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ÁGRIP 

Stýrandi áhrif þátta og hreinna efna úr íslenskum b irkiberki ( Betula 
pubescens) á ónæmissvör angafrumna in vitro 
 

Inngangur: Birkibörkur hefur lengi verið notaður í alþýðulækningum til 

meðhöndlunar á ýmsum kvillum. Í birkiberki er að finna trítrepena í ríkum mæli 

og hafa þeir sýnt áhugaverða virkni á ónæmissvör. Fyrri rannsóknir hafa sýnt að 

birkibarkar úrdráttur og þættir hafa bælandi áhrif á ræsingu angafrumna in vitro. 

Markmið: Markmið verkefnisins var að nota lífvirknileidda þáttun til að finna og 

greina efnasambönd úr Betula pubescens og rannsaka frekari stýrandi áhrif 

þátta og hreinna efna sem finnast í birkiberki á þroska angafrumna. 

Aðferðir: Birkibörkur var úrhlutaður og þáttaður með fjórum þáttunaraðferðum; 

VLC, SPE, magnbundnu-HPLC. Angafrumur voru ræktaðar með eða án þátta 

eða hreinna efna (betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra) og áhrif þeirra á 

ræsingu þeirra metin með því að mæla tjáningu yfirborðssameinda í 

frumuflæðisjá og boðefnaseytingu með ELISU mælingum. Nokkrir útvaldir þættir 

sem fengust eftir SPE voru prófaðir í in vitro angafrumulíkani til að ákvarða 

hvaða þátt/þætti ætti að nota í áframhaldandi þáttanir.  

Niðurstöður:  Við skimun í in vitro angafrumulíkani á útvöldum þáttum sem 

fengust eftir SPE var ákveðið að halda áfram að þátta Bp3.4. Áhrif þáttanna 

sem fengust við það (Bp3.4.1 – Bp3.4.11) og fjögurra hreinna tríterpena sem 

finnast í birkiberki (betúlín, betúlínsýru, lúpeól og óleanólínsýru) voru prófuð í in 

vitro angafrumulíkani og kom í ljós að angafrumur sem voru ræktaðar með 

öllum þáttunum og hreinu efnunum drógu úr seytingu IL-12p40 og IL-6. 

Þunnlagsgreinig sýndi að Bp3.4.1 – Bp3.4.11 innihéldu m.a. tríterpenana 

betúlín, betúlínsýru, lúpeól og óleanólínsýru. 

Umræða og ályktanir: Rannsóknin hefur sýnt fram á að birkibarkar þættir geti 

hugsanlega haft bólguhemjandi áhrif og mögulega nýst til meðhöndlunar á 

ýmsum sjálfsofnæmissjúkdómum eins og liðagigt. Næstu skref eru að 

efnagreina öll helstu innihaldsefni virkra þátta og staðla þann efnaþátt sem er 

virkastur eða einangra virka efnasambandið og prófa í áframahaldandi 

rannsóknum, t.d. í dýralíkönum. 
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ABSTRACT  

Moduleating effects of fractions and pure compounds  from Icelandic birch 
bark ( Betula pubescens) on immune responses in dendritic cells in vitro 
 

Introduction: Birch bark has been used for a long time in traditional medicine 

as a treatment of various disorders. Within birch bark are high quantities of 

triterpenes which have demonstrated interesting effects on immune responses. 

Previous studies have shown that birch bark extract and fractions have 

suppressing effects on the stimulation dendritic cells in vitro. 

Objective: The objective of this study was to use bioguided fractionation to 

isolate and analyse the chemical constituents of Betula pubescens and to 

analyse the effects of fractions and pure compounds from birch bark on the 

maturation of dendritic cells.  

Methods: Birch bark was separated and fractionized with VLC, SPE and 

preparative-HPLC. Dendritic cells were cultured with or without fractions or 

standards (betulin, betulinic acid, lupeol and oleanolic acid) and the effects on 

their maturation determined by measuring the expression of surface molecules 

by flow cytometry and cytokine secretion by ELISA. Chosen fractions obtained 

by SPE were tested in in vitro dendritic cell model to determine which fraction(s) 

should be used for further fractionation.  

Results: Following screening chosen fractions, obtained by SPE, in the in vitro 

dendritic cell model preformed on, it was decided to fractionate Bp3.4 further. 

The effects of the fractions obtained (Bp3.4.1 – Bp3.4.11) and pure materials 

from birch bark (betulin, betulinic acid, lupeol and oleanolic acid) on dendritic 

cell maturation was assessed and found to reduce the secretion of IL-12p40 

and IL-6. The TLC showed that Bp3.4.1 – Bp3.4.11 contain the triterpenes 

betulin, betulinic acid, lupeol and oleanolic acid among other things. 

Discussion and conclusions: The study has shown that birch bark fractions 

could possibly have anti-inflammatory effects and be used as a treatment for 

various autoimmune diseases, such as arthritis. The next steps are to analyse 

all major compounds of the active fractions and standardize the most active 

fraction or isolate the active compound and test further, e.g. in an animal model. 
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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR 

 

ANOVA  e. Analysis of variance 

Bp   Betula pubescens þáttur 

BpEE   Betula pubescens etanól úrdráttur 

BSA   e. Bovine serum albumin 

CCR   Flakkboðaviðtaki (e. chemokine receptor) 

CCL   Flakkboðar (e. chemokine ligand) 

DMSO  Dímetýl súlfoxíð (e. Dimethyl sulfoxide) 

EDTA   Etýlenedíamín tetra ediksýra 

ELISA   e. Enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS   Frumuflæðisjá (e. fluorescence-activated cell sorter) 

FCS   e. Foetal calf serum 

GM-CSF  e. Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

HPLC Háþýstivökvagreinir (e. high performance liquid 

chromatograph) 

IFN   Interferón 

Ig   e. Immunoglobulin 

IL   Interleukin 

LPS   Fitufjölsykra (e. lipopolysaccharide) 

MACS   Magnetic activated cell sorting 

MC   Mónócýtar (e. monocytes) 

MHC   Vefjaflokkasameindir (e. major histocompatibility complex) 

NGS   e. Normal goat serum 

NK cells  Náttúrulegar drápsfrumur (e. natural killer cells) 

óþAF   Óþroskaðar angafrumur (e. immature dendritic cells, imDC) 

PAMP  Endurtakanleg sameindamunstur (e. pathogen-associated 

molecular patterns) 
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PRR  Viðtaki fyrir sameindamunstur (e. pattern recognition 

receptor) 

SPE   Fastfasa súluskiljun (e. solid phase extraction) 

TCR   T frumu viðtaki (e. T cell receptor)   

TLC   Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography) 

TLR   Toll-líkir viðtakar (e. toll-like receptors) 

TNF   Æxlisdrepandi þáttur (e. tumour necrosis factor) 

Treg frumur  T bælifrumur (e. regulatory T cells) 

VLC Vökvagreining undir lofttæmi (e. vacuum liquid 

chromatography) 

þAF   Þroskaðar angafrumur (e. mature dendritic cells, mDC) 
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1.  INNGANGUR 

 

1.1 Náttúruefni 

Náttúran hefur lengi verið ein helsta og dýrmætasta uppspretta lyfja enda hefur 

hún að geyma margs konar efni sem hafa fjölbreytta lífvirkni sem hægt er að 

nýta á einn eða annan hátt til lyfjagerðar (Ji, Li og Zhang, 2009). Snemma í 

lækningasögu mannsins var byrjað að rannsaka lækninga- og eituráhrif planta 

og annarra lífvera. Þessar rannsóknir hafa leitt til frekari þekkingar sem við 

nýtum okkur enn í dag. Má þar nefna að meira en helmingur lyfja á markaði 

eiga rætur sínar að rekja á einn eða annan hátt til náttúruefna (Gordaliza, 2007) 

og um 60% krabbameinslyfja eru af náttúrulegum uppruna (Cragg og Newman, 

2005; Gordaliza, 2007). 

 

Efni sem eru einangruð úr náttúrunni kallast náttúrefni (e. natural products). 

Náttúruefni eru skilgreind sem heil lífvera líkt og örvera, planta eða dýr, hluti úr 

lífveru svo sem börkur af plöntu eða einangrað líffæri úr dýri, úrdrættir (e. 

extracts) úr lífveru og sem hrein efni einangruð úr lífverum (Samuelsson og 

Bohlin, 2009). 

