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Agrip
Utanfrumu DNA (cell-free DNA, cfDNA) er til stadar i likamsvokvum. Ekki er ad fullu vitad hvadan cfDNA
kemur en likleg skyring er ad pad losni ur frumum vid edlilega frumuumsetningu. Styrkur cfDNA i
heilbrigdum einstaklingum er breytilegur og getur verié fra 0 — 100 ng/mL. Aukning verdur a cfDNA t.d.
begar folk eldist, vid og eftir hreyfingu og vid akvedid sjukdomsastand.

Frumur i fylgju losa utanfrumu DNA af fosturuppruna (cell-free-fetal DNA, cffDNA) i plasma
pbungadrar konu. cffDNA er notad vid ymsar greiningar eins og t.d. fosturskimanir en litid er vidétad um
byggingu pess. Komid hefur i ljés ad styrkur cfDNA i plasma pungadra kvenna med medgdngueitrun er
aukinn. Akvedid var ad rannsaka byggingu cfDNA i plasma og frumulausu pvagi pungadra kvenna og

pungadra kvenna med medgdngueitrun.

Medgongueitrun er sjukdomur sem hrjair um 5-8% pungadra kvenna i heiminum og er algeng orsok
fyrirburafaedinga. Meinalifedlisfraedi sjukdémsins er ekki fullpekkt og ekki er til dnnur lsekning vié honum
en faeding. Mikid er lagt upp ur pvi ad greina sjukdéminn snemma til ad haegt sé ad medhondla einkennin

og fresta faedingu.

Nordurljésagreining er adferd sem gefur géda mynd af byggingu og lIégun DNA. Adferdin byggist a
ad rafdraga kjarnsyrusyni med tvividum patthadum rafdraetti. Vid rafdrattinn adskiljast kjarnsyrur baedi

eftir steerd og paetti og haegt er ad greina ymsar byggingarlegar skemmdir i DNA med adferdinni.

Nidurstdédur syndu fram & ad heaegt var ad beita NLA til ad greina steerd og I6gun DNA sameinda i
likasmvokvum m.a. hja punguéum konum. Einnig kom i ljos ad mynstur voru mismunandi eftir gerd
ikamsvOkva og eftir einstaklingum. Breytileikar & samsetningu cfDNA i plasma pungadra kvenna sem
fengu medgongueitrun komu einnig i 1j6s. Nordurljésagreining gaeti pvi nyst vid skimun eda greiningu a

medgdongueitrun.
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1 Inngangur

1.1 Utanfrumuerfdaefni

Ari® 1948 kom i ljés ad erfdaefni er ekki einungis ad finna i kjarna frumna heldur er pad einnig til stadar
i likamsvOokvum (1) og i pvagi (2). betta erfdaefni er kallad utanfrumuerfdaefni (e. cell free DNA, cfDNA).
pratt fyrir ad cfDNA hafi verid pekkt i mérg ar pa var pad framan af ekki mikid rannsakad. Rannsoknir a
cfDNA jukust eftir ad uppgotvad var ad péttni cfDNA eykst i plasma sjuklinga med ymsa sjukdéma, t.d.
krabbamein, rauda ulfa og lidagigt (3).

Ekki er ad fullu vitad hvad veldur pvi ad cfDNA finnst i likamsvokvum heilbrigéra einstaklinga eda
hvernig pad er hreinsad Gt dar likamanum. Liklegt pykir ad cfDNA komi fra eitilfrumum eda 66rum
bl6dfrumum med kjarna (4). Rafdrattur & cfDNA Ur plasma bendir til ad pad sé ad hluta til upprunnié ar
frumum sem féru i styrdan frumudauda (apoptosis). Med rafdraettinum kom i ljés ad plasma cfDNA eru
adallega 180 bp langir butar, en pegar frumur i frumureekt fara i styrdan frumudauda greinast einnig
batar sem eru 180 bp ad lengd (5). Kirnisagnir (e. nucleosome) eru pokkunar einingar litnis (e.
chromatin). DNA i litni brotna nidur i adskilin brot med 180 bp millibili, en pad er su lengd DNA sameindar
sem pakkast i hverja kirnisdgn. Pegar frumur fara i apoptdsu verda pvi til DNA butar sem eru ein eda
fleiri kirnisagnir ad lengd, eda 180 bp og margfeldi af pvi (360 bp, 540 bp o.s.frv.) (6).

Par ad auki eru uppi hugmyndir um ad lifandi frumur og liffaeri seyti kjarnsyrum ut i blédrasina an
bess ad frumudaudi eigi sér stad (4). Hugmyndin er ad pad myndist samvaegi (e. homeostasis) pegar
frumur og liffeeri seyta DNA. Rannsoknir hafa synt fram a ad petta sé nymyndad DNA sem frumurnar
og liffeerin eru ad seyta ut i umhverfi sitt og pegar akvedinn styrkur hefur nadst pa hefur myndast
jafnvaegi og seytunin haettir (4). Porf er a frekari rannséknum vardandi petta til ad komast ad pvi hvort
pbad sé virk seyting a DNA, eda hvort cfDNA komist i plasma vegna frumudauda eda hvort pad sé

sambland af pessum ferlum sem valdi pvi ad cfDNA finnst i likamsvokvum.

Styrkur cfDNA i plasma heilbrigdra einstaklinga er allt fra 0 til 100 ng/mL med meédaltalid 13+3 ng/mL
(3). Synt hefur verid fram a ad cfDNA eykst i plasma vid og eftir hreyfingu (7), pyngdaraukningu (8) og
vid akvedid sjukdémsastand (5). Ymsir liffraedilegir ferlar eru taldir valda pessari haekkun og ma par t.d.

nefna ad pegar aukning verdur a fitumassa folks leidir pad til mikillar frumuendurnyjunar (7,8).

1.1.1 Utanfrumufésturerféaefni (cffDNA)

Frumuumsetning er mikil i fylgju og arié 1997 kom i ljos ad utanfrumufésturerfdaefni (cffDNA) er til stadar
i plasma pungadra kvenna (9). Styrkur cffDNA er mismikill eftir pvi hversu langt er 1idid @ medgénguna.
A fyrsta og 68rum pridjungi medgdngunnar er cffDNA um 10% af heildar DNA i plasma moédur og &
pridja pridjungi er cfDNA 20% (10).

Rannsokn fra arinu 1999 syndi fram & ad helmingunartimi cffDNA veeri um 16 minutur og tveimur
timum eftir feedingu veeri ekki heegt ad finna maelanlegt magn cffDNA i plasma maedra (11). Med baettri
teekni hefur nd komié i ljds ad helmingunartimi cffDNA i plasma modur er tvifasa. Fyrstu tvo timana er
talad um hrada fasann (e. rapid phase), en pa er helmingunartimi cffDNA 1 klukkustund. Eftir fyrstu tvo
timana verdur helmingunartimi cffDNA i plasma moédur 13 klukkutimar og er pa talad um haga fasann

(e. slow phase). Ekki er vitad afhverju hreinsunin er tvifasa en liklegt pykir ad i hrada fasanum sé cffDNA
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sem haekkadi i plasma maédur vid faedingu ad hreinsast Ut en i haega fasanum eru fésturfrumur i bl6dras
maoédurinnar i apoptosu og vid pad losnar fosturerfdaefni Ut i blodras médurinnar sem hreinsast ut sidar.
Nyrun koma einnig ad utskilnadi cffDNA en hlutverk peirra er ekki talid stért. Greining a pvagsynum
syndi ad 0,2% - 19,0% af cffDNA er skilid ut med pvagi (12). Utanfrumu fostur DNA er almennt styttri
sameindir heldur en utanfrumu DNA modur. i plasma er pad fra 60 bp til 120 bp (13) og i pvagi er pad
enn styttra, eda fra 29 bp til 45 bp (14).

cffDNA er notad vid fosturskimanir/greiningar an inngrips (15), kynakvérdun féstra pegar likur eru a
kynbundnum erfdasjukdémi (16) og til ad athuga rhesus flokk fosturs pegar modirin er rhesus neikveed
(17). bad er mikil framfor ad geta notad cffDNA vid fosturskimanir pvi pad er ekki jafn mikid inngrip eins

og legastungur og heegt er ad framkvaema rannsoknina fyrr 8 medgongu (15).

1.2 Medgongueitrun

Medgongueitrun (e. pre-eclampsia) er fjdlkerfasjukdémur sem hrjair um 5-8% pungadra kvenna i
heiminum (18). Medgongueitrun er algengasti sjukdémur pungadra kvenna og féstra og adal danarorsok
beirra beggja (19). bratt fyrir vidamiklar rannsoknir er meinalifedlisfreedi sjukdémsins enn épekkt og eina
leidin til ad lzekna hann er ad faeda barn og fylgju. Talid er ad um 15% fyrirburafeedinga sé haegt ad rekja
til medgdngueitrunnar (18). Medgdngueitrun er skipt i snemmbuna og sidbuna eftir pvi hvenzer
einkennin koma fram. Einkenna verdur vart fyrir 34. viku i snemmbuinni medgdngueitrun en eftir 34.
viku i sidébuinni medgdngueitrun. Talid er ad 25% pungadra kvenna sem pjast af haprystingi fyrir pungun
muni préa med sér medgongueitrun (19).

Mikilvaegt er ad greina medgdngueitrun sem fyrst svo haegt sé ad veita medhondlun a einkennum og
reyna pannig ad fresta faedingu eins lengi og mogulegt er. Vid greiningu sjukdémsins er leitad eftir
einkennum a bord vid haan blédprysting, préteinum i pvagi og bjugmyndun. Mikid kapp er lagt a ad finna
adrar leidir til ad greina sjukdominn adur en pessi einkenni koma fram. Haekkun a blédprystingi kemur
til vegna pess ad rammal plasma médurinnar minnkar talsvert pratt fyrir bjugmyndun. betta getur leitt il
skemmda & liffierum maédur og barns (18). Sjukdémurinn og einkennin sem honum fylgja hafa
mismunandi birtingarmyndir og er oft skipt i milda og alvarlega medgdngueitrun. Medgdngueitrun er
yfirleitt s6gd vera alvarleg ef einkennin eru mikill haprystingur (2160/110 mm Hg), proteinmiga, skerding
verdur a nyrna-, hjarta- eda taugakerfi eda HELLP (e. Hemolysis, Elevated Liver enzymes, and Low

Platelets) heilkenni kemur fram (19).

Hugmyndir eru um ad beeta vid flokki medgongueitrunnar par sem ekki er naudsynlegt ad vera med
protein i pvagi til ad fa greiningu. Protein i pvagi geta lika verid sidbuid merki fyrir nyrnaskemmd sem
einnig einkennir adra nyrnasjukdoma (19). bekjufrumur sem gegna stéru hlutverki i siunarhindrun (e.
filtration barrier) i gauklum nyrnanna kallast feetlufrumur (e. podocytes). Tengsl eru & milli préteinmigu
og sjuklegs astands i nyrum sem kallast ,endotheliosis” og felur i sér bolgur i faetlufrumum. Bélgurnar
valda losun a fibrindgeni og fibrindgen afleidum asamt faetlufumum ut i pvagid (20). Faetlufrumur ma oft
greina i pvagi fyrr en protein og geetu paer pvi verid betra merki fyrir yfirvofandi nyrnaskemmdum heldur
en proteinin. Feetlufrumur i pvagi eru pvi mikid ahugaefni vardandi greiningu & medgongueitrun og verid

er ad rannsaka hvada adferd er best vid greiningu peirra i pvagi (19).
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Margt bendir til pess ad surefnispurrd i fylgju, sem kemur til vegna galla i fylgjumyndun, sé stor pattur
i upphafi medgdngueitrunar. Suarefnispurrdin veldur pvi ad ymis efni losna fra fylgjunni i blodras
moédurinnar (18). Auk pessara efna hafa einnig ymsar frumur ar fylgjunni fundist i blédras maedranna.
T.d. hafa naeringarhydisfrumur (e. trophoblasts) og forverafrumur raudra blédkorna (e. erythroblasts)
fundist i auknum meeli hja konum med medgdngueitrun (21,22). Naeringarhydisfrumurnar fundust po i
mestu magni i legblazed (e. uterine venous blood) og bendir pad til pess ad pessar frumur lifi ekki lengi
i bl6dras modurinnar (22).

