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Utdrattur

Fjoldi rannsokna hefur gefid til kynna jakveed ahrif fjolomettadra fitusyra & hjartad,
sérstaklega omega-3 fitusyra. Komid hefur i 1jés ad omega-3 fitusyrur feekka marktaekt
daudsfollum i Kkjolfar hjartaafalls, medal annars med verndandi ahrifum gegn
hjartslattartruflunum. pB-adrenergir vidtakar eru G-protein tengdir og stjorna medal annars
hrada hjartslattar og samdretti hjartavodva i kjolfar virkjunar med katekolaminum. Fer su
stjorn fram i gegnum bodferli sem medal annars valda myndun & cAMP i umfrymi. |
hjartasjukdomum eykst magn katekolamina i blodvokva og jafnframt binding peirra vid p-
adrenerga vidtaka. Ef 6rvunin er vidvarandi bregdast vidtakarnir vid med afnemingu sem
minnkar svoérun peirra vid tenglum sinum og dregur Gr afkdstum hjartans vio alag
Markmid verkefnisins var ad athuga ahrif omega-3 fitusyra 4 B-adrenerga vidtaka med
notkun HEK293 frumulinunnar, sem hefur slika vidtaka. HEK293 frumur voru raektadar
ymist med eda an dokosahexaensyru i ati. Po-adrenergir vidtakar peirra voru 6rvadir med
mismunandi styrkjum af isoproterendli og cAMP framleidsla mald med ELISA adferd
med tilbunu maliefni. Munur a cAMP framleidslu B-adrenergra vidtaka i frumuhdpunum
tveimur var metinn med samanburdi & mettunarkarfum par sem styrkur cAMP var fall af
I6garipmanum af iséproterendlstyrk. bar sem mestur timi verkefnisins for i adferdapréun
tokst adeins ad gera prjar heppnadar tilraunir. bratt fyrir ad fyrri tveer tilraunirnar megi
tulka & mismunandi vegu gefur pridja tilraunin skyrt til kynna ad enginn munur sé a
frumuh6punum og pvi er ad 6llum likindum ekki markteekur munur a cCAMP framleidslu i

frumum med og an DHA i ati. Pad faest po ekki stadfest nema med fleiri tilraunum.






Abstract

Multiple studies have indicated beneficial effects of polyunsaturated fatty acids on the
heart, especially omega-3 fatty acids, which have been shown to decrease mortality in
patients surviving myocardial infarction, partly due to their protective effects against
arrhythmias. (-adrenergic receptors are responsible for regulation of cardiac rate and
contractility in response to their activation by catecholamines. This regulation takes place
through a signaling pathway which leads to cAMP production. Heart failure leads to an
increase of catecholamines in plasma, followed by persistent activation of B-adrenergic
receptors, to which they respond by desensitization. This makes them less susceptible to
ligands and decreases cardiac output during stress. The goal of this project was to examine
the connection between omega-3 fatty acids and p-adrenergic receptors, using the HEK293
cell line. Cells were grown with or without docosahexaenoic acid in the growth medium.
Their P2-adrenergic receptors were stimulated with different concentrations of
isoproterenol and cAMP production was measured with an ELISA cAMP assay kit. The
difference in B-adrenergic CAMP production was estimated by comparing saturation curves
from the two cell groups, where cCAMP concentration was a function of the logarithm of
isoproterenol concentration. Since large amount of time was spent on validation of
methods, only three experiments were successful. Even though the results of the first two
experiments can be interpreted differently, the third one clearly demonstrates that there is
most likely no significant difference in cAMP production in cells with or without DHA in

growth medium. However, it cannot be confirmed without further research.






Hér med lysi ég pvi yfir ad riterd pessi er samin af mér og ad hun hefur hvorki

ad hluta né i heild verid 16gd fram adur til heerri profgradu.

Sunna Bjornsdottir, kt. 181192-3489
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1. Inngangur

1.1 Formali

Flestir islendingar @ttu ad kannast vid lysi. Sumir fa sér skeid af pessum undarlega vokva &
hverjum morgni, adrir geta ekki hugsad sér pad. beir sem hafa tamid sér neyslu pess hafa
vaentanlega i huga pau fjéImdérgu heilsusamlegu ahrif sem talad er um ad lysid hafi. EKKi
adeins hefur pad ad geyma ofgnott af D-vitamini, sem kemur sér sérstaklega vel i
skammdeginu & Islandi, heldur inniheldur pad omega-3 fitusyrur, sem hafa vist margvisleg
ahrif eins og ad draga Ur einkennum bolgu- og 6naemissjukdéma eins og lidagigt og efla
hjartad. En eru petta eitthvad annad en innantémar upplysingar? Hvernig vitum vid hvort
petta sé satt og rétt? Fjolmidlar eru a hverjum degi statfullir af alls kyns fréttum um heilsu,
mataraedi sem eykur brennslu og beetir pol, efni sem draga Ur bdlgum og lidverkjum eda
leekka blodprystinginn og reynslusdogum folks sem snuid hefur lifi sinu til hins betra med
neyslu & hinum og pessum efnum. Eru petta oftar en ekki 6marktaekar sélubrellur. Hvi atti hid
sama ekki ad gilda um lysi? pessar upplysingar dynja & félki en flestir eiga erfitt med ad sigta
stadreyndir fra blekkingum. Ad baki likamlegra &hrifa liggja &vallt asteedur sem felast i
breytingum & bodferlum eda 6drum efnahvorfum & sameindafreedilegum grunni sem faestir
hafa g6da pekkingu &. Til ad syna fram & slik ahrif er naudsynlegt ad vidtekar og nakvaemar
rannsoknir liggi ad baki. Lysi og omega-3 fitusyrur hafa verid rannsokud i paula og pusundir
ritryndra visindagreina hafa verid birtar um ahrif peirra. Meirihluti peirra synir ad omega-3
fitusyrur séu naudsynleg neringarefni og hafi ahrif & heilsu, sérstaklega & hjartad. /tti pessi
ritgerd ad veita innsyn i pessi ahrif og lifefna- og sameindafraedilegan grunn peirra sem og
nidurstédur eldri tilrauna i pessum efnum. Einnig lysir han tilraun til ad renna styrkum

stodum undir eldri kenningar og gefa nyja syn & &dur pekkta hluti.

Naest pegar pu opnar isskapinn og rekur augun i lysisfloskuna skaltu hugsa pig tvisvar um.

pétt bragdid sé undarlegt, er kannski ekki svo galid ad fa ser eina skeid.
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1.2 Fjolomettadar fitusyrur

1.2.1 Uppbygging

Fitusyrur eru karboxylsyrur med kolvetniskedjur ar 4-36 kolefnum. Sumar peirra eru an
tvitengja og pvi fullmettadar en adrar innihalda eitt eda fleiri tvitengi og eru par med
Omettadar. Fjolomettadar fitusyrur (FOFS) innihalda fleiri en tvo tvitengi. Stada fyrsta
tvitengis ef talid er frd metyl-enda syrunnar skiptir mestu mali fyrir lifedlisfredilega virkni
peirra. I karboxylsyrum er kolefnid naest karboxylhépnum jafnan kallad a-kolefnid og kolefni
metylendahépsins kallad w-kolefnid, eftir fyrsta og sidasta staf griska stafrofsins, alfa og
omega. FOFS sem hafa fyrsta tvitengi 4 milli pridja og fjorda kolefnisatoms ef talid er fra -
enda kallast par med ®-3 eda n-3 fitusyrur og peaer sem hafa fyrsta tvitengi & milli sjétta og
sjounda kolefnisatoms ef talid er fra w-enda kallast par med w-6 eda n-6 fitusyrur. Lindlsyra
(LA) er ©-6 FOFS og a-lindlen syra (LNA) er o-3 FOFS. bar eru forverar lengri og virkari
fitusyra sem kallast arakidonsyra (-6, myndud ur LA) og eik6sapentaensyra (EPA) og
dokosahexaensyra (DHA) (w-3, myndadar ur LNA) (mynd 1). bessar fitusyrur purfa menn ad
fa dar faedi, par sem peir hafa ekki desatdrasa ensim sem naudsynleg eru til ad mynda tvitengi
milli kolefnisatoma sem eru handan vid niunda kolefni fra a-enda. Fast LA og LNA helst ur
jurtaolium, freejum og hnetum (1). P6tt arakidonsyra, EPA og DHA séu myndadar ur LA og
LNA i likamanum er umdeilt hvort su umbreyting geti uppfyllt parfir okkar fyrir EPA og
DHA. bvi er ménnum radlagt ad fa EPA og DHA einnig beint ar faedi, ur fiskiolium og
feitum fiski (2, 3).

Saturated Fatty Acids Unsaturated Fatty Acids
Palmitic Acid Oleic Acid
; M w COOH
CH, CH, L COOH
w6 Polyunsaturated w3 Polyunsaturated
Fatty Acids Fatty Acids
Linoleic Acid a-Linalenic Acid
8 COOH
Arachidonic Acid l Eicosapentasnoic Acid l

COOH
Docosahexaencic Acid

CHy 3 COOH

Mynd 1: Fitusyrur. Efst eru mettada fitusyran palmitinsyra og 6mettada fitusyran oleinsyra og nedar
eru lifsnaudsynlegu fitusyrurnar lindlsyra (w-6) og a-linélensyra (w-3) og afleidur peirra (4).
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1.2.2 Ahrif & heilsu hjartans

Hjarta- og edasjukdomar hrja milljonir manna um allan heim og eru peir algengasta
danarorsok einstaklinga i hinum vestreena heimi. Breyttur lifstill mannsins sidustu aratugina
hefur sett mark sitt & tioni slikra sjukdéma. Til ad mynda hefur aukin neysla fitu, sérstaklega
mettadrar, verid tengd aukinni tidni daudsfalla vegna hjartasjukdéma. Rannséknir hafa synt ad
fitusyrur i feedi geta haft ahrif a aheettu & hjarta- og aedasjukdomum (5). Skiptir pa mali hvers
konar fitusyrur um er ad reda. Fjoldi rannsokna hefur gefid til kynna jakvaed ahrif FOFS &
hjartad, sérstaklega omega-3 fitusyra. | samfélogum par sem neysla fitu er mikil er samt sem
adur lag tioni hjarta- og a&dasjukdéma ef megnid af fitunni er fenginn ar fiskiafuréum og
plontum, p.e. helstu uppsprettum omega-3 fitusyra. Neerteekasta deemid eru eskimoar, en feeda
peirra samanstendur adallega af sjavarfangi. Rannsoknir syna sterk og stédug tengsl milli
neyslu omega-3 fitusyra og hjarta- og edasjukdéma og bendir flest til pess ad omega-3 i faedi
dragi Ur heettu & slikum sjukdomum. Flestar pessara rannsokna byggjast & neyslu fisks og
fiskioliu, en einhverjar & omega-3 Gr pléntum (6). I einni pessara rannsékna kom i ljos ad
manadarleg inntaka af 5,5 g af omega-3 fitusyrum, eda pad sem samsvarar einni maltid af
feitum fiski & viku, drd 0r hettu & hjartastoppi um 50% midad vid vidmidunarhép sem fékk
ekki omega-3 fitusyrur (7). Hefur American Heart Association nytt sér nidurstddur rannsokna
af pessu tagi til ad gefa ut viomid um neyslu & fiski og fitusyrum (8).

