningu voru skodud handvirkt og athugad hvort um
raunverulegan préteintopp veeri ad raeda. Forsendur fyrir vali proteina til frekari tolfraedipréfanna voru
annars vegar marktaekt olik tjdning og hins vegar myndreent vel greinilegur préteintoppur.
Tolfraediupplysingar peirra proteina sem uppfylltu skilyrdin voru fluttar yfir i R tolfraediforrit (www.R-
project.org) til frekari tOlfreedilegrar uUrvinnslu og yfir i BPS vid leit ad mismunatjadum préteinum i
mynstri. R er opid forritunar- og hugbunadar forrit a internetinu fyrir télfraedi Urvinnslu gagna. BPS er
hagnytt forrit sem byggir a flokkunar- (classification) og adhvarfsgreiningu (regression) sem lyst var
1984. pad getur greint falin préteinmynstur i fléknum gagnaséfnum og er medal annars notad vid

greiningu a gégnum ur SELDI.

3.11 Neemi og sertaeki

Adgreiningarhaefni tolfraediprofs er metin med naemi og sértaeki og er meelikvardi a skilvirkni proéfsins.
Geta tolfreediprofsins til ad finna sjuklinga sem raunverulega hafa sjukdém er skilgreind med naemi.

Naemi er pvi hlutfall sjuklinga sem eru med sjukdéminn og fa jakvaedar nidurstédur ur tolfraediprofi.
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Hlutfall peirra sjuklinga sem hafa sjukdéminn i raun en fa neikveedar nidurstodur ur tolfraediprofi eru
skilgreindir sem falskt neikvaedir (1-naemi). Sérteeki er aftur 8 méti skilgreint sem geta tolfreediprofs til
ad meta heilbrigda einstaklinga sem heilbrigda. Sérteeki er pvi hlutfall einstaklinga sem ekki hafa
sjukdéminn og fa neikvaedar nidurstddur ur tolfreediprofi. Hlutfall peirra sem fa jakvaeda nidurstédu ur
tolfreediproéfi, pad er ad segja eru greindir sem sjukir, en eru i raun heilbrigdir gefa falskt jakvaeda
nidurstddu (1-sérteeki).

3.12 Tolfreedileg arvinnsla med BPS

Vid samanburd proéteintjaningar milli tveggja eda fleiri hdpa byggir BPS forritid tvigilt flokkunarmynstur
med innbyggdri lausnaleid (algorithm). Lausnaleidin byggir & magni akvedins préteins i hverju syni. A
mynd 12 er teiknud mynd sem skyrir hvernig lausnaleidin virkar. Myndin synir sambaerilegt tvigilt

flokkunamynstur og pad sem BPS forritid byggir vid samanburd a préteintjaningu tveggja hépa.

N = 100
Edlileg syni N = 50
FExlissyni N = 50

N= 70 Prétein 1 N= 30
Edlileg syni N = 20 "_ Edlileg syni N = 30

Exlissyni N = 50 ExlissyniN =0
[
Priatein 2

N =10 M = 60
Ealil_eg_sirnl' N=10 Edlileg syni N = 10
Exlissyni N =0 FExlissyni N = 50

/

Protein 3

e AN

N=10 N =50
Edlileg syni N = 10 Edlileg syni N = 0

Exlissyni N = 0 FExlissyni N = 50

Mynd 12. Proteinmynstur fundid med BPS
Vid gerd préteinmynsturs skiptir innbyggd lausnalei® synunum nidur i tvo eda fleir hdpa med mismunandi reglum. Hver regla
byggir @ magni akvedins proteins i hverju syni. Ef magn préteinsins i syni er minna en akvedid fer synid til vinstri i mynstrinu en
annars til haegri. Ferlid heldur afram par til ekkert protein getur flokkad syninn frekar nidur. Blau kassarnir innihlada ad mestu
eda Ollu leiti edlileg syni en sa raudi eexlissyni.

Flokkunargeta forritsins er metin med receiver operating characteristic curve (ROC kurfa)
adgreiningarferlinum. Kuarfan metur naemi og sérteeki hvers mynsturs ut fra fjdlda greindra aexlissyna.
Kuarfan er dreginn milli hnita sem annars vegar skilgreinast af rétt greindum aexlissynum (naemi) og

hins vegar af falskt greindum aexlissynum (1- sérteeki). Logun krufunar segir til um hversu vel forritid
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hefur nad ad greina synin i rétta hépa. Ef adgreiningin er géd liggur kdrfan naleegt efra vinstra horninu.
Mynd 13 hér ad nedan synir ROC kuarfu fyrir flokkunartré byggt med BPS forritinu. Einnig sést
utreiknad gildi fyrir ROC integral (ROC heild) sem samsvarar AUC. BPS forritid synir naami og sérteeki

fyrir hvert flokkunartré i t6flu sem einnig er sjaanleg & mynd 13.

EOC Edta
1.07 ]
0.5
£ 05
E 0.4
. | ROC |megm|§
0z 0.ars
0.0
oo 02 04 06 08 10
1 - Specificity
Actual Total Percent Dizeaze M armal
Clazs Cazes Correct M =GR =100
B T F
|Marmal 36 32,708 i 29|

Mynd 13. ROC kurfa, neemi og sérteeki.

ROC kurfa sem reiknud er Ut fra naemi og sértaeki hvers mynsturs er notud vid mat & flokkunargetu mynstursins. A grafinu er
naemid a y- asnum og 1- sértaeki & x-asnum. Blaa linan sem liggur samsida vinstri- og efri hlid grafsins segir til um hversu gott
mynstrid er, pvi naer sem han liggur efra vinstra horninu pvi betra er pad. ROC integral segir til um hversu stér hluti synanna eru
rétt greind. BPS forritid birtir neemi og sérteeki mynstursins i téflu eins og peirri sem er nedst & myndinni. Naemi mynstursins er
84,3% og sérteekid 92,7%.

3.13 Tolfreedileg urvinnsla med R tolfraediforriti

Athugad var hvort gognin veeru normaldreifd med Kolmogorov-Smirnov profi og pau leidrétt med
I6garipma leidréttingarformulu ef svo var ekki. t-préf med marktaeknimoérk <0,05 var framkvaemt vid
samanburd a proéteinstyrk rannséknarhépanna. Samanburdur a préteintjaningu nyrnaaexla og edlilegra
nyrnasyna var framkvaemdur med porudu t-préfi med markteeknimoérk <0,05. Samanburdurinn var

eingbngu gerdur a rannséknarnumerum par sem baedi axlis- og edlileg nyrnasyni voru til stadar.

3.14 Tolfreedilegur areidanleiki SELDI adferdarinnar

Coefficient of variation (CV) er skilgreint sem hlutfall stadalfraviks af medaltali (CV = s/m). Linulegt
samband er & milli medaltals og stadalfraviks tjaningar valinna proteina. bar af leidandi hentar
utreiknad CV vid mata a tolfraedilegum areidanleika SELDI keyrslunnar. CV var pvi reiknad ut milli
medaltals tjaningar tvimaelinga valinna proteina i 6llum vefjasynunum. Allir Utreikningar foéru fram i

Excel.
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4 Niourstoour

4.1 Smasjarskodun

A grundvelli smasjarskodunar voru 49 vefjasyni utilokud fra rannsokninni, 36 sexlissyni og 13 edlileg
nyrnasyni. 25 axlissyni voru Utilokud vegna lags hlutfalls aexlisvefjar, sj0 vegna aexlisgerdar og fijorum
synum var sleppt af 68rum astsedum. Atta edlilegum vefjasynum var sleppt vegna lélegra geeda og
fimm af 66rum astaedum.

4.2 Magnmeeling proteina

Medal préteinstyrkur rannséknarhdpa sést i téflu 4 hér ad nedan. Mzeldist hann a bilinu 680,7 ug/ml +
237,5 ug/ml til 825,9 pg/ml + 289,3 pg/ml. Utreiknadur medal préteinstyrkur allra vefjasyna er synilegur
i toflu 11 i vidauka 4.

Tafla 4. Medal préteinstyrkur allra ranns6knarhépa i pg/ml

Rannsdknarhépar

Axlissyni
Laggradu Hagrasu Jadar oll Edlileg
axli axli axli axlissyni nyrnasyni
Fjoldi vefjasyna 40 91 38 169 66
Medal proteinstyrkur 680,7 719,9 7454 716,4 825,9
Stadalfravik préteinstyrks 237,5 279,5 248,3 262,1 289,3

Eins og sja ma i t6flu 4 er medal proteinstyrkur allra sexlishépanna laegri en medalstyrkur edlilegu
nyrnasynanna. Samkvaemt t préf reyndist vera tolfreedilega marktaekur munur a préteinstyrk allra
zxlissyna borid saman vid edlileg nyrnasyni, samanber tafla 5. | sému téflu sést hins vegar ad ekki
reyndist tolfraedilega markteekur munur a proteinstyrk annars vegar laggradu og hins vegar hagradu

aexla borid saman vid edlileg nyrnasyni.

Tafla 5. Markteekni proteinstyrks

Taflan synir nidurstddur samanburdar a préteinstyrk sexlissyna vid edlileg nyrnasyni med t profi (p< 0,05).