 

Þrátt fyrir að náttúran sé ein mikilvægasta uppspretta nýrra lyfjaefna hafa mörg 

stór lyfjafyrirtæki lagt niður náttúruefnarannsóknir. Ástæðurnar eru m.a. að 

einangrun getur verið vandasöm og tímafrek, heimtur eru oft litlar og erfitt getur 

verið að afla nægs efniviðar (Wang, Hao og Chen, 2007). Það eru þó miklir 

möguleikar á að finna ný lyfjaefni í náttúrunni því að hlutfall virkra efna er hærra 

en úr smíðuðum efnasamböndum. Einnig hefur minna en 10% af þeim 

tegundum sem lifa á jörðinni verið prófaðar fyrir lífvirkni og því er helsta 

áskorunin að nálgast þessi fýsilegu náttúruefni sem bíða eftir að vera uppgötvuð 

(Harvey, 2000). 
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1.2 Birki, Betula pubescens Ehrh.  

Á Íslandi eru skráðar um 452 tegundir villtra blómplantna sem skipta má í 

tvíkímblöðunga, einkímblöðunga og berfrævinga og er birki tvíkímblöðungur 

(Kristinsson, 2012). Um fimmtíu tegundir birkis er að finna innan Betula L. 

ættkvíslarinnar og eru þær dreifðar um temprað norðurhvel jarðar. Þrjár tegundir 

er aðallega að finna í Evrópu; silfurbirki (B. pendula Roth.), dvergbirki (B. nana 

L.) og ilmbjörk eða fjallabirki (B. pubescens Ehrh.) (Anamthawat-Jónsson og 

Thórsson, 2003; Jónsson, 2004). Flokkun ilmbjarkar má sjá í töflu 1. 

 

Tafla 1. Flokkun ilmbjarkar eftir tvínafnakerfinu ( United States Department 
of Agriculture, e.d.). 

Flokkunarfræði 

Ríki Jurtaríki (e. Plantae) 

Fylking Dulfrævingar / Blómaplöntur (e. Magnoliophyta) 

Flokkur Tvíkímblöðungar (e. Magnoliopsida) 

Ættbálkur Beykiættbálkur (e. Fagales) 

Ætt Bjarkarætt (e. Betulaceae) 

Ættkvísl Birki (e. Betula L.) 

Tegund Ilmbjörk (e. Betula pubesens Ehrh.) 

 

Ilmbjörk er dreifð um mestan hluta Asíu og Evrópu fyrir utan nyrstu og syðstu 

svæðin og er hún ríkjandi í Norður- og Vestur-Evrópu. Þá er ilmbjörkin algeng á 

Íslandi þar sem hún er eina trjátegundin sem myndar náttúrulega skóga frá 

ströndum og upp í 600 metra hæð yfir sjávarmáli (Anamthawat-Jónsson og 

Thórsson, 2003; Kristinsson, 2012; Linkosalo o.fl., 2010). Útbreiðsla birkisins á 

Íslandi má sjá á mynd 1. 
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Mynd 1. Útbreiðsla birkis á Íslandi (Náttúrufræðist ofnun Íslands, 2012). 
 

Birkiskógar eru taldir hafa þakið um 30% landsins við landnám en í dag þekja 

þeir einungis í kringum 1% landsvæðis, eða um 1250 km2 (Anamthawat-

Jónsson og Thórsson, 2003; Jónsson, 2004; Levanic og Eggertson, 2008; 

Thórsson, Pálsson, Sigurgeirsson og Anamthawat-Jónsson, 2007). Þessi 

gífurlega fækkun birkis átti sér helst stað á tímabilinu 1600-1900 og má rekja 

það til loftslagsbreytinga, sauðfjárbeitar og skógarhöggs (Jónsson, 2004; 

Levanic og Eggertson, 2008). Birkið finnst nú einna helst í skjóli í dölum á 

láglendinu og svæðum sem varin eru fyrir sauðfjárbeit (Levanic og Eggertson, 

2008). 

 

Á Íslandi er frjóvgunartími ilmbjarkar í byrjun júní. Birtubreytingar hvetja þroskun 

og þegar hún hefst er hún hvött áfram með hlýju loftslagi. Frævurnar verða 

frjóar einum degi áður en fræflarnir á sama tré byrja að losa frjókorn sem ýtir 

undir frjóvgun frá öðrum trjám (Linkosalo o.fl., 2010). Líkur á blöndun milli 

tegunda eykst við þetta. Á Íslandi er þó nokkuð um blöndun tegunda  (um 10% 

trjáa) einkum á milli ilmbjarkar og dvergbirkis (Anamthawat-Jónsson og 

Thórsson, 2003; Thórsson o.fl., 2007). Blendingarnir hafa svipgerð bæði til 

ilmbjarkar og dvergbirkis, sérstaklega hvað varðar lögun laufa (Anamthawat-

Jónsson og Thórsson, 2003; Thórsson o.fl., 2007). 
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Ilmbjörk er hægvaxandi tré sem getur orðið allt að 12 m að hæð, 30 cm í 

þvermál og yfir 100 ára gömul (Jónsson, 2004). Stærstur hluti (80%) þess birkis 

sem vex hér á landi er þó undir 2 m á hæð. Umhverfisþættir líkt og snjóþyngsli, 

ástand jarðvegar og vindur hafa áhrif á svipgerð trjánna. Þau eru gjarnan 

hlykkjótt sem gerir það að verkum að hæð trésins er oft mun lægri en lengd 

bolsins (Jónsson, 2004; Thórsson o.fl., 2007). Hæð ilmbjarkar fer eftir 

vaxtarhraða, ævilengd og vaxtarlagi trjánna en meðal sumarhiti hefur ekki áhrif 

þar á þrátt fyrir að hann hafi jákvæð áhrif á vöxt birkisins ásamt blautum vetrum 

(Jónsson, 2004; Levanic og Eggertson, 2008). Vaxtartímabil plantnanna er frá 

júní og út ágúst og á þeim tíma bera tréin lauf (Thórsson o.fl., 2007). 

 

 

1.3 Efnainnihald í birkiberki 

Efnasamsetning birkitegunda er svipuð en magn innihaldsefna getur verið 

mismunandi milli tegunda. Þeir þættir sem hafa áhrif á efnasamsetninguna geta 

verið margvíslegir t.d. aldur og umhverfisþættir s.s. loftslag og jarðvegur 

(Abyshev, Agaev og Guseinov, 2007). Efnainnihald ilmbjarkar hefur ekki verið 

rannsakað til hlítar og því má vera að efnasamsetning íslenskrar ilmbjarkar sé 

öðruvísi en í björkum sem vaxa í öðrum löndum. 

 

Börkur ilmbjarkar samanstendur af innri og ytri berki og inniheldur hann 

fjölbreytt lífvirk efni s.s. terpena, flavonóíða, kolvetnissambönd, fjölfenóla, 

tannín, steróla og metýlsalisílat (Abyshev o.fl., 2007; Freysdottir o.fl., 2011). 

Lyfjaiðnaðurinn hefur sérstakan áhuga á nokkrum þessara efnasambanda, 

einkum tríterpenum (Abyshev o.fl., 2007; Krasutsky, 2006) og auk þess hefur 

birkibörkur lengi verið notaður í alþýðulækningum víða um heim til 

meðhöndlunar á ýmsum sjúkdómum svo sem húðkvillum, gigt og til 

verkjastillingar (Krasutsky, 2006).  

 



  

5 

 

1.3.1 Terpenar 

Terpenar eru stærsti efnaflokkur náttúruefna með yfir 40.000 mismunandi 

sameindir og fleiri uppgötvaðar á hverju ári (Roberts, 2007; Thoppil og 

Bishayee, 2011). Grunneining terpena kallast ísópren og er samsett úr fimm 

kolefnasameindir. Terpenar sem finnast í plöntum myndast út frá tveimur 

lífmyndunarferlum; ísópentenýl dífosfat ferli eða glýseraldehýð fosfat ferli (sjá 

mynd 2) (Roberts, 2007). Seskvíterpenar og tríterpenar myndast út frá 

ísópentenýl dífosfat ferlinu en mónóterpenar, díterpenar og tetraterpenar 

myndast út frá glýseraldehýð dífosfat ferlinu (Rodríguez-Concepción og 

Boronat, 2002). 

 

Mynd 2. Lífmyndun terpena . Ísópentenýl dífosfat (IPP) og dímetýlallýl 
dífosfat (DMAPP) mynda forefni terpensambanda; mónó terpen forefnið 
geranýl dífosfat (GPP), seskvíterpen forefnið farne sýl dífosfat (FPP) og 
díterpen forefnið geranýlgeranýl dífosfat (GGPP). T vær sameindir af FPP 
mynda tríterpen forefnið skvalen og tvær sameindir af GGPP mynda 
tetraterpena (mynd aðlöguð úr Roberts, 2007). 
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1.3.1.1 Tríterpenar 

Tríterpenar eru algengasti hópur náttúrulegra annars stigs efna og hefur verið 

áætlað að meira en 20.000 tegundir sé að finna í náttúrunni (Bishayee, Ahmed, 

Brankov og Perloff, 2011). Þeir eru myndaðir úr sex ísópreneiningum með 30 

kolefnissameindum (Roberts, 2007). Algengasta byggingagerð tríterpena er 

fimmhringja bygging og má þar nefna grunnbyggingarkjarnana lúpan, óleanan 

og úrsan (sjá mynd 3) (Jäger, Trojan, Kopp, Laszczyk og Scheffler, 2009). 

