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Ágrip 
 
Í þessu verkefni voru áhrif protolichesterinsýru (PA) á krabbameinsfrumur skoðuð. Athugað var hvort 
PA hefði áhrif á mergæxlisfrumurnar RPMI-8226 og U-266 þannig að það ylli frymisnetsálagi, en til 
þess var notað próteinþrykk þar sem fósfórun á próteininu elF2α var greind. U-266 frumur sýndu 
greinilegt frymisnetsálag en ekki fengust fullnægjandi niðurstöður fyrir RPMI-8226. Frumulifun var 
mæld með MTS aðferð fyrir mergæxlisfrumurnar en með Crystal violet aðferð fyrir 
brjóstaæxlisfrumurnar SK-BR3. Frumurnar voru þá meðhöndlaðar með PA, og sást að það hafði áhrif 
á lifun frumnanna. Ekki náðist að prófa hvort PA væri fitusýrusýnthasa (FAS) hindri, en þá er fylgst 
með oxun á NADPH með ljósmæli. Aðrar rannsóknir hafa sýnt fram á tengsl milli frymisnetsálags og 
FAS hindrunar svo líklegt þykir að PA sé einnig FAS hindri.  
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1 Inngangur 

1.1 Krabbamein 

 
Krabbamein er samheiti yfir marga sjúkdóma.  Þeir einkennast af stjórnlausum og skaðlegum vexti 
fruma. Æxli eru búin til af frumum sem hafa misst færnina til að setja saman og framleiða vefi í réttri 
gerð og virkni. Þessar frumur hafa glatað þeim eðlilega eiginleika að vinna sitt verk af hendi og deyja 
síðan.  Krabbameinsfrumur halda því áfram að skipta sér og fjölga stjórnlaust.  Þær hætta að virða 
eðlileg landamæri líkamans og vaxa inn í aðra vefi.  Einnig hafa þær ríka tilhneigingu til að sá sér til 
annarra líffæra og vaxa þar. Þær geta því bæði skaðað það upphaflega líffæri sem þær uxu í, sem og 
önnur líffæri sem þær sá sér til. Vitað er að eðlilegar frumur hafa í sér forvera svokallaðra 
krabbameinsgena, þ.e. erfðavísa sem valda stjórnlausum vexti. Við virkjun á þessum genum getur 
krabbameinsmyndun átt sér stað, en ýmsir þættir geta haft áhrif á myndun krabbameins og talið er 
að það sé blanda af bæði erfða- og umhverfisþáttum sem hrinda af stað þessari óheppilegu 
atburðarás. Krabbameinsfrumur þurfa einnig að sleppa framhjá hinum ýmsu öryggiskerfum líkamans 
sem hafa það verkefni að eyða skemmdum frumum [ 1, 2]. 
Brjóstakrabbamein er algengasta illkynja mein í konum,  og eru aðal einkennin hnútur sem er oft 
hægt að finna með því að þreifa á brjóstinu. Brjóstakrabbamein hefur verið tengt mörgum 
áhættuþáttum svo sem erfða- og umhverfisþáttum, hormónum og næringu.  Hinsvegar hafa um 75% 
kvenna með sjúkdóminn enga þekkta áhættuþætti. Fáir sjúkdómar hafa hlotið jafn mikla athygli og 
brjóstakrabbamein síðastliðna áratugi og miklum fjármunum varið til rannsókna á sjúkdómnum.  
Árangur þessa hefur ekki látið á sér standa og má segja að meðferð á brjóstakrabbameini sé 
áratugum á undan meðferð ýmissa annarra krabbameina sem minni athygli hafa fengið.  
Meðferð brjóstakrabbameins  er háð mörgum þáttum, m.a. stigun, tjáningu ýmissa þátta í æxlinu 
bæði hormóna- og vaxtarþátta.  Gjarnan er beitt skurð-, geisla-, lyfja-, hormóna- og ónæmismeðferð 
ýmist einum sér eða saman [2].  
Mergæxli (e. myeloma) er illkynja fjölgun eitilfruma í beinmerg. Í mergæxlum verður brenglun á 
framleiðslu mótefna og eitilfrumurnar framleiða einstofna mótefni, sem eru gagnslaus hvað varðar 
ónæmi líkamans. Framleiðsla á einstofna mótefni er vísbending um að aðili hafi í sér mergæxli, og er 
notað til greiningar á sjúkdómnum. Tíðni mergæxlis eykst með aldri og er sjaldgæft að það greinist í 
fólki fyrir fimmtugt. Ekki er vitað eins mikið um þessa gerð krabbameins, eins og t.d. 
brjóstakrabbamein, en áhættuþættir eru óþekktir.  Líklega koma efnasambönd, veirur og erfðir við 
sögu, sem og umhverfisþættir eins og fyrir brjóstakrabbamein. Einkenni geta verið mjög margvísleg 
en algengt er að fyrstu einkenni séu verkir í beinum, hátt kalkmagn í blóði, blóðleysi, nýrnabilun og 
sýkingar. Meðferð mergæxlis byggir á lyfjameðferð og geislameðferð í völdum tilfellum, og í sumum 
tilfellum er beinmergsflutningur ráðlagður.  Ónæmismeðferð kann að vera gagnleg og nýlega hefur 
meðferð með æðahamlandi lyfi (thalidomide) borið árangur. En þau lyf sem hafa sýnt hvað mestan 
árangur er einungis hægt að gefa í takmörkuðum skömmtum þar sem þau valda aukaverkunum og í 
flestum sjúklingum verður afturför í bata. Þessi lyf eru m.a. thalidomide og bortezomib (proteasome 
hemill) en verið er að rannsaka þau og athuga hvaða skammtastærðir henta best og hvort blanda af 
lyfjunum virki betur, og einnig er verið að rannsaka betur stofnfrumumeðferð sem hefur sýnt ágætis 
árangur hingað til [2,3]. 
Víða um heim er unnið ötullega að þróun nýrra aðferða í baráttunni við krabbamein. Hundruðir nýrra 
efnasambanda sem unnin hafa verið úr náttúrunni eða smíðuð á rannsóknastofum munu á næstu 
árum verða reynd á mönnum.  Áður þurfa þessi efni að sanna sig á krabbameinsfrumum á 
rannsóknastofum og í meðferð krabbameina í dýrum.  Ljóst er að sum þessara nýju lyfja munu ekki 
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gagnast mönnum, t.d. vegna ófyrirsjáanlegra aukaverkana.  Hitt er jafnvíst að á meðal þeirra leynast 
krabbameinslyf framtíðarinnar sem munu gera meðferð krabbameina enn árangursríkari en hún er í 
dag. 
 