Samanburdur a préteinstyrk rannséknarhépa

Oll zexlissyni borin saman vié edlilegan nyrnavef 0,01
Laggradu aexli borin saman vid edlilegan nyrnavef 0,07
Hagradu aexli borin saman vid edlilegan nyrnavef 0,08
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4.3 Samkvaemni SELDI adoferdarinnar

4.3.1 Frumgreining SELDI gagna

Greining a frumgégnum SELDI keyrslunnar med Ciphergen Express Client® skiladi 47 proteinum sem
syndu tolfreedilega markteekan mun i tjaningu milli aexlissyna og edlilegra nyrnasyna (p<0,05). Einnig
voru toppar préteinanna myndraent vel greinilegir og pvi haegt ad aetla ad um raunverulega toppa veeri
ad raeda, sja mynd 14. Steerd préteinanna var a bilinu 3.400 til 116.000 Da.
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Mynd 14. Myndraent vel greinilegir préteintoppar

Fyrir hvern blett a flogu greinir SELDI fjdldann allann af proteinum sem eru birt & formi massarofs par sem hlutfallsleg tjaning er
a y-as og steerd proteinanna a x-as. Prétein sem reyndust markteek med Mann Whitney profi voru skodud handvirkt a
massarofinu og athugad hvort toppur préteinsins vaeri myndreent vel greinilegur. Ef svo var, var préteinid valid til frekari
tolfraeedilegrar arvinnslu. Myndin synir protein a staerdarbilinu 4500 Da til 6000 Da og benda orvarnar a prja vel greinilega

préteintoppa.

4.3.2 Areidanleiki SELDI

Medaltals CV milli valinna préteina (N = 47) i 6llum vefjasynum reyndist vera 0,26 + 0,17.

4.4 Samanburdur préteintjaningar nyrnaaexla og edlilegra nyrnasyna

Samanburdur & préteintjaningu nyrnazexla og edlilegra nyrnasyna var framkvaeemdur med tvennum
haetti. Annars vegar var leitad ad mismunatjadum préteinum med pérudu proéfi. Voru adeins notud
rannsoknarnumer par sem baedi edlileg nyrnasyni og aexlissyni voru til stadar fra sama sjuklingi. Hins
vegar var leitad ad proteinmynstri med BPS forriti, par sem 6ll vefjasynin rannséknarhépanna voru

notud.
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4.4.1 Samanburdur allra eexlissyna vid edlileg nyrnasyni
Parad prof leiddi i 1jos 32 tolfreedilega marktaekt mistjad prétein sem sja ma i téflu 6. bar sést einnig ad
flest proteinin eru meira tjad i edlilegum nyrnasynum eda 24 alls. Tjaning tveggja proteina, 14.705 Da

0g 25.594 Da, skar sig ur par sem pau voru tjad 4 sinnum meira i edlilegum nyrnavef.

A mynd 15 er skematisk mynd af mynstur fidgurra préteina (14.705 Da, 6.678 Da, 5.322 Da og
25.594 Da) sem myndadist vid samanburd allra sexlissyna og edlilegra nyrnasyna med PBS. begar
naemi og sértaeki var reiknad ut fyrir efsta préteinid i mynstrinu (14.705 Da) sast ad pad eitt og sér gat
greint & milli hépanna med naemi 86,9% og sértaeki 72,7%. Neemi proteinmynstursins i heild reyndist

vera 90,5% og sértaekid 86,3% eins og sést i toflu 9.

N = 235
E3l. 66 (28%)
/£ xli 169 (72%)

N =70
N =165 Prétein 1 y
/E xli 147 (89%] <=13,021 >13,021 y
P rétein 2 Protein 4
6.678 Da : 25.594 Da
<=32,216  >32,216 <=1,38 >1,38
N =128 N =37 al:l=160 6IN=54°
Edl. 4 (3%) Edl. 14 (38%) E |" 1 (Mo) EGl. 47 (3704,)
£ xli 124 (97%) £ xli 23 (62%) A xli 15 (94%) £ xli7(13%)
Prétein 3
5.322 Da

<=15,347 >15,347

N =21 N =16
Edl. 2 (10%) Edl 12 (75%)
Z xli 19 (90%) £ xli 4 (25%)

Mynd 15. Proteinmynstur samanburdar allra eexlissyna vid edlilegan nyrnavef

Fjégurra préteina mynstur myndadist vid samanburd allra aexlissyna og edlilegra nyrnasyna med BPS forritinu. Efst i mynstrinu
sést heildarfildi vefijasyna sem samanburdurinn var framkveemdur a. | kdssunum sést steerd peirra préteina sem mynda
mynstrid sem og reglurnar sem forritid notadi vid skiptingu synanna i annad hvort edlileg nyrnasyni eda axlissyni. Reglurnar
byggja @ magni préteinsins i hverju syni, ef magn préteinsins var < magnid sem gefid er upp fér pad til vinstri i mynstrinu en
annars til haegri. Hringirnir gefa upplysingar um fjdlda vefjasyna eftir skiptingu hvers proteins. Raudu hringirnir innihalda ad

mestum hluta aexlisvef en peir blau ad mestu edlilegan nyrnavef. Neemi mynstursins reiknadist 90,5% og sértaekid 86,3%.
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Tafla 6. Markteek prdtein vid samanburd allra eexlissyna og edlilegra nyrnasyna

Taflan synir p gildi samanburdar allra aexlissyna og edlilegra nyrnasyna med poérudu profi sem og medalmagn og stadalfravik
proteinanna i rannséknarhépunum. Protein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da eru raudmerkt par sem pau eru tjad fjorum
sinnum meira i edlilegum nyrnavef.

Marktaekni

Oll eexlissyni

Proétein Eolileg

steerd (Da) nyrnasyni (N 66)* (N 109)* préteins

Medalmagn og stadalfravik Medalmagn og stadalfravik p gildi
3.452 37,5+228 69,9 £ 198,2 0,009
3.719 28,7 + 34,9 56,0 + 80,3 7,0e-5
4.268 17,3+ 10,1 18,9 + 23,6 0,0005
4.303 63,1 +49,3 42,6 £49,5 0,0004
4.757 27,0124 .4 41,9+50,0 0,002
4.850 19,2+ 9,6 139174 0,002
5.281 29,3+10,3 21,9+ 13,6 0,001
5.322 31,6+224 15,9 £+ 251 1,9e-6
5.569 17,9+6,3 12,4145 1,2e-8
5.842 54,0 £ 46,9 30,4 +£32,8 0,0007
6.076 22,4 +11,2 16,7 £ 11,8 0,03
6.213 14,3197 9,0+£9,3 0,004
6.278 23,0 £ 20,7 14,1+£12,2 0,004
6.678 36,6 + 15,8 21,9+12,3 6,0e-12
6.906 14,0+ 4,8 11,3+£6,0 0,006
7.165 9,3+8,2 12,9+10,4 0,04
8.466 31,1+18,4 19,4+ 10,9 4,3e-5
8.586 20,1+9.3 12,8170 1,9e-9
9.973 21,6 £+ 11,6 12,3+9,3 1,3e-5
10.119 33,2+14,8 18,6 £ 13,0 1,5e-14
10.159 40,1 £ 20,0 22,4 +16,7 1,2e-9
10.363 20,6 £ 8,8 15,0+£9,0 2,3e-5
10.867 11,8+5,8 8,7+7,9 0,04
13.378 55+4,0 3,6 16,2 0,04
14.705 28,5+ 27,7 7674 1,2e-7
15.147 341,2 £ 63,8 299,0 £ 83,0 0,009
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Proétein Edlileg Oll eexlissyni Markteekni

steerd (Da) nyrnasyni (N 66)* (N 109)* préteins

Medalmagn og stadalfravik Medalmagn og stadalfravik p gildi
20.981 3,9+2.2 2,6+2,8 0,01

25.594 40+3,2 1,2+14 4,8e-9
30.431 1,3+1,0 22+17 0,0002
31.179 2117 3627 0,001

31.913 1,8+1,7 34127 5,8e-5
116.091 8,4+3,5 11,4+£8,5 0,005

* Fjoldi vefjasyna i rannséknarhépnum.

4.4.2 Samanburdur sexla eftir meinafraedilegum pattum vid edlileg nyrnasyni
Skodad var hvort préteintjaning vaeri mismunandi eftir meinafraedilegum pattum sem vitad er ad hafa

forspargildi um horfur sjuklinga, pad er ad segja Fuhrman kjarnagradun og staerd zexla.

4421 Laggradu aexli

Parad prof syndi ad 24 protein reyndust marktaekt mistjad vid samanburd laggradu aexla vié edlileg
nyrnasyni eins og sést i t6flu 7. bar sést einnig ad protein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da voru
tjad fjorum sinnum meira og proétein af staerdinni 13.378 Da prisvar sinnum meira i edlilegum vef.
Prétein af steerdinni 3.652 var prisvar sinnum meira tjad i eexlisvef. Proteinmynstur med fjorum

proteinum myndadist med neemi 80,3% og sérteekid 86,6% samanber tafla 9.

4.4.2.2 Hagraou aexli

Vid samanburd hagradu eexla og edlilegra nyrnasyna med porudu profi meeldust 24 prétein marktaekt
mistjad eins og sést i t0flu 7. Flest préteinin voru meira tjad i edlilegum nyrnavef og ma par nefna
protein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da sem eru tjad fjorum sinnum meira. Proteinmynstur med

fimm préteinum og naemi og sértaeki 80,3% og 85,8% myndadist samanber tafla 9.
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Tafla 7. Markteek protein vid samanburd aexla af mismunandi gradu og edlilegra nyrnasyna

Taflan synir medal tjaningu og stadalfravik marktaekra préteina vid samanburd annars vegar laggradu aexla og hins vegar
hagradu aexla vid edlileg nyrnasyni. Mismorg vefjasyni voru i rannséknarhépunum. Pannig voru 13 syni borin saman vid 24 i
samanburdi laggradu aexla og 37 vid 63 i samanburdi hagradu sexla. Marktaekni préteins visar til p gildis samanburdar
xlissynanna og edlilegra nyrnasyna med porudu profi. Prétein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da eru raudmerkt par sem
pau eru tjad fjorum sinnum meira i edlilegum nyrnavef. Prétein af steerdinni 3652 er merkt med blau par sem pad er tjad prisvar
sinnum meira i aexlisvef laggradu aexla.