 

Mynd 3. Efnabygging lúpan, óleanan og úrsan. 

 

Almennt er talið að tríterpenar gegni varnarhlutverki, þ.e. verji plöntur fyrir 

sjúkdómsvaldandi örverum. Þessi eiginleiki, ásamt því að tríterpenar eru 

almennt taldir vera lítið eitraðir, gerir það að verkum að þeir eru spennandi 

efnasambönd sem heillandi er að rannsaka frekar og gætu þeir hugsanlega 

þróast yfir í áhugaverða lyfjasprota (Krasutsky, 2006). 

 

Tríterpenar finnast í ríkum mæli í birkiberki og þá sérstaklega þeir sem eru með 

fimmhringja byggingu. Þeir tríterpenar í birkiberki sem hlotið hafa mesta athygli 

vegna lífvirkni eru betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra (Abyshev o.fl., 

2007; Krasutsky, 2006). Sýnt hefur verið fram á að bæði birkibarkar úrdrættir og 

einangraðir tríterpenar úr birkiberki hafa breiða lífvirkni in vitro og in vivo. Má þar 

nefna krabbameins-, veiru-, bakteríu- og sveppahemjandi áhrif, HIV-hemjandi 

verkun, bólgueyðandi áhrif, nýrna- og lifrarverndandi áhrif og til notkunar gegn 

iktsýki, sykursýki og hjartasjúkdómum (Krasutsky, 2006). 
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1.3.1.1.1 Betúlín 

Betúlín finnst víða í náttúrunni og þá einkum í birkiberki. Efnið er meðal elstu 

náttúruefna sem einangruð voru en það var fyrst árið 1788  (Krasutsky, 2006; 

Patočka, 2003). Efnabyggingu þess (sjá mynd 4) var svo lýst nákvæmlega árið 

1952 (Patočka, 2003). 

 

Mynd 4. Efnabygging betúlíns.  
 

Þetta vatnsfælna efni er aðallega að finna á kristölluðu formi í ytra lagi 

barkarins. Birkibarkar úrdráttur og betúlín hafa bæði verið notuð í fæðubótarefni 

og í snyrti-, hár-, tann- og húðvörur. Niðurstöður in vitro og in vivo rannsókna 

benda til þess að betúlín búi yfir margskonar lífvirkni. Má þar nefna 

krabbameins-, veiru-, bakteríu- og sveppahemjandi áhrif (Krasutsky, 2006; 

Patočka, 2003). Krabbameinshemjandi virkni betúlíns er þó ekki mikil, en 

afleiður þess eru hins vegar mun virkari (Krasutsky, 2006). 

 

1.3.1.1.2 Betúlínsýra 

Betúlínsýra (sjá mynd 5) er afleiða betúlíns og finnst í litlu magni í náttúrunni 

(Patočka, 2003) en þó einna helsta í birkiberki (Krasutsky, 2006). 
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Mynd 5. Efnabygging betúlínssýru.  
 

Betúlínsýra og afleiður hennar eru mjög lífvirk efni og hafa rannsóknir á virkni 

þeirra vakið áhuga fræðimanna og lyfjaframleiðenda (Krasutsky, 2006; Patočka, 

2003). Niðurstöður in vitro og in vivo rannsókna hafa sýnt fram á að betúlínsýra 

hefur sértæk áhrif á krabbameinsfrumur og því fýsilegur kostur sem mögulegt 

krabbameinslyf fyrir menn í framtíðinni (Mertens-Talcott o.fl., í prentun; Fulda, 

2008). Aðrar in vitro rannsóknir hafa sýnt fram á að betúlínsýra og afleiður 

hennar virðast verja ónæmisfrumur mannsins fyrir árás HIV veira (Aiken og 

Chen, 2005; Mayaux o.fl., 1994). 

 

1.3.1.1.3 Lúpeól 

Lúpeól (sjá mynd 6) er að finna í ýmsum lækingajurtum, grænmeti og ávöxtum, 

líkt og í mangó, ólífum og fíkjum (Krasutsky, 2006; Saleem, 2009). 

 

Mynd 6. Efnabygging lúpeóls.  
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Lúpeól er fitusæknasti tríterpeninn í ytra lagi birkibarkar (Krasutsky, 2006). 

Lúpeól og afleiður þess hafa verið greind sem aðal virku innihaldsefnin í 

nokkrum lækningajurtum. Þessi efni eru mjög lítið eitruð og benda in vitro og in 

vivo rannsóknir til ýmiss konar lífvirkni eins og t.d. bólgueyðandi áhrifa, til 

notkunar gegn iktsýki, sykursýki og hjartasjúkdómum, nýrna- og lifrarverndandi 

áhrif og gegn ýmsum krabbameinum (Krasutsky, 2006; Saleem, 2009). Lúpeól 

hefur víða verið notað í ýmis konar húðvörur, annars vegar til að minnka ertingu 

í húð og hins vegar til að koma í veg fyrir öldrun húðar. Auk þess hefur því verið 

haldið fram að lúpeól hafi áhrif á ýmsa aðra húðkvilla og er það bæði notað sem 

fyrirbyggjandi og til meðhöndlunar á þeim (Krasutsky, 2006). 

 

1.3.1.1.4 Óleanólínsýra 

Óleanólínsýra (sjá mynd 7) finnst í tiltölulega lágum styrk í birkiberki og telst 

hann því ekki vera hentug náttúruafurð til framleiðslu á óleanólínsýru. Þennan 

tríterpen er þó hægt að finnst í öðrum plöntutegundum líkt og Syzygium 

guineense, Lythrum salicaria, Rosa woodii og Prosopis glandulosa (Krasutsky, 

2006). 

 

Mynd 7. Efnabygging óleanólínsýru.  
 

In vitro og in vivo rannsóknir á óleanólínsýru benda til þess að hún hafi bakteríu- 

og veiruhemjandi áhrif (Krasustsky, 2006), lifrarverndandi áhrif (Liu, 2005), 

bólgueyðandi virkni og krabbameinshemjandi áhrif (Krasutsky, 2006; Liu, 2005).  
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1.3.1.2 Seskvíterpenar 

Seskvíterpenar teljast til annars stigs náttúruefna og þá er m.a. að finna í 

rokfimum olíum ýmissa plöntutegunda (Abyshev o.fl., 2007). Þeir eru myndaðir 

úr þremur ísópren einingum oftast úr ein-, tví- eða þríhringja efnasamböndum 

og hafa þeir 15 kolefnasameindir í byggingu sinni. Fleiri en 7.000 

efnabyggingum seskvíterpena hefur verið lýst (Salminen, Lehtonen, Suuronen, 

Kaarniranta og Huuskonen, 2008).  Seskvíterpenar hafa fundist í litlu magni í 

birkiberki og má þar nefna α-santalen, β-trans-bergamóten, α-trans-

bergamóten, α-epoxýsantelen, β-trans-epoxýbergamóten og α-trans-

epoxýbergmóten (Abyshev o.fl., 2007). 

 

 

1.4 Ónæmiskerfið 

Ónæmiskerfið er vörn líkamans fyrir árásum sýkla og annarra skaðlegra efna. 

Þetta lífsnauðsynlega kerfi samanstendur af margbreytilegum frumum og 

sameindum sem mynda eina heild í baráttunni við sýkingar. Ónæmiskerfinu má 

skipta í tvö kerfi, annars vegar ósérhæfða ónæmiskerfið og hins vegar 

sérhæfða ónæmiskerfið. Ósérhæfða ónæmiskerfið er fyrsta varnarlína líkmans 

gegn sýkingum en sérhæfða ónæmiskerfið er önnur varnarlína líkamans sem 

tryggir vernd gegn endurtekinni sýkingu af sama sjúkdómsvaldi. Auk þessara 

varna höfum við svokallaðar eðlis- og efnafræðilegar hindranir sem koma í veg 

fyrir að sýklar komist inn í líkamann. Þessar hindranir eru m.a. húð, slímhúð, 

bifhár, magasýrur, munnvatn og táravökvi. Í neðangreindum köflum verður 

fjallað um meginþætti ónæmiskerfisins, en umfjöllunin mun að stórum hluta 

byggjast á kennslubókinni Janeway´s Immunobiology (Murphy, Travers og 

Walport, 2008). 
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1.4.1 Ósérhæfða ónæmiskerfið 

