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Agrip

[ pessu verkefni voru ahrif protolichesterinsyru (PA) 4 krabbameinsfrumur skodud. Athugad var hvort
PA hefdi dhrif 8 mergaexlisfrumurnar RPMI-8226 og U-266 pannig ad pad ylli frymisnetsalagi, en til
bess var notad préteinprykk par sem fésférun a préteininu elF2a var greind. U-266 frumur syndu
greinilegt frymisnetsalag en ekki fengust fullnaegjandi nidurstédur fyrir RPMI-8226. Frumulifun var
maeld med MTS adferd fyrir mergaexlisfrumurnar en med Crystal violet adferd fyrir
brjdstasexlisfrumurnar SK-BR3. Frumurnar voru pa medhondladar med PA, og sast ad pad hafdi dhrif
a lifun frumnanna. Ekki nadist ad profa hvort PA veeri fitusyrusynthasa (FAS) hindri, en pa er fylgst
med oxun 3 NADPH med ljésmeeli. Adrar rannséknir hafa synt fram a tengsl milli frymisnetsalags og
FAS hindrunar svo liklegt pykir ad PA sé einnig FAS hindri.
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1 Inngangur

1.1 Krabbamein

Krabbamein er samheiti yfir marga sjukddma. beir einkennast af stjdrnlausum og skadlegum vexti
fruma. £xli eru buin til af frumum sem hafa misst faernina til ad setja saman og framleida vefi i réttri
gerd og virkni. bessar frumur hafa glatad peim edlilega eiginleika ad vinna sitt verk af hendi og deyja
sidan. Krabbameinsfrumur halda pvi 4fram ad skipta sér og fjolga stjérnlaust. baer haetta ad virda
edlileg landamaeri likamans og vaxa inn i adra vefi. Einnig hafa paer rika tilhneigingu til ad sa sér til
annarra liffaera og vaxa par. baer geta pvi baedi skadad pad upphaflega liffaeri sem paer uxu i, sem og
onnur liffaeri sem paer sa sér til. Vitad er ad edlilegar frumur hafa i sér forvera svokalladra
krabbameinsgena, p.e. erféavisa sem valda stjérnlausum vexti. Vid virkjun 8 pessum genum getur
krabbameinsmyndun att sér stad, en ymsir paettir geta haft dhrif 8 myndun krabbameins og talid er
ad pad sé blanda af baedi erfda- og umhverfispattum sem hrinda af stad pessari 6heppilegu
atburdaras. Krabbameinsfrumur purfa einnig ad sleppa framhja hinum ymsu 6ryggiskerfum likamans
sem hafa pad verkefni ad eyda skemmdum frumum [ 1, 2].

Brjostakrabbamein er algengasta illkynja mein i konum, og eru adal einkennin hnatur sem er oft
haegt ad finna med pvi ad preifa a brjéstinu. Brjdstakrabbamein hefur verid tengt mérgum
dhaettupdttum svo sem erfda- og umhverfispattum, horménum og naeringu. Hinsvegar hafa um 75%
kvenna med sjukddminn enga pekkta dhaettupaetti. Fair sjukddmar hafa hlotid jafn mikla athygli og
brjéstakrabbamein sidastlidna aratugi og miklum fjarmunum varid til rannsékna a sjukdémnum.
Arangur pessa hefur ekki 14tid 4 sér standa og md segja ad medferd 4 brjéstakrabbameini sé
aratugum 4 undan medferd ymissa annarra krabbameina sem minni athygli hafa fengid.

Medferd brjostakrabbameins er had moérgum pattum, m.a. stigun, tjaningu ymissa patta i aexlinu
baedi hormdna- og vaxtarpatta. Gjarnan er beitt skurd-, geisla-, lyfja-, hormoéna- og 6naemismedferd
ymist einum sér eda saman [2].

Mergaexli (e. myeloma) er illkynja fjélgun eitilfruma i beinmerg. | mergaexlum verdur brenglun &
framleidslu métefna og eitilfrumurnar framleida einstofna métefni, sem eru gagnslaus hvad vardar
Onaemi likamans. Framleidsla & einstofna moétefni er visbending um ad adili hafi i sér mergaexli, og er
notad til greiningar a sjukdédmnum. Tidni mergaexlis eykst med aldri og er sjaldgzeft ad pad greinist i
folki fyrir fimmtugt. Ekki er vitad eins mikid um pessa gerd krabbameins, eins og t.d.
brjéstakrabbamein, en dhaettupaettir eru dpekktir. Liklega koma efnasambdnd, veirur og erfdir vid
sogu, sem og umhverfispaettir eins og fyrir brjdstakrabbamein. Einkenni geta verid mjog margvisleg
en algengt er ad fyrstu einkenni séu verkir i beinum, hatt kalkmagn i blddi, blédleysi, nyrnabilun og
sykingar. Medferd mergaexlis byggir a lyfjamedferd og geislamedferd i voldum tilfellum, og i sumum
tilfellum er beinmergsflutningur radlagdur. Onaemismedferd kann ad vera gagnleg og nylega hefur
medferd med aedahamlandi lyfi (thalidomide) borid arangur. En pau lyf sem hafa synt hvad mestan
arangur er einungis haegt ad gefa i takmorkudum skdmmtum par sem pau valda aukaverkunum og i
flestum sjuklingum verdur afturfor i bata. bessi lyf eru m.a. thalidomide og bortezomib (proteasome
hemill) en verid er ad rannsaka pau og athuga hvada skammtastaerdir henta best og hvort blanda af
lyfjunum virki betur, og einnig er verid ad rannsaka betur stofnfrumumedferd sem hefur synt agaetis
arangur hingad til [2,3].

Vida um heim er unnid otullega ad préun nyrra adferda i barattunni vid krabbamein. Hundrudir nyrra
efnasambanda sem unnin hafa verid Ur nattdrunni eda smidud a rannséknastofum munu a naestu
arum verda reynd 8 ménnum. Adur purfa pessi efni ad sanna sig & krabbameinsfrumum &
rannsoknastofum og i medferd krabbameina i dyrum. Ljést er ad sum pessara nyju lyfja munu ekki
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gagnast moénnum, t.d. vegna 6fyrirsjdanlegra aukaverkana. Hitt er jafnvist ad @ medal peirra leynast
krabbameinslyf framtidarinnar sem munu gera medferd krabbameina enn arangursrikari en han er i
dag.

1.2 Ymis Iyf

Skurdadgerd er si medferd sem almennt hefur synt hvad bestan arangur pegar fjarlaegja parf axli. |
peim tilfellum sem krabbameinid hefur dreift sér um likamann er lyfjamedferd beitt, en
krabbameinslyf geta oft laeknad folk af krabbameini eda i sumum tilfellum haldid pvi i skefjum [4].

