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Ágrip 

Nýrnakrabbamein greinist í 2-3% tilfella allra illkynja greininga í fullorðnum einstaklingum á heimsvísu 

og er banvænasta krabbameinið í þvagfærum. Algengasta nýrnakrabbameinið er af tærfrumugerð og 

greinist það í 75 til 90% tilfella allra illkynja greininga í nýrum. Helstu forspárþættir fyrir 

nýrnafrumukrabbamein eru stigun og kjarnagráðun æxlanna. Fjölmörg prótein hafa verið tengd við 

nýrnafrumukrabbamein en enginn þekktur æxlisvísir sem hægt er að nota í klínískum tilgangi við 

greiningu eða meðferð sjúkdómsins. Vonir eru bundnar við að prótein sem gæti nýst sem æxlisvísir 

finnist með kefisbundinni leit óþekktra próteina. Ein af þeim aðferðum sem notaðar hafa verið í þeim 

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

Meginmarkmið rannsóknarverkefnisins var að finna prótein eða próteinmynstur sem aðskilja 

nýrnafrumukrabbamein af tærfrumugerð frá eðlilegum nýrnavef með SELDI aðferðinni.  

Frá Lífsýnasafni Rannsóknarstofu í meinafræði voru fengin 284 fersk frosin nýrnasýni frá 131 

sjúklingi. Vefjasýnin voru frystiskorin og smásjárskoðuð. Á grundvelli smájárskoðunar voru 49 vefjasýni 

útilokuð frá rannsókninni. Æxlissýnunum var skipt í rannsóknarhópa eftir stærð æxla og Fuhrman 

kjarnagráðun. Próteintjáning sýnanna var metin með SELDI og samanburður framkvæmdur með R 

tölfræðiforriti. Próteinmynstur voru fundin með Biomarker Patterns Software (BPS) forriti. 

Samanburður eðlilegra nýrnasýna og allra æxlissýna bendir til að prótein af stærðinni 14.705 Da 

geti greint á milli hópanna með 86,9% næmi og 72,7% sértæki. Próteinmynstur fjögurra próteina getur 

aftur á móti greint á milli með næmi 90,5% og sértæki 86,4%. Samanburður eðlilegra nýrnasýna og 

æxlissýna eftir meinafræðilegum þáttum bendir til að próteinmynstur þriggja til fimm próteina geti greint 

á milli hópanna með næmi og sértæki á bilinu 80% til 90%.  

Niðurstöður rannsóknarinnar benda til að æskilegt sé að smásjárskoða vef fyrir prótein rannsóknir 

svo meta megi gæði efniviðarins. Niðurstöður á samanburði próteintjáningar allra æxlissýna og 

eðlilegra nýrnasýna benda til þess að prótein af stærðinni 14.705 Da geti greint á milli hópanna með 

góðu næmi og sértæki. Aftur á móti getur mynstur fjögurra próteina greint á milli hópanna með enn 

betra næmi og sértæki. Niðurstöður samanburðar æxlishópa eftir meinafræðilegum þáttum við eðlileg 

nýrnasýni benda til að próteinmynstur þriggja til fimm próteina geti greint á milli hópanna með næmi og 

sértæki á bilinu 80% til 90%.  

 

Lykilorð: SELDI, BPS, nýrnafrumukrabbamein, TNM stigun, Fhurman kjarnagráða 
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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 Prótein 

Prótein eru lífrænar sameindir sem finnast í öllum lífverum og hafa víðtæka þýðingu fyrir flesta 

starfsemi þeirra (1). Prótein eru mynduð úr mislöngum fjölpeptíðkeðjum samsettum úr línulegum 

endurteknum byggingareiningum sem kallast amínósýrur (2). Þekktar eru tuttugu amínósýrur sem 

samsettar eru úr karboxylhóp (CO2H), amínóhóp (NH2) og mismunandi hliðarhóp (R) sem gefa 

amínósýrunum efnafræðilegt gildi. Hliðarhóparnir geta innihaldið eitt vetnisatóm, sykrur, fitu eða flókna 

efnahringi. Amínósýrurnar eru flokkaðar í fjóra undirflokka eftir eðli hliðarhópanna; skautaðar, 

óskautaðar, súrar og basískar (3). Engin amínósýra hefur sama hliðarhóp og við nýmyndun próteina 

raðast þær á mismunandi hátt. Það að engin amínósýra sé eins uppbyggð og mismunandi röðun 

þeirra við nýmyndun próteina leiðir af sér mikinn fjölbreytileika próteina (2-4). Við myndun próteina 

tengjast amínósýrurnar saman með samgildum tengjum (covalent bond) sem kallast peptíðtengi, sjá 

mynd 1 (3).   

Amínósýruröð próteina er táknuð af genum í erfðakóða lífverunnar (1, 3). DNA (deoxyribonucleic 

acid) framleiðir RNA (ribonucleic acid) og flest RNA taka þátt í próteinframleiðslu. Flæði 

erfðafræðilegra upplýsinga frá DNA til RNA til próteina er þekkt sem höfuðkennisetning 

erfðafræðinnar. Gen stjórna nýmyndun sérhæfðra próteina sem stjórna flest öllum líffræðilegum 

aðgerðum innan frumu (3).  

    a)  

 

    b) 

 

Mynd 1. Grunnbygging amínósýra og myndun peptíðtengja 
Mynd a: grunnbygging tveggja amínósýra. Karboxýlendi (CO2H) amínósýru 1 snýr að amínóenda (NH2) amínósýru 2 (mynd 

byggð á (5)). 

Mynd b: við myndun próteina raðast amínósýrurnar línulega saman og tengjast með peptíðtengjum milli amínóenda einnar 

amínósýru og karbóxýlenda annarrar. Við myndun peptíðtengis verður til vatnsmólekúl (H2O) þar sem súrefni (O) og vetni (H) 

losna frá karboxýlendanum og vetni (H) losnar frá amínóendanum (mynd byggð á (5)).  
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1.1.1 Nýmyndun  
Nýmyndun próteina er flókið efnafræðilegt ferli sem hefst á umritun DNA yfir í mRNA (messenger 

RNA). Eftir umritun er mRNA sameindin flutt úr kjarna frumunnar út í umfrymið þar sem ríbósómin eru. 

Í ríbósómunum fer fram þýðing mRNA yfir í prótein fyrir tilstilli rRNA (ribosomal RNA) og tRNA 

(transfer RNA). rRNA í ríbósómunum þýðir mRNA yfir í amínósýrur. Hlutverk tRNA er að flytja 

amínósýrur í umfryminu að ríbósóminu sem tengir þær við vaxandi amínósýrukeðjuna. Til eru að 

minnsta kosti 20 gerðir af tRNA í umfrymi frumu og tengist hvert þeirra ákveðinni amínósýru og færir í 

ríbósómið (3).  

Við þýðingu rennur mRNA sameind í gegnum ríbósómið sem „les“ basaröð hennar og hleypir 

samsvarandi tRNA sameind sem tengd er réttri amínósýru inn. Myndast þá peptíðtengi milli 

amínósýrunnar og þeirrar sem kom inn á undan. Allar mRNA sameindir enda á sama táknanum 

(codon) sem virkar eins og stöðvunarmerki og veldur því að fjölpeptíðkeðjan losnar frá ríbósóminu og 

próteinið er fullmyndað (3).  

1.1.2 Bygging  
Fjögur stig próteinbyggingar eru þekkt. Fyrsta stigs bygging er amínósýruröðin í fjölpeptíði. Hún leggur 

grunninn fyrir seinni byggingarstig og segir til um eiginleika próteina (3, 6). Annars stigs bygging 

myndast þegar línuleg prótein raða sér endurtekið og mynda α- helix og ß-sheet. Byggingin tekur til 

þrívíddarlögunar sérstakra svæða í fjölpeptíðkeðjunni. Þriðja stigs bygging tekur hins vegar til 

þrívíddarlögunar allrar keðjunnar og myndast þegar annars stigs prótein vinda upp á sig. Mörg prótein 

geta undið upp á sig á ólíkan hátt og myndað fleiri en eitt stöðugt form sem leiðir af sér annað prótein 

eða undireiningu. Þriðja stigs bygging hefur því mikil áhrif á virkni próteinanna og er stöðugasta form 

þeirra (3, 6). Fjórða stigs byggingu hafa prótein með háan mólmassa sem mynduð eru úr tveimur eða 

fleiri fjölpeptíðum og hafa þar af leiðandi eina eða fleiri undireiningar (3).  

1.1.3 Flokkun   
Prótein eru flokkuð eftir efnasamsetningu eða byggingu (7). Við flokkun eftir efnasamsetningu er þeim 

skipt í tvo flokka, einföld prótein og samsett prótein. Einföld prótein innihalda einungis amínósýrur 

meðan samsett prótein hafa einnig hliðarhóp. Samsett prótein eru síðan flokkuð í undirflokka eftir gerð 

hliðarhópsins. Þegar prótein eru flokkuð eftir byggingu skiptast þau í þráðlaga prótein og plasma 

prótein. Þráðlaga prótein eru byggingarprótein frumunnar, sterk og óleysanleg í vatni. Þau mynda 

meðal annars sinar og vöðva. Plasma prótein eru hins vegar leysanleg í vatni og hreyfanleg innan 

frumunnar. Þau hafa sértæk bindisvæði fyrir bindla (ligand) og við bindingu þeirra verður breyting á 

byggingu próteinsins sem gerir það virkt. Sem dæmi má nefna bindingu Adenosine triphosphate (ATP) 

við myosin í vöðvafrumu sem veldur því að vöðvinn dregst saman (3, 6). 

1.1.4 Hlutverk  
Prótein eru lífsnauðsynleg og hafa breiðvirkara hlutverk en nokkur önnur sameind í frumu. Þau taka 

þátt í öllum efnaferlum innan frumunnar, á einn eða annan hátt (6). Stærsti flokkur próteina eru ensím 
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sem hvata lífræn efnahvörf. Önnur prótein sem nauðsynleg eru líkamanum eru meðal annars 

flutningsprótein eins og hemóglóbín sem flytur súrefni, hormón eins og insúlín sem stjórnar 

sykurefnaskiptunum, byggingaprótein eins og kollagen sem myndar bandvef og mótefni sem taka þátt 

í ónæmissvari líkamans (3). Prótein hafa því mjög víðtæk hlutverk í líkamanum allt frá því að veita 

stuðning og viðhalda frumulögun til þess að taka þátt í varnarkerfi hans (6). 

 

1.2 Próteinmengi  

Eftir að raðgreiningu á genamengi mannsins lauk og ljóst var að genaupplýsingar einar og sér gefa 

ekki næga innsýn inn í líffræðilega virkni, öðluðust prótein rannsóknir (proteomics) aukið mikilvægi. 

Áhugi á þeim jókst til muna og er meðal annars unnið að því að greina próteinmengi (proteome) 

mannsins (1, 3, 8). Próteinmengi er skilgreint sem heildarfjöldi próteina sem tjáð eru í frumu, vef eða 

líffæri á hverjum tíma. Það er ekki stöðugt eins og genamengið heldur samansafn próteina sem 

endurspegla bæði innra genamengi lífverunnar og ytra umhverfi hennar. Vegna þessa gefur 

próteinmengið raunverulega innsýn inn í líffræðilegt ástand á hverjum tíma. Því ættu rannsóknir á 

próteinmengi mannsins að gefa gagnlegar upplýsingar um uppruna sjúkdóma, framgöngu þeirra og 

viðbrögð við meðferð. Bundnar eru vonir við að upplýsingarnar sem fást með rannsóknunum geti 

brúað bilið milli erfðamengisins og frumuhegðunar (8).  

Erfðamengi mannsins innheldur yfir þrjá milljarða DNA basapara sem tákna fyrir um 50 – 100 

þúsund gen. Þessi gen eru svo talin tákna fyrir yfir hundrað þúsund prótein. Eitt gen getur táknað fyrir 

fleiri en eitt prótein þar sem flest gen hafa fleiri en einn upphafsstað umritunar. Einnig getur 

valsplæsing mRNA leitt af sér fjöldann allan af prótein ísóformum (3). Hvert prótein breytist lítillega við 

hverja þýðingu og er tjáð í misjöfnu magni í ólíkum vefjum við mismunandi aðstæður. Prótein hafa 

margvísleg hlutverk í líkamanum og verka hvort á annað með breiðvirku neti, meðal annars við 

stjórnun lífeðlisfræði frumunnar. Það að rekja öll þessi prótein til uppruna síns og greina þau er mikið 

og stórt verkefni sem er mun flóknara í framkvæmd en raðgreining erfðamengisins og kallar þar að 

auki á nýja tækni (9). 

 

1.3 Prótein rannsóknir  

Hugtakið „prótein rannsóknir” var fundið upp árið 1994 af Mark Wilkins og samstarfsmönnum við 

Macqarie Háskólann í Sydney Ástralíu. Var þar komið nafn á þá fræðigrein sem byggir á greiningu 

allra próteina sem tjáð eru í lífveru. Með öðrum orðum snúa prótein rannsóknir að því að greina 

hegðun próteinmengja í stað einstakra próteina (10).  

Á síðustu árum hefur orðið gríðarleg aukning í notkun genaupplýsinga við rannsóknir ýmissa 

sjúkdóma. Þó er ljóst að genin segja aðeins hálfa söguna um lífeðlisfræðileg ferli innan frumu. Eitt af 

aðalviðföngum prótein rannsókna er að bera kennsl á ólíka tjáningu próteina með samanburði á 

tjáningarmynstri heilbrigðra og sjúkra fruma. Prótein sem sýna breytta tjáningu í sjúkri frumu geta verið 

einkennandi fyrir sjúkdóminn, vísbending um æxlisvísi eða aðstoðað við val á meðferðarúrræðum (11).  
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1.3.1 Prótein rannsóknir og krabbamein 
Grunnspurningar prótein rannsókna eru þrjár: hvaða prótein eru til staðar í hvaða frumu, hvernig vinna 

próteinin saman í lífeðlisfræðilegum ferlum, og hvaða breytingar í tjáningu og virkni próteina leiða til 

þróunar, viðgerðar, niðurbrots og dauða lífveru. Krabbamein myndast vegna stökkbreytinga í genum 

sem hafa áhrif á próteinin sem genin kóða fyrir og þar með á lífeðlisfræði fruma (8). Talið er að 

krabbamein þróist í mörgum skrefum sem fela í sér margar stökkbreytingar. Stökkbreytingarnar geta 

leitt til breyttrar virkni próteina sem genin kóða fyrir og valdið annarri svipgerð en ætlað var í upphafi. 

Við rannsóknir á krabbameinum ættu svör við grunnspurningunum að gefa góða mynd af hlutverki 

gena í myndun æxla og einnig nýtast á klínískum vettvangi (10).    

Prótein rannsóknir á krabbameinum má flokka í tvo flokka, rannsóknir á próteintjáningu og 

rannsóknir á próteinvirkni. Með rannsóknum á próteintjáningu er leitað að próteinum í vef, líkamsvökva 

eða blóðvökva sem eru mismikið tjáð í eðlilegri frumu og krabbameinsfrumu. Þannig er hægt að finna 

hugsanlega æxlisvísa sem geta verið mikilvægir fyrir greiningu á fyrri stigum og til að fylgjast með 

meðferðarvirkni (10). Með rannsóknum á próteinvirkni er meðal annars verið að skoða prótein – 

prótein eða prótein – DNA/RNA víxlverkun. Markmið rannsóknanna er að gefa innsýn inn í þau áhrif 

sem prótein hafa hvert á annað í lífeðlisfræðilegum ferlum frumunnar. Með aukinni þekkingu á áhrifum 

próteina í ferlunum eykst skilningur á hegðun krabbameinsfruma sem ætti að leiða til markvissari 

meðferðarúrræða (10).  

 

1.4 Aðferðir við prótein rannsóknir 

Greining á próteinmengi mannsins krefst aðferða sem geta greint margbreytilega eiginleika próteina, 

byggingu þeirra, virkni og tjáningu í líffræðilegu ferli í sjúku- og heilbrigðu ástandi (8). Prótein 

rannsóknir taka til margra aðferða sem uppfylla þessar kröfur (9). Á seinni árum hafa massagreinar 

(mass spectrometry, MS) mikið verið notaðir í prótein rannsóknum. Hlutverk þeirra er að finna, 

auðkenna og einkenna próteinsamsetningu frumu, vefjar eða líffæris bæði í sjúku- og heilbrigðu 

ástandi. Aðferðirnar eru vinsælar þar sem afkastageta er mikil og sýnamagn í lágmarki (12, 13). Ein af 

þessum aðferðum er surface enhanced laser desorption/ionization time of flight (SELDI) (14).  

1.4.1 SELDI  
Grunnhugmynd SELDI aðferðarinnar er byggð á tveimur vel þekktum aðferðum. Annars vegar litritun á 

föstu efni (solid phase chromatography) og hins vegar á massagreiningu í lofttæmi (time of flight mass 

spectrometry,TOF - MS) (15). SELDI aðferðin er afkastamikil og býður upp á greiningu próteintjáningar 

fjölda sýna á tiltölulega stuttum tíma. Aðferðin hefur meðal annars verið notuð við greiningu 

próteintjáningar sjúkdóma eins og krabbameina og taugasjúkdóma (16). Árið 2010 birtist yfirlitsgrein 

yfir 18 hugsanlega æxlisvísa sem fundist hafa með SELDI á síðustu tíu árum (17). 

SELDI tæknin samanstendur af þremur meginþáttum: flögum með sértæku litritayfirborði fyrir 

prótein, flögulesara og hugbúnaði sem vinnur úr niðurstöðunum. Flögurnar eru 10 mm breiðar og 80 

mm langar. Hver flaga inniheldur átta tveggja mm bletti með litgreinayfirborð. Blettirnir eru húðaðir með 
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efnafræðilegu eða lífefnafræðilegu yfirborði sem próteinin bindast við eftir innrænum þáttum í þeim 

sjálfum, sjá mynd 2. Flest prótein geta bundist fleiri en einni gerð af yfirborði (14). 

 

 

Mynd 2.  Yfirborð SELDI flaga 
SELDI flögurnar eru húðaðar með lífefnafræðilegu eða efnafræðilegu yfirborði sem bindur próteinin. Efnafræðilega yfirborðið 

binst heilu hópunum af próteinum, meðal annars eftir hleðslu. Lífefnafræðilegu yfirborði er aftur á móti ætlað að tengjast 

ákveðnu próteini með víxlverkun lífrænna mólekúla eins og tengingu mótefnis við mótefnavaka, ensímis við hvarfefni og viðtaka 

við bindil (14). 

  

1.4.1.1 Aðferðafræði  
Nokkrum µl af próteinlausn er pípettað beint á yfirborðshúðuðu blettina á flögunum. Eftir stuttan 

hvörfunartíma hafa sértæk prótein bundist við yfirborðið. Óbundin prótein, salt, fita og önnur efni eru 

þvegin burtu með buffer. Sinapinic sýru (SPA) eða öðru orkuupptökuefni er pípettað yfir sýnið og 

flagan sett í tækið. Lasergeisla er skotið á sýnið og við það verða próteinin að gaskenndum jónum 

sem ferðast um lofttæmi tækisins. Magn próteina er metið eftir hleðslu og er stærð þeirra reiknuð út frá 

þeim tíma sem tekur þau að ferðast gegum lofttæmið (14, 15). Nánari útskýringu má sjá á mynd 3. 