Þegar sýkill eða önnur framandi efni komst í snertingu við líkamann eru það 

eðlis- og efnafræðilegar hindranir sem byrja að vinna gegn sýkingunni. Ef 

þessar hindranir duga ekki til tekur ósérhæfða ónæmiskerfið við. Ósérhæfða 

ónæmissvarið er hratt og breytist ekki þó það verði endurtekin sýking af sama 

sjúkdómsvaldi. Fyrstu frumurnar sem taka þátt í ónæmissvarinu eru makrófagar 

(e. macrophages), en forverar þeirra eru mónócýtar (e. monocytes) sem koma 

úr beinmerg (sjá mynd 8). Makrófagar eru langlífar átfrumur sem eru til staðar í 

öllum vefjum og hlutverk þeirra er að fjarlægja dauðar frumur og aðrar 

óæskilegar leifar með agnaáti. Þegar sýkill binst makrófaga ræsist hann og 

byrjar að seyta frá sér ýmis konar boðefnum. Þessi boðefni leiða til 

bólgumyndunar sem m.a. kallar á neutrófíla (e. neutrophiles) og fleiri makrófaga 

á sýkingarstað. Neutrófílar eru skammlífar átfrumur sem hjálpa makrófögum að 

berjast við sýkla. Aðrar frumur sem tilheyra ósérhæfða ónæmiskerfinu eru 

angafrumur (e. dendritic cells) og náttúrulegar drápsfrumur (e. natural killer 

cells; NK frumur). Angafrumur hjálpa m.a. til við að ræsa sérhæfða 

ónæmiskerfið, en nánar verður fjallað um þær í kafla 1.2.1. NK frumur innihalda 

korn með frumudrepandi efnum og taka frumurnar þátt í að eyða æxlisfrumum, 

veirusýktum frumum og öðrum hættulegum frumum (Murphy o.fl., 2008). 
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Mynd 8. Frumur ónæmiskerfisins. Þroskun og sérhæfin g blóðmyndandi 
stofnfrumna í beinmerg (mynd aðlöguð úr Reya, Morri son, Clarke og 
Weissman, 2001). 
 

Komplementkerfið er einnig hluti ósérhæfða ónæmiskerfisins, en það gegnir 

mikilvægu hlutverki við að áthúða sýkla og auðvelda eyðingu þeirra. 

Komplementkerfið samanstendur af mörgum mismunandi plasmapróteinum 

sem vinna saman. Þrátt fyrir að ósérhæfða ónæmiskerfið geti ekki myndað 

ónæmisminni þá þekkir það muninn á milli eigin sameinda og framandi 

sameinda (Murphy o.fl, 2008). 

 

1.4.2 Sérhæfða ónæmiskerfið 

Sérhæfða ónæmiskerfið virkjast ef það ósérhæfða nær ekki að útrýma sýkli. 

Sérhæfða ónæmissvarið tekur lengri tíma að virkjast en er sértækara, kröftugra 
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og það myndast ónæmisminni í formi minnisfrumna. Helstu frumur kerfisins eru 

B eitilfrumur sem myndast og þroskast í beinmerg og T eitilfrumur sem myndast 

í beinmerg en þroskast í týmus. Á þoskurnartímanum endurraða eitilfrumurnar 

genum fyrir vakaviðtaka sínum. B frumur eru að myndast alla lífsleiðina á 

meðan T frumur myndast aðallega á yngri árum og er líkaminn því stöðugt að 

viðhalda þeim. Eitilfrumur fara í gegnum strangt val sem eyðir eða gerir óvirkar 

þær frumur sem tjá vakaviðtaka sem þekkja eigin sameindir og hindrar þannig 

að ónæmiskerfið ráðist á eigin frumur. Þær eitilfrumur sem ná að ljúka 

þroskunarferlinu fara frá þroskastað sínum út í líkamann sem óreyndar (e. 

naive) eitilfrumur. T frumur skiptast í tvo megin flokka eftir því hvort þær tjá CD4 

eða CD8 viðtaka á yfirborði sínu. Ræsing T frumna leiðir til fjölgunar og 

sérhæfingar, og það myndast sérhæfðar verkfrumur (e. effector cells) og 

langlífar minnisfrumur sem ræsast ef líkaminn kemst aftur í snertingu við sama 

sýkil. Þegar CD8+ T frumur ræsast verða þær að T drápsfrumum en þegar CD4+ 

T frumur ræsast geta myndast mismunandi verkfrumur, s.s. T hjálparfrumur (Th) 

og T bælifrumur (Treg) með ýmis hlutverk (sjá mynd 9). Örvun óreyndra T 

frumna er nauðsynlegt skref í nánast öllu sérhæfðu ónæmissvari og sérhæfast 

þær með boðefnum og fer það eftir því hvaða boðefni eru í umhverfi þeirra 

hvaða T verkfrumur myndast, en nánar verður fjallað um þau boðefni í 

neðangreindum köflum (Murphy o.fl., 2008).  
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Mynd 9. Hlutverk sérhæfðra T verkfrumna. Hlutverk T  drápsfrumu er að 
drepa veirusýkta frumu með því að bindast henni og losa frumudrepandi 
prótein inn í hana sem láta frumuna fara í sjálfstý rðan frumudauða (e. 
apoptosis). Hlutverk Th1 hjálparfrumur er að senda boð til smitaðra 
makrófaga um að eyða sýkli. Einnig senda þær boð ti l óreyndra B frumna 
um að örva mótefnaframleiðslu. Hlutverk Th2 hjálpar frumu er að senda 
boð til óreyndra B frumna um að örva mótefnaframlei ðslu, aðallega IgE 
mótefni, sem eru mikilvæg í baráttunni við sníkjudý r. Hlutverk Th17 
hjálparfrumu er að senda boð sem leiðir til að flei ri neutrófílar koma á 
sýkingarstað snemma í sérhæfða ónæmissvarinu. Hlutv erk T bælifrumu er 
að koma í veg fyrir ónæmissvar með því að bæla T fr umuvirkni (mynd 
aðlöguð úr Murphy o.fl., 2008). 
 

 

1.5 Sýnifrumur  

Sýnifrumur (e. antigen presenting cells, APCs) eru mikilvægar frumur sem 

tengja ónæmiskerfin tvö saman, þ.e ef ósérhæfða ónæmiskerfið nær ekki að 

eyða sýkli þá hjálpa sýnifrumur sérhæfða ónæmiskerfinu að ræsast sem síðan 

eyðir sýklinum. Þessar frumur eru mjög sérhæfðar og geta sýnt peptíðbúta vaka 

(e. antigen) á yfirborði sínu í gegnum vefjaflokkasameindir (e. major 
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histocopatibility complex, MHC). Sýnifrumur tjá einnig hjálparsameindirnar 

CD80 og CD86 sem þarf svo eitilfrumur geti örvast. MHC skiptast í tvo flokka; 

MHC I sem er að finna á öllum frumum með kjarna og MHC II sem er eingöngu 

að finna á sýnifrumum. Vakar sem eru á MHC I eru þekktir af CD8+ T frumum 

en vakar sem eru á MHC II eru þekktir af CD4+ T frumum. Til þess að T 

hjálparfruma ræsist þarf hún að sjá vaka sem hún þekkir á yfirborði sýnifrumu 

og bindast honum. Öflugustu sýnifrumur kerfisins eru angafrumur, en 

makrófagar og B frumur geta einnig verið sýnifrumur (Murphy o.fl., 2008). 

 

1.5.1 Angafrumur 

Angafrumur gegna mikilvægu hlutverki í ónæmissvörun líkamans. Langerhans 

lýsti fyrst þessum tegunda frumna árið 1868 (Banchereau og Steinman, 1998; 

Hart, 1997). Rúmlega 100 árum seinna fundust þessar frumur í milta og lýsti 

Ralph Steinman þeim sem angalaga frumum sem stunduðu ekki agnaát (e. 

nonphagocytic), lauslega viðloðandi og með lágan fleyti þéttleik (e. buoyant 

density). Stuttu seinna kom í ljós að angafrumur væri að finna í öllum eitilvefjum 

og flestum öðrum vefjum líkamans (Lipscomb og Masten, 2002). Helsta hlutverk 

þeirra er að örva óreyndar CD4+ og CD8+ T frumur til að berjast gegn sýklum og 

eru þær taldar gera þetta á skilvirkari hátt en aðrar sýnifrumur. Þá hjálpa 

frumurnar einnig við að greina sjálfssameindir og eyða þeim, en það er lykillinn 

að því að ónæmiskerfið virki rétt (Banchereau og Steinman, 1998; Gatti og 

Pierre, 2003; Lipscomb og Masten, 2002). 