Baedi cfDNA og cffDNA eykst i plasma pungadrar konu med medgongueitrun (23,24). Magn cffDNA
getur ordid fimmfalt meira i konum med medgdngueitrun samanborid vid heilbrigdar pungadar konur
(11). Ekki er vitad nakvaemlega hvad veldur pessari aukningu en liklegt er ad nidurbrot frumna sé partur
af orsokinni. Einnig hefur verid synt fram a ad skertur Utskilnadur & cffDNA geti valdid pessari haekkun.
Komid hefur i ljés ad helmingunartimi cffDNA i plasma pungadra kvenna med medgdognueitrun er fjorum

sinnum lengri en hja heilbrigdum pungudum konum (25).

Leung og félagar syndu fyrstir fram a cffDNA i plasma pungadra kvenna eykst adur en einkenni
medgongueitrunnar keemu fram (26). beir vonudust til ad geta notad pessa heekkun i skimun fyrir
sjukddminum. Nidurstddur peirra voru po6 ekki ndgu afgerandi pvi cffDNA gildi peirra sem seinna fengu
medgongueitrun skérudust a vid gildi peirra sem ekki urdu veikar. borf var pvi a frekari rannséknum
vardandi petta og nu eru flestir sammala pvi ad cffDNA aukist i plasma pungadra kvenna adur en
einkenni medgongueitrunar koma fram. Framtid skimunar fyrir medgdngueitrun mun pvi ad 6llum
likinum tengjast cffDNA gildum pungadra kvenna og vonandi verdur haegt ad greina sjukdéminn adur

en einkenni koma fram og hefja pa fyrirbyggjandi medéferd (27-30).

1.3 Rafdrattur

DNA og RNA sameindir sem hafa mismunandi I6gun og lengd er i flestum tilfellum hezegt ad greina,
adskilja eda hreinsa med rafdreetti. Par sem mikilveegt getur veri® ad greina a milli dlikra
kjarnsyrusameinda og adgreina akvedna staerd fra 68rum er rafdrattur su adferd sem er mest notud i

sameindaerfdafraedi rannsoknum (6).

Rafdrattur sameinda hefur verid i préun fra pvi ad lifefnafraedingurinn Arne Tiselius greindi fra ,the
moving boundary method” & pridja aratugi sidustu aldar. | stuttu mali virkar rafdrattur pannig aé hl6dnum
sameindum er komid fyrir i raforkusvidi milli tveggja elektroda. Sameindirnar fara sidan ad feerast i att
ad jaskauti (e. anode) eda neiskauti (e. cathode), eftir pvi hver hledsla sameindarinnar er. DNA
sameindin er t.d. neikvaett hladin vegna sykur-fosfats bakbeinsins og dregst han pvi avallt i att ad
jaskautinu vié rafdratt (6,31).

1.3.1 Agarésagel

Rafdrattur i agardsa geli er mikid notadur vid rannsoknir i sameindaerfdafraedi. Agarési er partur af agar,
sem er fidlsykra ur frumuvegg akvedins sjavargrodurs. Agardsi er 6hladinn, hefur einfalda efnabyggingu
og tilltélulega groft net i gelformi. bPessir peettir gera pad ad verkum ad agarésa gel hentar vel til ad
adskilja DNA sameindir eftir staerd og ldgun. Agardsagel er valid pegar greina a sameindir sem eru milli
100 og 50,000 bp ad steerd (6,31).

11



1.3.2 Pélyakrylamidgel

Rafdrattur i polyakrylamidgeli er notadur pegar greina a ein- og tvipatta DNA eftir steerd og ldgun.
Moskvinn i gelinu er mjog péttur og gelid getur haft ymsa eiginleika sem parf ad hafa i huga pegar verid
er ad velja tegund rafdratts. Adgreiningarhaefni gelsins er svo mikil ad haegt er ad greina a milli tveggja
DNA buta pegar munar ekki nema 0,1% a lengd peirra, heaegt er ad hlada mun meira magni af DNA a
pessi gel heldur en & agarésagel an pess ad missa gaedi upplausnar og pegar DNA er einangrad ur

gelinu pa er pad einstaklega hreint og haegt ad nota pad vid aframhaldandi rannséknir (32).

Tveer tegundir pélyakrylamidgela eru almennt notadar vid rafdratt & kjarnsyrum, en bad eru
edlissviptingar polyakrylamidgel (e. denaturing polyacrylamide gels) og ekki-edlissviptingar
polyakrylamidgel (e. nondenaturing polyacrylamide gels). Edlissviptingar pélyakrylamidgel eru notud til
ad adskilja og hreinsa einpatta DNA brot. Vid bléndun gelsins er blandad vid pad efni, oftast pvagefni
(e. urea), en pad hindrar basapdrun kjarnsyra og paer haldast pa einpatta. Ekki-edlissviptingar

polyakrylamidgel eru notud til ad adskilja og hreinsa tvipatta DNA brot (32).

Polyakrylamid er krosstengd fjollida af akrylamidi og til ad akrylamidid krosstengist parf ad blanda
vid pad N,N’-metylen-bis-akrylamid, TEMED (tetramethylethylenediamine) og 10% APS (ammonium
persulphat). TEMED er efnahvati sem stjérnar fjolliduninni a akrylamidinu pegar pad er notad med APS.
APS myndar surefnisfriar stofnstaedur (e. oxygen free radicals) i vatnslausn og einlidur af akrylamidi
fidllidast i langar kedjur i hvarfi sem er hvatad af stofnstaedunum og N,N’-metylen-bis-akrylami®ié veldur

bvi ad pessar kedjur krosstengjast og mynda pétt gel (32).

1.3.3 Tvividur patthadur rafdrattur (2D-SDE)

Tvividur patthadur rafdrattur er adferd sem var fundin upp a Lifefna- og
sameindaliffraedistofu laeknadeildar. Olikt hefébundnum rafdreetti par sem
einungis er rafdregid i einni vidd, er rafdregi® i tveimur viddum. Rafdrattur i
tveimur viddum gefur meiri upplysingar um synid heldur en rafdrattur i einni
vidd. Adferdin greinir vel a milli byggingarlegra breytileika erfdaefnis og
nytist einstaklega vel pegar greina a hvort flokid kjarnsyrusyni innihaldi
einpatta eda tvipatta DNA, RNA eda DNA-RNA blendinga (33).

Rafdrattur i tveimur viddum er skipt i tv0 skref. Fyrst er kjarnsyrusynid
rafdregid i fyrri viddinni (1D), en pa adgreinast kjarnsyrurnar eftir lengd,
pbaetti og byggingu. 1D rafdratturinn fer fram a keelipl6tu til ad haegt sé ad
rafdraga hradar an pess ad synid edlissviptist. Pvi naest er synid hitad i
gelinu til ad adskiljia DNA paettina adur en pad er rafdregid aftur i seinni
viddinni (2D), en pad skref er gert a 55°C heitri hitaplétu. Seinni

rafdratturinn fer fram hornrétt a fyrri rafdrattinn. bar sem DNA paettir hafa

Mynd 1. Uppsetning a 2D-SDE
verid adskildir fyrir 2D rafdrattinn pa adgreinast kjarnsyrurnar adeins eftir

lengd i seinni rafdraettinum. A mynd 1 ma sja uppsetningu & 2D-SDE. Verid er ad rafdraga eitt gel i fyrri
viddinni og er pad stadsett ofan a keeliplétunni og a hitaplétunni er verid ad rafdraga syni i seinni viddinni
(33).
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Pegar flokin kjarnsyrusyni eru adgreind i polyakrylamid geli pa feerast tvipatta kjarnsyrur hradar, og
par af leidandi lengra inn i gelid, midad vid einpatta kjarnsyrur af sému lengd. Rafdrattur i
polyakrylamidgeli adgreinir sameindir einnig eftir staerd par sem stérar sameindir faerast haegar en minni
sameindir. Mynd 2 synir hvernig er haegt ad greina i sundur einpatta kjarnsyrur og tvipatta kjarnsyrur
med 2D-SDE. Einpatta kjarnsyrur feerast jafn hratt i badum viddunum og mynda par af leidandi skalinu
yfir gelid. Tvipatta kjarnsyrur faerast hradar i fyrri viddinni heldur en i seinni og mynda boga fyrir aftan
einpatta skalinuna (33,34).

a - b

Mynd 2. Mismunandi feersla a kjarnsyrusynum i tvividum patthadum rafdraetti. Raudu linurnar
eru einpatta DNA og greenu linurnar eru tvipatta DNA. Mynd a) synir hvar pessar sameindir
enda eftir rafdratt i einni vidd og mynd b) synir hvar pessar sameindir enda eftir rafdratt i
tveimur viddum. Sameindirnar innan blaa kassans eru jafn langar og 16drétt nidur af hver
annarri. (Breytt mynd eftir Bjarka Gudmundsson).

Rafdratturinn er gerdur i pélyakrylamidgeli sem inniheldur 7 M af pvagefni. Pessi gel henta mun betur
en agarésagel vid 2D-SDE rafdratt. Pélyakrylamidgelid polir t.d. ad hitna I
i lokudu ilati an pess ad missa stifleika sinn en agarésagel myndi bradna ’u

vid pann hita sem bparf ad nota til ad adskija DNA sameindir. o

Polyakrylamidgel getur einnig adgreint ein- og tvipatta DNA sameindir
eftir I6gun, en pad er ekki heegt i agarésageli (6,33).

Fyrir 2D-SDE getur verid naudsynlegt ad skera syni® med
skerdiensimi ef greina & akvednar tegundir skemmda i syninu. bar sem
flest kjarnsyrusyni innihalda mjog stérar sameindir pa dragast paer stutt

inn i gelid. Pad fer po eftir syni og ad hverju er verid ad leita i syninu hvort

naudsynlegt sé ad skera pad fyrir rafdrattinn (Bjarki Gudmundsson et. al.

Obirtar nidurstédur). Mynd 3. Orgelakasetta.

Synin eru keyrd i svokdlludum 6rgelum sem eru eins og nafnid gefur Svortu ferningarnir eru
elektrédur. Inni i blda

hringnum er brunnurinn par
hafa betri upplausn. Einnig tekur rafdrattur i érgeli styttri tima heldur en sem synum er hladid.

til kynna litil gel. Orgel eru notud pvi pau eru naemari en steerri gel og
rafdrattur i steerri gelum. Surefni hindrar fjéllidunina i gelinu og pess vegna eru gelin steypt inni

drgelskasettu sem sést @ mynd 3. Litill brunnur er sidan fyrir eitt syni i efri plétu kasettunnar. Adur en

syni er hladid a gelid er tvipatta DNA staerdarstadal blandad vid pad. Steerdarstadallinn er notadur til ad
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meta hvar 6skemmdar tvipatta DNA sameindir af mismunandi lengd enda eftir rafdrattinn og til ad sja

hvort rafdratturinn hafi heppnast. (6,34) (Bjarki Guémundsson et. al. Obirtar nidurstédur).

1.4 DNA skemmdir

Frumur likamans eru stanslaust i skiptingu og i hvert skipti parf ad eftirmynda erfdaefni hverrar frumu.
Vid afritunarferlid verda oft mistok, sem eru oftast I6gud af leidréttingarkerfum frumunnar. Pad kemur p6
fyrir ad mistokin eru ekki 16gud og pa verdur til skemmd i DNA frumunnar. Petta er ekki eina orsék DNA
skemmda pvi frumur eru oft Utsettar fyrir ymsum orsakavdldum eins og hvarfgjérnum surefnisradik6lum
(e. oxygen free radicals), utfidlublarri- eda jénandi geislun og margs konar skadlegum efnum sem

stundum eru hluti af edlilegum efnaskiptum (6).

Breytingar a nukleétidardd, urfellingar, innskot eda umrédun & DNA rédum i erfdamenginu leida il
stokkbreytinga i erfdaefninu. Stokkbreytingar geta baedi verid sjalfsprottnar (e. spontaneous) eda
framkalladar (e. induced). Sjalfsprottnar stokkbreytingar eru afleidingar natturulegs ferlis frumunnar, til
daemis villa i eftirmyndun DNA, en framkalladar stokkbreytingar eiga sér stad pegar DNA vixlverkast vid

utanadkomandi orsakavalda eda stokkbreytivalda (e. mutagen) sem valda skemmdum i DNA (6).

Einfaldar stokkbreytingar eins og til deemis punktbreytingar valda adeins litlum breytingum par sem
einu nukleotidapari er skipt ut fyrir annad. Floknari stokkbreytingar eins og vidtaek brottfoll eda lenging
endurtekinna prinukleétida (e. expansions of trinucleotide repeats) valda vidfangsmeiri skemmdum a
erfdéaefninu (6).

