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Ágrip 

Greining DNA skemmda í frystum og ófrystum stofnfrumueiningum og einkjarnafrumum úr 

heilblóðseiningum 

Davíð Ólafsson
1
, Bjarki Guðmundsson

2
,
 
Hans Guttormur Þormar

3,4
, Hlíf Steingrímsdóttir

5
,  

Ólafur E. Sigurjónsson
6
, Jón Jóhannes Jónsson

2,3
,
 
Anna Margrét Halldórsdóttir

6
. 

1
Læknadeild HÍ, 

2
Erfða- og sameindalæknisfræðideild LSH, 

3
Lífefna- og sameindalíffræðistofa 

læknadeild HÍ,  
4
Lífeind ehf , 

5
Blóðlækningadeild LSH, 

6
Blóðbankinn LSH.  

Inngangur: Eigin stofnfrumuígræðsla (ESFÍ) er meðferð sem byggir á blóðmyndandi stofnfrumum 

úr blóði sjúklings. Stofnfrumueiningar eru frystar í dímetýlsúlfoxíðlausn (DMSO), við -156°C, fram 

að inngjöf. Ekki liggja fyrir miklar upplýsingar um erfðaefnisskemmdir í stofnfrumueiningum. 

Tvívíður þáttháður rafdráttur (2D-SDE) er aðferð sem greinir margvíslegar erfðaefnisskemmdir í 

flóknum kjarnsýrusýnum, m.a. einþátta- og tvíþáttbrot sem og myndun skemmda sem valda 

bogamyndun á DNA sameindum eða afmyndun í einþátta DNA. Markmið rannsóknar var að greina 

erfðaefniskemmdir í ferskum og frystum frumum, með 2D-SDE, úr ESFÍ sjúklingum 

(stofnfrumugjöfum) og heilbrigðum blóðgjöfum.  

Efniviður og aðferðir: Efniviður rannsóknar var þríþættur: 1) einkjarnafrumur úr heilblóðsgjöfum 

fyrir og eftir frystingu (n=6), 2) einkjarnafrumur úr stofnfrumueiningum fyrir og eftir frystingu 

(n=2), og 3) einkjarnafrumur úr blóðsýnum stofnfrumugjafa tekin fyrir söfnun. Erfðaefni var 

einangrað úr hverju sýni og 2D-SDE greining gerð til þess að greina og mæla erfðaefnisskemmdir. 

Niðurstöður: Ekki varð greinanleg aukning á erfðaefnisskemmdum við frystingu á frumum frá 

heilblóði eða stofnfrumueiningum. Magn erfðaefnisskemmda í ófrystum einkjarnafrumum frá 

heilblóðsgjöfum reyndist mjög mismunandi, tvö sýni voru nánast óskemmd en í fjórum sýnum 

greindust hins vegar meiri erfðaefnisskemmdir (bognar sameindir og/eða einþátta brot) en vænst var. 

Í blóðsýnum frá ESFÍ sjúklingum greindust ólíkar tegundir skemmda, bognar DNA sameindir hjá 

öðrum sjúklingnum en hjá hinum tvíþátta brot. 

Umræður: Niðurstöður úr blóðsýnum ESFÍ sjúklinga má mögulega rekja sértækt til lyfjameðferðar 

sem gefin var 9-10 dögum fyrir sýnatöku. Áhugavert væri að rannsaka það frekar m.t.t. rótunar í 

kjölfarið á ígræðslu og árangur meðferðar. Samkvæmt okkar niðurstöðum virðist frysting á 

einkjarnafrumum ekki valda greinilegri aukningu á erfðaefnisskemmdum. Skemmdir sem greindust í 

ófrystum frumum úr heilblóði gætu endurspeglað að „buffy coat“ einingar, sem frumurnar voru 

einangraðar úr, eru geymdar yfir nótt við herbergishita sem er stöðluð aðferð við vinnslu á 

blóðflögueiningum.  
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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: Dímetýlsúlfoxíð 

DNA: e. Deoxyribonucleic acid  

DSB: e. Double stranded breaks  

EBMT: e. European Group for Blood and Marrow Transplantation 

EDTA: e. Ethylenediaminetetraacetic acid 

ESFÍ: Eigin stofnfrumuígræðsla 

G-CSF: e. Granulocyte – Colony stimulating factor 

HES: Hydroxýetýl 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, bórsýra og EDTA 

TE: Tris og EDTA 

TEMED: e. Tetramethylethylenediamine 

TLE: e. Tris and low EDTA 

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

1.1. Eigin stofnfrumuígræðsla 

Eigin stofnfrumuígræðsla (ESFÍ) er meðferð sem byggir á söfnun blóðmyndandi stofnfruma úr blóði 

sjúklings í sjúkdómshléi og frystivarðveislu fruma fram að inngjöf eftir mergbælingu með 

frumudrepandi lyfjum. Frá því að mögulegt varð að safna eigin stofnfrumum úr blóði hefur það nær 

algjörlega rutt eigin beinmergsígræðslum til hliðar og því mun ESFÍ í eftirfarandi texta alltaf vísa til 

meðferðar með stofnfrumum söfnuðum úr blóði. Til einföldunar má gróflega skipta meðferðinni í 

fjóra hluta; tilfærslumeðferð, söfnun, frystivarðveislu og inngjöf. Fjallað verður nánar um hvern 

hluta í viðeigandi undirköflum (1.3-1.6). 

Ísland er meðlimur í Evrópsku stofnfrumuígræðslusamtökunum (e. European Group for 

Blood and Marrow Transplantation, EBMT). ESFÍ eru eina gerðin af stofnfrumuígræðslum sem 

framkvæmdar eru á Landspítala Háskólasjúkrahúsi (LSH). Fyrsta ESFÍ á LSH var gerð árið 2004 en 

síðan þá hafa verið framkvæmdar fleiri en 100 ígræðslur. Fram að því höfðu flestar ígræðslur farið 

fram í Svíþjóð líkt og tíðkast enn með ósamgena beinmergsígræðslur. Algengustu ábendingar fyrir 

ESFÍ á Íslandi eru mergfrumuæxli og eitilfrumukrabbamein.
1
 

Rannsóknir á sjötta og sjöunda áratug síðustu aldar bentu til að blóðmyndandi stofnfrumur 

gætu flust úr beinmerg og borist um með blóðrás líkamans.
2
 Vegna þess hve lítið magn 

blóðmyndandi stofnfruma finnst í blóði við venjulegar aðstæður var í byrjun meiri áhugi á því að 

safna stofnfrumum beint úr beinmerg. Það var ekki fyrr en með tilkomu og þróun sírennslis 

blóðfrumuskiljunar (e. Continuous-flow apheresis) sem stofnfrumur úr blóði urðu raunverulegur 

valkostur við beinmergsástungu.
2
 

 Í kjölfarið voru framkvæmdar tilraunir á tvíburum en ekki náðist að sýna fram á skammtíma 

né langtíma rótun stofnfruma og var nauðsynlegt að grípa til beinmergsígræðslu. Orsök þessarar 

lélegu útkomu var talin lítið magn blóðmyndandi stofnfruma í safni. Til þess að söfnun stofnfruma úr 

blóði gæti orðið raunverulegur valkostur fyrir klíníska meðferð var ljóst að auka þyrfti endanlegar 

heimtur blóðfrumuskiljunar, t.d. með því að lengja söfnunartímann. Frystivarðveisluferill fyrir 

söfnunarafurðir úr blóði, sem hófst við lok áttunda áratugarins, opnaði fyrir möguleikann á því að 

safna stofnfrumum úr sjúklingnum sjálfum til inngjafar síðar m.ö.o. eigin stofnfrumuígræðslu. Fyrsta 

ESFÍ var gerð á Englandi árið 1981 en ekki tókst að að sýna fram á langtíma rótun þó endurheimt á 

eðlilegri blóðmyndun væri hröð. Árið 1986 var fyrstu langtíma rótun eftir ESFÍ lýst og á árunum sem 

eftir fylgdu birtust fleiri lýsingar á vel heppnuðum ígræðslum.
2
 

 Þrátt fyrir árangur í kjölfar þróunar á blóðfrumuskiljun og frystivarðveislu var lítið magn 

stofnfruma í blóði óþægur ljár í þúfu því allar meðferðaráætlanir sem byggðu á söfnun úr blóði voru 
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óhjákvæmilega mun þunglamalegri samanborið við beinmergsástungu. Það urðu því tímamót á 

níunda og tíunda áratugnum þegar sýnt var fram á að gjöf G-CSF (e. Granulocyte colony stimulating 

factor) vaxtarþátta leiddu til aukningar á magni blóðmyndandi stofnfruma í blóði. Þessi uppgötvun 

leiddi til þess að ESFÍ öðlaðist endanlega sess sem raunhæf og árangursrík meðferð.
2
 

 

1.2. Blóðmyndandi stofnfrumur 

Frumuhluti blóðs, þ.e. rauðkorn, hvítkorn og blóðflögur, verða til við frumufjölgun og þroskun 

stofnfruma í beinmerg. Við frumuskiptingu fjölhæfra stofnfruma myndast tvær dótturfrumur sem 

hafa mismunandi örlög, önnur viðhelst sem fjölhæf stofnfruma á meðan hin sérhæfist og myndar 

forstigsfrumur fyrir sérhæfðari hluta blóðs, t.d. eitilfrumur eða rauðkorn. Örumhverfi beinmergs er 

mikilvægt fyrir viðhald og staðsetningu stofnfruma í merg þá sérstaklega samskipti forstigsfruma, 

beinkímfruma (e. osteoblast) og stoðfruma í merg, t.d. í gegnum VCAM-1 á stoðfrumum og VLA-4 

á forstigsfrumum.
3,4

  

Við þroskun fruma breytist tjáning yfirborðsprótína svo hægt er að flokka frumur í frekari 

undirflokka eftir þroska og hlutverki.
5
 Hefð er fyrir því að tala um jákvæðar (+) eða neikvæðar (-) 

frumur m.t.t. tjáningar ákveðins yfirborðsprótíns. Sem dæmi má nefna að frumur sem tjá CD45 

sameindina á frumuyfirborði sínu flokkast sem CD45 jákvæðar (CD45+). 