Til eru ymis lyf sem hafa mismunandi virkni a@ krabbameins frumuna. pau lyf sem hafa pad hlutverk ad
hindra krabbameinsvoxt hafa ymist ahrif 8 DNA frumunnar t.d. med pvi ad hindra eftirmyndun eda
pau hafa ahrif & vaxtarhring frumunnar t.d. med pvi ad hindra ymis efnaskipti. Pad ad stédva voxt
krabbameinsfruma leidir pzer i styrdan frumudauda [5].

Morg lyf hafa verid einangrud ur pléntum en daemi um pad eru vincristin, vinblastin, taxol og
etoposid. Oll pessi lyf stédva frumuskiptingu, fyrri prju lyfin hafa ahrif & 6rpiplugrind frumunnar sem
er mikilvaegt i frumuskiptingu medan etoposid hindrar virkni topoisémerasa sem er mikilvaegt ensim i
DNA eftirmyndun [6].

1.3 Fléttuefni

Fléttur eru med elstu lifverum jardar og geta vaxid a4 stodum par sem jurtir vaxa ekki og eru pvi oft
landnemar pess svaedis. Fléttur eru hagkveemt sambyli tveggja tegunda sem fléttast saman, dnnur
tegundin er sveppur og hin er greenporungur eda blagerill. Pad er pérungurinn eda blagerillinn sem
aflar fléttunni naeringu med ljdstillifun. Fléttur eru haegvaxta lifverur, sem ekki eru skilgreindar sem
plontur, og hafa litid verid rannsakadar i gegnum tidina pratt fyrir dhugaverda liffraedilega virkni
peirra[ 7].

Unsninsyra er deemi um fléttuefni og er eitt mest rannsakada efni fengid ur fléttum. Rannséknir hafa
synt ad hun hefur bolguhemjandi ahrif, er bakteriudrepandi og jafnvel krabbameinsdrepandi [8].
Ymis énnur fléttuefni hafa verid einangrud og rannsokud sem lyf vid hinum ymsu kvillum, eins og
krabbameini.

1.4 Prétolichesterinsyra (PA)

Ein tegund flétta eru fjallagros og helstu annars stigs efni sem er ad finna i fjallagrosum eru
fumarproétocetrarinsyra og (+)-prétdlichesterinsyra (PA). Prétdlichesterinsyra (CigH3,04, 324,45
g/mol) er alifatiskt annars stigs fléttuefni (a-metylen-y-lakton) sem lifmyndast eftir asetat-maldnat
ferlinum. PA er glaerhvit & hreinu formi og kemur fram i tveimur handhverfum, eftir skipan
sethdpanna i st6dum 3 og 4 & hringnum. [ fjallagrésum er einungis ad finna (+)-handhverfu
prétdélichesterinsyru (sja mynd 1). Heimtur PA Ur fjallagrosum hafa maelst & bilinu 1,4 — 5,3 mg/g par
sem heimturnar fara eftir stadsetningu og s6fnunartima fjallagrasa [9].
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Mynd 1: Efnabygging (+)-prétélichesterinsyru (PA) sem er ad finna i fjallagrosum.

Rannsdknir hafa verid gerdar a lypoxygenasa (LOX ) par sem synt hafa verid fram a tengsl vid
&xlismyndun i mérgum krabbameinsgerdum. Af peirri astaeedu hafa ymis fléttuefni verid skodud sem
LOX hindrar, og hefur PA synt par bestu nidurstédur. En rannséknir hafa synt ad PA hindri badi LOX-5
og LOX-12, sem getur pannig stodvad krabbameins voxt. Ahugavert pykir svo ad sja hvort PA sé
einnig hindri fyrir fitusyru synthasa [10].

1.5 Fitusyru synthasi (FAS)

Efnaskipti krabbameinsfruma eru a ymsan hatt 6lik efnaskiptum annarra frumna likamans, deemi um
bad er uppbygging a fitusyru, par sem fitusyrusynthasi (FAS) hefur par meginhlutverk. FAS myndar
langar fitusyru kedjur ur acetyl-CoA, malonyl-CoA og NADPH, FAS er adal ensimid i myndun 3
fitusyrum en hradatakmarkandi ensimid er acetyl-CoA karboxylasi ,sem breytir acetyl-CoA i malonyl-
CoA. Vid myndun & hverri fitusyru eru nytt 14 ATP og 7 NADPH [ 11].

FAS er tjad i miklu magni i krabbameinsfrumum, og hefur verié tengt sérstaklega vid vondar horfur
sjuklinga med brjésta- og blodruhalskirtilskrabbamein. FAS er ekki tjad i eins miklu magni i 6drum
frumum likamans og pvi hefur verid 16gd dhersla a hindrun a FAS sem medferd gegn krabbameini
[11,12].

Ymsar rannséknir hafa verid gerdar par sem synt var fram 4 ad FAS vaeri mikilvaegt fyrir
krabbameinsfrumur til ad lifa, en pa var préfad ad hindra FAS virkni i peim frumum. Til ad byrja med
var cerulenin, pekktur FAS hindri sem er natturulegt syklalyf framleitt ar sveppnum Cephalosporium
ceruleans, profad og sast ad pad drap krabbameinsfrumur. bad leiddi til framleidslu & C75 sem er litil
sameind sem hindrar FAS, og hafdi par med einnig ahrif & krabbameinsfrumur en C75 olli pé einnig
pyngdartapi. Einnig hefur FAS tjaning fundist i forstigum brjésta-, blodruhalskirtils- og
ristilkrabbameini og hafa pvi FAS hindrar verid skodadir sem forvorn gegn myndun axlis. par hafa
rannsoknir med C75 synt ad pad dregur talsvert Ur vaxtarhrada krabbameinsins. Enn annar FAS hindri
er svo epigallocatechin gallate (EGCG) sem er ad finna i graenu tei. Liklegt er ad C75 og cerulenin valdi
frumudauda krabbameinsfruma vegna aukningar 4 malonyl-CoA og par med aukinni carnitine
palmitoyltransferase-1 (CPT-1) hindrun, en CPT kerfid styrir upptéku langra fitusyru kedja inn i
hvatberan par sem B-oxun fer fram. betta er pad sem veldur pyngdartapi, en Puig et al. syndu ad
EGCG veldur ekki CPT-1 hindrun og par med ekki pyngdartapi, en er pvi liklega akjésanlegri sem FAS-
hindrandi lyf [11,12].