Proétein Edlileg nyrnasyni Laggraou Hagradu

steerd (Da) (N 13 0g 37 )* aexli (N 24)* a&xli (N 63)*

Medalmagn Medalmagn og Markteekni Medalmagn og Marktaekni

og stadalfravik stadalfravik préteins stadalfravik préteins
3.452 37,5+22,8 39,0+£32,4 0,024
3.652 45,3 £59,8 147,6 + 182,6 0,03
3.906.1 37,5+35,2 39,0+£32,4 0,02
4.033 30,7 £ 36,2 45,9+ 37,5 0,02
4.268 17,3+ 10,1 10,1+6,2 0,003 12,4 +11,9 0,0005
4.303 63,1 +49,3 33,8 +37,4 0,004
4.757 27,0+£24,4 34,3+ 34,8 0,02 46,9+ 57,6 0,02
4.850 19,2+9,6 12,4+6,8 0,01 14,1+8,0 0,02
5.013 19,3 £ 23,2 13,1+£9,6 0,008
5.281 29,3+10,3 18,8 +9,7 0,006 23,3+16,2 0,009
5.322 31,6+22,4 18,13 £ 38,17 0,002 15,5+21,9 7,7e-12
5.569 179+6,3 11,2+ 3,7 0,009 12,8 £5,0 4,7e-5
5.842 54,0 + 46,9 31,4 £40,5 0,01
6.076 22,4 +11,2 16,1+ 12,0 0,03
6.213 143+9,7 9,1+9,1 0,005
6.278 23,0 £20,7 12,8+ 11,4 0,009
6.678 36,6 + 15,8 20,0+11,4 9,1e-7 22,9+129 1,6e-7
7.165 9,3+8,2 13,7+ 10,1 0,02
8.466 31,1+18,4 19,6 £ 11,0 0,01
8.586 20,1+9,3 12,11+ 5,4 5,4e-5 13,0+7,6 8,4e-6
9.973 216+11,6 10,0+ 6,3 0,0007 13,8 11,0 0,0001
10.119 33,2+14,8 19,1+ 151 0,0001 18,8 +12,8 8,4e-6
10.159 40,1 £ 20,0 22,0+£17,5 0,006 22,8+6,8 5,0e-6
10.363 20,6 £8,8 154 £ 7,41 0,03 14,6 £9,3 9,8e-5
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Prétein Edlileg nyrnasyni Laggradu Hagraou

steerd (Da) (N 13 0g 37 )* a&xli (N 24)* a&xli (N 63)*

Medalmagn Medalmagn og Marktaekni Medalmagn og Markteekni

og stadalfravik stadalfravik préteins stadalfravik préteins
10.867 11,8+5,8 6,6 +3,8 0,02
13.378 55+4,0 23+2,0 0,001 4,9 +8,1 0,005
14.705 28,5 +27,7 6,5+5.2 0,001 8,0+8,0 6,6e-9
15.147 341,2 + 63,8 297,9+ 82,3 0,03
20.981 39+272 2,7+3.2 0,002
25.594 40+3.2 1,0+0,8 0,01 1,1+1,1 1,6e-6
30.431 1,310 23+1,6 0,04
31.913 1,8+17 36+25 0,03
116.091 84+35 12,6 £9,3 0,009

* Fjoldi vefjasyna

4.4.2.3 Litil aexli

Parad prof syndi 21 marktaekt mistjad prétein vid samanburd litilla aexla vid edlileg nyrnasyni eins og
sést i toflu 8. Protein af staerdinni 14.705 Da og 25.594 Da reyndust vera fjorum sinnum meira tjad i
edlilegum nyrnavef og protein af steerdinni 13.378 tvisvar sinnum meira tjad. Samkvaemt t6flu 9 eru

pbrja prétein i mynstrinu og naemid 87,8% og sértaekid 82,0%.

4424 Stor aexli

Nidurstdédur parads profs syndi ad 25 protein voru markteekt mistjad vid samanburd stérra eexla og
edlilegra nyrnasyna samanber tafla 8. Tvd peirra voru tjad fjdrum sinnum meira i edlilegum nyrnvef og
eru pad prétein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da. Préteinmynstur med premur préteinum

myndadist og reiknadist naemid og sértaekid 80,3% og 85,8% eins og sést i t6flu 9.
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Tafla 8. Markteek protein vid samanburd aexla af mismunandi steerd og edlilegra nyrnasyna

Taflan synir medaltals tjaningu og stadalfravik marktaekra proteina vid samanburd annars vegar litilla aexla og hins vegar stérra
zxla vid edlilegan nyrnavef. Mismoérg vefjasyni voru i rannsoknarhépunum. Af peim sékum voru 22 edlileg vefjasyni borin
saman vi® 40 litil aexli og 28 edlileg vefjasyni borin saman vid 47 stér sexli. Markteekni préteins visar til p gildis samanburdar
axlissynanna og edlilegra nyrnasyna med poérudu profi. Prétein af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da eru raudmerkt par sem
pau eru tjad fjdrum sinnum meira i edlilegum nyrnavef.

Proétein

steerd (Da)

Edlileg nyrnasyni

(N 22 og 28 )*

Litil

aexli (N 40)*

Stér

aexli (N 47)*

Medaltals magn Medaltals magn Marktaekni Medaltals magn Marktaekni

og stadalfravik og stadalfravik préteins og stadalfravik préteins
3.906.1 37,5+35,2 40,4 £ 35,4 0,02
4.033 30,7 + 36,2 36,0 £ 30,7 0,01
4.062 71,3+47,6 50,3 +431 0,02
4.268 17,3+ 10,1 11,2+ 81 0,01 12,2+12,4 0,0001
4.303 63,1+£49.3 40,6 + 46,3 0,0005 40,4 +£41,0 0,006
4.757 27,0+24,4 452 +£52,0 0,02 40,9 £ 52,1 0,02
4.850 19,2+ 9,6 12,8 +5,5 0,02 14,4 £ 9,2 0,02
5.013 19,3 £ 23,2 13,1+11,8 0,001
5.281 29,3+10,3 19,7+9,0 0,004 24,1 +18,3 0,03
5.322 316+224 18,0 £ 36,1 3,4e-6 14,7 £ 16,5 1,7e-8
5.569 17,9+6,3 12,7+49 0,003 12,0+4,5 0,0009
5.842 54,0 £ 46,9 31,0+41,9 0,002
6.076 22,4 +11,2 15,1+ 11,0 0,01
6.278 23,0 £ 20,7 16,2+ 13,6 0,03
6.333 77,2+31,3 68,4 £43,0 0,04
6.678 36,6 + 15,8 22,0+12,6 8,4e-6 22,0+12,6 2,7e-7
6.906 14,0+ 4,8 12,1+6,6 0,04
7.165 9,3+8,2 11,9+8,6 0,01
8.466 31,1+18,4 179+85 0,01
8.586 20,1+9,3 13,4172 0,001 12,2+ 6,7 1,2e-6
9.973 216+11,6 12,8 £ 11,9 0,02 125+7,6 8,7e-6
10.119 33,2+ 14,8 20,1 +14,7 9,1e-5 17,7+ 12,2 3,3e-8
10.159 40,1+ 20,0 22,0+ 16,0 1,9e-6 23,0+ 18,0 0,002
10.363 20,6 £8,8 13,8+7,0 8,0e-6
10.867 11,8+ 5,8 10,3+ 10,2 0,02
13.378 55+4,0 25+34 0,0001

49




Proétein

steerd (Da)

Edlileg nyrnasyni

(N 22 og 28 )*

Litil

aexli (N 40)*

Stoér

aexli (N 47)*

Medaltals magn Medaltals magn Marktaekni Medaltals magn Marktaekni

og stadalfravik og stadalfravik préteins og stadalfravik préteins
13.583 4,427 2,7+3,1 0,003
13.791 13,6 £ 30,5 14,8 £ 35,3 0,03
14.705 28,5+ 27,7 59145 8,2e-6 9,1+89 1,5e-6
15.147 341,2 + 63,8 288,3 + 88,3 0,02
20.981 39+£22 23+21 0,002
25.594 4,0+3,2 1,2+1,0 0,0006 1,0+1,1 2,3e-5

* Fjoldi vefjasyna

Tafla 9. Proteinmynstur sem adgreina aexlissyni fra edlilegum nyrnasynum

Taflan synir hvada prétein i mynstri adgreina eexlissyni fra edlilegum nyrnasynum. X vid prétein merkir ad pad sé i mynstrinu.

Taflana synir einnig neemi og sérteeki hvers samanburdar.

Proétein Oll aexli Laggraou eexli Hagraou aexli Litil aexli Stoér aexli
Steerd (Da) (N 169) (N 40) (N 91) (N 64) (N 67)
3.652 X
5.322 X
6.678 X
10.159 X
10.119 X
14.705 X X
25.594 X
116.091 X

N Sos T Boav o Bos% | B78% 80,3%

Sérteeki 86,3% 86,6% 85,8% 82,0% 85,8%
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5 Umreeda

A grundvelli smasjarskodunar voru 49 vefjasyni (36 axlissyni og 13 edlileg nyrnasyni) af 284 utilokud
frd rannsokninni par sem pau uppfylltu ekki geedakrofur hennar. Fjoldi vefjasyna sem mat a
préteintjaningu med SELDI fér fram a var pvi 235, 169 aexlissyni og 66 edlileg nyrnasyni, fra 119

sjuklingum.