Skemmdir & bakbeini DNA sameindarinnar na yfir ein- og tvipatta brot. Einpatta brot kallast pad ef
annar pattur DNA sameindar brotnar t.d. vegna basalausra svaeda en ef skemmd verdur a badum
pattum DNA sameindarinnar med pad stuttu millibili ad hun helst ekki saman verdur til tvipatta brot.
Basalaus svaedi myndast sjalfkrafa vegna 6stdédugra basaseta en jonandi geislun og ymis efnasambénd
geta valdid tvipatta brotum. Tvipatta brotin verda til ef brot verdur a badum pattum DNA sameindar.
Tvipatta brot eru alvarlegustu DNA skemmdirnar pvi badir peettir sameindarinnar verda fyrir skemmd
(6).

Millipatta krosstengi (e. interstrand cross-links) og innanpattar krosstengi (e. intrastrand cross-links)
eru DNA skemmdir sem verda til pegar DNA er utsett fyrir utanadkomandi stokkbreytivaldandi efnum
eins og t.d. sumum krabbameinslyfjum. Millipatta krosstengi kallast skemmdin pegar samgild tengi
myndast & milli tveggja basa sem eru stadsettir 4 sitthvorum paettinum. Pessi tegund krosstengja veldur
pbvi ad DNA peettirnir geta ekki adskilist og par af leidandi hamlar skemmdin DNA eftirmyndun og
tjaningu. Ef leidréttingarkerfi frumunnar na ekki ad laga pessa skemmd geta ordid til einpatta- og tvipatta
brot eda umradanir i litningnum (e. chromosomal rearrangements) (35,36). Pegar samgild tengi myndast
a milli tveggja basa a sama peettinum pa kallast skemmdin innanpattar krosstengi. Pessi krosstengi
valda bognun eda utbungun @ DNA sameindinni og geta hamlad DNA eftirmyndun pvi fj6llidunarensimin
(e. polymerases) komast ekki framhja skemdinni (6,36). Adrar gerdir skemmda valda lika bognun a DNA
sameindinni en pad eru t.d. T-T tvenndir sem verda til vegna utfjdlublarrar geislunar og fyrirferdarmiklar
skemmdir (e. bulky lesions) sem verda til vegna hvarfgjarna surefnissameinda (e. reactive oxygen

species) (6).
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1.4.1 Greining DNA skemmda

Greining a skemmdum i erfdaefni er stér pattur i sameindaerfdafreedilegum rannséknum. Mikilvaegt
getur verio fyrir frekari greiningar 8 DNA, eins og t.d. fyrir 6rfldgugreiningu, ad vita hvort synid sem verid
er ad vinna med sé 6skemmt. Einnig parf ad vera haegt ad athuga hvort einangrunaradferdir a DNA séu
ad skila godri afurd. Ymsar adferdir hafa verid notadar vid pessar greiningar, allar med sina kosti og
galla. Margar pessara adferda geta einungis greint eina gerd skemmda i einu og oft parf miklar

breytingar a adferd til ad greina adrar skemmdir.

Halastjérnugreining (e. Comet assay) er su adferd sem oftast er notud pegar greina a DNA skemmdir
i heilkjarna frumum. Adferdin er naem pegar han er notud til ad greina einpatta og tvipatta brot 4 DNA.
Adferdin er mikid notud i lif- og laeknavisindum og i rannséknum & ahrifum umhverfisins & lydheilsu
manna. Einnig er haegt ad nota halastjérnugreiningu vid mat & DNA skemmdum og oxunaralagi i
sambandi vid ymissa sjukdoma og vid naeringarfraedilegar rannsoknir a afoxunareiginleikum akvedinna

neeringarefna i matvaelum (37).

Ymsar utfaerslur hafa veri® gerdar & adferdinni sem upprunalega var hénnud til ad greina einpatta
brot (38). Basisk halastjornugreining var fyrst kynnt arid 1988 og er nu algengasta adferdin til ad greina
baedi einpatta og tvipatta brot 8 DNA (38). Megin skref basiskrar halastjérnugreiningar eru tiltdlulega
einfold. Frumum er komid fyrir i punnu lagi af agarésageli @ smasjargleri og peer medhdndladar med
sprengilausn sem inniheldur sapuefni og salt. Pessi medhdndlun & frumunum veldur pvi ad frumuhimna
asamt umfrymi leysast upp og histonur losna fra. Eftir stendur kjarnasvaedi (e. nucleoid) sem inniheldur
RNA, protein og DNA sem er neikvaett ofundid (e. negatively supercoiled). bvi neest er DNA rafdregi®
vid basiskar adstaedur og DNA sem hefur ein- eda tvipatta brot feerast i att ad anédunni og mynda
halastjornu-likann hala. Talid er ad DNA lykkja sem inniheldur brot afvindist (e. lose supercoiling) og
getur pannig feerst i rafdreettinum. Maelingar a halanum gefa upplysingar um umfang DNA skemmdanna
(39). Adferdin hefur pé ymsar takmarkanir. Einungis er heegt ad greina DNA skemmdir i heilkjarna
frumum og pvi er ekki haegt ad nota adferdina til ad greina skemmdir i cfDNA. Einnig er mikilvaegt ad
fara eftir stodludum adferdarlysingum pvi styrkur agardsa i gelinu asamt hitastigi, tima og straumi vid
rafdratt hefur ahrif & steerd halans sem myndast og parf ad taka tillit til pess vid greiningu myndanna
(38). Med breytingu a halastjérnugreiningu er haegt ad greina DNA krosstengi og UV skemmdir en

adferdin er takmorkud ad pvi leiti ad ekki er mégulegt ad greina mismunandi skemmdir @ sama tima.

Auk halastjornugreininarinnar eru adrar adferdir til ad greina DNA skemmdir i bodi og parf ad velja
adferd i samraemi vid pa skemmdir sem leitad er eftir hverju sinni. ,Polymerase Chain Reaction” (PCR)
getur sagt til um hvort skemmd sé til stadar i syni eda ekki, pvi PCR hvarfid stoppar a peim stad par
sem skemmd er. Baug greining (e. halo assay) er adferd par sem flurljdmandi litur er notadur til ad greina
breytingar i DNA skipulagi frumu og er notud til ad greina skemmdir af voldum geislunar (40). Ad lokum
er gasskiljunar massagreining (e. gas chromatography-mass spectromatry) adferd sem er mikid notud
vid greiningar &8 skemmdum vegna hvarfgjarna surefnissameinda og annarra efnabreytinga i b6sunum
(41).
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1.4.1.1 Nordurljésagreining (NLA)

Adferdin sem notud verdur til ad greina DNA skemmdir i pessu verkefni kallast Nordurljésagreining
(NLA). Adferdin er nyleg og bydur upp a otal notkunarmdguleika. NLA er t.d. haegt ad nota til ad greina
samsetningu flokinna kjarnsyrusyna asamt pvi greinir hun vel ymsar gerdir DNA skemmda (Bjarki

Gudmundsson et. al. Obirtar nidurstédur).

NLA er notud til ad greina byggingarlegar skemmdir i kjarnsyrusynum. Greiningin byggir a tvividum
patthadum rafdraetti (2D-SDE). Adferdin er frekar fljétleg og er svipud og halastjérnugreining i kosnadi
og vinnu. NLA hefur marga kosti fram yfir adrar adferdir en hun getur t.d. greint skemmdir 8 DNA i lausn
(cfDNA). Einnig er heegt ad greina margar mismunandi skemmdir & sama tima an pess ad breyta purfi

adferdinni (Bjarki Gudmundsson et. al. Obirtar nidurstddur).

Olikar gerdir DNA skemmda valda mismunandi breytingum & feerslu DNA sameinda i tvividum
patthadum rafdreetti. Hvert syni er greint i synapérum, med éskornu DNA og DNA sem skorid hefur verid
med Mbol skerdiensiminu. Mbol sker baedi einpatta og tvipatta DNA sameindir og er med 4 basa

skerdistad (Bjarki Gudmundsson et. al. Obirtar nidurstédur).

Akvedin mynstur koma i ljés fyrir mismunandi DNA skemmdir pegar kjarnsyrusyni er rafdregi® med
2D-SDE. Mynd 4 synir mynstrin sem fram koma vié rafdrattinn, annars vegar pegar synin eru skorin
med Mbol skerdiensiminu og hins vegar pegar pau eru éskorin. Tvipatta staerdarstadal er alltaf blandad
saman vid synid fyrir keyrslu til ad fylgjast med feerslu tvipatta DNA sameinda. Nordurljéosagreining
greinir vel skemmdir & bord vid DNA krosstengingar, bognanir a DNA og einpatta- og tvipatta brot a
DNA sameindinni (Bjarki Gudmundsson et. al. Obirtar nidurstodur).

Mynd 4A) synir hvernig 6skemmt syni lytur Gt eftir rafdratt i fyrri viddinni. Eins og sja ma a myndinni
eru DNA sameindirnar i 6skornu syni pad langar ad feerslan inn i gelid verdur ekki mikil en pegar synid
hefur verid skorid med Mbol pa feerist synid med staerdarstadlinum. Mynd 4B) synir hvernig 6skemmt
DNA lytur ut eftir rafdratt i seinni viddinni. Mikilveegt getur verid ad keyra synin baedi skorin og éskorin
bvi sumar skemmdir koma adeins fram i 68ru hvoru syninu eins og sja ma a mynd 4C). Tvipatta brot
sjast adeins i 6skornu syni, einpatta brot sjast baedi i skornu og éskornu syni. Innanpattar- og millipatta
krosstengi og bognunarskemmdir sjast i skornum synum. Sundurlidun @ skemmdum og utskyring a

feerslu sameindanna ma sja i fylgiskjali 1.
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A) First dimension B) Second dimension without DNA damage C) Second dimension with DNA damage
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Mynd 4. Nordurljésagreining a kjarnsyrusyni.Synid er baedi keyrt dskorid og skorid med Mbol
skerdiensiminu. Tvipatta staerdarstadall (raudur) er keyrdur med syninu. Mynd A) 6skemmt
syni eftir eftir rafdratt i fyrri viddinni. Oskorid syni inniheldur stérar sameindir sem fzerast
stutt inn i gelid. Synid sem var skori® med Mbol faerdist med steerdarstadlinum inn i gelid.
Mynd B) 6skemmt syni eftir rafdratt i seinni viddinni. Oskori® syni er enn efst i gelinu. Syni
skorid med Mbol ferdast med sterdarstadlinum og myndar boga. Mynd C) skemmt syni eftir
rafdratt i seinni viddinni. Oskorid syni sem inniheldur tvipatta brot ferdast med tvipatta
staerdarstadlinum og sést pvi i 6skornu syni. Einpatta brot myndar beina linu pvert ut fra
6skemmdu DNA. Ymsar skemmdir sjast i syni skornu med Mbol. DNA sem inniheldur
innanpattar krosstengi myndar boga fyrir aftan steerdarstadalinn. Einpatta DNA myndar
skalinu fyrir framan staerdarstadalinn. DNA sem inniheldur millipatta krosstengi,
bognunarskemmdir og einpatta brot mynda graena slikju fyrir framan staerdarstadalinn
(Bjarki Gudmundsson et. al. Obirtar nidurstddur).



2 Markmio

Markmid rannséknarinnar var ad kanna byggingu utanfrumu DNA i likamsvékvum pungadéra kvenna og
bera pad saman vid heilbrigdan vidmidunarhoép. Einnig var kénnud bygging utanfrumu DNA pungadra

kvenna med medgbngueitrun og hun borin saman vid hina tvo hépana.