Fjöldi CD34+ fruma hefur reynst mikilvægasti klíníski mælikvarðinn á myndun hvítkorna og 

blóðflaga í kjölfar ígræðslu. Oftast er miðað við að magn stofnfrumuskammts innihaldi 2,5-5,0×10
6
 

CD34+/kg sjúklings.
2
  

CD34+ frumur eru sundurleitur hópur misþroskaðra fruma en tilraunir til að skilgreina 

nákvæmlega hvaða CD34+ undirhópur skiptir mestu máli, í klínísku samhengi, hafa ekki borið 

árangur.
6
 CD34 tjáning hefur því hlutverk sem óbeinn mælikvarði á magn blóðmyndandi stofnfruma 

í stofnfrumueiningu en sýnt hefur verið fram á að stofnfrumueiningar, þar sem valið hefur verið fyrir 

CD34+/Thy-1+ frumum, geta valdið varanlegri blóðmyndun í kjölfar ígræðslu.
7
 Þó eru vísbendingar 

um tilvist stofnfruma sem tjá ekki CD34, eða tjá CD34 í ógreinanlegu magni.
7-10

  

 

1.3. Tilfærslumeðferð 

Stoðfrumur og beinkímfrumur tjá bindilinn SDF1 (CXCL12) sem binst CXCR4 viðtaka á 

blóðmyndandi stofnfrumum. Samskipti CXCR4 og SDF1 í beinmerg eru flókin og hafa reynst 

mikilvægt lyfjaskotmark fyrir tilfærslu CD34+ fruma úr merg í blóð.
4,11

 Sérhæfð lyf sem hafa áhrif á 

SDF1 og CXCR4 samskipti í beinmerg eru G-CSF vaxtarþættir og CXCR4 viðtakahemlar.
12
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G-CSF örvar fjölgun fruma, m.a. CD34+ fruma, ásamt því að valda fækkun á SDF1 og 

CXCR4. Þau áhrif eru tvíþætt því annars vegar örvar G-CSF losun á próteösum sem brjóta niður 

SDF-1 og VCAM-1 í beinmerg og hins vegar veldur G-CSF breyttri tjáningu CXCR4 og SDF1. Þetta 

veldur því stofnfrumur finnast í auknu magni í blóði.
3,4,12

 

Plerixafor er smásameind sem veldur afturkræfri hindrun á CXCR4 og kemur þannig í veg 

fyrir bindingu CXCR4+ fruma við SDF-1 í beinmerg. Lyfið var upprunalega ætlað sem HIV-lyf þar 

sem CXCR4 er mikilvægur þáttur í meingerð HIV en fasa I rannsóknir sýndu fram á að lyfið olli 

hvítfrumufjölgun í blóði. Lyfið reyndist valda aukningu á CD34+ frumu í blóði án mikilla 

aukaverkana.
12,13

 Plerixafor gefið með G-CSF veldur samlegðaráhrifum á tilfærslu CD34+ fruma úr 

merg í blóð.
2,12

 

Meðhöndlun með frumudrepandi lyfjum örvar flutning CD34+ fruma úr merg í blóð og því er 

það oft nýtt með því hefja tilfærslumeðferð með frumudrepandi meðferð og gefa svo G-CSF í 

kjölfarið. Algengasta lyfið sem er notað í þessum tilgangi er cyclofosfamíð.
3,14-16

 

G-CSF vaxtarþættir, t.d. filgrastim (Neupogen®), eru fyrsti kostur við tilfærslumeðferð og oft 

þá í kjölfarið á meðferð með frumudrepandi lyfjum.
2,15,17

 Plerixafor er einkum notað þegar fyrri 

tilfærslumeðferðir hafa ekki tekist eða þegar gert er ráð fyrir að sjúklingur muni svara illa 

hefðbundinni tilfærslumeðferð, t.d. sökum aldurs eða fyrri mergbælandi meðferða.
17,18

  

 

1.4. Söfnun 

Söfnun hefst þegar magn CD34+ fruma í blóði hefur náð ákveðnum viðmiðunargildum. Á Íslandi er 

miðað við 20×10
6
 CD34+/L, en það hefur forspárgildi fyrir lokamagn söfnunar.

6,19,20
 Markmið 

söfnunar á Íslandi er að safna a.m.k. 5,0×10
6
 CD34+ frumum/kg sjúklings sem myndi þá teljast sem 

einn skammtur. Í ákveðnum tilfellum er safnað tveimur skömmtum t.d. hjá sjúklingum með 

mergfrumuæxli.
17,21

 

Söfnun stofnfruma úr sjúklingi grundvallast á aðskilnaði rauðra blóðkorna, hvítra blóðkorna 

og blóðflagna í skilvindu. Blóði er safnað úr sjúklingi með tvískiptum æðalegg í bláæð og er 

sírennsli í sérstakt skilvindutæki s.k. blóðfrumuskilju. Einkjarnafrumulagið er skilið frá og safnað í 

sérpoka en annað innihald blóðs er látið renna aftur í sjúkling um tvískipta æðalegginn. Ein slík 

söfnun tekur oft í kringum 5 klukkustundir. Mæling á CD34+ frumum í söfnunarafurð ákvarðar svo 

hvort þörf sé á því að endurtaka söfnun til þess að ná 5,0×10
6
 CD34+/kg.

22,23
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Til að staðfesta árangur söfnunar og tryggja öryggi sjúklings eru gerð gæðapróf á 

stofnfrumueiningunni fyrir frystingu. Eins og áður hefur komið fram er gerð CD34 talning, en einnig 

svokölluð kóloníuræktun. Jafnframt er sýni úr stofnfrumueiningunni sent í sýklaræktun.
24

  

Kólóníurækt byggir á ræktun í sérstöku æti með viðbættum vaxtarþáttum en þá myndast 

ákveðnar þyrpingar sem eru síðan flokkaðar og taldar. Algengustu kólóníuræktanirnar eru BFU-E (e. 

Burst Forming Unit - Erythroid) og nokkrar undirgerðir af CFU (e. Colony Forming Unit). BFU-E 

og CFU-E er talið endurspegla myndun á forstigsfrumum rauðkorna. CFU-GM, CFU-G og CFU-M 

(e. Granulocyte, Monocyte) eru talin endurspegla myndun á forstigsfrumum hvítkorna. Fjöldi og 

gerð þyrpinga segir því til um blóðmyndandi eiginleika fruma sem settar voru í ræktun.
19,24

  

 

1.5. Frystivarðveisla 

Eftir blóðfrumuskiljun er söfnunarafurðin sett í skilvindu og floti hellt af frumuríku botnfalli. 

Frumurnar eru enduruppleystar í 200 mL af AB plasma úr blóðgjafa og við það er bætt 200 mL af 

20% DMSO (dímetýlsúlfoxíð) plasmalausn. Endanleg afurð verður því 400 mL af frumum í 10% 

DMSO plasmalausn.
22,24

 

Frystingarferli er breytilegt á milli blóðbanka/ígræðslusetra og felst sá breytileiki einkum í 

notkun á frystigeymsluefni (e. cryopreservative), hraða frystingar og endanlegu geymsluhitastigi.
24

 

Hraði frystingar er einkum með tvennum hætti, stýrður eða óstýrður. Stýrð frysting felur í sér 

nákvæma hitastigslækkun stofnfrumulausnar í mismörgum skrefum í átt að endanlegu 

geymsluhitastigi en við óstýrða frystingu er stofnfrumulausnin sett í -80°C kæli og leyft að ná 

hitajafnvægi þar. Til eru rannsóknir sem hafa sýnt fram á að aðferðinar gefa sambærilegan 

árangur.
22,24

 Samhliða frystingu á stofnfrumuskammtinum er hluti af stofnfrumulausn frystur í 1.8 

mL frystiglösum til þess að hægt sé að gera gæðapróf á stofnfrumueiningunni eftir frystingu.
2
 

Stofnfrumueiningar eru ýmist geymdar í frystitönkum (-80°C), gasfasa köfnunarefni (-156°C) 

eða fljótandi köfnunarefni (-196°C).
2
 

Staðalfrystigeymsluefni fyrir blóðmyndandi stofnfrumur er dímetýlsúlfoxíð (DMSO) og er 

það notað í mismunandi styrk í albúmínlausn (plasma) en sýnt hefur verið fram á að DMSO er ekki 

eitrað fyrir blóðmyndandi frumur við 8-10% styrk.
25

 DMSO getur þó valdið eituráhrifum í 

sjúklingum og algengt er að sjúklingar upplifi aukverkanir s.s. roða í andliti, ertingu í hálsi eða 

