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Greining DNA skemmda i frystum og 6frystum stofnfrumueiningum og einkjarnafrumum ar
heilblédseiningum

David Olafsson®, Bjarki Gudmundsson?, Hans Guttormur bormar>*, HIif Steingrimsdéttir®,

Olafur E. Sigurjénsson®, J6n Jéhannes Jénsson®*, Anna Margrét Halldérsdottir®.

'Laeknadeild HI, *Erfda- og sameindalaeknisfraedideild LSH, °Lifefna- og sameindaliffraedistofa
leknadeild HI, “Lifeind ehf , °Blé8lekningadeild LSH, °Blédbankinn LSH.

Inngangur: Eigin stofnfrumuigradsla (ESFI) er medferd sem byggir & blédmyndandi stofnfrumum
ar bloai sjuklings. Stofnfrumueiningar eru frystar i dimetylsalfoxidlausn (DMSO), vid -156°C, fram
ad inngjof. Ekki liggja fyrir miklar upplysingar um erfdaefnisskemmdir i stofnfrumueiningum.
Tvividur patthadur rafdrattur (2D-SDE) er adferd sem greinir margvislegar erfoaefnisskemmdir i
floknum Kkjarnsyrusynum, m.a. einpatta- og tvipattbrot sem og myndun skemmda sem valda
bogamyndun & DNA sameindum eda afmyndun i einpatta DNA. Markmid rannsdknar var ad greina
erfdaefniskemmdir i ferskum og frystum frumum, med 2D-SDE, Gr ESFI sjiklingum
(stofnfrumugjéfum) og heilbrigdum blédgjofum.

Efnividur og adferdir: Efnividur rannsoknar var pripaettur: 1) einkjarnafrumur ar heilbl6dsgjofum
fyrir og eftir frystingu (n=6), 2) einkjarnafrumur Ur stofnfrumueiningum fyrir og eftir frystingu
(n=2), og 3) einkjarnafrumur ur bl6dsynum stofnfrumugjafa tekin fyrir sofnun. Erfdaefni var
einangrad Ur hverju syni og 2D-SDE greining gerd til pess ad greina og meela erfdaefnisskemmdir.
Nidurstodur: Ekki vard greinanleg aukning a erfdaefnisskemmdum vid frystingu & frumum fra
heilbl6di eda stofnfrumueiningum. Magn erfdaefnisskemmda i 6frystum einkjarnafrumum fra
heilblddsgjofum reyndist mjog mismunandi, tvd syni voru nanast 6skemmd en i fjérum synum
greindust hins vegar meiri erfdaefnisskemmdir (bognar sameindir og/eda einpatta brot) en vanst var.
[ blédsynum fra ESFI sjiklingum greindust 6likar tegundir skemmda, bognar DNA sameindir hja
6drum sjuklingnum en hja hinum tvipatta brot.

Umradur: Nidurstodur ar blodsynum ESFI sjiklinga ma moégulega rekja sértaekt til lyfjamedferdar
sem gefin var 9-10 dégum fyrir synatdku. Ahugavert veari ad rannsaka pad frekar m.t.t. rétunar i
kjolfario & igredslu og arangur medferdar. Samkveemt okkar nidurstédum virdist frysting a
einkjarnafrumum ekki valda greinilegri aukningu & erfoaefnisskemmdum. Skemmdir sem greindust i
Ofrystum frumum ur heilblodi geetu endurspeglad ad ,,buffy coat” einingar, sem frumurnar voru
einangradar ur, eru geymdar yfir nott vid herbergishita sem er st6dlud adferd vid vinnslu &

bl6adflégueiningum.



Skammstafanir

2D-SDE: e. Two dimensional strandness dependent electrophoresis.
AP site: e. Apurinic site

BFU-E: e. Burst forming unit - Erythroid

CFU-GM: e. Colony forming unit — Granulocyte Monocyte
DMSO: Dimetylsulfoxio

DNA: e. Deoxyribonucleic acid

DSB: e. Double stranded breaks

EBMT: e. European Group for Blood and Marrow Transplantation
EDTA: e. Ethylenediaminetetraacetic acid

ESFI: Eigin stofnfrumuigraedsla

G-CSF: e. Granulocyte — Colony stimulating factor

HES: Hydroxyetyl sterkja

MMR: e. Mismatch repair

SCE: e. Sister chromatid exchange

SSB: e. Single stranded breaks

SSBR: e. Single stranded break repair

sSDNA: e. single stranded DNA

TBE: Tris, borsyra og EDTA

TE: Trisog EDTA

TEMED: e. Tetramethylethylenediamine

TLE: e. Tris and low EDTA

TUNEL.: e. TdT-mediated dUTP nick end labeling



1 Inngangur
1.1. Eigin stofnfrumuigraedsla

Eigin stofnfrumuigraedsla (ESFI) er medferd sem byggir & séfnun bl6dmyndandi stofnfruma ar blodi
sjuklings i sjukdoémshléi og frystivardveislu fruma fram ad inngjof eftir mergbalingu med
frumudrepandi lyfjum. Fra pvi ad mogulegt vard ad safna eigin stofnfrumum ar bl6di hefur pad naer
algjorlega rutt eigin beinmergsigraedslum til hlidar og pvi mun ESFI i eftirfarandi texta alltaf visa til
medferdar med stofnfrumum séfnudum ur blodi. Til einféldunar ma gréflega skipta medferdinni i
fjora hluta; tilferslumedferd, sofnun, frystivardveislu og inngjoéf. Fjallad verdur nanar um hvern
hluta i videigandi undirkéflum (1.3-1.6).

Island er medlimur i Evropsku stofnfrumuigradslusamtokunum (e. European Group for
Blood and Marrow Transplantation, EBMT). ESFI eru eina gerdin af stofnfrumuigraedslum sem
framkvaemdar eru & Landspitala Haskolasjlkrahtsi (LSH). Fyrsta ESFI & LSH var gerd arid 2004 en
sidan pa hafa verid framkvaemdar fleiri en 100 igreedslur. Fram ad pvi hofou flestar igraedslur farid
fram i Svipjod likt og tidkast enn med 6samgena beinmergsigraedslur. Algengustu abendingar fyrir

ESFi & islandi eru mergfrumuaxli og eitilfrumukrabbamein.

Rannsdknir & sjotta og sjounda aratug sidustu aldar bentu til ad bl6dmyndandi stofnfrumur
getu flust Gr beinmerg og borist um med blédras likamans.? Vegna pess hve litid magn
bl6dmyndandi stofnfruma finnst i bl6di vid venjulegar adstedur var i byrjun meiri ahugi & pvi ad
safna stofnfrumum beint Gr beinmerg. Pad var ekki fyrr en med tilkomu og préun sirennslis
blodfrumuskiljunar (e. Continuous-flow apheresis) sem stofnfrumur Gr bl6di urdu raunverulegur

valkostur vid beinmergsastungu.

[ kjolfarid voru framkvamdar tilraunir & tviburum en ekki nadist ad syna fram & skammtima
né langtima rotun stofnfruma og var naudsynlegt ad gripa til beinmergsigreedslu. Orsok pessarar
lelegu atkomu var talin litid magn blédmyndandi stofnfruma i safni. Til pess ad séfnun stofnfruma ur
blodi geeti ordid raunverulegur valkostur fyrir kliniska medferd var ljost ad auka pyrfti endanlegar
heimtur bl6dfrumuskiljunar, t.d. med pvi ad lengja séfnunartimann. Frystivardveisluferill fyrir
sofnunarafurdir ar bl6oi, sem hofst vid lok attunda aratugarins, opnadi fyrir moéguleikann & pvi ad
safna stofnfrumum ar sjuklingnum sjalfum til inngjafar sidar m.6.0. eigin stofnfrumuigraedslu. Fyrsta
ESFI var gerd & Englandi arid 1981 en ekki tokst ad ad syna fram & langtima rétun p6 endurheimt &
edlilegri blodmyndun veeri hréd. Arid 1986 var fyrstu langtima rétun eftir ESFI lyst og & arunum sem

eftir fylgdu birtust fleiri lysingar 4 vel heppnudum igradslum.?

pratt fyrir arangur i Kjolfar préunar & blodfrumuskiljun og frystivardveislu var litid magn

stofnfruma i bldoi 6paegur ljar i pafu pvi allar medferdardaetlanir sem byggdu & séfnun ar blédi voru
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ohjakvemilega mun punglamalegri samanborid vid beinmergsastungu. Pad urdu pvi timamot &
niunda og tiunda aratugnum pegar synt var fram a ad gjof G-CSF (e. Granulocyte colony stimulating
factor) vaxtarpatta leiddu til aukningar & magni bl6dmyndandi stofnfruma i blddi. bessi uppgdtvun
leiddi til pess ad ESFI 68ladist endanlega sess sem raunhaf og &rangursrik medferd.?