Puig notadi ljésgleypni til ad maela FAS-hindrun, eda minnkun a gleypni vid 340 nm sem verdur vid
oxun a NADPH. bar voru hindrarnir C75 og EGCG préfadir a SK-BR3 brjéstakrabbameinsfrumum. PA
likist mjog C75 og pvi hugsanlegt ad hun hafi einnig FAS hemjandi virkni. Hér verda pvi einnig
skodadar SK-BR3 frumur og paer medhodndladar med PA til ad athuga hvort PA sé hindri fyrir FAS
virkni.



1.6 Frymisnetsélag

Frymisnetid, sem er naest steersta frumuliffeerid a eftir kjarnanum, er pad liffeeri sem hefur stjérn a
rodun og byggingu préteina, lipid og sterdl nymyndun og er kalk geymsla frumunnar [13]. Afmyndud
protein hafa ahrif 4 frymisnetid og geta valdid frymisnetsalagi (e. ER-stress). bPad er margt sem getur
valdid afmyndun prdteina, t.d. ef frumu vantar glukdsa, djafnvaegi i kalk dreifingu yfir
frymisnetshimnuna, aukning 4 prétein uppbyggingu eda seytingu, eda galli i umbroti, flutningi eda
nidurbroti proteina. Allt getur petta valdid frymisnetsalagi. Frumurnar bregdast pannig vid
frymisnetsdlaginu ad paer virkja kerfi sem lagar afmyndudu préteinin, med pvi ad baeta pydingu,
umbrot, flutning og nidurbrot peirra. Ef petta kerfi virkar ekki getur pad valdié frumudauda [14].
Nylegar rannsdknir syna ad frymisnetsalag tengist dnaemissvérunum og ymsum sjukdémum, eins og
krabbameini, sykursyki og taugahrérnunarsjukdémum, en ekki er pé vist hvort frymisnetsalagio sé
adaldsteedan fyrir peim sjukddmum eda hvort pad sé afleiding sjukdémsins [14].

[ krabbameinsfrumum er oft haegt ad greina frymisnetsalag og hefur verid synt ad pad sé hluti af
varnakerfi peirra, sem ver pzar gegn krabbameinsmedferd. Aftur a méti ef eitthvad veldur aukningu i
frymisnetsdlaginu getur pad valdidé frumudauda [15,16]. Langtima frymisnetsalag sem orsakast af
uppsofnun stokkbreyttra proteina eda skyndilegu frymisnetsalagi, sem hefur verid komid af stad med
vidbaettu efni, getur valdié frumudauda [14].

Vid frymisnetsalag verdur fosforun og évirkjun a elF2a, sem er sa pattur sem setur i gang pydingu
proteina [14]. Haegt er ad greina évirkjun a elF2a med proteinprykki (e. Western blot) en pa er notad
1° métefni sem pekkir p-elF2a og binst vid elF2a ef fosférun hefur att sér stad.

1.7 Markmio

Markmid verkefnisins var ad kanna ahrif PA 4 krabbameinsfrumur. Kannad var hvort PA ylli
frymisnetsdlagi i mergaexlis frumum. Notad var til pess proteinprykk med maétefnalitun (e. western
blot) par sem préfad var fyrir fosforun a préteininu elF2a, sem er vidbragd vid frymisnetsalagi. Einnig
atti ad kanna hvort PA hindradi virkni a FAS i brjostazexlisfrumum og nota cerulenin sem jakvaett
viomid.

2 Efni og adferdir

2.1 Frumulinur og frumuraekt

Raektadar voru upp prjar frumulinur sem fengnar voru fra ATCC (American Type Culture Collection).

RPMI-8226 og U-266 eru mergaexlisfrumur sem eru fljétandi i aeti, SK-BR3 eru frumur Ur brjéstazexli

sem loda vid yfirborad.

Frumum var reglulega gefid aukid ati og geymdar i hitaskdp, vid 37°C og og 5 % koltvisyring. SK-BR3
frumum var skipt upp a viku fresti, eda pegar var ordid of pétt um frumurnar svo paer gatu ekki skipt
sér lengur. b4 eru frumur losadar af yfirbordi raektunarflosku med trypsini, skoladar og leystar upp i

nyju eeti.



Tafla 1: Efni. Taflan synir pau efni sem notud voru vid framkvaemd tilrauna.

Efni

Framleidandi

PBS

Blandad & laeknagardi

Protolichesterinsyra (PA)

Ohreint PA fengid 4 Haga (HI) og hreinsad med
HPLC

Etandl

Merck, byskaland

NaVO; (sodium orthovanadat)

Sigma- Aldrich, byskaland

RIPA buffer

Blandad & laeknagardi

RPMI1640 1x52400

Invitrogen, USA

Bradford hvarfefni

Blandad a laeknagardi

Syna studpudi

Invitrogen CA, USA

Merkaptoetandl Sigma- Aldrich, byskaland
20x NUPAGE Keyrslustudpudi Invitrogen CA, USA
Staerdarkvardi Fermentas, Canada

Magic Marker

Invitrogen CA, USA

20 x NUPAGE Faerslu studpudi

Invitrogen CA, USA

Metandl

Sigma- Aldrich, byskaland

Antioxidant

Invitrogen CA, USA

Undanrennu mjdlkurduft

MS Selfossi, island

1° métefni gegn fosfé elF2 a

Cell signaling, USA

anti-kaninu motefni

Cell signaling, USA

ECL (Detection Reagent 1 og 2)

Amersham Biosciences, UK

Trypsin

Becton, Dickinson USA

STI, trypsin hindri

Sigma- Aldrich, byskaland

Acetonitril Sigma- Aldrich, byskaland
Maurasyra Merck, bpyskaland
IL-6 Cell signaling, USA

Thapsigargin

Sigma, UK

CellTiter 96® Aqueous One Solution Reagent

Promega, USA

Crystal Violet

Merck, bpyskaland

Ediksyra

Merck, bpyskaland

2.2 Hreinsun Protolichesterinsyru (PA)

Protolichesterinsyra (PA) hafdi 48ur verid einangrud ur fjallagrosum, en purfti ad hreinsa hana enn
frekar. Vid hreinsun 4 PA var notud vokvaskilja, HPLC. Utbuinn var ferdafasi sem var 90 % acetonitril,
10 % vatn og 0,01 % maurasyra (fumaric acid). Hann var latinn renna i gegnum suluna asamt syni sem
innihélt 5 mg PA, 500 ul metandl og 300 ul ferdafasa. Syni var 1atid renna gegnum suluna og forrit
tengt HPLC gaf toppa vid mismunandi tima. Vid keyrslu PA fékkst augljés toppur vid um 42 minutur
en pad var einmitt PA sem atti ad safna, stuttu sidar kom annar toppur sem var lichesterinsyra sem

var safnad en ekki notad i pessa tilraun.