Algengasta danarorsok einstaklinga sem lifad hafa af hjartaafall er skyndidaudi. Steersta
kliniska tilraun til pessa sem tengist forvornum eftir hjartaafall (secondary prevention) var
framkvaemd af GISSI hopnum fra italiu. bar voru 11.123 sjuklingar sem lifad hofdu af
hjartaafall medhondladir med omega-3 FOFS. Daudsféllum vegna skyndidauda feekkadi um
53% og daudsfollum i heild feekkadi um 41% vid pessa medhdndlun. Ahrifin foru ad koma i
lj6s innan 90 daga fra pvi medhdndlun hofst (9). 1 kjolfarid vard neysla omega-3 fitusyra ad
raolagori medferd eftir hjartaéfall (10). Nidurstédur annarrar yfirgripsmikillar rannsoknar
gafu til kynna ad ahatta & skyndidauda hja ménnum med haan styrk langra omega-3 fitusyra i
blodi var adeins 10% af samsvarandi ahattu hja ménnum med lagan styrk (12). Skyndidaudi &
sér oftast stad i kjolfarid & hjartslattartruflunum og pvi er almennt talio ad omega-3 fitusyrur
midli sinum hjartaverndandi ahrifum med pvi ad hindra peer (11). Talid er ad hlutfall omega-3
0og omega-6 fitusyra spili steersta pattinn i hjartaverndandi ahrifum (13). Eins og adur hefur
komid fram er w-6 fitusyran arakidonsyra myndud med lengingu og afmettun linélsyru en ®-3
fitusyrurnar DHA og EPA myndadar med lengingu og afmettun a-lindlen syru. Lindlsyra er
algengasta FOFS i vestraenu fedi (5) og pvi eru omega-6 fitusyrur i miklum meirihluta
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fjolomettadra fitusyra i fadi vestraenna rikja. Til ad mynda er hlutfall ®-6/w-3 > 15:1 i
Bandarikjunum, pegar betra hlutfall veeri naer 1:1. Astedan fyrir pvi ad jafnveegi i inntoku
bessara fitusyra er askilegt, er ad peaer keppa um sama ensimkerfid sem myndar lengri,
Omettadri og virkari fitusyrur. Paer keppa einnig um cyclooxygenasa (COX) og lipdoxygenasa
(LOX) sem taka patt i myndun prostaglandina og leukotriena sem midla ymiss konar
frumuvirkni sem er mikilvaeg fyrir virkni hjarta- og sdakerfisins. bar ma nefna vikkun og
herpingu &da, bolgusvorun og blodstorknun. Pessi samkeppni akvardar pvi hvada
lifedlisfraedilegu ahrif verda rikjandi. Omega-6 fitusyrur valda breytingum & magni lipida og
lipopréteina i bl6di, medal annars med leekkun & hlutfalli ,,vonda kolesterolsins* (LDL) midad
vid ,,g00a kolester6lido“ (HDL), & medan omega-3 fitusyrur hafa verndandi ahrif gegn
hjartslattartruflunum. Eikésanéio afleidd af omega-6 fitusyrunni arakidonsyru valda
bolgusvorun og blodkekkjamyndun. Omega-3 fitusyruafleidur hindra eda draga ur pessum

vidbrogdum med samkeppni vid omega-6 fitusyrur (6) (mynd 2).

Omega-6 fatty acids COMPETITIVE Omega-3 fatty acids
Arachidonic acid INHIBITION EPA & DHA
ARACHIDONIC AcID CASCADE
Lipoxygenase Cyclooxygenase

Thromboxane o _ N\*%€+ Thromboxane

. B, Vasoconstriction Vasodilation By
Prostaglandins / Prostaglandins

> PGl & PGE: % > @ PGl & PGEs [€]
Thromboxane 1 Platelet J, Platelet Thromboxane

—> Az aggregation aggregation As <
Leukotriene Leukotriene

—> 84 @ % w BS (-

Mynd 2: Ahrif omega-6 fitusyrunnar arakidonsyru og omega-3 fitusyranna EPA og DHA & bdlgur,
blédstorknun, hjartslatt og eedavidd og samskipti peirra & milli (13).
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1.2.3 Mogulegar astaedur gagnsemi w-3 fitusyra

Ymsar mégulegar skyringar hafa verid settar fram & verndandi ahrifum omega-3 fitusyra
gagnvart hjartslattartruflunum. Tengjast paer medal annars byggingareiginleikum,
efnaskiptum, &sjélfrada taugakerfinu og rafedlisfredi. Bygging omega-3 fitusyra likist
byggingu annarra sameinda sem hafa verndandi ahrif gegn hjartslattartruflunum. Fitusyrur eru
einnig helsti orkugjafi hjartans og eru omega-3 fitusyrur bundnar vid geymslutriglyserido a
slikan hatt ad audveldara er fyrir lipasa ad losa par en adrar gerdir fitusyra og svar vid porf
verdur par af leidandi fljotara en ella (10). Auk pessa hafa rannsoknir synt fram & bein ahrif
omega-3 fitusyra & spennustyrd natriumgdng sem og L-kalsiumgéng, sem stjorna samdreetti i
hjarta (14). Hluti ahrifanna felst liklega i pvi ad omega-3 fitusyrur komast almennt inn i
himnur og geta einnig breytt hlutfalli fitusyra i himnuflekum, til demis i
brjostakrabbameinsfrumum (15), T-eitilfrumum (16) og hjarta (17).

Almennt er talid ad verndandi ahrif omega-3 fitusyra gegn hjartasjukdémum eigi sér stad
annad hvort med breytingum & samsetningu fituefna i plasma og/eda a&davef eda med beinum
ahrifum a rafedlisfraedi hjartavodvafrumnanna. Rannsoknir a lifandi dyrum sem fa akvedid
feedi stydja fyrri atskyringuna en rannsoknir & einangrudum dyrahjortum  og
fosturhjartafrumum i raekt stydja pa seinni. Sennilega eru badir pessir peettir ad verki (5).
Virdist vera sem fitusyrur purfi ad komast inn i frumuhimnur svo ad svorun faist vid
medferdum med fiskioliu. Pvi tekur tima fyrir ahrifin ad koma fram og nidurstédur rannsdkna
sem taka of stuttan tima eda notast vid of litid magn fiskioliu par med gjarnan émarkteekar.
Liklegt pykir ad ahrif hjartslattartruflana séu sterkari pegar peer eru af voldum virknibreytinga,
par sem bodferli breytir rafeiginleikum frumunnar og/eda ésjalfradri stjorn hennar, fremur en

af voldum beinna likamlegra breytinga eda averka (10).

1.2.4 Osamraemi i ahrifum -3 fitusyra a hjartad

Eins og adur hefur komid fram hafa fjélmargar rannsoknir gefid til kynna hagsted ahrif
omega-3 fitusyra og neyslu & feitum fiski. Neegir par ad nefna jakveed ahrif peirra & lifslikur
sjuklinga sem fengid hafa hjartaafall. Hins vegar hafa komid fram rannsoknir sem benda til
bverdfugra ahrifa. Omega-3 fitusyrur virdast auka danartidni og hjartslattartruflanir hja
sjuklingum med suma hjartasjukdéma (11). Rannsokn a 3114 karlménnum sem pjadust af
hjartadng i Sudur Wales leiddi til deemis i 1jés auknar likur & skyndidauda hja peim sem fengu
feitan fisk midad vid samanburdarhdp (18). Rannsoknir & lyfjum gegn hjartslattartruflunum
hafa einnig gefid misvisandi nidurstddur. Helsta asteeda pess er ad lyf sem bala eina gerd

hjartslattartruflana geta 6rvad adra. Parf einnig ad skoda ahrif omega-3 fitusyra & hjartad med
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tilliti til pess (11). Oft liggja mismunandi ferlar ad baki hjartslattartruflunum. Er peim
venjulega skipt i tvo flokka, annars vegar galla i umskautun sem trufla virknispennu i rafkerfi
hjartans og hins vegar rafbod sem eru siendurtekin i stad pess ad stodvast. Hjartslattartruflanir
i hjartabilun eru af véldum fyrri flokksins en hjartslattartruflanir vegna blodpurrdar i hjarta
(myocardial ischemia) vegna pess seinni. bPvi geeti adferd sem midar ad pvi ad hindra
hjartslattartruflanir i sjuklingi med hjartabilun haft pverdfug ahrif i sjuklingi med blodpurrd i
hjarta. Gildir petta einnig um omega-3 fitusyrur. Raunar benda rannséknir til pess ad peer hafi
goad ahrif & fyrri flokkinn (truflada virknispennu) en slem a pann seinni (siendurtekin rafbod)
(11).Vid rannsoknir & hagsteedum ahrif omega-3 fitusyra a heilsu hjartans og radgjof & inntoku
peirra skal hafa i huga mismunandi ferla sem liggja ad baki heilsufarskvillum mismunandi
sjuklinga og skoda medferdir & moti bakgrunni pessa mismunandi ferla og videigandi breyta
(12).

1.3 B-adrenergir viotakar

1.3.1 G-proétein tengdir vidtakar (GPCRs)

G-prétein tengdir vidtakar (GPCRs) mynda steerstu fjolskyldu frumuyfirbordsvidtaka og eru
til stadar i Ollum heilkjérnungum. Peir midla flestum vidbrégdum frumunnar vid
utanadkomandi merkjum, svo sem hormonum og taugabodefnum. Eru peir abyrgir fyrir sjon-,
bragd- og lyktarskyni. Um helmingur lyfja med pekkta virkni verka gegnum GPCRs eda
bodferlana sem peir virkja. pratt fyrir mjog vidteka virkni hafa allir GPCRs svipada
byggingu. Samanstanda peir af einni fjolpeptiokedju sem praedir sig sjé sinnum fram og aftur i
gegnum frumuhimnuna.