1.2. Bl6dmyndandi stofnfrumur

Frumuhluti blods, p.e. raudkorn, hvitkorn og blodflogur, verda til vid frumufjélgun og proskun
stofnfruma i beinmerg. Vid frumuskiptingu fjolhaefra stofnfruma myndast tveer dotturfrumur sem
hafa mismunandi 6rlég, 6nnur vidhelst sem fjolhef stofnfruma & medan hin sérhafist og myndar
forstigsfrumur fyrir sérhaefdari hluta bl6ds, t.d. eitilfrumur eda raudkorn. Orumhverfi beinmergs er
mikilveegt fyrir vidhald og stadsetningu stofnfruma i merg pa sérstaklega samskipti forstigsfruma,
beinkimfruma (e. osteoblast) og stodfruma i merg, t.d. i gegnum VCAM-1 a stodfrumum og VLA-4

& forstigsfrumum.>*

Vid proskun fruma breytist tjaning yfirbordsprotina svo haegt er ad flokka frumur i frekari
undirflokka eftir proska og hlutverki.® Hefd er fyrir pvi ad tala um jakvaedar (+) eda neikvadar (-)
frumur m.t.t. tjaningar akvedins yfirbordsprotins. Sem demi ma nefna ad frumur sem tjad CD45
sameindina a frumuyfirbordi sinu flokkast sem CD45 jakvadar (CD45+).

Fjoldi CD34+ fruma hefur reynst mikilveegasti kliniski melikvardinn & myndun hvitkorna og
blédflaga i kjolfar igredslu. Oftast er midad vid ad magn stofnfrumuskammts innihaldi 2,5-5,0x10°
CD34+/kg sjuklings.”

CD34+ frumur eru sundurleitur hopur misproskadra fruma en tilraunir til ad skilgreina
nakvaemlega hvada CD34+ undirhdpur skiptir mestu mali, i klinisku samhengi, hafa ekki borid
arangur.® CD34 tjaning hefur pvi hlutverk sem 6beinn mealikvardi & magn blé6dmyndandi stofnfruma
i stofnfrumueiningu en synt hefur verid fram & ad stofnfrumueiningar, par sem valid hefur verid fyrir
CD34+/Thy-1+ frumum, geta valdid varanlegri bl6dmyndun i kjolfar igreedslu.” b6 eru visbendingar

um tilvist stofnfruma sem tja ekki CD34, eda tja CD34 i 6greinanlegu magni.”™*

1.3. Tilferslumeofero

Stodfrumur og beinkimfrumur tja bindilinn SDF1 (CXCL12) sem binst CXCR4 vidtaka &
blodmyndandi stofnfrumum. Samskipti CXCR4 og SDF1 i beinmerg eru flokin og hafa reynst
mikilvaegt lyfjaskotmark fyrir tilferslu CD34+ fruma Gr merg i bl6d.*** Sérhaefd lyf sem hafa ahrif &
SDF1 og CXCR4 samskipti i beinmerg eru G-CSF vaxtarpattir og CXCR4 vidtakahemlar.*



G-CSF orvar fjolgun fruma, m.a. CD34+ fruma, asamt pvi ad valda feekkun & SDF1 og
CXCRA4. bau ahrif eru tvipeett pvi annars vegar orvar G-CSF losun & proteésum sem brjota nidur
SDF-1 og VCAM-1 i beinmerg og hins vegar veldur G-CSF breyttri tjaningu CXCR4 og SDFL1. petta

veldur pvi stofnfrumur finnast i auknu magni i bl6i.>**?

Plerixafor er smasameind sem veldur afturkraefri hindrun & CXCR4 og kemur pannig i veg
fyrir bindingu CXCR4+ fruma vid SDF-1 i beinmerg. Lyfid var upprunalega &tlad sem HIV-lyf par
sem CXCR4 er mikilveegur pattur i meingerd HIV en fasa | rannsoknir syndu fram & ad lyfid olli
hvitfrumufjolgun i blodi. Lyfid reyndist valda aukningu & CD34+ frumu i bl6di an mikilla
aukaverkana.'>** Plerixafor gefid med G-CSF veldur samlegdaréhrifum & tilferslu CD34+ fruma ur

merg i bl68.%"

Medhodndlun med frumudrepandi lyfjum orvar flutning CD34+ fruma Ur merg i bl6d og pvi er
pad oft nytt med pvi hefja tilfeerslumedferd med frumudrepandi medferd og gefa svo G-CSF i

kjolfarid. Algengasta lyfid sem er notad i pessum tilgangi er cyclofosfamid.**+*°

G-CSF vaxtarpeettir, t.d. filgrastim (Neupogen®), eru fyrsti kostur vid tilfeerslumedferd og oft
ba i kjolfarid & medferd med frumudrepandi lyfjum.>*>*" Plerixafor er einkum notad pegar fyrri
tilferslumedferdir hafa ekki tekist eda pegar gert er rad fyrir ad sjuklingur muni svara illa

hefdbundinni tilferslumedferd, t.d. sskum aldurs eda fyrri mergbzalandi medferda.'’*®

1.4. S6fnun

Sofnun hefst pegar magn CD34+ fruma i blodi hefur nad akvednum vidmidunargildum. A islandi er
midad vid 20x10° CD34+/L, en pad hefur forspérgildi fyrir lokamagn sofnunar.®*?° Markmid
sofnunar & Islandi er ad safna a.m.k. 5,0x10° CD34+ frumum/kg sjiklings sem myndi pa teljast sem
einn skammtur. [ akvednum tilfellum er safnad tveimur skommtum t.d. hja sjoklingum med

mergfrumuaexli.t”*!

So6fnun stofnfruma ur sjuklingi grundvallast & adskilnadi raudra blédkorna, hvitra blodkorna
og blodflagna i skilvindu. Blodi er safnad ar sjuklingi med tviskiptum adalegg i blaed og er
sirennsli i sérstakt skilvindutaki s.k. blodfrumuskilju. Einkjarnafrumulagid er skilid fra og safnad i
sérpoka en annad innihald bldds er 1atid renna aftur i sjukling um tviskipta sedalegginn. Ein slik
sofnun tekur oft i kringum 5 klukkustundir. Maling a CD34+ frumum i s6fnunarafurd akvardar svo
hvort porf sé & pvi ad endurtaka sofnun til pess ad n& 5,0x10° CD34+/kg.?*?



Til ad stadfesta arangur sofnunar og tryggja Oryggi sjuklings eru gerd geedaprof a
stofnfrumueiningunni fyrir frystingu. Eins og adur hefur komid fram er gerd CD34 talning, en einnig

svokollud kélonfuraektun. Jafnframt er syni dr stofnfrumueiningunni sent { syklaraektun.