PA sem var safnad var svo sett i inngufara (e. rotovapor) til ad nd leysinum af. ba var eftir purrt efni,
sem var hreinsad enn frekar med pvi ad leysa pad upp i etandli og inngufad aftur. Eftir stdd pa hrein

protolichesterinsyra.



2.3 Einangrun og meeling proéteins

Frumur voru taldar og settar i raektunarfloskur. Voru pzer svo medhondladar med peim efnum sem
atti vid og latnar standa i hitaskap i fyrirfram adkvedinn tima, sja kaflann Uppsetning tilrauna.

Eftir medhondlun frumna var prétein einangrad og meelt. Frumubléndur voru fluttar dr
raektunarfléskum og yfir i skilvinduglos og skilid vid 4000 rpm i 2 mindtur, ati sogad af. Frumur voru
skoladar med 1 mL af PBS og faerdar yfir i eppendorfglds sem voru skilin nidur vid 5000 rpm i 2
minatur og PBS svo sogad af. Frumur voru svo drepnar med RIPA frumurofs studpuda (sem innihélt
100 mM NaVO; p.e. 0,0184 g/mL RIPA), mikilvaegt er ad RIPA studpudinn sé kaldur pegar frumum er
sundrad og glosin séu hofd a is eftir ad hann hefur verid settur @ frumurnar til ad hindra proteasa
virkni. NaVO; var notad sem hindri fyrir fosfatasa, sem hindrar pannig af-fosférun préteina. Midad
var vid ad nota um 120 pL RIPA studpuda 4 hverjar 5 milljénir fruma. begar RIPA frumurofs studpudi
var latinn & frumurnar var blandan latin standa 4 is i 10 minGtur, svo voru frumurnar hakkadar vel
med ndl og latnar standa aftur i tiu mindatur & is. Frumugrauturinn var svo skilinn vid 14.000 rpm i 20
minutur inni i kaeli. P4 4 protein ad vera i flotinu dsamt RIPA buffernum, sem var pa flutt yfir i 6nnur
eppendorfglos, protein meaelt og geymt i frysti.

Vid prétein maelingu var 5 pL af syni blandad vel saman vid 95 pL af vatni, baett 100 uL Bradford
hvarfefni Gt i, blandad vel. 100 uL af hverju syni svo pipettad i 96 holu bakka og mzeld ljésgleypni.
Notadur var RIPA lysis buffer sem blankur. Préteinmagn er svo haegt ad reikna med jéfnunni
y=40,32x-0,006 par sem x er gleypnin og y er proteinmagn i ug/mL .

Eftir nokkrar einangranir var talid best ad hafa 5 milljonir fruma til ad fa sem mest protein, og hakka
frumur mjog vel. Gaeti einnig verid betra ad setja frumugraut i hlj66bad eftir ad paer h6fdu verid
hakkadar, til ad leysa paer enn betur upp.

2.4 Proteinprykk (e. Western blot)

Préteinmagn synis var maelt eins og fyrr hefur verid lyst (sja Einangrun og maeling préteins) og pannig
ma akvarda raimmal synis sem parf til ad hlada 3 ug af proteini i hvern brunn a geli. Vid hvert syni var
svo beett 2,5 pl synastudpuda, 1 ul af afoxara (merkaptdetandl) og eimudu vatni upp ad 10 pl. Syni
voru svo latin i hitabad vid 70°C i 10 mindtur.

Blondud var keyrslustudpudalausn sem er 40 ml 20x NuPAGE keyrslustudpudi i 760 ml af eimudu
vatni. Brunnar i geli voru skoladir og fylltir med keyrslustudplidanum, svo var synum hladid {
brunnana. Einnig var hladid i sinn hvorn brunninn 5 pl steerdarkvarda, 3 ul Magic Marker og 2,5 ul
synastudpuda i tdma brunna til ad tryggja jafnan rafdratt. Syni voru rafdregin i boxi sem hefur tvo
holf, i minna holfid var komid fyrir gelinu og um 200 ml af keyrslustudpuda asamt 0,5 ml af
andoxunarefni og i staerra holfid for svo um 600 ml keyrslustudpuda. Rafdrattur var framkvaemdur og
keyrt vid 200 V i 35 minutur.

Eftir ad syni hofdu verid rafdregin voru prétein prykkt yfir & himnu. pa var blandadur faerslustudpudi
sem er 25 ml 20x NUPAGE faerslustudpudi, 50 ml metandl, 0,5 ml af andoxunarefni og fyllt upp ad 500
ml med eimudu vatni. Svampar voru lagdir i feerslustudpudan (loftbélur losadar Ur svdmpum), einnig
voru tvo blod af siupappir 16gd i feerslustudplddann en PVDF himna var fyrst 16g6 i metandl i 30 sek og
svo i studpudan i 5 mindtur. ba var radad i blott-hylki eins og sja ma @ mynd 2.

10



(222222022 2022000222902020000222002220002229) 2X svampur
333333333333505555000055555000503550059599)

Filter
£ s Himna
llllIl[llllllllllllIlllllllllIllllllLllIlllll Gel

Filter

Mynd 2: Blott hylki. Myndin synir upprédun filtera, himnu, gels og svampa i blott-hylkinu.

Aftur var synum komid fyrir i rafdrattarboxi, feerslustudpudi for i minna hélfié asamt blott-hylkinu og
vatn i staerra holfid. betta var keyrt vid 30 Vi eina klukkustund.

Eftir blott @ himnu var himnan sett i bat a ruggu og skolud med PBS i 5 minutur og svo blokkad med 5
% mjolk i 0,25 % Tween/PBS i eina klst. & ruggu. PVD himnan er notud pvi hun binst préteinum vel, en
par sem 1° métefnid er prétein parf ad blokka himnuna med préteinum (mjélkinni) svo métefnid
bindist ekki ésértaekt & alla himnuna, heldur einungis peim préteinum sem hofdu 4 sér fosfé-elF2a.
Tween var svo skolad burtu med PBS i 5 minutur. Svo var sett 4 1° moétefni, gegn fosfé elf2a (ar
kaninu), i 5% mjolk/PBS og haft & ruggu vid herbergishita yfir nott.