Eins og nafnid gefur til kynna midla allir GPCRs virkni sinni gegnum GTP-bindiprotein,
eda G-protein, sem bundin eru umfrymishlid frumuhimnunnar. Eru pau gerd dar premur
undireiningum, o, B og ¥. I 66rvudu astandi er o-giningin bundin GDP og G-préteinid 6virkt.
Ef bodsameind binst GPCR virkjast hann og hvetur a-eininguna til ad sleppa GDP svo GTP
getur bundist i stadinn. Vid bindingu GTP verdur mikil byggingarleg breyting
(conformational change) i G-préteininu svo pad virkjast. a-einingin losnar fra Bx-einingunni
og midlar bodum med ahrifum & virkni innanfrumusameinda, eins og adenylyl cyclasa,
fosfolipasa og jonagong (mynd 3). Virkni peirra stjornar svo myndun 2. stigs bodsameinda
sem hvata frumuvidbrogd med pvi ad virkja mismunandi bodferla. Eitt demi um slika

sameind er CAMP.
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Mynd 3: Virkjun G-protein tengds vidtaka med bindingu tengils (19). (A) G-proteinid sem tengist
vidtakanum skiptist i prjar undireiningar, o,p og y. I 66rvudu astandi er a-einingin bundin GDP og G-
proteinid ovirkt. (B) begar bodsameind binst vidtakanum virkjast hann, a-einingin sleppir GDP og
binst GTP i stadinn, losnar fra og hvatar bodferli med ahrifum & innanfrumusameindir.

1.3.2 Adrenergir viotakar

Adrenergir vidtakar eru G-protein tengdir vidtakar. Peir skiptast i tvo adalhopa, p.e. a- og B-
adrenerga vidtaka. a-adrenergir vidtakar skiptast i tvo undirflokka (1 og 2) og B 1 prja
undirflokka (1,2 og 3). bessar mismunandi gerdir tengjast mismunandi gerdum G-proteina. |
heilbrigdum hjartavodva i manni er hlutfall B- og a-adrenergra vidtaka 10:1 og ennfremur er
Bi-undirgerdin 75-80% af heildarfjolda B-adrenergra vidtaka (20). Bi-adrenergir vidtakar eru
radandi 1 hjartavodva og heilaberki en Pz-vidtakar i lungum og hnykli (21). Helsta hlutverk -
adrenergra vidtaka i hjarta er stjorn & hrada hjartslattar og samdreetti hjartavodva i kjolfar
bindingar noradrenalins og adrenalins vid vidtakana. Vid bindingu kapla vidtakarnir vid
svokallad orvandi G-prétein, eda Gs sem virkjar adenylyl cyclasa. Adenylyl cyclasi hvatar
myndun 2. stigs bodefnisins CAMP ar ATP sem virkjar loks protein kinasa A (PKA). PKA
fosforylerar ymis frumuprotein, sem leidir loks til aukins styrk & friu Ca?* inni i frumunni og
hefur par med mikil &hrif & samdratt hjartavoova. Medal helstu marksameinda PKA
fosforyleringar i hjartavodvanum eru L-type kalsiumgong, sem auka fledi Ca?" inn i
umfrymid, og phospholamban (PLB). Fosforylering PKA a PLB kemur i veg fyrir hindrun
bess & Ca?*-ATPasa sem sér um ad pumpa Ca?* inn i frymisnetid. par med flytir PKA fyrir
endurupptoku Ca?* af frymisnetinu eftir samdratt og eykur birgdir Ca?* i frymisneti fyrir
naesta samdratt. Pannig styttist slokunartimi hjartavodvans og samdrattartioni eykst (22).

Auk frumuproteina fosforylerar PKA einnig f-adrenerga vidtakann sjalfan. Med pvi er
dregid ar virkni vidtakans med svokalladri afneemingu. Felur han ymist i sér frakaplun fra
viokomandi G-proteinum eda innfrumun og faekkun vidtakanna. Er petta naudsynlegt
stjornferli til ad takmarka styrk GPCR merkja og koma frumunni aftur i dvirkjad astand.
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Metti likja pessu vid neikvaeda afturvirkni (negative feedback) (23). Fosforylering a -
adrenergum vidtokum af PKA er blendin (heterologous), eda vidtakadrva-osértek (non-
agonist-specific), p.e. hun getur att sér stad jafnvel pott viotakinn sé ekki bundinn 6rva
(agonist). Afnaemingu er einnig gjarnan midlad af medlimum GPCR kinasa (GRK)
fjolskyldunnar. GRK fosforylera adeins GPCRs sem tengdir eru vidtakadrva. Helsti GRK sem
verkar i hjarta er B-ARK1 (GRK2). Fosforylering GRK a GPCR tengdum vidtakadrva eykur
sekni vidtakans i samskipti vid umfrymisprotein sem kallast [-arrestin. bau bindast
vidtakanum, hindra frekari G-protein kuplun og stoédva par med bodferlid (mynd 4) (20). Auk
pbess draga pau ad fosfodiesterasa (PDE) ensim sem brjéta nidur cCAMP (24). Auk frakaplunar
mé bela svar GPCR med faeekkun vidtaka & frumuyfirbordi (downregulation), sem lysir sér
med minnkadri nymyndun vidtaka, innfrumun peirra eda afstddgun & mRNA peirra. Tekur

slik stjornun mun lengri tima en frakaplun, eda nokkrar klukkustundir (20).
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Mynd 4: Virkjun, bodferli og afneeming B-adrenergra vidtaka. (1) Adrenalin (epinephrine) binst -
adrenergum vidtaka. (2) Bindingin virkjar G-prétein og a-eining pess losnar fra og virkjar adenylyl
cyclasa. (3) Virkjun adenylyl cyclasa veldur myndun cAMP Gr ATP. (4) cAMP ryfur hvotunareiningu
PKA (C) fra stjérneiningunni (R) og virkjar par med kinasann. (5) PKA fosférylerar ymsar
marksameindir. (6) Ein marksameinda PKA er f-adrenergic receptor kinase, eda -ARK. (7) f-ARK
fosforylerar G-proétein tengda vidtakann sem drvadur var i upphafi. (8) s-Arrestin feer saekni i

fosforyleradan GPCR, binst honum og afnemir hann, p.e. slekkur & virkni hans. (25)
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1.3.3 Hlutverk B-adrenergra vidtaka i hjarta

Virkni B-adrenergra vidtaka kemur mjog vid sogu i starfsemi hjartans par sem sympatiska
taugakerfid hefur margvisleg ahrif a hana. Medal annars eykur pad tidni og kraft samdratta
hjartans og midlar pessum ahrifum medal annars med losun katekdlamina, eins og adrenalins
og noradrenalins. Eins og komid hefur fram bindast katekolamin f-adrenergum vidtokum og
orva med pvi innanfrumuferli sem eykur afkodst hjartans. Sympatiska taugakerfio er pvi
virkast vid areynslu. Bilad hjarta hefur mjog skerta samdrattarhaefni og deelir ekki neegu blodi
um likamann. I von um ad baeta astandid eykur sympatiska taugakerfid virkni sina. Eykst pa
magn katekolamina i bl6di og jafnframt binding peirra vid B-adrenerga vidtaka. Kemur
orvunin af stad bodum sem midla baettum afkdstum hjartans (26). Sé ofvirkni sympatiska
taugakerfisins hins vegar vidvarandi bregdast vidtakarnir vid med afnaemingu svo peim
feekkar. Eitt helsta einkenni kroniskra hjartasjukdoma er par med minnkud svorun -
adrenergra vidtaka vid tenglum sinum. Tjaning Pi-adrenergra vidtaka @ mRNA- og
proteinstigi minnkar markvisst en tjaning B-ARK eykst. Virkni PKA breytist po ekki, par sem
han er ekki had bindingu vidtakadrva eins og katek6lamina vid vidtakana (23). Med pessum
varnarvidbrogdum hjartans verdur astandid pvi enn verra en &dur.

Vel pekkt og ahrifarik medferd gegn hjartasjukdomum og haum blodprystingi er notkun
lyfja sem kallast B-blokkarar. Slik 1yf bindast B-adrenergum vidtokum an pess ad 6rva pa en
hindra pess i stad adkomu katekélamina og annarra tengla (20). Notkun B-blokkara geeti pott
motsagnakennd i medhondlun hjartasjukdoma, par sem f-adrenergir vidtakar eru naudsynlegir
hjartanu, sérstaklega vid alag. Raunin er st ad med pvi ad koma i veg fyrir 6rvun B-adrenergra
vidtaka koma pB-blokkarar jafnframt i veg fyrir afnemingu og fekkun vidtakanna. |
hjartasjukdomum gerir afneeming vidtakanna pad ad verkum ad pegar kerfid parf ad lata til sin
taka, eins og vio stress eda alag, eru ekki ndgu margir vidtakar til stadar til ad 6rva og er pa
vodinn vis. Med notkun B-blokkara helst kerfid i jafnvaegi og préatt fyrir ad érvun vidtakanna

sé torveldari pa eru peir til stadar og katek6laminérvun er moguleg i neydaradsteedum (20).

1.4 Tengsl omega-3 fitusyra og adrenergra
viotaka

Par sem B-adrenergir vidtakar eru einir helstu ahrifavaldarnir i heilsu hjartans og -3 fitusyrur
eru pekktar fyrir g6d ahrif sin & hjartad er edlilegt ad upp vakni spurningar um hvort ®-3

fitusyrur midli einhverjum af sinum heilsubztandi ahrifum i gegnum B-adrenerga vidtaka.
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Lengi hefur verid vitad ad adrenergir vidtakar hafa ahrif a lipidsamsetningu frumunnar. Til
demis hefur komid i 1jos ad endurtekin 6rvun peirra med adrenalini i hjartavodvafrumum i
rottum dregur Ur magni lindlsyru en eykur magn arakidonsyru i fosfatidylkélini og magn
DHA i fosfatidyletandlamini (27). Einnig hefur komid i 1jos ad DHA i eti er innlimad i
frumuhimnur stjarnfrumna 0r rottuheila og eykur fjélda PB-adrenergra vidtaka midad vid
6medhondladar samanburdarfrumur. Orvun vidtakanna med isoproteneréli hvatar aukna
sérhafingu og proskun stjarnfrumnanna (28). Ennfremur hefur komid i 1j6s ad DHA og EPA
hindra hvotunareiningu PKA in vitro. Omega-6 fitusyrur hindra hana einnig, en ekki eins
mikid. Virdist vera sem omega-3 tengid sé lykilatridi i hindrun PKA (29). Aftur @ méti bendir
onnur rannsokn til pess ad -3 fitusyrur i fedi hafi einungis a&hrif & samdrattarkraft
hjartavodvans (inotropy) i gegnum a-adrenerga vidtaka en ekki -adrenerga vidtaka (30).