1.2 Ýmis lyf 

 
Skurðaðgerð er sú meðferð sem almennt hefur sýnt hvað bestan árangur þegar fjarlægja þarf æxli. Í 
þeim tilfellum sem krabbameinið hefur dreift sér um líkamann er lyfjameðferð beitt, en 
krabbameinslyf geta oft læknað fólk af krabbameini eða í sumum tilfellum haldið því í skefjum [4]. 
Til eru ýmis lyf sem hafa mismunandi virkni á krabbameins frumuna. Þau lyf sem hafa það hlutverk að 
hindra krabbameinsvöxt hafa ýmist áhrif á DNA frumunnar t.d. með þvi að hindra eftirmyndun eða 
þau hafa áhrif á vaxtarhring frumunnar t.d. með því að hindra ýmis efnaskipti. Það að stöðva vöxt 
krabbameinsfruma leiðir þær í stýrðan frumudauða [5]. 
Mörg lyf hafa verið einangruð úr plöntum en dæmi um það eru vincristin, vinblastin, taxol og 
etoposid. Öll þessi lyf stöðva frumuskiptingu, fyrri þrjú lyfin hafa áhrif á örpíplugrind frumunnar sem 
er mikilvægt í frumuskiptingu meðan etoposid hindrar virkni topoísómerasa sem er mikilvægt ensím í 
DNA eftirmyndun [6]. 
 

1.3 Fléttuefni 

 
Fléttur eru með elstu lífverum jarðar og geta vaxið á stöðum þar sem jurtir vaxa ekki og eru því oft 
landnemar þess svæðis. Fléttur eru hagkvæmt sambýli tveggja tegunda sem fléttast saman, önnur 
tegundin er sveppur og hin er grænþörungur eða blágerill. Það er þörungurinn eða blágerillinn sem 
aflar fléttunni næringu með ljóstillífun. Fléttur eru hægvaxta lífverur, sem ekki eru skilgreindar sem 
plöntur, og hafa lítið verið rannsakaðar í gegnum tíðina þrátt fyrir áhugaverða líffræðilega virkni 
þeirra[ 7]. 
Únsnínsýra er dæmi um fléttuefni og er eitt mest rannsakaða efni fengið úr fléttum. Rannsóknir hafa 
sýnt að hún hefur bólguhemjandi áhrif, er bakteríudrepandi og jafnvel krabbameinsdrepandi [8]. 
Ýmis önnur fléttuefni hafa verið einangruð og rannsökuð sem lyf við hinum ýmsu kvillum, eins og 
krabbameini.  
 

1.4 Prótólichesterínsýra (PA) 

 
Ein tegund flétta eru fjallagrös og helstu annars stigs efni sem er að finna í fjallagrösum eru 
fúmarprótocetrarínsýra og (+)-prótólichesterínsýra (PA). Prótólichesterínsýra (C19H32O4, 324,45 
g/mól) er alífatískt annars stigs fléttuefni (α-metýlen-γ-laktón) sem lífmyndast eftir asetat-malónat 
ferlinum. PA er glærhvít á hreinu formi og kemur fram í tveimur handhverfum, eftir skipan 
sethópanna í stöðum 3 og 4 á hringnum. Í fjallagrösum er einungis að finna (+)-handhverfu 
prótólichesterínsýru (sjá mynd 1). Heimtur PA úr fjallagrösum hafa mælst á bilinu 1,4 – 5,3 mg/g þar 
sem heimturnar fara eftir staðsetningu og söfnunartíma fjallagrasa [9]. 
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Mynd 1: Efnabygging (+)-prótólichesterínsýru (PA) sem er að finna í fjallagrösum. 
 
 
Rannsóknir hafa verið gerðar á lypoxygenasa (LOX ) þar sem sýnt hafa verið fram á tengsl við 
æxlismyndun í mörgum krabbameinsgerðum. Af þeirri ástæðu hafa ýmis fléttuefni verið skoðuð sem 
LOX hindrar, og hefur PA sýnt þar bestu niðurstöður. En rannsóknir hafa sýnt að PA hindri bæði LOX-5 
og LOX-12, sem getur þannig stöðvað krabbameins vöxt. Áhugavert þykir svo að sjá hvort PA sé 
einnig hindri fyrir fitusýru sýnthasa [10]. 
 
 

1.5 Fitusýru sýnthasi (FAS)  

 
Efnaskipti krabbameinsfruma eru á ýmsan hátt ólík efnaskiptum annarra frumna líkamans, dæmi um 
það er uppbygging á fitusýru, þar sem fitusýrusýnthasi (FAS) hefur þar meginhlutverk. FAS myndar 
langar fitusýru keðjur úr acetyl-CoA, malonyl-CoA og NADPH, FAS er aðal ensímið í myndun á 
fitusýrum en hraðatakmarkandi ensímið er acetyl-CoA karboxýlasi ,sem breytir acetyl-CoA í malonyl-
CoA. Við myndun á hverri fitusýru eru nýtt 14 ATP og 7 NADPH [ 11].  
FAS er tjáð í miklu magni í krabbameinsfrumum, og hefur verið tengt sérstaklega við vondar horfur 
sjúklinga með brjósta- og blöðruhálskirtilskrabbamein. FAS er ekki tjáð í eins miklu magni í öðrum 
frumum líkamans og því hefur verið lögð áhersla á hindrun á FAS sem meðferð gegn krabbameini 
[11,12]. 
Ýmsar rannsóknir hafa verið gerðar þar sem sýnt var fram á að FAS væri mikilvægt fyrir 
krabbameinsfrumur til að lifa, en þá var prófað að hindra FAS virkni í þeim frumum. Til að byrja með 
var cerulenin, þekktur FAS hindri sem er náttúrulegt sýklalyf framleitt úr sveppnum Cephalosporium 
ceruleans, prófað og sást að það drap krabbameinsfrumur. Það leiddi til framleiðslu á C75 sem er lítil 
sameind sem hindrar FAS, og hafði þar með einnig áhrif á krabbameinsfrumur en C75 olli þó einnig 
þyngdartapi. Einnig hefur FAS tjáning fundist í forstigum brjósta-, blöðruhálskirtils- og 
ristilkrabbameini og hafa því FAS hindrar verið skoðaðir sem forvörn gegn myndun æxlis. Þar hafa 
rannsóknir með C75 sýnt að það dregur talsvert úr vaxtarhraða krabbameinsins. Enn annar FAS hindri 
er svo epigallocatechin gallate (EGCG) sem er að finna í grænu tei. Líklegt er að C75 og cerulenin valdi 
frumudauða krabbameinsfruma vegna aukningar á malonyl-CoA og þar með aukinni carnitine 
palmitoyltransferase-1 (CPT-1) hindrun, en CPT kerfið stýrir upptöku langra fitusýru keðja inn í 
hvatberan þar sem β-oxun fer fram. Þetta er það sem veldur þyngdartapi, en Puig et al. sýndu að 
EGCG veldur ekki CPT-1 hindrun og þar með ekki þyngdartapi, en er því líklega ákjósanlegri sem FAS-
hindrandi lyf  [11,12]. 
Puig notaði ljósgleypni til að mæla FAS-hindrun, eða minnkun á gleypni við 340 nm sem verður við 
oxun á NADPH. Þar voru hindrarnir C75 og EGCG prófaðir á SK-BR3 brjóstakrabbameinsfrumum. PA 
líkist mjög C75 og því hugsanlegt að hún hafi einnig FAS hemjandi virkni. Hér verða því einnig 
skoðaðar SK-BR3 frumur og þær meðhöndlaðar með PA til að athuga hvort PA sé hindri fyrir FAS 
virkni. 
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1.6 Frymisnetsálag 