ógleði við inngjöf á frystum stofnfrumueiningum. Önnur eituráhrif sem lýst hefur verið eru í hjarta-

og æðakerfi, öndunarfærum, nýrum og miðtaugakerfi.
24
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DMSO hefur efnaformúluna (CH3)2SO. Það flæðir hratt yfir frumuhimnur en þó hægar en 

vatn sem veldur því að frumur sem eru settar í DMSO lausn minnka tímabundið þar til að DMSO 

hefur flætt inní þær og jafnvægi náðst. DMSO hefur meira mólrúmmál en vatn og því þarf minna 

DMSO en H2O til að fylla sama rúmmál.
26

 Er það talið veita verndandi áhrif gegn áhrifum 

úrvötnunar við frystingu þ.e. auknum jónastyrk og minnkun fruma.
27

 Hydroxýetýl sterkja (HES) er 

stundum notað samhliða DMSO og oftast þá í lægri styrk en 10%.
28,29

  

Í úttekt á notkun 95 EBMT ígræðslusetra á DMSO sem frystigeymsluefni var það alltaf notað 

stakt. Þar af notuðu 78 ígræðslusetur DMSO í 10% styrk. Næst algengast var 5% styrkur en önnur 

setur notuðu aðra lausnarstyrki. Tíðni aukaverkana DMSO, annarra en ógleði og uppkasta, var ein af 

hverjum 70 ígræðslum og var tíðnin lægri í setrum sem notuðu lægri lausnarstyrk af DMSO eða 

þvoðu stofnfrumur fyrir inngjöf.
30

 

Á Íslandi eru stofnfrumueiningar frystar með stýrðri frystingu (PLANER Kryo 10) í 10% 

DMSO AB plasmalausn og geymdar við -156°C. Gæðaprófsglös eru fryst með óstýrðri frystingu.  

 

1.6. Inngjöf 

Stuttu eftir frystingu eru fryst gæðaprófsglös tekin út og þídd. Gæðapróf eru gerð til að meta árangur 

frystingarferils og gæði stofnfrumusafns eftir frystingu en engin almenn samstaða ríkir um það hvaða 

gæðapróf eiga best við.
24

  Helstu gæðaprófin sem notuð eru í Blóðbankanum eru 1) frumutalning, 2) 

CD34+ talning með frumuflæðisjá 3) mat á líftölu með 7-Aminoactinomycin D merkingu í 

flæðifrumusjá 4) Talning á ákveðnum þyrpingum í frumurækt (CFU-GM og BFU-E).  

 Fyrir inngjöf eru stofnfrumueiningar þíddar í 37°C vatnsbaði. Á vissum setrum tíðkast að þvo 

frumurnar eftir skilvindun með plasmalausn til þess að lækka styrk DMSO en það tekur u.þ.b. 

klukkutíma.
24

 Til þess að reyna að auka sem mest lífvænleika frumanna er reynt að gefa þær inn eins 

fljótt og hægt er eftir þíðingu. Á Íslandi og víða annars staðar er þvottaskrefinu sleppt og 

stofnfrumueiningin þídd við rúm sjúklings og gefin inn þegar síðustu ummerki ískristalla hverfa.  

 Blóðmyndun í kjölfarið á ígræðslu, þ.e. rótun, er metin með mælingu á kornfrumum og 

blóðflögum í blóði sjúklings. Miðað er við að magn kornfruma í blóði mælist yfir 0,5×10
9
/L blóðs 

þrjá daga í röð og magn blóðflagna mælist yfir 20×10
9
/L án undanfarandi blóðflögugjafa síðustu 48 

klst.
19
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1.7. Frumuskemmdir við frystingu 

Frumuskemmdir sem verða við frystingu og þíðingu eru að mestu taldar myndast á bilinu -15°C til    

-60°C. Við hitastig undir -130°C er talið að frumurnar haldist stöðugar áratugum saman en við 

hitastig yfir -80°C eru frumurnar ekki eins stöðugar og deyja smá saman háð hitastigi, frumugerð og 

frystigeymsluefni.
26,27,31

 

 Við frystingu eru einkum tveir þættir taldir valda frumuskemmdum: ískristallamyndun og 

þurrkun fruma. Báðir þessir þættir eru háðir hraða frystingar. Á bilinu -5°C til -15°C frýs 

utanfrumuvökvi og myndast í honum ískristallar en innanfrumuvökvi frýs ekki vegna áhrifa 

uppleystra efna á frostmark innanfrumuvökva. Við þetta myndast styrkhalli fyrir osmótískt flæði 

vatns úr frumu og veldur það frekari lækkun á frostmarki innanfrumuvökva vegna aukins styrks 

uppleystra efna.
31

 

 Hvað verður í framhaldinu ræðst af hraða frystingar. Ef hraði frystingar er of hægur þá nær 

hitastig ekki frostmarki innanfrumulausnar fyrr en innanfrumustyrkur uppleystra efna er orðin það 

hár að ískristallar geta ekki myndast og fruman skreppur saman vegna úrvötnunar. Hins vegar ef 

hraði frystingar er nægjanlega hraður til að ná frostmarki innanfrumulausnar þá frýs 

innanfrumuvökvinn með tilheyrandi ískristallamyndun.
31

 

 Talið er að innanfrumu ískristallar valdi skemmdum á frumuhimnunni sem endi með rofi 

hennar. Hvernig þurrkun og úrvötnun valda frumuskemmdum er ekki alveg ljóst en kenningar snúast 

einkum um að skemmandi áhrif stafi annars vegar af útsetningu prótína, lipíða og frumuhimnu við of 

háan styrk uppleystra efna og hins vegar af áhrifum osmósu við þíðingu m.ö.o. innflæði vatns.
27

 

 Til einföldunar má segja að þeir þættir sem ákvarði skemmdir sem fruma verður fyrir við 

frystingu ráðist af frystigeymsluefni, hraða frystingar og gegndræpi frumuhimnu fyrir vatni eða 

m.ö.o. frumugerð.
26,27,31

 

 

1.8. Erfðaefnisskemmdir  

Erfðaefni (DNA, e. Deoxyribonucleic acid) getur orðið fyrir ýmsum skemmdum. Til einföldunar má 

flokka orsök erfðaefnisskemmda á þrjá vegu:
32

  

 1) Sjálfsprottin efnahvörf DNA sameindar t.d. vatnsrof sem leiðir til amínósviptingar eða 

myndunar á svokölluðu AP-seti (e. apurinic site), þ.e. brottnám púrín eða pýrimidíne basa.
32

 

2) Skemmdir af völdum efnaskiptaafurða frumu t.d. hvarfgjarnra súrefnisafleiða og 

hvarfgjarnra niturefnisafleiða. Hvarf slíkra efna við basa eða fosfóríbósabakbein DNA geta valdið 
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basabreytingum (t.d. myndun 8-oxoguanine) eða rofi á fosfóríbósabakbeini, m.ö.o. einþátta og/eða 

tvíþátta brot á DNA.
32-34

 

 3) Skemmdir af völdum ytri eðlis- og efnafræðilegra þátta t.d. útfjólublás ljóss, jónandi 

geislunar og eiturefna.
32

 Krabbameinslyf geta valdið ýmsum erfðaefnisskemmdum t.d. viðbót 

alkýlhópa við DNA basa (t.d. temólózíð), myndun tvíþátta brota (t.d. etópósíð) og krosstengingu 

DNA þátta (t.d. cyclófosfamíð).
33,35

 

 Heildarfjöldi erfðaefniskemmda sem stök frumu verður fyrir daglega hefur verið metinn allt 

að 10
5
.
32

 Erfðaefnisskemmdir geta valdið stökkbreytingum og/eða frumudauða og er það aðallega 

háð gerð skemmdar. Þannig getur myndun á 8-oxoguanine (oxunarskemmd) valdið stökkbreytingum 

á meðan tvíþátta brot (t.d. vegna jónandi geislunar) eða milliþátta krosstengi (t.d. vegna cisplatíns) 

valda einkum frumudauða.
32

 

 DNA hefur sérstöðu innan frumunnar að því leiti að það er eina sameindin í frumunni sem er 

alfarið háð viðgerðum án endurmyndunar á nýrri sameind.
32

 DNA viðgerðarferlar hafa þróast sértækt 

til að gera við ákveðnar gerðir af skemmdum t.d. vegna mispörunar basa (MMR, e. mismatch repair) 

eða einþátta brota (SSBR, e. single-stranded break repair).
33

  

Erfðaefniskemmdir við frystingu og þíðingu hafa aðallega verið verið rannsakaðar í 

kynfrumum en notast er við frystivarðveislu á sáð- og/eða eggfrumum fyrir glasafrjóvgun. 

Erfðaefnisskemmdir í frystum stofnfrumueiningum úr blóði hafa ekki verið rannsakaðar, svo vitað 

sé, en rannsóknir hafa verið gerðar á einkjarnafrumum úr blóði og stofnfrumum af öðrum toga. 

Rannsóknir hafa sýnt fram á erfðaefnisskemmdir í frystivarðveittum frumum
36-39

, þó ekki alltaf.
39,40

 

Aðferðinar sem hafa verið notaðar eru einfrumu gelrafdráttur (e. comet assay) og 

ensímmerkingaraðferðir t.d. TUNEL (e. TdT-mediated dUTP nick end labeling) aðferð.   