Koldniurekt byggir & raektun i sérstoku ati med vidbettum vaxtarpattum en pa myndast
akvednar pyrpingar sem eru sidan flokkadar og taldar. Algengustu kéloniuraktanirnar eru BFU-E (e.
Burst Forming Unit - Erythroid) og nokkrar undirgerdir af CFU (e. Colony Forming Unit). BFU-E
og CFU-E er talid endurspegla myndun & forstigsfrumum raudkorna. CFU-GM, CFU-G og CFU-M
(e. Granulocyte, Monocyte) eru talin endurspegla myndun a forstigsfrumum hvitkorna. Fjoldi og

gerd pyrpinga segir pvi til um blédmyndandi eiginleika fruma sem settar voru f raektun.**%

1.5. Frystivardveisla

Eftir blodfrumuskiljun er sofnunarafurdin sett i skilvindu og floti hellt af frumuriku botnfalli.
Frumurnar eru enduruppleystar i 200 mL af AB plasma ar bldédgjafa og vid pad er bett 200 mL af
20% DMSO (dimetylsulfoxid) plasmalausn. Endanleg afurd verdur pvi 400 mL af frumum i 10%

DMSO plasmalausn.?%*

Frystingarferli er breytilegt & milli bl6dbanka/igreedslusetra og felst sa breytileiki einkum i

notkun & frystigeymsluefni (e. cryopreservative), hrada frystingar og endanlegu geymsluhitastigi.*

Hradi frystingar er einkum med tvennum heetti, styrour eda ostyrdur. Styrd frysting felur i sér
ndkveema hitastigsleekkun stofnfrumulausnar i mismérgum skrefum i att ad endanlegu
geymsluhitastigi en vid dstyroa frystingu er stofnfrumulausnin sett i -80°C keli og leyft ad na
hitajafnveegi par. Til eru rannsoknir sem hafa synt fram a ad adferdinar gefa sambeerilegan
arangur.?*** Samhlida frystingu & stofnfrumuskammtinum er hluti af stofnfrumulausn frystur i 1.8

mL frystigldsum til pess ad hagt sé ad gera gedaprof a stofnfrumueiningunni eftir frystingu.?

Stofnfrumueiningar eru ymist geymdar i frystitonkum (-80°C), gasfasa kofnunarefni (-156°C)
eda flj6tandi kofnunarefni (-196°C).2

Stadalfrystigeymsluefni fyrir bl6dmyndandi stofnfrumur er dimetylsulfoxid (DMSQ) og er
pad notad i mismunandi styrk i albuminlausn (plasma) en synt hefur verid fram a ad DMSO er ekki
eitrad fyrir bl6dmyndandi frumur vid 8-10% styrk.”® DMSO getur p6é valdid eiturdhrifum i
sjuklingum og algengt er ad sjuklingar upplifi aukverkanir s.s. roda i andliti, ertingu i halsi eda
6gledi vid inngjof a frystum stofnfrumueiningum. Onnur eiturahrif sem lyst hefur verid eru i hjarta-

og @dakerfi, 6ndunarfarum, nyrum og midtaugakerfi.*



DMSO hefur efnaformuluna (CH3),SO. pad fledir hratt yfir frumuhimnur en pé hagar en
vatn sem veldur pvi ad frumur sem eru settar i DMSO lausn minnka timabundid par til ad DMSO
hefur fleett inni peaer og jafnveegi nddst. DMSO hefur meira mélrammal en vatn og pvi parf minna
DMSO en H,0 til ad fylla sama rimmal.”® Er pad talid veita verndandi ahrif gegn &hrifum
Grvotnunar vid frystingu p.e. auknum jénastyrk og minnkun fruma.?” Hydroxyetyl sterkja (HES) er

stundum notad samhlida DMSO og oftast pa i legri styrk en 10%.%%°

[ attekt & notkun 95 EBMT igradslusetra 8 DMSO sem frystigeymsluefni var pad alltaf notad
stakt. bar af notudu 78 igraedslusetur DMSO i 10% styrk. Naest algengast var 5% styrkur en énnur
setur notudu adra lausnarstyrki. Tidni aukaverkana DMSO, annarra en 6gledi og uppkasta, var ein af
hverjum 70 igreedslum og var tidnin legri i setrum sem notudu legri lausnarstyrk af DMSO eda

bvodu stofnfrumur fyrir inngjof.*°

A lslandi eru stofnfrumueiningar frystar med styrdri frystingu (PLANER Kryo 10) i 10%
DMSO AB plasmalausn og geymdar vid -156°C. Gadaprofsglos eru fryst med ostyrdri frystingu.

1.6. Inngjof

Stuttu eftir frystingu eru fryst geedaprofsglos tekin Ut og pidd. Gaedaprof eru gerd til ad meta arangur
frystingarferils og geedi stofnfrumusafns eftir frystingu en engin almenn samstada rikir um pad hvada
gadaprof eiga best vio.** Helstu gaedapréfin sem notud eru i Blédbankanum eru 1) frumutalning, 2)
CD34+ talning med frumufledisja 3) mat & liftolu med 7-Aminoactinomycin D merkingu i
fleedifrumusja 4) Talning & &kvednum pyrpingum i frumuraekt (CFU-GM og BFU-E).

Fyrir inngjof eru stofnfrumueiningar piddar i 37°C vatnsbadi. A vissum setrum tidkast ad pvo
frumurnar eftir skilvindun med plasmalausn til pess ad lekka styrk DMSO en pad tekur u.p.b.
klukkutima.?* Til pess ad reyna ad auka sem mest lifvaenleika frumanna er reynt ad gefa per inn eins
fljott og haegt er eftir pidingu. A Islandi og vida annars stadar er pvottaskrefinu sleppt og

stofnfrumueiningin pidd vid ram sjuklings og gefin inn pegar sidustu ummerki iskristalla hverfa.

Blodmyndun i kjolfarid & igredslu, p.e. rotun, er metin med melingu a kornfrumum og
bl6dflogum 1 blédi sjuklings. Midad er vid ad magn kornfruma i bl6di meelist yfir 0,5x10%/L bl6ds
brja daga i r68 og magn blédflagna meelist yfir 20x10%/L an undanfarandi bl6dflégugjafa sidustu 48
klst.”



1.7. Frumuskemmdir vid frystingu

Frumuskemmdir sem verda vid frystingu og pidingu eru ad mestu taldar myndast & bilinu -15°C til
-60°C. Vid hitastig undir -130°C er talid ad frumurnar haldist stédugar aratugum saman en vid
hitastig yfir -80°C eru frumurnar ekki eins stddugar og deyja sméa saman had hitastigi, frumugerd og

frystigeymsluefni.?®?"3

Vid frystingu eru einkum tveir peettir taldir valda frumuskemmdum: iskristallamyndun og
purrkun fruma. Badir pessir pettir eru hadir hrada frystingar. A bilinu -5°C til -15°C frys
utanfrumuvokvi og myndast i honum iskristallar en innanfrumuvokvi frys ekki vegna ahrifa
uppleystra efna & frostmark innanfrumuvokva. Vid petta myndast styrkhalli fyrir osmotiskt fleedi
vatns Ur frumu og veldur pad frekari leekkun & frostmarki innanfrumuvékva vegna aukins styrks

uppleystra efna.*

Hvad verdur i framhaldinu reedst af hrada frystingar. Ef hradi frystingar er of hagur pa near
hitastig ekki frostmarki innanfrumulausnar fyrr en innanfrumustyrkur uppleystra efna er ordin pad
har ad iskristallar geta ekki myndast og fruman skreppur saman vegna drvotnunar. Hins vegar ef
hradi frystingar er neagjanlega hradur til ad na frostmarki innanfrumulausnar pa frys

innanfrumuvékvinn med tilheyrandi iskristallamyndun.®

Talid er ad innanfrumu iskristallar valdi skemmdum & frumuhimnunni sem endi med rofi
hennar. Hvernig purrkun og urvotnun valda frumuskemmdum er ekki alveg ljost en kenningar sniast
einkum um ad skemmandi &hrif stafi annars vegar af Gtsetningu prétina, lipida og frumuhimnu vid of
haan styrk uppleystra efna og hins vegar af ahrifum osmésu vid pidingu m.s.0. innfledi vatns.?’