 
Frymisnetið, sem er næst stærsta frumulíffærið á eftir kjarnanum, er það líffæri sem hefur stjórn á 
röðun og byggingu próteina, lípíð og steról nýmyndun og er kalk geymsla frumunnar [13]. Afmynduð 
prótein hafa áhrif á frymisnetið og geta valdið frymisnetsálagi (e. ER-stress). Það er margt sem getur 
valdið afmyndun próteina, t.d. ef frumu vantar glúkósa, ójafnvægi í kalk dreifingu yfir 
frymisnetshimnuna, aukning á prótein uppbyggingu eða seytingu, eða galli í umbroti, flutningi eða 
niðurbroti próteina. Allt getur þetta valdið frymisnetsálagi. Frumurnar bregðast þannig við 
frymisnetsálaginu að þær virkja kerfi sem lagar afmynduðu próteinin, með því að bæta þýðingu, 
umbrot, flutning og niðurbrot þeirra. Ef þetta kerfi virkar ekki getur það valdið frumudauða [14]. 
Nýlegar rannsóknir sýna að frymisnetsálag tengist ónæmissvörunum og ýmsum sjúkdómum, eins og 
krabbameini, sykursýki og taugahrörnunarsjúkdómum, en ekki er þó víst hvort frymisnetsálagið sé 
aðalástæðan fyrir þeim sjúkdómum eða hvort það sé afleiðing sjúkdómsins [14]. 
Í krabbameinsfrumum er oft hægt að greina frymisnetsálag og hefur verið sýnt að það sé hluti af 
varnakerfi þeirra, sem ver þær gegn krabbameinsmeðferð. Aftur á móti ef eitthvað veldur aukningu í 
frymisnetsálaginu getur það valdið frumudauða [15,16]. Langtíma frymisnetsálag sem orsakast af 
uppsöfnun stökkbreyttra próteina eða skyndilegu frymisnetsálagi, sem hefur verið komið af stað með 
viðbættu efni, getur valdið frumudauða [14].  
Við frymisnetsálag verður fosfórun og óvirkjun á elF2α, sem er sá þáttur sem setur í gang þýðingu 
próteina [14]. Hægt er að greina óvirkjun á elF2α með próteinþrykki  (e. Western blot) en þá er notað 
1° mótefni sem þekkir p-elF2α og binst við elF2α ef fosfórun hefur átt sér stað.  
 

1.7 Markmið 

Markmið verkefnisins var að kanna áhrif PA á krabbameinsfrumur. Kannað var hvort PA ylli 
frymisnetsálagi í mergæxlis frumum. Notað var til þess próteinþrykk með mótefnalitun (e. western 
blot) þar sem prófað var fyrir fosfórun á próteininu elF2α, sem er viðbragð við frymisnetsálagi. Einnig 
átti að kanna hvort PA hindraði virkni á FAS í brjóstaæxlisfrumum og nota cerulenin sem jákvætt 
viðmið.  
 

2 Efni og aðferðir 

 

2.1 Frumulínur og frumurækt 

Ræktaðar voru upp þrjár frumulínur sem fengnar voru frá ATCC (American Type Culture Collection). 
RPMI-8226 og U-266 eru mergæxlisfrumur sem eru fljótandi í æti, SK-BR3 eru frumur úr brjóstaæxli 
sem loða við yfirborð.  
Frumum var reglulega gefið aukið æti og geymdar í hitaskáp, við 37°C og og 5 % koltvísýring. SK-BR3 
frumum var skipt upp á viku fresti, eða þegar var orðið of þétt um frumurnar svo þær gátu ekki skipt 
sér lengur. Þá eru frumur losaðar af yfirborði ræktunarflösku með trypsíni, skolaðar og leystar upp í 
nýju æti.  
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Tafla 1: Efni. Taflan sýnir þau efni sem notuð voru við framkvæmd tilrauna. 

 

Efni Framleiðandi 

PBS Blandað á læknagarði 

Protolichesterinsýra (PA) 
Óhreint PA fengið á Haga (HÍ) og hreinsað með 
HPLC 

Etanól Merck,  Þýskaland 

NaVO3 (sodium orthovanadat) Sigma- Aldrich, Þýskaland  

RIPA buffer Blandað á læknagarði 

RPMI1640 1x52400 Invitrogen, USA 

Bradford hvarfefni Blandað á læknagarði 

Sýna stuðpúði Invitrogen CA, USA 

Merkaptóetanól Sigma- Aldrich, Þýskaland  

20x NuPAGE Keyrslustuðpúði Invitrogen CA, USA 

Stærðarkvarði Fermentas, Canada 

Magic Marker Invitrogen CA, USA 

20 x NuPAGE Færslu stuðpúði Invitrogen CA, USA 

Metanól Sigma- Aldrich, Þýskaland 

Antioxidant Invitrogen CA, USA 

Undanrennu mjólkurduft MS Selfossi, Ísland 

1° mótefni gegn fosfó elF2 α Cell signaling, USA 

anti-kanínu mótefni Cell signaling, USA 

ECL (Detection Reagent 1 og 2)  Amersham Biosciences, UK 

Trypsín Becton, Dickinson  USA 

STI, trypsín hindri Sigma- Aldrich, Þýskaland 

Acetonítríl Sigma- Aldrich, Þýskaland 

Maurasýra Merck, Þýskaland 

IL-6  Cell signaling, USA 

Thapsigargin  Sigma, UK 

CellTiter 96® Aqueous One Solution Reagent  Promega, USA 

Crystal Violet  Merck, Þýskaland 

Ediksýra  Merck, Þýskaland 

 