 Engar afgerandi niðurstöður liggja fyrir um gerð né orsök erfðaefnisskemmda við 

frystivarðveislu. Nokkrir þættir hafa verið tengdir erfðaefnisskemmdum við frystingu og má þar 

nefna aukið oxunarálag
36

, stýrðan frumudauða
36

 og áhrif frystigeymsluefna
37

.  

 

1.9. Almennt um rafdrátt kjarnsýra 

Rafdráttur grundvallast á færslu hlaðinna sameinda í einsleitu rafsviði. Kjarnsýrur hafa neikvætt 

hlaðið fosfóríbósabakbein og færast því, við réttar aðstæður, í átt að jákvæðu skauti í einsleitu 

rafsviði.
41

 

 Aðskilnaður hlaðinna sameinda í einsleitu rafsviði ræðst af ytri aðstæðum við rafdrátt og 

innri eiginleikum sameindanna þ.e. hleðslu, stærð og lögun.
41
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 Ytri aðstæður sem hafa áhrif á rafdrátt eru spennusviðsstyrkur, straummagn, hitastig og 

rafdráttarmiðill. Gel eru algengasti rafdráttarmiðillinn og sem dæmi um mismunandi gel má nefna 

agarósagel og akrýlamíðgel. Bæði agarósa- og akrýlamíðgel eru mynduð af krosstengdum fjölliðum, 

mynda seigan netmöskva, sem veita mótstöðu gegn færslu sameinda og gerir því kleift að aðskilja 

misstórar sameindir. Agarósagel leyfa færslu á stærri sameindum og henta því við rafdrátt á stærri 

kjarnsýrum (200-50.000 basapör) en akrýlamíðgel gefa betri aðgreiningu á smærri sameindum  

(<500 basapör).
41

  

 

1.10. Tvívíður þáttháður rafdráttur  

Tvívíður þáttháður rafdráttur (e. Two Dimensional – Strandness Dependent Electrophoresis, 2D-

SDE) er aðferð sem gerir kleift að aðskilja mismunandi erfðaefnisskemmdir í flóknum 

kjarnsýrusýnum á grundvelli mismunandi færsluhæfni í tveimur víddum (sjá mynd 1).
42

 

 Aðferðin byggir á rafdrætti kjarnsýra í 4-9% akrýlamíðgeli en þau hafa þann kost að vera 

hitaþolin. Jafnframt inniheldur gelið háan styrk þvagefnis til þess að koma í veg fyrir myndun á 

annars stigs byggingum einþátta kjarnsýra.
42,43

 

 Fyrri vídd er framkvæmd við stofuhita og ræðst færsla kjarnsýra af lengd, lögun og þáttun 

þ.e. hvort þær eru einþátta eða tvíþátta. Að lokinni fyrri vídd er akrýlamíðgel hitað í 85°C í 2 mínútur 

og við það eðlissviptist tvíþátta DNA og myndar einþátta DNA. Seinni vídd er framkvæmd hornrétt á 

stefnu fyrri víddar og við 55°C hita. Þetta kemur í veg fyrir samþættingu einþátta kjarnsýra og ræðst 

því færsla í seinni vídd af lengd einþátta forms.
42

 

 Í fyrri vídd ferðast styttri sameindir hraðar heldur en lengri sameindir og jafnframt ferðast 

tvíþátta sameindir hraðar heldur en einþátta sameindir af sömu lengd.
42

 Í seinni vídd hægir á færslu 

tvíþátta sameinda og myndast því öfugur J-laga sveipur. Hins vegar verður engin breyting á 

færsluhraða einþátta sameinda og mynda þær beina skálínu (sjá mynd 1B). 
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Mynd 1 

Mynd A sýnir færslu á óskornu og Mbo I skornu erfðaefnissýni við lok fyrri víddar. Í fyrri vídd ræðst 

færsla af lengd, lögun og þáttun sameinda. Í óskornu sýni má sjá ummerki um tvíþátta brot. Rauð 

strik tákna tvíþátta DNA vísi sem segir til um eðlilega færslu tvíþátta DNA. 

Mynd B sýnir færslu DNA við lok seinni víddar. Vegna eðlissviptingar á milli vídda ræðst 

færsluhraði í seinni vídd af lengd einþátta forms. Í óskornu sýni er hægt að greina einþátta og 

tvíþátta brot. Í Mbo I skornu sýni myndar eðlilegt tvíþátta DNA öfugan J-laga sveip ásamt tvíþátta 

DNA vísi (rauð bönd). Færsla fyrir aftan þennan sveip endurspeglar milliþátta krosstengt DNA, A-

form DNA eða DNA:RNA blendinga. Færsla fyrir framan tvíþátta sveip endurspeglar bognar 

sameindir og/eða einþátta brot. Einþátta DNA myndar beina skálínu. Nánari útskýringu er að finna í 

texta (1.11). 

 

1.11. Greiningarmöguleikar tvívíðs þáttháðs rafdráttar 

Með tvívíðum þáttháðum rafdrætti er hægt að greina, í flóknum kjarnsýrusýnum, eftirfarandi 

skemmdir: 1) bognar sameindir, 2) RNA:DNA blendinga, 3) A-form DNA, 4) krosstengt DNA,  

5) tvíþátta brot, 6) einþátta brot og 7) einþátta DNA. Við lok rafdráttar myndast einkennandi mynstur 

í geli sem má rekja til mismunandi færslueiginleika skemmdra sameinda. 

Í akrýlamíðgeli ferðast bognar DNA sameindir hægar heldur en línulegar sameindir og er 

færsluhraði þeirra háður bognun sameindarinnar. Hefur þessi mismunur á færsluhraða verið notaður 
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til að mæla bognun DNA sameinda. Í seinni vídd ferðast allar sameindir eingöngu eftir lengd og því 

færast bognar sameindir fram fyrir eðlilegan tvíþátta sveip í seinni vídd (sjá mynd 1B).
43

 Ýmsir 

þættir geta valdið bognun á DNA sameindum t.d. mispörun basa, samgild tenging efna við DNA 

basa, innanþátta krosstenging DNA og einþátta brot.
43

  

RNA:DNA blendingar mynda A-form við samþættingu en tvíþátta DNA er almennt á B-

formi. Tvíþátta kjarnsýra á A-formi vefst þéttar saman heldur en sama sameind á B-formi, þ.e. hefur 

styttra byggingarform. Þetta veldur því að sameindir á A-formi ferðast hraðar í fyrri vídd.
42

 Í seinni 

vídd er færsla háð lengd sameinda á einþátta formi og því mynda RNA:DNA blendingar, ásamt DNA 

á A-formi, J-laga sveip fyrir aftan eðlilegan tvíþátta sveip vegna lengri færslu í fyrri vídd (sjá mynd 

1B). 

DNA sameind sem inniheldur milliþátta krosstengi ferðast ýmist eðlilega í fyrri vídd eða 

hægar sökum bognunar af völdum krosstengja.
43

 Við eðlissviptingu verður ófullkominn aðskilnaður 

þátta og hindrar það eðlilega færslu sameindarinar í seinni vídd.
44

 Mynda þær því J-laga sveip fyrir 

aftan eðlilegan tvíþátta sveip (sjá mynd 1B).  

Óskorin erfðaefnissýni hafa litla færslugetu í fyrri vídd í akrýlamíðgeli nema tvíþátta brot séu 

til staðar og valdi myndun á smærri sameindum (sjá mynd 1A og 1B). Í óskornu sýni má einnig 

greina einþátta brot sem mynda láréttan taum, út frá erfðaefnisflókanum, við lok seinni víddar (sjá 

mynd 1B). 

Einþátta brot sjást einnig í sýnum sem hafa verið meðhöndluð með Mbo I skerðiensími. 

Skerðiensímið sker DNA allstaðar þar sem basaröðin GATC kemur fyrir og myndar því litla, 

misstóra, tvíþátta búta allt eftir því hversu langt er á milli skerðiseta. Þessir bútar  geta innihaldið 

einþátta brot á öðrum eða báðum þáttum. Við eðlissviptingu á tvíþátta bút sem inniheldur eitt 

einþátta brot myndast því þrír einþátta bútar, einn stór og tveir minni. Við rafdrátt í seinni vídd færist 

stærsti búturinn að eðlilegum tvíþátta sveip en minni bútarnir færast fram fyrir tvíþátta DNA sveip 

(sjá mynd 1B).
42
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2 Markmið 

Markmið rannsóknar var að nota tvívíðan þáttháðan rafdrátt til að greina erfðaefnisskemmdir í 

frystum og ófrystum einkjarnafrumum úr blóðgjöfum og stofnfrumugjöfum (ESFÍ sjúklingum). 
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3 Efni og aðferðir 

Verkefnið var unnið við Lífefna- og sameindalíffræðistofu Læknadeildar Háskóla Íslands og við 

Blóðbankann LSH. Sýni úr sjúklingum og blóðgjöfum voru fengin í Blóðbankanum og frá 

Blóðlækningadeild LSH. Upplýsingar um sjúklinga, sjúkdómsgreiningar, lyfjameðferð og 

niðurstöður rannsókna, voru fengnar úr rafrænum sjúkraskrám LSH og frá stofnfrumudeild 

Blóðbankans. 