Stakt protein naer ad greina a milli nyrnasexla og edlilegra nyrnasyna med naemi 86,9% og seérteeki
72,7%. Mynstur fijdgurra préteina getur aftur @ moti greint a milli hépanna med neemi 90,5% og sérteeki
86,3%. Benda nidurstédurnar pvi til ad protein i mynstri nai ad greina betur a milli nyrnazexla og

edlilegs nyrnavefjar en stakt prétein.

Athugad var hvort dlik préotein fengjust i mynstrum vid samanburd edlilegra nyrnasyna og
&xlissyna eftir meinafraedilegum pattum. Myndudust préteinmynstur med premur til fimm préteinum og
naemi og sértzeki & bilinu 80% til 90%. | flestum tilfellum var um sému prétein ad raeda og i samanburdi

allra eexlissyna og edlilegra nyrnasyna.

5.1 Smaéasjarskodun

| pessi rannsékn voru snéggfrystir vefjabitar frystiskornir i stad peirrar hefdbundnu adferdar ad mylja
pba nidur i heilu lagi an smasjarskodunar. Med pvi ad frystiskera vefjabita er haegt ad skera adleega
sneid, lita og skoda i smasja. Pannig er haegt ad skoda vefinn i sama vefjabita og rannsoknin fer fram
a og par med meta efnividinn og utiloka syni sem ekki uppfylla geedakrofur rannséknarinnar. Adferdin
xtti ad leida til betri geeda a synum og vel skilgreinds efnividar sem eetti ad skila markvissari

nidurstodum.

Vefur er mjog misleitur (heterogen) ad uppbyggingu hvort sem um er ad raeda edlilegan vef eda
exlisvef. Eélilegur nyrnavefur er samsettur ur mérgum vefjapattum eins og gauklum, piplum,
fingerdum stodvef og aedum. AExlisvefur er einnig samsettur Gr mérgum vefjapattum og ma par nefna
auk axlisfruma, adlaegan bandvef, aedar og bolgufrumur (84, 85). Vegna misleitni vefjar er mikilvaegt
ad smasjarskoda vefjabita adur en farid er af stad med rannsdknir a proteinum par sem adferdirnar eru
vidkvaemar. Mismunandi vefjapaettir innihalda mismunandi prétein og hafa par af leidandi mismunandi
tianingu (84). | pessari rannsékn voru 49 vefjasyni dtilokud fra rannsékninni & grunni smasjarskodunar.
Midad vid pann fijdlda er ekki heegt ad utiloka ad vefjasynin hefdu haft ahrif & nidurstddur
rannsoknarinnar heféu pau verid keyrd med i SELDI. Askilegt er pvi ad smasjarskoda vefjabita fyrir
proétein rannsoknir par sem stérsaett mat a vefjabitum gefur takmarkadar upplysingar.

Vankantar smasjarkodunar eru fyrst og fremst vegna smasaes Utlitis fersk frosinna vefjasyna, sem
er ekki eins gott og i festum vef (86, 87). A méti kemur ad pegar frystir vefjabitar eru smasjarskodadir
er haegt ad hafa festan vefjabita ur sama aexli til hlidsjénar eftir porfum. Smasjarskodun felst fyrst og

fremst i pvi ad meta magn aexlis i syninu p6 adrir peettir séu einnig metnir. | pessari rannsékn voru
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gaedi frosnu sneidanna almennt pad god ad smasjarskodun var vandraedalitil. Best veeri ad geta notad
festan vef vid prétein rannsoknir en samkvaemt Tangrea og félogum er pad ekki aeskilegt par sem

festing og vinnsla vefjarins veldur nidurbroti préteina (87).

I mérgum prétein rannséknum & vef er vefurinn einungis skodadur storsaett (88, 89). Ekki fundust
rannsoknir par sem vefurinn er skodadur smasaett a sama hatt og gert var i pessari rannsokn, par sem
frystiskorin var adlaeg sneid, litud og skodud i smasja fyrir prétein rannsoknir a fersk frosnum vef. baer
adferdir sem eru hvad sambeerilegastar eru adferdir Zhuang og félaga og Zimmerman og félaga (84,
90). | badum rannséknunum er vefjagerdin stadfest med pvi ad skoda aexlisvef i adleegum formalin
festum vefjabita en rannséknin framkveemd a fersk frosnum vef. Zhuang og félagar skodudu adlaegan
bita med H&E litun en Zimmerman og félagar litudu med métefnalitunum fyrir smasjarskodun. | badum
greinunum er talad um mikilveegi pess ad smasjarskoda og skilgreina vefinn vefjafraedilega fyrir prétein
rannsoknir (84, 90).

5.2 Magnmeling préteina

Tolfraedilega marktaekur munur reyndist vera a préteinstyrk milli allra nyrnazexla og edlilegra
nyrnasyna. Benda nidurstédurnar til pess ad i aexlisvef myndist annad hvort feerri prétein eda minna af
peim en i edlilegum nyrnavef. Nidurstédurnar eru athyglisverdar par sem fyrirfram var gert rad fyrir
meira magni proteina i aexlisvef. Hins vegar eru eexlisfrumur oft mjég stérar, umfrymisrikar og
innihalda glykdgen (40, 84, 85). Liklegt er pvi ad aexlisvefur innihaldi faerri frumur en edlilegur
nyrnavefur sem geeti ad einhverju leiti Utskyrt minna proteinmagn i eexlisvef. Ekki reyndist vera
tolfreedilega marktaekur munur a proteinstyrk vid samanburd annars vegar laggradu eexla og hins
vegar hagradu aexla og edlilegra nyrnasyna. Hafa ber i huga ad fa syni eru i hverjum zexlishop sem
geeti haft ahrif a nidurstddur tolfraediprofsins. Til pess ad sannreyna nidurstodurnar pyrfti ad

framkvaema tolfreediprof a staerra artaki.

Adferdin sem notud var vid magnmaelinguna er vandasdém og pvi nokkrir paettir i framkvaemdinni
sem geta haft ahrif a proteinstyrkinn. Pipettering er mikill évissupattur pegar flot er tekid ofan af
préteinbotnfalli. Passa parf ad reka pipettuoddinn alls ekki i botnfallid pvi pa getur pad leysts upp og
préteinin tapast. Einnig getur pipettering vid blondun efna verid Ovissupattur. Ljdsmeelingin getur
einnig haft ahrif & mismun meeligilda. bar skipta dropasteerd og myndun vokvasulu miklu mali. Ef
pessir tveir peettir eru ekki svipadir i llum maelingunum hefur pad ahrif & gleypnina og par af leidandi &
préteinstyrkinn sem reiknadur er ut. bessir paettir voru hafdir i huga vid framkvaemd rannsdknarinnar
og synin meaeld i handahdfskenndri réd til ad hindra ad maelingar akvedinna rannsoknarhopa heféu

ahrif & nidurstédurnar.

Ekki fundust rannséknir par sem reiknadur er ut proteinstyrkur vefjasyna fyrir meelingu a
proteintjaningu med SELDI. Ekki fundust heldur rannséknir par sem préteinstyrkur aexlisvefjar og

edlilegs nyrnavefjar hefur verid borin saman.
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5.3 Samkveaemni SELDI adferdarinnar

Adferdir sem byggja @ massardfi hafa & sidustu arum verid mikid notadar vid greiningu hugsanlegra
axlisvisa. Eitt af meginvandamalum sem rannsoknir grundvalladar & pessum adferdum glima vid er
aod erfitt er ad syna fram a samkvaemni adferdanna. bar af leidir ad areidanleiki peirra verdur litill og er
SELDI adferdin par ekki undanskilin (91).

Med litilli samkvaemni er att vid ad p6d sama synagerd sé notud vid greiningu tjaningar akvedins
sjukdoms fast ekki endilega sému nidurstddur pegar rannsoknin er endurtekin af 66rum eda sama
rannséknarhop. bPad eru pvi ekki endilega sému proteinin sem reynast marktaekt mistjad i
endurteknum rannsoknum. Einnig visar litil samkveemni SELDI til pess pegar sama synid er sett a fleiri
en einn blett & flogu getur fengist mismunandi tjaning milli bletta. Med 68rum ordum getur verid
litilshattar munur a tjaningu proéteina sama synis milli mismunandi blett a somu flégu. Til marks um litla
samkveemni SELDI téku Callesen og félagar (92) saman yfirlitsgrein um rannsoknir & sexlisvisum i
sermi fyrir briostakrabbamein fundnir med SELDI. bar kom fram ad einungis 10 af 207 aexlisvisum
komu fyrir i fleiri en einni rannsdkn af 15 birtum greinum. Benda peir & ad p6 sama synagerd sé notud
og markmidid sé pad sama pé eru nidursddurnar mjég mismunandi. White og félagar (93) vilja meina
ad léleg endurtekningarhaefni SELDI stafi af pvi ad adferdin byggir a hlutfallslegu magni préteins i stad
heildarmagni pess. | sému grein er fullyrt ad eina leidin til ad meta samkvaemni SELDI adferdarinnar
sé ad reikna ut CV gagnanna (93). CV undir 0,6 telst aszettanlegt (93-97). | pessari rannsékn var CV
reiknad Ut fra medaltals tjaningu tvimaelinga valinna préteina allra vefjasyna og reiknadist 0,26 + 0,17,

sem er vel innan marka.