2.2 Hreinsun Protolichesterinsýru (PA) 

 
Protolichesterinsýra (PA) hafði áður verið einangruð úr fjallagrösum, en þurfti að hreinsa hana enn 
frekar. Við hreinsun á PA var notuð vökvaskilja, HPLC. Útbúinn var ferðafasi sem var 90 % acetonítríl, 
10 % vatn og 0,01 % maurasýra (fumaric acid). Hann var látinn renna í gegnum súluna ásamt sýni sem 
innihélt 5 mg PA, 500 µl metanól og 300 µl ferðafasa. Sýni var látið renna gegnum súluna og forrit 
tengt HPLC gaf toppa við mismunandi tíma. Við keyrslu PA fékkst augljós toppur við um 42 mínútur 
en það var einmitt PA sem átti að safna, stuttu síðar kom annar toppur sem var lichesterinsýra sem 
var safnað en ekki notað í þessa tilraun.  
PA sem var safnað var svo sett í inngufara (e. rotovapor) til að ná leysinum af. Þá var eftir þurrt efni, 
sem var hreinsað enn frekar með því að leysa það upp í etanóli og inngufað aftur. Eftir stóð þá hrein 
protolichesterinsýra. 
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2.3 Einangrun og mæling próteins 

 
Frumur voru taldar og settar í ræktunarflöskur. Voru þær svo meðhöndlaðar með þeim efnum sem 
átti við og látnar standa í hitaskáp í fyrirfram ákveðinn tíma, sjá kaflann Uppsetning tilrauna.  
Eftir meðhöndlun frumna var prótein einangrað og mælt. Frumublöndur voru fluttar úr 
ræktunarflöskum og yfir í skilvinduglös og skilið við 4000 rpm í 2 mínútur, æti sogað af. Frumur voru 
skolaðar með 1 mL af PBS og færðar yfir í eppendorfglös sem voru skilin niður við 5000 rpm í 2 
mínútur og PBS svo sogað af. Frumur voru svo drepnar með RIPA frumurofs stuðpúða (sem innihélt 
100 mM NaVO3 þ.e. 0,0184 g/mL RIPA), mikilvægt er að RIPA stuðpúðinn sé kaldur þegar frumum er 
sundrað og glösin séu höfð á ís eftir að hann hefur verið settur á frumurnar til að hindra próteasa 
virkni. NaVO3 var notað sem hindri fyrir fosfatasa, sem hindrar þannig af-fosfórun próteina. Miðað 
var við að nota um 120 µL RIPA stuðpúða á hverjar 5 milljónir fruma. Þegar RIPA frumurofs stuðpúði 
var látinn á frumurnar var blandan látin standa á ís í 10 mínútur, svo voru frumurnar hakkaðar vel 
með nál og látnar standa aftur í tíu mínútur á ís. Frumugrauturinn var svo skilinn við 14.000 rpm í 20 
mínutur inni í kæli. Þá á prótein að vera í flotinu ásamt RIPA buffernum, sem var þá flutt yfir í önnur 
eppendorfglös, prótein mælt og geymt í frysti.  
Við prótein mælingu var 5 µL af sýni blandað vel saman við 95 µL af vatni, bætt 100 µL Bradford 
hvarfefni út í , blandað vel. 100 µL af hverju sýni svo pípettað í 96 holu bakka og mæld  ljósgleypni. 
Notaður var RIPA lysis buffer sem blankur. Próteinmagn er svo hægt að reikna með jöfnunni 
y=40,32x-0,006 þar sem x er gleypnin og y er próteinmagn í µg/mL . 
 
Eftir nokkrar einangranir var talið best að hafa 5 milljónir fruma til að fá sem mest prótein, og hakka 
frumur mjög vel. Gæti einnig verið betra að setja frumugraut í hljóðbað eftir að þær höfðu verið 
hakkaðar, til að leysa þær enn betur upp.   

 

2.4 Próteinþrykk (e. Western blot)   

 

Próteinmagn sýnis var mælt eins og fyrr hefur verið lýst (sjá Einangrun og mæling próteins) og þannig 
má ákvarða rúmmál sýnis sem þarf til að hlaða 3 µg af próteini í hvern brunn á geli. Við hvert sýni var 
svo bætt 2,5 µl sýnastuðpúða, 1 µl af afoxara (merkaptóetanól) og eimuðu vatni upp að 10 µl. Sýni 
voru svo látin í hitabað við 70°C í 10 mínútur.  
Blönduð var keyrslustuðpúðalausn sem er 40 ml 20x NuPAGE keyrslustuðpúði í 760 ml af eimuðu 
vatni. Brunnar í geli voru skolaðir og fylltir með keyrslustuðpúðanum, svo var sýnum hlaðið í 
brunnana. Einnig var hlaðið í sinn hvorn brunninn 5 µl stærðarkvarða, 3 µl Magic Marker og 2,5 µl 
sýnastuðpúða í tóma brunna til að tryggja jafnan rafdrátt. Sýni voru rafdregin í boxi sem hefur tvö 
hólf, í minna hólfið var komið fyrir gelinu og um 200 ml af  keyrslustuðpúða ásamt 0,5 ml af 
andoxunarefni og í stærra hólfið fór svo um 600 ml keyrslustuðpúða. Rafdráttur var framkvæmdur og 
keyrt við 200 V í 35 mínútur. 
Eftir að sýni höfðu verið rafdregin voru prótein þrykkt yfir á himnu. Þá var blandaður færslustuðpúði 
sem er 25 ml 20x NuPAGE færslustuðpúði, 50 ml metanól, 0,5 ml af andoxunarefni og fyllt upp að 500 
ml með eimuðu  vatni. Svampar voru lagðir í færslustuðpúðan (loftbólur losaðar úr svömpum), einnig 
voru tvö blöð af síupappír lögð í færslustuðpúðann en PVDF himna var fyrst lögð í metanól í 30 sek og 
svo í stuðpúðan í 5 mínútur. Þá var raðað í blott-hylki eins og sjá má á mynd 2.  
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Mynd 2: Blott hylki. Myndin sýnir uppröðun filtera, himnu, gels og svampa í blott-hylkinu. 
 
Aftur var sýnum komið fyrir í rafdráttarboxi, færslustuðpúði fór í minna hólfið ásamt blott-hylkinu og 
vatn í stærra hólfið. Þetta var keyrt við 30 V í eina klukkustund. 
Eftir blott á himnu var himnan sett í bát á ruggu og skoluð með PBS í 5 mínútur og svo blokkað með 5 
% mjólk í 0,25 % Tween/PBS í eina klst. á ruggu. PVD himnan er notuð því hún binst próteinum vel, en 
þar sem 1° mótefnið er prótein þarf að blokka himnuna með próteinum (mjólkinni) svo mótefnið 
bindist ekki ósértækt á alla himnuna, heldur einungis þeim próteinum sem höfðu á sér fosfó-elF2α. 
Tween var svo skolað burtu með PBS í 5 mínútur. Svo var sett á 1° mótefni, gegn fosfó elf2α (úr 
kanínu), í  5 % mjólk/PBS og haft á ruggu við herbergishita yfir nótt.  
Daginn eftir var himna þvegin einu sinni í 5 mínútur með 0,25 % Tween/PBS og tvisvar í tíu mínútur 
með PBS. Svo var sett á himnuna 2° mótefni, anti-kanínu, í 0,25 % Tween/PBS og haft á ruggu í eina 
klukkustund. Himna var svo aftur þvegin, einu sinni í 5 mín. með 0,25 % Tween/PBS, tvisvar í 10 
mínútur með PBS og að lokum einu sinni í 5 mín. með vatni.  
Blandað var saman 1:1 ECL lausnum (framköllunarvökvi) eða 500 µl af hvoru. Himna var tekin úr 
ruggu og þerruð og lögð á plastfilmu, ECL lausninni er svo dreift yfir alla himnuna og leyft að vera á í 
eina mínútu. Himnan er þá þerruð aftur og pökkuð inn í plastfilmu og mynd framkölluð.  