Til einféldunar m& segja ad peir pettir sem akvardi skemmdir sem fruma verdur fyrir vid
frystingu radist af frystigeymsluefni, hrada frystingar og gegndraepi frumuhimnu fyrir vatni eda

m.o.0. frumugerd.?®2"3

1.8. Erfdaefnisskemmdir

Erfdaefni (DNA, e. Deoxyribonucleic acid) getur ordid fyrir ymsum skemmdum. Til einféldunar ma
flokka orsok erfdaefnisskemmda & prja vegu:*

1) Sjalfsprottin efnahvorf DNA sameindar t.d. vatnsrof sem leidir til aminosviptingar eda
myndunar & svokolludu AP-seti (e. apurinic site), p.e. brottndm parin eda pyrimidine basa.*

2) Skemmdir af voldum efnaskiptaafurda frumu t.d. hvarfgjarnra surefnisafleida og

hvarfgjarnra niturefnisafleida. Hvarf slikra efna vid basa eda fosféribosabakbein DNA geta valdid



basabreytingum (t.d. myndun 8-oxoguanine) eda rofi a fosforibdsabakbeini, m.6.0. einpéatta og/eda
tvipatta brot 4 DNA.3%%

3) Skemmdir af voldum ytri edlis- og efnafraedilegra patta t.d. utfjélublas ljoss, jonandi

%2 Krabbameinslyf geta valdid ymsum erfdaefnisskemmdum t.d. vidbét

geislunar og eiturefna.
alkylhdpa vido DNA basa (t.d. temdl6zid), myndun tvipatta brota (t.d. etopdsid) og krosstengingu

DNA patta (t.d. cycléfosfamid).®>*

Heildarfjoldi erfoaefniskemmda sem stok frumu verdur fyrir daglega hefur verid metinn allt
ad 10°.% Erfdaefnisskemmdir geta valdid stokkbreytingum og/eda frumudauda og er pad adallega
had gerd skemmdar. bannig getur myndun a 8-oxoguanine (oxunarskemmd) valdid stokkbreytingum
4 medan tvipatta brot (t.d. vegna jonandi geislunar) eda millipatta krosstengi (t.d. vegna cisplatins)

valda einkum frumudauda.*?

DNA hefur sérstddu innan frumunnar ad pvi leiti ad pad er eina sameindin i frumunni sem er
alfarid had vidgerdum an endurmyndunar & nyrri sameind.*” DNA vidgerdarferlar hafa préast sértaekt
til ad gera vid dkvednar gerdir af skemmdum t.d. vegna misporunar basa (MMR, e. mismatch repair)

eda einpétta brota (SSBR, e. single-stranded break repair).®

Erfdaefniskemmdir vid frystingu og pidingu hafa adallega verid verid rannsakadar i
kynfrumum en notast er vid frystivardveislu a sad- og/eda eggfrumum fyrir glasafrjévgun.
Erfdaefnisskemmdir i frystum stofnfrumueiningum ar blddi hafa ekki verid rannsakadar, svo vitad
sé, en rannsoknir hafa verid gerdar & einkjarnafrumum ar bl6di og stofnfrumum af 6drum toga.
Rannsoknir hafa synt fram & erfdaefnisskemmdir i frystivardveittum frumum®, pg ekki alltaf.>**°
Adferdinar sem hafa wverid notadar eru einfrumu gelrafdrattur (e. comet assay) og
ensimmerkingaradferdir t.d. TUNEL (e. TdT-mediated dUTP nick end labeling) adferd.

Engar afgerandi nidurstodur liggja fyrir um gerd né orsok erfdaefnisskemmda vid
frystivaroveislu. Nokkrir peettir hafa verid tengdir erfdaefnisskemmdum vid frystingu og ma par

nefna aukid oxunaréalag®, styrdan frumudauda® og ahrif frystigeymsluefna®’.

1.9. Almennt um rafdréatt kjarnsyra

Rafdrattur grundvallast & feerslu hladinna sameinda i einsleitu rafsvidi. Kjarnsyrur hafa neikvaett
hladid fosforibdsabakbein og ferast pvi, vid réttar adstedur, i att ad jakveedu skauti i einsleitu

rafsvidi.*!

Adskilnadur hladinna sameinda i einsleitu rafsvidi reedst af ytri adsteedum vid rafdratt og

innri eiginleikum sameindanna p.e. hledslu, strd og l6gun.**
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Ytri adsteedur sem hafa ahrif a rafdratt eru spennusvidsstyrkur, straummagn, hitastig og
rafdrattarmidill. Gel eru algengasti rafdrattarmidillinn og sem deemi um mismunandi gel ma nefna
agarosagel og akrylamidgel. Baedi agardsa- og akrylamidgel eru myndud af krosstengdum fjéllidum,
mynda seigan netmdskva, sem veita motstodu gegn faerslu sameinda og gerir pvi kleift ad adskilja
misstorar sameindir. Agardsagel leyfa ferslu a steerri sameindum og henta pvi vid rafdratt & steerri
kjarnsyrum (200-50.000 basapér) en akrylamidgel gefa betri adgreiningu & smeerri sameindum
(<500 basapor).**

1.10. Tvividur patthadur rafdrattur

Tvividur patthadur rafdrattur (e. Two Dimensional — Strandness Dependent Electrophoresis, 2D-
SDE) er adferd sem gerir kleift ad adskilja mismunandi erfdaefnisskemmdir i floknum

kjarnsyrusynum & grundvelli mismunandi faersluhafni i tveimur viddum (sja mynd 1).%2

Adferdin byggir a rafdraetti kjarnsyra i 4-9% akrylamidgeli en pau hafa pann kost ad vera
hitapolin. Jafnframt inniheldur gelid haan styrk pvagefnis til pess ad koma i veg fyrir myndun &

annars stigs byggingum einpétta kjarnsyra.*>*

Fyrri vidd er framkveemd vid stofuhita og reedst fersla kjarnsyra af lengd, 16gun og pattun
b.e. hvort peer eru einpétta eda tvipatta. Ad lokinni fyrri vidd er akrylamidgel hitad i 85°C i 2 minatur
0g Vid pad edlissviptist tvipatta DNA og myndar einpatta DNA. Seinni vidd er framkveemd hornrétt &
stefnu fyrri viddar og vid 55°C hita. betta kemur i veg fyrir sampeettingu einpatta kjarnsyra og reedst

bvi fersla i seinni vidd af lengd einpéatta forms.*?

[ fyrri vidd ferdast styttri sameindir hradar heldur en lengri sameindir og jafnframt ferdast
tvipatta sameindir hradar heldur en einpatta sameindir af sému lengd.*? T seinni vidd hagir & farslu
tvipatta sameinda og myndast pvi 6fugur J-laga sveipur. Hins vegar verdur engin breyting a
feersluhrada einpatta sameinda og mynda peer beina skalinu (sja mynd 1B).
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A) Fyrrividd B) Seinni vidd

== Tvipatta DNA visir == Tvipatta DNA visir
Oskorid Mbol-skorid Oskorid Mbol-skorid
Heilt DNA EinIJEétta brot
feerist litid V Einpétta
DNA / RNA
Tvipatta brot 85°C — }T\n’pétta brot

é_.:' . n
1. Bognar sameindir
7 |_2. Einpatta brot

333

-

1. RNA:DNA blendingar
2. DNA crosslink :
3. Aform DNA

T —

55°C

Mynd 1

Mynd A synir feerslu & 6skornu og Mbo | skornu erfdaefnissyni vid lok fyrri viddar. I fyrri vidd raedst
feersla af lengd, 16gun og pattun sameinda. | Gskornu syni ma sja ummerki um tvipatta brot. Raud
strik takna tvipatta DNA visi sem segir til um edlilega faerslu tvipatta DNA.