Hugbúnaður tækisins vinnur úr upplýsingunum og birtir próteinin sem toppa á litrófsmynd þar sem 

hlutfallslegt magn hvers próteins er sýnt miðað við stærð þess. Með því að bera saman tjáningu ólíkra 

sýna með tölfræðiprófum er hægt að leita að mistjáðum próteinum (14). 

Í flestum rannsóknum þegar leitað er að breiðum hópi mismunatjáðra próteina er notuð flaga með 

carboxýl efnahóp (weak cation exchanger) [Chipergen Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] sem hefur 

veikt neikvætt hlaðið yfirborð. Eiginleiki flögunnar er að binda mólekúl ósértækt með gagnstæða 

hleðslu. Yfirborðshleðsla próteinanna hefur áhrif á hvort þau bindast við flöguna eður ei. Hægt er að 

hafa áhrif á áreitavalið með því að hækka eða lækka pH gildi buffersins eftir þörfum. Með því að lækka 

pH gildið verður yfirborðshleðsla próteinanna meira plúshlaðin og fleiri prótein bindast við flöguna. 

Einnig er hægt að hafa áhrif á bindingu próteina með auknum eða minnkuðum jónastyrk buffersins. Ef 

styrkurinn er aukinn verður samkeppni milli jóna í buffernum og próteina um bindingu við flöguna sem 

veldur því að prótein með litla hleðslu víkja frá (18).  
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Mynd 3.  Aðferðafræði SELDI 
Lasergeisla er skotið á sýnið og við það verða próteinin að gaskenndum jónum sem ferðast í gegnum lofttæmi (TOF – MS) 

tækisins. Við enda lofttæmisins er nemi sem nemur magn próteina eftir hleðslu og miðar tækið við að eitt prótein sé ein jákvætt 

hlaðin jón. Stærð próteina er metin út frá þeim tíma sem það tekur þau að ferðast í gegnum lofttæmið og fara léttu próteinin 

hraðar en þau þyngri. Þyngdin er reiknuð út frá massa miðað við hverja hleðslu (m/z). Hugbúnaður tækisins vinnur úr 

upplýsingunum og birtir próteinin sem toppa á litrófsmynd þar sem hlutfallslegt magn hvers próteins er sýnt miðað við stærð 

þess (14, 15).  

 

1.4.1.2 Kostir og gallar  
SELDI aðferðin hefur nokkra kostir fram yfir aðrar aðferðir sem notaðar eru við prótein rannsóknir. 

Helstu kostir aðferðarinnar eru hversu mörg sýni er hægt að greina í sömu keyrslu og hversu lítils sýna 

magns hún krefst. Hægt er að nota allt frá 0,5 µl til 400 µl (1-10 µg af próteinum á hvern blett á flögu), 

en það getur komið sér vel þegar sýnin eru í litlu magni (13, 15). Annar kostur aðferðarinnar er sá að 

hún getur greint prótein með lægri mólmassa en aðrar sambærilegar aðferðir. Má þar nefna 

systuraðferð SELDI, Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI) sem getur greint 

prótein með mólmassa niður í 100 Da en SELDI allt niður í 30 Da (12).  

Einn mesti ókostur aðferðarinnar tengist mælingum á próteintjáningu sermis. Í sermi er mikið af 

þungum plasma próteinum en hlutfallslega minna af léttum próteinum. Létt prótein ná illa eða ekki að 

tengjast yfirborði flögunnar þar sem þau eru ekki samkeppnishæf um bindinguna við þyngri próteinin. 

Þetta vandamál er ekki aðeins bundið við SELDI heldur flestar aðferðir sem notaðar eru við prótein 

rannsóknir (12). Helstu vandamálin tengd prótein rannsóknum á vef eru hversu flókinn hann er að 

uppbyggingu. Vefur er oft misleitur og inniheldur margar frumugerðir og sameindir. Ólíkar sameindir 

geta haft neikvæð áhrif á upptöku og hleðslu hverrar annarar. Þetta getur leitt af sér að færri prótein 

mælast og á þetta sérstaklega við þegar ein sameind eða vefjagerð er í meira magni en aðrar (19). 

Annar ókostur SELDI aðferðarinnar er hversu samkvæmni aðferðarinnar er lítil þar sem bæði 

áreiðanleikinn og endurtekningarhæfnin hefur reynst með minna móti. Áreiðanleiki SELDI og MALDI er 

svipaður en MALDI hefur komið betur út hvað varðar endurtekningarhæfni. Hafa skal í huga við 

samanburð rannsókna að mismörg sýni eru mældi í rannsóknunum og prótein topparnir eru misstórir 

og mismargir sem gerir samanburðinn erfiðan (20).  
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1.5 Krabbamein 

Krabbamein orsökuðu 7,6 milljónir eða um 13% allra dauðsfalli í heimunum árið 2008 og er önnur 

helsta ástæða andláta á eftir hjarta- og æðasjúkdómum. Fólk á öllum aldri greinist með krabbamein og 

er algengi þess það hátt að einn af hverjum þremur greinist einhvern tímann á lífsleiðinni (3). 

Krabbameinstilfellum í heiminum fer fjölgandi með ári hverju og spáir Alþjóðaheilbrigðismálastofnunu 

(World Health Organization,WHO) að þeim fjölgi úr 11,3 milljónum í 15,5 milljónir tilfella á tímabilinu 

2007 til 2030. Fólksfjölgun og hækkun lífaldurs eru helstu ástæðurnar fyrir þessari miklu aukningu. 

Samhliða fleiri tilfellum áætlar sama stofnun að dauðsföll af völdum krabbameina verði á bilinu 11 til 13 

milljónir árið 2030 (21).  

Orðið krabbamein er samheiti yfir fleiri en hundrað tegundir æxla sem eiga upptök sín í öllum 

vefjum og líffærum líkamans (15, 22). Krabbamein eru margir flóknir sjúkdómar sem hafa ólíka hegðun 

eftir uppruna sínum. Sjúkdómurinn er breytilegur eftir frumugerð, vaxtarhraða, íferð, batahorfum og 

áhrifum lyfjameðferða. Þrátt fyrir mismunandi uppruna krabbameinsfruma eiga þær tvo sameindaþætti 

sameiginlega.  Annars vegar vaxa þær og skipta sér óstjórnlega (cell proliferation) og  hins vegar er 

afbrigðileiki í vaxtarhömlum þeirra. Í heilbrigðri frumu er þessum þáttum stjórnað af genum sem tjáð 

eru í réttu magni á réttum tíma. Í krabbameinsfrumum eru genin annaðhvort stökkbreytt eða tjáð í 

óeðlilegu magni (3, 15, 22).  

Þegar frumur hafa misst stjórn á frumuvextinum geta þær fjölgað sér hratt og myndað margfruma 

massa og góðkynja æxli. Þess konar æxli er oftast hægt að fjarlægja með skurðaðgerð og valda þau 

sjaldnast miklum skaða. Ef aftur á móti frumur hafa einnig misst stjórn á vaxtarhömlum sínum geta 

þær dreift sér um líkamann með blóðrásar- eða sogæðakerfinu eða hreinlega vaxið inn í aðra vefi og 

myndað meinvarp. Þegar þessir tveir þættir eru til staðar er afleiðingin myndun illkynjaæxlis (3, 15). 

Á síðustu 35 árum hefur orðið ljóst að krabbamein eru erfðafræðilegir sjúkdómar sem einkennast af 

samspili stökkbreyttra æxlis- og æxlisbæligena. Tvennt er ólíkt með krabbameinum og öðrum 

erfðafræðilegum sjúkdómum. Annars vegar verða 99% allra stökkbreytinganna í líkamsfrumum og 

erfast því ekki. Hins vegar myndast krabbamein yfirleitt ekki af einni stökkbreytingu heldur nokkrum, 

jafnvel sex til tíu, sem er mjög óvenjulegt miðað við aðra erfðafræðilega sjúkdóma (3). Líkurnar á því 

að ein fruma verði fyrir sex til tíu stökkbreytingum eru hverfandi. Samkvæmt því ættu líkurnar á 

myndun krabbameina að vera litlar. Það eru fyrst og fremst tveir almennir þættir sem hafa áhrif á 

uppsöfnun stökkbreytinga í krabbameinsfrumum. Í fyrsta lagi hafa sumar stökkbreytingar áhrif á 

frumufjölgun, myndast þá fjöldi fruma sem eru skotmörk fyrir næstu stökkbreytingu. Það er að segja 

stökkbreytingarnar eiga sér oft stað þegar fruma skiptir sér og endurnýjar erfðaefnið. Í öðru lagi hafa 

aðrar stökkbreytingar áhrif á stöðugleika genamengisins í heild og auka þar með líkur á 

stökkbreytingum (2). Stökkbreytingarnar sem leiða til krabbameina hafa margþætt áhrif á 

frumuvirknina, meðal annars; DNA viðgerðir, frumuskiptingu, stýrðan frumudauða og samskipti milli 

fruma (3). 
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1.5.1 Áhrif stökkbreytinga á prótein  
Sá eiginleiki DNA að geyma, eftirmynda og umrita erfðafræðilegar upplýsingar er grunnurinn að 

erfðafræðinni. Við framkvæmd ofantalinna atriða getur sitthvað misfarist sem veldur breytileika í DNA 

röðum. Án þess væri enginn breytileiki í svipgerðum og við værum öll eins. Einnig væri skert 

aðlögunarhæfni við breyttum umhverfisaðstæðum og þar af leiðandi hægari þróun. Stökkbreytingar í 

genum eru uppspretta flestra nýrra samsæta (allel) og eru því nauðsynlegar fyrir þróun lífvera. Þær 

valda einnig erfðafræðilegum breytileikum sem leiða til frumudauða, erfðasjúkdóma og krabbameina 

(3).  

Genastökkbreytingar eru skilgreindar sem ummyndun á DNA röðinni þar sem hvaða basapar sem 

er og hvar sem er í röðinni er breytt. Stökkbreytingin getur verið útskipti á einu basapari fyrir annað, 

innsetning eða eyðing eins eða fleiri basapara eða algjör ummyndun á byggingu litningsins. Þær geta 

verið á þeim svæðum gena sem tákna fyrir prótein eða á svæðum sem gera það ekki, eins og 

innröðum sem eru splæstar út við umritun (3). Ef stökkbreyting verður á svæði gens sem táknar fyrir 

prótein getur tjáning, bygging og virkni próteinsins breyst (10). Prótein eru virka eining frumunnar sem 

bera ábyrgð á ýmsum byggingarþáttum og samspili milli fruma sem og stjórnun lykilferla eins og 

stýrðum frumudauða og frumuskiptingu (23). Hver áhrif stökkbreytingar eru á prótein fer eftir eðli 

hennar. Stökkbreytingin getur valdið því að gen minnkar eða hættir að tjá ákveðið prótein eða valdið 

aukinni og afbrigðilegri virkni gens eða próteins sem hefur svo áhrif á hlutverk próteinsins (3).  

 

1.6 Nýrnakrabbamein 

Nýrnakrabbamein greinist í 2-3% tilfella allra illkynja greininga í fullorðnum einstaklingum á heimsvísu 

og er banvænasta krabbameinið í þvagfærum (24). Á árabilinu 2006 til 2010 var aldursstaðlað nýgengi 

á hverja 100.000 íbúa hér á landi 13,4 hjá körlum og 6,5 hjá konum (25). Horfur sjúklinga eru oft 

slæmar, aðallega vegna þess hversu seint það greinist og vegna viðnáms krabbameinsfrumanna gegn 

hefðbundnum geisla- og lyfjameðferðum (24, 26). Nýrnakrabbamein er ekki einn sjúkdómur heldur 

mörg ólík krabbamein sem eiga það sameiginlegt að myndast í nýra. Hvert þessara krabbameina 

hefur ólíka klíníska svip- og vefjagerð, bregst á ólíkan hátt við meðferðum og myndast vegna 

stökkbreytinga í mismunandi genum (27-29). Langalgengasta nýrnakrabbameinið á upptök sín í 

þekjufrumum nýrnapípla, svo kallað nýrnafrumukrabbamein (renal cell carcinoma). Sjaldgæfari 

tegundir krabbameina í nýrum eru til dæmis nýrnaskjóðuæxli og Wilmsæxli. Hið síðarnefnda greinist 

aðallega í ungum börnum. Enn sjaldgæfari tegundir eru önnur illkynja æxli eins og sarkmein og 

eitilkrabbamein (30, 31).   

 

1.7 Nýrnafrumukrabbamein 

Nýrnafrumukrabbamein greinist í 75 til 90% tilfella allra illkynja greininga í nýrum og samkvæmt 

íslenskum rannsóknum, 86 af hundraði hér á landi (29, 31-34). Í mörg ár var litið á 

nýrnafrumukrabbamein sem eitt krabbamein með mismunandi útlitsleg sérkenni. Þeim var skipt niður í 

tært, kornótt eða blandað nýrnafrumuæxli eftir umfrymisþáttum æxlisfrumanna (31). Í fyrstu var talið að 
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þau væru upprunnin frá nýrnahettum og voru nefnd hypernephroma. Árið 1960 sýndu Oberling og 

félagar fram á að nýrnafrumuæxli væru upprunnin frá þekjufrumum nýrnapípla. Æxlunum var því gefið 

nýtt nafn sem vísaði til nýja upprunnans, renal cell adenocarcinoma eða renal cell carcinoma (32, 35). 

Á árunum 1976 til 1986 var þremur áður óskilgreindum nýrnafrumuæxlum lýst, bleikfrumuæxli 

(oncocytoma), æxli af litfælugerð (chromophobe renal cell carcinoma) og æxli upprunnin frá 

safngöngum (collecting duct carcinoma). Skörun á útlitslegum einkennum nýju æxlanna og þess sem 

þekkt var sýndi að þörf væri á flokkunarkerfi sem gæti greint, klínískt, meinafræðilega og útlitslega á 

milli þeirra (35). Thoenes og félagar settu fram Mainz flokkunarkerfi árið 1986 og Heidelberg 

flokkunarkerfið var birt árið 1997 af Kovacs og félögum. Bæði þessi kerfi flokka nýrnafrumukrabbamein 

eftir arfgerð og svipgerð. Þau leggja grunninn að WHO flokkunarkerfinu frá 2004, sem notað er hér á 

landi og víðar (31, 35-37). WHO flokkunarkerfið tekur til erfðafræðilegrar þekkingar á sjúkdómsmyndun 

nýrnafrumukrabbameina og meinafræðilegum þáttum þess. Samkvæmt WHO eru 

nýrnafrumukrabbamein flokkuð í góðkynja- og illkynja æxli. Góðkynja æxlin eru flokkuð í tvo 

vefjafræðilega undirflokka, papillary adenoma og oncocytoma. Illkynja æxlin eru flokkuð í tíu 

undirflokka eftir erfðaþáttum og frumugerðum (36). Hér á eftir er fjórum algengustu flokkunum illkynja 

æxla lýst, nýrnafrumukrabbamein af tærfrumugerð (clear cell renal cell carcinoma), totufrumugerð 

(papillary renal cell carcinoma), litfælugerð og æxli útgengin frá safngöngum. 

Á síðustu árum hefur erfðaþáttur við myndun nýrnafrumukrabbameina mikið verið rannsakaður og 

arfgengum sjúkdómum verið lýst þar sem hver sjúkdómur er með ólíka erfðafræði og svipgerð (29). 

Erfðamynstur er þó sjaldgæft og líklega ekki til staðar nema í 1 til 4% tilfella (29, 31-33). Þekktasti 

arfgengi sjúkdómurinn er von Hippel-Lindau (VHL), sjaldgæfur sjúkdómur sem erfist ríkjandi. 

Sjúkdómurinn myndast vegna kímlínu stökkbreytingar í VHL æxlisbæligeninu sem staðsett er á litningi 

3. Stökkbreytti hlutinn erfist sem óvirk samsæta og veldur æxlisvexti, þar á meðal 

nýrnafrumukrabbameini hjá 60 til 75% sjúklinganna. Flestir þeirra greinast með nýrnafrumukrabbamein 

af tærfrumugerð (31, 33, 38). Þó flest æxli af tærfrumugerð sem greinast séu ekki tengd við VHL 

sjúkdóminn hefur stökkbreytingu í sama geni verið lýst hjá 60-70% stakstæðra (sporadic) æxla (33, 

39). Að minnsta kosti þrjú svæði á litningi þrjú hafa verið tengd beint við æxlin og er eitt af þeim sama 

svæði og í VHL sjúkdómnum, 3p25-26 (40).      

Nokkrir þættir sem spá fyrir um horfur sjúklinga eru þekktir fyrir nýrnafrumukrabbamein eins og 

stigun æxla, aldur við greiningu og ágengni æxlanna (41). Með stigun æxla er átt við kortlagningu á 

útbreiðslu þeirra um líkamann (31). Einnig hafa rannsóknir sýnt fram á að kjarnagráðun sé mikilvægur 

þáttur við spá um horfur sjúklinga. Hærri kjarnagráða samsvarar ágengum æxlisfrumum og auknum 

líkum á myndun meinvarpa (42-44). Undirflokkur nýrnafrumuæxla skiptir miklu máli í sambandi við 

horfur sjúklinga. Undirflokkarnir sýna mismunandi líffræðilega og klíníska hegðun sem hefur áhrif á 

myndun meinvarpa og þar með horfurnar (41). Ef sarkmeinslíkar breytingar sjást í æxlunum er það 

mjög neikvæður þáttur hvað varðar horfur (32).    

Sígarettureykingar, offita og háþrýstingur eru vel þekktir áhættuþættir fyrir myndun 

nýrnafrumukrabbameina (31, 34, 45, 46). Margt bendir einnig til að áfengisneysla og umgengni við 

krabbameinsvaldandi efni eins og trichloroethylene geti valdið sjúkdómnum (34, 46).    
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1.7.1 Meinafræði nýrnafrumukrabbameina 
Í mörgum tilfellum eru nýrnafrumuæxli klædd bandvefshýði, þétt viðkomu eða blöðrótt (cystisk) auk 

þess sem blæðingar og drep einkenna þau oft. Hver undirflokkur nýrnafrumukrabbameina hefur ólíka 

frumugerð og ónæmisvefjafræði (26). 

1.7.1.1 Nýrnafrumukrabbamein af tærfrumugerð 
Nýrnafrumukrabbamein af tærfrumugerð er algengasta undirtegund nýrnafrumukrabbameina og er 

hlutfallslegt nýgengi þess í heiminum 75-90% (29, 31-33, 47). Samkvæmt rannsókn Thoroddsen og 

félaga frá 2007 var hlutfallslegt nýgegni hér á landi 88,7 af hundraði á árabilinu 1971 til 2000 (31).  

1.7.1.1.1 Stórsætt útlit 

Æxli af tærfrumugerð eru oftast gul eða gullinbrún að lit vegna mikils magns lípíða í frumum þess. 

Blöðrur, drep, blæðing og kölkun eru oft til staðar. Um 50% æxlanna greinast á tveimur efstu stigum 

Tumor, Nodes and Metastasis (TNM) stigunarkerfisins sem vísar til þess að æxlið sé staðbundið við 

nýrað. Undir 5% æxlanna greinast á neðst stiginu en þá hefur æxlið vaxið út fyrir Gerot´s fascia, sjá 

töflu 1. Æxlin geta vaxið inn í holæð (vena cava) og dreift sér um líkamann með blóðrásarkerfinu. 