Vid erum ad profa i fyrsta skipti ad nota Nordurljosagreiningu til ad greina cfDNA i plasma
pungadra kvenna. Nordurljésagreining bydur upp a nakveemari greiningu a samsetningu kjarnsyranna i
synunum en adur hefur fengist. Von okkar er su ad byggingarlegur munur a utanfrumu DNA i plasma
sjaist med Nordurljésagreiningunni adur en einkenni medgoéngueitrunar koma fram og fa pannig géda

og odyra adferd til ad skima fyir sjakdémnum.
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3 Efni og adéferdir

Rannsakadir voru 2 hépar pungadra kvenna og peir bornir saman vid heilbrigdan viémidunarh6p sem

innihélt 5 épungadar konur & barneignaaldri. Héparnir innihéldu:

5 pungadar konur sem koma vid 11-13 vikur i sampaett likindamat

2 pungadar konur med medgdngueitrun

Konurnar i pessum hépum komu i blédsynatdku vegna pjonusturannsoknar og tekid var aukasyni fyrir
pessa rannsokn. Konurnar i vidmidunarhépnum voru valdar med peim skilyrdum ad peer veeru
6pungadar en a barneignaraldri og heilbrigdar. begar pungadar konur komu i sampaett likindamat var
pbeim bodid af ljésmodur ad taka patt i rannsokninni. Ef paer vildu taka patt sa nemi um ad kynna fyrir
peim rannsoknina, markmid hennar og taka vi® synunum. bPaer konur sem voru med medgdngueitrun
voru valdar pvi paer voru inniliggjandi vegna veikindanna og haegt var ad sja hvenar aaetlad var ad taka
blod ur peim neaest. Skilgreining 8 medgodngueitrun skv. Landspitalanum er haekkun a préteini i pvagi og
haprystingur sem hefst eftir 20. viku medgdgnu. Haprystingur er skilgreindur sem slagbilsprystingur
>140mmHg og/eda hlébilsprystingur =90 mm Hg. Marktaek haekkun a proéteini i pvagi er >0,3g/24 kst
(Hildur Hardardottir). Konurnar fengu kynningarbréf (fylgiskjal 2) um rannsoknina og skrifudu undir
upplyst sampykki (fylgiskjal 3) eftir ad hafa lesid pad. Leyfi fyrir rannsékninni fékkst fra visindasidanefnd
(fylgiskjal 4).

3.1 Synataka

Heilblodsyni voru tekin i EDTA blédtokuglos, plasmasynin voru tekin i Cell-Free DNA BCT® glés
(Streck), fengid var 50 mL af morgunpvagi i pvagprufuglas og munnvatnssyni voru tekin i Oragen DNA
(OG-500) synatokusett fra DNAgenotek.

Synataka for baedi fram a Lifefna- og sameindaliffraedistofu leeknadeildar i Laeknagardi og a

Kvennadeild og géngudeild Landspitalans.

3.2 DNA einangrun
Einangrun a DNA dr mismunandi likamsvokvum krefst mismunandi einangrunaradferda. Hver adferd
var sérstaklega valin fyrir hverja tegund af syni og vid valid skipti miklu mali ad ekki yrdu byggingarlegar
skemmdir & DNA vid einangrunina. Einnig var mikilveegt ad adferdirnar veeru ad einangra allar DNA
sameindir jafn skilvirkt, 6had byggingu peirra eda peetti. Eftir ad synin voru einangrud voru pau geymd i
kaeli vid 4°C.

pratt fyrir mismunandi einangrunaradferdir pa eru meginskref peirra eins. | éllum peim DNA
einangrunaradferdum sem voru notadar var DNA fellt it med etandlutfellingu. Ethanolutfelling er st6dlud
adferd vid ad fella ut DNA i vatnslausn. Utfellingin virkar pannig ad etandlid eydir vatni ur DNA
sameindinni og afhjupar neikvaett hladna fosfathépa hennar. Jaeindir eins og t.d. Na* bindast pa vid
hl6dnu hépana og minnka pannig frahrindi krafinn i pdlynukleétid kedjunni. Vid petta kekkist DNA og

fellur ar vatnslausninni. Pad er pvi mikilveegt ad jaeindir séu til stadar i lausninni pegar etanolutfelling er
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notud og deemi um algengar jaeindir eru ammonium asetat, lithium klérid, natrium kl6rid og natrium

asetat. Isépropandl virkar likt og etandl og er oft notad til ad fella ut DNA (32).

3.2.1 Heilbl6o

Vid einangrun @ DNA Ur heilbl6di var notad Gentra Puregene blood kit. Farid var eftir adferdarlysingu
fra framleidanda. Notadir voru 3 mL af fersku blédi vid einangunina. Stillingunni a skilvindu var breytt ur
2000 x g i 3000 rpm og timinn & skilvinduskrefi nr. 4 var breytt ir 2 min i 10 min. RUmmal sem var notad

af RNase A solution var minnkad ur 15 pyL i 6 pL.

Megin skref adferdarinnar félust i pvi ad blédfrumur voru sprengdar (e. lysed) med minushlédnu (e.
anionic) sapuefni. Til ad koma i veg fyrir DNA nidurbrot var DNA ,stabilizer” til stadar i sprengilausninni,
en hann lagmarkar virkni DNasa. RNA var fjarlaegt ur syninu me® RNasa en protein og 6nnur efni voru

felld it med salt utfellingu. Ad lokum var DNA fellt Gt med isépropandli og leyst upp i 250 L af TE buffer.

3.2.2 Plasma

Vid einangrun a DNA ur plasma var notad Genomic Mini AX Body Fluids kit for isolation of DNA from
body fluids (A&A Biotechnology, Cat.# 052-20Ml). Fari® var eftir adferdarlysingu fra framleidanda og par
ad auki var baett vid tveimur skilvinduskrefum par sem heilbléé var fyrst spunnid nidur vié 1.200 x g og
sidan vid 16.000 x g i 10 minutur til ad adskilja plasma fra blodfrumunum. Mikilvaegt var ad na plasmanu
frumulausu pvi verid var ad einangra cfDNA Ur pvi og ef einhverjar frumur verda eftir getur pad skekkt
nidurstddur. DNA var einangrad ur 6llu plasmanu sem fékkst pegar blod var tekid i tvd Cell-Free DNA
BCT® gl6s, en pad var u.p.b. 6 - 10 mL af plasma og rummal hvarfefna sem notud voru vié einangrunina

voru adlégud ad pvi. isopropandl var notad i stad PM precipitation mix til ad fella ut DNA.

Adferdin byggist a notkun jonaskipta sulu (e. ion exchange column) sem hefur pann eiginleika ad
binda neikvaett hladid DNA a mjog ahrifarikann hatt. Synid var latid renna i gegnum suluna a bordi og
yfirleitt purfti ekki ad nota skilvindu. DNA bindst sérlega vel vid pessa tegund af sulu og er heimtan oftast

um 99% (42). Ad lokum var DNA fellt it med isopropandli og leyst upp i 5 L af TE buffer.

3.2.3 Frumulaust pvag

Vid einangrun & DNA ur frumulausu pvagi var notad Genomic Mini AX Body Fluids kit for isolation DNA
from body fluids (A&A Biotechnology, Cat.# 052-20MI). Fari6 var eftir adferdarlysingu fra framleidanda.
50 mL af pvagi var spunnid nidur i skilvindu vid 2000 x g i 10 minatur til ad skilja frumurnar fra. DNA var
einangrad ur 7 mL af frumulausu pvagi og 100 pL af Protease K var notad i stad 50 uL. Synid var sidan
leyst upp i 5 pL af TE buffer. Jonaskipta sula var notad i pessari adferd eins og vid einangrun & DNA ar

plasma.

3.2.4 Frumubotnfall ur pvagi

Vid einangrun a DNA ar frumubotnfalli ar pvagi var notad Gentra Puregen blood kit for body fluid og
farid var eftir adferdarlysingu fra framleidanda. Frumulausu pvagi var hellt af botnfallinu sem myndadist
begar pvagsynid var spunnid nidur vid 2000 x g i 10 min i skilvindu. Allar frumurnar i botnfallinu voru

notadar i einangunina. Skref 1b. og 2b. i adferdarlysingunni voru notud en i stadinn fyrir ad inkubera
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synid i 1 kist vid 55° pa var pad inkuberad i 15 min vid 37°C i skrefi 2b. Synid var sidan leyst upp i 10

pL af TE buffer. Megin skref einangrunarinnar voru pau sému og fyrir einangrun @ DNA ur heilblodi.

3.2.5 Munnvatn

Vid einangrun @ DNA Ur munnvatni var notad preplT ™ L2P purification kit frA DNAgenotek. Farid var

eftir adferdarlysingu fra framleidanda.

Adferdin var einfdld og fljotleg. Byrjad var a ad hita synid upp i 50°C i lagmark klukkustund til ad
évirkja nukleasa og losa DNA at ar frumunum. Ohreinindi (e. impurities) voru felld Gt og spunnin nidur til

ad hreinsa synid. DNA var ad lokum fellt ut med etandli og leyst upp i 250 yL af TE buffer.

3.3 Poélyakrylamid gel (4%)

Blanda parf ymsar lausnir til ad steypa polyakrylamid gelin. 5 x TBE buffer var baedi notadur i 2D-
SDE gellausnina og vid rafdrattinn. Innihald buffersins ma sja i Toflu 1. Einnig parf ad blanda 30%
akrylami®:bisakrylamid (29:1), sja Toflu 2, sem sidan er notad i 2D-SDE gellausnina. Akrylamid og N,N’-
metylen-bis-akrylamid er leyst upp i ~ 70 mL af afjénudu vatni (lokaraimmal & ad vera 100 mL). Lausnin
var sidan siud med Whatman FP 30/0,2 CA-S siu. Uppskriftin ad gellausninni er i To6flu 3, en han gefur
100 mL af lausn, sem passar i ca. 12 - 14 6rgel. Hvert skipti sem 6rgel voru steypt var notad 50 mL af
2D-SDE gellausninni og ur pvi fengust 6-7 gel. Rétt adur en gelinu var hellt i gelkasettunar var blandad
vid pad 50 yL af TEMED og 500 pL af 10% APS.

Tafla1. 5 x TBE buffer Tafla 2. 30% Akrylamid:bisakrylamid (29:1)
5x TBE i 1L H,0 30% Akrylamid:bisakrylamio (29:1)
54 ¢ Tris basi 29g Akrylami®
27,59 Borsyra 19 N,N’-metylen-bis-akrylamid
20mL | EDTA (pH 8,0) Fyllt upp ad 100 mL med afjénudu vatni

Tafla 3. 4% 2D-SDE gellausn

2D-SDE gellausn

42 g Pvagefni

13,3 mL | 30% Akrylamid:bisakrylamid (29:1)

25 mL 5x TBE

Fyllt upp ad 100 mL med afjonudu vatni
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3.4 Tviviour patthadur rafdrattur

DNA styrkur var maeldur med NanoDrop 1000 ljdsmeeli og rammal synis sem hladid var & gel akvardad
ut fra styrk pess. Leitast var eftir ad rafdraga 30 ng af syni hverju sinni en ef styrkur synisins var ekki
naegur var notast vid pad sem til var. bar sem brunnur a 6rgeli tekur ekki vid meira rammali en 6 pL
purfti i nokkrum tilvikum ad keyra minna en 30 ng af syni. Ef DNA magn i syni var ekki nogu mikid til ad

na goéori mynd var einangrad aftur ur vidkomandi syni.

Adur en syninu var hladid & gel var pvi blandad saman vid 1 uL af tvipatta steerdarstadlinum
GeneRuler 100 bp plus DNA ladder (7 ng/pL) sem hafdi verid Cy5 merktur. Bondin i staerdarstadlinum

eru a bilinu 100 — 3000 bp og voru notud sem vidmid eftir rafdrattinn.

Tafla 4 synir spennu, tima og hitastig sem notad var vid keyrslu a 2D-SDE geli. Eftir keyrslu i fyrri
viddinni var gelkasettan vafin inn i Kimberly Clark pappirspurrku sem hafdi verid gegnbleytt med eimudu
vatni. Gelkasettunni var pvi naest komid fyrir &4 85°C hitapl6tu i tvaer minatur og sidan var seinni viddin
keyré vid 55°C.

Tafla 4. 2D-SDE gelkeyrsla

Vidd Spenna [V] Timi [min] Hitastig [°C]
1D 200 13 1
2D 60 7 55

3.5 Litun og skonnun

Eftir rafdrattinn voru gelkasetturnar teknar i sundur og gelin litud med 10 uL af RiboGreen RNA reagent
sem var blandad vid 100 mL af eimudu vatni, i ad minnsta kosti 30 minutur. Gelin voru sidan skolud i
eimudu vatni i allavega 30 minutur adur en pau voru skénnud med Typhoon 8610 variable mode skanna
(GE Healthcare). Stillingarnar sem notadar voru vié skénnunina sjast i Toflu 5. Brennipunktur (e. focal
plane) var ymist stillt a ,platen” eda 3 mm, en pad var mismunandi hvor stillingin henntadi hverju sinni.
Brennipunkts stillingin segir til um stadsetningu a geislanum i teekinu, p.e. hvort um er ad raeda skénnun

upp vid plétuna a skannanum eda 3 mm fyrir ofan hana.
Vinnsla og greining @ myndum var gerd i myndvinnsluforritinu ImageQuant (GE Healthcare).