Mynd B synir feerslu DNA vid lok seinni viddar. Vegna edlissviptingar a milli vidda reedst
feersluhradi i seinni vidd af lengd einpatta forms. I 6skornu syni er haegt ad greina einpatta og
tvipatta brot. | Mbo | skornu syni myndar edlilegt tvipatta DNA 6fugan J-laga sveip asamt tvipatta
DNA visi (raud bond). Feersla fyrir aftan pennan sveip endurspeglar millipatta krosstengt DNA, A-
form DNA eda DNA:RNA blendinga. Farsla fyrir framan tvipatta sveip endurspeglar bognar
sameindir og/eda einpétta brot. Einpatta DNA myndar beina skalinu. Nanari Gtskyringu er ad finna i
texta (1.11).

1.11. Greiningarmoguleikar tvivids patthads rafdrattar

Med tvivioum patthadum rafdreetti er haegt ad greina, i floknum kjarnsyrusynum, eftirfarandi
skemmdir: 1) bognar sameindir, 2) RNA:DNA blendinga, 3) A-form DNA, 4) krosstengt DNA,

5) tvipatta brot, 6) einpatta brot og 7) einpatta DNA. Vid lok rafdrattar myndast einkennandi mynstur

i geli sem ma rekja til mismunandi feerslueiginleika skemmdra sameinda.

I akrylamidgeli ferdast bognar DNA sameindir hagar heldur en linulegar sameindir og er

feersluhradi peirra hadur bognun sameindarinnar. Hefur pessi mismunur & faersluhrada verid notadur
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til ad maela bognun DNA sameinda. | seinni vidd ferdast allar sameindir eingéngu eftir lengd og pvi
faerast bognar sameindir fram fyrir edlilegan tvipatta sveip i seinni vidd (sja mynd 1B).* Ymsir
peettir geta valdid bognun & DNA sameindum t.d. mispdrun basa, samgild tenging efna vid DNA
basa, innanpétta krosstenging DNA og einpétta brot.*

RNA:DNA blendingar mynda A-form vid sampeettingu en tvipatta DNA er almennt & B-
formi. Tvipatta kjarnsyra & A-formi vefst péttar saman heldur en sama sameind & B-formi, p.e. hefur
styttra byggingarform. betta veldur pvi ad sameindir & A-formi ferdast hradar i fyrri vidd.* [ seinni
vidd er feersla h&d lengd sameinda a einpatta formi og pvi mynda RNA:DNA blendingar, &samt DNA
a A-formi, J-laga sveip fyrir aftan edlilegan tvipatta sveip vegna lengri faerslu i fyrri vidd (sja mynd
1B).

DNA sameind sem inniheldur millipatta krosstengi ferdast ymist edlilega i fyrri vidd eda
haegar sékum bognunar af véldum krosstengja.*® Vid edlissviptingu verdur 6fullkominn adskilnadur
batta og hindrar pad edlilega ferslu sameindarinar { seinni vidd.** Mynda par pvi J-laga sveip fyrir
aftan edlilegan tvipatta sveip (sja mynd 1B).

Oskorin erfdaefnissyni hafa litla faerslugetu i fyrri vidd i akrylamidgeli nema tvipatta brot séu
til stadar og valdi myndun & smerri sameindum (sja mynd 1A og 1B). | 6skornu syni ma einnig
greina einpatta brot sem mynda laréttan taum, Ut fra erfoaefnisflokanum, vid lok seinni viddar (sja
mynd 1B).

Einpatta brot sjast einnig i synum sem hafa verid medhondlud med Mbo | skerdiensimi.
Skerdiensimid sker DNA allstadar par sem basar6din GATC kemur fyrir og myndar pvi litla,
misstora, tvipatta buta allt eftir pvi hversu langt er & milli skerdiseta. pessir butar geta innihaldid
einpatta brot a 6drum eda badum pattum. Vid edlissviptingu a tvipatta bat sem inniheldur eitt
einpétta brot myndast pvi prir einpatta buatar, einn stor og tveir minni. Vid rafdréatt i seinni vidd feerist
steersti baturinn ad edlilegum tvipatta sveip en minni batarnir feerast fram fyrir tvipatta DNA sveip
(sja mynd 1B).*
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2 Markmio

Markmid rannsoknar var ad nota tvividan patthddan rafdratt til ad greina erfdaefnisskemmdir i

frystum og 6frystum einkjarnafrumum ar blodgjéfum og stofnfrumugjofum (ESFI sjuklingum).
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3 Efni og adferdir

Verkefnid var unnid vid Lifefna- og sameindaliffredistofu Leaeknadeildar Haskola islands og vid
Blodbankann LSH. Syni ar sjuklingum og blodgjofum voru fengin i Blodbankanum og fra
Bldodlekningadeild LSH. Upplysingar um sjaklinga, sjukdémsgreiningar, lyfjamedferd og
nidurstddur rannsokna, voru fengnar Gr rafrenum sjokraskram LSH og fra stofnfrumudeild
Blodbankans.

3.1. Efnividur

Rannsoknin var frumrannsdékn. Upphaflega var é&ztlad ad skoda erfdaefnisskemmdir i
stofnfrumueiningum en par sem einungis tveir einstaklingar foru i undirbuning fyrir ESFI &
rannsoknartimabilinu var akvedid ad skoda einnig ahrif frystingar & einkjarnafrumur ar
heilbl6dsgjofum. Med pessu moti fékkst samanburdur vid stofnfrumueiningar og teekifeeri til pess ad

&fa og audvelda vinnslu & peim. Efnividur rannsdknar var pripattur:

1) Einkjarnafrumur ar heilblédsgjofum (n = 6) fyrir og eftir frystingu. Einkjarnafrumur voru
einangradar med Ficoll adferd og sidan frystar med eda an DMSO. Erfdaefni var einangrad annars
vegar ur 6frystum frumum og hins vegar ar frystum frumum eftir pidingu. Hluti fruma var frystur i

10% DMSO lausn i 6llum tilvikum en i premur tilvikum voru frumur einnig frystar an DMSO.

2) Einkjarnafrumur ar stofnfrumueiningum fyrir og eftir frystingu (n = 2). Einkjarnafrumur
voru einangradar med Ficoll adferd ar 6frystri stofnfrumueiningu og var erfdaefni einangrad ar peim.
Erfdaefni ar frystri stofnfrumueiningu var rannsakad a tvennan hatt. Eftir pidingu var erfoaefni
annars vegar einangrad beint Gr stofnfrumueiningu og hins vegar i kjolfarid a einangrun

einkjarnafruma med Ficoll adferd.

3) Einkjarnafrumur ar blddsynum stofnfrumugjafa. Ur badum sjiklingum fékkst blodsyni
dregid a sofnunardegi en auk pess fékkst blodsyni, ar sjoklingi 2, tekid fyrir upphaf
tilfeerslumedferdar. Einkjarnafrumur voru einangradar med Ficoll adferd og erfdaefni einangrad ur
peim.

Sjuklingur 1 var kona a fimmtugsaldri med mergfrumuexli. Han hafdi nokkrum arum fyrr
verid greind med solitary plasmacytoma og fékk hefdbundna medferd vid pvi. Vid eftirlit greindust
ummerki um ifarandi sjukdém og var han greind med mergfrumuaexli. Var pa tekin akvéroun um ad
sjuklingur skyldi undirgangast ESFI.

Sjuklingur 2 var karl & pritugsaldri med Ewing sarkmein. [ kjolfar skurdadgerdar fékk hann

lyfja- og geislamedferd en sidar var akvedid ad framkvaema ESFI.
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3.2. Einangrun einkjarnafruma

Einkjarnafrumur voru einangradar med Ficoll adferd. Adferdin byggir a adskilnadi kornfruma og
raudra blodkorn fra einkjarnafrumum vegna mismunar & edlispyngd fruma og edlispyngdar Ficoll
lausnar. Ficoll lausnin (Histopaque 1077, Sigma) er gerd ur vatnsfeelinni fjélsykru (ficoll) og hefur
1.077 g/L edlispyngd. Unnid var samkvemt leidbeiningum fr4 framleidanda med peirri
undantekningu ad raudkorn voru sprengd med raudkorna leysislausn (BD Pharm Lyse Lysing buffer)

i einu af pvottaskrefunum.