Ljost er ad -3 fitusyrur og B-adrenergir vidtakar taka patt i mikilveegum ferlum er tengjast
hjartanu og heilsu pess. Til er aragrui rannsdkna sem fjalla um annan hvorn pessara patta en
litid hefur verid fjallad um tengsl pessara patta. Heimildaleit skilar litlu meira en peim fau
rannsoknum sem fjallad er um hér fyrir ofan. Er vonandi ad ur pessum tengslum verdi beett &

komandi arum, pvi méguleikarnir eru margir.

1.5 HEK frumur og frumurasktun

Fyrsta akvoroun sem taka parf pegar vinna & med frumur er hvort notast skuli vid ferskar
frumur eda frumulinur. Ferskar frumur eru nyjar, par eru einangradar beint ur vefjabut med
hefobundnum adferdum. Raektunartimi peirra er takmarkadur. Adeins er haegt ad umsa peim
5-10 sinnum &dur en peer heetta ad vaxa en skyrist pad af styttingu telomera, eda litningaenda.
Styttast peir um 100-300 bp i hverri frumuskiptingu og valda of stuttir litningaendar styréum
frumudauda. Til ad leysa petta vandamal og framlengja reektunartima méa mynda frumulinur.
Per ma Utbla & ymsan mata. Upphaflega adferdin felst i pvi ad einangra frumurnar
einfaldlega Ur krabbameinsaxli sjuklings. Einnig er haegt ad nota hybridoma teknina sem
venjulega er notud i framleidslu einstofna métefna, par sem métefnisfrumu er sprautad saman
vid axlisfrumu og blendingarnir raektadir upp. Auk pess er hegt ad slokkva a
frumuhringsproteinum eins og p53 eda Rb eda jafnvel kveikja beint & TERT, hvotunareiningu
telomerasa, med retroveiruinnskoti & genid. Med pessum hetti ma fa frumulinur sem fjélga
sér og eru reektadar i langan tima, jafnvel morg ar eda aratugi. Vegna stokkbreytinganna sem
gera frumulinur 0daudlegar og lengdar reektunartima er lifedlisfreedi peirra gjarnan langt fra
upprunanum og O6lik frumum in vivo. Hins vegar fast mun einsleitari nidurstodur med

frumulinum en ferskum frumum par sem ferskar frumur ar tveimur sjuaklingum geta hagad sér
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a mismunandi hatt i reekt eftir erfoum og aldri einstaklinganna, auk pess sem einkenni peirra
breytast mjég med hverri umséaningu. Pvi er mun einfaldara ad gera samanburdarrannsoknir
med frumulinum en ferskum frumum. Sama frumulinan & ad virka alveg eins, 6had
rannsoknarstofu. Frumulinur eru paegilegar i notkun og fjélga sér afar hratt og eru pvi kjérnar
til rannsokna a almennum bodferlum. Til eru hundrud mismunandi frumulina ar ménnum og
6drum dyrum.

HEK293 (Human Embryonic Kidney) frumur eru notadar i pessu verkefni. per voru
upphaflega nyrnafrumur ar fostri sem voru einangradar og raektadar. Voru frumurnar gerdar
0daudlegar med ummyndun par sem 4,5 kB butur Ur genamengi skerts (sheared) adendvirus 5
(Ad5) var innlimadur i litning 19 i HEK frumunum. Linan var raektud af visindaménnunum
Alex Van der Eb og Frank Graham vid haskélann i Leiden, Hollandi, snemma & attunda
aratugnum (31).

Rannsoknir hafa leitt i 1jos ad HEK293 frumurnar bera ekki nafn med rentu. Svipar peim
mjog til taugafrumna, hvad vardar mRNA og préteintjaningu. Hvernig getur mégulega stadio
a pvi? Ein tilgata er st ad Ad5 hafi frekar tilhneigingu til ad ummynda taugafrumur en adrar
frumur likamans (32). Til studnings pessum rékum ma benda & ad upprunaleg ummyndun
HEK frumna med skertum Ad5 var afar arangurslitil. Tokst adeins ad mynda tveer
ummyndadar koloniur i yfir 150 tilraunum (33). Adrar tilraunir hafa leitt i lj6s a8 ummyndun
taugafrumnalina med adendvirus getur ordid 100 sinnum ahrifarikari en ummyndun HEK
frumna. Eins og rannséknir & blendingum hanu og kornhzenu hafa synt pa ferdast
taugakambsfrumur (neural crest cells) um allt féstrid i proskun og enda medal annars i
nyrunum. Synt hefur verid fram & ad pessar frumur verdi ad undirflokki bandvefsfrumna
(stromal cells) i rottufostri sem hafa eiginleika taugafrumna, en deyi sidar i proskun med
apoptosu. bar eru pvi horfnar eda sjaldgafar i proskudum nyrum (32). Bendir pvi ymislegt til
pess ad ummyndun Frank Graham a HEK frumunum hafi einungis virkad & taugafrumur
féstursins og pvi sé HEK293 frumulinan svo undarleg sem raun ber vitni.

HEK293 frumur eru nytsamlegar til ymiss konar rannsokna. Ekki adeins vaxa paer mjog
hratt og veita areidanlegar nidurstodur heldur tja peer alls kyns prétein og vidtaka, sem kjorid
er fyrir rannsoknir 4 bodferlum. Til demis tja peer badi a2- og B2-adrenerga vidtaka (34), sem

er grundvollur pessa verkefnis.
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1.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assay -
ELISA

ELISA er mikil notud adferd i margvislegum tilgangi, til ad mynda geedastjérnun,
sjukdomsgreiningum og til audkenninga og magngreininga & motefnum eda maétefnavokum i
visindarannsoknum. Adferdin nytir sérteeka bindingu motefna vid motefnisvaka til ad greina
afar litid magn af proteinum, peptidum, hormonum eda métefnum i synisvokva. Sameindin i
synisvokvanum sem greina a er kyrrsett, yfirleitt & 96 brunna pl6tu, ymist sértekt eda
Osértekt. Pegar sameindin hefur bundist i brunnana er mdtefni bett vido sem pekkir
sameindina og binst henni sértaekt. Ymist er petta motefni tengt ensimi eda numid sjalft med
6dru matefni sem tengt er ensimi. Loks er litmyndandi (chromogenic) hvarfefni fyrir ensimid
beett vid en ensimid binst pvi og hvatar litarbreytingu sem haegt er ad maela i ljosmeeli. Magn
sameindar sem greina skal i synisvokva er haegt ad reikna beint ut fra gleypni i syninu. Til ad
hindra 6sérteeka bindingu er ELISA platan pvegin & milli skrefa. Ferlid er Gtskyrt & mynd 5
(35).
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Mynd 5: ELISA. (1) Métefni sem pekkir métefnisvakann sem greina skal er latid festast & botni
brunns a meeliplétu. (2) Synisvokva er batt ofan i brunninn og binding fer fram milli métefnis i
brunninum og métefnisvakans i syninu sem greina skal. (3) Obundnir métefnisvakar eru pvegnir af
plétunni og annars stigs moétefni er baett vid, sem pekkir og binst métefnisvakanum. (4) Obundin
annars stigs métefni eru pvegin i burtu og ensimtengdu motefni sem pekkir annars stigs motefnid er
beett vid. (5) Obundin ensimtengd métefni eru pvegin i burtu og litmyndandi hvarfefni (chromogen) er
baett vid sem hvarfast vid ensimid. (6) Hvarfid er stédvad og gleypni er mald. Gleypni er i réttu

hlutfalli vid magn motefnisvaka i syninu (36).

Til eru nokkrar gerdir af ELISA en st sem notud er i pessu verkefni kallast samkeppnis

ELISA. Algengt er ad nota pessa adferd pegar sameindin sem greina skal er litil og hefur
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adeins einn bindistad fyrir motefni sitt. Byggist adferdin ymist & samkeppni motefnisvaka i
syni og sama motefnisvaka sem kyrrsettur er i brunna & meeliplétu vid sértekt ensimtengt
motefni, eda & samkeppni métefnisvaka i syni og samskonar ensimtengds métefnisvaka um
bindingu vid kyrrsett métefni. [ seinna tilvikinu, sem notad er i pessu verkefni, er ensimtengda
motefnisvakanum blandad vid synisvokvann og samkeppni um bindingu vid Kkyrrsetta
motefnid leyft ad eiga sér stad i nokkurn tima. Pvi meira sem er af motefnisvakanum i syninu,
bvi minna af ensimtengda motefnisvakanum getur bundist vid kyrrsetta moétefnid. Ad
inkuberingu lokinni eru brunnarnir pvegnir vel svo 6bundnir métefnisvakar fara i burtu. Pegar
hvarfefni fyrir ensimid sem tengt er samkeppnis motefnisvakanum er beett vid verdur
litarbreytingin i 6fugu hlutfalli vid magn motefnisvaka i syninu. Pvi meira sem er af
motefnisvakanum i syninu, pvi minna er til stadar af ensimi til ad hvata litarbreytingu
hvarfefnisins, og pvi verdur minni litarbreyting en ella. Nidurstodur verda pvi éfugsninar en

b6 afar nakveemar (35, 37).
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2. Efni og aoferoir

2.1 Frumur og frumuraktun

Oll vinna vid frumurakt for fram vid sterilar adsteedur. HEK293 frumur fra ATCC, Manassas,
Virginiu, voru fengnar hja leeknadeild Haskdla islands og reektadar i DMEM &ti fra Gibco
med 10% FBS fra Life Technologies i raektunarfloskum fra Nunc med 25 cm? raektunarfleti
og filter. A tveggja til priggja daga fresti, pegar frumurnar voru ordnar péttar &
reektunarfletinum, var peim skipt upp, eda umsad. Ztid var tekido ofan af frumunum og peer
skoladar med PBS. Frumurnar voru nest losadar af yfirbordinu med pvi ad inkdbera peer i
prjar minatur vid 37°C med 1 mL af trypsini (0,25%, sterilfiltrad fra Sigma). pa var 5 mL af
eti beett ofan i floskuna og frumurnar spunnar nidur i skilvindu vid 2000g i 3 minutur. /tid
var tekid ofan af og 5 mL af nyju eti settir saman vid til ad stdva trypsinvirknina. Frumunum
var blandad saman vid &tid med pvi ad sjuga upp og nidur med pipettu. 0,5 mL af pessari
lausn var blandad vid 4,5 mL af eti i nyrri reektunarflosku sem sett var i hitaskap.