 

2.5 Hindrun á fitusýrusýnthasa (FAS) 

 
Áætlað var að gera ljósmælingu til að athuga hvort PA væri fitusýrusýnthasa hindri, og nota cerulenin 
(CE) sem jákvætt viðmið fyrir hindrunina. Ekki gafst þó nægur tími til að framkvæma ljósmælinguna, 
en einangrun próteina var gerð. 
Frumur voru ýmist meðhöndlaðar með PA, CE eða etanóli, og voru efnin höfð á í 24 klst. Frumur voru 
losaðar af flösku með trypsíni, trypsín virknin var svo stöðvuð með trypsín hindra og frumur skolaðar 
með PBS, settar í skilvinduglas og spunnar niður í 3 mín við 2000 rpm. Þá var flot sogað af og frumur 
þvegnar aftur með PBS og spunnar niður. Flotið var þá aftur sogað af og frumur endurleystar í 150 µl 
af PBS og færðar í eppendorf glas. Frumur voru svo settar í hljóðbað í 30 mín við 4 °C og spunnar í 15 
mín við 4°C til að losna við allar agnir úr flotinu. Flotið var hirt og próteinmæling framkvæmd eins og 
áður (sjá kafla um próteinmælingu).  
Því næst er gleypnibreyting skoðuð við 340 nm (37°C) og er þá fylgst með oxun NADPH. Ef FAS 
(fitusýrusýnthasi) er virkur þá er NADPH oxað til að framleiða palmitat og þá minnkar gleypnin, en ef 
eitthvað hindrar FAS þá er ekki gengið á NADPH byrgðir frumunnar, og þá minnkar gleypnin ekki. 
Inkúberað er 120 µg af sýninu í 15 mín við 37 °C í 200 mM af kalíum fosfat stuðpúða (KH2PO4), pH 7,0 
til þess að jafna hitastig lausnar. Sýninu er svo bætt út í hvarflausnin sem inniheldur 200 mM kalíum 
fosfat buffer (pH 7,0), 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 30 µM Acetýl CoA og 0,24 mM NADPH. 
Rúmmál heildar hvarflaunsar skal vera 0,3 mL. Gleypnin við 340 nm er svo skoðuð í 3 mín til þess að 
mæla bakgrunnsróf fyrir NADPH oxun. Því næst er 50 µM af malónýl CoA bætt út í og fylgst með 

2x svampur

Filter

Himna

Gel

Filter

2x svampur



12 
 

gleypninni í 10 mín til þess að skoða FAS háða NADPH oxun. Niðurstöður eru síðan leiðréttar með 
bakgrunnsrófi fyrir NADPH oxun með acetyl-CoA. Fitysýrusýnthasa hindrunin er svo gefin upp sem 
nmól NADPH oxað/mín * mg próteins.  
Ekki náðist að framkvæma síðari hluta þessarar tilraunar, en próteineinangrunin gaf ekki nægilegt 
magn próteina svo hægt væri að framkvæma ljósmælinguna.  

 

2.6 Mæling á frumulifun 

 
Mæld var frumulifun með MTS aðferð og Crystal violet, MTS var notað fyrir fljótandi frumurnar RPMI-
8226 og U-266 en Crystal violet fyrir föstu frumurnar SK-BR3. Þá eru frumulausnir ljósmældar eftir 
meðhöndlun. 
Í báðum tilvikum voru frumur taldar, 100 þúsund frumur í hverja holu fyrir MTS en 10 þúsund frumur 
fyrir Crystal violet. Þeim var komið fyrir í 96 holu bakka og leyft að vaxa og festa sig í sólarhring í 
hitaskáp við 37°C og 5% CO2. Svo voru frumur meðhöndlaðar með þeim efnum sem við á og komið 
fyrir í hitaskáp í þann tíma sem ákveðinn var (sjá nánar í kaflanum Uppsetning tilrauna).  
Þegar MTS aðferðin var notuð var 20 µL af CellTiter 96® Aqueous One Solution Reagent bætt út í 
brunn, sem innihélt 100 µL af frumulausn ásamt viðbættu efni, 3 klst áður en sýni voru ljósmæld. 
Gleypni var fengin við 490 nm og teiknað upp graf sem sýnir lifun fruma. Þegar hvarfefninu er bætt 
útí verður efnahvarf þar sem frumurnar breyta hvarfefninu í formazan sem gefur af sér rauð-brúnan 
lit. Því meiri gleypni sem fæst við ljósmælinguna því fleiri frumur eru á lífi, svo minnkun í gleypni 
gefur til kynna aukinn frumudauða. 
Þegar notast var við Crystal violet aðferðina voru frumulausnir geymdar í hitaskápnum í 24 klst til að 
frumur nái að festa sig við botn bakkans. Eftir þann tíma er æti sogað af brunnum, skolað með PBS 
sem var svo allt sogað af. Svo var 100 µL af 0,25% Crystal Violet bætt í hvern brunn og látið standa í 
10 mínútur, bakkinn var svo skolaður vel með vatni þar til allt Crystal violet hafði verið hreinsað af. 
Bakkinn var svo geymdur þar til allir brunnar voru orðnir þurrir, þá var 100 µL af 33% ediksýru bætt í 
hvern brunn og leyft að blandast vel í um tíu mínútur og svo var gleypnin mæld við 570 nm í ljósmæli. 
Aftur var svo teiknað upp graf og lifunarhlutfall ákvarðað.  
 

2.7 Uppsetning tilrauna 

Frymisnetsálag: 

Þegar mælt var frymisnetsálag frumnanna var framkvæmt próteinþrykk (western blot) en til þess 
þurfti fyrst að einangra prótein úr fumunum. 