Algengasta staðsetning meinvarpa er í lungum og eitlum. Æxlin eru þekkt fyrir að mynda meinvörp 

seint jafnvel eftir 10 ár eða meira. Ef sarkmeinslíkar breytingar sjást í æxlunum hefur það neikvæð 

áhrif á horfur sjúklinga og deyja þeir oft innan 12 mánaða (40).  

1.7.1.1.2 Smásætt útlit 
Æxlin geta verið mismunandi útlits við smásjárskoðun en algengast er að þau séu uppbyggð af 

frumum með tæru umfrymi sem nafn æxlanna er dregið af. Umfrymi æxlisfrumanna er yfirleitt ríkulegt 

af lípíðum og glýkógeni sem leysist upp í hefðbundinni vefjameðferð. Verður þá eftir tært umfrymi sem 

umlukið er greinilegri frumuhimnu. Mörg æxlanna innihalda einnig eosínsækið, kornótt umfrymi þá 

aðallega í hágráðu æxlum og nálægt svæðum þar sem drep eða blæðing er til staðar. Oftast mynda 

æxlin samfelldar frumubreiður en einnig sést píplumynstur og í einstaka tilfelli totumynstur. Æxlin eru 

rík af þunnveggja æðum sem iðulega mynda reglulegt æðakerfi (40). Á mynd 4 sést smásjármynd af 

nýrnafrumukrabbameini af tærfrumugerð. 

  

Mynd 4. Smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini af tærfrumugerð  
Einkenni æxlanna eru stórar frumur með glæru eða eosínsæknu umfrymi og greinilegri frumuhimnu (48). 
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1.7.1.2 Nýrnafrumukrabbamein af totufrumugerð 
Totufrumugerð greinist í 10 til 15% allra illkynja greininga í nýrum (47). Einkennandi fyrir æxlin er 

vaxtarmynstur þeirra. Æxlisfrumurnar mynda totur með æðaríkum bandvefskjarna sem stundum 

inniheldur froðuátfrumur (40). Æxlunum er skipt í tvo flokka. Æxli af týpu I eru oftast stök og mynda 

seint meinvörp. Æxli af týpu II eru líklegri til að vera arfgeng og geta myndast á mörgum stöðum í 

nýranu á sama tíma. Frumur þeirra eru stærri og oftar með hærri kjarnagráðu en frumur 

tærfrumugerðarinnar og þar af leiðandi verri horfur (26, 40). Á mynd 5 sést smásjármynd af 

nýrnafrumukrabbameini af totufrumugerð. 

     

  

Mynd 5. Smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini af totufrumugerð 
Einkennandi fyrir æxlin er vaxtarmynstur æxlisfrumanna. Æxlisfrumurnar mynda totur með æðaríkum bandvefskjarna og stöku 

sinnum froðuátfrumur (48). 

 

1.7.1.3 Nýrnafrumukrabbamein af litfælugerð 
Nýrnafrumukrabbamein af litfælugerð er þriðja algengasta nýrnafrumukrabbameinið og greinist í allt að 

5 % tilfella (47, 49). Það er talið myndast frá B-millifrumum safnganga (49). Æxlin eru samsett úr 

tveimur frumugerðum. Stórum frumum með gegnsæu umfrymi og minni frumum með kornóttu 

sýrusæknu umfrymi og tærum baug umhverfis kjarnann. (31, 50). Frumuhimnan er áberandi hjá 

báðum frumugerðunum. Stærð kjarna og lögun þeirra er breytileg og ekki er óalgengt að sjá tví- eða 

margkjarna frumur. Vaxtarmynstrið er oftast samfellt en getur verið píplumyndandi (31). Á mynd 6 sést 

smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini af litfælugerð.   
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Mynd 6. Smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini af litfælugerð  
Einkennandi fyrir æxlin eru tvenns konar frumugerðir. Annars vegar stórar frumur með gegnsæu umfrymi og hins vegar minni 

frumur með kornóttu sýrusæknu umfrymi og tærum baug umhverfis kjarnann. Greinileg frumuhimna sést hjá báðum 

frumugerðum. Ekki er óalgengt að sjá tví- eða margkjarna frumur (48). 

 

1.7.1.3.1 Nýrnafrumukrabbamein upprunnið frá safngöngum 
Nýrnakrabbamein sem gengur út frá safngöngum er sjaldgæft og greinist í minna en 1% tilfella. 

Sjúkdómurinn greinist oftar í ungum sjúklingum og eru horfur þeirra slæmar, fimm ára lifun er undir 5% 

(51). Æxlin geta sýnt formfræði píplu- og kirtilfruma og eru stoðvefir áberandi (26, 31). Á mynd 7 sést 

smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini upprunnið frá safngöngum. 

 

  

Mynd 7. Smásjármynd af nýrnafrumukrabbameini gengið út frá safngöngum 
Einkennandi fyrir æxlin eru æxlisfrumurnar sem geta sýnt formfræði píplu- og kirtilfruma og eru stoðverfir áberandi (48). 

 

1.7.2 Nýgengi og faraldsfræði nýrnafrumukrabbameina 
Þegar tölur yfir nýgengi og dánartíðni nýrnafrumukrabbameina eru skoðaðar skal hafa í huga að oftast 

eru birtar samanlagðar tölur fyrir nýrnafrumuæxli og nýrnaskjóðuæxli (31).  
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Árið 2008 var nýrnakrabbamein 13. algengasta krabbameinið á heimsvísu og greindust um 

271,000 manns með sjúkdóminn (34). Sama ár létust um 116,000 á heimsvísu úr sjúkdómnum og var 

dánartíðnin tvisvar sinnum hærri hjá körlum en konum. Hæst var dánartíðnin í norður Ameríku, 

Ástralíu og Evrópu en lægst í Asíu og Afríku (34). Í Evrópu árið 2008 var nýrnakrabbamein níunda 

algengasta krabbameinið. Talið er að 88,400 hafi greinst með sjúkdóminn og 39,300 látist af völdum 

hans (34). Á Íslandi er nýgegni nýrnakrabbameina með því hæsta í heiminum af óþekktum ástæðum 

og greinist í 2,4% (konur) til 3,9% (karlar) tilfella allra illkynja greininga. Aldursstaðlað nýgengi á hverja 

100,000 íbúa á Íslandi á árabilinu 2006 til 2010 var 13,4 hjá körlum og 6,5 hjá konum. Meðalfjöldi 

greindra tilfella á hverju ári á tímabilinu var 45 sjúklingar, 29 karlar og 16 konur og létust um 20 manns 

á tímabilinu af völdum sjúkdómsins (25). 

Landfræðilegur munur er talsverður á árlegu aldursstöðluðu nýgengi. Hæsta nýgengið er í Evrópu, 

norður Ameríku og Ástralíu en lægsta í Indlandi, Japan, Afríku og Kína (34). Nýgengið er því hærra á 

Vesturlöndum en Þróunarlöndunum sem má meðal annars skýra vegna mismunandi fæðuvenja og út 

frá félagslegum og hagfræðilegum þáttum (31). Á síðustu áratugum jókst nýgengið um 2% á ári á 

heimsvísu en undanfarin ár hefur fjöldi nýrra tilfella í Evrópu staðið í stað og jafnvel fækkað markvisst í 

Svíþjóð, Póllandi, Finnlandi og Hollandi (34). Í Evrópu er aldursstaðlað nýgengi á hverja 100,000 íbúa 

15,8 karlar og 7,1 konur. Tékkland, Litháen, Lettland, Eistland og Ísland eru þau lönd sem hafa hvað 

hæst nýgegni, en Rúmenía, Kýpur og Portúgal lægst (34). Muninn á milli landa má meðal annars 

skýra vegna mismarkvissrar skráningar krabbameinstilfella og mismunandi tíðni krufninga (31).  

Nýrnakrabbamein greinast aðallega hjá eldra fólki og er meðalaldur við greiningu um 67 ár. 

Sjúkdómurinn er algengari hjá körlum en konum og er hlutfallið þrír á móti tveimur hér á landi (25).   

1.7.3 Einkenni nýrnafrumukrabbameina 
Vöxtur nýrnafrumukrabbameina er hægur og geta æxli orðið stór áður en einkenni koma fram. 

Klassískasta einkennið um sjúkdóminn er blóðmiga og geta lítil sem stór æxli valdið henni. Önnur 

merki um sjúkdóminn eru illa skilgreind óþægindi í kvið og þreifanlegur hnútur í 5 – 10% tilfella. Klínísk 

einkenni ef einhver eru, eru ósértæk eins og þyngdartap, lystarleysi, þreyta, hiti og nætursviti (25, 26).    

1.7.4 Áhættuþættir nýrnafrumukrabbameina 
Orsakafræði nýrnafrumukrabbameina er ekki vel þekkt og tengjast áhættuþættir bæði erfðum og 

umhverfisþáttum (52). Einn helsti áhættuþáttur sjúkdómsins eru reykingar. Nokkrar rannsóknir hafa 

sýnt fram á beint orsakasamband þar á milli (53). Er um magnáhrif að ræða, því meira sem reykt er 

því meiri líkur eru á að fá sjúkdóminn. Áhættan minnkar markvisst ef reykingum er hætt (31). Líkur á 

að karl sem reykir fái nýrnafrumukrabbamein eru 50% meiri en hjá karli sem aldrei hefur reykt en hjá 

konum eykst áhættan um 20% (46). Aðrir umhverfisþættir sem og skaðleg efni tengd iðnaði eru einnig 

talin auka líkur á nýrnafrumukrabbameini (52). Annar stór áhættuþáttur er offita sem talin er hafa 

orsakatengsl í yfir 40% tilfella nýrnafrumukrabbameina í Bandaríkjunum og 30% í Evrópu (46). 

Renehan og félagar sýndu fram á sterk tengsl milli hás líkamsþyngdarstuðuls (BMI) við nokkrar 

tegundir krabbameina og þar á meðal nýrnafrumukrabbamein (54). Talið er að áhættan aukist um 24% 

hjá körlum og 34% hjá konum fyrri hver 5kg/m2 sem BMI eykst um (46, 54). Ekki er ljóst hvað veldur 
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aukinni áhættu hjá offitusjúklingum en talið er að aukin framleiðsla á estrogeni og androgeni hafi áhrif 

(31, 34). Áunninn blöðrusjúkdómur í nýrum ( acquired renal cystic disease) er einnig þekktur 

áhættuþáttur þar sem sjúklingarnir þurfa á blóðskilun að halda um lengri tíma. Sýnt hefur verið fram á 

40 til 100 falda áhættu á nýrnafrumukrabbameini hjá sjúklingum sem þurfa blóðskilun (31). Aðrir 

áhættuþættir eins og sykursýki, háþrýstingur, lyfjanotkun og áfengisneysla eru verr skilgreindir (31). 

Erfða- og hórmónaþættir hafa mikið verið skoðaðir án þess að afgerandi niðurstaða um tengsl þeirra 

við sjúkdóminn hafi fengist (52). Flestir einstaklingar sem greinast með nýrnafrumukrabbamein hafa 

ekki fjölskyldusögu um sjúkdóminn en hins vegar aukast líkurnar ef nákominn ættingi hefur greinst 

með hann. Nýrnafrumukrabbamein erfast ríkjandi í nokkrum ættlægum sjúkdómum, eins og VHL (55, 

56).  

1.7.5 Erfðir nýrnafrumukrabbameina 
Arfgeng gerð nýrnafrumukrabbameina er sjaldgæf og greinist í 1 til 4% tilfella. Nokkur atriði skilja á 

milli arfgengra og stakstæðra æxla. Þar má helst nefna að arfgeng æxli greinast oftar á mörgum 

stöðum í sama nýra eða í báðum nýrum á sama tíma. Einnig greinast yngri sjúklingar með arfgengan 

sjúkdóm og oftar hefur fjölskyldumeðlimur greinst með nýrnafrumukrabbamein (57). Erfðaþáttur í 

myndun nýrnafrumukrabbameina hefur mikið verið rannsakaður á síðustu árum og hefur arfgengum 

sjúkdómum eða heilkennum verið lýst. VHL erfðasjúkdómurinn er þekktastur þeirra en aðrir sjúkdómar 

eru meðal annars fjöldskyldulægt totufrumukrabbamein og Birt Hogg Dubé-heilkenni (31). Árið 1993 

fannst æxlisbæligen í sjúklingum með VHL sjúkdóminn. Genið erfist sem óvirk samsæta og veldur 

æxlisvexti (31, 40). Þó flest nýrnafrumukrabbamein sem greinast séu ekki tengd við VHL sjúkdóminn 

hefur stökkbreytingu í sama geni verið lýst hjá 60-70% stakstæðra æxla (33, 39).  

1.7.5.1 von Hippel-Lindau erfðasjúkdómurinn 
Kímlínu stökkbreyting í VHL geninu sem staðsett er á litningi 3 veldur VHL sjúkdómnum (33). Genið er 

æxlisbæligen og prótein þess gegnir lykilhlutverki í að viðhalda réttu súrefnismagni innan frumu með 

stjórnun á hypoxia-inducible factor (HIF) (38). Stökkbreyting í geninu leiðir til óvirkni próteinsins og 

veldur þar með aukinni framleiðslu ýmissa vaxtarþátta sem að lokum valda æxlisvexti (58). 

Sjúkdómurinn er arfgengur ríkjandi og einkennist af æðaæxli í nethimnu (retinal angioma), 

æðakímfrumuæxli (hemangioblastoma) æxli í heila og nýrnafrumukrabbameini (31). Greinast 60 til 

75% sjúklinganna með nýrnafrumukrabbamein og flestir þeirra af tærfrummugerð (31, 33, 38). 

Hér á landi er ein VHL ætt þekkt og hafa tveir einstaklingar í ættinni greinst með 

nýrnafrumukrabbamein (31). Afturskyggn rannsókn á ættlægni nýrnafrumukrabbameina á Ísland var 

birt árið 2002. Guðbjartsson og félagar sýndu þar fram á sterk tengsl um tilurð erfðaþátta í allmörgum 

tilfellum sem ekki eru talin ættlæg. Einnig sýndi rannsóknin fram á að einstaklingar sem greinast með 

nýrnafrumukrabbamein eru marktækt skyldari en samanburðarhópar. Reyndust 58% sjúklinganna 

koma úr fjölskyldu þar sem tvö eða fleiri tilfelli sjúkdómsins hefðu greinst og 26% þar sem um var að 

ræða þrjú eða fleiri greind tilfelli (59). 
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1.7.5.2 Afleiðing stökkbreytingar í VHL geni 
VHL genið kóðar fyrir VHL próteininu (pVHL) sem hefur margþætt hlutverk sem æxlisbælir og hamlar 

meðal annars frumuskiptingu (49, 60). Best þekkta hlutverk pVHL er þátttaka þess í úbikvitín (E3 

ubiquitin) lígasa komplexnum ásamt Cullin-2 (CUL2), Elongin B og C og Rbx. Komplexinn tekur þátt í 

eyðingu alfa undireiningar HIF í meltikornum umfrymis (60, 61). Skýringarmynd af HIF ferlinum og 

afleiðing stökkbreytingar í VHL geninu á ferilinn má sjá á mynd 8.  

Þegar stökkbreyting verður í VHL geninu og virkni pVHL breytist eða verður engin eru 

afleiðingarnar þær að engu HIFα er eytt.  Stöðugur súrefnisskortur verður í frumunni og gen verða of 

mikið tjáð. Mörg genanna eru þekkt sem æxlismyndandi gen (60). Afurðir þeirra taka meðal annars 

þátt í æðamyndun (endothelial growth factor [VEGF]), frumuvexti (transforming growth factor α [TGF-

α]), glúkósa upptöku (GLUT-1 glucose transporter), og viðhaldi á sýru og basa jafnvægi (carbonic 

anhydrase IX [CAIX]). Afleiðing stökkbreytingarinnar í VHL geninu á próteinin sem talin eru upp hér á 

undan er oftjáning þeirra og skapast þar með kjöraðstæður fyrir þekjufrumufjölgun (epithelial cell 

proliferation) og þar með æxlismyndun (49, 62). 

 

 

Mynd 8.  Skýringarmynd af HIF ferlinum 
HIF umritunarþátturinn samanstendur af tveimur undireiningum, súrefnisháðu α einingunni og sí tjáðu ß einingunni. Við eðlilegar 

súrefnis aðstæður í frumunni (normoxia) er HIFα hýdroxýltengd og úbikvitíntengd. Við þær aðstæður þekkir pVHL HIFα og flytur 

til eyðingar í meltikornunum. En þegar súrefnisskortur (hypoxia) verður í frumunni er HIFα hvorki hýdroxýl- né úbikvitíntengd og 

því ekki eytt. HIFα myndar þá komplex með HIFß og flyst í kjarna frumunnar og stjórnar þar tjáningu hundruða gena. Þetta leiðir 
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af sér dramatískar breytingar í lífeðlisfræði frumunnar: glýkólýsa verður loftfirrð, aukin seyting á æðamyndandi þáttum, breytt 

lögun utanfrumuefna, viðnám gegn stýrðum frumudauða og aukinn hreyfanleiki. Allir þessir þættir hjálpa frumunni að takast á við 

skammtíma- eða langtíma súrefnisskort en skapa í leiðinni kjöraðstæður fyrir þekjufrumufjölgun og þar með æxlisvöxt (61, 63). 

1.7.6 Greiningaraðferðir nýrnafrumukrabbameina 
Vegna illa skilgreindra og lítilla einkenna greinast sjúklingar oft á tíðum með nýrnafrumukrabbamein af 

tilviljun (26, 31). Tilviljanagreind æxli má oftast rekja til myndrannsókna af kvið sem framkvæmdar eru 

vegna gruns um sjúkdóm í gallvegum og lifur (31). Á síðustu árum hefur orðið aukning í notkun 

myndrannsókna í heiminum sem hefur leitt af sér aukningu í tilviljanagreindum æxlum (29). Allt að 40 

af hundraði greinast af tilviljun hér á landi og er hlutfallið svipað í öðrum löndum eða á bilinu 30 til 50 af 

hundraði (31).  

1.7.7 Meðferðarúrræði nýrnafrumukrabbameina 
Nýrnafrumukrabbamein er sjúkdómur sem erfitt er að meðhöndla. Ráðast meðferðarúrræði af því hvort 

sjúkdómurinn er staðbundinn í nýranu og er skipt í læknandi eða líknandi meðferð. Eina læknandi 

meðferðin á staðbundnum sjúkdómi er falin í skurðaðgerð með brottnámi nýra (31, 52, 64, 65). 

Hlutabrottnám nýra er aðeins framkvæmt á sjúklingum með stakt nýra, með æxli í báðum nýrum eða 

með æxli sem er <4 cm að stærð. Nýrnabrottnám hjá sjúklingum með fjarmeinvörp er aðeins 

framkvæmt við sérstakar aðstæður þar sem sýnt þykir að horfur verða ekki betri. Fjarlæging á 

meinvörpum kemur helst til greina hjá yngri sjúklingum eða í líknandi meðferð til að bæta líðan 

sjúklinga. Lyfjameðferðir eiga fyrst og fremst við sjúklinga með fjarmeinvörp.  