3.3. Frysting og piding fruma

Syni voru fryst med o6styrdri frystingu i -80°C frystitanki og sidan flutt i -156°C kéfnunarefniskeeli
innan tveggja daga. Syni voru geymd vid -156°C i a.m.k. eina viku. Syni voru pidd i 37°C heitu
vatnsbadi og héfst vinna vid hvarf sidustu iskristalla.

Einkjarnafrumur ar bl6dgjofum voru frystar i sermisbléondudu frumuzeti med 10% DMSO eda
an DMSO. Sermisblandada frumueetid var myndad ar 1:1 lausn kalfasermis (Sigma) og DMEM/F-
12, GLUTMAX (Gibco). Stofnfrumueiningar voru frystar i 10% DMSO AB plasmalausn.

3.4. Einangrun erfdaefnis

DNA var einangrad med Gentra PureGene adferd (Qiagen). Vid einangrun erfdaefnis i kjolfarid a
Ficoll einangrun var leidbeiningum fyrir einangrun erfdaefnis ur frumuraekt fylgt en fyrir einangrun
erfdaefnis beint Gr frystri stofnfrumueiningu var leidbeiningum fyrir einangrun erfdaefnis ur
beinmergssyni fylgt. Verkferli var fylgt med premur undantekningum. Syni voru medhéndlud med
minna magni af RNAase A (2 pg/mL) en i lengri tima, 15 minatur. Erfdaefni var leyst uppi TLE
buffer i stadin fyrir TE buffer og jafnframt var hitunarskrefi, 65°C i klukkustund, sleppt.

DNA styrkur var meeldur med NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) og erfdaefnissyni geymt i
isskap vio 4°C.

3.5. Undirbdningur syna fyrir rafdratt

Oll syni voru rafdregin annars vegar dskorin og hins vegar eftir medhéndlun med Mbo | (Fermentas)

skerdiensimi.

Fyrir 6ll 6skorin syni voru 1000 ng af DNA notud sem var ymist pynnt eda styrkt med
SpeedVac DNA-100 (Savant) i u.p.b. 2 pL.

16



Mbo | skurdhvarf var framkvemt i 60 minatur vid 37°C. Fjérar einingar af ensimi voru
notadar til ad skera 1500 ng af DNA i 40 uL Buffer R (Fermentas). Eftir skurdhvarf var lausnin
hreinsud med Amicon Ultra (Millipore) og ad pvi loknu var rammal lausnar minnkad med SpeedVac
DNA-100 { u.p.b. 2 pL.

I baedi syni, dskorin og Mbo I skorin, var bett 5 ng af steerdarmerkinu GeneRuler 100bp Plus
(Fermentas) sem inniheldur fldorljémandi Cy5 merkt nikleotid og virkar pvi sem tvipatta DNA visir
Vid synalausnina var svo beett vid 6xOrangeLoadingDye (Fermentas) og glyceroli svo ad lokastyrkur

glycerols i synalausn var u.p.b. 13%.

3.6. Framkvamd tvivids patthads rafdrattar

Rafdrattur var framkvemdur i 4% akrylamidgeli. Gellausn innihélt 4% akrylamid (29:1
akrylamid:bisakrylamid), 7 M pvagefnis og einfaldan TBE buffer. Ammonium persalfat og
tetrametyletylenediamin (TEMED) var notad til ad hvata fjéllidun akrylamids. Gel var steypt & milli

tveggja glerplata svo ad endanlegt gel var af stardinni 7x8 cm? og 0.7 mm pykkt.

Fyrri vidd rafdrattar var framkvemd i rafdrattarkeri fra BioRad. Gel var fyrst forkeyrt i
einfaldri TBE rafdréattarlausn vid 40 mA, 300 V i 10 min. Ad forkeyrslu lokinni var synislausnum
hladid i videigandi brunna. Syni voru rafdregin vid 40 mA, 300 V i 22 minGtur. Ad pvi loknu var gel
hitad i 2 min vio 85°C milli tveggja hitaplata. Seinni vidd rafdrattar var keyrd i Multiphor Il
(Pharmacia Biotech) vid 5 W, 20 mA, 600 V i 19 minutur. Seinni vidd var framkvemd hornrétt &
stefnu fyrri viddar vid stédugan 55°C hita.

Ad loknum rafdreetti i badum viddum var gelid litad med 5 pL af RiboGreen (Fermentas) i
100 mL af eimudu vatni. Gelid var latid liggja i litunarlausn i a.m.k. 30 minGtur adur en pad var
skolad uppur eimudu vatni nokkru sinnum. Eftir skolun var gel skannad i Typhoon 8610 (Amersham
Biosciences) til ad greina flaorljomun Cy5 merkingu tvipatta visi (670 nm) og RiboGreen litun

kjarnsyra (526 nm).

3.7. Urvinnsla gagna

Urvinnsla syna og maling flGorljémunar for fram i ImageQuant (Molecular Dynamics) forriti. Magn
einpatta brota (SSB, e. single stranded breaks), tvipatta brota (DSB, e. double stranded breaks) og
einpatta DNA (ssDNA, e. single stranded DNA) var metid sjonrent i ImageQuant forriti.
Skemmdum var gefin einkunn 0, 1 eda 2. Ef engin skemmd sast i syni fékk pad 0 i einkunn en ef

smavegilegar skemmdir sust i syni fékk pad 1 i einkunn. Greinilegar skemmdir fengu 2 i einkunn.
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Feersla framfyrir edlilegan tvipatta sveip i Mbo | skornu syni var metin med hlutfallslegri
meelingu & fldorljomun. Mun hédan i fra vera visad i pessa mealingu sem faersluskemmdir og

endurspeglar pad einpétta brot, bognar sameindir og/eda einpatta DNA .

3.8. Tilskilin leyfi.
Leyfi fengust fr4 Persénuvernd (#2012111333TS), Visindasidanefnd (#VSNb2012110030/03.07),

framkvemdastjora leekninga & LSH og yfirleekni Blodbankans adur en séfnun og greining syna for

fram.
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4 Nidurstoour
4.1 Tulkun nidurstadna

Syni voru adallega metin sjonrent og voru skemmdir aztladar ut fra fraviki fra edlilegri feerslu
tvipatta DNA. Fluorljomun fyrir framan tvipatta sveip (svadi 2, sja mynd 2B) var mald sem hlutfall
fldorljomunar & sveaedi 2 & moti heildarsveedi sem sveedi 1 og 2 mynda. Sveedi 1 var valid umhverfis
tvipatta DNA visi. Svaedi prju var valid til ad endurspegla bakgrunn i syni og var pad alltaf af somu
steerd (sja mynd 2B). Medalgildi fliorljomunar ar sveedi 3 var notad til ad stilla lagmarksgildi sem

ImageQuant forrit meeldi & svaedi 1 og 2.

[ syni @ mynd 2A melist hlutfall fersluskemmda 8% en & myndum 2A og 2B sést ekki ad
8% af syninu sé ad finna fyrir framan tvipatta sveip. Pad ber pvi ekki ad talka petta hlutfall sem

hlutfall synis fyrir framan tvipéatta sveip heldur frekar sem mat & feersluskemmdum sem sjast i syni.

Oskorid Mbol Oskorid Mbol

Mynd 2

Mynd A synir nidurstddur r 2D-SDE til Gtskyringar (sama syni er einnig synt & mynd 8C). Einpétta
brotum (SSB), tvipatta brotum (DSB) og einpatta DNA (ssDNA) i 6skornu syni var gefin einkunn: 0,
1 eda 2. Greinileg tvipatta brot (hornklofi) sjast i éskornu syni. Engin greinileg feersla sést umfram
tvipatta sveip i Mbo | skornu syni en samt meelist 8% fldorljomun a sveedinu. bratt fyrir pad myndi
petta syni vera talid dskemmt ef ekki veeri fyrir tvipatta brot i 6skornu syni.