 

3.1. Efniviður 

Rannsóknin var frumrannsókn. Upphaflega var áætlað að skoða erfðaefnisskemmdir í 

stofnfrumueiningum en þar sem einungis tveir einstaklingar fóru í undirbúning fyrir ESFÍ á 

rannsóknartímabilinu var ákveðið að skoða einnig áhrif frystingar á einkjarnafrumur úr 

heilblóðsgjöfum. Með þessu móti fékkst samanburður við stofnfrumueiningar og tækifæri til þess að 

æfa og auðvelda vinnslu á þeim. Efniviður rannsóknar var þríþættur: 

1) Einkjarnafrumur úr heilblóðsgjöfum (n = 6) fyrir og eftir frystingu. Einkjarnafrumur voru 

einangraðar með Ficoll aðferð og síðan frystar með eða án DMSO. Erfðaefni var einangrað annars 

vegar úr ófrystum frumum og hins vegar úr frystum frumum eftir þíðingu. Hluti fruma var frystur í 

10% DMSO lausn í öllum tilvikum en í þremur tilvikum voru frumur einnig frystar án DMSO.  

2) Einkjarnafrumur úr stofnfrumueiningum fyrir og eftir frystingu (n = 2). Einkjarnafrumur 

voru einangraðar með Ficoll aðferð úr ófrystri stofnfrumueiningu og var erfðaefni einangrað úr þeim. 

Erfðaefni úr frystri stofnfrumueiningu var rannsakað á tvennan hátt. Eftir þíðingu var erfðaefni 

annars vegar einangrað beint úr stofnfrumueiningu og hins vegar í kjölfarið á einangrun 

einkjarnafruma með Ficoll aðferð.  

3) Einkjarnafrumur úr blóðsýnum stofnfrumugjafa. Úr báðum sjúklingum fékkst blóðsýni 

dregið á söfnunardegi en auk þess fékkst blóðsýni, úr sjúklingi 2, tekið fyrir upphaf 

tilfærslumeðferðar. Einkjarnafrumur voru einangraðar með Ficoll aðferð og erfðaefni einangrað úr 

þeim. 

 Sjúklingur 1 var kona á fimmtugsaldri með mergfrumuæxli. Hún hafði nokkrum árum fyrr 

verið greind með solitary plasmacytoma og fékk hefðbundna meðferð við því. Við eftirlit greindust 

ummerki um ífarandi sjúkdóm og var hún greind með mergfrumuæxli. Var þá tekin ákvörðun um að 

sjúklingur skyldi undirgangast ESFÍ. 

 Sjúklingur 2 var karl á þrítugsaldri með Ewing sarkmein. Í kjölfar skurðaðgerðar fékk hann 

lyfja- og geislameðferð en síðar var ákveðið að framkvæma ESFÍ. 
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3.2. Einangrun einkjarnafruma 

Einkjarnafrumur voru einangraðar með Ficoll aðferð. Aðferðin byggir á aðskilnaði kornfruma og 

rauðra blóðkorn frá einkjarnafrumum vegna mismunar á eðlisþyngd fruma og eðlisþyngdar Ficoll 

lausnar. Ficoll lausnin (Histopaque 1077, Sigma) er gerð úr vatnsfælinni fjölsykru (ficoll) og hefur 

1.077 g/L eðlisþyngd. Unnið var samkvæmt leiðbeiningum frá framleiðanda með þeirri 

undantekningu að rauðkorn voru sprengd með rauðkorna leysislausn (BD Pharm Lyse Lysing buffer) 

í einu af þvottaskrefunum. 

 

3.3. Frysting og þíðing fruma 

Sýni voru fryst með óstýrðri frystingu í -80°C frystitanki og síðan flutt í -156°C köfnunarefniskæli 

innan tveggja daga. Sýni voru geymd við -156°C í a.m.k. eina viku. Sýni voru þídd í 37°C heitu 

vatnsbaði og hófst vinna við hvarf síðustu ískristalla. 

 Einkjarnafrumur úr blóðgjöfum voru frystar í sermisblönduðu frumuæti með 10% DMSO eða 

án DMSO. Sermisblandaða frumuætið var myndað úr 1:1 lausn kálfasermis (Sigma) og DMEM/F-

12, GLUTMAX (Gibco). Stofnfrumueiningar voru frystar í 10% DMSO AB plasmalausn. 

 

3.4. Einangrun erfðaefnis 

DNA var einangrað með Gentra PureGene aðferð (Qiagen). Við einangrun erfðaefnis í kjölfarið á 

Ficoll einangrun var leiðbeiningum fyrir einangrun erfðaefnis úr frumurækt fylgt en fyrir einangrun 

erfðaefnis beint úr frystri stofnfrumueiningu var leiðbeiningum fyrir einangrun erfðaefnis úr 

beinmergssýni fylgt. Verkferli var fylgt með þremur undantekningum. Sýni voru meðhöndluð með 

minna magni af RNAase A (2 μg/mL) en í lengri tíma, 15 mínútur. Erfðaefni var leyst uppí TLE 

búffer í staðin fyrir TE búffer og jafnframt var hitunarskrefi, 65°C í klukkustund, sleppt.   

DNA styrkur var mældur með NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) og erfðaefnissýni geymt í 

ísskáp við 4°C. 

 

3.5. Undirbúningur sýna fyrir rafdrátt 

Öll sýni voru rafdregin annars vegar óskorin og hins vegar eftir meðhöndlun með Mbo I (Fermentas) 

skerðiensími.  

Fyrir öll óskorin sýni voru 1000 ng af DNA notuð sem var ýmist þynnt eða styrkt með 

SpeedVac DNA-100 (Savant) í u.þ.b. 2 μL.  
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Mbo I skurðhvarf var framkvæmt í 60 mínútur við 37°C. Fjórar einingar af ensími voru 

notaðar til að skera 1500 ng af DNA í  40 μL Buffer R (Fermentas). Eftir skurðhvarf var lausnin 

hreinsuð með Amicon Ultra (Millipore) og að því loknu var rúmmál lausnar minnkað með SpeedVac 

DNA-100 í u.þ.b. 2 μL.  

Í bæði sýni, óskorin og Mbo I skorin, var bætt 5 ng af stærðarmerkinu GeneRuler 100bp Plus 

(Fermentas) sem inniheldur flúorljómandi Cy5 merkt núkleotíð og virkar því sem tvíþátta DNA vísir 

Við sýnalausnina var svo bætt við 6xOrangeLoadingDye (Fermentas) og glýceróli svo að lokastyrkur 

glýceróls í sýnalausn var u.þ.b. 13%. 

 

3.6. Framkvæmd tvívíðs þáttháðs rafdráttar 

Rafdráttur var framkvæmdur í 4% akrýlamíðgeli. Gellausn innihélt 4% akrýlamíð (29:1 

akrýlamíð:bisakrýlamíð), 7 M þvagefnis og einfaldan TBE búffer. Ammóníum persúlfat og 

tetrametýletýlenedíamín (TEMED) var notað til að hvata fjölliðun akrýlamíðs. Gel var steypt á milli 

tveggja glerplata svo að endanlegt gel var af stærðinni 7×8 cm
2
 og 0.7 mm þykkt. 

Fyrri vídd rafdráttar var framkvæmd í rafdráttarkeri frá BioRad. Gel var fyrst forkeyrt í 

einfaldri TBE rafdráttarlausn við 40 mA, 300 V í 10 mín. Að forkeyrslu lokinni var sýnislausnum 

hlaðið í viðeigandi brunna. Sýni voru rafdregin við 40 mA, 300 V í 22 mínútur. Að því loknu var gel 

hitað í 2 mín við 85°C milli tveggja hitaplata. Seinni vídd rafdráttar var keyrð í Multiphor II 

(Pharmacia Biotech) við 5 W, 20 mA, 600 V í 19 mínútur. Seinni vídd var framkvæmd hornrétt á 

stefnu fyrri víddar við stöðugan 55°C hita. 

 Að loknum rafdrætti í báðum víddum var gelið litað með 5 μL af RiboGreen (Fermentas) í 

100 mL af eimuðu vatni. Gelið var látið liggja í litunarlausn í a.m.k. 30 mínútur áður en það var 

skolað uppúr eimuðu vatni nokkru sinnum. Eftir skolun var gel skannað í Typhoon 8610 (Amersham 

Biosciences) til að greina flúorljómun Cy5 merkingu tvíþátta vísi (670 nm) og RiboGreen litun 

kjarnsýra (526 nm). 

 

3.7. Úrvinnsla gagna 

Úrvinnsla sýna og mæling flúorljómunar fór fram í ImageQuant (Molecular Dynamics) forriti. Magn 

einþátta brota (SSB, e. single stranded breaks), tvíþátta brota (DSB, e. double stranded breaks) og 

einþátta DNA (ssDNA, e. single stranded DNA) var metið sjónrænt í ImageQuant forriti. 

Skemmdum var gefin einkunn 0, 1 eða 2. Ef engin skemmd sást í sýni fékk það 0 í einkunn en ef 

smávægilegar skemmdir sáust í sýni fékk það 1 í einkunn. Greinilegar skemmdir fengu 2 í einkunn. 
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Færsla framfyrir eðlilegan tvíþátta sveip í Mbo I skornu sýni var metin með hlutfallslegri 

mælingu á flúorljómun. Mun héðan í frá vera vísað í þessa mælingu sem færsluskemmdir og  

endurspeglar það einþátta brot, bognar sameindir og/eða einþátta DNA . 