Margir paettir geta haft ahrif a samkvaemni SELDI adferdarinnar og ma par nefna liffraedilegan
breytileika milli syna, misjéfn medhondlun syna fyrir meelingu og i meelingu sem og 6nakveemni
maelitaekis. Fjolbreytileiki mannfolksins er mikill sem endurspeglar liffreedilegan breytileika syna. baettir
eins og aldur, kyn, kynpattur og likamséastand geta haft ahrif &4 nidurstédur proéteintjaningar. Ahrifum
pessa patta er ekki haegt ad eyda eda breyta en hafa parf pa i huga pegar urtak er valid fyrir prétein
rannsoknir. Medhondlun syna fyrir maelingu, synataka og geymsla skiptir miklu fyrir nidurstédur
rannsokna. Ganga verdur Ur skugga um ad oll synin fai sdmu medhoéndlun og geymslu til ad draga ur
ahrifum slikra Ovissupatta. Vid undirbuning syna spilar mannlegi patturinn stért hlutverk vid
pipetteringu og adra medhondlun. Ma medal annars nefna ad ef ein flaga er medhondlud a annan hatt
en hinar getur pad valdid skekkju i nidurstédunum. Flégurnar geta verid misjafnar milli lotunimera og
er pvi aeskilegt ad nota flogur ur sému lotu i hverri rannsdkn. Haegt er ad draga ar ahrifum pessara
patta med pvi ad setja synin handahdéfskennt a fldgurnar og tvi- til primaela hvert syni. Hafa parf i huga
ad hlutar SELDI teekisins, eins og laserinn, hafa takmarkadan liftima. Ef laserinn er ordinn lélegur
getur pad haft ahrif & upptdku préteina Ur synunum og par med & nidurstédur rannséknarinnar (93).
Adrir paettir hafa verid skodadir med ftillitti til ahrifa a proéteintjaningu. Ma par nefna rannsékn
Gudmundsdottur og félaga (98) a ahrifum blédpurrdar & vef fyrir maelingu @ SELDI. Nidurstodur
rannsoknarinnar bentu til ad blédpurrdartimi allt upp i 60 mindtur hafi ekki veruleg ahrif a

préteintjaninguna.
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Ljost er ad fjélmargir paettir eins og tegundir og breytileiki syna, undirbuningur syna og flaga, og
meeliteekid sjalft geta haft ahrif a nidurstédur rannsdkna. betta uUtskyrir ad einhverju leiti hversu
misleitar nidurstdodur rannsdkna eru og hversu erfitt er ad fa samaskonar nidurstédur a sama efnividi.
Jakvaed umraeda um SELDI adferdina hefur komid fram i nylegum greinum par sem bent er & ad
adferdin er fljétleg og getur greint mérg syni i einu (99, 100). bvi aetti adferdina ad vera hentug vid

kerfisbundna leit mistjadra préteina og nyta hana pannig sem fyrsta skrefid vid leit ad aexlisvisum.

5.4 Samanburdur nyrnaaexla vid edlileg nyrnasyni

5.4.1 Samanburdur allra eexlissyna vid edlileg nyrnasyni

Samanburdur, med poérudu proéfi, a préteintjaningu allra azexlissyna og edlilegra nyrnasyna var
framkvaemdur a vefjasynum fra 66 sjuklingum. Sjuklingarnir attu annad hvort eitt (n=23), eda tvd
(n=43), sexlissyni auk synis fra edlilegum nyrnavef. | heildina var pvi samanburdurinn framkvaemdur &
175 vefjasynum. Nidurstodur préfsins benda til ad 32 protein séu marktaekt mistjad milli nyrnagexla og
edlilegs nyrnavefjar. Steerd peirra er a bilinu 3.400 til 116.000 Da. Ekki fannst grein par sem
préteintjaning nyrnafrumukrabbameina og edlilegs nyrnavefjar er fundin med SELDI, borin saman og
staerd marktaekra prétein birt. bvi er ekki haegt ad bera nidurstédurnar saman vid fjdlda og steerd
marktaekra préteina i sambaerilegum rannséknum. Hins vegar hafa mérg mistjad prétein verid nefnd
og fundin med rafdraetti og dhugavert veeri ad finna ut steerd peirra og bera saman vid nidurstdédur

pessarar rannséknar.

Nokkrar greinar hafa verid birtar par sem SELDI adferdin er notud i tengslum vid
nyrnafrumukrabbamein en par er préteintjaningin oftast skodud i sermi og i einstaka tilfellum i pvagi
eda frumulinum. Hins vegar hafa verid framkveemdar rannsoknir & samanburdi tjaningar
nyrnafrumuaexla og edlilegs nyrnavefjar med 68rum adferdum eins og tvividum rafdreetti (Two-
dimensional gel electrophoresis (2 — D Dige)). Raimondo og félagar baru saman proéteintjaningu 20
sjuklinga og fengu 100 marktaekt mistjad prétein (101). Sun og félagar skodudu tjaningu niu sjuklinga
og uppskaru 16 mistjad prétein (102). Lichtenfels og félagar framkvaemdu sinn samanburd a 16
sjuklingum og fengu 84 mistjad protein (103). Siu og félagar baru saman préteintjaningu aexlissynis og
edlilegs nyrnasynis sem fundin var med MALDI, reyndust 324 prétein vera mistjad (104). | éllum
ofantdéldum rannséknum var um ad raeda eitt aexlissyni og eitt edlilegt nyrnasyni fra sama sjuklingi og
var samanburdur proteintjaningar framkvaemdur med t-préfi. P adferdin vid greiningu préteintjaningar

sé ekki su sama i ofantdldum rannséknum og i pessari rannsokn er synagerdin hins vegar su sama.

Styrkur pessarar rannséknar fram yfir paer sem nefndar eru hér ad ofan er medal annars félginn i
fidlda syna par sem téluvert fleiri syni voru skodud. Almenn vitneskja er ad marktaekni tolfraediprofa
verdur takmarkadri eftir pvi sem synin eru faerri. Einnig er athyglisvert ad sja ad fjéldi mistjadra
préteina er mjég breytilegur milli rannsékna par sem rafdrattur er notadur. Stydur pad pa kenningu ad
protein rannsoknir eru vidkveemar sem og adferdirnar sjalfar, eins og fjallad er um hér ad framan.

Hluta af pessum mismun ma einnig skyra ut fra misleitni vefjar og breytilegum fjélda syna i
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rannsoknunum. Sammerkt med 6llum rannsoknunum er ad mistjad protein milli nyrnasexla og edlilegs
nyrnavefjar eru til stadar sem stydur pa kenningu ad raunverulegur munur sé i proteintjaningu.
Mynstur fjdgurra préteina sem adgreinir préteintjaningu eexlissyna og edlilegra nyrnasyna med
naemi 90,5% og seérteki 86,3% myndadist i BPS. Athyglisvert er ad bera saman naemi og sérteeki
mynstursins vid proétein af staerdinni 14.705 Da sem er efsta proteinid i mynstrinu (sja mynd 15) og pvi
pad mikilveegasta. Neemi pess reyndist vera 86,9% og sérteekid 72,7%. Pvi er greinilegt ad protein i
mynstri geta greint & milli nyrnazexla og edlilegs nyrnavefijar med betra naemi og sérteki en stakt
prétein. Ekki fannst grein par sem préteinmynstur nyrnakrabbameina hafa verid skodud eftir mat a
préteintjianingu vefs 4 sambaerilegan hatt. Ahugavert vaeri ad fylgja mynstrinu eftir med rannsékn a
00ru urtaki og nota sdmu adferd og sja hvort mynstur sému préteina keemi fram. Einnig vaeri ahugavert
ad athuga hvort prétein af steerdinni 14.705 Da geeti greint & milli aexlisvefjar og edlilegs nyrnavefjar
med svipudu nzemi og sértaeki i 66ru pydi og pad gerir hér. Erfitt er ad fullyrda um gildi baedi

mynstursins og staka proteinsins fyrr en buid er ad sannreyna nidurstédurnar med frekari rannséknum.

pPau protein sem vekja hvad mestan ahuga eru proteinin sem mynda proteinmynstur
samanburdarins, 5.322 Da, 6.678 Da, 25.594 Da, 14.705 Da. Oll pessi protein eru meira tjad i
edlilegum nyrnavef og tvo peirra, 25.594 Da og 14.705 Da, eru fjérum sinnum meira tjad. Naestu skref
veeru ad, radgreina og bera proéteinin saman vid gagnagrunna sem innihalda upplysingar um pekkt
prétein. Skoda inni hvada liffraedilegu ferli préteinin ganga og velta upp hugmyndum um hvernig pau

geetu skipt mali fyrir meingerd nyrnakrabbameina.

5.4.2 Samanburdur aexla eftir meinafraedilegum péattum vid edlilegan nyrnavef

Samanburdur exla eftir meinafraedilegum pattum vid edlilegan nyrnavef syndi fram a ad litill sem
engin munur er a fidlda marktaekra préteina hvort sem skodad er ut fra kjarnagradu eda steerd aexla.
Benda nidurstédurnar til pess ad litii breyting sé a fjdlda mistjadra proteina eftir versnandi
meinafraedilegum pattum. Parft er ad framkveema samanburd aexla eftir meinafraedilegum pattum vid
edlilegan nyrnavef & steerra urtaki til ad sannreyna nidurstddurnar. Ekki fundust greinar par sem borin
er saman proteintjaning edlilegs nyrnavefjar vid aexli eftir Fuhrman kjarnagradu né steerd sexlanna eins
og gert var i pessari rannsékn. Ahugaverd prétein eru af steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da par sem
pbau eru tjad fjorum sinnum meira i edlilegum nyrnavef i 6llum samanburdunum. Eitt prétein reyndist
vera prisvar sinnum meira tjad i aexlisvef. bad er prétein af steerdinni 3.652 Da sem kom adeins fram i
samanburdi laggradu sexla og edlilegra nyrnasyna. | hinum samanburdunum reynist munurinn ekki
vera marktaekur. Frekari rannsoknir pyrfti ad framkvaema a préteininu svo sannreyna maetti tengsl

pess vid laggradu nyrnafrumukrabbamein.