Nýrnafrumukrabbamein svara almennt illa hefðbundnum krabbameinslyfjameðferðum vegna 

fjöllyfjaónæmis í erfðaefni æxlisfrumanna (31). Á árabilinu 1980 til 1990 fólst meðferð aðallega í 

notkun sértækra ónæmisfræðilegra lyfja eins og interleukin-2 (IL-2) og interferon-α (IFN-α) þar sem 

æxlisfrumur nýrnafrumukrabbameina valda sterkri ónæmissvörun (31, 66-68). Fjöldi rannsókna á 

þessum lyfjum hafa hins vegar sýnt fram á að horfur sjúklinga eru almennt ekki betri (67, 68). Lyfin 

hægja á sjúkdómsgangi og vexti æxla en eitrunaráhrif hvers skammts er mikil og svörun sjúklinga 

almennt lág (68). Á síðustu árum hafa komið fram lyf sem beint er gegn æðamyndun æxlanna 

(antiangiogenic therapy) (66). Lyfin sorafenib, sunitib og pazopanib koma í veg fyrir VEGF ferlinn 

meðan temsirolimus og everolimus hindra mammalian target of rapamycin (mTOR) prótein kínasann. 

Nýrri lyfin hafa sýnt fram á lengri lifun sjúklinga borið saman við lyfleysuhópa eða sjúklinga 

meðhöndlaða með sértækum ónæmisfræðilegum lyfjum (69-76).  

1.7.8 Horfur sjúklinga með nýrnafrumukrabbamein 
Mikilvægasti forspárþátturinn hvað varðar horfur sjúklinga með nýrnafrumukrabbamein er stigun 

æxlanna (31, 32, 41). Stigun æxla lýsir stærð æxlisins og útbreiðslu þess um nýrað og líkamann. TNM 

stigunarkerfi American Joint Committee on Cancer (AJCC) er algengasta kerfið. T lýsir stærð æxlisins 

og útbreiðslu til nálægra vefja við nýrað. Tölustafur, 1 – 4, fyrir aftan vísar til þess hversu stórt æxlið er 

og hversu víðtæk útbreiðslan er. N með tölustafina 0 til 2 fyrir aftan vísar til þess hvort æxlið hafi 

breiðst út til nálægra eitla, ef svo er þá hversu margir eru eitlar eru sýktir. M með 0 eða 1 fyrir aftan 
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lýsir útbreiðslu meinvarpa til fjarlægra líffæra eins og lungna og beina (77). Nánari útskýringu á TNM 

stigunarkerfinu má sjá í töflu 1. 

 

Tafla 1. TNM stigun  

Frumæxli (T) 

TX Ekki hægt að meta frumæxli 

T0 Engin merki um frumæxli 

T1 Æxli minna en 7 cm og staðbundið við nýrað  

T2 Æxli stærra en 7 cm og staðbundið við nýrað 

T3 Æxli vaxið út fyrir nýrnahýði, inn í nýrnaæðar eða nýrnahettu  

T4 Æxli vaxið út fyrir Gerota´s fascia 

Svæðiseitlar (N)  

NX Ekki hægt að meta svæðiseitla 

N0 Engin meinvörp í svæðiseitlum 

N1 Meinvarp í 1 svæðiseitli 

N2 Meinvörp í fleiri en 1 svæðiseitlum 

Fjarmeinvörp (M)  

MX Ekki hægt að meta fjarmeinvörp 

M0 Engin fjarmeinvörp til staðar 

M1 Fjarmeinvörp til staðar 

(40) 

Annar forspárþáttur sem talinn er mikilvægur er kjarnagráðun æxlanna en með því er átt við útlit 

æxlisfruma í smásjá (31, 32, 41). Útlit frumanna getur sagt til um ágengni þeirra og tilhneigingu til 

myndun meinvarpa (31). Mörg kerfi til gráðunar eru þekkt en algengast þeirra er kerfi kennt við 

Fuhrman sem notað er hér á landi (31). Fuhrman kjarnagráða hefur fjögur stig, því hærri sem gráðan 

er því ágengari eru frumurnar og þar af leiðandi eru auknar líkur á myndun meinvarpa (31, 41). Í töflu 2 

má sjá skýringar á Fuhrman kjarnagráðu 1 til 4 og smásjármyndir á mynd 9. 
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Tafla 2. Fuhrman kjarnagráðun 

Gráða Útlit kjarna Kjarnakorn 

1 Litlir (< 10 µm) reglulegir Ekki sjáanleg í 400x stækkun 

2 Stærri (15 µm) og óreglulegri Lítil sjást aðeins í 400x stækkun 

3 Stórir (20 µm) og mjög óreglulegir Vel sýnileg í 100x stækkun 

4 Stórir og mjög óreglulegir með óreglulegu 

og stóru litni, oft margkjarna frumu 

Stór og vel sýnileg í 100x stækkun 

(40, 41). 

 

 
Mynd 9. Smásjármyndir af Fuhrman kjarnagráðu 1 til 4  
Mynd G1: Fuhrman kjarnagráða 1. Kjarnarnir litlir (<10 µm) og nokkuð reglulegir    

Mynd G2: Fuhrman kjarnagráða 2.  Kjarnarnir stækkaðir (15 µm) og óreglulegri að lögun  

Mynd G3: Fuhrman kjarnagráða 3. Kjarnarnir orðnir stóri (20 µm) og mjög óreglulegir 

Mynd G4: Fuhrman kjarnagráða 4. Kjarnarnir orðnir mjög stórir og óreglulegir. Margkjarna frumur sjást (78) 

 

1.8 Æxlisvísar fyrir nýrnafrumukrabbamein 

Æxlisvísir er skilgreindur sem mælanlegur efnavísir sem finnst í æxlisvef eða sem viðbragð líkamans 

við æxlisvexti. Æxlisvísir er því ekki einungis mælanlegur í æxlisvefnum sjálfum heldur einnig í 

eðlilegum vef eða líkamsvökva krabbameinssjúklings. Æxlisvísum má skipta í fernt eftir eðli þeirra; 

æxlisvísir sem notaður er við skimun, til greiningar, við mat á horfum sjúklings og æxlisvísir sem nýtist 

við eftirfylgni meðferðar. Hver æxlisvísir getur gegnt einu eða fleiri af ofantöldum hlutverkum (64, 79). 
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Hægt er að leita eftir æxlisvísum fyrir nýrnafrumukrabbamein í sermi/plasma, þvagi eða vef. Talið 

er að æxlisvefur gefi góða innsýn inn í líffræðilega ferla krabbameina. Ættu því æxlisvísar úr vef að 

geta gefið greinagóðar upplýsingar um sjúkdóminn sem og horfur hans. Fjölmörg prótein hafa verið 

skoðuð sem hugsanlegir æxlisvísar í tengslum við nýrnafrumukrabbamein og má þar nefna CAIX, HIF-

1α og pmTOR (80). Eins og staðan er í dag hefur enn ekki fundist æxlisvísir sem hægt er að nota í 

klínískum tilgangi við greiningu eða meðferð nýrnafrumukrabbameina (81-83).    
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2 Markmið 

Meginmarkmið rannsóknarverkefnisins var að finna prótein eða próteinmynstur sem aðskilja 

nýrnafrumukrabbamein af tærfrumugerð frá eðlilegum nýrnavef. Mistjáð prótein voru fundin með 

SELDI og samanburður próteintjáningar framkvæmdur með tölfræðiprófum. Ekki var reiknað með að 

einstaka prótein hefði nægilegt forspárgildi til að geta aðgreint eðlilegan vef frá krabbameinsvef því var 

einnig leitað að próteinmynstrum sem gætu aðgreint ofannefnda hópa. 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Vefjasýni 

Frá Lífsýnasafni Rannsóknarstofu í meinafræði voru fengin 284 fersk frosin nýrnasýni frá 131 sjúklingi 

sem greindust með nýrnakrabbamein á árabilinu 1991 til 2006. Ýmist var um að ræða stakt vefjasýni 

úr nýrnaæxli eða eitt til tvö æxlissýni ásamt eðlilegu nýrnasýni frá sama sjúklingi. Alls voru fengin 205 

æxlissýni og 79 sýni frá eðlilegum nýrnavef, sjá mynd 10. Sýni frá hverjum sjúklingi fékk 

handahófskennt rannsóknarnúmer. Eðlileg nýrnasýni voru auðkennd með bókstafnum N og æxlissýnin 

með T, T1 og T2, allt eftir fjölda þeirra frá sama sjúklingi. Leyfi frá Persónuvernd og Vísindasiðanefnd 

lágu fyrir sem og upplýst samþykki frá sjúklingum sem voru á lífi árið 2007. Klínískar og 

meinafræðilegar upplýsingar um vefjasýnin fengust frá vefjasvörum. 

 

 

Mynd 10. Heildarfjöldi vefjasýna fenginn frá Lífsýnasafni  
52 sjúklingar áttu stakt æxlissýni í Lífsýnasafni Rannsóknarstofu í meinafræði, fimm sjúklingar áttu eitt æxlissýni og eitt eðlilegt 

nýrnasýni og 74 sjúklingar áttu tvö æxlissýni og eitt eðlilegt nýrnasýni.     

 

3.2 Frystiskurður fersk frosinna vefjasýna 

Í þessari rannsókn voru notaðir vefjabitar sem frystir voru án OCT ™Compound [Sakura Finetek, Inc., 

Torrance, CA, USA] innsteypingarefnis fyrir geymslu í Lífsýnasafni.  

Vefjabitarnir voru frystiskornir í rúllur í stað þeirrar hefðbundnu aðferðar að mylja þá niður í duft. 

Með því að frystiskera vefjabitann er hægt að skera aðlæga sneið, lita og skoða í smásjá. Þannig er 

hægt að skoða vefinn í sama vefjabita og rannsóknin fer fram á. Var ákveðið að fara þessa leið þar 

sem prótein rannsóknir eru viðkvæmar og því mikilvægt að efniviðurinn sé vel skilgreindur.  

Snöggfrystir vefjabitar voru teknir úr -80° frystiskáp og færðir yfir í frystiskurðartækið í fljótandi 

köfnunarefni. Aðeins var hafður einn vefjabiti í einu ofan í tækinu. Frystiskorið var á Leica CM1900 

frystiskurðartæki [Leica Microsystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany] sem staðsett er á 

Rannsóknarstofu í meinafræði við Landspítala. 

284 vefjasýni frá 

131 sjúklingi 

52 sjúklingar 

Æxlissýni  N = 1 

5 sjúklingar 

Æxlissýni N = 1 

Eðlileg nýrnasýni N = 1

74 sjúklingar 

Æxlissýni N = 2 

Eðlileg nýrnasýni = N  1 
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Frystiskurðartækið var kælt niður í -20°C og hreinsað að innan með 80% etanóli. Pinnsettur, 

penslar, klossi, og önnur áhöld voru hreinsuð á sama hátt og geymd í tækinu til kælingar. Álpappír var 

settur í botn frystiskurðartækisins og þær skúffur sem vefjasýnin falla ofan í við skurð. Skipt var um 

álpappír í skúffum eftir skurð hvers rannsóknarnúmers. Eins var skipt um pinnsettu og hún sett í 

alkóhól til sótthreinsunar á milli rannsóknarnúmera. Sýnaglösin sem vefjasýnin voru sett í eftir skurð 

voru geymd í fljótandi köfnunarefni til kælingar.    

3.2.1 Framkvæmd  
OCT ™Compound var sett á bakhlið vefjabitans og frystiskurðarklossinn settur þar á. Næst var 

klossinn snöggfrystur í fljótandi köfnunarefni og við það festist vefjabitinn við klossann. Í upphafi 

skurðar hvers vefjabita var skorin ein 4 µm sneið til smásjárskoðunar. Sneiðin var sett á sýnagler og 

fest í formalíni og alkóhóli (aðferðalýsing í viðauka 1). Síðan var hún lituð með heamatoxylin eosin 

(H&E) litunaraðferð samkvæmt stöðluðum aðferðum Rannsóknarstofu í meinafræði við Landspítala 

(aðferðarlýsing í viðauka 1). Eftir skurð á smásjársneið var stærð vefjabitans mæld með reglustiku. Ef 

hann mældist stærri en 6 mm var skorin ein 20 µm rúlla en annars voru skornar tvær rúllur og settar í 

sýnaglas. Ákveðið var að haga skurðinum á þennan hátt svo vefjamagn frá hverjum vefjabita væri sem 

líkast. Sýnaglösin voru geymd í fljótandi köfnunarefni á meðan rúllunum var komið ofan í þau með 

pinnsettu. Pinnsettur voru sótthreinsaðar í alkóhóli og kældar í fljótandi köfnunarefni milli 

rannsóknarnúmera. Öll framkvæmd fór fram ofan í frystiskurðartækinu til að koma í veg fyrir þiðnun 

vefjarins og þar með sjálfeyðingu fruma í vefnum (autolysis). Eftir frystiskurð voru sýnaglösin sem og 

vefjabitarnir flutt í fljótandi köfnunarefni í -80°C frystiskáp til geymslu.  

 

3.3 Smásjárskoðun  

 Allar H&E litaðar vefjasneiðar voru skoðaðar í ljóssmásjá í 25 – 400x stækkun. Var það gert til að 

staðfesta vefjagerð sýnanna og svo meta mætti gæði þeirra. Æxlissýnin voru skoðuð með tilliti til 

æxlisgerðar, æxlishlutfalls og Fuhrman kjarnagráðu. Einnig var hlutfall necrosu, fibrosu og bólgu metið 

eftir því sem við átti. Ef einhver þessara vefjaþátta var í það miklu magni í sýni að hann þótti geta haft 

áhrif á niðurstöðurnar var sýninu sleppt. Ef æxlisvefurinn var ekki af tærfrumugerð og ef æxlishlutfall 

var minna en 50% var sýnið útilokað frá rannsókninni. Eðlilegum nýrnasýnum var sleppt ef gæði 

vefjarins þóttu ekki fullnægjandi. Það er að segja ef vefurinn var ekki frá eðlilegum nýrnavef eða 

hlutfall bólgu eða annarra áður talinna vefjaþátta var hátt. Einnig var eðlilegum nýrnasýnum frá þeim 

sjúklingum sem áttu æxlissýni af annarri gerð en tærfrumugerð sleppt. Eftir stóðu 235 vefjasýni frá 119 

sjúklingum samanber mynd 11 hér að neðan.  

Smásjárskoðun var framkvæmd af meinafræðingi á Rannsóknastofu í meinafræði og 

mastersnema.  
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Mynd 11. Fjöldi vefjasýna eftir smásjárskoðun 
Allmörg vefjasýni voru útilokuð frá rannsókninni á grundvelli smásjárskoðunar. Vegna lélegra gæða var fimm æxlissýnum og 13 

eðlilegum vefjasýnum sleppt. Einnig voru 31 æxlissýni útilokuð, 20 vegna lágs æxlishlutfalls og 11 vegna æxlisgerðar. 

Heildarfjöldi vefjasýna sem rannsóknin tekur til er því 235 vefjasýni, 169 æxlissýni og 66 eðlileg nýrnasýni, frá 119 sjúklingum. 

Fjörutíu og sex sjúklingar áttu stakt æxlissýni, 7 sjúklingar áttu tvö æxlissýni, 43 sjúklingar áttu tvö æxlissýni auk eðlilegs 

nýrnasýnis og 23 sjúklingar áttu eitt æxlissýni auk eðlilegs nýrnasýnis.   

 

3.4 Uppleysing vefjasýna 

Sýnaglös með frystiskornum vefjarúllum voru tekin úr -80°C frystiskáp og sett á þurrís. Vefjabuffer (sjá 

viðauka 2) var settur í glasið og leysti vefinn upp. Sýnaglösin voru flutt aftur í -80°C frystiskáp til 

geymslu. Nánari aðferðalýsingu má sjá í viðauka 2. 

 

3.5 Útfelling próteina fyrir magnmælingu 

Við útfellingu próteina var notað 2-D Quant Kit frá Amersham Biosciences [GE Healthcare, Uppsala, 

Sweden]. Aðferðin byggir á sértækri bindingu koparjóna við prótein. Koparjónirnar afoxast úr Cu2+ í 

Cu+ með bindingu við hrygg (backbone) fjölpeptíða í próteinum. Litalausn binst við óbundnar 

koparjónir og myndar komplex sem gefur frá sér ljós við 480nm. Gleypnin er ljósmæld og notuð við 

útreikning á styrk próteina. Útfelling próteina var framkvæmd á Rannsóknastofu í frumulíffræði við 

Landspítala.  

3.5.1 Framkvæmd  
Byrjað var á því að fella út prótein í Bovine Serum Albumin (BSA) staðallausn með þekktu próteingildi 

fyrir gerð staðalkúrfu (aðferðalýsing í viðauka 3). 

Sýnaglös með uppleystum vefjasýnum voru tekin úr -80°C frystiskáp og sett á þurrís. Voru þau 

þýdd eitt í einu og teknir 8 µl úr hverju glasi sem settir voru í tvö sýnaglös, 4 µl í hvort. Var þetta gert 

235 vefjasýni frá 

119 sjúklingum 

46 sjúklingar 

Æxlissýni N = 1 

23 sjúklingar

Æxlissýni N = 1 

Eðlileg nýrnasýni N = 1

 

43 sjúklingar

Æxlissýni N = 2 

Eðlileg nýrnasýni N = 1

 

7 sjúklingar

Æxlissýni N = 2
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þar sem hvert vefjasýni var mælt í tvígang (duplicate). Afgangurinn af uppleystu vefjasýnunum var 

snöggfrystur í fljótandi köfnunarefni og færður aftur yfir í -80°C frystiskáp til geymslu.  

Byrjað var á að setja tvenns konar útfelli í sýnaglösin. Sá fyrri gerði próteinin óleysanleg en sá 

seinni skildi próteinin frá vökvanum í sýninu. Sýnaglösin voru sett í skilvindu sem leiddi til myndunar 

próteinbotnfalls. Allur vökvi var tekinn ofan af botnfallinu og honum hent. Því næst var koparlausn sett 

í sýnaglasið og að lokum litalausn. Nánari aðferðalýsingu má sjá í viðauka 3.   

3.6 Magnmæling próteina 

Magnmæling próteina var framkvæmd á NanoDrop 1000 [Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 

USA.] ljósmæli Rannsóknastofu í ónæmisfræði við Landspítala.  

3.6.1 Framkvæmd  
Við upphaf mælinga var bylgjulengdin, 480 nm, valin og ljósmælirinn stilltur af. Fyrst voru 

staðalkúrfusýni mæld og síðan vefjasýnin hvert á eftir öðru. Notaðir voru 2 µl af sýni við hverja 

mælingu og var hvert sýni ljósmælt að minnsta kosti tvisvar. Gleypnin sem mældist var síðan notuð við 

útreikning á heildarstyrk próteina í vefjasýnunum. Nánari aðferðalýsingu má sjá í viðauka 4. 

3.6.2 Útreiknaður próteinstyrkur 
Staðalkúrfa var gerð út frá ljósmælingu staðalsýna og hallatala kúrfunnar reiknuð. Nánari útskýringu 

má sjá í viðauka 4.  

 

3.7 Mat á próteintjáningu með SELDI 

Mat á próteintjáningu fór fram með SELDI á ProteinChip System, Series 4000 [Chipergen Biosystem, 

Inc., Fremont, CA, USA.] tæki Rannsóknastofu Hjartaverndar.  

Samanburðarsýni voru keyrð með í öllum keyrslum, tvö á hverri flögu, til að tryggja öruggan 

samanburð milli keyrsla. Einnig voru staðalsýni með misstórum próteinum keyrð með á einni flögu svo 

tryggja mætti öryggi aðferðarinnar. Öll vefjasýnin voru tvíkeyrð svo hægt væri að meta 

endurtekningarhæfni aðferðarinnar. Vefjasýnunum var raðað handahófskennt á flögurnar og öll keyrð 

á sama tíma en með því var reynt að komast hjá falskt jákvæðum niðurstöðum.  