 

3.8. Tilskilin leyfi. 

Leyfi fengust frá Persónuvernd (#2012111333TS), Vísindasiðanefnd (#VSNb2012110030/03.07), 

framkvæmdastjóra lækninga á LSH og yfirlækni Blóðbankans áður en söfnun og greining sýna fór 

fram. 
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4 Niðurstöður 

4.1 Túlkun niðurstaðna 

Sýni voru aðallega metin sjónrænt og voru skemmdir áætlaðar út frá fráviki frá eðlilegri færslu 

tvíþátta DNA. Flúorljómun fyrir framan tvíþátta sveip (svæði 2, sjá mynd 2B) var mæld sem hlutfall 

flúorljómunar á svæði 2 á móti heildarsvæði sem svæði 1 og 2 mynda. Svæði 1 var valið umhverfis 

tvíþátta DNA vísi. Svæði þrjú var valið til að endurspegla bakgrunn í sýni og var það alltaf af sömu 

stærð (sjá mynd 2B). Meðalgildi flúorljómunar úr svæði 3 var notað til að stilla lágmarksgildi sem 

ImageQuant forrit mældi á svæði 1 og 2.  

Í sýni á mynd 2A  mælist hlutfall færsluskemmda 8% en á myndum 2A og 2B sést ekki að 

8% af sýninu sé að finna fyrir framan tvíþátta sveip. Það ber því ekki að túlka þetta hlutfall sem 

hlutfall sýnis fyrir framan tvíþátta sveip heldur frekar sem mat á færsluskemmdum sem sjást í sýni.  

 

 

Mynd 2 

Mynd A sýnir niðurstöður úr 2D-SDE til útskýringar (sama sýni er einnig sýnt á mynd 8C). Einþátta 

brotum (SSB), tvíþátta brotum (DSB) og einþátta DNA (ssDNA) í óskornu sýni var gefin einkunn: 0, 

1 eða 2. Greinileg tvíþátta brot (hornklofi) sjást í óskornu sýni. Engin greinileg færsla sést umfram 

tvíþátta sveip í  Mbo I skornu sýni en samt mælist 8% flúorljómun á svæðinu. Þrátt fyrir það myndi 

þetta sýni vera talið óskemmt ef ekki væri fyrir tvíþátta brot í óskornu sýni. 

Mynd B sýnir svæði 1-3 sem notuð voru til hlutfallslegrar mælinga á flúorljómun fyrir framan 

tvíþátta sveip. Hlutfall færsluskemmda er mælt sem hlutfall flúorljómunar á svæði á 2 á móti 

flúorljómun á heildarsvæði sem 1 og 2 afmarka. 

 

 

 

2 

 

3 

 



 

20 

 

4.2. Blóðsýni úr stofnfrumugjöfum 

Í blóðsýni úr sjúklingi 1, tekið að morgni söfnunardags, mældist heildarfjöldi hvítkorna í blóði 

2,2×10
9
/L og þar af mældist fjöldi CD34+ fruma 66,1×10

6
/L. Í blóðsýninu greindust áberandi 

færsluskemmdir í Mbo I skornu sýni og mynda þær „hnúð“ (mynd 3, ör) fyrir framan eðlilegan 

tvíþátta sveip. Líklegast myndast hnúðurinn vegna boginna sameinda en engin einþátta brot 

greindust í óskornu sýni.  

 

 

Mynd 3 

2D-SDE greining á DNA úr blóðsýni tekið fyrir söfnun úr sjúklingi 1. Prósentutalan er hlutfall 

færsluskemmda í Mbo I skornu sýni. Einþátta  brotum (SSB), tvíþátta brotum (DSB) og einþátta DNA 

(ssDNA) í óskornu sýni var gefin einkunn: 0, 1 eða 2. Í Mbo I skornu sýni greindust áberandi 

færsluskemmdir sem virðast mynda „hnúð“ (ör) fyrir framan eðlilegan tvíþátta sveip. 

 

Í blóðsýni úr sjúklingi 2, tekið að morgni söfnunardags, mældist heildarfjöldi hvítkorna í 

blóði 7,5×10
9
/L og þar af mældist fjöldi CD34+ fruma 53,5×10

6
/L. Í blóðsýnum úr sjúklingi 2, tekin 

fyrir tilfærslumeðferð og hins vegar fyrir söfnun, greindust einþátta brot, tvíþátta brot og einþátta 

DNA (myndir 4A og 4B). Hins vegar eru tvíþátta brot mun greinilegri í blóðsýni tekið á söfnunardag 

samanborið við blóðsýni tekið fyrir tilfærslumeðferð. Í sama sýni greindust einnig áberandi 

færsluskemmdir (mynd 4B, ör) en einþátta brot í óskornu sýni torvelda túlkun á þeim. 

 

 

 

 

 



 

21 

 

 

Mynd 4 

2D-SDE greining á DNA úr blóðsýnum, sjúklings 2, tekið annars vegar fyrir tilfærslumeðferð og hins 

vegar fyrir söfnun. Í báðum sýnum sjást einþátta brot, tvíþátta brot og einþátta DNA. Tvíþátta brot 

eru þó áberandi meiri í blóðsýni tekið fyrir söfnun (hornklofi) ásamt því að að greinilegar 

færsluskemmdir sjást í því sýni (ör). Tölvuskjal sem innihélt frumgögn mælingar sem sést á mynd A 

skemmdist vegna bilunar í tölvubúnaði og tapaðist við það m.a. mæling á flúorljómun Cy5 (mynd B, 

rautt) og því vantar tvíþátta DNA vísi á mynd. 

 

4.3. Frystar og ófrystar stofnfrumueiningar 

Enginn áberandi munur sást á erfðaefnisskemmdum fyrir og eftir frystingu, óháð ficoll einangrun. Í 

stofnfrumueiningu úr sjúklingi 1 greindust einþátta DNA, tvíþátta og einþátta brot eftir frystingu en 

ekki í ófrystri stofnfrumueiningu (sjá myndir 5A-C). Hins vegar varð lítil breyting hjá sjúklingi 2 (sjá 

myndir 5D-F). 

Hlutfall CD34+ fruma í stofnfrumueiningu, úr sjúklingi 1, var 6,4% eða því sem samsvarar 

18,6×10
6
 CD34+ frumur/kg sjúklings. Áberandi færsluskemmdir sáust í ófrystri stofnfrumueiningu 

(sjá mynd 5A, ör). Líklegast endurspegla færsluskemmdirnar bognar sameindir þar sem ekki 

greindust einþátta brot í óskornu sýni. Sambærilegar skemmdir greindust í blóðsýni úr sama sjúklingi 

(sjá mynd 3 - ör). Athyglisvert er að ekki sjást jafn áberandi færsluskemmdir í frystu sýnunum 

(myndir 5B-C).  

Hlutfall CD34+ fruma í stofnfrumueiningu, úr sjúklingi 2, var 2,3% eða því sem samsvarar 

13,4×10
6
 CD34+ frumur/kg sjúklings. Í ófrystri stofnfrumueiningu (mynd 5D) greindust einþátta 

DNA, einþátta brot og tvíþátta brot. Sambærilegar skemmdir greindust einnig í blóðsýni sem tekið 

var fyrir upphaf söfnunar (mynd 4B) en tvíþátta brot voru meira áberandi i því sýni. 

 



 

22 

 

 

Mynd 5 

2D-SDE greining á DNA úr frystum og ófrystum stofnfrumueiningum. Myndir A-D eru sýni úr 

sjúklingi 1 og myndir D-F eru sýni úr sjúklingi 2. Prósentutalan er hlutfall færsluskemmda í Mbo I 

skornu sýni. Einþátta  brotum (SSB), tvíþátta brotum (DSB) og einþátta DNA (ssDNA) í óskornu sýni 

var gefin einkunn: 0, 1 eða 2. Á myndum B-F má sjá móta fyrir tvíþátta DNA vísi (rautt) í einþátta 

DNA línu í óskornu sýni og endurspeglar það skemmdir í tvíþátta DNA vísi, þ.e. myndun einþátta 

sameinda. Á mynd A bendir ör á áberandi færsluskemmdir í sýni. 

 

4.4. Blóðgjafasýni 

Engin greinanleg aukning varð á erfðaefnisskemmdum við frystingu á einkjarnafrumum úr 

blóðgjöfum, hvort sem þær voru frystar með eða án DMSO (sjá myndir 6 - 8). Tvíþátta og einþátta 

brot greindust í flestum sýnum auk einþátta DNA en dreifing og magn skemmda í sýnum virtist ekki 

endurspegla áhrif frystingar eða DMSO.  