Tafla 5. Stillingar fyir Thyphoon Scanner

Pixel size

100 microns

Focal Plane

Platen/3mm

Acquisition mode

Fluorescence

Sensitivity

Normal

Fluorescence setup

1. 526 SP Fluorescein, Cy2, Alexa Fluor 488

2. 670 BP Cy5
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4 Nidurstodur

DNA var einangrad ar heilbl6di, plasma, munnvatni, frumulausu pvagi og frumubotnfalli Ur pvagi, og
greint med NLA. NLA greining folst baedi i sjonraenni greiningu @ myndum og mati a hlutféllum
mismunandi DNA sameinda med hjalp myndgreiningarforritsins ImageQuant. Mynstur voru skodud og
metid hvort skemmdir vaeru til stadar i sjénraenu greiningunni. Ef skemmdir voru til stadar var akvardad
hvers konar skemmd var algengust i hverri synategund. Vid notkun myndgreiningarforritsins fengust
télulegar upplysingar um samsetningu synisins og i kjolfari® var haegt ad meta einkenni akvedinnar

synategundar med meiri nakveemni.

4.1 Sjoénraen greining

Myndirnar voru fyrst greindar sjonraent par sem DNA sameindir voru i graenum lit en Cy5 merkti tvipatta
steerdarstadallinn (GeneRuler 100 bp plus DNA ladder) var raudur. Med sjonraenni greiningu var haegt
ad greina 6skemmt DNA, DNA med ein- og tvipatta brot og DNA sem endadi fyrir framan
steerdarstadalinn. Mynd 5A synir tvipatta steerdarstadalinn og med hann til hlidsjénar voru steerdir DNA
sameindanna akvardadar. Mynd 5B synir deemi um talkun & NLA. Oskemmt DNA greinist i NLA sem
graenn kokkur ofarlega i gelinu (bleikur kassi). Einpatta brot kemur fram sem bein lina larétt at ur
6skemmdu DNA (appelsinugulur kassi). Tvipatta brot koma fram sem green slikja nidur eftir sama svaedi
og staerdarstadallinn er & (blar hringur). DNA butar sem enda fyrir framan staerdarstadalinn (kalladir ,fyrir
framan” hér a eftir) samanstanda af littum DNA butum sem hafa einpatta brot og/eda littum DNA butum
sem eru bognir vegna skemmdar og sjast sem graen slikja fyrir framan staerdarstadalinn i NLA (fiolublar
hringur). Apoptésu mynstur getur einnig komid fram en pad sést 8 mynd 1A sem graenar l6dréttar slikjur

(hvitar orvar) upp fra 360 bp og 180 bp béndum og upp ad einpata brotunum.

Mynd 5. Tulkun a NLA. A) Tvipatta steerdarstadall i 2D-SDE geli. Nedst & myndinni
er 100 bp band og efsta bandié er 3000 bp. B) Daami um hvernig haegt er ad
greina heilt DNA og mismunandi DNA skemmdir i sama syni. Bleikur kassi
er utan um 6skemmt DNA, appelsinugulur kassi er utan um DNA med
einpatta brot, blar ferill er utan um DNA med tvipatta brot og fjélublar ferill er
utan um DNA sem endadi fyrir framan tvipatta staerdarstadalinn. Hvitu
orvarnar syna stadsetningu apoptésu mynsturs.
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411 Vidmidunarsyni
Myndir af vidmidunarsynum ma sja i Toflu 6. DNA var einangrad ur heilblddi, munnvatni, plasma,

frumulausu pvagi og frumubotnfalli r pvagi og greint med NLA.
a) DNA i bl6dsynum innihéldu engar skemmdir.

b) DNA i munnvatnssynum innihélt ein- og tvipatta brot asamt batum sem voru minni en 100 bp.
Auk pess saust DNA butar sem endudu fyrir framan staerdarstadalinn.

c) DNA i plasmasynum innihéldu 6ll tvipatta brot med aberandi 180 bp og 360 bp bondum. Einnig
saust einpatta brot i plasma synum 1, 2 og 3. Apoptdsu mynstur voru i synum 1,2, 3 0g 4 og i
minna meeli i syni 5.

d) DNA i frumulausu pvagi innihéldu mikid af 6sértaeskum ein- og tvipatta brotum. Mikid var af DNA
fyrir framan staerdarstadalinn og par ad auki saust DNA butar sem voru minni en 100 bp.

e) DNA i frumubotnfalli ur pvagi innihélt adallega 6skemmt DNA og DNA med einpatta brotum.

Einnig greindist litid magn af tvipatta brotum og DNA butum fyrir framan steerdarstadalinn.
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Tafla 6. Nordurljésagreining af DNA ur vidmidunarsynum. DNA er greent 4 litinn og tvipatta steerdarstadall

er raudur. DNA skemmd sem greinist i hverri synagerd er lyst i aftasta dalkinum (greiningar).

Synauppruni

Syni 1

Syni 2

Syni 3

Syni 4

Syni 5

Greiningar

a) Bl6d

Oskemmt DNA

b) Munnvatn

Einpatta brot
Fyrir framan

<100 bp

c) Plasma

Einpatta brot

360 bp band
180 bp band
Apoptosis

mynstur

d) Frumulaust

Einpatta brot

Fyrir framan

bvag
<100 bp
e) .
Einpatta brot
Frumubotnfall
Fyrir framan
ur pvagi
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4.1.2 Pungadar konur
Myndir af synum ur pungudum konum ma sja i Toflu 7. Plasmasynin innihéldu 6ll DNA med tvipatta
brotum og voru 180 bp butar aberandi i peim. Plasmasyni 4 innihélt fullt apoptésu mynstur.

Synin Ur frumulausu pvagi innihéldu 6ll tvipatta brot og i synum 2, 3, og 4 matti einnig sja einpatta
brot. Mikid var af DNA butum sem endudu fyrir framan steerdarstadalinn i syni 2 og i minna maeli i syni
3. Syni 1 innihélt évenju litid af skemmdum midad vid pvagsyni yfirleitt en i pvi saust einungis tvipatta
brot.

Tafla 7. Nordurljésagreining af DNA ur pungudum konum. DNA er greent a litinn og tvipatta
steerdarstadall er raudur. DNA skemmd sem greinist i hverri synagerd er lyst i aftasta dalkinum
(greiningar).

Synauppruni Syni 1 Syni 2 Syni 3 Syni 4 Syni 5 Greiningar

Tvipatta brot

180 bp
Plasma
360 bp
Apoptdsu mynstur
Tvipatta brot
Frumulaust 180 bp
bvag

Einpatta brot

Fyrir framan

4.1.3 Pungadar konur med medgongueitrun

NLA af synum dr pungudéum konum med medgongueitrun ma sja i Toflu 8. Plasmasynin innihéldu baedi

mikid af ein- og tvipatta brotum. Fyrir nedan 100 bp bandid (nedsta bandid) i staerdarstadlinum voru

greindar smaar DNA sameindir. Einnig saust DNA sameindir fyrir framan steerdarstadalinn.
Mismunandi mynstur saust i pvagsynunum. Syni 1 innihélt adallega tvipatta brot asamt brotum sem

voru minni en 100 bp. Syni 2 innihélt adallega ésértek einpatta brot asamt brotum sem voru minni en
100 bp.
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Tafla 8. Nordurljosagreining af DNA ur pungudum
konum med medgongueitrun. DNA er greent a
litinn og tvipatta staerdarstadall er raudur. DNA
skemmd sem greinist i hverri synagerd er lyst i
aftasta dalkinum (greiningar).

Synauppruni Syni 1 Syni 2 Greiningar

Tvipatta brot
Einpatta brot
Plasma
Fyrir framan

<100 bp

Tvipatta brot
Einpatta brot
bvag
Fyir framan

<100 bp

4.2 Greining med ImageQuant

Nakvaemari greining a samsetningu DNA var gerd med myndgreiningarforritinu ImageQuant. Hver hluti
synisins var afmarkadur og med utreikningum sem framkvaemdir voru i Microsoft Excel var leidrétt fyrir
bakgrunni meg3 tilliti til flatarmals hvers svaedis. Pa var heaegt ad meta hlutfall 6skemmds DNA og DNA

med mismunandi byggingarskemmdir i hverju syni.

4.2.1 Heilbl6d, munnvatn og frumubotnfall ur pvagi

Hlutféll og afmdrkun @ DNA ar heilbl6di, frumubotnfalli Gr pvagi og munnvatni ma sja i Téflu 9. bar sem
ahersla rannsoknarinnar var ekki & byggingu DNA i pessum synum var akvedid ad velja adeins eitt
vidmidunarsyni fyrir hverja synategund og greina pad. DNA i heilblédi innihélt ad mestu leiti 6skemmt
DNA og eina gerd skemmdar sem greindist i syninu voru minnihattar myndun DNA sameinda med
tvipatta brot. DNA i frumubotnfalli ur pvagi innihélt einnig adallega éskemmt DNA en bpar ad auki
greindist ein- og tvipatta brot auk buta sem endudu fyrir framan staerdarstadalinn. Rumlega helmingur

DNA i munnvatni var 6skemmt og tvipatta brot voru aberandi en litid var af einpatta brotum i syninu.
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Tafla 9. Samsetning 4 DNA uar vidmidunarhépnum. Raudu
tolustafirnir & myndinni segja til um hvar akvednar skemmdir
eru stadsettar.

'

Frumubotnfall

Heilbl6d (%) Munnvatn (%)
ar pvagi (%)

Oskemmt (1) 97 79 52
Tvipatta brot (2) 3 3 18
Einpatta brot (3) 8 2
Fyrir framan (4) 10 16

<100 bp (5) 12

4.2.2 Plasma
4.2.2.1 Viomidunarhoépur

Hlutféll og afmérkun @ DNA Ur plasmasynum fra vidmidunarhépnum ma sja i Toflu 10. begar utreikningar
a hlutfollum DNA i plasmasynum eru skodud kemur i ljos ad um helmingur DNA i pessum synum
inniheldur tvipatta brot. Med sjénraenni greiningu greindist ekkert DNA sem var minna en 100 bp en med

notkun a ImageQuant kom i ljos ad litid® magn af pessum butum var til stadar i hverju syni.

Tafla 10. Samsetning 4 DNA ur plasma vidmidunarhdpsins.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Syni 3 (%) Syni 4 (%) Syni 5 (%) Medaltal (%)
Oskemmt 17 28 37 6 37 25
Tvipatta brot 55 50 43 68 44 52
Einpatta brot 4 2 3 0 1 2
Fyrir framan 22 19 16 23 16 19
<100 bp 2 1 1 3 2 2
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4.2.2.2 bungadar konur

Hlutféll og afmorkun @ DNA ar plasmasynum fra pungudu konunum ma sja i Toflu 11. Nokkur munur var
& hlutféllum mismunandi DNA sameinda hja pessum konum. Oskemmt DNA var allt fra 10 - 43% og brot
sem voru minni en 100 bp voru fra 1 — 15%. Likt og i plasma synum ar vidmidunarhopnum var um
helmingur DNA i pessum synum med tvipatta brot.

Tafla 11. Samsetning a DNA ur plasma pungadra kvenna.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Syni 3 (%) Syni 4 (%) Syni5(%) | Medaltal (%)
Oskemmt 28 10 19 18 43 24
Tvipatta brot 43 49 63 55 41 50
Einpatta brot 3 1 1 1 2 1
Fyrir framan 25 25 11 25 7 19
<100 bp 1 15 6 1 7 6
4.2.2.3 bungadar konur med medgdéngueitrun

Hlutféll og afmdrkun a DNA ar plasmasynum fra pungudu konunum sem greindust med medgdngueitrun
ma sja i Toflu 12. Synin hofdu tiltdlulega svipada samsetningu DNA sameinda. Megin hluti DNA var
ymist 6skemmt eda innihélt tvipatta brot. Baedi synin innihéldu DNA brot sem voru minni en 100 bp en

hlutfall pessara brota var pé mun haerra i syni 1.
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Tafla 12. Samsetning 4 DNA ur plasma pungadra
kvenna med medgoéngueitrun.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Medaltal (%)
Oskemmt 27 35 31
Tvipatta brot 33 41 37
Eipatta brot 1 1 1
Fyrir framan 15 16 15
<100 bp 24 7 16

4.2.3 Frumulaust pvag
4.2.3.1 Viomidunar hépur

Hlutfoll og afmdrkun @ DNA ur frumulausu pvagi fra vidmidunarhépnum ma sja i Toflu 13. Samsetning
DNA i synunum var téluvert élik, synin voru almennt mikid skemmd en, mismunandi var hvada skemmd
var algengust. Synin attu pad pé sameiginlegt ad liti® magn meeldist af butum sem voru minni en 100
bp.