Einn af meginþáttum SELDI aðferðarinnar eru flögur með mismunandi yfirborð sem prótein bindast 

við. Yfirborð flaganna er valið fyrir hverja rannsókn eftir eðli hennar. Hægt er að velja fleiri en eina gerð 

af flögum fyrir hverja keyrslu í tækinu. Í þessari rannsókn voru notaðar flögur með carboxýl efnahóp  

[Chipergen Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] með veikt neikvætt hlaðið yfirborð (weak cation 

exchanger) sem bindur prótein ósértækt. 

3.7.1 Framkvæmd  
Sýnin voru tekin úr -80°C frystiskáp og látin þiðna. Byrjað var á því að setja bindibuffer (sjá viðauka 5) 

í hvern brunn flögunnar og hella honum aftur úr. Þetta var gert svo próteinin í vefjasýnunum myndu 

bindast frekar við flöguna. Því næst var sýnunum pípettað handahófskennt á flögurnar eins og sést í 
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töflu 12 í viðauka 5. Eftir hvörfun var hellt úr brunnunum og þeir skolaðir með bindibuffer svo allt 

óbundið skolaðist burtu. Hver brunnur var svo þveginn með veikri 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethane-sulfonic acid (HEPES) [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA] lausn. Að lokum 

var sinapinic sýra (sinapinic acid, SPA (sjá viðauka 5)) [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA] 

sett á flögurnar. SPA auðveldar upptöku á sýnunum og gerir próteinin plús hlaðin með því að gefa frá 

sér róteind (H+). Nánari aðferðalýsing á framkvæmdinni er í viðauka 5.  

 

3.8 Rannsóknarhópar  

Eftir smásjárskoðun var vefjasýnunum skipt í sex rannsóknarhópa og innihélt einn af þeim eðlileg 

nýrnasýni. Æxlissýnunum var skipt í fimm rannsóknarhópa eftir Fuhrman kjarnagráðu og stærð 

æxlanna eins og tafla 3 sýnir. TNM stigun á vefjasvörum gaf upplýsingar um stærð æxlanna við 

greiningu. Hér er vísað til æxla sem samkvæmt vefjasvari voru <=7cm sem lítil æxli en þau sem 

mældust > 7cm sem stór æxli. Þau æxlissýni sem voru ekki afgerandi hágráða eða lággráða eða 

blanda af hvoru tveggja voru sett saman í jaðarhóp (borderline). 

 

Tafla 3. Skipting vefjasýna í rannsóknarhópa við smásjárskoðun 

Rannsóknarhópar 
Undirhópar 

Fuhrman gráða Stærð æxla Fjöldi vefjasýna 

Lággráða lítil  1-2 lítil 24 

Hágráða lítil  3-4 lítil 40 

Lággráða stór  1-2 stór 16 

Hágráða stór   3-4 stór 51 

Jaðarsýni   38 

Eðlileg nýrnasýni    66 

Samtals   235 
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3.9 Samanburður tjáningar eftir rannsóknarhópum 

Próteintjáning rannsóknarhópanna var borin saman eins og talið er upp hér að neðan:  

Samanburður æxlissýna við eðlilegan nýrnavef 

i) Allir æxlishópar bornir saman við eðlilegan nýrnavef   

ii) Samanburður æxlishópa af sömu Fuhrman gráðu við eðlilegan nýrnavef.  

• Annars vegar öll lággráðu æxlissýni og hins vegar öll hágráðu æxlissýni borin 

saman við eðlilegan nýrnavef  

iii)  Samanburður æxlishópa af sömu stærð við eðlilegan nýrnavef 

• Annars vegar öll lítil æxli og hins vegar öll stór æxli borin saman við eðlilegan 

nýrnavef 

3.10 Tölfræðileg úrvinnsla með CiphergenExpressClient® 

Frumgögn úr SELDI keyrslunni voru unnin með CiphergenExpressClient® 3.0.6 [Chipergen 

Biosystem, Inc., Fremont, CA, USA.] forriti. Grunnlínan var aðlöguð að gögnunum og þau stöðluð 

(normaliziation) miðað við heildarfjölda jóna á “mass/charge” (m/z) bilinu 3-200 kDa. Einnig var leiðrétt 

fyrir bakgrunnstruflunum (signal to noise) og area under curve (AUC) reiknað út fyrir hvert prótein í 

hverju sýni. 

Með CiphergenExpressClient® forritinu var leitað að próteinum sem sýndu mismunandi tjáningu 

milli æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna. Tjáning hvers æxlishóps var borin saman við tjáningu eðlilegra 

nýrnasýna með Mann Whitney tölfræðiprófi fyrir tvo hópa. Marktækni tjáningar var miðuð við p<0,05. 

Þau prótein sem sýndu marktækt mismunandi tjáningu voru skoðuð handvirkt og athugað hvort um 

raunverulegan próteintopp væri að ræða. Forsendur fyrir vali próteina til frekari tölfræðiprófanna voru 

annars vegar marktækt ólík tjáning og hins vegar myndrænt vel greinilegur próteintoppur. 

Tölfræðiupplýsingar þeirra próteina sem uppfylltu skilyrðin voru fluttar yfir í R tölfræðiforrit (www.R-

project.org) til frekari tölfræðilegrar úrvinnslu og yfir í BPS við leit að mismunatjáðum próteinum í 

mynstri. R er opið forritunar- og hugbúnaðar forrit á internetinu fyrir tölfræði úrvinnslu gagna. BPS er 

hagnýtt forrit sem byggir á flokkunar- (classification) og aðhvarfsgreiningu (regression) sem lýst var 

1984. Það getur greint falin próteinmynstur í flóknum gagnasöfnum og er meðal annars notað við 

greiningu á gögnum úr SELDI.  

 

3.11 Næmi og sértæki 

Aðgreiningarhæfni tölfræðiprófs er metin með næmi og sértæki og er mælikvarði á skilvirkni prófsins. 

Geta tölfræðiprófsins til að finna sjúklinga sem raunverulega hafa sjúkdóm er skilgreind með næmi. 

Næmi er því hlutfall sjúklinga sem eru með sjúkdóminn og fá jákvæðar niðurstöður úr tölfræðiprófi. 
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Hlutfall þeirra sjúklinga sem hafa sjúkdóminn í raun en fá neikvæðar niðurstöður úr tölfræðiprófi eru 

skilgreindir sem falskt neikvæðir (1-næmi). Sértæki er aftur á móti skilgreint sem geta tölfræðiprófs til 

að meta heilbrigða einstaklinga sem heilbrigða. Sértæki er því hlutfall einstaklinga sem ekki hafa 

sjúkdóminn og fá neikvæðar niðurstöður úr tölfræðiprófi. Hlutfall þeirra sem fá jákvæða niðurstöðu úr 

tölfræðiprófi, það er að segja eru greindir sem sjúkir, en eru í raun heilbrigðir gefa falskt jákvæða 

niðurstöðu (1-sértæki).  

   

3.12 Tölfræðileg úrvinnsla með BPS 

Við samanburð próteintjáningar milli tveggja eða fleiri hópa byggir BPS forritið tvígilt flokkunarmynstur 

með innbyggðri lausnaleið (algorithm). Lausnaleiðin byggir á magni ákveðins próteins í hverju sýni. Á 

mynd 12 er teiknuð mynd sem skýrir hvernig lausnaleiðin virkar. Myndin sýnir sambærilegt tvígilt 

flokkunamynstur og það sem BPS forritið byggir við samanburð á próteintjáningu tveggja hópa.  

 

Mynd 12. Próteinmynstur fundið með BPS 
Við gerð próteinmynsturs skiptir innbyggð lausnaleið sýnunum niður í tvo eða fleir hópa með mismunandi reglum. Hver regla 

byggir á magni ákveðins próteins í hverju sýni. Ef magn próteinsins í sýni er minna en ákveðið fer sýnið til vinstri í mynstrinu en 

annars til hægri. Ferlið heldur áfram þar til ekkert prótein getur flokkað sýninn frekar niður. Bláu kassarnir innihlada að mestu 

eða öllu leiti eðlileg sýni en sá rauði æxlissýni.  

Flokkunargeta forritsins er metin með receiver operating characteristic curve (ROC kúrfa) 

aðgreiningarferlinum. Kúrfan metur næmi og sértæki hvers mynsturs út frá fjölda greindra æxlissýna. 

Kúrfan er dreginn milli hnita sem annars vegar skilgreinast af rétt greindum æxlissýnum (næmi) og 

hins vegar af falskt greindum æxlissýnum (1- sértæki). Lögun krúfunar segir til um hversu vel forritið 
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hefur náð að greina sýnin í rétta hópa. Ef aðgreiningin er góð liggur kúrfan nálægt efra vinstra horninu. 

Mynd 13 hér að neðan sýnir ROC kúrfu fyrir flokkunartré byggt með BPS forritinu. Einnig sést 

útreiknað gildi fyrir ROC integral (ROC heild) sem samsvarar AUC. BPS forritið sýnir næmi og sértæki 

fyrir hvert flokkunartré í töflu sem einnig er sjáanleg á mynd 13.  

 

Mynd 13. ROC kúrfa, næmi og sértæki. 
ROC kúrfa sem reiknuð er út frá næmi og sértæki hvers mynsturs er notuð við mat á flokkunargetu mynstursins. Á grafinu er 

næmið á y- ásnum og 1- sértæki á x-ásnum. Bláa línan sem liggur samsíða vinstri- og efri hlið grafsins segir til um hversu gott 

mynstrið er, því nær sem hún liggur efra vinstra horninu því betra er það. ROC integral segir til um hversu stór hluti sýnanna eru 

rétt greind. BPS forritið birtir næmi og sértæki mynstursins í töflu eins og þeirri sem er neðst á myndinni. Næmi mynstursins er 

84,3% og sértækið 92,7%.  

.  

3.13 Tölfræðileg úrvinnsla með R tölfræðiforriti 

Athugað var hvort gögnin væru normaldreifð með Kolmogorov-Smirnov prófi og þau leiðrétt með 

lógariþma leiðréttingarformúlu ef svo var ekki. t-próf með marktæknimörk <0,05 var framkvæmt við 

samanburð á próteinstyrk rannsóknarhópanna. Samanburður á próteintjáningu nýrnaæxla og eðlilegra 

nýrnasýna var framkvæmdur með pöruðu t-prófi með marktæknimörk <0,05. Samanburðurinn var 

eingöngu gerður á rannsóknarnúmerum þar sem bæði æxlis- og eðlileg nýrnasýni voru til staðar.  

 

3.14 Tölfræðilegur áreiðanleiki SELDI aðferðarinnar 

Coefficient of variation (CV) er skilgreint sem hlutfall staðalfráviks af meðaltali (CV = s/m). Línulegt 

samband er á milli meðaltals og staðalfráviks tjáningar valinna próteina. Þar af leiðandi hentar 

útreiknað CV við mata á tölfræðilegum áreiðanleika SELDI keyrslunnar. CV var því reiknað út milli 

meðaltals tjáningar tvímælinga valinna próteina í öllum vefjasýnunum. Allir útreikningar fóru fram í 

Excel.  



  

42 

4 Niðurstöður 

4.1 Smásjárskoðun 

Á grundvelli smásjárskoðunar voru 49 vefjasýni útilokuð frá rannsókninni, 36 æxlissýni og 13 eðlileg 

nýrnasýni. 25 æxlissýni voru útilokuð vegna lágs hlutfalls æxlisvefjar, sjö vegna æxlisgerðar og fjórum 

sýnum var sleppt af öðrum ástæðum. Átta eðlilegum vefjasýnum var sleppt vegna lélegra gæða og 

fimm af öðrum ástæðum.  

 

4.2 Magnmæling próteina 

Meðal próteinstyrkur rannsóknarhópa sést í töflu 4 hér að neðan. Mældist hann á bilinu 680,7 µg/ml  ± 

237,5 µg/ml til 825,9 µg/ml ± 289,3 µg/ml. Útreiknaður meðal próteinstyrkur allra vefjasýna er sýnilegur 

í töflu 11 í viðauka 4.  

Tafla 4. Meðal próteinstyrkur allra rannsóknarhópa í µg/ml  

 Rannsóknarhópar 

  Æxlissýni   

 Lággráðu 

æxli 

Hágráðu 

æxli 

Jaðar     
æxli 

Öll 

æxlissýni 

Eðlileg 

nýrnasýni 

Fjöldi vefjasýna 40 91 38 169 66 

Meðal próteinstyrkur 680,7 719,9 745,4 716,4 825,9 

Staðalfrávik próteinstyrks 237,5 279,5 248,3 262,1 289,3 

 
Eins og sjá má í töflu 4 er meðal próteinstyrkur allra æxlishópanna lægri en meðalstyrkur eðlilegu 

nýrnasýnanna. Samkvæmt t próf reyndist vera tölfræðilega marktækur munur á próteinstyrk allra 

æxlissýna borið saman við eðlileg nýrnasýni, samanber tafla 5. Í sömu töflu sést hins vegar að ekki 

reyndist tölfræðilega marktækur munur á próteinstyrk annars vegar lággráðu og hins vegar hágráðu 

æxla borið saman við eðlileg nýrnasýni.  

 

Tafla 5.  Marktækni próteinstyrks  
Taflan sýnir niðurstöður samanburðar á próteinstyrk æxlissýna við eðlileg nýrnasýni með t prófi (p< 0,05).  

Samanburður á próteinstyrk rannsóknarhópa P gildi 

Öll æxlissýni borin saman við eðlilegan nýrnavef 0,01 

Lággráðu æxli borin saman við eðlilegan nýrnavef 0,07 

Hágráðu æxli borin saman við eðlilegan nýrnavef 0,08 
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4.3 Samkvæmni SELDI aðferðarinnar 

4.3.1 Frumgreining SELDI gagna 
Greining á frumgögnum SELDI keyrslunnar með Ciphergen Express Client® skilaði 47 próteinum sem 

sýndu tölfræðilega marktækan mun í tjáningu milli æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna (p<0,05). Einnig 

voru toppar próteinanna myndrænt vel greinilegir og því hægt að ætla að um raunverulega toppa væri 

að ræða, sjá mynd 14. Stærð próteinanna var á bilinu 3.400 til 116.000 Da. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 14.  Myndrænt vel greinilegir próteintoppar 
Fyrir hvern blett á flögu greinir SELDI fjöldann allann af próteinum sem eru birt á formi massarófs þar sem hlutfallsleg tjáning er 

á y-ás og stærð próteinanna á x-ás. Prótein sem reyndust marktæk með Mann Whitney prófi voru skoðuð handvirkt á 

massarófinu og athugað hvort toppur próteinsins væri myndrænt vel greinilegur. Ef svo var, var próteinið valið til frekari 

tölfræðilegrar úrvinnslu. Myndin sýnir prótein á stærðarbilinu 4500 Da til 6000 Da og benda örvarnar á þrjá vel greinilega 

próteintoppa. 

  

4.3.2 Áreiðanleiki SELDI 
Meðaltals CV milli valinna próteina (N = 47) í öllum vefjasýnum reyndist vera 0,26 ± 0,17.  

 

4.4 Samanburður próteintjáningar nýrnaæxla og eðlilegra nýrnasýna 

Samanburður á próteintjáningu nýrnaæxla og eðlilegra nýrnasýna var framkvæmdur með tvennum 

hætti. Annars vegar var leitað að mismunatjáðum próteinum með pöruðu prófi. Voru aðeins notuð 

rannsóknarnúmer þar sem bæði eðlileg nýrnasýni og æxlissýni voru til staðar frá sama sjúklingi. Hins 

vegar var leitað að próteinmynstri með BPS forriti, þar sem öll vefjasýnin rannsóknarhópanna voru 

notuð.  
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4.4.1 Samanburður allra æxlissýna við eðlileg nýrnasýni 
Parað próf leiddi í ljós 32 tölfræðilega marktækt mistjáð prótein sem sjá má í töflu 6. Þar sést einnig að 

flest próteinin eru meira tjáð í eðlilegum nýrnasýnum eða 24 alls. Tjáning tveggja próteina, 14.705 Da 

og 25.594 Da, skar sig úr þar sem þau voru tjáð 4 sinnum meira í eðlilegum nýrnavef.  

Á mynd 15 er skematísk mynd af mynstur fjögurra próteina (14.705 Da, 6.678 Da, 5.322 Da og 

25.594 Da) sem myndaðist við samanburð allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna með PBS. Þegar 

næmi og sértæki var reiknað út fyrir efsta próteinið í mynstrinu (14.705 Da) sást að það eitt og sér gat 

greint á milli hópanna með næmi 86,9% og sértæki 72,7%. Næmi próteinmynstursins í heild reyndist 

vera 90,5% og sértækið 86,3% eins og sést í töflu 9. 

P rótein 1
14.705 Da

<=  13,021 >13,021

P rótein 1
14.705 Da

<=  13,021 >13,021

N  =  235
E ðl. 66 (28% )
Æ xli 169 (72% )

N  =  235
E ðl. 66 (28% )
Æ xli 169 (72% )

N  =  165
E ðl. 18 (11% )
Æ xli 147 (89% )

N  =  165
E ðl. 18 (11% )
Æ xli 147 (89% )

P rótein 2
6.678 Da

<=  32,216       >32,216

P rótein 2
6.678 Da

<=  32,216       >32,216

N  =  70
E ðl. 48 (69% )
Æ xli 22 (31% )

N  =  70
E ðl. 48 (69% )
Æ xli 22 (31% )

P rótein 4
25.594 Da

<=  1,38              >1,38

P rótein 4
25.594 Da

<=  1,38              >1,38

N =  16
E ðl. 1 (6% )

Æ xli 15 (94% )

N =  16
E ðl. 1 (6% )

Æ xli 15 (94% )

N =  54
E ðl. 47 (87% )
Æ xli 7 (13% )

N =  54
E ðl. 47 (87% )
Æ xli 7 (13% )

N  =  37
E ðl. 14 (38% )
Æ xli 23 (62% )

N  =  37
E ðl. 14 (38% )
Æ xli 23 (62% )

N =  128
E ðl. 4 (3% )

Æ xli 124 (97% )

N =  128
E ðl. 4 (3% )

Æ xli 124 (97% )

P rótein 3
5.322 Da

<=15,347        >15,347

P rótein 3
5.322 Da

<=15,347        >15,347

N =  21
E ðl. 2 (10% )
Æ xli 19 (90% )

N =  21
E ðl. 2 (10% )
Æ xli 19 (90% )

N =  16
E ðl 12 (75% )
Æ xli 4 (25% )

N =  16
E ðl 12 (75% )
Æ xli 4 (25% )

 
Mynd 15.  Próteinmynstur samanburðar allra æxlissýna við eðlilegan nýrnavef 
Fjögurra próteina mynstur myndaðist við samanburð allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna með BPS forritinu. Efst í mynstrinu 

sést heildarfjöldi vefjasýna sem samanburðurinn var framkvæmdur á. Í kössunum sést stærð þeirra próteina sem mynda 

mynstrið sem og reglurnar sem forritið notaði við skiptingu sýnanna í annað hvort eðlileg nýrnasýni eða æxlissýni. Reglurnar 

byggja á magni próteinsins í hverju sýni, ef magn próteinsins var ≤ magnið sem gefið er upp fór það til vinstri í mynstrinu en 

annars til hægri. Hringirnir gefa upplýsingar um fjölda vefjasýna eftir skiptingu hvers próteins. Rauðu hringirnir innihalda að 

mestum hluta æxlisvef en þeir bláu að mestu eðlilegan nýrnavef. Næmi mynstursins reiknaðist 90,5% og sértækið 86,3%. 
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Tafla 6.  Marktæk prótein við samanburð allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna  
Taflan sýnir p gildi samanburðar allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna með pöruðu prófi sem og meðalmagn og staðalfrávik 
próteinanna í rannsóknarhópunum. Prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da eru rauðmerkt þar sem þau eru tjáð fjórum 
sinnum meira í eðlilegum nýrnavef.  