Við einangrun próteina var notað mismikið magn af frumum (2-5 milljónir), ýmist RPMI-8226 eða U-
266. Frumur voru ýmist meðhöndlaðar með 2,5 µg/ml og 5 µg/ml af PA, 5µg/ml etanóli eða 0,1 
µmol/l af thapsigargin. RPMI-8226 frumurnar voru svo einnig annað hvort meðhöndlaðar með eða án  
0,01 µg/ml af  IL-6 og voru efni höfð á í 16 klst áður en prótein var einangrað. Við einangrun á 
próteinum úr U-266 frumum voru efni höfð á í annað hvort  6 eða 18 klst.  

 

Mæling á frumulifun: 

Við mælingu á frumulifun voru notaðar tvær mismunandi prófanir, MTS og Crystal violet. 

Við MTS voru 100 þúsund frumur (RPMI-8226 og U-266) meðhöndlaðar með ýmist PA eða etanóli í 
styrkjunum 2,5 µg/ml, 5 µg/ml og 10 µg/ml. Einnig var gerð tilraun þar sem frumur voru einnig 
meðhöndlaðar með eða án IL-6. Efni voru höfð á í 24, 48 og 72 klst og svo var ljósgleypni mæld.  
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Við Crystal violet mælingu voru 10 þúsund SK-BR3 frumur meðhöndlaðar með ýmst PA eða etanóli í 
styrkjunum 2,5 µg/ml, 5 µg/ml og 10 µg/ml. Efni voru höfð á í 24, 48 og 72 klst. 

Niðurstöður úr mælingu á frumulifun væri svo hægt að bera saman við niðurstöður úr fyrri 
mælingum á frumulifun þar sem frumur voru meðhöndlaðar með Cerulenin, en gert er ráð fyrir að PA 
hafi svipuð áhrif á frumulifun og Cerulenin.  
 

Hindrun á FAS: 

Við mælingu á FAS-hindrun voru prótein einangruð. Þá voru notaðar mismikið af frumum (500 
þúsund til 2 milljónir), sem voru svo meðhöndlaðar með ýmist PA, CE eða etanóli í styrkjunum 2,5 
µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml eða 20 µg/ml. Efni voru höfð á í 24 klst áður en einangrun fór fram. 

 

Við allar uppsetningar var haft viðmið þar sem engum efnum var bætt á frumurnar.  

3 Niðurstöður 

3.1 Frymisnetsálag 

Þegar frymisnetsálag á sér stað í frumunni  fosfórast próteinið elF2α. Magn frymisnetsálags er metið 
með  próteinþrykki (western blot) með 1° mótefni sem þekkir  p-elF2α (36 kDa) og binst við elF2α ef 
fosfórun hefur átt sér stað.  

Framkvæmd voru þrjú próteinþrykk, á próteinum úr frumulínum U-266 og RPMI-8226. Ein tilraunin 
gaf nothæfar niðurstöður, en við hinar tvær tilraunirnar sáust ekki áberandi bönd svo ekki var hægt 
að draga neina ályktun af þeim myndum. 

Sú prófun sem gaf bestu niðurstöður er sýnd á mynd 3.  

 

 



14 
 

 

Mynd 3: Próteinþrykk. Próteinþrykk með frumulínu U-266, mynd var framkölluð eftir lýsingu í 25 
mín. Sýnum var hlaðið í brunna  í röðinni: 1) 2,5 PA, 2) 5 PA, 3) K, 4) EtOH, 5) 2,5 PA, 6) 5 PA, 7) K, 8) 
EtOH, þar sem í fyrstu 4 brunnum voru efni höfð á í 18 klst og í síðari fjórum brunnum höfðu efni 
verið höfð á í 6 klst. Í brunni 9 má svo sjá stærðarkvarða. K, sem sjá má í brunnum 3 og 7, á við um 
viðmið þar sem frumur voru ekki meðhöndlaðar með neinum aukaefnum, heldur voru einungis 
ræktaðar á æti. p-elF2α er að finna við 36 kDa en það hefur verið merkt inn á myndina. 

 

Eins og sést á mynd 3 eykst frymisnetsálag fyrir 2,5 og 5 µg/ml PA með auknum tíma, það sést því 
bönd verða sterkari við 18 klst miðað við 6 klst. Áhrif etanóls fara aftur á móti  dvínandi með tíma. 
Ætisviðmiðin (K) virðast valda einhverju frymisnetsálagi við báða tímapunkta en það eykst ekki með 
tíma. 

 

Önnur tilraun með U-266 frumum var gerð, sjá mynd 4, þar sem frumur höfðu einnig verið 
meðhöndlaðar með thapsigargini, sem er jákvætt viðmið fyrir frymisnetsálag.  
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Mynd 4: Próteinþrykk. Próteinþrykk með frumulínu U-266, mynd var framkölluð eftir lýsingu í 20 
mín. Sýnum var raðað í brunna í röðinni:  1) 2,5 PA, 2) 5 PA, 3) EtOH, 4) K, 5) Thaps , 6) 2,5 PA, 7) 
EtOH, 8) K, 9) Thaps. Þar sem í fyrstu 5 brunnunum voru efni höfð á í 6 klst og í síðari 4 brunnum voru 
efni höfð á í 18 klst. í brunni 10 má svo sjá stærðarkvarða. K á við um viðmið þar sem frumur voru 
ekki meðhöndlaðar með neinum aukaefnum, heldur voru einungis ræktaðar á æti. p-elF2α er að 
finna við 36 kDa en það svæði hefur verið merkt inn á myndina. 

 

Mynd 4 var ekki nægilega skýr til að niðurstöður þessarar tilraunar teldust nothæfar. Hér sést þó 
vísbending um að eitthvað frymisnetsálag sé til staðar, en það sjást mjög óskýr bönd eftir 6 klst. Engin 
bönd fást eftir 18 klst og ekkert band fæst eftir meðhöndlun með thapsigargin, en teldist eðlilegast 
að það sýndi augljóst band þar sem vitað er að það veldur frymisnetsálagi.  

 

3.2 Hindrun á fitusýrusýnthasa (FAS) 

Ekki náðist að framkvæma mælingar á hindrun á fitusýrusýnthasa (FAS). Við einangrun á próteinum 
úr frumunum fékst ekki nægilegt magn af próteini til að geta framkvæmt ljósmælinguna. Var því 
staðar numið við þann hluta verkefnisins. Gefur þetta hugmynd um að það þurfi heldur meira en 2 
milljónir fruma í hverja einangrun.  

 

3.3 Mæling á frumulifun 

Frumulifun U-266 og RPMI-8226 var mæld með MTS aðferð.  
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Mynd 5: MTS. Frumulifun U-266 mæld með MTS aðferð, meðhöndlun í 24 klst. 

 

Þessi prófun gaf ekki nægilega góðar niðurstöður því sólarhringur er of skammur tími til að hafa áhrif 
á frumufjölgun, þar sem aðdragandinn að frumuskiptingunni tekur um sólarhring. Því var ekki hægt 
að  ákvarða hér áhrif PA á frumufjölgun, svo næst var frumulifun mæld við 24, 48 og 72 klst. 