Proteinmynstur samanburdanna innihéldu prju til fimm prétein og var neemid og sértaekid milli 80%
0og 90%. Mynstrin eru flest myndud dr sému préteinum og mynda proteinmynstur samanburdar allra

xlissyna og edlilegra nyrnasyna.
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6 Alyktanir

Nidurstodur smasjarskodunar renna stodum undir mikilveegi pess ad smasjarskoda fersk frosin
vefjasyni fyrir protein rannsoknir. Adferdirnar eru vidkveemar og eykur smjasarskodun gaedi
efnividarins med utilokun éfullnaegjandi syna. bPvi ma gera rad fyrir ad nidurstédur verdi markvissari ef
synin eru smasjarskodud. | pessari rannsékn voru 49 vefjasyni Utilokud fra rannsokninni & grundvelli

smasjarskodunar par sem pau uppfylltu ekki gaedakréfur.

Samanburdur & préteintjaningu edlilegra nyrnasyna og allra exlissyna bendir til ad prétein af staerdinni
14.705 Da geti greint a milli hépanna med naemi 86,9% og sérteeki 72,7%. Mynstur fjdgurra préteina
getur aftur & moti greint parna @ mili med naemi 90,5% og sérteki 86,3%. Samanburdur a
préteintjaningu edlilegra nyrnasyna og aexlissyna eftir meinafraedilegum pattum bendir til ad prju il
fimm protein i mynstri geti greint & milli hopanna med neemi og sértaeki milli 80% og 90%. Sému

protein mynda flest mynstrin og koma fyrir i samanburdi allra aexlissyna og edlilegs nyrnavefjar.

Ahugaverd prétein eru af steerdinni 5.322 Da, 6.678 Da, 14.705 Da og 25.594 Da. Préteinin mynda
mynstur sem greinir @ milli edlilegra nyrnasyna og allra eexlissyna. Flest peirra koma einnig fyrir i
proteinmynstrum sem greina a milli edlilegra nyrnasyna og eexlissyna eftir meinafraedilegum pattum.
Préteinin eru 6ll yfirtjad i edlilegum vef i samanburdi edlilegra nyrnasyna og allra eexlissyna. Protein af
steerdinni 14.705 Da og 25.594 Da eru fjéorum sinnum meira tjad i edlilegum nyrnavef i 6llum

samanburdunum.
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Vidauki 1

Frystiskurdur fersk frosinn vefjasyna

Festing H&E vefjasneida

1. 10% formalin i abs. alkéholi 2 min.
2. 70% alkohol 1 min.
3. 50% alkéhol 1 min.

Heamatoxylin og Eosin litunaradferd

1.  Skolad i vatni 5 min.

2. Haematoxylin 6 min.

3. Skolad i vatni 20-30 sek.
4. Aflitad i 1% Saltsyru i 70% alkoholi 5-10 sek.
5. Skolad i vatni 1-2 min.
6. Blamad i 1% ammoniaki 10 sek.

7. Skolad i vatni 2 min.

8. Eosin 5 min.

9. Alkéhol x2 10-20 sek.
10. Xylene x2 3 min.

11. Gengid fra med dekkgleri.
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Vidauki 2

Uppleysing vefjasyna

Vefjabuffer

9M urea [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA] i 2% chaps [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis,
MO, USA] i Phosphate buffered saline (PBS buffer) [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA]. Ein
tafla af complete proteasa hindra, [Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany] sem kemur i veg

fyrir nidurbrot proteina, sett ut i bufferinn og latin leysast upp fyrir notkun.

Uppleysing vefjasyna

1. Synagldés med vefjasneidum voru tekin ur -80°C frystiskap og sett a purris.

2. 200 pl af vefjabuffer settur i synaglosin. Passa parf ad hann fari beint a vefinn og komi ekki vid
hlidar glassins.

Synaglésin sett a hristar i 15 sekundur.
Synaglésin sett a voggu i 30 minutur medan vefjabufferinn leysir vefjasneidarnar upp. Glosin
sett a hristara af og til i stutta stund.

5. Synaglésin sett i skilvindu i 5 minatur @ hamarkshrada og flot tekid ofan af ef eitthvert botnfall
myndast. | rannsékninni var pessi lidur adferdarlysingarinnar ekki framkveemdur par sem
ekkert botnfall myndadist.

6. Uppleyst vefjasynin sett aftur i -80°C frystiskap til geymslu.
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Vidauki 3

Utfelling préteina fyrir magnmeelingu

Utfelling préteina fyrir stadalkdrfu

1.

Blanda litalausn par sem 100 hlutar af litarefni A eru & méti 1 hluta af litarefni B.

2. BSA sett i 2 ml eppendorf glés samkvaemt t6flu.

Tafla 10. Gerd stadalkurfu

Taflan synir magn BSA lausnar i hverju synaglasi vid gerd stadalkurfu fyrir Utreiknadan proteinstyrk vid prétein magnmeaelingu

vefjasyna. | aftast reitnum sést Gtreiknadur préteinstyrkur i hverju synaglasi Ut fra prétein magni.

© N o o &

©

10.

11.
12.

Glas Magn BSA Préteinmagn Préteinstyrkur
Hg pg/mi
1 0 0 0,00
2 1 2 6,67
3 2 4 13,33
4 3 6 20,00
5 4 8 26,67
6 5 10 33,33
7 6 12 40,00

100 pl af precipitant voru settir at i glésin, pau sett & hristara i 10 sekundur. L4tid hvarfast vid
stofuhita i 2-3 minuatar.

100 pl af co-precipitant baett i hvert glas og blandad a hristara i 5 sekandur

Glosin sett i skilvindu vid 10.000 rpm i 5 mindGtur.

Préteinbotnfall myndadist vid botninn.

Flot tekid varlega ofan af préteinbotnfallinu med pipettu.

Glosin sett aftur i skilvinduna, skilid aftur nidur vid 10.000 rpm i 1 minatu. Allur sjaanlegur
vokvi tekinn ofan af botnfallinu med pipettu.

Glosin sett i hitaskap i 30 min og sa vokvi sem vard eftir latinn gufa upp.

20 ul af koparlausn og 80 ul af eimudu vatni beett ut i hvert glas, sett a hristara og blandad par
til botnfallid leystist upp.

200 pl af litalausn var sett i hvert glas, blandad strax saman a hristara i 10 sekdndur.

Latid hvarfast vid stofuhita i 15 — 20 minuatur
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Utfelling préteina i vefjasynum

© N o o &

11.
12.

Blanda litalausn par sem 100 hlutar af litarefni A eru @ moéti 1 hluta af litarefni B.

4ul af uppleystu vefjasyni sett i 2ml eppendorf glos.

100 pl af precipitant voru settir ut i glésin, pau sett a hristara i 10 sekdndur. Latid hvarfast vid
stofuhita i 2-3 minutur.

100 pl af co-precipitant baett i hvert glas og blandad a hristara i 5 sekundur.

Glosin sett i skilvindu vid 10.000 rpm i 5 minatur.

Préteinbotnfall myndadist vid botninn.

Flot tekid varlega ofan af proteinbotnfallinu med pipettu.

Glésin sett aftur i skilvinduna, skilid aftur nidur vid 10.000 rpm i 1 minutu. Allur sjaanlegur
vokvi tekinn ofan af botnfallinu med pipettu.

Glosin sett i hitaskap i 30 minutur og sa vokvi sem vard eftir latinn gufa upp.

20 pl af koparlausn og 80 ul af eimudu vatni baett ut i hvert glas, sett & hristara og blandad
par til botnfalli® leystist upp.

200 pl af litalausn var sett i hvert glas, blandad strax saman a hristara i 10 sekundur

Latid hvarfast vid stofuhita i 15 — 20 minutur
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Vidauki 4

Magnmeeling proteina

Protein magnmeeling

1 Ljosmeelirinn stilltur af med 2 pl af eimudu vatni

2 Bylgjulengdin, 480 nm, valin og ljosmeelirinn kvardadur med 2 pl af eimudu vatni

3. 2 ul af syni settir a nedri meeliflipa ljosmaelisins, efri meeliflipinn settur yfir og ljosmaelt
4

Hvert syni var ljdsmeaelt tvisvar og medaltal maelinganna notad vid utreikning a proteinstyrk

Utreikningur préteinstyrks

Vid utreikning a préteinstyrk synanna var notud jafnan y = a+bx eda x = (y-a)/b. y er gleypni synis, a er

gleypni 0 styrks stadalssynis og b er hallatalan.

Styrkur i meeliglasi:

(Gleypni vid 480nm — gleypni 0 styrks stadalkurfusynis vid 480nm) / hallatélu

Umreiknadur styrkur vegna pynningar:

(Styrkur i maeliglasi * rammal meelingar)/magni synis
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Tafla 11. Nidurstédur magnmeelingar allra vefjasyna

Taflan synir Gtreiknadan proteinstyrk ut fra medaltals préteinmagni tvimeelinga allra vefjasynanna. Einnig sést medaltal og

stadalfravik & umreiknudum préteinstyrk v/ pynningar hvers rannséknarhops.