Prótein 

stærð (Da) 

Eðlileg 

nýrnasýni (N 66)* 

Öll æxlissýni 

(N 109)* 

Marktækni 

próteins 

 Meðalmagn og staðalfrávik Meðalmagn og staðalfrávik p gildi 

3.452 37,5 ± 22,8 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 27,0 ± 24,4 41,9 ± 50,0 0,002 

4.850 19,2 ± 9,6 13,9 ± 7,4 0,002 

5.281 29,3 ± 10,3 21,9 ± 13,6 0,001 

5.322 31,6 ± 22,4 15,9 ± 25,1  1,9e-6 

5.569 17,9 ± 6,3 12,4 ± 4,5 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 14,3 ± 9,7 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 12,8 ± 7,0 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 5,5 ± 4,0 3,6 ±6,2 0,04 

14.705 28,5 ± 27,7 7,6 ± 7,4 1,2e-7 

15.147 341,2 ± 63,8 299,0 ± 83,0 0,009 
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Prótein 

stærð (Da) 

Eðlileg 

nýrnasýni (N 66)* 

Öll æxlissýni 

(N 109)* 

 
 

Marktækni 

próteins 

 Meðalmagn og staðalfrávik Meðalmagn og staðalfrávik  p  gildi 

20.981 3,9 ± 2,2 2,6 ± 2,8  0,01 

25.594 4,0 ± 3,2 1,2 ± 1,4  4,8e-9 

30.431 1,3 ± 1,0 2,2 ± 1,7  0,0002 

31.179 2,1 ± 1,7 3,6 ± 2,7  0,001 

31.913 1,8 ± 1,7 3,4 ± 2,7  5,8e-5 

116.091 8,4 ± 3,5 11,4 ± 8,5  0,005 

      * Fjöldi vefjasýna í rannsóknarhópnum.  

 

4.4.2 Samanburður æxla eftir meinafræðilegum þáttum við eðlileg nýrnasýni  
Skoðað var hvort próteintjáning væri mismunandi eftir meinafræðilegum þáttum sem vitað er að hafa 

forspárgildi um horfur sjúklinga, það er að segja Fuhrman kjarnagráðun og stærð æxla. 

4.4.2.1 Lággráðu æxli 
Parað próf sýndi að 24 prótein reyndust marktækt mistjáð við samanburð lággráðu æxla við eðlileg 

nýrnasýni eins og sést í töflu 7. Þar sést einnig að prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da voru 

tjáð fjórum sinnum meira og prótein af stærðinni 13.378 Da þrisvar sinnum meira í eðlilegum vef. 

Prótein af stærðinni 3.652 var þrisvar sinnum meira tjáð í æxlisvef. Próteinmynstur með fjórum 

próteinum myndaðist með næmi 80,3% og sértækið 86,6% samanber tafla 9.  

4.4.2.2 Hágráðu æxli 
Við samanburð hágráðu æxla og eðlilegra nýrnasýna með pöruðu prófi mældust 24 prótein marktækt 

mistjáð eins og sést í töflu 7. Flest próteinin voru meira tjáð í eðlilegum nýrnavef og má þar nefna 

prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da sem eru tjáð fjórum sinnum meira. Próteinmynstur með 

fimm próteinum og næmi og sértæki 80,3% og 85,8% myndaðist samanber tafla 9. 
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Tafla 7.  Marktæk prótein við samanburð æxla af mismunandi gráðu og eðlilegra nýrnasýna 
Taflan sýnir meðal tjáningu og staðalfrávik marktækra próteina við samanburð annars vegar lággráðu æxla og hins vegar 
hágráðu æxla við eðlileg nýrnasýni. Mismörg vefjasýni voru í rannsóknarhópunum. Þannig voru 13 sýni borin saman við 24 í 
samanburði lággráðu æxla og 37 við  63 í samanburði hágráðu æxla. Marktækni próteins vísar til p gildis samanburðar 
æxlissýnanna og eðlilegra nýrnasýna með pöruðu prófi. Prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da eru rauðmerkt þar sem 
þau eru tjáð fjórum sinnum meira í eðlilegum nýrnavef. Prótein af stærðinni 3652 er merkt með bláu þar sem það er tjáð þrisvar 
sinnum meira í æxlisvef lággráðu æxla. 

Prótein 

stærð (Da) 

Eðlileg nýrnasýni 

(N 13 og 37 )* 

Lággráðu 

æxli  (N 24)* 

Hágráðu 

æxli (N 63)* 

 Meðalmagn 

og staðalfrávik 

Meðalmagn og 
staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

Meðalmagn og 
staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

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 17,9 ± 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 14,3 ± 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 ± 12,9 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 21,6 ± 11,6 10,0 ± 6,3 0,0007 13,8 ± 11,0 0,0001 

10.119 33,2 ± 14,8 19,1 ± 15,1 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 15,4 ± 7,41 0,03 14,6 ± 9,3 9,8e-5
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Prótein 

stærð (Da) 

Eðlileg nýrnasýni 

(N 13 og 37 )* 

Lággráðu  

æxli (N 24)* 

Hágráðu  

æxli (N 63)* 

 Meðalmagn 

og staðalfrávik 

Meðalmagn og

staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

Meðalmagn og 
staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

10.867 11,8 ± 5,8 6,6 ± 3,8 0,02   

13.378 5,5 ± 4,0 2,3 ± 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 3,9 ± 2,2   2,7 ± 3,2 0,002 

25.594 4,0 ± 3,2 1,0 ± 0,8 0,01 1,1 ± 1,1 1,6e-6 

30.431 1,3 ± 1,0 2,3 ± 1,6 0,04   

31.913 1,8 ± 1,7 3,6 ± 2,5 0,03   

116.091 8,4 ± 3,5   12,6 ± 9,3 0,009 

* Fjöldi vefjasýna 

 

4.4.2.3 Lítil æxli  
Parað próf sýndi 21 marktækt mistjáð prótein við samanburð lítilla æxla við eðlileg nýrnasýni eins og 

sést í töflu 8. Prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da reyndust vera fjórum sinnum meira tjáð í 

eðlilegum nýrnavef og prótein af stærðinni 13.378 tvisvar sinnum meira tjáð. Samkvæmt töflu 9 eru 

þrjú prótein í mynstrinu og næmið 87,8% og sértækið 82,0%. 

4.4.2.4 Stór æxli 
Niðurstöður paraðs prófs sýndi að 25 prótein voru marktækt mistjáð við samanburð stórra æxla og 

eðlilegra nýrnasýna samanber tafla 8. Tvö þeirra voru tjáð fjórum sinnum meira í eðlilegum nýrnvef og 

eru það prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da. Próteinmynstur með þremur próteinum 

myndaðist og reiknaðist næmið og sértækið 80,3% og 85,8% eins og sést í töflu 9.  
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Tafla 8.  Marktæk prótein við samanburð æxla af mismunandi stærð og eðlilegra nýrnasýna 
Taflan sýnir meðaltals tjáningu og staðalfrávik marktækra próteina við samanburð annars vegar lítilla æxla og hins vegar stórra 
æxla við eðlilegan nýrnavef. Mismörg vefjasýni voru í rannsóknarhópunum. Af þeim sökum voru 22 eðlileg vefjasýni borin 
saman við 40 lítil æxli og 28 eðlileg vefjasýni borin saman við 47 stór æxli. Marktækni próteins vísar til p gildis samanburðar 
æxlissýnanna og eðlilegra nýrnasýna með pöruðu prófi. Prótein af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da eru rauðmerkt þar sem 
þau eru tjáð fjórum sinnum meira í eðlilegum nýrnavef.  

Prótein 

stærð (Da) 

 

 

Eðlileg nýrnasýni 

(N 22 og 28 )* 

Lítil  

æxli (N 40)* 

 
 

Stór 

æxli (N 47)* 

  

 

Meðaltals magn 

og staðalfrávik 

Meðaltals magn 

og  staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

Meðaltals magn 
og staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

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 ± 43,1 0,02 

4.268  17,3 ± 10,1  11,2 ± 8,1 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  45,2 ± 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  31,6 ± 22,4  18,0 ± 36,1 3,4e-6 14,7 ± 16,5 1,7e-8 

5.569  17,9 ± 6,3  12,7 ± 4,9 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  17,9 ± 8,5  0,01   

8.586  20,1 ± 9,3  13,4 ± 7,2 0,001 12,2 ± 6,7 1,2e-6 

9.973  21,6 ± 11,6  12,8 ± 11,9 0,02 12,5 ± 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  5,5 ± 4,0  2,5 ± 3,4 0,0001   
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Prótein 

stærð (Da) 

 

 

Eðlileg nýrnasýni 

(N 22 og 28 )* 

Lítil 

æxli (N 40)* 

 

 

Stór 

æxli (N 47)* 

  

 

Meðaltals magn 

og staðalfrávik 

Meðaltals magn 
og staðalfrávik 

 
 

Marktækni

próteins  

Meðaltals magn 
og staðalfrávik 

Marktækni

próteins 

13.583  4,4 ± 2,7 2,7 ± 3,1  0,003    

13.791  13,6 ± 30,5     14,8 ± 35,3 0,03 

14.705  28,5 ± 27,7 5,9 ± 4,5  8,2e-6  9,1 ± 8,9 1,5e-6 

15.147  341,2 ± 63,8     288,3 ± 88,3 0,02 

20.981  3,9 ± 2,2     2,3 ± 2,1 0,002 

25.594  4,0 ± 3,2 1,2 ± 1,0  0,0006  1,0 ± 1,1 2,3e-5 

* Fjöldi vefjasýna 

 

Tafla 9. Próteinmynstur sem aðgreina æxlissýni frá eðlilegum nýrnasýnum 
Taflan sýnir hvaða prótein í mynstri aðgreina æxlissýni frá eðlilegum nýrnasýnum. X við prótein merkir að það sé í mynstrinu. 

Taflana sýnir einnig næmi og sértæki hvers samanburðar.  

Prótein  

Stærð (Da) 

Öll æxli 

(N 169) 

Lággráðu æxli 

(N 40) 

Hágráðu æxli 

(N 91) 

Lítil æxli 

(N 64) 

Stór æxli 

(N 67) 

3.652   X    

5.322 X    X X X 

6.678 X  X  X X  

10.159   X     

10.119     X   

14.705 X  X  X X  

25.594 X    X  X 

116.091      X 

Næmi 90,5%  80,3%  80,3% 87,8% 80,3% 

Sértæki 86,3%  86,6%  85,8% 82,0% 85,8% 
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5 Umræða 

Á grundvelli smásjárskoðunar voru 49 vefjasýni (36 æxlissýni og 13 eðlileg nýrnasýni) af 284 útilokuð 

frá rannsókninni þar sem þau uppfylltu ekki gæðakröfur hennar. Fjöldi vefjasýna sem mat á 

próteintjáningu með SELDI fór fram á var því 235, 169 æxlissýni og 66 eðlileg nýrnasýni, frá 119 

sjúklingum.  

 

Stakt prótein nær að greina á milli nýrnaæxla og eðlilegra nýrnasýna með næmi 86,9% og sértæki 

72,7%. Mynstur fjögurra próteina getur aftur á móti greint á milli hópanna með næmi 90,5% og sértæki 

86,3%. Benda niðurstöðurnar því til að prótein í mynstri nái að greina betur á milli nýrnaæxla og 

eðlilegs nýrnavefjar en stakt prótein.   

 

Athugað var hvort ólík prótein fengjust í mynstrum við samanburð eðlilegra nýrnasýna og 

æxlissýna eftir meinafræðilegum þáttum. Mynduðust próteinmynstur með þremur til fimm próteinum og 

næmi og sértæki á bilinu 80% til 90%. Í flestum tilfellum var um sömu prótein að ræða og í samanburði 

allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna. 

 

5.1 Smásjárskoðun 

Í þessi rannsókn voru snöggfrystir vefjabitar frystiskornir í stað þeirrar hefðbundnu aðferðar að mylja 

þá niður í heilu lagi án smásjárskoðunar. Með því að frystiskera vefjabita er hægt að skera aðlæga 

sneið, lita og skoða í smásjá. Þannig er hægt að skoða vefinn í sama vefjabita og rannsóknin fer fram 

á og þar með meta efniviðinn og útiloka sýni sem ekki uppfylla gæðakröfur rannsóknarinnar. Aðferðin 

ætti að leiða til betri gæða á sýnum og vel skilgreinds efniviðar sem ætti að skila markvissari 

niðurstöðum.  

Vefur er mjög misleitur (heterogen) að uppbyggingu hvort sem um er að ræða eðlilegan vef eða 

æxlisvef. Eðlilegur nýrnavefur er samsettur úr mörgum vefjaþáttum eins og gauklum, píplum, 

fíngerðum stoðvef og æðum.  Æxlisvefur er einnig samsettur úr mörgum vefjaþáttum og má þar nefna 

auk æxlisfruma, aðlægan bandvef, æðar og bólgufrumur (84, 85). Vegna misleitni vefjar er mikilvægt 

að smásjárskoða vefjabita áður en farið er af stað með rannsóknir á próteinum þar sem aðferðirnar eru 

viðkvæmar. Mismunandi vefjaþættir innihalda mismunandi prótein og hafa þar af leiðandi mismunandi 

tjáningu (84). Í þessari rannsókn voru 49 vefjasýni útilokuð frá rannsókninni á grunni smásjárskoðunar. 

Miðað við þann fjölda er ekki hægt að útiloka að vefjasýnin hefðu haft áhrif á niðurstöður 

rannsóknarinnar hefðu þau verið keyrð með í SELDI. Æskilegt er því að smásjárskoða vefjabita fyrir 

prótein rannsóknir þar sem stórsætt mat á vefjabitum gefur takmarkaðar upplýsingar.  

Vankantar smásjárkoðunar eru fyrst og fremst vegna smásæs útlitis fersk frosinna vefjasýna, sem 

er ekki eins gott og í festum vef (86, 87). Á móti kemur að þegar frystir vefjabitar eru smásjárskoðaðir 

er hægt að hafa festan vefjabita úr sama æxli til hliðsjónar eftir þörfum. Smásjárskoðun felst fyrst og 

fremst í því að meta magn æxlis í sýninu þó aðrir þættir séu einnig metnir. Í þessari rannsókn voru 



  

52 

gæði frosnu sneiðanna almennt það góð að smásjárskoðun var vandræðalítil. Best væri að geta notað 

festan vef við prótein rannsóknir en samkvæmt Tangrea og félögum er það ekki æskilegt þar sem 

festing og vinnsla vefjarins veldur niðurbroti próteina (87).  

Í mörgum prótein rannsóknum á vef er vefurinn einungis skoðaður stórsætt (88, 89). Ekki fundust 

rannsóknir þar sem vefurinn er skoðaður smásætt á sama hátt og gert var í þessari rannsókn, þar sem 

frystiskorin var aðlæg sneið, lituð og skoðuð í smásjá fyrir prótein rannsóknir á fersk frosnum vef. Þær 

aðferðir sem eru hvað sambærilegastar eru aðferðir Zhuang og félaga og Zimmerman og félaga (84, 

90). Í báðum rannsóknunum er vefjagerðin staðfest með því að skoða æxlisvef í aðlægum formalín 

festum vefjabita en rannsóknin framkvæmd á fersk frosnum vef. Zhuang og félagar skoðuðu aðlægan 

bita með H&E litun en Zimmerman og félagar lituðu með mótefnalitunum fyrir smásjárskoðun. Í báðum 

greinunum er talað um mikilvægi þess að smásjárskoða og skilgreina vefinn vefjafræðilega fyrir prótein 

rannsóknir (84, 90). 

  

5.2 Magnmæling próteina 

Tölfræðilega marktækur munur reyndist vera á próteinstyrk milli allra nýrnaæxla og eðlilegra 

nýrnasýna. Benda niðurstöðurnar til þess að í æxlisvef myndist annað hvort færri prótein eða minna af 

þeim en í eðlilegum nýrnavef. Niðurstöðurnar eru athyglisverðar þar sem fyrirfram var gert ráð fyrir 

meira magni próteina í æxlisvef. Hins vegar eru æxlisfrumur oft mjög stórar, umfrymisríkar og 

innihalda glykógen (40, 84, 85). Líklegt er því að æxlisvefur innihaldi færri frumur en eðlilegur 

nýrnavefur sem gæti að einhverju leiti útskýrt minna próteinmagn í æxlisvef. Ekki reyndist vera 

tölfræðilega marktækur munur á próteinstyrk við samanburð annars vegar lággráðu æxla og hins 

vegar hágráðu æxla og eðlilegra nýrnasýna. Hafa ber í huga að fá sýni eru í hverjum æxlishóp sem 

gæti haft áhrif á niðurstöður tölfræðiprófsins. Til þess að sannreyna niðurstöðurnar þyrfti að 

framkvæma tölfræðipróf á stærra úrtaki. 

Aðferðin sem notuð var við magnmælinguna er vandasöm og því nokkrir þættir í framkvæmdinni 

sem geta haft áhrif á próteinstyrkinn. Pípettering er mikill óvissuþáttur þegar flot er tekið ofan af 

próteinbotnfalli. Passa þarf að reka pípettuoddinn alls ekki í botnfallið því þá getur það leysts upp og 

próteinin tapast. Einnig getur pípettering við blöndun efna verið óvissuþáttur. Ljósmælingin getur 

einnig haft áhrif á mismun mæligilda. Þar skipta dropastærð og myndun vökvasúlu miklu máli. Ef 

þessir tveir þættir eru ekki svipaðir í öllum mælingunum hefur það áhrif á gleypnina og þar af leiðandi á 

próteinstyrkinn sem reiknaður er út. Þessir þættir voru hafðir í huga við framkvæmd rannsóknarinnar 

og sýnin mæld í handahófskenndri röð til að hindra að mælingar ákveðinna rannsóknarhópa hefðu 

áhrif á niðurstöðurnar.  

Ekki fundust rannsóknir þar sem reiknaður er út próteinstyrkur vefjasýna fyrir mælingu á 

próteintjáningu með SELDI. Ekki fundust heldur rannsóknir þar sem próteinstyrkur æxlisvefjar og 

eðlilegs nýrnavefjar hefur verið borin saman.   
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5.3 Samkvæmni SELDI aðferðarinnar 

Aðferðir sem byggja á massarófi hafa á síðustu árum verið mikið notaðar við greiningu hugsanlegra 

æxlisvísa. Eitt af meginvandamálum sem rannsóknir grundvallaðar á þessum aðferðum glíma við er 

að erfitt er að sýna fram á samkvæmni aðferðanna. Þar af leiðir að áreiðanleiki þeirra verður lítill og er 

SELDI aðferðin þar ekki undanskilin (91). 