Tafla 13. Samsetning a DNA ur frumulausu pvagi fra viomidunarhépnum.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Syni 3 (%) Syni 4 (%) Syni 5 (%) Medaltal (%)
Oskemmt 26 9 21 13 54 25
Tvipatta brot 15 23 24 39 17 23
Einpatta brot 9 8 11 4 6 8
Fyrir framan 46 57 35 39 20 39
<100 bp 4 3 9 5 3 5
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4.2.3.2 bungadar konur
Hlutfoll og afmdrkun DNA ar frumulausu pvagi fra pungudum konum ma sja i Toflu 14. Likt og synin ar
vidmidunum var samsetning DNA i pessum synum téluvert 6lik. Syni 2 skar sig fra hinum pvi einungis

3% af syninu var 6skemmt. Hlutfall af 6skemmdu DNA i synum 1, 3 og 4 var margfalt heerra.

Tafla 14. Samsetning 4 DNA ur frumulausu pvagi fra punguéum konum.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Syni 3 (%) Syni 4 (%) Medaltal (%)
Oskemmt 36 3 43 30 28
Tvipatta brot 47 31 29 34 35
Einpatta brot 2 6 8 11 7
Fyrir framan 12 57 19 23 28
<100 bp 3 3 1 2 2
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4.2.3.3 Medgbngueitrun

Hlutféll og afmdrkun DNA ar frumulausu pvagi fra pungudum konum med medgdngueitrun ma sja i Toflu
15. Svipad hlutfall var af 6skemmdu DNA i badum synunum, en par fyrir utan voru pau o¢lik. Margfalt
meira magn var af stuttum DNA butum (< 100 bp) i syni 1 og @ moéti kemur ad steerri batar voru i meiri

hluta i syni 2.

Tafla 15. Samsetning 4 DNA ur frumulausu pvagi
fra pungudum konum meéd
medgongueitrun.

Syni 1 (%) Syni 2 (%) Medaltal (%)
Oskemmt 19 20 19
Tvipatta brot 43 28 36
Einpatta brot 0 9 4
Fyrir framan 10 40 25
<100 bp 28 3 16
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5 Umraoda

i pessari rannsékn var NLA notud til ad greina samsetningu og skemmdir i kjarnsyrum i likamsvékvum
hja heilbrigdum pungudum konum, pungudum konum med medgdngueitrun og vidmidunarhop kvenna
sem ekki voru pungadar. NLA reyndist vera god adferd til ad nota vid greiningu mismunandi bygginga a
cfDNA i mismunandi likamsvokvum. Mismunandi samsetning @ DNA Ur mismunandi synategundum
kom vel fram vid greiningar a vidmidunarhop og i framhaldi var haegt ad nota nidurstédurnar sem vidmid

fyrir pungadar konur og pungadar konur med medgdngueitrun.

Rannsoknin var grunnrannsdkn og partur af steerra verkefni sem snyst um aé nota NLA til greiningar
a DNA skemmdum i likamsvékvum ur baedi heilbrigdum og vid sjukdémsastand. Syni ar fimm pungudum
konum og ur tveim pungudum konum sem hoféu verid greindar med medgdngueitrun voru greind. betta
var eingdngu frumrannsokn i pvi skyni ad kanna hvort einhver munur seeist milli hépa og pvi er mikilvaegt
ad fa fleiri pattakendur i framhaldinu. Pratt fyrir litinn fjdlda syna kom fram breytileiki i samsetningu

cfDNA milli hépanna sem vert er ad skoda nanar med auknum synafjolda.

Akvedid var ad fa syni ar fimm heilbrigdum épungudum konum & barneignaraldri og greina pau med
adferdinni til vidmidunar. Vidmidunarhépurinn samanstéd af konum a aldrinum 24-29 ara. bau vidmid
sem fengust Ur pessari rannsokn endurspegla pvi ekki endilega samsetningu DNA i mismunandi synum
heilbrigds folks, en dugar vel sem vidmid fyrir pungadar konur. Nidurstddurnar syndu fram a ad hver
synategund hafdi einkennandi mynstur. Akvednar skemmdir & DNA eru pvi ad finna i munnvatns-,
plasma- og pvagsynum fra heilbrigdum og parf ad gera rad fyrir peim pegar verid er ad greina syni fra
sjuklingah6épum.

Markmid pessarar rannséknar var ad skoda byggingu cfDNA og var pvi meiri ahersla [6gd @ ad greina
DNA ar plasma og frumulausu pvagi. bessi syni voru pvi 6ll greind nanar med ImageQuant og par komu

i j6s ymsir peettir sem einkenndu hvora synategund.

Mikid af apoptdsu mynstri sast i plasmasynum fra viémidunarhépnum og par ad auki einkenndust
bessi syni af miklu magni DNA buta sem voru um 180 bp og 360 bp (T6flur 6 og 10). Vidmidunarsyni 5
skar sig fra hinum varéandi apoptosu mynstrid en synid hefur ekki rafdregist jafn vel i seinni viddinni og
ma pvi gera rad fyrir ad mynstrid hefdi komid i ljos hefdi rafdratturinn heppnast betur (Tafla 6). Mikid var
af 180 bp og 360 bp butum i plasmasynunum fra vidmidunarhépnum en engir DNA butar minni en 100
bp saust @ myndunum (Tafla 6). betta bendir til pess ad mikill hluti DNA i plasma komi ur frumum sem
hafa farid i apoptdsu. Einnig maeldist nokkur hluti af DNA fyrir framan tvipatta staeréarstadalinn en pad
getur gerst vegna skemmda sem valda légunarbreytingu sameindanna eda vegna einpatta brota i stuttu
DNA butunum sem urdu til vid tvipatta brotid. Pegar sameindir med einpatta brot mynda sulur bendir

pad til ad DNA hafi komid ur frumum sem féru i apoptosu (43).

Liti® magn af DNA fékkst vid einangrun ur plasma pungadra kvenna. Minna magni af DNA var pvi
hladid a gelid og synin saust par af leidandi verr a gelinu (Tafla 7). Plasmasynin fra pungudu konunum
innihéldu orlitid meira magn af DNA butum sem voru minni en 100 bp (Tafla 11) heldur en plasmasynin
fra viomidunum (Tafla 10). Einnig var upps6fnun & DNA butum sem voru i kringum 100 bp i plasmasyni

2 0og 4 hja pungudu konunum (Tafla 6 og 11).
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Likt og i plasmasynum fra vidmidunarhop og pungudum konum sast miki® magn af 180 bp batum i
DNA Ur plasma pungadra kvenna med medgéngueitrun (Tafla 8 og 12). Ahugaverdur breytileiki kom p6
i 1j6s vid sjénraena greiningu & pessum synum pvi aukning var 8 DNA butum sem voru styttri en 100 bp
i plasma pungadra kvenna med medgongueitrun (Tafla 8). Vid nanari greiningu & synunum kom po i
lj6s ad pad var adallega syni 1 sem innihélt aberandi meira magn af littum DNA sameindum mi®éad vid
vidmidunarhép og pungadar konur en syni 2 innihélt svipad magn og var til stadar hja pungudu
konunum. begar myndir ar T6flum 10, 11 og 12 eru bornar saman sést litid af DNA brotum undir 100 bp
bandinu i vidmidunarsynunum en baedi i synunum ur pungudum konum og ur pungudum konum med
medgongueitrun ma sja meira af DNA sem er minna en 100 bp.

Vid greiningu @ synum ur frumulausu pvagi fra vidmidunarhdp saust greinilega einpatta brot og mikil
uppsofnun @ DNA var fyrir framan tvipatta steerdarstadalinn (Tafla 6 og 13). Misjafnt var hversu mikid af
syninu var 6skemmt og hversu mikid var brotid nidur (Tafla 13). Syni 5 skar sig fra hinum synunum og
geeti pad verid vegna pess ad pvagsynid var ekki morgunpvag eins og hja hinum fjérum vidmidéunum
(Tafla 13). Tvipatta brot voru feerri i syninu og einnig var mikid af dskemmdu DNA i pvi. Ahugavert veeri

pvi ad greina nokkur pvagsyni ur sému manneskjunni & mismunandi timum dags med NLA.

Vid greiningu & DNA samsetningu pvagsynanna og vidé samanbur® milli hépanna kom i ljés ad tvo
syni skaru sig verulega mikid fra hinum synunum. betta voru vidmidunarsyni 2 (Tafla 13) og syni 2 ar
hépi pungadra kvenna (Tafla 14). bPessi tvd syni voru 6lik dllum 68rum pvagsynum sem fengust fyrir
pbessa rannsokn vardandi cfDNA styrk sem meeldist i peim. Styrkur cfDNA i badum pessum synum var
pusundfallt haerri (6birtar nidurstédur) en i 68rum synum dr frumulausu pvagi. Einnig var styrkur DNA i
botnfalli ur pvagi 6venju har (ébirtar nidurstdédur). Badar konurnar voru heilbrigdar og vié vitum ekki hvad
olli pessum dvenjulega styrk af cfDNA. Vid NLA kom fram mynstur sem hafdi ekki sést adur i pessari
tegund syna og er moguleiki & ad mynstrid komi vegna frumna sem eru i nekrésu frekar en apoptosu
(Toflur 6 og 7). Pad veeri ahugavert ad gera frekari pvagrannsoknir hja pessum konum og athuga hvort
pbad sé eitthvad fleira 6venjulegt ad sja i pvaginu.

Vidmidunarsyni 1, 3 og 4 ur frumulausu pvagi innihéldu 61l 180 bp buta, en dlikt pvi sem sast i plasma
synunum voru pessir butar fyrir framan tvipatta staerdarstadalinn i pvagsyninu (Tafla 13). betta er
augljost pegar svarthvitar myndir af synum 1 og 3 eru skodadar (Tafla 13). Rafdratturinn i seinni viddinni
hefur ekki gengid négu vel i syni 4 og sést pad a pvi hversu litill bogi er a syninu (Tafla 13). 180 bp
batarnir eru pvi ennpa a staerdarstadlinum en mogulegt er ad peir hefdu faerst fram fyrir hann ef
rafdratturinn i seinni vidd hefdi heppnast betur. bPessi faersla a 180 bp butunum gaeti liklega annadhvort
verid vegna einpatta brota i butunum eda ad einpatta 180 bp DNA sameindir séu til stadar i syninu.
Mesti breytileiki milli vidmida i sému synategund greindist i DNA ur frumulausu pvagi (Toflur 6 og 13).
Mismikid var af 6skemmdu DNA i pessum synum og mismunandi hvada skemmd var algengust. bad er
ymislegt sem getur valdid pessum breytileika, t.d. timinn sem pvagid stoppar i pvagblédrunni, en pvag
hefur ekki godar adstaedur fyrir frumur eda DNA og frumurnar gaetu pvi verid ad springa og losa Ut meira

DNA i pvagi®é og DNA geeti verid ad brotna nidur i minni sameindir.

Ekki fengust nidurstddur ur rafdraetti a DNA ar frumulausu pvagi pungadrar konu nr. 5. Misjafnt var
hversu miki® var af 6skemmdu DNA i synunum fra pungudu konunum (Tafla 14) og er astaeda pess

liklega su ad mismunandi langur timi hafdi lidid fra pvi ad peer pissudu sidast og pangad til paer pissudu
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fyrir rannsoknina. Einnig bidu synin mislengi a is par til DNA var einangrad ur peim. Dauf 180 bp bénd
saust i pvagsynum 1, 3 og 4 (Toflur 7 og 14) en 6élikt DNA i frumulausu pvagi vidmidanna (Tafla 13) var

180 bp bandid & steerdarstadlinum en ekki fyrir framan hann.