Daginn eftir var himna pvegin einu sinni i 5 minatur med 0,25 % Tween/PBS og tvisvar i tiu mindtur
med PBS. Svo var sett & himnuna 2° moétefni, anti-kaninu, i 0,25 % Tween/PBS og haft & ruggu i eina
klukkustund. Himna var svo aftur pvegin, einu sinni i 5 min. med 0,25 % Tween/PBS, tvisvar i 10
minatur med PBS og ad lokum einu sinni i 5 min. med vatni.

Blandad var saman 1:1 ECL lausnum (framkollunarvokvi) eda 500 pl af hvoru. Himna var tekin ur
ruggu og perrud og 16g0 a plastfilmu, ECL lausninni er svo dreift yfir alla himnuna og leyft ad vera a i
eina minutu. Himnan er pa perrud aftur og pokkud inn i plastfilmu og mynd framkdllud.

2.5 Hindrun & fitusyrusynthasa (FAS)

Azetlad var ad gera ljésmaelingu til ad athuga hvort PA veeri fitusyrusynthasa hindri, og nota cerulenin
(CE) sem jakvaett viomid fyrir hindrunina. Ekki gafst po naegur timi til ad framkvaema ljdsmaelinguna,
en einangrun préteina var gerd.

Frumur voru ymist medhondladar med PA, CE eda etandli, og voru efnin h6fd a i 24 kist. Frumur voru
losadar af flosku med trypsini, trypsin virknin var svo st68vud med trypsin hindra og frumur skoladar
med PBS, settar i skilvinduglas og spunnar nidur i 3 min vié 2000 rpm. ba var flot sogad af og frumur
pvegnar aftur med PBS og spunnar nidur. Flotid var pd aftur sogad af og frumur endurleystar i 150 pl
af PBS og feerdar i eppendorf glas. Frumur voru svo settar i hlj66bad i 30 min vid 4 °C og spunnar i 15
min vid 4°C til ad losna vid allar agnir ur flotinu. Flotid var hirt og préteinmaeling framkvaemd eins og
aodur (sja kafla um proteinmaelingu).

bvi naest er gleypnibreyting skodud vid 340 nm (37°C) og er pa fylgst med oxun NADPH. Ef FAS
(fitusyrusynthasi) er virkur pa er NADPH oxad til ad framleida palmitat og pa minnkar gleypnin, en ef
eitthvad hindrar FAS pa er ekki gengid 8 NADPH byrgdir frumunnar, og pa minnkar gleypnin ekki.
Inkuberad er 120 pg af syninu i 15 min vid 37 °C i 200 mM af kalium fosfat studpuda (KH,PO,), pH 7,0
til pess ad jafna hitastig lausnar. Syninu er svo baett Ut i hvarflausnin sem inniheldur 200 mM kalium
fosfat buffer (pH 7,0), 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 30 uM Acetyl CoA og 0,24 mM NADPH.
Rummal heildar hvarflaunsar skal vera 0,3 mL. Gleypnin vid 340 nm er svo skodud i 3 min til pess ad
maela bakgrunnsrof fyrir NADPH oxun. bvi naest er 50 uM af malényl CoA beett Gt i og fylgst med
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gleypninni i 10 min til pess ad skoda FAS hada NADPH oxun. Nidurstodur eru sidan leidréttar med
bakgrunnsroéfi fyrir NADPH oxun med acetyl-CoA. Fitysyrusynthasa hindrunin er svo gefin upp sem
nmaél NADPH oxad/min * mg proteins.

Ekki nddist ad framkvaema sidari hluta pessarar tilraunar, en préteineinangrunin gaf ekki naegilegt
magn proteina svo haegt vaeri ad framkvama ljésmaelinguna.

2.6 Meling a frumulifun

Meeld var frumulifun med MTS adferd og Crystal violet, MTS var notad fyrir fljdtandi frumurnar RPMI-
8226 og U-266 en Crystal violet fyrir féstu frumurnar SK-BR3. ba eru frumulausnir ljdsmaeldar eftir
medhondlun.

{ badum tilvikum voru frumur taldar, 100 pusund frumur i hverja holu fyrir MTS en 10 pusund frumur
fyrir Crystal violet. beim var komid fyrir i 96 holu bakka og leyft ad vaxa og festa sig i sélarhring i
hitaskap vid 37°C og 5% CO,. Svo voru frumur medhondladar med peim efnum sem vid 4 og komid
fyrir i hitaskap i pann tima sem dkvedinn var (sja nanar i kaflanum Uppsetning tilrauna).

bpegar MTS adferdin var notud var 20 uL af CellTiter 96® Aqueous One Solution Reagent beett Ut i
brunn, sem innihélt 100 pL af frumulausn asamt vidbaettu efni, 3 kist 4dur en syni voru ljosmaeld.
Gleypni var fengin vid 490 nm og teiknad upp graf sem synir lifun fruma. begar hvarfefninu er baett
uti verdur efnahvarf par sem frumurnar breyta hvarfefninu i formazan sem gefur af sér raud-bridnan
lit. Pvi meiri gleypni sem faest vid ljosmeelinguna pvi fleiri frumur eru 3 lifi, svo minnkun i gleypni
gefur til kynna aukinn frumudauda.

Pegar notast var vid Crystal violet adferdina voru frumulausnir geymdar i hitaskapnum i 24 kist til ad
frumur nai ad festa sig vid botn bakkans. Eftir pann tima er ati sogad af brunnum, skolad med PBS
sem var svo allt sogad af. Svo var 100 pL af 0,25% Crystal Violet baett i hvern brunn og Iatid standa i
10 mindtur, bakkinn var svo skoladur vel med vatni par til allt Crystal violet haféi verid hreinsad af.
Bakkinn var svo geymdur par til allir brunnar voru ordnir purrir, pa var 100 pL af 33% ediksyru baett i
hvern brunn og leyft ad blandast vel i um tiu minutur og svo var gleypnin meeld vid 570 nm i ljdsmeeli.
Aftur var svo teiknad upp graf og lifunarhlutfall akvardad.

2.7 Uppsetning tilrauna

Frymisnetsdlag:

begar maelt var frymisnetsalag frumnanna var framkveemt préteinprykk (western blot) en til pess
purfti fyrst ad einangra prétein dr fumunum.

Vid einangrun prdéteina var notad mismikid magn af frumum (2-5 milljénir), ymist RPMI-8226 eda U-
266. Frumur voru ymist medhondladar med 2,5 ug/ml og 5 pg/ml af PA, 5ug/ml etandli eda 0,1
pumol/I af thapsigargin. RPMI-8226 frumurnar voru svo einnig annad hvort medhondladar med eda an
0,01 pg/ml af IL-6 og voru efni hofd 4 i 16 kist adur en protein var einangrad. Vid einangrun &
proteinum Ur U-266 frumum voru efni h6fd 4 i annad hvort 6 eda 18 kist.