Með lítilli samkvæmni er átt við að þó sama sýnagerð sé notuð við greiningu tjáningar ákveðins 

sjúkdóms fást ekki endilega sömu niðurstöður þegar rannsóknin er endurtekin af öðrum eða sama 

rannsóknarhóp. Það eru því ekki endilega sömu próteinin sem reynast marktækt mistjáð í 

endurteknum rannsóknum. Einnig vísar lítil samkvæmni SELDI til þess þegar sama sýnið er sett á fleiri 

en einn blett á flögu getur fengist mismunandi tjáning milli bletta. Með öðrum orðum getur verið 

lítilsháttar munur á tjáningu próteina sama sýnis milli mismunandi blett á sömu flögu. Til marks um litla 

samkvæmni SELDI tóku Callesen og félagar (92) saman yfirlitsgrein um rannsóknir á æxlisvísum í 

sermi fyrir brjóstakrabbamein fundnir með SELDI. Þar kom fram að einungis 10 af 207 æxlisvísum 

komu fyrir í fleiri en einni rannsókn af 15 birtum greinum. Benda þeir á að þó sama sýnagerð sé notuð 

og markmiðið sé það sama þá eru niðursöðurnar mjög mismunandi. White og félagar (93) vilja meina 

að léleg endurtekningarhæfni SELDI stafi af því að aðferðin byggir á hlutfallslegu magni próteins í stað 

heildarmagni þess. Í sömu grein er fullyrt að eina leiðin til að meta samkvæmni SELDI aðferðarinnar 

sé að reikna út CV gagnanna (93). CV undir 0,6 telst ásættanlegt (93-97). Í þessari rannsókn var CV 

reiknað út frá meðaltals tjáningu tvímælinga valinna próteina allra vefjasýna og reiknaðist 0,26 ± 0,17, 

sem er vel innan marka.  

Margir þættir geta haft áhrif á samkvæmni SELDI aðferðarinnar og má þar nefna líffræðilegan 

breytileika milli sýna, misjöfn meðhöndlun sýna fyrir mælingu og í mælingu sem og ónákvæmni 

mælitækis. Fjölbreytileiki mannfólksins er mikill sem endurspeglar líffræðilegan breytileika sýna. Þættir 

eins og aldur, kyn, kynþáttur og líkamsástand geta haft áhrif á niðurstöður próteintjáningar. Áhrifum 

þessa þátta er ekki hægt að eyða eða breyta en hafa þarf þá í huga þegar úrtak er valið fyrir prótein 

rannsóknir. Meðhöndlun sýna fyrir mælingu, sýnataka og geymsla skiptir miklu fyrir niðurstöður 

rannsókna. Ganga verður úr skugga um að öll sýnin fái sömu meðhöndlun og geymslu til að draga úr 

áhrifum slíkra óvissuþátta. Við undirbúning sýna spilar mannlegi þátturinn stórt hlutverk við 

pípetteringu og aðra meðhöndlun. Má meðal annars nefna að ef ein flaga er meðhöndluð á annan hátt 

en hinar getur það valdið skekkju í niðurstöðunum. Flögurnar geta verið misjafnar milli lotunúmera og 

er því æskilegt að nota flögur úr sömu lotu í hverri rannsókn. Hægt er að draga úr áhrifum þessara 

þátta með því að setja sýnin handahófskennt á flögurnar og tví- til þrímæla hvert sýni. Hafa þarf í huga 

að hlutar SELDI tækisins, eins og laserinn, hafa takmarkaðan líftíma. Ef laserinn er orðinn lélegur 

getur það haft áhrif á upptöku próteina úr sýnunum og þar með á niðurstöður rannsóknarinnar (93). 

Aðrir þættir hafa verið skoðaðir með tillitti til áhrifa á próteintjáningu. Má þar nefna rannsókn 

Guðmundsdóttur og félaga (98) á áhrifum blóðþurrðar á vef fyrir mælingu á SELDI. Niðurstöður 

rannsóknarinnar bentu til að blóðþurrðartími allt upp í 60 mínútur hafi ekki veruleg áhrif á 

próteintjáninguna.  
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Ljóst er að fjölmargir þættir eins og tegundir og breytileiki sýna, undirbúningur sýna og flaga, og 

mælitækið sjálft geta haft áhrif á niðurstöður rannsókna. Þetta útskýrir að einhverju leiti hversu 

misleitar niðurstöður rannsókna eru og hversu erfitt er að fá samaskonar niðurstöður á sama efniviði. 

Jákvæð umræða um SELDI aðferðina hefur komið fram í nýlegum greinum þar sem bent er á að 

aðferðin er fljótleg og getur greint mörg sýni í einu (99, 100). Því ætti aðferðina að vera hentug við 

kerfisbundna leit mistjáðra próteina og nýta hana þannig sem fyrsta skrefið við leit að æxlisvísum. 

 

5.4 Samanburður nýrnaæxla við eðlileg nýrnasýni 

5.4.1 Samanburður allra æxlissýna við eðlileg nýrnasýni 
Samanburður, með pöruðu prófi, á próteintjáningu allra æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna var 

framkvæmdur á vefjasýnum frá 66 sjúklingum. Sjúklingarnir áttu annað hvort eitt (n=23), eða tvö 

(n=43), æxlissýni auk sýnis frá eðlilegum nýrnavef. Í heildina var því samanburðurinn framkvæmdur á 

175 vefjasýnum. Niðurstöður prófsins benda til að 32 prótein séu marktækt mistjáð milli nýrnaæxla og 

eðlilegs nýrnavefjar. Stærð þeirra er á bilinu 3.400 til 116.000 Da. Ekki fannst grein þar sem 

próteintjáning nýrnafrumukrabbameina og eðlilegs nýrnavefjar er fundin með SELDI, borin saman og 

stærð marktækra prótein birt. Því er ekki hægt að bera niðurstöðurnar saman við fjölda og stærð 

marktækra próteina í sambærilegum rannsóknum. Hins vegar hafa mörg mistjáð prótein verið nefnd 

og fundin með rafdrætti og áhugavert væri að finna út stærð þeirra og bera saman við niðurstöður 

þessarar rannsóknar.  

Nokkrar greinar hafa verið birtar þar sem SELDI aðferðin er notuð í tengslum við 

nýrnafrumukrabbamein en þar er próteintjáningin oftast skoðuð í sermi og í einstaka tilfellum í þvagi 

eða frumulínum. Hins vegar hafa verið framkvæmdar rannsóknir á samanburði tjáningar 

nýrnafrumuæxla og eðlilegs nýrnavefjar með öðrum aðferðum eins og tvívíðum rafdrætti (Two-

dimensional gel electrophoresis (2 – D Dige)). Raimondo og félagar báru saman próteintjáningu 20 

sjúklinga og fengu 100 marktækt mistjáð prótein (101). Sun og félagar skoðuðu tjáningu níu sjúklinga 

og uppskáru 16 mistjáð prótein (102). Lichtenfels og félagar framkvæmdu sinn samanburð á 16 

sjúklingum og fengu 84 mistjáð prótein (103). Siu og félagar báru saman próteintjáningu æxlissýnis og 

eðlilegs nýrnasýnis sem fundin var með MALDI, reyndust 324 prótein vera mistjáð (104). Í öllum 

ofantöldum rannsóknum var um að ræða eitt æxlissýni og eitt eðlilegt nýrnasýni frá sama sjúklingi og 

var samanburður próteintjáningar framkvæmdur með t-prófi. Þó aðferðin við greiningu próteintjáningar 

sé ekki sú sama í ofantöldum rannsóknum og í þessari rannsókn er sýnagerðin hins vegar sú sama. 

Styrkur þessarar rannsóknar fram yfir þær sem nefndar eru hér að ofan er meðal annars fólginn í 

fjölda sýna þar sem töluvert fleiri sýni voru skoðuð. Almenn vitneskja er að marktækni tölfræðiprófa 

verður takmarkaðri eftir því sem sýnin eru færri. Einnig er athyglisvert að sjá að fjöldi mistjáðra 

próteina er mjög breytilegur milli rannsókna þar sem rafdráttur er notaður. Styður það þá kenningu að 

prótein rannsóknir eru viðkvæmar sem og aðferðirnar sjálfar, eins og fjallað er um hér að framan. 

Hluta af þessum mismun má einnig skýra út frá misleitni vefjar og breytilegum fjölda sýna í 
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rannsóknunum. Sammerkt með öllum rannsóknunum er að mistjáð prótein milli nýrnaæxla og eðlilegs 

nýrnavefjar eru til staðar sem styður þá kenningu að raunverulegur munur sé í próteintjáningu. 

Mynstur fjögurra próteina sem aðgreinir próteintjáningu æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna með 

næmi 90,5% og sértæki 86,3% myndaðist í BPS. Athyglisvert er að bera saman næmi og sértæki 

mynstursins við prótein af stærðinni 14.705 Da sem er efsta próteinið í mynstrinu (sjá mynd 15) og því 

það mikilvægasta. Næmi þess reyndist vera 86,9% og sértækið 72,7%. Því er greinilegt að prótein í 

mynstri geta greint á milli nýrnaæxla og eðlilegs nýrnavefjar með betra næmi og sértæki en stakt 

prótein. Ekki fannst grein þar sem próteinmynstur nýrnakrabbameina hafa verið skoðuð eftir mat á 

próteintjáningu vefs á sambærilegan hátt. Áhugavert væri að fylgja mynstrinu eftir með rannsókn á 

öðru úrtaki og nota sömu aðferð og sjá hvort mynstur sömu próteina kæmi fram. Einnig væri áhugavert 

að athuga hvort prótein af stærðinni 14.705 Da gæti greint á milli æxlisvefjar og eðlilegs nýrnavefjar 

með svipuðu næmi og sértæki í öðru þýði og það gerir hér. Erfitt er að fullyrða um gildi bæði 

mynstursins og staka próteinsins fyrr en búið er að sannreyna niðurstöðurnar með frekari rannsóknum. 

Þau prótein sem vekja hvað mestan áhuga eru próteinin sem mynda próteinmynstur 

samanburðarins, 5.322 Da, 6.678 Da, 25.594 Da, 14.705 Da. Öll þessi prótein eru meira tjáð í 

eðlilegum nýrnavef og tvö þeirra, 25.594 Da og 14.705 Da, eru fjórum sinnum meira tjáð. Næstu skref 

væru að, raðgreina og bera próteinin saman við gagnagrunna sem innihalda upplýsingar um þekkt 

prótein. Skoða inní hvaða líffræðilegu ferli próteinin ganga og velta upp hugmyndum um hvernig þau 

gætu skipt máli fyrir meingerð nýrnakrabbameina.  

5.4.2 Samanburður æxla eftir meinafræðilegum þáttum við eðlilegan nýrnavef 
Samanburður æxla eftir meinafræðilegum þáttum við eðlilegan nýrnavef sýndi fram á að lítill sem 

engin munur er á fjölda marktækra próteina hvort sem skoðað er út frá kjarnagráðu eða stærð æxla. 

Benda niðurstöðurnar til þess að lítil breyting sé á fjölda mistjáðra próteina eftir versnandi 

meinafræðilegum þáttum. Þarft er að framkvæma samanburð æxla eftir meinafræðilegum þáttum við 

eðlilegan nýrnavef á stærra úrtaki til að sannreyna niðurstöðurnar. Ekki fundust greinar þar sem borin 

er saman próteintjáning eðlilegs nýrnavefjar við æxli eftir Fuhrman kjarnagráðu né stærð æxlanna eins 

og gert var í þessari rannsókn. Áhugaverð prótein eru af stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da þar sem 

þau eru tjáð fjórum sinnum meira í eðlilegum nýrnavef í öllum samanburðunum. Eitt prótein reyndist 

vera þrisvar sinnum meira tjáð í æxlisvef. Það er prótein af stærðinni 3.652 Da sem kom aðeins fram í 

samanburði lággráðu æxla og eðlilegra nýrnasýna. Í hinum samanburðunum reynist munurinn ekki 

vera marktækur. Frekari rannsóknir þyrfti að framkvæma á próteininu svo sannreyna mætti tengsl 

þess við lággráðu nýrnafrumukrabbamein. 

Próteinmynstur samanburðanna innihéldu þrjú til fimm prótein og var næmið og sértækið milli 80% 

og 90%. Mynstrin eru flest mynduð úr sömu próteinum og mynda próteinmynstur samanburðar allra 

æxlissýna og eðlilegra nýrnasýna.   

. 
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6 Ályktanir 

Niðurstöður smásjárskoðunar renna stoðum undir mikilvægi þess að smásjárskoða fersk frosin 

vefjasýni fyrir prótein rannsóknir. Aðferðirnar eru viðkvæmar og eykur smjásárskoðun gæði 

efniviðarins með útilokun ófullnægjandi sýna. Því má gera ráð fyrir að niðurstöður verði markvissari ef 

sýnin eru smásjárskoðuð. Í þessari rannsókn voru 49 vefjasýni útilokuð frá rannsókninni á grundvelli 

smásjárskoðunar þar sem þau uppfylltu ekki gæðakröfur.  

 

Samanburður á próteintjáningu eðlilegra nýrnasýna og allra æxlissýna bendir til að prótein af stærðinni 

14.705 Da geti greint á milli hópanna með næmi 86,9% og sértæki 72,7%. Mynstur fjögurra próteina 

getur aftur á móti greint þarna á milli með næmi 90,5% og sértæki 86,3%. Samanburður á 

próteintjáningu eðlilegra nýrnasýna og æxlissýna eftir meinafræðilegum þáttum bendir til að þrjú til 

fimm prótein í mynstri geti greint á milli hópanna með næmi og sértæki milli 80% og 90%. Sömu 

prótein mynda flest mynstrin og koma fyrir í samanburði allra æxlissýna og eðlilegs nýrnavefjar.  

 

Áhugaverð prótein eru af stærðinni 5.322 Da, 6.678 Da, 14.705 Da og 25.594 Da. Próteinin mynda 

mynstur sem greinir á milli eðlilegra nýrnasýna og allra æxlissýna. Flest þeirra koma einnig fyrir í 

próteinmynstrum sem greina á milli eðlilegra nýrnasýna og æxlissýna eftir meinafræðilegum þáttum. 

Próteinin eru öll yfirtjáð í eðlilegum vef í samanburði eðlilegra nýrnasýna og allra æxlissýna. Prótein af 

stærðinni 14.705 Da og 25.594 Da eru fjórum sinnum meira tjáð í eðlilegum nýrnavef í öllum 

samanburðunum. 
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Viðauki 1 

Frystiskurður fersk frosinn vefjasýna 

 

Festing H&E vefjasneiða  

1.  10% formalín í abs. alkóhóli     2 mín. 

2.  70% alkóhól       1 mín. 

3.  50% alkóhól      1 mín.  

 

Heamatoxylin og Eosin litunaraðferð 

1.    Skolað í vatni      5 mín. 

2.  Haematoxylin      6 mín. 

3.  Skolað í vatni      20-30 sek. 

4.  Aflitað í 1% Saltsýru í 70% alkóhóli   5-10 sek. 

5.  Skolað í vatni       1-2 mín. 

6.  Blámað í 1% ammoníaki    10 sek. 

7.  Skolað í vatni      2 mín. 

8.  Eosin       5 mín. 

9.  Alkóhól x2                  10-20 sek. 

10.  Xylene x2      3 mín. 

11.  Gengið frá með dekkgleri. 
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Viðauki 2 

Uppleysing vefjasýna 
 

Vefjabuffer 

9M urea [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, MO, USA] í 2% chaps [Sigma-Aldrich Co.LLC, St. Louis, 

MO, USA] í 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 í veg 

fyrir niðurbrot próteina, sett út í bufferinn og látin leysast upp fyrir notkun. 

 

Uppleysing vefjasýna 

1. Sýnaglös með vefjasneiðum voru tekin úr -80°C frystiskáp og sett á þurrís. 

2. 200 µl af vefjabuffer settur í sýnaglösin. Passa þarf að hann fari beint á vefinn og komi ekki við 

hliðar glassins.  

3. Sýnaglösin sett á hristar í 15 sekúndur.  

4. Sýnaglösin sett á vöggu í 30 mínútur meðan vefjabufferinn leysir vefjasneiðarnar upp. Glösin  

sett á hristara af og til í stutta stund.   

5. Sýnaglösin sett í skilvindu í 5 mínútur á hámarkshraða og flot tekið ofan af ef eitthvert botnfall 

myndast. Í rannsókninni var þessi liður aðferðarlýsingarinnar ekki framkvæmdur þar sem 

ekkert botnfall myndaðist. 

6. Uppleyst vefjasýnin sett aftur í -80°C frystiskáp til geymslu.  
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Viðauki 3 

Útfelling próteina fyrir magnmælingu 

 

Útfelling próteina fyrir staðalkúrfu 

1. Blanda litalausn þar sem 100 hlutar af litarefni A eru á móti 1 hluta af litarefni B. 

2. BSA sett í 2 ml eppendorf glös samkvæmt töflu. 

 

Tafla 10. Gerð staðalkúrfu  
Taflan sýnir magn BSA lausnar í hverju sýnaglasi við gerð staðalkúrfu fyrir útreiknaðan próteinstyrk við prótein magnmælingu 

vefjasýna. Í aftast reitnum sést útreiknaður próteinstyrkur í hverju sýnaglasi út frá prótein magni.   

Glas Magn BSA 

µl 

Próteinmagn 

µg 

Próteinstyrkur 

µg/ml 

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 

 

3. 100 µl af precipitant voru settir út í glösin, þau sett á hristara í 10 sekúndur. Látið hvarfast við 

stofuhita í 2-3 mínútúr. 

4. 100 µl af co-precipitant bætt í hvert glas og blandað á hristara í 5 sekúndur  

5. Glösin sett í skilvindu við 10.000 rpm í 5 mínútur. 

6. Próteinbotnfall myndaðist við botninn. 

7. Flot tekið varlega ofan af próteinbotnfallinu með pípettu. 

8. Glösin sett aftur í skilvinduna, skilið aftur niður við 10.000 rpm í 1 mínútu. Allur sjáanlegur 

vökvi tekinn ofan af botnfallinu með pípettu. 

9. Glösin sett í hitaskáp í 30 mín og sá vökvi sem varð eftir látinn gufa upp. 

10. 20 µl af koparlausn og 80 µl af eimuðu vatni bætt út í hvert glas, sett á hristara og blandað þar 

til botnfallið leystist upp.  

11. 200 µl af litalausn var sett í hvert glas, blandað strax saman á hristara í 10 sekúndur. 

12. Látið hvarfast við stofuhita í 15 – 20 mínútur 
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Útfelling próteina í vefjasýnum 

1. Blanda litalausn þar sem 100 hlutar af litarefni A eru á móti 1 hluta af litarefni B. 

2. 4µl af uppleystu vefjasýni sett í 2ml eppendorf glös.  

3. 100 µl af precipitant voru settir út í glösin, þau sett á hristara í 10 sekúndur. Látið hvarfast við 

stofuhita í 2-3 mínútur.  

4. 100 µl af co-precipitant bætt í hvert glas og blandað á hristara í 5 sekúndur.  

5. Glösin sett í skilvindu við 10.000 rpm í 5 mínútur. 

6. Próteinbotnfall myndaðist við botninn. 

7. Flot tekið varlega ofan af próteinbotnfallinu með pípettu. 

8. Glösin sett aftur í skilvinduna, skilið aftur niður við 10.000 rpm í 1 mínútu. Allur sjáanlegur      

vökvi tekinn ofan af botnfallinu með pípettu. 