 

 

Mynd 6: MTS. Frumulifun U-266 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar með 
PA og etanóli í 24 klst. 
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Mynd 7: MTS. Frumulifun U-266 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar með 
PA og etanóli í 48 klst. 

 

 

Mynd 8: MTS. Frumulifun U-266 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar með 
PA og etanóli í 72 klst. 

 

Þessi prófun gefur vísbendingu um að áhrif á frumurnar eykst með auknum styrk af PA. En það sést 
best eftir 48 og 72 klst (myndir 7 og 8), þá hefur lifunarhlutfall eftir meðhöndlun með 10 µg/ml af PA 
minnkað talsvert, eða um 40 %. Aðeins var gerð ein svona tilraun og því er erfitt að draga endanlega 
ályktun eða gera tölfræðipróf, en þetta gefur hugmynd um að PA hefur áhrif á lifunarhlutfall 
frumnanna. 
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Gerð var MTS prófun á RPMI-8226 frumum þar sem þær voru meðhöndlaðar með PA og etanóli og 
einnig ýmist með eða án IL-6. Efni voru höfð á í 24, 48 og 72 klst. 

 

 

Mynd 9: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar 
með PA og etanóli, og ýmist með eða án IL-6. Þessi mynd sýnir lifunarhlutfall eftir 24 klst 
meðhöndlun. 

 

 

 

Mynd 10: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar 
með PA og etanóli, og ýmist með eða án IL-6. Þessi mynd sýnir lifunarhlutfall eftir 48 klst 
meðhöndlun. 
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Mynd 11: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mæld með MTS aðferð. Hér hafa frumur verið meðhöndlaðar 
með PA og etanóli, og ýmist með eða án IL-6. Þessi mynd sýnir lifunarhlutfall eftir 72 klst 
meðhöndlun. 

 

Í þessari tilraun voru frumurnar meðhöndlaðar með IL-6 til þess að örva fjölgun þeirra. Sú örvun sést 
hjá þeim frumum sem meðhöndlaðar voru með etanóli, við tvo lægri styrkina. Við hæsta styrk við 72 
klst meðhöndlun sést að örvunin minnkar talsvert, gæti það stafað af áhrifum etanóls á frumulifun 
við háan styrk.  

Ef litið er á PA, þar sem etanól er haft sem viðmið, hefur PA lítil sem engin áhrif á frumulifun við 72 
klst en við 48 klst sjást lítilsháttar áhrif. Einnig virðist PA draga úr örvun með IL-6 í styrkleikum 2,5 og 
5 µg/ml fyrir 48 og 72 klst ef miðað er við etanól ásamt IL-6. 

Eins og áður segja niðurstöður eftir 24 klst lítið, þar sem frumur eru enn að undirbúa frumuskiptingu. 
Þessi tilraun var einnig gerð einu sinni og því ekki hægt að staðfesta hana né gera tölfræðilega 
úrvinnslu.  
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Áhrif PA og etanóls á frumulifun brjóstaæxlis frumna, SK-BR3, var mæld með Crystal violet aðferð. 
Frumur voru meðhöndlaðar í 24, 48 og 72 klst. Sjá myndir 12-14. 

 

 

Mynd 12: Crystal Violet. Frumulifun SK-BR3 eftir meðhöndlun með PA og etanóli eftir 24 klst.  

 

 

Mynd 13: Crystal Violet. Frumulifun SK-BR3 eftir meðhöndlun með PA og etanóli eftir 48 klst.  
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Mynd 14: Crystal violet. Frumulifun SK-BR3 eftir meðhöndlun með PA og etanóli eftir 72 klst.  

 

Eftir meðhöndlun með PA í 24 og 48 klst sést að PA hefur  áhrif á lifun frumanna á þann hátt að PA í 
styrknum 10 µg/ml veldur frumudauða, en þá minnkar frumufjöldinn um 30 %. Eftir að frumurnar 
hafa náð að vaxa talsvert, eða eftir 72 klst, fara bein áhrif PA á frumufjölgun að segja til sín, eins og 
sést greinilega á mynd 14, og því meiri sem styrkur PA er þeim mun meiri áhrif hefur það og minnkar 
þannig frumufjölgunina.  

Þessi tilraun var einungis framkvæmd einu sinni svo ekki er hægt að staðfesta þessar niðurstöður, en 
þær gefa okkur hugmynd um að PA hefur bein áhrif á frumufjölgunina og veldur frumudauða í hæsta 
styrk sem notaður var. 

 