Meeling & frumulifun:
Vid maelingu a frumulifun voru notadar tvaer mismunandi préfanir, MTS og Crystal violet.

Vid MTS voru 100 pusund frumur (RPMI-8226 og U-266) medhondladar med ymist PA eda etandli i
styrkjunum 2,5 pg/ml, 5 ug/ml og 10 pg/ml. Einnig var gerd tilraun par sem frumur voru einnig
medhondladar med eda an IL-6. Efni voru hofd 4 i 24, 48 og 72 klist og svo var ljosgleypni maeld.
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Vid Crystal violet maelingu voru 10 pusund SK-BR3 frumur medhéndladar med ymst PA eda etandli i
styrkjunum 2,5 pg/ml, 5 ug/ml og 10 pg/ml. Efni voru hofd & i 24, 48 og 72 kist.

Nidurstodur Ur meelingu a frumulifun vaeri svo haegt ad bera saman vid nidurstodur ur fyrri
meaelingum a frumulifun par sem frumur voru medhoéndladar med Cerulenin, en gert er rad fyrir ad PA
hafi svipud ahrif & frumulifun og Cerulenin.

Hindrun @ FAS:

Vid maelingu & FAS-hindrun voru prétein einangrud. ba voru notadar mismikid af frumum (500
pusund til 2 milljénir), sem voru svo medhoéndladar med ymist PA, CE eda etandli i styrkjunum 2,5
pug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml eda 20 pg/ml. Efni voru h6fd a i 24 kist 4dur en einangrun fér fram.

Vid allar uppsetningar var haft viomid par sem engum efnum var baett 4 frumurnar.

3 Nidurstdour

3.1 Frymisnetsalag

begar frymisnetsalag 4 sér stad i frumunni fosfdrast proteinid elF2a. Magn frymisnetsdlags er metid
med proéteinprykki (western blot) med 1° métefni sem pekkir p-elF2a (36 kDa) og binst vid elF2a ef
fosférun hefur att sér stad.

Framkvaemd voru prju préteinprykk, & préteinum ur frumulinum U-266 og RPMI-8226. Ein tilraunin
gaf nothaefar nidurstédur, en vid hinar tveer tilraunirnar saust ekki dberandi bond svo ekki var haegt
ad draga neina alyktun af peim myndum.

SuU préfun sem gaf bestu nidurstédur er synd 4 mynd 3.
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Mynd 3: Proteinprykk. Proteinprykk med frumulinu U-266, mynd var framkoéllud eftir lysingu i 25
min. Synum var hladid i brunna i rédinni: 1) 2,5 PA, 2) 5 PA, 3) K, 4) EtOH, 5) 2,5 PA, 6) 5 PA, 7) K, 8)
EtOH, par sem i fyrstu 4 brunnum voru efni h6fd a i 18 kist og i sidari fjérum brunnum hofdu efni
verid hofd & i 6 kist. | brunni 9 ma svo sja steerdarkvarda. K, sem sja ma i brunnum 3 og 7, 4 vid um
viomid par sem frumur voru ekki medhondladar med neinum aukaefnum, heldur voru einungis
raektadar 4 eeti. p-elF2a er ad finna vid 36 kDa en pad hefur verid merkt inn @ myndina.

Eins og sést 8 mynd 3 eykst frymisnetsalag fyrir 2,5 og 5 ug/ml PA med auknum tima, pad sést pvi
bond verda sterkari vid 18 kist midad vid 6 kist. Ahrif etandls fara aftur 4 méti dvinandi med tima.
Atisviomidin (K) virdast valda einhverju frymisnetsalagi vid bada timapunkta en pad eykst ekki med
tima.

Onnur tilraun med U-266 frumum var gerd, sja mynd 4, par sem frumur héfdu einnig verid
medhondladar med thapsigargini, sem er jakvaett viomid fyrir frymisnetsalag.
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Mynd 4: Proteinprykk. Préteinprykk med frumulinu U-266, mynd var framkollud eftir lysingu i 20
min. Synum var radad i brunna i r6dinni: 1) 2,5 PA, 2) 5 PA, 3) EtOH, 4) K, 5) Thaps, 6) 2,5 PA, 7)
EtOH, 8) K, 9) Thaps. bPar sem i fyrstu 5 brunnunum voru efni h6fd & i 6 kist og i sidari 4 brunnum voru
efni hofd a i 18 kist. i brunni 10 ma svo sja steerdarkvarda. K @ vid um vidmid par sem frumur voru
ekki medhondladar med neinum aukaefnum, heldur voru einungis reektadar a zeti. p-elF2a er ad
finna vid 36 kDa en pad svaedi hefur verid merkt inn 8 myndina.

Mynd 4 var ekki naegilega skyr til ad nidurstodur pessarar tilraunar teldust nothaefar. Hér sést pd
visbending um ad eitthvad frymisnetsdlag sé til stadar, en pad sjast mjog dskyr bond eftir 6 kist. Engin
bond fast eftir 18 kist og ekkert band faest eftir medhondlun med thapsigargin, en teldist edlilegast
ad pad syndi augljost band par sem vitad er ad pad veldur frymisnetsalagi.

3.2 Hindrun & fitusyrusynthasa (FAS)

Ekki nddist ad framkveema maelingar a hindrun & fitusyrusynthasa (FAS). Vid einangrun a préteinum
ur frumunum fékst ekki naegilegt magn af proteini til ad geta framkvaemt ljésmaelinguna. Var pvi
stadar numid vid pann hluta verkefnisins. Gefur petta hugmynd um ad pad purfi heldur meira en 2
milljénir fruma i hverja einangrun.

3.3 Meling a frumulifun
Frumulifun U-266 og RPMI-8226 var maeld med MTS adferd.
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Mynd 5: MTS. Frumulifun U-266 meaeld med MTS adferd, medhondlun i 24 kist.

Pessi préfun gaf ekki naegilega gddar nidurstédur pvi sélarhringur er of skammur timi til ad hafa ahrif
a frumufjolgun, par sem addragandinn ad frumuskiptingunni tekur um sélarhring. bvi var ekki haegt
ad akvarda hér ahrif PA & frumufjolgun, svo naest var frumulifun maeld vid 24, 48 og 72 klst.
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Mynd 6: MTS. Frumulifun U-266 maeld med MTS adferd. Hér hafa frumur verid medhéndladar med
PA og etandlii 24 kist.
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Mynd 7: MTS. Frumulifun U-266 maeld med MTS adferd. Hér hafa frumur verid medhoéndladar med
PA og etandli i 48 klst.
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Mynd 8: MTS. Frumulifun U-266 maeld med MTS adferd. Hér hafa frumur verid medhoéndladar med
PA og etandlii 72 klst.