9. Glösin sett í hitaskáp í 30 mínútur og sá vökvi sem varð eftir látinn gufa upp. 

10. 20 µl af koparlausn og 80 µl af eimuðu vatni bætt út í hvert glas, sett á hristara og blandað 

þar til botnfallið leystist upp.  

11. 200 µl af litalausn var sett í hvert glas, blandað strax saman á hristara í 10 sekúndur 

12. Látið hvarfast við stofuhita í 15 – 20 mínútur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

66 

Viðauki 4 

Magnmæling próteina 
 

Prótein magnmæling  

1. Ljósmælirinn stilltur af með 2 µl af eimuðu vatni 

2. Bylgjulengdin, 480 nm, valin og ljósmælirinn kvarðaður með 2 µl af eimuðu vatni 

3. 2 µl af sýni settir á neðri mæliflipa ljósmælisins, efri mæliflipinn settur yfir og ljósmælt 

4.  Hvert sýni var ljósmælt tvisvar og meðaltal mælinganna notað við útreikning á próteinstyrk 

 
Útreikningur próteinstyrks 

Við útreikning á próteinstyrk sýnanna var notuð jafnan y = a+bx eða x = (y-a)/b. y er gleypni sýnis, a er 

gleypni 0 styrks staðalssýnis og b er hallatalan. 

 

Styrkur í mæliglasi: 

(Gleypni við 480nm – gleypni 0 styrks staðalkúrfusýnis við 480nm) / hallatölu 

 

Umreiknaður styrkur vegna þynningar: 

(Styrkur í mæliglasi * rúmmál mælingar)/magni sýnis  
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Tafla 11. Niðurstöður magnmælingar allra vefjasýna 
Taflan sýnir útreiknaðan próteinstyrk út frá meðaltals próteinmagni tvímælinga allra vefjasýnanna. Einnig sést meðaltal og 

staðalfrávik á umreiknuðum próteinstyrk v/ þynningar hvers rannsóknarhóps.  

Rannsóknar 

númer 

Rannsóknar- 

hópur 

Æxlishlutfall

% 

Stærð

cm 

Fuhrman 

gráða 

Styrkur mældra sýna í µg/ml

í mæliglasi umreiknað 
v/þynningar 

10T Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 35,31 529,63

17T Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 50,31 754,65

18T Jaðarsýni 50-60%  L-H nær L 50,33 754,91

22T Jaðarsýni 70-80%  L-H 50,31 754,63

25T Jaðarsýni 70-80%  L-H 50,34 755,08

30T Jaðarsýni 70-80%  L-H 26,91 403,70

33T Jaðarsýni 60-70%  H? 28,40 425,93

39T Jaðarsýni 80-90%  L-H nær H 50,32 754,84

41T Jaðarsýni 60-70%  L-H 10% H 50,32 754,79

73T Jaðarsýni 70-80  L-H nær H 53,33 800,00

78T1 Jaðarsýni 40-50%  L-H 56,67 850,00

78T2 Jaðarsýni 70-80%  L-H 48,89 733,33

80T1 Jaðarsýni 80-90%  L-H 60,00 900,00

89T1 Jaðarsýni 70-80%  L+H 30% H 41,67 625,00

89T2 Jaðarsýni 70-80%  L-H 40,00 600,00

90T2 Jaðarsýni 60-70%  L-H 37,50 562,50

93T2 Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 38,33 575,00

96T1 Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 40,00 600,0

96T2 Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 40,83 612,50

99T2 Jaðarsýni 80-90%  L-H nær H 24,17 362,50

101T1 Jaðarsýni 70-80%  L+H 5% H 51,67 775,00

107T1 Jaðarsýni 70-80%  L-H 86,67 1300,00

115T2 Jaðarsýni 80-90%  L+H 40% H 76,00 1140,00

116T1 Jaðarsýni 60-70%  L+H 10% H 57,33 860,00

116T2 Jaðarsýni 70-80%  L+H 40% H 73,33 1100,00

119T1 Jaðarsýni 70-80%  L-H 70,67 1060,00

119T2 Jaðarsýni 70-80%  L-H 78,67 1180,00

126T1 Jaðarsýni 80-90%  L-H 71,43 1071,43

126T2 Jaðarsýni 50-60%  L-H 79,05 1185,71
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129T1 Jaðarsýni 70-80%  L+H 10% H 68,57 1028,57

129T2 Jaðarsýni 50%  H 19,05 285,71

130T1 Jaðarsýni 60-70%  L+H 15% H 28,57 428,57

139T1 Jaðarsýni 50-60%  L-H 43,81 657,14

140T1 Jaðarsýni 80-90%  L-H 39,05 585,71

140T2 Jaðarsýni 80-90%  L-H 32,38 485,71

143T1 Jaðarsýni 80-90%  L-H nær H 47,62 714,29

145T1 Jaðarsýni 70-80%  L+H 15% H 45,71 685,71

145T2 Jaðarsýni 70-80%  L+H 20% H 44,76 671,43

     N 38

     Meðaltal 745,37

     Staðalfrávik 248,30

19T Lággráðu æxli 50-60% <7 cm Lággráða 50,31 754,58

36T Lággráðu æxli 60-70% <7 cm Lággráða 28,89 433,33

58T Lággráðu æxli 70-80 <7 cm Lággráða 42,22 633,33

62T Lággráðu æxli 70-80 <7 cm Lággráða 55,56 833,33

68T Lággráðu æxli 80-90 <7 cm Lággráða 25,56 383,33

71T Lággráðu æxli 60-70 <7 cm Lággráða 41,11 616,67

76T Lággráðu æxli 60-70 <7 cm Lággráða 61,11 916,67

77T1 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 44,44 666,67

77T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 37,78 566,67

79T1 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 51,11 766,67

79T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 55,56 833,33

92T1 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 32,50 487,50

92T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 37,50 562,50

97T1 Lággráðu æxli 70-80% <7 cm Lággráða 43,33 650,00

97T2 Lággráðu æxli 70-80% <7 cm Lággráða 42,50 637,50

104T1 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 76,67 1150,00

104T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 63,33 950,00

114T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 49,33 740,00

123T1 Lággráðu æxli 60-70% <7 cm Lággráða 40,00 600,00

123T2 Lággráðu æxli 70-80% <7 cm Lággráða 39,05 585,71

128T1 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 39,05 585,71

128T2 Lággráðu æxli 80-90% <7 cm Lággráða 37,14 557,14

142T1 Lággráðu æxli 70-80% <7 cm Lággráða 29,52 442,86
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142T2 Lággráðu æxli 70-80% <7 cm Lággráða 24,76 371,43

1T Lággráðu æxli 60-70% >7 cm Lággráða 27,65 414,82

2T Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 31,85 477,78

3T Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 28,89 433,33

5T Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 28,89 433,33

12T Lággráðu æxli 70-80% >7 cm Lággráða 50,30 754,51

61T Lággráðu æxli 50-60 >7 cm Lággráða 45,56 683,33

80T2 Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 53,33 800,00

103T1 Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 33,33 500,00

103T2 Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 51,67 775,00

106T1 Lággráðu æxli 60-70% >7 cm Lággráða 88,33 1325,00

106T2 Lággráðu æxli 60-70% >7 cm Lággráða 81,67 1225,00

110T1 Lággráðu æxli 70-80% >7 cm Lággráða 50,00 750,00

110T2 Lággráðu æxli 70-80% >7 cm Lággráða 51,67 775,00

115T1 Lággráðu æxli 60-70% >7 cm Lággráða 80,00 1200,00

144T1 Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 33,33 500,00

144T2 Lággráðu æxli 80-90% >7 cm Lággráða 30,47 457,14

     N 40

     Meðaltal 680,73

     Staðalfrávik 237,49

11T Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 50,32 754,80

29T Hágráðu æxli 60-70% <7 cm Hágráða 24,44 366,67

34T Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 23,95 359,26

37T Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 50,32 754,77

40T Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 50,33 754,89

44T1 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 46,67 700,00

44T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 34,44 516,67

46T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 47,78 716,67

46T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 71,11 1066,67

57T1 Hágráðu æxli 60-70% <7 cm Hágráða 41,11 616,67

57T2 Hágráðu æxli 60-70% <7 cm Hágráða 45,56 683,33

64T Hágráðu æxli 80-90 <7 cm Hágráða 45,56 683,33

67T Hágráðu æxli 60-70 <7 cm Hágráða 46,67 700,00

72T Hágráðu æxli 70-80 <7 cm Hágráða 57,78 866,67

83T Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 52,50 787,50
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84T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 48,33 725,00

84T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 41,67 625,00

87T1 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 42,50 637,50

87T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 47,50 712,50

100T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 78,33 1175,00

100T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 66,67 1000,00

101T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 75,00 1125,00

105T1 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 78,33 1175,00

105T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 51,67 775,00

107T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 66,67 1000,00

111T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 49,33 740,00

111T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 65,33 980,00

112T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 40,00 600,00

112T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 49,33 740,00

113T1 Hágráðu æxli 40-50% <7 cm Hágráða 33,33 500,00

113T2 Hágráðu æxli 60-70% <7 cm Hágráða 100,00 1500,00

124T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 57,14 857,14

124T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 29,52 442,86

130T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 30,48 457,14

132T1 Hágráðu æxli 30-40% <7 cm Hágráða 13,33 200,00

132T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 23,81 357,14

135T1 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 42,86 642,86

135T2 Hágráðu æxli 70-80% <7 cm Hágráða 26,67 400,00

143T2 Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 45,71 685,71

7T Hágráðu æxli 80-90% <7 cm Hágráða 32,35 485,19

8T Hágráðu æxli 50-60% >7 cm Hágráða 30,37 455,56

13T Hágráðu æxli 50-60% >7 cm Hágráða 50,32 754,76

14T Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 34,44 516,67

16T Hágráðu æxli 50-60% >7 cm Hágráða 50,32 754,78

24T Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 50,32 754,77

27T Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 30,62 459,26

31T Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 32,84 492,59

32T Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 29,38 440,74

35T Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 26,42 396,30

42T2 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 50,31 754,68
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43T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 58,89 883,33

43T2 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 56,67 850,00

48T1 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 30,00 450,00

48T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 43,33 650,00

53T1 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 71,11 1066,67

54T1 Hágráðu æxli 50% >7 cm Hágráða 12,22 183,33

54T2 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 31,11 466,67

55T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 42,22 633,33

55T2 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 37,78 566,67

69T Hágráðu æxli 60-70 >7 cm Hágráða 60,00 900,00

74T Hágráðu æxli 80-90 >7 cm Hágráða 53,33 800,00

82T Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 44,44 666,67

85T1 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 34,17 512,50

85T2 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 36,67 550,00

86T1 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 39,17 587,50

86T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 40,00 600,00

88T1 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 36,67 550,00

88T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 35,00 525,00

91T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 50,83 762,50

91T2 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 46,67 700,00

93T1 Hágráðu æxli 40-50% >7 cm Hágráða 43,33 650,00

95T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 50,83 762,50

95T2 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 55,56 833,33

98T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 50,00 750,00

98T2 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 55,83 837,50

99T1 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 30,00 450,00

102T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 81,67 1225,00

108T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 120,00 1800,00

109T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 95,00 1425,00

109T2 Hágráðu æxli 40-50% >7 cm Hágráða 75,00 1125,00

117T1 Hágráðu æxli 50-60% >7 cm Hágráða 70,67 1060,00

117T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 57,33 860,000

120T1 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 60,00 900,00

120T2 Hágráðu æxli 60-70% >7 cm Hágráða 60,00 900,00

131T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 62,86 942,86
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133T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 7,62 114,29

133T2 Hágráðu æxli  >7 cm Hágráða 53,33 800,00

134T1 Hágráðu æxli 70-80% >7 cm Hágráða 22,86 342,86

134T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 63,81 957,14

141T1 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 43,81 657,14

141T2 Hágráðu æxli 80-90% >7 cm Hágráða 38,10 571,43

      N 91

      Meðaltal 719,94

      Staðalfrávik 279,49

 Öll æxlissýni   N 169

        Meðaltal 716,38

        Staðalfrávik 262,14

108N Eðlilegur nýrnavefur       91,67 1375,00

109N Eðlilegur nýrnavefur       60,00 900,00

110N Eðlilegur nýrnavefur       42,22 633,33

112N Eðlilegur nýrnavefur       57,33 860,00

115N Eðlilegur nýrnavefur       77,33 1160,00

117N Eðlilegur nýrnavefur       77,33 1160,00

119N Eðlilegur nýrnavefur       74,67 1120,00

120N Eðlilegur nýrnavefur       60,00 900,00

123N Eðlilegur nýrnavefur       49,52 742,86

124N Eðlilegur nýrnavefur       50,48 757,14

128N Eðlilegur nýrnavefur       40,00 600,00

129N Eðlilegur nýrnavefur       37,14 557,14

130N Eðlilegur nýrnavefur       76,19 1142,86

131N Eðlilegur nýrnavefur       16,19 242,86

132N Eðlilegur nýrnavefur       53,33 800,00

133N Eðlilegur nýrnavefur       60,95 914,29

134N Eðlilegur nýrnavefur       36,19 542,86

135N Eðlilegur nýrnavefur       16,19 242,86

139N Eðlilegur nýrnavefur       47,62 714,29

140N Eðlilegur nýrnavefur       39,05 585,71

142N Eðlilegur nýrnavefur       28,57 428,57

143N Eðlilegur nýrnavefur       52,38 785,71

144N Eðlilegur nýrnavefur       33,33 500,00
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145N Eðlilegur nýrnavefur       38,10 571,43

         N 66

         Meðaltal 825,89

         Staðalfrávik 289,29
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Viðauki 5 

Mat á próteintjáningu með SELDI 
 

Buffer fyrir mælingu próteintjáningar 

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

 
Framkvæmd mælingar á próteintjáningu 

1. 100 µl af buffer pípettað á hverja flögu og sett á hristara í 5 mínútur. Buffernum hellt af og 

skrefið er endurtekið.  

2. 90 µl af buffer pípettað á hverja flögu. 

3. 10 µl af sýni pípettað á hverja flögu. Sýnunum var raðað handahófskennt á flögurnar 

samkvæmt töflu 10. 

4. Flagan sett á vöggu í 60 mínútur. 

5. Öllu hellt af flögunum og 150 µl af buffer sett á hverja flögu. Flagan sett á hristara í 5 mínútur 

og öllu hellt af. Skrefið er endurtekið tvisvar.  

6. 200 µl af HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ) pípettað á hverja flögu, 

sett á hrisstara í eina mínútu. Skrefið er endurtekið.  

7. Flögurnar látnar þorna við stofuhita í 10 – 15 mínútur.  

8. SPA undirbúið samkvæmt aðferðalýsingu og 0,6 µl pípettað á hverja flögu, látið þorna og 

skrefið svo endurtekið. 

9. Flögurnar látnar þorna við stofuhita.  

10. Flögurnar settar í SELDI-TOF tækið. 

11. Tækið matað á meinafræðilegum upplýsingum um sýnin eftir því sem við átti. 

12. Tækið stillt með tilliti til grunnlínu (baseline) og bakgrunnstruflana (signal to noise). 

13. Gögnin stöðluð (normalization).   

14. SELDI tækið sett af stað. 

 

Sinapinic sýra fyrir mælingu próteintjáningar  

Mettuð sinapinic sýra (SPA) leyst upp í 50% acetonítríl sem inniheldur 0,5% af trifluoroacetic sýru. 
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Tafla 12. Uppröðun sýna á SELDI flögur  
Taflan sýnir handahófskennda röðun vefjasýna á flögur fyrir SELDI keyrslu. Hver blettur á flögu er einkenndur með bókstöfum 

frá A til H. Efsta línan á hverri flögu gefur til kynna númer flögunnar. Þannig er hægt að merkja hvaða sýni fer á hvaða stað. 

Önnur línan í hverri flögu gefur til kynna af hvaða gerð 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 143T1 126T2 143N 139T 101T1 144T2 141T2 1T 29T 144N 95T2 

132T2 141N 98N 55T1 7T 95N 102N 35T 74T 140N 129N 114N 

142T1 91T2 99T2 3T 103N 116N 103T2 111T2 123T1 6T 11T 8T 

86T1 16T 109T1 112T1 108T2 114T2 18T 107T1 89T2 81N Control 53N 

117N 120N 48N 54N 79N 53T1 44N 145N 19T 129T1 93T2 106T1 

117T2 24T 107N 96N 139N 110N 89T1 110T1 83T 58T 67T 46N 

106T2 17T 112T2 21T 62T 115T2 77T2 92T2 105T1 85N 120T2 55T2 

145T1 50N 87N 132T1 144T1 109T2 Control 98T2 101N 86T2 85T2 143T2 

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

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

143T2 85T2 86T2 101N 98T2 Control 109T2 144T1 132T1 87N 50N 145T1 

55T2 120T2 85N 105T1 92T2 77T2 115T2 62T 21T 112T2 17T 106T2 

46N 67T 58T 83T 110T1 89T1 110N 139N 96N 107N 24T 117T2 

106T1 93T2 129T1 19T 145N 44N 53T1 79N 54N 48N 120N 117N 

53N Control 81N 89T2 107T1 18T 114T2 108T2 112T1 109T1 16T 86T1 

8T 11T 6T 123T1 111T2 103T2 116N 103N 3T 99T2 91T2 142T1 

114N 129N 140N 74T 35T 102N 95N 7T 55T1 98N 141N 132T2 

95T2 144N 29T 1T 141T2 1442 101T1 139T1 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 

143T2 73T 72T 20T 33T 124N 124T1 107T2 37T 82N 84T2 123N 

48T2 104N 88T2 126N 22T Control 25T 87T2 128N 98T1 5T 115N 

44T2 97N 131T1 135N 80T1 103T1 104T1 126T1 105T2 130T2 112N 116T1 

40T 119T2 79T1 96T1 90T2 128T1 132N 102T1 134T2 42T2 43T1 131N 

129T2 54T2 133N 69T 117T1 100N 91N 141T1 104T2 55N 92N 133T1 

46T1 135T1 30T 41T 142N 142T2 90N 128T2 88N 2T 27T 32T 

100T1 78N 96T2 135T2 116T2 78T1 119T1 71T 14T 41N 101T2 46T2 

64T 130T1 Control 92T1 84T1 57T1 97T2 43N 133T2 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 133T2 43N 97T2 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 104T2 141T1 91N 100N 117T1 69T 133N 54T2 129T2 

131N 43T1 42T2 134T2 102T1 132N 128T1 90T2 96T1 79T1 119T2 40T 

116T1 112N 130T2 105T2 126T1 104T1 103T1 80T1 135N 131T1 97N 44T2 

115N 5T 98T1 128N 87T2 25T Control 22T 126N 88T2 104N 48T2 

123N 84T2 82N 37T 107T2 124T1 124N 33T 20T 72T 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 77T1 44T1 76N 82T 57T2 106N 34T 80N 77T1 44T1 76N 

88T1 113T1 95T1 134N 109N 87T1 39T 140T2 88T1 113T1 95T1 134N 

113T2 120T1 115T1 100T2 131T2 49N 111T1 Control 113T2 120T1 115T1 100T2 

108N 110T2 124T2 99T1 31T 43T2 91T1 76T 108N 110T2 124T2 99T1 

99N 86N 130N 93T1 93N 94N 61T 48T1 99N 86N 130N 93T1 

68T 140T1 57N 12T 77N Control 84N  68T 140T1 57N 12T 

1170286988 1170286989 1170286990 1170286991 1170286692       

CM10 CM10 CM10 CM10 CM10 Blank Blank Blank Blank Blank Blank Blank 

78T2 79T2 145T2 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       