Rannsoknar Rannsoknar- Axlishlutfall Steerd Fuhrman Styrkur meaeldra syna i pg/ml

namer hépur % cm gréda i meeliglasi umreiknad

v/pynningar

Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 35,31 529,63
17T Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 50,31 754,65
18T Jadarsyni 50-60% L-H neer L 50,33 754,91
22T Jadarsyni 70-80% L-H 50,31 754,63
25T Jadarsyni 70-80% L-H 50,34 755,08
30T Jadarsyni 70-80% L-H 26,91 403,70
33T Jadarsyni 60-70% H? 28,40 425,93
39T Jadarsyni 80-90% L-H nzer H 50,32 754,84
41T Jadarsyni 60-70% L-H 10% H 50,32 754,79
73T Jadarsyni 70-80 L-H nzer H 53,33 800,00
78T1 Jadarsyni 40-50% L-H 56,67 850,00
78T2 Jadarsyni 70-80% L-H 48,89 733,33
80T1 Jadarsyni 80-90% L-H 60,00 900,00
89T1 Jadarsyni 70-80% L+H 30% H 41,67 625,00
89T2 Jadarsyni 70-80% L-H 40,00 600,00
90T2 Jadarsyni 60-70% L-H 37,50 562,50
93T2 Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 38,33 575,00
96T1 Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 40,00 600,0
96T2 Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 40,83 612,50
9972 Jadarsyni 80-90% L-H neer H 2417 362,50
101T1 Jadarsyni 70-80% L+H 5% H 51,67 775,00
107T1 Jadarsyni 70-80% L-H 86,67 1300,00
115T2 Jadarsyni 80-90% L+H 40% H 76,00 1140,00
11671 Jadarsyni 60-70% L+H 10% H 57,33 860,00
11672 Jadarsyni 70-80% L+H 40% H 73,33 1100,00
11971 Jadarsyni 70-80% L-H 70,67 1060,00
11972 Jadarsyni 70-80% L-H 78,67 1180,00
126T1 Jadarsyni 80-90% L-H 71,43 1071,43
126T2 Jadarsyni 50-60% L-H 79,05 1185,71
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12971 Jadarsyni 70-80% L+H 10% H 68,57 1028,57
129T2 Jadarsyni 50% H 19,05 285,71
130T1 Jadarsyni 60-70% L+H 15% H 28,57 428,57
13971 Jadarsyni 50-60% L-H 43,81 657,14
140T1 Jadarsyni 80-90% L-H 39,05 585,71
14072 Jadarsyni 80-90% L-H 32,38 485,71
143T1 Jadarsyni 80-90% L-H nzer H 47,62 714,29
145T1 Jadarsyni 70-80% L+H 15% H 45,71 685,71
14572 Jadarsyni 70-80% L+H 20% H 44,76 671,43
N 38
Medaltal 745,37
Stadalfravik 248,30
19T Laggradu aexli 50-60% <7 cm Laggrada 50,31 754,58
36T Laggradu aexli 60-70% <7cm Laggrada 28,89 433,33
58T Laggradu aexli 70-80 <7cm Laggrada 42,22 633,33
62T Laggradu aexli 70-80 <7 cm Laggrada 55,56 833,33
68T Laggradu aexli 80-90 <7 cm Laggrada 25,56 383,33
71T Laggradu aexli 60-70 <7 cm Laggrada 41,11 616,67
76T Laggradu aexli 60-70 <7cm Laggrada 61,11 916,67
77T1 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 44,44 666,67
7772 Laggradu aexli 80-90% <7 cm Laggrada 37,78 566,67
79T1 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 51,11 766,67
79T2 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 55,56 833,33
92T1 Laggradu aexli 80-90% <7 cm Laggrada 32,50 487,50
92T2 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 37,50 562,50
97T1 Laggradu aexli 70-80% <7cm Laggrada 43,33 650,00
97T2 Laggradu aexli 70-80% <7 cm Laggrada 42,50 637,50
10471 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 76,67 1150,00
10412 Laggradu aexli 80-90% <7 cm Laggrada 63,33 950,00
11472 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 49,33 740,00
123T1 Laggradu aexli 60-70% <7cm Laggrada 40,00 600,00
12372 Laggradu aexli 70-80% <7 cm Laggrada 39,05 585,71
128T1 Laggradu aexli 80-90% <7 cm Laggrada 39,05 585,71
128T2 Laggradu aexli 80-90% <7cm Laggrada 37,14 557,14
14271 Laggradu aexli 70-80% <7 cm Laggrada 29,52 442,86
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14272 Laggradu aexli 70-80% <7cm Laggrada 24,76 371,43
1T Laggradu aexli 60-70% >7 cm Laggrada 27,65 414,82
2T Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 31,85 477,78
3T Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 28,89 433,33
5T Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 28,89 433,33
127 Laggradu aexli 70-80% >7 cm Laggrada 50,30 754,51
61T Laggradu aexli 50-60 >7 cm Laggrada 45,56 683,33
80T2 Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 53,33 800,00
103T1 Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 33,33 500,00
10372 Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 51,67 775,00
106T1 Laggradu aexli 60-70% >7 cm Laggrada 88,33 1325,00
106T2 Laggradu aexli 60-70% >7 cm Laggrada 81,67 1225,00
11071 Laggradu aexli 70-80% >7 cm Laggrada 50,00 750,00
11072 Laggradu aexli 70-80% >7 cm Laggrada 51,67 775,00
11571 Laggradu aexli 60-70% >7 cm Laggrada 80,00 1200,00
14471 Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 33,33 500,00
14472 Laggradu aexli 80-90% >7 cm Laggrada 30,47 457,14
N 40
Medaltal 680,73
Stadalfravik 237,49
11T Hagradu aexli 70-80% <7 cm Hagrada 50,32 754,80
29T Hagradu aexli 60-70% <7cm Hagrada 24,44 366,67
34T Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 23,95 359,26
37T Hagradu aexli 80-90% <7 cm Hagrada 50,32 754,77
40T Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 50,33 754,89
4471 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 46,67 700,00
4472 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 34,44 516,67
46T1 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 47,78 716,67
4672 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 71,11 1066,67
57T1 Hagradu aexli 60-70% <7 cm Hagrada 41,11 616,67
57T2 Hagradu aexli 60-70% <7cm Hagrada 45,56 683,33
64T Hagradu aexli 80-90 <7 cm Hagrada 45,56 683,33
67T Hagradu aexli 60-70 <7cm Hagrada 46,67 700,00
72T Hagradu aexli 70-80 <7 cm Hagrada 57,78 866,67
83T Hagradu aexli 70-80% <7 cm Hagrada 52,50 787,50
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84T1 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 48,33 725,00
84T2 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 41,67 625,00
87T1 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 42,50 637,50
87T2 Hagradu aexli 80-90% <7 cm Hagrada 47,50 712,50
100T1 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 78,33 1175,00
100T2 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 66,67 1000,00
10172 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 75,00 1125,00
105T1 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 78,33 1175,00
105T2 Hagradu aexli 80-90% <7 cm Hagrada 51,67 775,00
10772 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 66,67 1000,00
11171 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 49,33 740,00
11172 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 65,33 980,00
11271 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 40,00 600,00
11272 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 49,33 740,00
11371 Hagradu aexli 40-50% <7 cm Hagrada 33,33 500,00
113712 Hagradu aexli 60-70% <7cm Hagrada 100,00 1500,00
124T1 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 57,14 857,14
12472 Hagradu aexli 80-90% <7 cm Hagrada 29,52 442,86
13072 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 30,48 457,14
13271 Hagradu aexli 30-40% <7cm Hagrada 13,33 200,00
13272 Hagradu aexli 70-80% <7 cm Hagrada 23,81 357,14
135T1 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 42,86 642,86
13572 Hagradu aexli 70-80% <7cm Hagrada 26,67 400,00
14372 Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 45,71 685,71
T Hagradu aexli 80-90% <7cm Hagrada 32,35 485,19
8T Hagradu aexli 50-60% >7 cm Hagrada 30,37 455,56
13T Hagradu aexli 50-60% >7 cm Hagrada 50,32 754,76
14T Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 34,44 516,67
16T Hagradu aexli 50-60% >7 cm Hagrada 50,32 754,78
24T Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 50,32 754,77
27T Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 30,62 459,26
31T Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 32,84 492,59
32T Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 29,38 440,74
35T Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 26,42 396,30
4272 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 50,31 754,68
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43T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 58,89 883,33
43T2 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 56,67 850,00
48T1 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 30,00 450,00
48T2 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 43,33 650,00
53T1 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 71,11 1066,67
54T1 Hagradu aexli 50% >7 cm Hagrada 12,22 183,33
54T2 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 31,11 466,67
55T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 42,22 633,33
55T2 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 37,78 566,67
69T Hagradu aexli 60-70 >7 cm Hagrada 60,00 900,00
74T Hagradu aexli 80-90 >7 cm Hagrada 53,33 800,00
82T Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 44,44 666,67
85T1 Hagradu axli 60-70% >7 cm Hagrada 34,17 512,50
85T2 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 36,67 550,00
86T1 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 39,17 587,50
86T2 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 40,00 600,00
88T1 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 36,67 550,00
88T2 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 35,00 525,00
91T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 50,83 762,50
91T2 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 46,67 700,00
93T1 Hagradu aexli 40-50% >7 cm Hagrada 43,33 650,00
95T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 50,83 762,50
95T2 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 55,56 833,33
98T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 50,00 750,00
98T2 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 55,83 837,50
99T1 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 30,00 450,00
10271 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 81,67 1225,00
108T2 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 120,00 1800,00
109T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 95,00 1425,00
10972 Hagradu aexli 40-50% >7 cm Hagrada 75,00 1125,00
11771 Hagradu aexli 50-60% >7 cm Hagrada 70,67 1060,00
11772 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 57,33 860,000
12071 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 60,00 900,00
12072 Hagradu aexli 60-70% >7 cm Hagrada 60,00 900,00
13172 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 62,86 942,86
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133T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 7,62 114,29
13372 Hagradu aexli >7 cm Hagrada 53,33 800,00
134T1 Hagradu aexli 70-80% >7 cm Hagrada 22,86 342,86
13472 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 63,81 957,14
14171 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 43,81 657,14
14172 Hagradu aexli 80-90% >7 cm Hagrada 38,10 571,43