Pessi préfun gefur visbendingu um ad ahrif & frumurnar eykst med auknum styrk af PA. En pad sést
best eftir 48 og 72 kist (myndir 7 og 8), pa hefur lifunarhlutfall eftir medhéndlun med 10 pg/ml af PA
minnkad talsvert, eda um 40 %. Adeins var gerd ein svona tilraun og pvi er erfitt ad draga endanlega
alyktun eda gera tolfraediprof, en petta gefur hugmynd um ad PA hefur ahrif a lifunarhlutfall
frumnanna.
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Gerd var MTS préfun @ RPMI-8226 frumum par sem paer voru medhondladar med PA og etandli og
einnig ymist med eda an IL-6. Efni voru hofd 4 i 24, 48 og 72 kist.
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Mynd 9: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mald med MTS adferd. Hér hafa frumur verid medhdndladar
med PA og etandli, og ymist med eda an IL-6. bessi mynd synir lifunarhlutfall eftir 24 kist
medhondlun.
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Mynd 10: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mzeld med MTS adferd. Hér hafa frumur verid medhondladar
med PA og etandli, og ymist med eda an IL-6. bessi mynd synir lifunarhlutfall eftir 48 kist
medhondlun.
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Mynd 11: MTS. Frumulifun RPMI-8226 mzeld med MTS adferd. Hér hafa frumur verié medhdndladar
med PA og etandli, og ymist med eda an IL-6. Pessi mynd synir lifunarhlutfall eftir 72 klst
medhondlun.

[ pessari tilraun voru frumurnar medhondladar med IL-6 til pess ad 6rva fidlgun peirra. SU 6rvun sést
hja peim frumum sem medhondladar voru med etandli, vid tvo laegri styrkina. Vid haesta styrk vid 72
klst medhondlun sést ad 6rvunin minnkar talsvert, gaeti pad stafad af dhrifum etandls @ frumulifun
vid haan styrk.

Ef litid er a PA, par sem etandl er haft sem vidmid, hefur PA litil sem engin ahrif & frumulifun vid 72
kist en vid 48 kist sjast litilshattar ahrif. Einnig virdist PA draga ur 6rvun med IL-6 i styrkleikum 2,5 og
5 pg/ml fyrir 48 og 72 kist ef midad er vid etandl dsamt IL-6.

Eins og ddur segja nidurstodur eftir 24 kist litid, par sem frumur eru enn ad undirbda frumuskiptingu.
Pessi tilraun var einnig gerd einu sinni og pvi ekki haegt ad stadfesta hana né gera tolfraedilega
arvinnslu.
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Ahrif PA og etandls & frumulifun brjéstazexlis frumna, SK-BR3, var maeld med Crystal violet adferd.
Frumur voru medhoéndladar i 24, 48 og 72 kist. Sja myndir 12-14.
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Mynd 12: Crystal Violet. Frumulifun SK-BR3 eftir medhéndlun med PA og etandli eftir 24 klst.
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Mynd 13: Crystal Violet. Frumulifun SK-BR3 eftir medhondlun med PA og etandli eftir 48 kist.
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Mynd 14: Crystal violet. Frumulifun SK-BR3 eftir medhondlun med PA og etandli eftir 72 kist.

Eftir medhondlun med PA i 24 og 48 kist sést ad PA hefur ahrif 4 lifun frumanna a pann hatt ad PA {
styrknum 10 pg/ml veldur frumudauda, en pa minnkar frumufjéldinn um 30 %. Eftir ad frumurnar
hafa ndd ad vaxa talsvert, eda eftir 72 klst, fara bein ahrif PA a frumufjolgun ad segja til sin, eins og
sést greinilega @ mynd 14, og pvi meiri sem styrkur PA er peim mun meiri ahrif hefur pad og minnkar
pbannig frumufjolgunina.

pessi tilraun var einungis framkvamd einu sinni svo ekki er haegt ad stadfesta pessar nidurstdédur, en
paer gefa okkur hugmynd um ad PA hefur bein ahrif & frumufjélgunina og veldur frumudauda i haesta
styrk sem notadur var.

4 Umrada

i pessu verkefni voru gerdar préfanir & prem mismunandi krabbameinsfrumum, par sem athugad var
hvort og med hvada hzetti protolichesterinsyra (PA) hefdi ahrif & frumurnar. Skodadar voru
mergaexlisfrumurnar RPMI-8226 og U-266 og brjéstakrabbameinsfrumurnar SK-BR3. Framkvaemt var
proteinprykk fyrir elF2a til ad dkvarda frymisnetsdlag, en préfanir gafu til kynna ad vid medhondlun
frumna med PA urdu peer fyrir frymisnetsalagi. Frumulifun var mald med MTS og Crystal violet
profum. MTS préf gaf visbendingar um ad PA hefdi ahrif a lifunarhlutfall mergaexlisfrumnanna, en
Crystal violet syndi greinileg ahrif sem PA hefur a brjéstakrabbameinsfrumur. Talié var liklegt ad PA
veeri hindri fyrir FAS, en ekki nadist ad kanna pau ahrif PA.