 

1.5.1.1 Flokkun angafrumna 

Angafrumur eiga sér tvo forvera, eitilfrumu- og mergfrumuforvera, sem koma 

báðir frá beinmerg. Angafrumurnar ferðast frá beinmergnum með blóði til vefja 

líkamans. Þær angafrumur sem eru af mergfrumuforvera eru oft kallaðar 

hefðbundnar angafrumur (e. conventional dendritic cells) á meðan þær sem eru 

af eitilfrumuforvera eru kallaðar plasmacýtóíð angafrumur (e. plasmacytoid 

dendritic cells) (Murphy o.fl., 2008; Shortman og Naik, 2007). Þessar 

angafrumur ásamt yfirborðssameindum þeirra má sjá á mynd 10. 
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Mynd 10. Samanburður á hefðbundinnni og plasmacýtóí ð angafrumu og 
yfirborðssameindum þeirra (mynd aðlöguð úr Murphy o .fl., 2008). 
 

Hefðbundnar angafrumur sjá um vakasýningu og virkjun T frumna. Þeim er 

hægt að skipta upp enn frekar eftir staðsetningu þeirra. Þær angafrumur sem 

eru í útvefjum eru kallaðar flakk angafrumur (e. migratory dendritic cells) og þær 

sem eru í eitilvef eru kallaðar eitilvefs angafrumur (e. lymphoid-tissue-resident 

dendritic cells) (Shortman og Naik, 2007). Plasmacýtóíð angafrumur eru 

kringlóttar, með enga anga, langlífar og seyta miklu magni af interferón I til að 

bregðast við veirusýkingum. Plasmacýtóíð angafrumur virðast vera minna 

mikilvægar í því að virkja óreyndar T frumur þó þær fái dæmigerða lögun 

angafrumna í kjölfar bólguáreitis (Murphy o.fl., 2008; Shortman og Naik, 2007). 

Önnur leið til að flokka hefðfbundnar angafrumur er að skipta þeim upp í 

óþroskaðar angafrumur (e. immature dendritic cells, imDC) sem eru óræstar í 

leit að vaka og þroskaðar angafrumur (e. mature dendritic cells, mDC) sem eru 

ræstar og geta sýnt óreyndum T frumum mótefnavaka (Banchereau og 

Steinman, 1998).  

 

1.5.1.2 Vakaupptaka og þroskun angafrumna 

Angafrumur flytjast úr beinmerg í gegnum blóðrásina til vefja þar sem þær búa á 

óþroskuðu formi í leit að vaka. Þær tjá lítið af MHC og CD80/CD86 sameindum. 

Óþroskaðar angafrumur eru sífellt að taka upp sameindir úr umhverfi sínu, ýmist 

með hjálp viðtaka sem stuðla að agnaáti eða með frumudrykkju, í leit að 

hættulegum sameindum. Þær hafa viðtaka sem þekkja sýkingarvalda, eins og 

bakteríur, veirur og dauðar frumur (Murphy o.fl., 2008; O´Neill, Adams og 
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Bhardwaj, 2004). Þessir viðtakar eru kallaðir viðtakar sem þekkja endurtakanleg 

sameindamunsturs (e. pattern recognition receptors, PRRs) og þekkja þeir 

sameindamunstur (e. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) sem 

eingöngu er að finna á sýklum (Murphy o.fl., 2008). Dæmi um slík 

sameindamunstur eru fitufjölsykrur (e. lipopolysaccarides, LPS) og fituprótein 

(e. lipoprotein). Á yfirborði óþroskaðra agnfrumna er að finna fjölmarga PRR 

viðtaka, s.s. toll-líka viðtaka (e. toll-like receptors, TLR) og C-gerð lektín 

viðtakana (e. C-type lectin receptors) DEC-205 og DC-SIGN (Murphy o.fl., 

2008; Lipscomb og Masten, 2002). Flestir PPR viðtakar leiða til agnaáts en 

sumir leiða til ræsingar angafrumnanna, líka kallað þroskun þeirra. Þegar 

óþroskaðar angafrumur bindast sýklum í gegnum þessa PPR viðtaka ræsast 

þær og byrja að tjá flakkboðaviðtakann CCR7 (e. chemokine receptor) sem 

dregur þær til nærliggjandi eitils vegna flakkboðanna CCL19 (e. chemokine 

ligand) og CCL21 sem er tjáð í eitli. Þroskaðar angafrumur tjá einnig 

flakkboðaviðtakann CCL18 sem dregur óreyndar T frumur til sín (Murphy o.fl., 

2008; O´Neill o.fl., 2004; Palucka og Banchereau, 1999). 

 

1.5.1.3 Vakasýning, ræsing og sérhæfing T frumna 

Angafruma missir hæfileikann til að taka upp vaka þegar hún ræsist og 

þroskast, en á sama tíma verður hún öflug sýnifruma fyrir óreyndar T frumur í 

eitli (Banchereau og Steinman, 1998; Hart, 1997; Murphy o.fl., 2008). Ræsing 

og sérhæfing óreyndra T frumna er stjórnað af þremur boðum sem berast frá 

sýnifrumu (sjá mynd 11). Fyrsta boðið er þegar MHC II á sýnifrumu og CD4 

sameindin á óreyndri T fumu bindast í gegnum T frumu viðtakann (e. T cell 

receptor, TCR). Annað boðið er örvunar boð sem stuðlar að fjölgun og lifun T 

frumna. Boðið felur í sér bindingu CD80 og CD86 hjálparsameindanna, sem eru 

tjáðar af angafrumum við CD28 viðtakann sem er á yfirborði T frumunnar og 

veitir það T frumunni nauðsynleg lifunar merki. Þessi tvö boð ræsa T frumuna 

en það er svo þriðja og seinasta boðið sem er nauðsynlegt til að sérhæfing geti 

átt sér stað. Sýnifruman og nærliggjandi frumur losa þá ýmis boðefni eins og IL-

4, IL-6, IL-10 og IL-12 sem bindast T frumunni og fer það eftir hver þessi 
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boðefni eru í hvaða verkfrumu hún sérhæfist (Hart, 1997; Lipscomb og Masten, 

2002; Murphy o.fl., 2008). 

 

Mynd 11. Ræsing óreyndrar T frumu með hjálp sýnifru mu. Þrjú boð þurfa 
að berast frá sýnifrumu til óreyndrar T frumu svo r æsing eigi sér stað. 
Fyrst binst MCH II/peptíð við TCR og CD4 sameindina  sem gefur boð um 
ræsingu. Síðan binst CD80 og CD86 sameindinar á yfi rborði 
sýnifrumunnar við CD28 viðtakann sem er á yfirborði  óreyndu T 
frumunnar sem gefur boð um lifun. Að lokum bindur T  fruman ýmis 
boðefni sem sýnifruman seytir og ræður það mestu um  sérhæfingu T 
frumunnar (mynd aðlöguð úr Murphy o.fl., 2008).  
 
Eins og áður hefur komið fram þá verða CD8+ T frumur að drápsfrumum þegar 

þær ræsast, en þær hafa það hlutverk að drepa veirusýktar frumur og 

krabbameinsfrumur (Murphy o.fl., 2008). Angafruma sem binst CD4+ T frumu er 

með vissa boðefnasamsetningu sem felur í sér þriðja boðið og segir það til um 

hver sérhæfing T frumunnar verður (sjá mynd 12) (Kaliński, Hilkens, Wierenga 

og Kapsenberg, 1999; Murphy o.fl., 2008). Snemma í sýkingu seyta ræstar 

angafrumur IL-6 sem leiðir, ásamt IL-1β, að sérhæfingu Th17 frumna. Þessar 

frumur seyta IL-17 og IL-6 og hafa það hlutverk að senda boð um fleiri neutrófíla 
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á sýkingarstað í bráðu bólgusvari (Bi, Liu og Yang, 2007). IL-12, seytt af 

ræstum angafrumum, og IFN-γ, sem að öllum líkindum er seytt af NK frumum, 

valda því að CD4+ T frumur sérhæfast í Th1 frumur. Þessi mikla IL-12 seyting 

örvar IFN-γ framleiðslu hjá Th1 frumum sem stuðlar að virkjun makrófaga sem 

eiga þá auðveldara með að eyða sýklum sem þeir hafa innbyrgt (Bi o.fl., 2007; 

Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008). Ef IL-4 er að finna í umhverfi 

CD4+ T frumu þá sérhæfist hún í Th2 frumu. Þar sem angafrumur seyta ekki IL-

4 er ekki vitað hvert hlutverk þeirra er við sérhæfingu Th2 frumna. Tilgátur eru 

þó uppi um að ef angafrumur seyti ekki IL-12, þ.e. ef CD4+ T frumur sérhæfast í 

umhverfi án IL-12, þá myndist Th2 frumur (Bi o.fl., 2007; Lipscomb og Masten, 

2002; O´Neill o.fl., 2004). Bæði Th1 og Th2 frumur virkja B frumur sem byrja að 

framleiða viðeigandi mótefni til að vinna gegn sýklinum sem um ræðir (Bi o.fl., 

2007; Murphy o.fl., 2008). T bælifrumur, eða Treg frumur, geta myndast þegar 

mikið magn af IL-10 og/eða TGF-β er í návist CD4+ T fruma þegar þær eru að 

sérhæfast. Bælifrumurnar seyta IL-10 og TGF-β sem hafa mikla bælieiginleika 

og bæla margar frumur ónæmiskerfisins. T bælifrumur eru mikilvægar til að 

viðhalda ónæmisþoli (e. self-tolerance) og m.a. hindra náttúrulegar T bælifrumur 

sjálfsofnæmissjúkdóma.  