Mynd B synir sveedi 1-3 sem notud voru til hlutfallslegrar melinga & fldorljomun fyrir framan
tvipatta sveip. Hlutfall fersluskemmda er melt sem hlutfall fldorljomunar & sveedi & 2 & mati

fldorljémun a heildarsveedi sem 1 og 2 afmarka.
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4.2. BI6osyni ur stofnfrumugjofum

I blodsyni ar sjuklingi 1, tekid ad morgni s6fnunardags, meldist heildarfjoldi hvitkorna i blodi
2,2x10°/L og par af meldist fjoldi CD34+ fruma 66,1x10%L. i blédsyninu greindust aberandi
feersluskemmdir i Mbo I skornu syni og mynda per ,,hnad* (mynd 3, 6r) fyrir framan edlilegan
tvipatta sveip. Liklegast myndast hnudurinn vegna boginna sameinda en engin einpéatta brot

greindust i 6skornu syni.

Okori6 ‘Mbol
Blodsyni
sofnunardag

29%
e

Mynd 3

2D-SDE greining a DNA ur bléosyni tekid fyrir sofnun ar sjaklingi 1. Présentutalan er hlutfall
feersluskemmda i Mbo | skornu syni. Einpatta brotum (SSB), tvipatta brotum (DSB) og einpatta DNA
(ssDNA) i oskornu syni var gefin einkunn: 0, 1 eda 2. | Mbo | skornu syni greindust aberandi

feersluskemmdir sem virdast mynda ,, hniid “ (or) fyrir framan edlilegan tvipatta sveip.

I bl6dsyni Gr sjuklingi 2, tekid ad morgni s6fnunardags, meeldist heildarfjoldi hvitkorna i
bl6di 7,5%10%L og par af meldist fjéldi CD34+ fruma 53,5%10%/L. i bl6dsynum Ur sjuklingi 2, tekin
fyrir tilfeerslumedferd og hins vegar fyrir s6fnun, greindust einpéatta brot, tvipatta brot og einpétta
DNA (myndir 4A og 4B). Hins vegar eru tvipatta brot mun greinilegri i blodsyni tekid & séfnunardag
samanborid vid blodsyni tekid fyrir tilferslumedferd. I sama syni greindust einnig aberandi

feersluskemmdir (mynd 4B, 6r) en einpétta brot i dskornu syni torvelda talkun a peim.
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ori6

Blodsyni Blodsyni
f medferd ». sofnunardag

31%

6

Mynd 4

2D-SDE greining a DNA 0r blodsynum, sjaklings 2, tekid annars vegar fyrir tilfeerslumedferd og hins
vegar fyrir séfnun. I badum synum sjast einpatta brot, tvipatta brot og einpatta DNA. Tvipatta brot
eru po aberandi meiri i bldédsyni tekid fyrir séfnun (hornklofi) asamt pvi ad ad greinilegar
feersluskemmdir sjast i pvi syni (6r). Télvuskjal sem innihélt frumgdgn mealingar sem sest & mynd A
skemmdist vegna bilunar i télvubinadi og tapadist vid pad m.a. maling a fliorljomun Cy5 (mynd B,

rautt) og pvi vantar tvipatta DNA visi a mynd.

4.3. Frystar og ofrystar stofnfrumueiningar

Enginn aberandi munur sést & erfdaefnisskemmdum fyrir og eftir frystingu, 6had ficoll einangrun. |
stofnfrumueiningu Ur sjuklingi 1 greindust einpatta DNA, tvipatta og einpatta brot eftir frystingu en
ekki i 6frystri stofnfrumueiningu (sjd myndir 5A-C). Hins vegar vard litil breyting hja sjuklingi 2 (sja
myndir 5D-F).

Hlutfall CD34+ fruma i stofnfrumueiningu, ar sjuklingi 1, var 6,4% eda pvi sem samsvarar
18,6x10° CD34+ frumur/kg sjuklings. Aberandi faersluskemmdir saust i 6frystri stofnfrumueiningu
(sj& mynd 5A, 0r). Liklegast endurspegla faersluskemmdirnar bognar sameindir par sem ekKki
greindust einpatta brot i 6skornu syni. Samberilegar skemmdir greindust i blédsyni Gr sama sjuklingi
(sja mynd 3 - 0r). Athyglisvert er ad ekki sjast jafn aberandi faersluskemmdir i frystu synunum
(myndir 5B-C).

Hlutfall CD34+ fruma i stofnfrumueiningu, ar sjuklingi 2, var 2,3% eda pvi sem samsvarar
13,4x10° CD34+ frumur/kg sjuklings. T 6frystri stofnfrumueiningu (mynd 5D) greindust einpatta
DNA, einpétta brot og tvipatta brot. Sambarilegar skemmdir greindust einnig i blodsyni sem tekid

var fyrir upphaf séfnunar (mynd 4B) en tvipatta brot voru meira aberandi i pvi syni.
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Ofryst syni Fryst syni ' Fryst syni
_Ficoll +Ficoll

34% KER

DSB: 0 : DSB: 1
SSB: 0 »SB: SSB: 1
ssDNA: 0 NA: ssDNA: 1

Oskorid Mbol Oskorid Mbol Oskorid Mbol
Ofryst syni Fryst syni Fryst syni
-Ficoll — ' +Ficoll

23% 20%

Mynd 5

2D-SDE greining a DNA 0r frystum og ofrystum stofnfrumueiningum. Myndir A-D eru syni ur
sjuklingi 1 og myndir D-F eru syni ar sjaklingi 2. Prosentutalan er hlutfall feersluskemmda i Mbo |
skornu syni. Einpatta brotum (SSB), tvipatta brotum (DSB) og einpatta DNA (ssDNA) i éskornu syni
var gefin einkunn: 0, 1 eda 2. A myndum B-F ma sja moéta fyrir tvipatta DNA visi (rautt) i einpatta
DNA linu i 6skornu syni og endurspeglar pad skemmdir i tvipatta DNA visi, p.e. myndun einpatta

sameinda. A mynd A bendir 6r & aberandi feersluskemmdir i syni.

4.4. Blodgjafasyni

Engin greinanleg aukning vard a erfdaefnisskemmdum vid frystingu a einkjarnafrumum ur
blodgjofum, hvort sem peer voru frystar med eda &n DMSO (sja myndir 6 - 8). Tvipatta og einpatta
brot greindust i flestum synum auk einpatta DNA en dreifing og magn skemmda i synum virtist ekki

endurspegla ahrif frystingar eda DMSO.

Erfdaefnisskemmdir i 6frystum einkjarnafrumum maeldust meiri en veenst var (sja myndir 6,
7A, 7D, 7G, 8F). Einungis tvo af sex 6frystum synum voru pad sem telja meetti nanast 6skemmd syni
(sja myndir 8A og 8C).
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Hlutfall feersluskemmda

40% n=6 n=3 n=6

34%

35%
30%
25%
Laggildi

20%
H Medaltal

15% B Hagildi
10%

5%

0%
Ofryst Fryst an DMSO Fryst med DMSO

Mynd 6

Stoplarit synir nidurstodur melinga a fersluskemmdum erfdaefnis einangrad ar 6frystum frumum
(n = 6), frumum frystum an DMSO (n = 3) og frumum frystum med DMSO (n = 6). Enginn aberandi
munur var a fersluskemmdum & milli hépa. Frumur voru frystar an DMSO i einungis helmingi
tilvika og voru peer frumur meira skemmdar i grunninn (p.e. ofrystar) i samanburdi vid hin prju

frumuséfnin. Utskyrir pad orlitid heerri gildi feersluskemmda sem maelist i frumum frystum &n DMSO.
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Oskorid Mbol or6 Mbol
Ofryst syni - Fryst syni
A L -DMSO