Erfðaefnisskemmdir í ófrystum einkjarnafrumum mældust meiri en vænst var (sjá myndir 6, 

7A, 7D, 7G, 8F). Einungis tvö af sex ófrystum sýnum voru það sem telja mætti nánast óskemmd sýni 

(sjá myndir 8A og 8C). 
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Mynd 6 

Stöplarit sýnir niðurstöður mælinga á færsluskemmdum erfðaefnis einangrað úr ófrystum frumum    

(n = 6), frumum frystum án DMSO (n = 3) og frumum frystum með DMSO (n = 6). Enginn áberandi 

munur var á færsluskemmdum á milli hópa. Frumur voru frystar án DMSO í einungis helmingi 

tilvika og voru þær frumur meira skemmdar í grunninn (þ.e. ófrystar) í samanburði við hin þrjú 

frumusöfnin. Útskýrir það örlítið hærri gildi færsluskemmda sem mælist í frumum frystum án DMSO. 
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Mynd 7 

2D-SDE greining á DNA úr frystum og ófrystum einkjarnafrumum blóðgjafa. Myndir A-C, D-F og 

G-I sýna niðurstöður úr sama blóðgjafa við mismunandi aðstæður. Prósentutalan er hlutfall 

færsluskemmda í Mbo I skornu sýni. Einþátta  brotum (SSB), tvíþátta brotum (DSB) og einþátta DNA 

(ssDNA) í óskornu sýni var gefin einkunn: 0, 1 eða 2. Miklar skemmdir sjást í ófrystum sýnum 

(A,D,G). 
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Mynd 8 

2D-SDE greining á DNA úr frystum og ófrystum einkjarnafrumum blóðgjafa. Myndir A-B, C-D og  

E-F sýna niðurstöður úr sama blóðgjafa við mismunandi aðstæður. Prósentutalan er hlutfall 

færsluskemmda í Mbo I skornu sýni. Einþátta  brotum (SSB), tvíþátta brotum (DSB) og einþátta DNA 

(ssDNA) í óskornu sýni var gefin einkunn: 0, 1 eða 2. Á mynd F má greina einþátta DNA í Mbo I 

skornu sýni (ör) en ekki í óskornu sýni. 
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5 Umræður 

Þessi rannsókn var frumrannsókn og sú fyrsta, svo vitað sé, sem rannsakar erfðaefnisskemmdir í 

stofnfrumueiningum úr blóði. Með því að nota 2D-SDE var hægt að greina mismunandi 

erfðaefnisskemmdir í einu og sama sýninu en aðrar rannsóknir, aðallega á kynfrumum, hafa ýmist 

bara skoðað eina gerð erfðaefnisskemmda eða þurft að nota fleiri en eina aðferð.  

Tvívíður þáttháður rafdráttur er ný aðferð til að greina erfðaefnisskemmdir og enn sem komið 

er byggir úrvinnsla á gögnum úr henni aðallega á sjónrænu mati, þ.e. huglægt mat. Mæling á 

færsluskemmdum var viðkvæm fyrir bakgrunnsflúorljómun, vegna þvagefnis í geli, sem gat verið 

mismunandi á milli sýna og því erfitt að leiðrétta fyrir hana. Svæðið sem tvíþátta DNA vísir 

afmarkaði var einnig misskýrt þ.e í sumum sýnum var ekki alveg ljóst hvar átti að draga línur 

umhverfis hann. Erfitt er að fullyrða um mun á sýnum nema hann sé áberandi mikill að magni eða 

gerð. Efniviður rannsóknar var takmarkaður og jafnframt greindust skemmdir í flestum ófrystum 

sýnum og torveldaði það túlkun á áhrifum frystingar og DMSO m.t.t. erfðaefnisskemmda. 

Stofnfrumueiningar voru frumuríkar og þar af voru CD34+ frumur einungis 2,3-6,4%. Það er 

því ekki vitað í hvers konar frumum erfðaefnisskemmdir voru að mælast eða hvort nokkur munur var 

á erfðaefnisskemmdum á milli frumugerða. Spennandi væri að rannsaka, sértækt, áhrif frystingar á 

einangraðar CD34+ frumur og bera saman við stofnfrumueiningu. 

Enginn áberandi munur greindist á erfðaefnisskemmdum fyrir og eftir frystingu. Rannsókn 

Al-Salmani et. al á erfðaefniskemmdum einkjarnafruma úr blóði, með Comet aðferð, við mislanga 

frystingu (-80°C) sýndi fram á að skemmdir í frumum frystar án DMSO jukust marktækt með tíma 

en engin breyting varð á frumum sem voru frystar með DMSO.
39

 Ekki var gerður samanburður við 

ófryst sýni þó þau hafi verið rannsökuð. Sýni í þessari rannsókn voru einungis fryst í eina til tvær 

vikur og áhugavert væri að rannsaka erfðaefnisskemmdir í stofnfrumueiningum sem hafa verið 

frystar í lengri tíma t.d. nokkur ár. Fræðilega séð ætti þó enginn munur að sjást á sýnum fryst í eina 

til tvær vikur og sýnum fryst í nokkur ár ef geymsluhitastig er lægra en -130°C.
31

  

Áhugaverðar skemmdir sáust í blóðsýnum og ófrystum stofnfrumueiningum sjúklinga. 

Mögulega má rekja þær sértækt til frumudrepandi lyfjameðferðar sem notuð var við 

tilfærslumeðferð. 

Í sjúklingi 1 sáust ummerki um bognar sameindir í blóðsýni (mynd 8) og ófrystri 

stofnfrumueiningu. Sjúklingur fékk cyclofosfamíð meðferð 10 dögum fyrir sýnatöku. Umbrot 

cyclofosfamíðs í líkama leiðir m.a. til myndunar á fosfóramíð mustarði (e. phosphoramide mustard) 

sem krosstengir DNA sameindir, bæði innan og milli þátta.
35

 Innanþátta krosstengi gætu útskýrt 

bognu sameindinar sem sjást í sýnunum
43

 en ekki liggja fyrir upplýsingar um áhrif innanþátta 
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krosstengja, af völdum fosfóramíða, á færsluhraða DNA sameinda í akrýlamíðgeli. Áhrif 

cyclofosfamíðs hafa áður mælst í blóði sjúklinga, með Comet aðferð og Sister Chromatid Exchange 

(SCE), í allt að tvær vikur eftir inngjöf.
45

  

Í sjúklingi 2 sáust ummerki um aukin tvíþátta brot í blóðsýni sem var tekið fyrir söfnun. 

Tvíþátta brot greindust einnig í ófrystri stofnfrumueiningu og í blóðsýni sem var tekið fyrir 

tilfærslumeðferð en í þeim sýnum voru tvíþátta brot ekki eins áberandi. Sjúklingur 2 fékk 

tilfærslumeðferð með cyclofosfamíð í einn dag og síðan þriggja daga kúr af etópósíð sem lauk 9 

dögum fyrir söfnun. Etópósíð hindrar viðgerð á tvíþátta brotum sem tópóísómerasi II myndar við 

eðlilegar aðstæður og gæti mögulegt útskýrt tvíþátta brot í blóðsýni sem tekið var á söfnunardag.
46

 

Ef um raunveruleg áhrif fyrri lyfjameðferðar er að ræða vakna nokkrar spurningar. Hvers 

vegna hafa frumunar ekki gert við skemmdirnar og ef þær geta ekki gert við skemmdirnar hvers 

vegna hafa þær ekki farið í stýrðan frumudauða líkt og vænst væri?
33,47

 Jafnframt væri áhugavert að 

rannsaka áhrif þessara skemmda á rótun í kjölfarið á ígræðslu og skoða blóðsýni tekin á mismunandi 

tímapunktum eftir tilfærslumeðferð. 

Í ófrystu blóðgjafasýnunum greindust miklar erfðaefnisskemmdir. Líklegast stafar það af því 

að frumur voru einangraðar úr afgangs „buffy coat“ einingum sem geymdar höfðu verið yfir nótt við 

stofuhita en það er stöðluð aðferð við vinnslu á þeim. Sýnt hefur verið fram á að geymsla heilblóðs 

við 4°C í 72 klst auki erfðaefnisskemmdir, mælt með Comet aðferð, marktækt í einkjarnafrumum.
39

 

Ef tekið er tillit til þess að buffy coat einingar innihalda hærri styrk hvítkorna og eru geymdar við 

stofuhita þá má velta fyrir sér hvort dauði og rof hvítkorna valdi losun á hvarfgjörnum efnum sem 

gæti orsakað þessar miklu skemmdir sem greindust í sýnunum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

28 

 

6 Þakkir 

Höfundur vill þakka eftirfarandi einstaklingum fyrir aðstoð og stuðning við vinnslu og skipulagningu 

rannsóknarinnar: 

Anna Margrét Halldórsdóttir 

Jón Jóhannes Jónsson 

Bjarki Guðmundsson 

Hans Guttormur Þormar 

Leifur Þorsteinsson 

Sandra Mjöll Jónsdóttir Buch 

Ólafur E. Sigurjónsson 

Hlíf Steingrímsdóttir 

Og að lokum fá þakkir starfsfólk við Lífefna- og sameindalíffræðistofu HÍ og Blóðbankann fyrir 

þolinmæði og vinalegt viðmót. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

29 

 

Heimildaskrá 

1. Helga V. Ísaksdóttir. Eigin stofnfrumuígræðsla á LSH. Úttekt á árangri meðferðar 2004-2010. Óbirt: 

Háskóli Íslands; 2011. 

2. Korbling M, Freireich EJ. Twenty-five years of peripheral blood stem cell transplantation. Blood 

2011;117:6411-6. 

3. Levesque JP, Hendy J, Takamatsu Y, Simmons PJ, Bendall LJ. Disruption of the CXCR4/CXCL12 

chemotactic interaction during hematopoietic stem cell mobilization induced by GCSF or cyclophosphamide. 

The Journal of clinical investigation 2003;111:187-96. 

4. Lapidot T, Petit I. Current understanding of stem cell mobilization: the roles of chemokines, proteolytic 

enzymes, adhesion molecules, cytokines, and stromal cells. Experimental hematology 2002;30:973-81. 

5. Orkin SH, Zon LI. Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell biology. Cell 2008;132:631-44. 

6. Duggan PR, Guo D, Luider J, et al. Predictive factors for long-term engraftment of autologous blood 

stem cells. Bone marrow transplantation 2000;26:1299-304. 