Bygging DNA i frumulausu pvagi pungudu kvennanna me® medgdngueitrun var mjog olik (Toflur 8
og 15). Syni 1 innihélt 6venju mikid af DNA butum sem voru minni en 100 bp (Tafla 15) og skar sig pvi
fra baedi vidmidunarsynunum (Tafla 13) og synunum fra pungudu konunum (Tafla 14). betta sama syni
haféi aukid magn DNA buta undir 100 bp i plasmasyninu (Tafla 12). betta dvenjulega magn stuttra DNA
buta einkennir pvi synin fra pessari akvednu konu. Féstur DNA i pvagi eru mjog stuttar sameindir sem
meelast & milli 29 bp og 45 bp (14) og pvi eru miklar likur @ ad DNA fyrir nedan 100 bp bandid sé fra
féstrinu. DNA i syni 2 Ur frumulausu pvagi fra pungadri konu med medgongueitrun (Tafla 15) var einnig
olikt DNA i 68rum pvagsynum (Toflur 13 og 14). Petta syni innihélt mjog mikid af stérum DNA
sameindum med O&sérteekum tvipatta brotum og stéorum sameindum sem endudu fyrir framan
staerdarstadalinn. betta bendir til pess ad pessar DNA sameindir innihaldi miki® af einpatta brotum eda
skemmdum sem valda légunarbreytingum. Par sem pvagsynin ur pungudu konunum med
medgongueitrun voru svona 6lik pa er ekki haegt ad segja ad akvedid mynstur einkenni DNA i pvagi
pungadra kvenna med medgodngueitrun. bad ma po ekki gleyma ad pessi syni voru baedi mjog olik
vidmidunarsynunum og synunum fra pungudu konunum og bvi vaeri még spennandi ad fa steerri hop
kvenna med medgdngueitrun til ad rannsaka. Einnig eru pungudu konurnar einungis gengnar 11-13
vikur en pungudu konurnar med medgongueitrun voru badar gengnar lengur en 25 vikur og geeti pad
haft ahrif a magn cffDNA i pvaginu hja peim.

Pegar myndirnar voru greindar med ImageQuant var staerdarstadallinn tekinn Ut og DNA dreifing i
syninu var gerd svarthvit. bratt fyrir ad staerdarstadallinn hafi verid tekinn Gt pa saust leyfar af honum i
hluta myndanna og geaeti pad mdgulega skekkt maelingarnar 6rlitid og aukid hlutfall tvipatta brota i
synunum. betta hefur liklega gerst pegar styrkur DNA synisins var mjoég lagur og magn

staerdarstadalsins pvi hlutfallslega of hatt. Hugsanlega heféi verid betra ad nota minna af honum.

Nanodrop maelir var notadur vid styrkmaelingar 8 DNA sameindum i synunum (6birtar nidurstodur).
Vid vorum ad vinna med mjog liti® magn af DNA i synum med litid rammal og pvi skiptir nakvaemni i
meaelingum miklu mali. Nanodrop reyndist mjog vel i peim tilfellum par sem miki® magn DNA (meira en
100 ng/uL) sameinda var til stadar i syninu en pegar styrkur DNA i syninu var mjoég lagur (< 5 ng/uL)
hefdi purft nakvaemari maeliadferd.

DNA sameindir sem voru minni en 100 bp greindust baedi i plasma og i minna meeli i pvagi pungadra
kvenna og pungadra kvenna med medgodngueitrun. Leida ma likum ad pvi ad petta séu cffDNA
sameindir fra fostrinu og veeri haegt ad stadfesta pad med 6drum adferdum. Vid gatum ekki stadfest pad
hvort pessar littu DNA sameindir veeru ein- eda tvipatta par sem peer voru minni en tvipatta
staerdarstadallinn sem vid midudum tulkunina vid auk pess sem greiningarhaefni 4% akrylamid gela er
ekki naegjanleg til slikra greininga. Til ad athuga pad veeri t.d. haegt ad nota heerri gelprésentu og

steerdarstadal med minni sameindum.

V@ fésturrannsoknir parf ad einangra DNA sameindir Ur plasma modur og adgreina cffDNA fra cfDNA

moédurinnar. Ef DNA sameindirnar sem greindar voru fyrir nedan 100 bp bandid i pessari rannsékn eru
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cffDNA, pa erum vid komin med fljdtlega og odyra leid til ad adskilja pessar DNA sameindir. NLA geeti

pvi verid notud til ad einangra cffDNA ur plasma moédur fyrir ymsar fésturrannsoknir.

Midad vid paer nidurstédur sem fengust i pessari rannsékn pa er mogulegt ad stuttar DNA sameindir
sem greindust i synum kvenna med medgodngueitrun séu tengdar sjukddmsmyndini og mogulegt verdi
ad nota paer vid skimun fyrir medgéngueitrun. Pad kom fram akvedinn breytileiki baedi i pvagi og plasma
beirra kvenna sem var buid ad greina med medgdngueitrun. Pvi vaeri ahugavert ad fylgjast med
medgongu kvenna i ahaettuhdpi (fidlskyldusaga um medgdngueitrun) og athuga hveneer pessi breytileiki
kemur fram ef konan feer sidar medgodngueitrun. Haegt veeri ad fylgjast baedi med cfDNA i plasma og
bvagi pessara kvenna og hvort einhverjar breytingar keemu fram sem gaetu pad bent til pess ad
medgongueitrun veeri a byrjunarstigi. Nordurljésagreining myndi nytast vel vid ad fylgjast med pessum
hopi kvenna pvi adferdin er fljdtleg, 6dyr og gefur géda mynd yfir heildar samsetningu synisins. Einnig
veeri haegt ad nota stafraent PCR til ad magnmeela fosturerféaefnid og fylgjast pannig med konunum en
pbad myndi ekki gefa jafn géda heildar yfirsyn eins og NLA gerir.

Eins og fram hefur komid pa eykst cffDNA i plasma pungadra kvenna sem fa medgdngueitrun (26).
Pessi aukning kemur fram adur en einkenni medgongueitunarinnar og pvi eru menn spenntir fyrir ad
nota cffDNA vid skimun a medgdngueitrun og greina hana fyrr. Pad er pé moguleiki ad cffDNA sé ekki
ad aukast i blédras pungadrar konu pvi hun er ad fa medgongueitrun heldur gaeti verid ad

medgodngueitrunin komi fram vegna aukningar a cffDNA i plasma konunnar.

Utanfrumu erfdaefni hefur vakid meiri athygli visindamanna sidustu ar. Nokkrir rannséknarhoépar hafa
verid ad kanna patt cfDNA i sjukddmum sem tengjast bolgusvari likamans. Liklegt pykir ad aukinn
frumudaudi eigi sér stad vid boélgusvorun og par af leidandi aukist cfDNA i plasma. cfDNA getur p6 valdid
meira bolgusvari, sem veldur meiri frumudauda og meiri losun verdur pa a cfDNA (44). Styrkur cffDNA
i plasma médur er mismikill & medgongunni, um 10% af heildar cfDNA médurinar fyrst en eykst sidan i
20% vid lok medgongu (10). bad geeti pvi verid ad likami médurinnar poli adeins akvedid magn af cffDNA
og ef einhver aukning verdur umfram pessi 20% pa fari af stad bdlgusvar, sem leidir til haekkads
blodprystings sem er sleemt fyrir nyrun og prétein fer pa ad koma i ljos i pvagi. Engin skyring hefur enn
komid a hvers vegna konur fa medgongueitrun eda hvad pad er sem hrindir ferlinu af stad og pess

vegna veeri ahugavert ad skoda patt cfDNA i medgdngueitrun.
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6 Alyktanir

betta var i fyrsta skipti sem syni ur likamsvokvum pungadra kvenna voru greind med NLA. Athuga atti
hvort einhver breytileiki veeri til stadar i pessum synum. Nidurstodur syndu fram a ad haegt veeri ad beita
NLA til ad greina steerd og ldogun DNA sameinda i likamsvokvum m.a. hja punguéum konum. Einnig
kom i ljds ad mynstur voru mismunandi eftir gerd likamsvokva og milli einstaklinga. Pessi munur er ad
mestu 6skyrdur. bungadar konur virtust hafa litlar DNA sameindir baedi i plasma og pvagi og miklar likur
eru a ad pessar DNA sameindir komi fra féstrinu. bydingar pessara mynstra pyrfti ad rannsaka med
stéru urtaki og athuga hvort stutt cffDNA greinist hja 6llum pungudum konum, einnig pyrfti ad bera

medgongulengd saman vi® magn pessara litlu DNA sameinda.
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Fylgiskjal 1.

Utskyringar 4 skemmdum a DNA sem hagt er ad greina med NLA (myndir eftir Bjarka

Fylgiskjol / birtar greinar

Gudmundsson)
Teikning af DNA | | . o i
. Oskorid syni Syni skorid med Mbol
sameind
Oskemmt e —— DNA er i Ibngum !_ DNA ferdast hradar i 1D
tvibétta syni — batum og ferdast - (tvipatta) og haegar i 1D
Vi ni -
batta sy pvi stutt inn i gelid. — (einpatta) og myndar boga
) DNA sameindirnar eru einpatta
Oskemmt DNA er { I3ngum ! beedi i 1D og 2D og ferdast bvi 9
einpatta — batum og ferdast = jafn hratt i badur viddum og =
syni pvi stutt inn i gelid. = mynda skalinu fyrir framan E
- oskemmt tvibatta DNA.
DNA ferdast eins og 6skemmt i
1D en peettirnir adskiljast ekki
Millipatta DNA er i I6ngum ! vegna krosstengingarinnar og _
DNA | batum og ferdast = ferdast pess vegna heegar en \_—
krosstengi pvi stutt inn i gelid. = 6skemmt DNA i 2D, vid pad R
- myndast bogi bakvid tvipatta
bogann.
DNA sameindin er bogin og
z ferdast pvi heegar en éskemmt
Innanpattar DNA er i I5ngum ! bviheeg
m = DNA i 1D. Eftir adskilnad =
DNA butum og ferdast - -
bvi stutt inn | gelid - pattanna ferdast DNA eftir lengd
H ] VI StU nni ello. -
krosstengi E e og endar a svaedi fyrir framan
tvipatta bogann.
DNA sameindin er bogin og
. I ferdast pvi heegar en 6skemmt
. DNA er i I16ngum g _
Bending ,_\ = DNA i 1D. Eftir adskilnad =
butum og ferdast - ) . -
lesions . . . - pattanna ferdast DNA eftir lengd
] pvi stutt inn i gelid. —
e og endar a sveedi fyrir framan
tvipatta bogann.
DNA ferdast eins
og 6skemmt DNA i
1D en eftir DNA ferdast eins og 6skemmt
B
adskilnad DNA i 1D en eftir adskilnad
_—— < - . . ,
. - tt: |
Einpatta pattanna myndast :L pattanna verda til styttri butar
styttri brot en - sem ferdast hradar en heilii
brot l = stturinn [ 2D oa f .
- — venjulega sem . patturinn i og fara pvi lengra
ferdast pvi lengra i - og enda & svaedi sem er fyrir
=aaa———i
2D og pad framan tvipatta bogann.
myndast pverlina
efst i syninu.
Hiuti synisins eru
tvipatta batar sem
U stuttr il ! Stuttir DNA butar sem ferdast
P eru ndégu stuttir ti
Tvipatta — 9 ] eins og 6skemmt DNA eftir skurd
ad ferdast inn i - X
brot B . X - og endar pvi allt synid a tvipatta
gelid og enda a -
oo T - boganum
tvipatta DNA
boganum.
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Fylgiskjal 2.

‘ \ Kynningarbréf fyrir patttoku i visindarannsoékn
‘ ' a greiningu DNA skemmda a synum ur pungudum konum
LANP\S.RI.I{I\\“ og konum med medgongueitrun

Kaeri viotakandi

Tilefni pessa bréfs er pad ad bidja pig um taka patt i visindarannsoékn til ad varpa ljési @ myndun
skemmda i erfdéaefninu (DNA) i likamsvokvum vegna pungunar eda vegna pungunar og
medgdngueitrunar. Astaeda pess ad leitad er til pin er st ad pu ert pungud eda ad pu hefur greinst med

medgongueitrun a Landspitala-haskolasjukrahusi.

Abyrgdaradlili er Jon Johannes Jénsson, yfirlaeknir erfda- og sameindalaeknisfraedideildar LSH.

Simanumer hans eru 543 5032 og 824 5917. Toélvufang hans er jonjj@landspitali.is. Erféa- og

sameindalaeknisfraedideild er i K-byggingu Landspitala vi® Hringbraut. Rannsoéknin er hluti af
doktorsverkefni Bjarka Gudmundssonar liffreedings og rannsoknarverkefni lifeindafreedinema og
lzeknanema. Adrir sem ad rannsékninni standa eru Hans Guttormur bormar framkvaemdastjoéri Lifeindar
ehf., Hildur Hardardéttir yfirleeknir @ kvennadeild LSH. Rannsoéknin verdur gerd a lifefna- og

sameindaliffreedistofu laeknadeildar Haskdla islands.