Oskorid Mbol
Fryst syni
c ; +DMSO

-

A 21%

KEL)

Ofryst syni Fryst syni Fryst syni
-DMSO +DMSO

34% : 28% 16%

Oskorid Mbol

Ofryst syni Fryst syni ; Fryst syni
-DMSO ™ +DMSO

34% 35% 28%

ssDNA: 1
Mynd 7
2D-SDE greining a DNA r frystum og 6frystum einkjarnafrumum blédgjafa. Myndir A-C, D-F og
G-l syna nidurstédur ur sama blodgjafa vido mismunandi adsteedur. Présentutalan er hlutfall
feersluskemmda i Mbo | skornu syni. Einpatta brotum (SSB), tvipatta brotum (DSB) og einpatta DNA
(ssDNA) i éskornu syni var gefin einkunn: 0, 1 eda 2. Miklar skemmdir sjast i 6frystum synum
(A,D,G).
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Oskorid  Mbol

Ofryst syni

7%

Oskorid
B

Mbol

Fryst syni
+DMSO

26%

' Ofryst syni Fryst syni
C - D  +DMSO

8%

Mbol

Ofryst symi || Fryst syni
% 2 ! +DMSO

19% | 32%

4

Mynd 8
2D-SDE greining & DNA r frystum og 6frystum einkjarnafrumum blédgjafa. Myndir A-B, C-D og

E-F syna nidurstodur ur sama blédgjafa vio mismunandi adstedur. Prdsentutalan er hlutfall
feersluskemmda i Mbo | skornu syni. Einpatta brotum (SSB), tvipatta brotum (DSB) og einpatta DNA
(ssDNA) i 6skornu syni var gefin einkunn: 0, 1 eda 2. A mynd F ma greina einpatta DNA i Mbo |

skornu syni (6r) en ekki i 6skornu syni.
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5 Umraour

Pessi rannsokn var frumrannsokn og su fyrsta, svo vitad sé, sem rannsakar erfdaefnisskemmdir i
stofnfrumueiningum Ur bl6di. Med pvi ad nota 2D-SDE var haegt ad greina mismunandi
erfdaefnisskemmdir i einu og sama syninu en adrar rannsoknir, adallega & kynfrumum, hafa ymist

bara skodad eina gerd erfoaefnisskemmda eda purft ad nota fleiri en eina adferd.

Tvividur patthadur rafdrattur er ny adferd til ad greina erfdaefnisskemmdir og enn sem komid
er byggir urvinnsla & gégnum Ur henni adallega & sjonrenu mati, p.e. huglegt mat. Maling a
feersluskemmdum var vidkvem fyrir bakgrunnsfliorljomun, vegna pvagefnis i geli, sem gat verid
mismunandi & milli syna og pvi erfitt ad leidrétta fyrir hana. Svaedid sem tvipatta DNA visir
afmarkadi var einnig misskyrt p.e i sumum synum var ekki alveg ljost hvar atti ad draga linur
umhverfis hann. Erfitt er ad fullyrda um mun & synum nema hann sé aberandi mikill ad magni eda
gerd. Efnividur rannséknar var takmarkadur og jafnframt greindust skemmdir i flestum 6frystum

synum og torveldadi pad talkun & ahrifum frystingar og DMSO m.t.t. erfdaefnisskemmda.

Stofnfrumueiningar voru frumurikar og par af voru CD34+ frumur einungis 2,3-6,4%. bad er
pbvi ekki vitad i hvers konar frumum erfdaefnisskemmdir voru ad melast eda hvort nokkur munur var
a erfdaefnisskemmdum & milli frumugerda. Spennandi veeri ad rannsaka, sértekt, ahrif frystingar &

einangradar CD34+ frumur og bera saman vid stofnfrumueiningu.

Enginn aberandi munur greindist & erfdaefnisskemmdum fyrir og eftir frystingu. Rannsdkn
Al-Salmani et. al & erfédaefniskemmdum einkjarnafruma ar bl6di, med Comet adferd, vid mislanga
frystingu (-80°C) syndi fram & ad skemmdir i frumum frystar an DMSO jukust marktaekt med tima
en engin breyting vard & frumum sem voru frystar med DMSO.* Ekki var gerdur samanburdur vid
ofryst syni p6 pau hafi verio rannsékud. Syni i pessari rannsokn voru einungis fryst i eina til tveer
vikur og &hugavert veeri ad rannsaka erfdaefnisskemmdir i stofnfrumueiningum sem hafa verid
frystar i lengri tima t.d. nokkur ar. Fraedilega séd atti pé enginn munur ad sjast & synum fryst i eina

til tvaer vikur og synum fryst i nokkur ar ef geymsluhitastig er legra en -130°C.*

Ahugaverdar skemmdir saust i blédsynum og ofrystum stofnfrumueiningum sjuklinga.
Mogulega ma rekja peer sértekt til frumudrepandi lyfjamedferdar sem notud var vid
tilfeerslumedferd.

[ sjoklingi 1 saust ummerki um bognar sameindir i blédsyni (mynd 8) og Ofrystri
stofnfrumueiningu. Sjuklingur fekk cyclofosfamid medferd 10 dégum fyrir synatdku. Umbrot
cyclofosfamids i likama leidir m.a. til myndunar & fosféramid mustardi (e. phosphoramide mustard)
sem krosstengir DNA sameindir, badi innan og milli patta.** Innanpétta krosstengi getu Gtskyrt

bognu sameindinar sem sjast i synunum® en ekki liggja fyrir upplysingar um ahrif innanpétta
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krosstengja, af voldum fosforamida, & fersluhrada DNA sameinda i akrylamidgeli. Ahrif
cyclofosfamids hafa adur meelst i blddi sjuklinga, med Comet adferd og Sister Chromatid Exchange
(SCE), i allt ad tveer vikur eftir inngjof.*

[ sjaklingi 2 saust ummerki um aukin tvipatta brot i blédsyni sem var tekid fyrir sofnun.
Tvipatta brot greindust einnig i ofrystri stofnfrumueiningu og i blédsyni sem var tekid fyrir
tilfeerslumedferd en i peim synum voru tvipatta brot ekki eins aberandi. Sjaklingur 2 fékk
tilfeerslumedferd med cyclofosfamid i einn dag og sidan priggja daga kar af etoposid sem lauk 9
dogum fyrir s6fnun. Etoposid hindrar vidgerd & tvipatta brotum sem tépoisomerasi Il myndar vid

edlilegar adstaedur og geeti mogulegt Gtskyrt tvipatta brot i bl6dsyni sem tekid var & sofnunardag.*°

Ef um raunveruleg ahrif fyrri lyfjamedferdar er ad raeda vakna nokkrar spurningar. Hvers
vegna hafa frumunar ekki gert vid skemmdirnar og ef peer geta ekki gert vid skemmdirnar hvers
vegna hafa par ekki farid i styrdan frumudauda likt og vanst veeri?***’ Jafnframt veeri ahugavert ad
rannsaka ahrif pessara skemmda a rotun i kjolfarid & igraedslu og skoda blodsyni tekin & mismunandi

timapunktum eftir tilfeerslumedfero.

[ 6frystu blédgjafasynunum greindust miklar erfdaefnisskemmdir. Liklegast stafar pad af pvi
ad frumur voru einangradar Ur afgangs ,,buffy coat* einingum sem geymdar héfou verid yfir nott vid
stofuhita en pad er stoédlud adferd vid vinnslu & peim. Synt hefur verid fram & ad geymsla heilbl6ds
Vid 4°C { 72 klst auki erfdaefnisskemmdir, malt med Comet adferd, marktaekt i einkjarnafrumum.®
Ef tekio er tillit til pess ad buffy coat einingar innihalda herri styrk hvitkorna og eru geymdar vid
stofuhita pa ma velta fyrir sér hvort daudi og rof hvitkorna valdi losun a hvarfgjérnum efnum sem

geeti orsakad pessar miklu skemmdir sem greindust i synunum.
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