Premur dogum fyrir maelingu var frumunum sad i Poly-D-lysin h(dada 96 holu bakka, fra
Sigma. pa var frumunum skipt upp med hefdbundnum hetti og 20 pL af frumulausninni
blandad vid 30 uL af PBS og 50 pL af 0,4% tryphan blue fra Sigma. bessari lausn var komid
fyrir & talningargleri frd Fuchs-Rosenthal (0,200 mm ad dypt, 0,0625 mm?) og frumurnar
taldar i smasja. Ut fra peirri talningu var reiknad hversu margar frumur veeru i hverjum pL af
frumulausn. Magn frumulausnar sem samsvaradi 10.000 frumum var sett i hverja holu & 96

holu bakkanum og fyllt upp ad 200 pL med eeti.

2.2 Fitusyrur

Dokosahexaensyra (DHA, Sigma, >98%) var leyst upp 1 98% etanoli svo styrkurinn vard 0,1
M. Fitusyran var i glerampulu sem var brotin og etanélinu bett beint ofan i. Glésunum var
haldid lokudum med parafilmu & medan verid var ad leysa upp. Fitusyrulausninni var skipt
nidur i litil Eppendorf glds, 24 pL i hvert. Blasio var yfir hvert glas med nitri til ad fordast
oxun og gldsin svo vafin med parafilm og geymd vid -20°C.

Low endotoxin BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma, >96%) var leyst upp i PBS
(lokastyrkur 10%, 100 mg/mL) vid 37°C i 21 klukkustund. Pessi lausn var inkaberud med
hverri fitusyru fyrir sig i hlutféllunum 1:3, p.e. 8 pL af 10% BSA og 24 pL af fitusyrulausn,
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svo eitt glas af 0,1 M fitusyrulausn var notad i hvert skipti. Hin nyja fitusyrulausn var 75 mM.
Daginn eftir ad frumunum var sad i 96 holu bakka, var pessari lausn blandad saman vid
frumueeti svo lokastyrkur fitusyra var 50 uM. Venjulega &tid var tekid ofan af frumunum i 96
holu bakkanum og 200 uL af fitusyrueeti settir i hvern brunn i stadinn. Fitusyruatid var latid
liggja & frumunum i tvo solarhringa. Viomidunarfrumur fengu &ti med eins bléndu par sem

fitusyruna vantadi.

2.3 Orvun

Vidkomandi eti var tekid rélega af frumunum og &ti (DMEM) an sermis med 0,5 mM IBMX
(3-isobutyl-1-metylxanthin, Sigma, >99%) sett varlega a i stadinn og inkaberad i 30 minttur.
Pvi naest var 6rvad i 5 minatur med DL-isoproterenol hydrochloride fra Sigma. Ad pvi loknu
var &tid tekid ofan af haegt og rélega og frumurnar sprengdar med 100 pL i hvern brunn af
Cell Lysis Buffer (frumurofsbuffer) ar Cyclic AMP XP® Assay Kit (Cell Signaling, nr. 4339).
BUid var ad pynna Cell lysis buffer ar 10x i 1x med Milli-Q vatni auk pess sem 10 uM PMSF

var beett Ut i. 96 holu bakkinn var settur & is i 10-15 minUtur.

2.4 Maling a styrk cAMP med ELISA

Undirbdningur og meeling syna og stadallausna fér fram samkvaemt leidbeiningum i baeklingi
sem fylgdi Cyclic AMP XP® Assay Kit fra Cell Signaling. I stuttu mali sagt for fyrst fram
samkeppni milli cAMP i synisvokva og HRP-tengds cAMP um bindingu vid brunnana i prjar
klukkustundir. Neest voru 6bundnar cAMP sameindir skoladar burtu med Wash buffer. b4 var
TMB substrati beett vid til hvarfs vio HRP-tengt cCAMP. Eftir prjatiu minatur var hvarfid
stddvad med STOP lausn svo gulur litur myndadist. Gleypni var meld i hverjum brunni i
ljésmaeli vid 450 nm.

Utbaid var graf par sem gleypni stadallausna var fall af nattdrulega logranum af styrk
pbeirra i nM. Adfallslina, eda stadallina, var dregin ad pessum punktum og jafna hennar nytt til
atreikninga & styrk cAMP i malilausnum. Mynd 6 synir slika stadallinu. Jafna linunnar er y =
1,0219e%°0% par sem y = gleypni og x = In([cAMPY]). Styrk cAMP i malilausnum ma reikna
med pvi ad setja gleypni peirra inn fyrir y og leysa fyrir x. Pa er [CAMP] = e*.
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Gleypni (A)

1In[cAMP]?‘nM

Mynd 6: Daemi um stadallinu gleypni Ut fra styrk stadladra lausn af cAMP. Gleypni stadallausna er
fall af natturulega logranum af styrk peirra i nM. Jafna linunnar er

A
(75219

y = 1,0219e-0,501x og pvi er [CAMP] = e -os01

Urvinnsla melinga for fram i Microsoft Excel og myndir voru bdnar til i forritinu GraphPad

Prism fra GraphPad Software, Inc.
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3. Nidurstoour
3.1 Adferdaprofanir

par sem mismunandi adferdir og adstedur voru préfadar eru peer tilgreindar fyrir hverja
profun. I kafla 2.2-2.4 er adferdum lyst ad profunum loknum.

[ préfun 1 var 50.000 frumum sad i hvern brunn & venjulegri 96 brunna plétu. Daginn eftir
voru synin inkaberud med 1,0 mM IBMX eti eftir ad brunnarnir voru skoladir med PBS og i
kjoIfarid voru synin orvud med ymist 1, 5 eda 10 uM isoproterendli. Adur en frumurnar voru
sprengdar med Cell lysis buffer voru brunnarnir aftur skoladir tvisvar med PBS. Skolanir med
PBS voru i samraemi vid adferdarlysingu sem fylgdi med cAMP assay kittinu. ELISA meling
for fram eins og lyst er i kafla 2.4 en i frumuvokva sem var geymdur i isskap yfir nott.
Nidurstodur fyrstu profunar méa sja i toflu 1. pratt fyrir nokkurn breytileika meldist ageetis

virkni og var pvi haldid &fram med somu adferd.

Tafla 1: Fyrsta préfun. Gleypni (A) og Gtreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i frumuvokva ur

HEK?293 frumum eftir érvun S.-adrenergra vidtaka med isoproterenoli i mismunandi styrk (Cise).

Cwo[UM]  |A [CAMP] [nM]
10,0 0,613 2,77
10,0 0,239 18,2
10,0 0,361 7,08
5,00 0,284 12,9
5,00 0,380 7,20
1,00 0,458 4,96
1,00 0,411 6,16
1,00 1,176 0,756

[ profun 2 for fram samanburdur & pvi ad sa 30.000 eda 50.000 frumum i hvern
reektunarbrunn. Likt og tafla 2 synir maldist mun heerri styrkur cAMP pegar 50.000 frumum
var sad en po ekki eins mikill og i fyrstu préfun. Auk pess virtist ekkert samreemi milli
isdproterendlstyrks og CAMP styrks. Haldid var afram med sému adferd en reynt var ad vanda

betur til framkveemdar til ad fordast breytileika i nidurstédum.
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Tafla 2: Onnur préfun. Gleypni (A) og Gtreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i frumuvokva Gr
HEK293 frumum eftir orvun Br-adrenergra vidtaka med isopréterendli i mismunandi styrk (Cise).

30.000 frumum var sad i helming brunnanna og 50.000 frumum i hinn helminginn.

A — 50.000[A — 30.000[[cAMP] [nM] -[[cAMP] [nM] -
Ciss [UM] frumur frumur 50.000 frumur 30.000 frumur

0,99 0,556 2,127 3,37 0,141
1,48 0,603 1,682 2,87 0,370
1,96 1,059 1,283 0,931 0,635
2,44 0,894 2,232 1,31 0,210
4,76 0,709 1,882 2,07 0,296
6,98 0,762 2,616 1,80 0,153
9,90 0,958 2,616 1,14 0,153
16,7 0,826 2,834 1,53 0,131

Nidurstoour pridju profunar mé sja i toflu 3. Voru peer afar slemar og i kjolfar hennar foru
fram fleiri meaelingar par cAMP framleidsla meeldist litil sem engin.

Tafla 3: pridja préfun. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i frumuvokva ur

HEK?293 frumum eftir érvun S.-adrenergra vidtaka med isoproterenoli i mismunandi styrk (Cise).

Cs  |A [cAMP] [nM]
000] 2523 0,215
0,00 2458 0,226
0,00 2491 0,220
0,00 2555 0,210
0,99] 2445 0,228
099 2218 0,273
099 1,043 1,10
2,44| 2,459 0,226
2,44| 2,395 0,237
2,44| 1,605 0,496
521| 1,609 0,494
521 1644 0,475
521 2,06 0,313
9,90 1,902 0,363
9,90 1,399 0,640
9,90/ 0,886 1,49

Fyrst var talio ad frumurnar breyttust med endurteknum skiptingum og misstu getu til ad
framleida cAMP. [ profun 4 voru nyjar frumur teknar upp og 6rvadar en styrkur cAMP

maldist ekki heerri.
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I préfun 5 og 6 voru venjulegar HEK293 frumur profadar en styrkur cAMP maldist enn
lagur. Akvedid var ad nota 0,5 mM IBMX i stad 1,0 mM og mida isoproterenolstyrk Gt fra 1
MM i stad 10 uM, i samreemi vid melingar annarra.

[ profun 7 voru frumurnar skodadar i smasja fyrir og eftir inkberingu med IBMX. Reyndust
frumurnar mjog strjalar i brunnunum. Leiddi petta til hugmynda um ahrif atisskipta og

skolana & frumurnar.

[ profun 8 voru ymsar utfaerslur & &ti og skolunum, hrédum og heegum préfadar og frumurnar
skodadar i smasja eftir hvert skref. Frumurnar virtust losna mjog audveldlega af
reektunarfletinum, 6h&d adferd. Talid var til bota ad sa ferri frumum i einu i hvern brunn og
jafnvel nota sterri brunna, pvi of péttar frumur reida sig hver & adra til festingar og losna
frekar af yfirbordinu. Kom i ljos ad frumurnar festust betur ef feerri var sad og peer fengu ad
vaxa yfir tver eda prjar netur. Einnig fengust areidanlegri cAMP malingar pegar PBS
skolunum var sleppt. Virtist vera sem PBS losadi frumurnar fra botni brunnanna og pvi var

engin furda ad cCAMP framleidsla meeldist svo litil sem raun ber vitni.