Tilgangur og markmid rannsoknarinnar eru ad préfa nyja sameindafraedilega adferd sem heitir 2D-
SDE til greiningar & skemmdum a erfdaefninu i likamsvokvum. Sjuklingum med medgdngueitrun er
bodin patttaka. Markmi® er ad kanna pydingu skemmda i erfdaefni i likamsvékvum sem orsok sjukdéma
og til ad greina pa. Einnig viljum vid kanna hvort DNA skemmdir i likamsvdkvum endurspegli arangur

medferdar eda gefi visbendingar um aukverkun lyfja.

Lifteeknifyrirtaekid Lifeind ehf. & hugverkarétt a rannséknaradferdunum. Lifeind er sprotafyrirtaeki i
eigu visindamanna, fjarfesta, Haskola islands og Landspitala — haskélasjukrahus. Jén Jéhannes, Hans

Guttormur og Bjarki eru hluthafar i fyrirtaekinu.

| patttoku felst eftirfarandi:

1. Undirritun upplysts sampykkis eftir ad hafa lesid petta kynningarbréf og fengid vidunandi svor
vid spurningum sem kunna ad vakna. Sé einstaklingur med skerta medvitund er leitad til nanasta

adstandanda vardandi sampykki til patttoku.
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2. Aukablédsyni um leid og pu ferd i blédsynatdku vegna medferdar. Tekin verda tvo til prju auka

bl6dsynaglds og ur peim einangrad erfdaefni i blodvokva og blédfrumum.

3. Munnvatnssyni sem tekid verdur a sama tima med pvi ad spyta i sérstakt synaglas. bessi

synataka er 6paeginda og heettulaus og tekur um fimm mindtur.
3. Pbvagsyni safnad vid pvaglat eda ur pvagpoka sé hann pegar til stadar.

4. Sampykki fyrir pvi ad rannsakendur geti leitad naudsynlegra upplysinga i sjukraskram pinnar og

haft samband vid pann lsekni sem medhdndladi pig.

5. Leyfi fyrir ad mogulega verdi haft samband vid pig aftur til ad afla vidbotarupplysinga eda bjoda

pér patttdku i nyrri rannsékn med sama markmid.

batttokuskilyrdi fyrir rannsokninni eru:

a) Ad vera pungud eda vera pungud og greind med medgdngueitrun.
b) Ad geta lesid og skilid islensku.

c) Ad vera ordin 18 ara og sjalfrada.

d) Undirritun upplysts sampykkis.

Utilokunarskilyrdi eru:

Laeknir metur astand sjuklings a pann hatt ad ekki sé rétt ad bjoda honum patttéku i rannsoékninni.

Réttur patttakenda

Pér er ekki skylt ad taka patt i pessari rannsékn og pu getur heaett patttdku hvenser sem er an
utskyringa. Akvedir pu ad heetta patttdku verdur éllum lifsynum og upplysingum sem fra pér hefur verid
safnad eytt og rannsakendum gert okleift ad rekja dulkéda til pin. Hafnir pu patttéku mun pad ekki hafa

ahrif & pjonustu sem veitt er af heilbrigdiskerfinu.

Medferd gagna

Rannsoéknaradilar skuldbinda sig til ad gaeta fylista trinadar vardandi peer upplysingar sem verdur
aflad. Farid verdur ad islenskum I6gum i hvivetna vardandi persénuvernd, vinnslu og eydingu
frumgagna. Einungis rannséknaradilar munu hafa adgang ad lifsynum og sjukraskrargdgnum. Gogn
verda geymd an personutengdra atrida. Rannsdknargogn verda dulkddud adur en vinnsla med pau hefst
og verda nidurstddur rannsoéknarinnar ekki tengdar vid néfn patttakenda. Lifsynum verdur eytt pegar

rannsokn er lokid.
Ahatta og avinningur

bPar ed syni er tekid samhlida 606ru syni i laekingaskyni er sérstok ahaetta af toku blddsynis i

visindarannsékn hverfandi. Hugsanlegt er ad blodtdku fylgi smavaegileg 6paegindi. Einnig er haetta a
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blaedingu eda mari a stungustad en sjaldgaeft er ad upp komi syking eda boélga. Munnvatnsynistaka og

pvagsynistaka er dheettu- og sarsaukalaus.

Obeinn avinningur patttakenda felst helst i pvi ad rannséknin gaeti leitt til betri adferdar vid greiningu

a skemmda i erfdaefninu sem tengjast framangreindum sjukdémum.

Patttakendur eru ekki sérstaklega tryggdir vegna rannsoknarinnar.

Nidurstodur og birting rannséknargagna

Verdi nidurstddur rannsoknarinnar birtar i fagritum, verda engar persoénugreinanlegar upplysingar

notadar, adeins télulegar upplysingar og merkingar.

Rannsoknin er unnin med sampykki Visindasidanefndar og Persénuverndar.

Ef pu hefur spurningar um rétt pinn sem patttakandi i visindarannsékn eda vilt haetta patttoku i
rannsokninni getur pu snuid pér til Visindasidanefndar, Hafnarhusinu, Tryggvagétu 17, 101 Reykjavik.
Simi: 551-7100, fax: 551-1444.

Med fyrirfram pokk fyrir patttékuna

Jon Johannes Jonsson

Abyrgdarmadur rannséknar
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Fylgiskjal 3.

AN SAMPYKKI TIL PATTTOKU i VISINDARANNSOKN A
\ N 4 GREININGU DNA SKEMMDA A SYNUM UR PUNGUBUM
g KONUM OG PUNGUDUM KONUM MED MEDGONGUEITRUN
LANDSPITALI

HASKOLASJUKRAHUS

Med undirskrift minni hér ad nedan votta ég vilja minn til patttdku i ofannefndri rannsékn. Jafnframt
ad mér hafi verid gefinn naegur timi til ad kynna mér efni pessarar rannsoknar og ad ég hafi fengid

vidunandi svor vid spurningum minum.

1. Eg sampykki ad tekid verdi ur mér tvé til prji synaglés af blédi, eitt synaglas af munnvatni og
bvagsyni i peim tilgangi ad einangra ur pvi erfdaefni (DNA) til rannsdkna a DNA skemmdum a
synum ur pungudum konum og pungudum konum med medgdngueitrun.

2. Eg sampykki ad rannsakendur megi nalgast og nota paer upplysingar Ur sjukraskram minum
sem naudsynlegar eru fyrir framgang rannséknarinnar.

3. Ad pvi gefnu ad rannsokninni sé ekki loki® sampykki ég ad hafa megi samband vid mig ef porf
er frekari upplysinga eda syna vegna rannsoéknarinnar. Jafnframt ad kynna megi fyrir mér
framhaldsrannsoknir eda nyjar rannséknir sem byggoéust a nidurstddum pessarar rannsoknar.

4. Eg krefst pess ad éllum gégnum og synum fra mér sem hefur verid safnad sé eytt ad
rannsokn lokinni og ad hvorugt megi nota til annarrar rannsoknar en peirrar sem ég hef
sampykkt hér ad ofan. Jafnframt ad kéda peim sem gerir kleift ad rekja nidurstédur til min sé
eytt.

patttakendur halda eftir eintaki af kynningarbréfi og sampykkisyfirlysingu.

Undirskrift patttakenda og kennitala Dags.

Undirskrift rannsakenda og kennitala Dags.

Sem starfsmadur rannsoéknarinnar stadfesti ég ad ofangreindum patttakanda hefur verid kynnt edli
og framkvaemd pessarar rannséknar og jafnframt gefid teekifeeri til ad leita svara vid peim spurningum

sem hann/han haféi vegna patttdku sinnar i rannsékninni.
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Fylgiskjal 4.

I , Borgartiini 21 - 4, had
Landspitali haskolasjukrahis, Erfda- og 105 Reykjavik,

sameindaleknisfraedideild

Jon Jéhannes Jonsson, yfirleknir
Hringbraut netfang: vsn@vsn.is www.vsn.is
101 Reykjavik

Simi: 551 7100, Bréfsimi: 551 1444

Reykjavik 8. mars 2016
Tilv.: VSNb2012010012/03.11

Efni: Vardar: 12-010-V2  Greining DNA skemmda af véldum krabbameinslyfja, reykinga og
munnholssykinga med tvividum rafdraetti.

A fundi sinum 08.03.2016 fjalladi Visindasidanefnd um umsokn pina dags. 03.02.2016, vegna
vidbotar nr. 2 vid ofangreinda rannséknardsetlun.

f bréfinu kemur m.a. fram; "Markmi® rannséknar eru pau somu nema ad vid éskum eftir ad rannsaka
einnig pungadar konur badi heilbrigdar og konur med medgdngueitrun en henni fylgir margvislegur
afbrigdileiki i blodi sem gaeti verid tengdur skemmdum 4 utanfrumu DNA.

1. Radgert var ad rannsokn lyki um betta leyti. Hér med er 6skad eftir ad hiin framlengist um tvé ar til
a0 na fullnegjandi synafj6lda. Synaséfhun heldur afram og einnig @tlum vid ad kanna breytingar 4
utanfrumuerfdaefni hja heilbrigdum pungudum konum og bera par saman annars vegar vid
heilbrigdar konur sem ekki eru pungadar og konur med medgdngueitrun. Vid munum afla syna tr
heilbrigdum pungudum konum sem koma { fosturskimun vid 13 vikur og Rhesus skimun vid 27 vikna
medgongu. [ badum pessum tilvikum fer konan hvort sem er { blédprufu. Synum ar konum med
medgongueitrun verda tekin 4 mismunandi timum medgdngu. Alls stefnum vid ad pvi ad rannaska allt
ad 40 syni { pessum flokki. Vegna breytileika i synum er ordid mikilvaegt ad rannsaka gédan hop af
heilbrigdum einstaklingum af badum kynjum 4 mismunandi aldri. All stefnum vid ad pvi ad rannsaka
allt ad 50 slika einstaklinga. Eins og 40ur hefur komid fram pa leida pessar rannsdknir ekki i ljos
erfdaeiginleika hvorki hja médur eda fostri.

2. Eftirfarandi einstaklingum hefur verid batt vid rannsakendalista:

Nafn: Hildur Hardardottir Vinnustadur/Skoli: Landspitali Stada: Yfirlaknir, dosent

Nafn: Brynja bPorvaldsdéttir Vinnustadur/Skéli: Haskoli Islands Stada: Lifeindafredinemi
Nafn: Hannah Ward Vinnustadur/Skéli: St. George's Stada: Leknanemi, University of London
Hildur mun sja um ad finna pungadar konur og bydur peim patttéku i rannsékn. Badi Brynja og
Hanna skrifa

undir tranadarsampykki Landspitalans. Par munu vinna vid synagreiningar en einnig adstoda vid
synasdfnun

og flutning syna & rannsdknarstofu.

3. Upplysingatexta til sjiiklinga hefur verid breytt i samraemi vid ofangreint. Kynningarbréf fylgir

med baedi med breytingum { gulum lit sem og 4 lokaformi. Titli i sampykkisyfirlysingu hefur veri®d
breytt til samraemis.
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Med visan til 2. mgr. 12. gr. laga nr. 44/2014, um visindarannsoknir 4 heilbrigdissvidi, er vidbot nr 2.
endanlega sampykkt med peim almenna fyrirvara ad 16gbundid sampykki skraarhaldara skv. 2. mgr.
27. gr. laga nr. 44/2014 verdur ad liggja fyrir 4dur en vinna med heilbrigdisgdgn vidkomandi
stofnunar/skraarhaldara hefst.

Visindasidanefnd bendir 4 ad abyrgdarmadur rannséknarinnar ber abyrgd 4 ad sott sé um
videigandi leyfi vegna vidbéta/breytinga hja peim stofnunum sem vid 4. Oheimilt er ad hefja
framkvemd rannsoknarinnar fyrr en slik leyfi liggja fyrir. Afrit leyfa/samstarfsyfirlysinga
purfa aod berast nefndinni. Jafnframt ber Abyrgdarmanni ad tilkynna peim stofnunum, sem
veitt hafa leyfi vegna framkvsemdar rannséknarinnar eda 6flunar gagna, um framangreint, ef
vid 4. Oheimilt er ad breyta framkvaemd rannséknarinnar fyrr en slik leyfi liggja fyrir.

Med kvedju,

f h V1s 3516anefndar
({1 W
tiir;

Krlstm ened1 ts varaforma ur
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