7. Negrin RS, Atkinson K, Leemhuis T, et al. Transplantation of highly purified CD34+Thy-1+ 

hematopoietic stem cells in patients with metastatic breast cancer. Biology of blood and marrow 

transplantation : journal of the American Society for Blood and Marrow Transplantation 2000;6:262-71. 

8. Goodell MA, Rosenzweig M, Kim H, et al. Dye efflux studies suggest that hematopoietic stem cells 

expressing low or undetectable levels of CD34 antigen exist in multiple species. Nature medicine 

1997;3:1337-45. 

9. Muller AM, Kohrt HE, Cha S, et al. Long-term outcome of patients with metastatic breast cancer 

treated with high-dose chemotherapy and transplantation of purified autologous hematopoietic stem cells. 

Biology of blood and marrow transplantation : journal of the American Society for Blood and Marrow 

Transplantation 2012;18:125-33. 

10. Nakauchi H. Hematopoietic stem cells: are they CD34-positive or CD34-negative? Nature medicine 

1998;4:1009-10. 

11. Aiuti A, Webb IJ, Bleul C, Springer T, Gutierrez-Ramos JC. The chemokine SDF-1 is a 

chemoattractant for human CD34+ hematopoietic progenitor cells and provides a new mechanism to explain 

the mobilization of CD34+ progenitors to peripheral blood. The Journal of experimental medicine 

1997;185:111-20. 

12. Liles WC, Rodger E, Broxmeyer HE, et al. Augmented mobilization and collection of CD34+ 

hematopoietic cells from normal human volunteers stimulated with granulocyte-colony-stimulating factor by 

single-dose administration of AMD3100, a CXCR4 antagonist. Transfusion 2005;45:295-300. 

13. Liles WC, Broxmeyer HE, Rodger E, et al. Mobilization of hematopoietic progenitor cells in healthy 

volunteers by AMD3100, a CXCR4 antagonist. Blood 2003;102:2728-30. 

14. Copelan EA, Ceselski SK, Ezzone SA, et al. Mobilization of peripheral-blood progenitor cells with 

high-dose etoposide and granulocyte colony-stimulating factor in patients with breast cancer, non-Hodgkin's 

lymphoma, and Hodgkin's disease. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of 

Clinical Oncology 1997;15:759-65. 

15. Bensinger W, Appelbaum F, Rowley S, et al. Factors that influence collection and engraftment of 

autologous peripheral-blood stem cells. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of 

Clinical Oncology 1995;13:2547-55. 

16. Koc ON, Gerson SL, Cooper BW, et al. Randomized cross-over trial of progenitor-cell mobilization: 

high-dose cyclophosphamide plus granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) versus granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor plus G-CSF. Journal of clinical oncology : official journal of the 

American Society of Clinical Oncology 2000;18:1824-30. 

17. Giralt S, Stadtmauer EA, Harousseau JL, et al. International myeloma working group (IMWG) 

consensus statement and guidelines regarding the current status of stem cell collection and high-dose therapy 

for multiple myeloma and the role of plerixafor (AMD 3100). Leukemia 2009;23:1904-12. 

18. Attolico I, Pavone V, Ostuni A, et al. Plerixafor added to chemotherapy plus G-CSF is safe and allows 

adequate PBSC collection in predicted poor mobilizer patients with multiple myeloma or lymphoma. Biology of 

blood and marrow transplantation : journal of the American Society for Blood and Marrow Transplantation 

2012;18:241-9. 

19. Jansen EM, Hanks SG, Terry C, et al. Prediction of engraftment after autologous peripheral blood 

progenitor cell transplantation: CD34, colony-forming unit-granulocyte-macrophage, or both? Transfusion 

2007;47:817-23. 



 

30 

 

20. Szwajcer D, Jennings-Coutts A, Giftakis A, Wall DA. Identification of the CD34 enumeration on the 

day before stem cell harvest that best predicts poor mobilization. Transfusion 2011;51:587-90. 

21. Scheid C, Draube A, Reiser M, et al. Using at least 5x10(6)/kg CD34+ cells for autologous stem cell 

transplantation significantly reduces febrile complications and use of antibiotics after transplantation. Bone 

marrow transplantation 1999;23:1177-81. 

22. Bakken AM. Cryopreserving human peripheral blood progenitor cells. Current stem cell research & 

therapy 2006;1:47-54. 

23. Arslan O, Moog R. Mobilization of peripheral blood stem cells. Transfusion and apheresis science : 

official journal of the World Apheresis Association : official journal of the European Society for Haemapheresis 

2007;37:179-85. 

24. Berz D, McCormack EM, Winer ES, Colvin GA, Quesenberry PJ. Cryopreservation of hematopoietic 

stem cells. American journal of hematology 2007;82:463-72. 

25. Branch DR, Calderwood S, Cecutti MA, Herst R, Solh H. Hematopoietic progenitor cells are resistant 

to dimethyl sulfoxide toxicity. Transfusion 1994;34:887-90. 

26. Meryman HT. Cryopreservation of living cells: principles and practice. Transfusion 2007;47:935-45. 

27. Gao D, Critser JK. Mechanisms of cryoinjury in living cells. ILAR journal / National Research Council, 

Institute of Laboratory Animal Resources 2000;41:187-96. 

28. Katayama Y, Yano T, Bessho A, et al. The effects of a simplified method for cryopreservation and 

thawing procedures on peripheral blood stem cells. Bone marrow transplantation 1997;19:283-7. 

29. Halle P, Tournilhac O, Knopinska-Posluszny W, et al. Uncontrolled-rate freezing and storage at -80 

degrees C, with only 3.5-percent DMSO in cryoprotective solution for 109 autologous peripheral blood 

progenitor cell transplantations. Transfusion 2001;41:667-73. 

30. Windrum P, Morris TC, Drake MB, Niederwieser D, Ruutu T. Variation in dimethyl sulfoxide use in 

stem cell transplantation: a survey of EBMT centres. Bone marrow transplantation 2005;36:601-3. 

31. Mazur P. Freezing of living cells: mechanisms and implications. The American journal of physiology 

1984;247:C125-42. 

32. Hoeijmakers JH. DNA damage, aging, and cancer. The New England journal of medicine 

2009;361:1475-85. 

33. Ciccia A, Elledge SJ. The DNA damage response: making it safe to play with knives. Molecular cell 

2010;40:179-204. 

34. Marnett LJ. Oxyradicals and DNA damage. Carcinogenesis 2000;21:361-70. 

35. Bauer GB, Povirk LF. Specificity and kinetics of interstrand and intrastrand bifunctional alkylation by 

nitrogen mustards at a G-G-C sequence. Nucleic acids research 1997;25:1211-8. 

36. Zribi N, Chakroun NF, Ben Abdallah F, et al. Effect of freezing-thawing process and quercetin on 

human sperm survival and DNA integrity. Cryobiology 2012;65:326-31. 

37. Tasdemir U, Buyukleblebici S, Tuncer PB, et al. Effects of various cryoprotectants on bull sperm 

quality, DNA integrity and oxidative stress parameters. Cryobiology 2013;66:38-42. 

38. Stachowiak EM, Papis K, Kruszewski M, Iwanenko T, Bartlomiejczyk T, Modlinski JA. Comparison of 

the level(s) of DNA damage using Comet assay in bovine oocytes subjected to selected vitrification methods. 

Reproduction in domestic animals = Zuchthygiene 2009;44:653-8. 

39. Al-Salmani K, Abbas HH, Schulpen S, et al. Simplified method for the collection, storage, and comet 

assay analysis of DNA damage in whole blood. Free radical biology & medicine 2011;51:719-25. 

40. Lee SY, Huang GW, Shiung JN, et al. Magnetic cryopreservation for dental pulp stem cells. Cells, 

tissues, organs 2012;196:23-33. 

41. Gault VA, McClenaghan NH. Understanding Bionanalytical Chemistry: principles and applications. 1 

ed: John Wiley & Sons; 2009. 

42. Gunnarsson GH, Gudmundsson B, Thormar HG, Alfredsson A, Jonsson JJ. Two-dimensional 

strandness-dependent electrophoresis: a method to characterize single-stranded DNA, double-stranded DNA, 

and RNA-DNA hybrids in complex samples. Analytical biochemistry 2006;350:120-7. 

43. Gunnarsson GH, Thormar HG, Gudmundsson B, Akesson L, Jonsson JJ. Two-dimensional 

conformation-dependent electrophoresis (2D-CDE) to separate DNA fragments containing unmatched bulge 

from complex DNA samples. Nucleic acids research 2004;32:e23. 

44. Saffran WA, Goldenberg M, Cantor CR. Site-directed psoralen crosslinking of DNA. Proceedings of 

the National Academy of Sciences of the United States of America 1982;79:4594-8. 

45. Hartmann A, Herkommer K, Gluck M, Speit G. DNA-damaging effect of cyclophosphamide on human 

blood cells in vivo and in vitro studied with the single-cell gel test (comet assay). Environmental and molecular 

mutagenesis 1995;25:180-7. 

46. Montecucco A, Biamonti G. Cellular response to etoposide treatment. Cancer letters 2007;252:9-18. 



 

31 

 

47. Karpinich NO, Tafani M, Rothman RJ, Russo MA, Farber JL. The course of etoposide-induced 

apoptosis from damage to DNA and p53 activation to mitochondrial release of cytochrome c. The Journal of 

biological chemistry 2002;277:16547-52. 

 

 