N 91
Medaltal 719,94
Stadalfravik 279,49

Oll aexlissyni N 169
Medaltal 716,38
Stadalfravik 262,14
108N Edlilegur nyrnavefur 91,67 1375,00
109N Edlilegur nyrnavefur 60,00 900,00
110N Edlilegur nyrnavefur 42,22 633,33
112N Edlilegur nyrnavefur 57,33 860,00
115N Edlilegur nyrnavefur 77,33 1160,00
117N Edlilegur nyrnavefur 77,33 1160,00
119N Edlilegur nyrnavefur 74,67 1120,00
120N Edlilegur nyrnavefur 60,00 900,00
123N Edlilegur nyrnavefur 49,52 742,86
124N Edlilegur nyrnavefur 50,48 757,14
128N Edlilegur nyrnavefur 40,00 600,00
129N Edlilegur nyrnavefur 37,14 557,14
130N Edlilegur nyrnavefur 76,19 1142,86
131N Edlilegur nyrnavefur 16,19 242,86
132N Edlilegur nyrnavefur 53,33 800,00
133N Edlilegur nyrnavefur 60,95 914,29
134N Edlilegur nyrnavefur 36,19 542,86
135N Edlilegur nyrnavefur 16,19 242,86
139N Edlilegur nyrnavefur 47,62 714,29
140N Edlilegur nyrnavefur 39,05 585,71
142N Edlilegur nyrnavefur 28,57 428,57
143N Edlilegur nyrnavefur 52,38 785,71
144N Edlilegur nyrnavefur 33,33 500,00
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145N Edlilegur nyrnavefur 38,10 571,43
N 66
Medaltal 825,89
Stadalfravik 289,29
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Vidauki 5

Mat & proteintjaningu med SELDI

Buffer fyrir meelingu proéteintjaningar

100 mM natrium acetate, pH 4,0 [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA].

Framkveemd meelingar & préteintjaningu

1.

9.

10.
11.
12.
13.
14.

100 pl af buffer pipettad a hverja flogu og sett a hristara i 5 minatur. Buffernum hellt af og
skrefid er endurtekid.

90 ul af buffer pipettad a hverja flogu.

10 pl af syni pipettad a hverja flégu. Synunum var radad handahdéfskennt a fldgurnar
samkvaemt t6flu 10.

Flagan sett a voggu i 60 minutur.

Ollu hellt af floigunum og 150 pl af buffer sett & hverja flégu. Flagan sett & hristara i 5 minatur
og 6llu hellt af. Skrefid er endurtekid tvisvar.

200 pl af HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ) pipettad a hverja flégu,
sett & hrisstara i eina minutu. Skrefid er endurtekid.

Flégurnar latnar porna vid stofuhita i 10 — 15 minutur.

SPA undirbui® samkveemt adferdalysingu og 0,6 ul pipettad a hverja flégu, lati®é porna og
skrefid svo endurtekid.

Flégurnar latnar porna vid stofuhita.

Flégurnar settar i SELDI-TOF teekid.

Taekid matad a meinafraedilegum upplysingum um synin eftir pvi sem vid atti.

Teekid stillt med tilliti til grunnlinu (baseline) og bakgrunnstruflana (signal to noise).

Gdgnin st6dlud (normalization).

SELDI teekid sett af stad.

Sinapinic syra fyrir maelingu préteintjaningar

Mettud sinapinic syra (SPA) leyst upp i 50% acetonitril sem inniheldur 0,5% af trifluoroacetic syru.
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Tafla 12. Upprédun syna a SELDI flégur

Taflan synir handahéfskennda rédun vefjasyna a flogur fyrir SELDI keyrslu. Hver blettur a flogu er einkenndur med bokstofum
fra A til H. Efsta linan a hverri flégu gefur til kynna numer flégunnar. Pannig er heegt ad merkja hvada syni fer & hvada stad.

Onnur linan i hverri flégu gefur til kynna af hvada gerd flagan er.

1170286656 ‘ 1170286657 1170286658 ‘ 1170286633 1170286660 1170286661 1170286662 ‘ 1170286663 1170286664 ‘ 1170286665 1170286666 1170286667

CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10

80T2 14371 126T2 143N 139T 10171 14472 14172 1T 29T 144N 95T2
13272 141N 98N 55T1 T 95N 102N 35T 74T 140N 129N 114N
14271 91T2 99T2 3T 103N 116N 10372 11172 12371 6T 1T 8T
86T1 16T 109T1 11271 108T2 11472 18T 10771 89T2 81N Control 53N
117N 120N 48N 54N 79N 53T1 44N 145N 19T 12971 93T2 106T1
11772 24T 107N 96N 139N 110N 89T1 110T1 83T 58T 67T 46N
106T2 17T 11272 21T 62T 115T2 71T2 9272 105T1 85N 12072 55T2
145T1 50N 87N 13271 14471 109T2 Control 98T2 101N 86T2 85T2 14372

1170284480 ‘ 1170284481 1170284482 ‘ 1170284483 1170284484 1170284626 1170284486 ‘ 1170284487 1170284488 ‘ 1170284489 1170284490 1170284491

CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10

14372 85T2 86T2 101N 98T2 Control 10972 14471 13271 87N 50N 145T1
55T2 12072 85N 105T1 92T2 ay 11572 62T 21T 11272 17T 106T2
46N 67T 58T 83T 110T1 89T1 110N 139N 96N 107N 24T 11772
106T1 93T2 12971 19T 145N 44N 53T1 79N 54N 48N 120N 117N
53N Control 81N 89T2 10771 18T 11472 108T2 11271 109T1 16T 86T1
8T 11T 6T 12371 11172 103T2 116N 103N 3T 99T2 91T2 14271
114N 129N 140N 74T 35T 102N 95N T 55T1 98N 141N 13272
95T2 144N 29T 1T 14172 1442 10171 13971 143N 126T2 143T1 80T2

1170286912 ‘ 1170286913 1170286914 ‘ 1170286915 1170286916 1170281617 1170281618 ‘ 1170281619 1170281620 ‘ 1170281621 1170281622 1170281623

CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 ‘ CM10 CM10 CM10

2T 124N
48T2 104N 88T2 126N 22T Control 25T 8712 128N 98T1 5T 115N
4472 97N 13171 135N 80T1 103T1 104T1 126T1 105T2 130T2 112N 116T1
40T 11972 79T1 96T1 90T2 128T1 132N 102T1 13472 4272 43T1 131N
12972 5472 133N 69T 11771 100N 91N 14171 10472 55N 92N 133T1
46T1 135T1 30T 41T 142N 14272 90N 12872 88N 2T 27T 32T
100T1 78N 96T2 13572 116T2 78T1 11971 7T 14T 41N 10172 46T2
64T 13071 Control 92T1 84T1 57T1 97T2 43N 13372 89N 26T 85T1
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1170287064 ‘ 1170287065 1170287066 ‘ 1170287067 1170287068 1170287069 1170287070 ‘ 1170287071 1170287072 ‘ 1170287073 1170287074 1170287075

CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10

85T1 26T 89N 43N 9772 57T1 84T1 92T1 Control 130T1 64T
46T2 101T2 41N 14T 71T 119T1 78T1 116T2 135T2 96T2 78N 100T1
32T 27T 2T 88N 128T2 90N 142T2 142N 41T 30T 135T1 46T1
133T1 92N 55N 10412 141T1 91N 100N 11771 69T 133N 5472 12972
131N 43T1 4212 13412 102T1 132N 128T1 90T2 96T1 79T1 11972 40T
116T1 112N 130T2 105T2 126T1 104T1 103T1 80T1 135N 131T1 97N 4472
115N 5T 98T1 128N 87T2 25T Control 22T 126N 88T2 104N 48T2
123N 84T2 82N 37T 10712 124T1 124N 33T 20T 2T 73T 143T2

1170286644 1170286645 1170286646 1170286647 1170286648 1170286649 1170286650 1170286651 1170286652 1170286653 1170286654 1170286655

CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 CM10

97T1 113N 81T 36T 78T2 79T2 145T2 123T2 97T1 113N 81T 36T
134T1 54T1 108T1 42N 105N 13T 119N 10T 134T1 54T1 108T1 42N
80N 77T 44T1 76N 82T 5772 106N 34T 80N 77Tl 44T1 76N
88T1 113T1 95T1 134N 109N 87Tl 39T 140T2 88T1 113T1 95T1 134N
113T2 120T1 115T1 100T2 131T2 49N 111T1 Control 113T2 120T1 115T1 100T2
108N 110T2 12412 99T1 31T 43T2 91T1 76T 108N 110T2 12412 99T1
99N 86N 130N 93T1 93N 94N 61T 48T1 99N 86N 130N 93T1
68T 140T1 57N 127 77N Control 84N 68T 140T1 57N 12T

1170286988 1170286989 11702869 1170286991 1170286692

CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 Blank Blank | B Blank | Blank | Blank | Blank

123T2 Protein standard
105N 13T 119N 10T Protein standard
82T 57T2 106N 34T Protein standard
109N 87T1 39T 140T2 Protein standard
131T2 49N 111T1 Control Protein standard
31T 43T2 91T1 76T Protein standard
93N 94N 61T 48T1 Protein standard
77N Control 84N Protein standard
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