 

Mynd 12. Boð þrjú – sérhæfing T frumna og boðefni s em þær seyta (mynd 
aðlöguð úr Murphy o.fl., 2008). 
 

Eftir að búið er drepa sýkilinn deyja flest allar verkfrumurnar með stýrðum 

frumudauða (e. apoptosis). Nokkrar lifa og verða að langlífum minnisfrumum 
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sem eru ræstar ef líkaminn kemst aftur í snertingu við sama sýkil og leiðir til 

þess að ónæsissvarið verður bæði hraðara og öflugra (Murphy o.fl., 2008). 

 

 

1.6 Angafrumulíkan 

Þar sem lítið er af angafrumum í blóði, nema þá helst af plasmacýtóíð frumum, 

var erfitt að stunda rannsóknir á angafrumum í mönnum þar til rannsóknir leiddu 

í ljós að hægt er að fá angafrumur með því að sérhæfa þær úr frumuforverum. Í 

dag eru tvær aðferðir mest notaðar við að sérhæfa angafrumur til ræktunar in 

vitro; úr CD34+ stofnfrumum einangruðum úr beinmerg eða blóði og CD14+ 

mónócýtum einangruðum úr blóði (Shortman og Liu, 2002) en báðar þessar 

frumugerðir er hægt að sérhæfa í angafrumur sem líkjast óþroskuðum 

angafrumum í vefjum. Þrátt fyrir að einangrun CD34+ stofnfrumna gefi fleiri 

frumur er algengara að notast sé við þá aðferð að einangra CD14+ mónócýta 

sem er mun fjótlegri eða tekur allt að helmingi styttri tíma (Syme, Bajwa, 

Robertson, Stewart og Glück, 2005). CD14+ mónócýtar sérhæfast yfir í 

óþroskaðar angafrumur þegar þeir eru ræktaðir í æti með GM-CSF (e. 

granulocyte macrophage-colony stimulating factor) og IL-4 í fimm til sjö daga. 

Þessar óþroskuðu angfrumur er síðan hægt að örva yfir í þroskaðar angafrumur 

og hafa verið notaðir ýmis þættir til að ræsa þær (Banchereau og Steinmann, 

1998; Lipscomb og Masten, 2002; Shortman og Liu, 2002), m.a. hafa þær verið 

örvaðar með TNF-α (e. tumor necrosis factor α), IL-1β og LPS (Freysdottir o.fl., 

2011). 

 

 

1.7 Áhrif úrdrátta og þátta úr birkiberki á ræsingu  angafrumna í 

mönnum in vitro 

Eins og áður hefur komið fram þá hefur lækingarmáttur birkibörks lengi verið 

þekktur og notaður í alþýðulækningum (Krasutsky, 2006). Fyrri in vitro 

rannsóknir hafa sýnt að birkibarkar úrdrættir og þættir hafa bælandi áhrif á 

angafrumur in vitro (Eggertsdóttir, 2010; Freysdottir o.fl., 2011; Rúnarsson, 
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2010). Rannsókn hefur verið gerð þar sem etanól var notað til að úrhluta 

birkibörk sem síðan var þáttaður í fimm misskautaða þætti. CD14+ mónócýtar úr 

mönnum voru ræktaðir í angafrumulíkani og látnir þroskast í óþroskaðar 

angafrumur. Óþroskuðu angafrumurnar voru svo látnar þroskast með eða án 

birkibarkar þátta. Niðurstöður sýndu að seyting boðefnanna IL-6, IL-10 og IL-

12p40 minnkaði hjá angafrumum þegar þær eru ræktaðar með birkibarkar 

þáttum og tjáðu hlutfallslega minna af yfirborðssameindum en angafrumur 

ræktaðar án þátta (Freysdottir o.fl., 2011). Í tveimur öðrum rannsóknum var 

haldið áfram að þátta birkibörk enn frekar niður. Sama aðferð var notuð 

(úrhlutað með etanóli og þáttað í fimm misskautaða þætti) ásamt frekari 

þáttunaraðferðum. Birkibarkar þættirnir sem fengust í þessum rannsóknum 

sýndu fram á sambærilega minnkun á boðefnaseytingu IL-6, IL-10 og IL-12p40 

og hlutfallslega minni tjáningu á yfirborðssameindum (Eggertsdóttir, 2010; 

Rúnarsson, 2010). 
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2. MARKMIÐ 

 

Birkibökur hefur mikið verið notaður í alþýðulækningum við margskonar kvillum 

þar á meðal við gigt. Angafrumur eru stýrifrumur í hinu flókna samspili 

mismunandi frumna ónæmiskerfisins og hafa ýmsir utanaðkomandi þættir áhrif 

á það í hvaða átt þær þroskast og hvaða áhrif þær hafa í kjölfarið á sérhæfingu 

ónmæissvarsins. Þær geta m.a. ræst eða bælt bólgusvörun og þannig haft 

slæm eða góð áhrif á króníska gigtasjúkdóma og aðra sjálfsofnæmisskjúdóma. 

 

Verkefnið er hluti af strærra rannsóknarverkefni sem hefur sýnt að úrdrættir og 

þættir úr birkiberki hafa stýrandi áhrif á angafrumur in vitro. Markmið 

verkefnisins er að nota lífvirknileidda þáttun til að finna og greina efnasambönd 

úr Betula pubescens og rannsaka frekar stýrandi áhrif þátta og hreinna efna 

sem finnast í birkiberki á þroska angafrumna og getu þeirra til að ræsa T frumur. 
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3. EFNI, TÆKI OG AÐFERÐIR 

 

3.1 Úrhlutun, einangrun og hreinsun á birkiberki 

Börkur ilmbjarkar var úrhlutaður með etanóli (Betula pubecens etanól extrakt, 

BpEE), þáttun efnablöndu úr berkinum var gerð með súluskiljunaraðferðum. 

Þetta fór fram á rannsóknarsofu í Haga, húsnæði Lyfjafræðideildar Háskóla 

Íslands. 

 

3.1.1 Plöntuefni 

Ilmbjörk, Betula pubescens Ehrh., (börkur). 

 

3.1.2 Leysar 

Anisaldehýð, C8H8O2: Sigma-Aldrich 

Asetónítríl, C2H3N: Sigma-Aldrich 

Brennisteinssýra (95-97%), H2SO4: Merck 

Díklórómetan (99,8%), CH2Cl2: Sigma-Aldrich 

Ediksýra (ísedik) (100%), CH3COOH: Merck 

Eimað vatn, H2O: Hagi 

Etanól (absolute), C2H6O: Sigma-Aldrich 

Etanól (96%), C2H6O: Gamla apótekið 

Hexan (97%), C6H14: Sigma-Aldrich 

Metanól (99,9%), CH4O: Sigma-Aldrich 

Síað vatn, H2O: Academic Milli-Q 

 

3.1.3 Föst efni 

Betúlín: Sigma-Aldrich 

Betúlínsýra: Sigma-Aldrich 

D(+)-glúkósi, C6H12O6: Merck 

Kísilgel 60H, SiO2: Merck 

Kísilgúr: Merck 

Lúpeól: Sigma-Aldrich 
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Óleanólínsýra: Sigma-Aldrich 

3.1.4 Lofttegund 

Nitur, N2: ÍSAGA hf 

 

3.1.5 Tæki og áhöld 

Almenn glervara 

Büchner flaska: Schott 

Einnota súla fyrir fastfasaskiljun (SPE): 

Strata SI-1 silica (50g/150mL Giga tubes), Phenomenex 

Strata SI-1 silica (20g/60mL Giga tubes), Phenomenex 

Frostþurrkari: Sneijders scientific type 2040 

Frystir: Whirlpool 

Glerfiltertrekt: Schott  

Hitaplata: Desaga 

Hljóðbað, 8892: Cole-Parmer 

HPLC súla og HPLC tæki: 

Luna 5 µm C-18 (250 x 21,2 mm), Phenomenex og Dionex, UltiMate3000 

Gemini-NX 5 µm C-18 (250 x 21,2 mm), Phenomenex og Agilent1100 

Series 

Hristari (Vortex-Genie 2): Scientific Industries 

Hverfisvalar (e. rotavapor): 