Eitt rao til ad festa HEK293 frumur betur i reektunarbrunnum er ad hiida p4 med poly-D-lysin.
Plotur med slikum brunnum voru notadar i profun 9 og gafu loksins nidurstédur melinga a
styrk cAMP i frumuvokva eins og vonast hafdi verio eftir. Var pad hagt ad hefja
fitusyrutilraunirnar sem fjallad er um i pessu verkefni. Af peim sokum vannst ekki mikill timi

til ad eyda i hid raunverulega verkefni og nidurstodur pvi ryrar.

3.2 cAMP melingar i frumum raektuéum med og an DHA i ati

Framleidsla cAMP eftir 6érvun med iséproterendli var skodud i HEK293 frumum sem
reektadar voru med og an DHA i ti. [ tilraun 1 voru Bo-adrenergir vidtakar peirra drvadir med
atta mismunandi styrkjum af isoproéterendli, fra 0,016 uM upp i 3,0 uM, auk pess sem tvo
syni voru 06rvud. Fyrir hvern styrk voru érvadar frumur i tveimur brunnum a raektunarplétu
nema 0,125 uM en par voru frumur i premur brunnum o&rvadar. Styrkur & cAMP i
frumulausnunum var reiknadur ut fra stadalkarfu samkvemt kafla 2.4 og mettunarkurfa
atbuin - med styrkinn sem fall af logranum af styrk isoproterendls. Nidurstoour
gleypnimalinga sem voru forsenda pessa Utreikninga ma sja i vidauka. Samanburd &
mettunarkdrfum frumna sem raektadar voru med og an DHA i &ti ma sja a mynd 7, par sem

ollum heppnudum malipunktum er haldid inni. Utreiknadan styrk cAMP i frumunum &n
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orvunar med isoproterendli hefdi i raun att ad draga fra utreiknudum styrkjum i 6rvudum
frumunum til ad leidrétta fyrir grunnvirkni adrenergu vidtakanna. bar sem grunnstyrkur
reyndist afar litill og nidurstddur voru einungis notadar til samanburdar a mettunarkirfum

hefdu slikir utreikningar engu breytt og var pvi sleppt.

20~ CAMP [nM]

-e- Control
-= DHA

20 15 10 -05 0,0 0,5 1,0
log(isopréterendl), uM

Mynd 7: Tilraun 1. cAMP framleidsla (nM) i frumuvokva Ur frumum sem raektadar voru med 50
UM DHA i &ti (DHA) og frumum sem raektadar voru an fitusyru i ati (control). Utreiknadur styrkur
cAMP (sja kafla 2.4) er syndur sem fall af logranum af styrk isGproterendls (UM) sem notad var til ad

Orva fr-adrenerga vidtaka i frumunum.

Mynd 7 gefur til kynna ad mdgulega hafi frumur sem reektadar voru med DHA i &ti ekki nad
fullri mettun. 1 tilraun 2 var pvi notast vid 10 mismunandi styrki af isoproterendli, fra 0,0156
MM upp i 10,0 uM, auk Gbrvadra syna. Fyrir hvern isdpréterendlstyrk var érvad i tveimur
brunnum a reektunarplotu, baedi hja frumum sem raektadar voru med og an DHA i eti.
Samanburd a cCAMP framleidslu frumna sem reektadar voru med og an DHA i a&ti ma sja a
mynd 8, par sem 6llum heppnudum melipunktum er haldid inni. Meling fyrir 10 uM kom

undarlega Ut og var sleppt. Haesta meaelingin er pvi vid 5,0 uM isopréterenol.
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-= cAMP DHA

20 15 10 -05 0,0 0,5 1,0
log(isoproterendl), pM

Mynd 8: Tilraun 2. cAMP framleidsla (nM) i frumuvokva Ur frumum sem raektadar voru med 50
UM DHA i &ti (DHA) og frumum sem raektadar voru an fitusyru i ati (control). Utreiknadur styrkur
cAMP (sjé kafla 2.4) er syndur sem fall af logranum af styrk isopréterenols (UM] sem notad var til ad

drva S-adrenerga vidtaka i frumunum.

par sem fjoldi frumna i rektunarbrunnum og par med hamarksstyrkur cAMP getur aldrei
verid ndkvaemlega sa sami i tveimur tilraunum er mogulegt ad fa betra samraemi peirra & milli
med pvi ad ad deila i allar malinidurstodur med haesta mealda styrk i hverri tilraun.
Samanburd milli tilrauna 1 og 2 & hlutfallsmettunarkdarfum fyrir frumur sem reektadar voru
med DHA i &ti méa sja & mynd 9 og samsvarandi samanburd fyrir viomidunarfrumur ma sja a

mynd 10.

Hlutfallsstyrkur cAMP
1,0 &)

-o- Tilraun 1
- Tllraun 2

log(isoproterendl), pM

Mynd 9: Samanburdur & mettunarkarfum cAMP framleidslu Ur tilraun 1 (green) og tilraun 2
(raud) fyrir HEK293 frumur sem raektadar voru med 50 uM DHA i &ti sinu. Hlutfall af hamarks
treiknudum styrk cAMP (nM) (sjé kafla 2.4) er fall af logranum af styrk isépréterendls (UM) sem
notad var til ad 6rva fr-adrenerga vidtaka frumnanna til framleidslunnar. Hver punktur er medaltal

tveggja til priggja malinga.
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- Tilraun 2
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log(isépréterendl), pM

Mynd 10: Samanburdur & mettunarkdrfum cAMP framleidslu Ur tilraun 1 (green) og tilraun 2
(raud) fyrir HEK293 frumur sem raektadar voru an DHA i eti sinu. Hlutfall af hamarks
utreiknudum styrk cAMP (nM) (sjé kafla 2.4) er fall af logranum af styrk isépréterendls (UM) sem
notad var til ad érva Sr-adrenerga vidtaka frumnanna til framleidslunnar. Hver punktur er medaltal

tveggja til priggja malinga.

Til ad samraema nidurstodur tilrauna 1 og 2 er mogulegt ad taka saman medaltalsgildi &
hlutfallsstyrk cAMP 0r hvorri tilraun fyrir sig og setja saman i graf. Slikt graf ma sja 4 mynd
11.

Hlutfallsstyrkur cAMP

-o- Control
-= DHA

20 15 10 -05 0,0 0,5 1,0
log(iséproterendl), uM

Mynd 11: Tilraun 1 og 2. cAMP framleidsla (nM) sem hlutfall af hamarksframleidslu i frumuvékva
ar frumum sem raektadar voru med 50 UM DHA i &ti (DHA) og an (control). Hlutfall af hamarks
atreiknudum styrk cAMP (nM) (sja kafla 2.4) er fall af logranum af styrk isoproterendls (UM) sem
notad var til ad orva Sr-adrenerga vidtaka frumnanna til framleidslunnar. Hver punktur er medaltal

meeligilda ar hvorri tilraun fyrir sig.
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Likt og sja ma a mynd 8 var talsverdur breytileiki a styrk CAMP milli frumuhdpa vid styrkina
0,25 uM og 0,5 uM af isdproterendli (log(isopréterendl), UM = -0,60 og -0,30 i pessari réo) i
tilraun 2. pridja tilraunin var pvi framkvemd par sem pessir styrkir voru einungis skodadir.
Meeld voru fimm syni med 0,25 uM isdproterenoli og fjogur med 0,50 UM isopréterendli fyrir
frumur raeektadar med DHA i ati annars vegar og an DHA hins vegar. Tafla 4 synir medaltal

og stadalfravik pessara mealinga, &amt p-gildum sem fengin eru med t-profi.

Tafla 4: Tilraun 3. Medaltal og stadalfravik CAMP framleidslu i HEK293 frumum, ymist i raekt med
eda an DHA, eftir 6rvun adrenergra vidtaka peirra med isoproterendli. I aftasta dalkinum ma finna p-

gildi meelinga fyrir hvorn isoproterendlstyrk, en pad er reiknad med t-profi.

iSépréterenélstyl’kur [U.M] [CAMP]DHA [nM] [CAMP]viamiaunarfrumur [nM] p'glldl
0,25 203+4,1(n=5) |19,1+6,5 (n=5) 0,733
0,50 49,0+46 (n=4) |539+54(n=4) 0,216

Midad er vid ad marktekur munur sé & meelingum ef p < 0,05. Samkvaemt toflu 1 eru p-gildin
fyrir maelingar med 0,25 uM isoproterendli sem og 0,50 UM isoproéterendli mun steerri en 0,05
sem merkir ad munur & styrkjum cAMP i frumum an og med DHA vid 6érvun med pessum

styrkjum isoproterendls er ekki marktaekur.
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4. Umraaodur

Pegar hefja & nyjar rannsoknir er sjaldnast haegt ad ganga beint til verks. Enginn getur séd
fyrir alla pa 6veentu hluti og undarlegu nidurstédur sem bida handan vid hornid. Visindamenn
eyda jafnan dmaldum tima i ad préa og beeta adferdir til ad fa sem nothaefastar nidurstodur.
Fer gjarnan drygsti timi rannsokna i slika vinnu og er petta verkefni engin undantekning. Oft &
tioum leit Gt fyrir ad ekkert myndi ganga upp en med polinmadi og prautseigju tokst ad
yfirstiga hindranir sem urdu & veginum. bPar sem mestur timi verkefnisins for i proun adferda
gafst einungis timi til ad gera prjar almennilegar tilraunir. bvi er erfitt ad stadfesta nokkud en
b6 er haegt ad velta vongum yfir peim nidurstodum sem til stadar eru og jafnvel nyta til
aframhaldandi rannsékna.

Nidurstoour fyrstu tilraunarinnar sem lita ma & mynd 7 benda til pess ad litill munur sé &
frumum med eda an DHA vid laga styrki isoproterendls en vid heerri styrki sé framleidsla
CAMP ivid meiri i frumum sem raktadar eru med DHA. An malikvarda & frumufjolda er ekki
heegt ad Utiloka ad s& munur sé vegna pess ad DHA auki voxt frumnanna. Mynd 7 meetti
ennfremur talka sem framleidsla cCAMP i frumum sem raktadar eru med DHA sé enn ad
aukast vio haesta melda styrk isopréterendls en erfitt er ad segja til um pad an pess ad hafa
meelingar vid herri styrki isoproterendls til vidmidunar.

Nidurstoour annarrar tilraunarinnar ma lita & mynd 8. baer eru mjog Olikar nidurstédum
fyrstu tilraunarinnar. Sést par ad hamarksframleidsla cCAMP er nokkurn veginn st sama med
og an DHA i @ti en framleidsla cCAMP fer af stad vid leegri styrk isopréterendls i frumum med
DHA i a&ti en vidmidunarfrumum. A myndum 7 og 8 sést ad styrkur cCAMP melist mun haerri
i annarri en fyrstu tilraun. Ad 6llum likindum skyrist pessi munur af mismiklum péttleika og
fjolda frumna.