Vid kénnun a frymisnetsalagi var framkvaemt préteinprykk fyrir elF2a @ préteinum dr frumulinum U-
266 og RPMI-8226, sem badar eru ur mergfrumuaexlum. Einungis tékst ein pessara tilrauna, 8 U-266
frumunum, og sast par ad PA hefur aukin ahrif & frumuna vid aukinn tima og styrk, en ahrif etandls
virdist fara dvinandi med tima. Frumur sem adeins fengu eeti virtust syna merki um frymisnetsalag
eftir 6 kist en ekki eftir 18 kIst. Hugsanleg skyring er aukalegt dlag a frumurnar fyrst eftir ad peim er
skipt upp. Adrar tilraunir heppnudust ekki vel, annad hvort fékkst ekki nég proétein fyrir
proteinprykkid, en pa hafa liklega ekki verid notadar négu margar frumur vid einangrunina, eda
myndir syndu ekki naegilega skyr bénd en pa hefur hugsanlega eitthvad farid urskeidis vid
framkollunina.
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Frumulifun var maeld med MTS adferd a mergaexlis frumunum RPMI-8226 og U-266 og med Crystal
violet adferd fyrir SK-BR3 brjdstazexlisfrumur. Badar adferdir meta fjolda lifandi fruma, par sem MTS
meelir fjdldann med litun fyrir virkum efnaskiptum en Crystal violet mzelir préteinmagn. Vid
medhondlun U-266 frumna med PA sdst ad haekkandi styrkur PA hefur aukin ahrif & frumurnar, en
eftir medhoéndlun med 10 pg/ml af PA minnkadi lifurnarhlutfallid um 40 %. begar frumulifun 8 RPMI-
8226 frumum var maeld med MTS, voru frumur medhondladar med PA og etandli eins og a6ur en
einnig voru peer 6rvadar med IL-6. PA virtist hafa ahrif & frumulifunina vid 48 klst medhondlun en litil
sem engin ahrif vid 72 kist. Orvunin med IL-6 sast vid tvo laegri styrki hja frumum sem medhdndladar
voru med etandli, en vid haesta styrk vid 72 klst medhondlun sést ad 6rvunin minnkar talsvert og
geeti pad stafad af ahrifum etandls a frumulifun vid hdan styrk. Einnig virtist PA draga Ur 6rvun med
IL-6 { styrkleikum 2,5 og 5 ug/ml fyrir 48 og 72 klst. A sama tima var annar adili ad gera MTS maelingar
a somu frumum, og notadi einnig til pess PA og IL-6. baer préfanir syndu ad medhondla purfti
frumurnar med IL-6 og PA med kist millibili en ekki samtimis, eins og hér var gert, til pess ad fa skyrari
nidurstodur. Einnig gaf MTS maelingin ekki marktaekar nidurstédur eftir fyrstu 24 klst par sem frumur
eru ad undirbua frumuskiptingu, en maelingin syndi aé frumunum faekkadi ekki vid medhondlun med
PA a pessum fyrstu 24 kist. begar SK-BR3 frumur voru medhoéndladar med PA saust greinileg ahrif 4
lifun frumnanna, med Crystal violet adferd. Eftir medhondlun med 10 pug/ml PA i 24 og 48 kist sjast
augljos ahrif @ frumulifun, en frumufjéldinn minnkadi um 30 %. Eftir ad frumur h6fdu fengid ad vaxa
talsvert, eda eftir 72 kist, sdust ahrifin best en pa faekkadi frumum i réttu hlutfalli vid aukinn styrk PA.
Hver pessara tilrauna a frumulifun var einungis framkvaemd einu sinni og pvi ekki haegt ad stadfesta
nidurstoédurnar, en peaer gefa okkur hugmynd um ad PA hefur ahrif & frumufjélgunina og veldur
frumudauda.

Frumulifun og frumufjélgun hefur adur verid maelt med 6drum adferdum, par sem PA hefur verid
notud sem hugsanlegur hindri. Synt var ad PA dré marktaekt Ur upptdku a geislamerktu thymidini, en
bad gefur til kynna hdmlun @ DNA eftirmyndun. begar brjéstazexlis frumurnar T47-D voru
medhondladar med PA minnkadi thymidin upptaka i 50 % af vidmidi vid um 3,7 ug/ml sem er pa ECs,
gildi. Buast maetti vid ad PA hefdi svipud ahrif & SK-BR3 brjdstazexlis frumurnar.

[ fyrri rannséknum hefur verid synt hversu haan styrk af PA parf vid medhdndlun & frumulinum U-266
og RPMI-8226 til ad valda 50 % hindrun & thymidin upptoku (ECsq gildi), fyrir U-266 er pad um 3,5
ug/ml og fyrir RPMI-8226 er pad um 1,8 pg/ml. Einnig hefur verid synt ad PA veldur styrdum
frumdauda i RPMI-8226, en 66,9 % frumna deyja vid 8 pg/ml og maetti daetla svipud ahrif 4 U-266. |
pessum fyrri rannséknum hefur verid synt, med 6drum adferdum en MTS og Crystal violet, ad PA
hefur ahrif 4 lifun krabbameinsfruma, en paer rannsdknir stydja nidurstodur okkar ur MTS og Crystal
violet préfum.

Azetlunin var ad skoda hvort PA vaeri FAS-hindri, en ekki nadist ad framkvaema ljésmaelinguna.
Einungis nadist ad einangra prétein Ur frumunum, en ekki fékkst naegilegt magn af proteinum fyrir
ljésmaelinguna. Pad synir ad pad parf talsvert meira en 2 milljénir fruma i hverja einangrun.
Rannsdknir hafa verid gerdar & krabbameins frumum, par sem tengsl milli frymisnetsalags og FAS-
hindra voru skodud. bzer syndu ad FAS-hindrar hafa ahrif 4 frymisnetsdlag i krabbameinsfrumum en
ekki venjulegum frumum, par sem krabbameinsfrumur tja mun meira FAS en adrar frumur. baer
rannsoknir syndu ad krabbameinsfrumur medhdndladar med FAS-hindra syndu merki um
frymisnetsalag, eda fosférun & elF2a. [ pessu verkefni sdum vid einnig frymisnetsalag i frumum
medhondludum med PA sem er visbending um ad PA sé einnig FAS-hindri, eins og synt hafdi verid i
fyrri rannséknum [4].

Af nidurstodum pessa verkefnis ma draga pa alyktun ad PA hafi ahrif & frumulifun og valdi
frymisnetsalagi. Tilraunir okkar syndu ad PA olli frymisnetsalagi i U-266 frumum, og bendir pad einnig
til pess ad pad hafi svipud ahrif 8 RPMI-8226 frumur, sem einnig eru mergaxlisfrumur. Erfitt er ad
draga alyktun af MTS préfum, en benda peer til ad PA hafi ahrif & lifun frumnanna. Crystal violet
profun & brjéstakrabbameins frumunum SK-BR3 syndi aftur & méti greinilega ad PA hefur ahrif a
lifunarhlutfall med haekkandi styrk. bessar préfanir voru poé einungis framkvamdar einu sinni en paer
eru i samraemi vid fyrri rannséknir og pad sem aesetlad var i upphafi verkefnis. Einnig benda
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nidursodur okkar til pess ad PA sé FAS-hindri, par sem PA olli frymisnetsalagi sem hefur adur verid
tengt vid FAS-hindrun.

Naestu skref veeru ad nota fleiri frumur baedi i einangrun a préteinum fyrir préteinprykk og fyrir
meelingu 4 PA sem FAS-hindra, og ad gera fleiri tilraunir til ad stadfesta paer nidurstédur sem fengust i
pessari tilraun.

23



5 pakkir
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rannsoknarstofu.

Einnig vil ég pakka Gudmundi G. Haraldssyni fyrir adstod vid skyrsluskrif og 6llum 68rum sem
adstodudu mig vid petta verkefni.
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