Bünchi 011, Bünchi 461 water bath 

Bünchi R-200, Bünchi B-490 water bath 

Kar fyrir TLC plötur: CAMAG 

Kælir: Siemens 

Mortel 

Segulhræra: 

Heidolph MR3002 S 

Heidolph MR Hei-Mix S 

Stuart scientific (UK) 

Sía, 0,45 µm: SPARTAN 13│0,45 RC, Whatman 

Síupappír nr. 2 og 4: Whatman 
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Síupappír (Membranfilter NL17 – 0,45 µm, Ø 47mm): Schleicher & Schuell 

Skrúftappaglas, 4 mL: Sarstedt 

SPE tæki: 

 Pumpa: Millipore 

 Loftþéttikassi: Phenomenex 

Speed vaccum: Techne Dri-block 

Sprauta, 1 mL: B│Braun Injekt® Tuberkulin 

Tilraunaglas: Pyrex 

TLC plata: TLC Silica gel 60 F254, Merck 

Tölva: Dell 

UV lampi: Camag 

Úðunarhaus og belgur fyrir framköllunarvökva 

Vog: 

 Mettler PM4800, DeltaRange 

Mettler Toledo AG285, Kristinsson e.hf 

 

3.1.6 Aðferðir 

3.1.6.1 Söfnun birkibarkar 

Berki af ilmbjörk, Betula pubescens Ehrh., var safnað í Skógræktinni í Mógilsá, 

haustið 2009. Börkurinn var þurkkaður við stofuhita og malaður í kvörn.  

 

3.1.6.2 Úrhlutun úr birkiberki 

Þurrt og malað plöntuefni var vigtað og úrhlutað með etanóli á segulhræru í 24 

klukkustundir. Að því loknu var úrdrátturinn síaður í gegnum síupappír í glertrekt 

og leysir inngufaður í burtu undir lofttæmi. Við það fékkst úrdráttur, BpEE. 

 
3.1.6.3 Vökvagreining undir lofttæmi 

Vökvagreining undir lofttæmi (e. vaccum liquid chromatography, VLC) er fjótleg 

og auðveld aðferð m.a. til grófhreinsunar á plöntuúrdráttum. BpEE var leyst upp 

með etanóli, síðan var nægilega miklum kísilgúr (1:1) bætt út í til að húða allt 

efnið og að lokum var blandan inngufuð til þurrs. Húðaða efnið var síðan skafið 

úr kúluflöskunni og mulið í morteli. 
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VLC súla var útbúin með því að setja síupappír nr. 4 í botninn á stórri 

glerfiltertrekt (hæð: 90 mm og þvermál: 140 mm), hún sett á Büchner flösku og 

pökkuð með kísilgeli 60H. Pökkun súlunnar fór fram undir sogi. Sett var lítið 

magn af kísilgeli í einu og því þjappað með glertappa svo yfirborði yrði sem 

jafnast og sléttast. Um 2/3 hlutar trektarinnar voru fylltir með kísilgeli og 

síupappír nr. 2 komið fyrir ofan á. Litlu magni af hexani var hellt ofan á 

síupappírinn í þeim tilgangi að þétta súluna enn frekar. Húðaða efnið var síðan 

sett ofan á kísilgelið undir sogi og síupappír nr. 4 settur efst til að verja yfirborðið 

þegar ferðafasarnir voru keyrðir í gegnum súluna. 

 

Útbúnir voru fimm misskautaðir ferðafasar (sjá töflu 2). Byrjað var á að bleyta í 

súlunni með minnst skautaðasta ferðafasanum (CH2Cl2) þar til kísillinn varð allur 

blautur. Þá var húðuðu efninu komið fyrir á súlunni og ferðafasarnir voru síðan 

keyrðir í gegnum súluna eftir skautun þeirra, byrjað á minnst skautaðasta 

ferðafasanum (CH2Cl2) og endað á mest skautaðasta ferðafasanum (CH3OH). 

Efnunum var safnað eftir hverja keyrslu, leysir inngufaður í burtu og hreinsuðu 

þættirnir nefndir Bp1 – Bp5.  

 

Tafla 2. Samsetning og magn ferðafasa sem notaðir v oru í VLC. 

Keyrsla 
Ferðafasi 

Hreinsaður þáttur 
Efni Hlutfall (%) Magn (mL) 

1 CH2Cl2 100 2x 500 Bp1 

2 CH2Cl2 : CH3OH 75:25 500 Bp2 

3 CH2Cl2 : CH3OH 50:50 500 Bp3 

4 CH2Cl2 : CH3OH 25:75 500 Bp4 

5 CH3OH 100 500 Bp5 
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3.1.6.4 Þunnlagsgreining 

Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) er fljótleg og þægileg 

aðferð sem notuð er til að meta hreinleika efna, greina á milli þeirra, greina 

fjölda þeirra og jafnvel greina um hvaða efni er að ræða. Þess ber þó að gæta 

að næmni aðferðarinnar er takmörkuð. Notaðar voru álplötur húðaðar með 

kísilgeli (e. silica gel) sem er skautaður stöðufasi. Skautuð efni ferðast styttra á 

plötunum en þau óskautuðu, þar sem skautuð efni bindast fastar skautuðum 

stöðufasa. Til að fá skautuð efni til að ferðast lengra er notaður skautaðri 

ferðafasi. Punktarnir voru hafðir sem mettaðastir og voru þeir blettaðir á plötuna 

með hárröri til að hafa þá sem minnsta. Plötunni var komið fyrir í lokuðu TLC 

kari með viðeigandi ferðafasa og síupappír í hliðunum svo loftið í karinu væri 

mettað. Ferðafasinn var látinn skríða upp plötuna og fór skrið efnanna eftir 

skautun ferðafasans. Eftir TLC keyrsluna voru plöturnar skoðaðar undir 

ljósfjólubláu ljósi við bylgjulengd 254 nm og við bylgjulengd 365 nm. Að því 

loknu voru þær framkallaðar með viðeigandi framköllunarvökva og settar á 

hitaplötu í u.þ.b fimm mínútur við hitann 110°C. Þe tta var gert svo skýrari 

myndir fengjust af efnunum. 

 

3.1.6.4.1 Þunnlagsgreining eftir VLC 

Þunnlagsgreining var gerð á úrdráttunum sem fengust eftir VLC, Bp1 – Bp5, 

ásamt BpEE og voru viðmiðunarefni blettuð til að sjá hvaða efni var að finna í 

úrdráttunum. Viðmiðunarefnin voru betúlín og D(+)-glúkósi. Notaður var 

ferðafasinn CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Eftir hverja keyrslu var TLC platan 

framkölluð með framköllunarvökva sem samanstóð af H2SO4 : C2H6O (10:90). 

Út frá þessum TLC plötum var ákveðið hvaða úrdrátt var haldið áfram að vinna 

með til frekari aðgreiningar.  

 

3.1.6.4.2 Þunnlagsgreining eftir SPE 

Þunnlagsgreining var gerð á sýnum úr SPE keyrslu á úrdrætti Bp 3. Þetta var 

gert til að áætla gróflega hvernig skiljunin gekk og hvernig frekari skipting átti að 

vera. Plöturnar voru keyrðar í ferðafasanum CH2Cl2 : CH3OH (97:3) og 
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framkallaðar með anisaldehýðlausn, sem samanstóð af 0,5 mL anisaldehýði, 10 

mL ísediki, 85 mL metanóli og 5 mL brennisteinssýru. 

 

3.1.6.4.3 Þunnlagsgreining eftir HPLC 

Þunnlagsgreining var gerð á sýnum úr HPLC keyrslu á úrdrætti Bp 3.4. 

Viðmiðunarefnin voru betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra. Líkt og áður 

var ferðafasinn CH2Cl2 : CH3OH (97:3) og framköllunarvökvinn 

anisaldehýðlausn. 

 
3.1.6.5 Fastfasa súluskiljun (SPE) 

Fastfasa súluskiljun (e. solid phase extraction, SPE) er aðferð sem notuð er til 

að hreinsa og aðskilja enn frekar þær efnablöndur sem fást með VLC. Út frá 

TLC plötum var ákveðið að halda áfram að hreinsa Bp3. Einnota kíselgel súla 

(STRATA, SI-1, 50 g/mL) var notuð. Húðun efnis var undirbúin eins og fyrir 

VLC; Bp3 leyst upp í CH2Cl2 : CH3OH (50:50), kísilgúr (1:1) bætt við og síðan 

inngufað til þurrs. Þrír misskautaðir ferðafasar voru blandaðir (sjá töflu 3) og var 

minnst skautaði ferðafasinn (CH2Cl2) notaður til að bleyta upp í súlunni. Þegar 

súlan var orðin mettuð var húðað Bp3 sett á súluna og síupappír nr. 4 settur efst 

til að verja yfirborðið. Ferðafasa var bætt á súluna jafnóðum og passað að súlan 

þornaði ekki. Þegar u.þ.b. 5 mL af ferðafasa voru komnir í gegnum súluna var 

skipt á milli glasa. Allar keyrslurnar voru framkvæmdar undir sogi og passað var 

að þrýstingurinn væri um 5 mm Hg. 