Jafnvel pott nidurstddur tilrauna 1 og 2 séu ekki studdar med fleiri samsvarandi
nidurstdédum er dhugavert ad velta upp peim talkunarméguleikum sem peer bjoda upp a. Ef
mettun cAMP framleidslu nadist vid legri styrki isproterendls i vidmidunarfrumum en i
frumum raektudum med DHA i &ti, likt og nidurstddur tilraunar 1 benda til, meetti leida likur
ad pvi a0 DHA valdi auknu poli adrenergra vidtaka gagnvart 6rvun og par med minni
afnemingu, sem geeti skyrt jakvaed ahrif omega-3 fitusyra & lifslikur hjartasjuklinga. Feeri
framleidsla cCAMP af stad vid laegri styrk isoproterenols i frumum raektudum med DHA i eeti

en vidmidunarfrumum, likt og nidurstddur tilraunar 2 gefa til kynna, meetti leida likur ad pvi
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ad seekni tengla i adrenerga vidtaka aukist i frumum sem reektadar eru med DHA i @ti en
hamarks bindigeta sé su sama og i vidmidunarfrumum. Aukin saekni geeti gert pad ad verkum
ad frumurnar komist af med feerri vidtaka en ella sem keemi sér vel pegar afneming er mikil
af voldum hjartasjukdoma. pratt fyrir ad velta megi vongum yfir pvi sem hugsast getur er alls
ekki haegt ad draga slikar alyktanir nema i kjolfar fleiri samsvarandi og nakvaemari tilrauna.

Hinn mikli munur & nidurstédum fyrstu og annarrar tilraunar kemur skyrt fram med
samanburdi & mettunarkdrfum pessara tveggja tilrauna Gt fra hlutfallsstyrk fyrir frumur sem
fengu DHA i a&ti annars vegar og viomidunarfrumur hins vegar, eins og gert er & myndum 9
og 10. bar sést vel ad i frumum sem raektadar voru med DHA i &ti (mynd 9) eykst CAMP
framleidslan vid leegri styrki isoproterendls i tilraun 2 en tilraun 1. T vidmidunarfrumum
(mynd 10) eykst cAMP framleidslan hins vegar vid leegri styrki i tilraun 1 en tilraun 2.
Edlilegt er ad mettunarkurfur tveggja samskonar tilrauna hlidrist en Ovenjulegt er ad
mettunarkdrfurnar sem verid er ad bera saman hlidrist hvor i sina attina. Bendir pad til pess ad
skekkjur milli tilrauna séu ekki kerfisbundnar. Athyglisvert er ad skoda mynd 11, par sem
nidurstddum beggja tilrauna hefur verid skeytt saman med medaltali hlutfallsstyrkja cCAMP.
Kemur par i ljos ad pratt fyrir olikar nidurstédur ar tilraunum 1 og 2 virdist vera hverfandi
munur @ CAMP framleidslu i frumum rektudum med og a&n DHA i @ti pegar medaltal af
nidurstddum tilraunanna er tekid til greina. Liklegt er ad misreemi i nidurstédum tilrauna 1 og
2 skyrist beaedi af nattirulegum breytileika i frumuraektun sem og breytileika i framkvaemd.
Mead fleiri tilraunum ma etla ad breytileikinn jafnist Gt og heilsteyptari nidurstédur faist.

[ tilraun 2 var mestur munur & framleidslu CAMP i frumum reektudum med og &n DHA vid
orvun med 0,25 uM og 0,50 uM is6proterendli. bvi & beinast vid ad skoda pessa tvo styrki
sérstaklega i pridju tilrauninni, til ad stadfesta eda hrekja pennan mikla mun. Mald voru 4-5
syni fyrir hvorn styrk og attu pvi nidurstédurnar ad vera nokkud markverdar. Likt og tafla 4
gefur til kynna meldist enginn marktekur munur a framleidslu cAMP i DHA frumum og
samanburdarfrumum vid pessa styrki. Midad vid pad ma atla ad nidurstddur Ur tilraun 2 séu
siour markverdar en nidurstodur ur tilraun 1. Er liklegast ad DHA hafi i raun ekki marktaek
ahrif & virkni 2-adrenergra vidtaka i HEK293 frumum.

Ein skyring a 6markverdum nidurstédum i tilraun 2 geaeti verid 6ndkvemni i drvunartima
frumnanna. Unnid var med morg syni sem purfti 6ll ad 6rva og aférva med akvednu millibili
til ad fa sem nakvemastar nidurstodur. Allt for fram handvirkt og pvi litid ram til mistaka.
Likt og kemur fram i kafla 2.3 var &kvednu magni af isoproterendli sprautad i hvern brunn,
platan inkdberud i fimm minGtur og etid sidan tekid upp Ur hverjum brunni til ad stédva

drvunina adur en frumurnar voru sprengdar med Cell lysis buffer. 1 fyrri tveimur tilraununum
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voru 6ll syni med viomidunarfrumum 6rvud a undan synum med frumum sem fengid héfdu
DHA. Hugsanlegt er ad i tilraun 2 hafi tekid lengri tima ad taka atid af eftir inkuberingu en ad
orva frumurnar, og pvi hafi frumurnar sem raektadar voru med DHA i a&ti verid drvadar i
adeins lengri tima en vidmidunarfrumurnar. Lengri orvunartimi geeti lyst ser med aukinni
meeldri CAMP framleidslu vid laga 6rvunarstyrki og aukid likur a afneemingu vid herri styrki.
Petta geeti skyrt mun & mettunarkarfum fyrir frumur reektadar med og an DHA i &ti & mynd 8
par sem framleidsla cCAMP meeldist heerri i frumum sem reektadar voru med DHA i eti vid
laga styrki isoproterenols. Auk pess er Gtlit fyrir ad cCAMP framleidsla nai mettun vid legri
styrki isoproéterendls i frumum reektudum med DHA i &ti en vidmidunarfrumum.

[ tilraun 1 var mun minni munur & cAMP framleidslu frumuhdpanna tveggja vid laga styrki
en i tilraun 2. Liklega hefur framkvemdin verid ndkveemari i pad skiptid, enda var unnid med
feerri syni. 1 pridju tilrauninni var annar hattur hafdur & vid érvun til ad gera érvunartima
sambeerilegri milli hopa. Syni sem fengu sama styrk isdproterendls voru 6rvud hvert & eftir
6dru i frumuhdpunum tveimur, p.e. fyrst voru 6ll syni sem fengu 0,25 pM isopréterenol
orvud, baedi frumur sem raektadar voru med og an DHA i &ti, og svo voru 6ll syni sem fengu
0,50 uM isopréterendl 6rvud, i badum frumuhdpum. betta audveldar samanburd a framleidslu
CAMP i frumuhdpunum vid sama 6rvunarstyrk og hefur liklega skilad svo litlum breytileika i
meeligildum i tilraun 3 sem raun ber vitni.

pratt fyrir talsverda galla ma& nyta nidurstéour pessara priggja tilrauna i fleira en
vangaveltur. Helstu not peirra felast raunar i visbendingum sem par gefa um moégulega
uppsetningu og framkveemd aframhaldandi tilrauna i att ad betri og marktaekari nidurstéoum.
Fengist meiri timi til malinga pyrfti i fyrsta lagi ad gera fleiri samsvarandi tilraunir. Hver
tilraun pyrfti ad vera framkveemd 3-4 sinnum til ad fa markteekar nidurstddur. Einnig pyrfti
helst ad gera minnst prjar meelingar fyrir hvern iséproterendlstyrk i hverri tilraun. Komi tveer
meelingar mjog o6likt ut er dmdgulegt ad segja til um hvor melingin sé réttari. Pa er gott ad
hafa pridju melinguna til urskurdar. Meetti gera fleiri tilraunir med sama eda svipudu styrkbili
isoproterendls og i tilraun 2, par sem prju syni veeru 6rvud med hverjum styrk. Kemu
athyglisverdar nidurstodur fyrir akvedid styrkbil veeri heegt ad gera nakvemari mealingar par
eins og i tilraun 3. Mealingar vid haa styrki isopréterendls eru ekki mjog areidanlegar i
tilraunum 1 og 2. Veeri pvi athyglisvert ad gera nanari malingar vid svo haa styrki, likt og gert
var fyrir laegri styrki i tilraun 3. I tilraunum framtidar veeri liklega best ad 6rva frumuhdpana
samhlida eins og i tilraun 3, p.e. 6rva syni beggja frumuhopa med sama isopréterenolstyrk
aour en byrjad er & naesta styrk. Ef einhver munur reyndist vera & virkni adrenergra vidtaka i

frumum sem raektadar eru med og an DHA i &ti veeri ahugavert ad skoda hvort slikur munur
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fengist einnig med omega-6 fitusyru, eins og arakidonsyru, eda annarri omega-3 fitusyru, eins
og EPA. Jafnvel veeri heaegt ad athuga ahrif mettadrar fitusyru. Loks veeri haegt ad koma i veg
fyrir skekkjur af voldum breytileika i magni frumna i synum og auka samreemi i nidurstédum
med pvi ad meaela magn proteina i hverju syni og reikna virkni vidtakanna ut fra styrk CAMP &
massa frumuproéteina i stad pess ad reikna med ad sami frumufjoldi haldist i reektunarbrunnum
midad vid fjolda sem sad var. Auk pess veri vonandi haegt ad draga Ur breytileika milli
tilrauna og fa markverdari nidurstddur med aukinni pjalfun i adferdum.

NU eru nidurstddur og vangaveltur midadar vid adrenerga vidtaka i hjarta manna. Hafa ber
i huga ad i pessum tilraunum er notast vid HEK293 frumur, frumulinu sem er mjog olik
hjartavodvafrumum manna og raunar 6llum frumum sem geetu talist edlilegar. Auk pess eru
hér adeins Orvadir B2-adrenergir viotakar en i hjarta er blanda 1 og 32 0g raunar meira af fu,
likt og kom fram i inngangi. bvi er ekki vist ad nidurstodur rannsékna a adrenergum vidtokum
i HEK293 frumum endurspegli virkni vidtakanna i dyrum, hvad pad ménnum. bratt fyrir élikt
umhverfi eru Bo-adrenergu vidtakarnir po eins og pvi eru HEK293 frumur vissulega notheft
og einfalt teeki til rannsokna & peim. Til ad fa nidurstddurnar ner manninum parf hins vegar
ad profa tilraunirnar a ferskum dyrafrumum. Slikar rannsoknir eru pé enn fléknari og erfidari
en rannsoknir & HEK293 og pvi er afar gott ad nyta frumulinur eins og HEK293 til
undirbdnings og mogulega afstyra mikilli timaeydslu i gagnslitlar tilraunir.