4 Umræða 

Í þessu verkefni voru gerðar prófanir á þrem mismunandi krabbameinsfrumum, þar sem athugað var 
hvort og með hvaða hætti protolichesterinsýra (PA) hefði áhrif á frumurnar. Skoðaðar voru 
mergæxlisfrumurnar RPMI-8226 og U-266 og brjóstakrabbameinsfrumurnar SK-BR3. Framkvæmt var 
próteinþrykk fyrir elF2α til að ákvarða frymisnetsálag, en prófanir gáfu til kynna að við meðhöndlun 
frumna með PA urðu þær fyrir frymisnetsálagi. Frumulifun var mæld með MTS og Crystal violet 
prófum. MTS próf gaf vísbendingar um að PA hefði áhrif á lifunarhlutfall mergæxlisfrumnanna, en 
Crystal violet sýndi greinileg áhrif sem PA hefur á brjóstakrabbameinsfrumur. Talið var líklegt að PA 
væri hindri fyrir FAS, en ekki náðist að kanna þau áhrif PA.  
Við könnun á frymisnetsálagi var framkvæmt próteinþrykk fyrir elF2α á próteinum úr frumulínum U-
266 og RPMI-8226, sem báðar eru úr mergfrumuæxlum. Einungis tókst ein þessara tilrauna, á U-266 
frumunum, og  sást þar að PA hefur aukin áhrif á frumuna við aukinn tíma og styrk, en áhrif etanóls 
virðist fara dvínandi með tíma. Frumur sem aðeins fengu æti virtust sýna merki um frymisnetsálag 
eftir 6 klst en ekki eftir 18 klst. Hugsanleg skýring er aukalegt álag á frumurnar fyrst eftir að þeim er 
skipt upp. Aðrar tilraunir heppnuðust ekki vel, annað hvort fékkst ekki nóg prótein fyrir 
próteinþrykkið, en þá hafa líklega ekki verið notaðar nógu margar frumur við einangrunina, eða 
myndir sýndu ekki nægilega skýr bönd en þá hefur hugsanlega eitthvað farið úrskeiðis við 
framköllunina.  
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Frumulifun var mæld með MTS aðferð  á mergæxlis frumunum RPMI-8226 og U-266 og með Crystal 
violet  aðferð fyrir SK-BR3 brjóstaæxlisfrumur. Báðar aðferðir meta fjölda lifandi fruma, þar sem MTS 
mælir fjöldann með litun fyrir virkum efnaskiptum en Crystal violet mælir próteinmagn. Við 
meðhöndlun U-266 frumna með PA sást að hækkandi styrkur PA hefur aukin áhrif á frumurnar, en 
eftir meðhöndlun með 10 µg/ml af PA minnkaði lifurnarhlutfallið um 40 %. Þegar frumulifun á RPMI-
8226 frumum var mæld með MTS, voru frumur meðhöndlaðar með PA og etanóli eins og áður en 
einnig voru þær örvaðar með IL-6. PA virtist hafa áhrif á frumulifunina við 48 klst meðhöndlun en lítil 
sem engin áhrif við 72 klst. Örvunin með IL-6 sást við tvo lægri styrki hjá frumum sem meðhöndlaðar 
voru með etanóli,  en við hæsta styrk við 72 klst meðhöndlun sést að örvunin minnkar talsvert og 
gæti það stafað af áhrifum etanóls á frumulifun við háan styrk. Einnig virtist PA draga úr örvun með 
IL-6 í styrkleikum 2,5 og 5 µg/ml fyrir 48 og 72 klst. Á sama tíma var annar aðili að gera MTS mælingar 
á sömu frumum, og notaði einnig til þess PA og IL-6. Þær prófanir sýndu að meðhöndla þurfti 
frumurnar með IL-6 og PA með klst millibili en ekki samtímis, eins og hér var gert, til þess að fá skýrari 
niðurstöður. Einnig gaf MTS mælingin ekki marktækar niðurstöður eftir fyrstu 24 klst þar sem frumur 
eru að undirbúa frumuskiptingu, en mælingin sýndi að frumunum fækkaði ekki við meðhöndlun með 
PA á þessum fyrstu 24 klst. Þegar SK-BR3 frumur voru meðhöndlaðar með PA sáust greinileg áhrif á 
lifun frumnanna, með Crystal violet aðferð. Eftir meðhöndlun með 10 µg/ml PA í 24 og 48 klst sjást 
augljós áhrif á frumulifun, en frumufjöldinn minnkaði um 30 %. Eftir að frumur höfðu fengið að vaxa 
talsvert, eða eftir 72 klst, sáust áhrifin best en þá fækkaði frumum í réttu hlutfalli við aukinn styrk PA. 
Hver þessara tilrauna á frumulifun var einungis framkvæmd einu sinni og því ekki hægt að staðfesta 
niðurstöðurnar, en þær gefa okkur hugmynd um að PA hefur áhrif á frumufjölgunina og veldur 
frumudauða.  
Frumulifun og frumufjölgun hefur áður verið mælt með öðrum aðferðum, þar sem PA hefur verið 
notuð sem hugsanlegur hindri. Sýnt var að PA dró marktækt úr upptöku á geislamerktu thymidíni, en 
það gefur til kynna hömlun á DNA eftirmyndun.  Þegar brjóstaæxlis frumurnar T47-D voru 
meðhöndlaðar með PA minnkaði thymidín upptaka í 50 % af viðmiði við um 3,7 µg/ml sem er þá EC50 
gildi. Búast mætti við að PA hefði svipuð áhrif á SK-BR3 brjóstaæxlis frumurnar.   
Í fyrri rannsóknum hefur verið sýnt hversu háan styrk af PA þarf við meðhöndlun á frumulínum U-266 
og RPMI-8226  til að valda 50 % hindrun á thymidín upptöku (EC50 gildi), fyrir U-266 er það um 3,5 
µg/ml og fyrir RPMI-8226 er það um 1,8 µg/ml. Einnig hefur verið sýnt að PA veldur stýrðum 
frumdauða í RPMI-8226, en 66,9 % frumna deyja við 8 µg/ml og mætti áætla svipuð áhrif á U-266.  Í 
þessum fyrri rannsóknum hefur verið sýnt, með öðrum aðferðum en MTS og Crystal violet, að PA 
hefur áhrif á lifun krabbameinsfruma, en þær rannsóknir styðja niðurstöður okkar úr MTS og Crystal 
violet prófum. 
Áætlunin var að skoða hvort PA væri FAS-hindri, en ekki náðist að framkvæma ljósmælinguna. 
Einungis náðist að einangra prótein úr frumunum, en ekki fékkst nægilegt magn af próteinum fyrir 
ljósmælinguna. Það sýnir að það þarf talsvert meira en 2 milljónir fruma í hverja einangrun. 
Rannsóknir hafa verið gerðar á krabbameins frumum, þar sem tengsl milli frymisnetsálags og FAS-
hindra voru skoðuð. Þær sýndu að FAS-hindrar hafa áhrif á frymisnetsálag í krabbameinsfrumum en 
ekki venjulegum frumum, þar sem krabbameinsfrumur tjá mun meira FAS en aðrar frumur. Þær 
rannsóknir sýndu að krabbameinsfrumur meðhöndlaðar með FAS-hindra sýndu merki um 
frymisnetsálag, eða fosfórun á elF2α. Í þessu verkefni sáum við einnig frymisnetsálag í frumum 
meðhöndluðum með PA sem er vísbending um að PA sé einnig FAS-hindri, eins og sýnt hafði verið í 
fyrri rannsóknum [4]. 
Af niðurstöðum þessa verkefnis má draga þá ályktun að PA hafi áhrif á frumulifun og valdi 
frymisnetsálagi. Tilraunir okkar sýndu að PA olli frymisnetsálagi í U-266 frumum, og bendir það einnig 
til þess að það hafi svipuð áhrif á RPMI-8226 frumur, sem einnig eru mergæxlisfrumur. Erfitt er að 
draga ályktun af MTS prófum, en benda þær til að PA hafi áhrif á lifun frumnanna. Crystal violet 
prófun á brjóstakrabbameins frumunum SK-BR3 sýndi aftur á móti greinilega að PA hefur áhrif á 
lifunarhlutfall með hækkandi styrk. Þessar prófanir voru þó einungis framkvæmdar einu sinni en þær 
eru í samræmi við fyrri rannsóknir og það sem áætlað var í upphafi verkefnis. Einnig benda 
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niðursöður okkar til þess að PA sé FAS-hindri, þar sem PA olli frymisnetsálagi sem hefur áður verið 
tengt við FAS-hindrun. 
Næstu skref væru að nota fleiri frumur bæði í einangrun á próteinum fyrir próteinþrykk og fyrir 
mælingu á PA sem FAS-hindra, og að gera fleiri tilraunir til að staðfesta þær niðurstöður sem fengust í 
þessari tilraun. 
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