Audvelt er ad velta vongum yfir nidurstédum tilrauna 1 og 2 og jafnvel koma med
hugsanlegar skyringar & peim ut frad vitneskju um lifedlisfreedi hjartans. Slikt bydur po
heettunni heim eins og kemur i ljos pegar s munur & cAMP framleidslu i frumum raektudum
med og an DHA sem sést i tilraun 2 er hrakinn i tilraun 3. préatt fyrir skyrar og afdrattarlausar
nidurstodur tilraunar 3 er ekki haegt ad nota peer til stadfestingar nema ad fleiri tilraunir med
somu nidurstédum komi til. Visindi snuast ad miklu leyti um endurtekningar. Nidurstoour
rannsokna eru alla jafna ekki birtar nema ad fjolmérgum préfunum og margendurteknum
tilraunum loknum. Nidurstodur pessa verkefnis benda til pess omega-3 fitusyrur hafi ekki
ahrif & cAMP framleidslu eftir 6rvun B-adrenergra vidtaka i HEK293 frumum. Hugsanlega er

pad rétt en pratt fyrir pad verdur ekki Gr pvi skorid nema med frekari tilraunum.
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Vidauki

Gleypnimaelingar tilrauna i nidurstodukafla

Tilraun 1

Tafla 5: Tilraun 1, gleypni stadallausna CAMP.

[CAM P]sta6a|| [n M] A
240 0,082
80,0 0,085
26,7 0,111
8,89 0,154
2,96 0,32
0,988 0,781
0,329 1,655
0,00 2,328

Jafna stadallinu: y = 0,6725e046%
R-gildi: 0,9181



Tafla 6: Tilraun 1, viomidunarfrumur. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i

frumuvokva ar HEK293 frumum sem raektadar voru &n DHA i eti eftir 6rvun S-adrenergra vidtaka

med isoproterendli i mismunandi styrk (Cise). Auk pess er utreiknad hlutfall af hamarksstyrk cCAMP Gt

fra medalstyrk cAMP vid hvern isoproterendlstyrk.

Hlutfall af hdmarksstyrk cCAMP -
Ciss [UM] A log(iso) cAMP [nM] | medaltal
0,00 2,051 #NUM! 0,0928
0,00 1,625| #NUM! 0,152 0,00904
0,0156 1,898 -1,806 0,109
0,0156 1,737 -1,806 0,132 0,00891
0,0313 1,202 -1,505 0,290
0,0313 1,752 -1,505 0,130 0,0155
0,0625 1,749 -1,204 0,130
0,0625 1,61 -1,204 0,155 0,0105
0,125 0,719 -0,903 0,867
0,125 0,666 -0,903 1,02
0,125 0,682 -0,903 0,971 0,0703
0,250 0,347 -0,602 4,10
0,250 0,411 -0,602 2,86 0,257
0,500 0,24 -0,301 9,00
0,500 1,368 -0,301 0,220* 0,664
1,00 0,157 0,00 22,2*
1,00 0,198 0,00 13,6 1,00
3,00 0,313 0,477 511*
3,00 0,216 0,477 11,3 0,831

*Synum sleppt i Urvinnslu. Talid var ad 1adst hefdi ad 6rva synid med 0,5 UM iséproterendli
en 1,0 uM synid verid 6rvad tvisvar i stadinn.
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Tafla 7: Tilraun 1, frumur med DHA i &ti. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i

frumuvokva ar HEK293 frumum sem raektadar voru med DHA i ti eftir 6rvun Sr-adrenergra vidtaka

med isoproterendli i mismunandi styrk (Cise). Auk pess er utreiknad hlutfall af hamarksstyrk cCAMP Gt

fra medalstyrk cAMP vid hvern isoproterendlstyrk.

Hlutfall af hdmarksstyrk cCAMP -
Ciss [UM] A log(iso) cAMP [nM] | medaltal
0,00 2,12 #NUM! 0,0865
0,00 1,984 #NUM! 0,0996 0,00596
0,0156 1,999 -1,806 0,0980
0,0156 1,958 -1,806 0,102 0,00641
0,0313 1,839 -1,505 0,117
0,0313 1,958 -1,505 0,102 0,00703
0,0625 1,785 -1,204 0,125
0,0625 1,723 -1,204 0,135 0,00830
0,125 0,828 -0,903 0,642
0,125 0,566 -0,903 1,44
0,125 0,772 -0,903 0,745 0,0604
0,250 0,395 -0,602 3,11
0,250 0,354 -0,602 3,93 0,225
0,500 0,315 -0,301 5,04
0,500 0,252 -0,301 8,11 0,421
1,00 0,207 0,00 12,3
1,00 0,196 0,00 13,9 0,839
3,00 0,19 0,477 14,8
3,00 0,181 0,477 16,4 1,00
Tilraun 2

Tafla 8: Tilraun 2, gleypni stadallausna CAMP.

[CAM P]staaall [n M] A
0,00 1,663
0,329 1,384
0,988 0,905
2,96 0,493
8,89 0,292
26,7 0,131
80,0 0,091
240 0,068

Jafna stadallinu: y = 0,8195e0486%

R-gildi: 0,9874
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Tafla 9: Tilraun 2, viomidunarfrumur. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i

frumuvokva ar HEK293 frumum sem raektadar voru &n DHA i eti eftir 6rvun S-adrenergra vidtaka

med isoproterendli i mismunandi styrk (Cise). Auk pess er utreiknad hlutfall af hamarksstyrk cCAMP Gt

fra medalstyrk cAMP vid hvern isoproterendlstyrk.

Hlutfall af hdmarksstyrk cAMP -

Ciso [UM] log(iso) A cAMP [nM] | medaltal
10,0 1,00 0,163 27,7*
10,0 1,00 0,153 31,6*
5,00 0,699 0,142 36,8 1,00
5,00 0,699 0,737 1,24*
3,00 0,477 0,161 28,5
3,00 0,477 0,16 28,8 0,777
1,00 0,00 0,183 21,9
1,00 0,00 0,156 30,4 0,709
0,500 -0,301 0,445 3,51
0,500 -0,301 0,385 4,73 0,112
0,250 -0,602 0,701 1,38
0,250 -0,602 1,039 0,614 0,0270
0,125 -0,903 1,327 0,371
0,125 -0,903 1,566 0,264 0,009
0,0625 -1,204 1,606 0,251
0,0625 -1,204 1,69 0,226 0,006
0,0313 -1,505 1,498 0,289
0,0313 -1,505 1,299 0,388 0,009
0,0156 -1,806 1,293 0,391
0,0156 -1,806 1,436 0,315 0,010
0,00 #NUM! 1,632 0,242 0,007

* Synum sleppt i Grvinnslu.
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Tafla 10: Tilraun 2, frumur med DHA i ati. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cCAMP (sja kafla 2.4)
i frumuvokva ar HEK293 frumum sem reektadar voru med DHA i a&ti eftir érvun S.-adrenergra vidtaka

med isoproterendli i mismunandi styrk (Cise). Auk pess er utreiknad hlutfall af hamarksstyrk cCAMP Gt

fra medalstyrk cAMP vid hvern isoproterendlstyrk.

Hlutfall af hdmarksstyrk cCAMP -

Ciso [UM] log(iso) A cAMP [nM] | medaltal
10,0 1,00 0,11 62,3*
10,0 1,00 0,226 14,2*
5,00 0,699 0,152 32,0
5,00 0,699 0,167 26,4 0,974
3,00 0,477 0,154 31,2
3,00 0,477 0,16 28,8 1,00
1,00 0,00 0,156 30,4
1,00 0,00 0,179 22,9 0,887
0,500 -0,301 0,208 16,8
0,500 -0,301 0,157 30,0 0,779
0,250 -0,602 0,21 16,5
0,250 -0,602 0,242 12,3 0,480
0,125 -0,903 1.4 0,332
0,125 -0,903 1,336 0,366 0,0116
0,0625 -1,204 1,297 0,389
0,0625 -1,204 1,322 0,374 0,0127
0,0313 -1,505 1,232 0,432
0,0313 -1,505 1,242 0,425 0,0143
0,0156 -1,806 1,313 0,379
0,0156 -1,806 1,266 0,409 0,0131
0,00 #NUM! 1,39 0,337 0,011

*Synum sleppt i trvinnslu.
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Tilraun 3

Tafla 11: Tilraun 3, gleypni stadallausna cAMP.

[CAM P]sta6a|| [n M] A
0,00 2,422
0,329 1,79
0,988 1,101
2,96 0,565
8,89 0,331
26,7 0,147
80,0 0,128
240 0,082

Jafna stadallinu: y = 0,9909e 0484
R-gildi: 0,9816

Tafla 12: Tilraun 3, vidmidunarfrumur. Gleypni (A) og utreiknadur styrkur cAMP (sja kafla 2.4) i
frumuvokva ar HEK293 frumum sem raektadar voru &n DHA i eeti eftir 6rvun Sr-adrenergra vidtaka

med isopréterendli i mismunandi styrk (Ciss).

Ciss [UM] log(iso6) A CAMP [nM]
0,00 #NUM! 1,599 0,372
0,00 #NUM! 1,635 0,355

0,250 -0,602 0,307 11,3
0,250 -0,602 0,246 17,8
0,250 -0,602 0,264 15,4
0,250 -0,602 0,198 27,9
0,250 -0,602 0,216 23,3
0,500 -0,301 0,141 56,2
0,500 -0,301 0,143 54,6
0,500 -0,301 0,138 58,7
0,500 -0,301 0,155 46,2




Tafla 13: Tilraun 3, frumur med DHA i ati. Gleypni (A) og Utreiknadur styrkur cCAMP (sja kafla 2.4)
i frumuvokva ar HEK293 frumum sem reektadar voru med DHA i a&ti eftir érvun S.-adrenergra vidtaka

med isoproterendli i mismunandi styrk (Ciss).

Ciss [UM] log(iso) A - DHA [cAMP] [nM]
0,00 #NUM! 1,62 0,362
0,00 #NUM! 1,427 0,471

0,250 -0,602 0,24 18,7
0,250 -0,602 0,255 16,5
0,250 -0,602 0,2 27,3
0,250 -0,602 0,232 20,1
0,250 -0,602 0,238 19,0
0,500 -0,301 0,158 44,4
0,500 -0,301 0,143 54,6
0,500 -0,301 0,148 50,8
0,500 -0,301 0,155 46,2
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