 

Tafla 3.   Samsetning og magn ferðafasa sem notaðir voru í SP E á Bp 3.  

Keyrsla 
Ferðafasi 

Efni Hlutfall (%) Magn (mL) 

1 CH2Cl2 : CH3OH 99:1 600 

2 CH2Cl2 : CH3OH 97:3 600 

3 CH3OH 100 2x 600 
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Til að nægt magn fengist af Bp3.4 var SPE á Bp3 framkvæmd þrisvar sinnum á 

STRATA, SI-1, 50 g/150 mL og einu sinni á STRATA, SI-1, 20 g/60 mL. 

 

3.1.6.6 Háþrýstivökvagreining (HPLC) 

Háþrýstivökvagreining (e. high performance liquid chromatography, HPLC) er 

góð aðferð til aðskilja efnablöndur. Tveir þættir, Bp3.2 og Bp3.4, voru keyrðir á 

HPLC í þeim tilgangi að fá betri aðgreiningu á efnum. Notast var við Luna súlu, 

250 mm að lengd, 21,2 mm að þvermáli og 5 µm að kornastærð. Ferðafasinn 

C2H3N : H2O (86:14) var notaður við keyrslurnar. Um 1 mg af sýni var leyst upp 

í 1 mL af metanóli og 900 µL sprautað inn á HPLC lykkjuna. Flæðihraðinn var 5 

mL/mín og bylgjulengdin 210 nm. Þrjú sýni voru keyrð á þessari súlu, þ.e. Bp3.2 

tvisvar sinnum og Bp3.4 einu sinni. Svo var ákveðið að skipta yfir í Gemini súlu, 

250 mm að lengd, 21,2 mm að þvermáli og 5 µm að kornastærð. Á þeirri súlu 

voru keyrðar 20 keyrslur á Bp3.4 í styrkleiki 4,83 mg/mL. Líkt og fyrr var sýnið 

leyst upp í metanóli og 900 µL sprautað inn á lykkjuna. Ferðafasanum, 

flæðihraðanum og bylgjulengdinni var haldið óbreyttu. 

 

 

3.2 In vitro angafrumulíkan 

Við mat á virkni úrdrátts af birkiberkinum og þátta einangruðum úr úrdrættinum 

var notast við angafrumulíkan sem þróað var á rannsóknarstofu í 

gigtsjúkdómum á Landspítlanum við Hringbraut. Hvert angafrumulíkan skiptist í 

nokkur skref sem dreifast yfir níu daga. Fyrst voru CD14+ mónócýtar einangraðir 

úr blóði heilbrigðs einstaklings og þeir svo látnir sérhæfast í óþroskaðar 

angafrumur. Því næst voru óþroskuðu angafrumurnar ræstar með viðeigandi 

boðefnum í tvo daga með eða án sýna. Eftir þann tíma voru áhrif sýnanna á 

þroskun angafrumanna metin með því að mæla tjáningu yfirborðssameinda í 

frumuflæðisjá og seyting boðefna með ELISU. 
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3.2.1 Efni 

Blóð: heilblóð úr fjórum heilbrigðum einstaklingum 

Boðefni: 

Recombinant human GM-CSF: R&D Systems 

 Recombinant human IL-1β: R&D Systems  

 Recombinant human IL-4: R&D Systems 

 Recombinant human TNF-α: R&D Systems  

Bovine serum albumin, BSA: Millipore 

Dímetýl súlfoxíð (DMSO), C2H6OS: Merck 

Einstofna mótefni fyrir flúrskinslitun: 

 Mouse anti-human CD14-APC: Serotec 

 Mouse anti-human CD86-FITC: Serotec 

Mouse anti-human HLA-DR-PE: BD Biociences 

 Mouse IgG2a negative control-APC: BD Biocience 

Mouse IgG1 negative control-FITC: Serotec 

 Mouse IgG2a negative control-RPE: Serotec 

Etýlenedíamín tetra ediksýra (EDTA): Sigma 

Foetal calf serum (FCS): Invitrogen 

Formalín 10% lausn: J.T. Baker 

Greiningarmótefni: 

 Biotinylated goat anti-human IL-10: R&D Systems 

Biotinylated goat anti-human IL-12p40: R&D Systems 

Biotinylated goat anti-human IL-6: R&D Systems 

Histopaque: Sigma 

Húðunarmótefni: 

 Purified mouse anti-human IL-10: R&D Systems 

Purified mouse anti-human IL-12p40: R&D Systems 

Purified mouse anti-human IL-6: R&D Systems 

Hvarfefnislausn, TMB ONE (tetrametýlbenzidín): Kem-En-Tec-diagnostics 

Lípópólýsakkaríð, LPS frá Escherichia coli: Fluka 

Litur fyrir frumutalningu, trypan blue solution 0,4%: Sigma 

Normal goat serum (NGS): AbD Serotec 
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Penicillin/Streptomycin: Invitrogen 

Seglukúlumótefni, CD14 MicroBeads: Miltenyi Biotec 

Skolvökvi og þvottalausn fyrir frumflæðisjá: 

 FACS-FlowTM: BD Biosciences 

 FACS-RinseTM: BD Biosciences 

Staðall fyrir ELISU: 

 Recombinant human IL-10: R&D Systems 

 Recombinant human IL-12p40: R&D Systems 

 Recombinant human IL-6: R&D Systems 

Stopplausn fyrir ELISU, 0,18 H2SO4: Blönduð þann 25.03.11 

Streptvidin-HRP: R&D Systems 

Sýni: 

 Bp3(M) 

 Bp4(M) 

 Hreinsaðir þættir úr birkiberki: 

  Bp3.2 

  Bp3.3 (I) 

  Bp3.3 (II) 

  Bp3.4 

  Bp3.4.1 

  Bp3.4.2 

  Bp3.4.3 

  Bp3.4.4 

  Bp3.4.5 

  Bp3.4.6 

  Bp3.4.7 

  Bp3.4.8 

  Bp3.4.9 

  Bp3.4.10 

  Bp3.4.11 

Bp3.5 
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Staðall: 

  Betúlín 

  Betúlínsýra 

  Lúpeól 

  Óleanólínsýra 

Æti, RPMI 1640 w/L-glutamine: Invitrogen 

 

3.2.2 Tæki og áhöld 

Blóðtökuglas, vacutainer EDTA 9 mL: BD Vacutainer Systems 

Búbbulína, steríl: Sarstedt 

ELISU ljósmælir: Thermo, electron corporation. Original multiscan EX 

ELISU plata, 96 brunna: Maxisorp, Nunc 

ELISU þvottatæki: Titertek M96 Washer, Sarstedt 

Eppendorf glas: Sarstedt 

FACS glas: BD Bioscience 

Frumuflæðisjá, tækið: FACSCalibur, BD Bioscience 

Frumuflæðisjá, hugbúnaður: CellQuest, BD Bioscience 

Frumuræktunarplata, 48 brunna: Nunc 

Frumuræktunarskápur: Thermo Electron Corporation, Steri-Cult CO2 Inbubator, 

Hepa, class 100 

Geymsluglas fyrir frumuflot, 2 mL: Sarstedt 

Hristari: 

 Edmund Büchner GmbH 

 Stuart Scientific Autovortex SA6 

MACS sett: MACS Multi Stand og MACS Midi segull, Miltenyi Biotec 

MACS súla, 25 LS: Miltenyi Biotec 

Mæliglas, 15 mL og 50 mL: Sarstedt 

Mælipípetta, 10 mL: Sarstedt 

Pipetboy: IBS, Integra Biosciences 

Pípetta, 100 µL-1 mL, 40-200 µL, 5-50 µL 1-10 µL, 50-200 µL 8 odda og 5-50 

µL 8 odda: Finnpipette, Thermo Sientific 
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Skilvinda: 

 Sorvall T6000B Centrifuge 

 Thermo scientific, Heraeus multifuge 3SR+ Centrifuge 

Smásjá: 

 Fluvert 

 Leica DMLS 

Talningargler: Neubauer Improved, Tief depth profondeur, 0,100 mm 

Universal glas, 20 mL: Nunc 

 

3.2.3 Aðferðir 

3.2.3.1 Sýni 

Sýni fengin úr einangrun hér að ofan voru leyst upp í DMSO þannig að styrkur 

þeirra yrði 25 mg/mL. Áframhaldandi þynning á sýnunum var gerð í frumuæti.  

 

3.2.3.2 Einangrun einkjarna frumna 

Á degi núll voru rúmlega 100 mL af blóði teknir úr heilbrigðum einstaklingi í 

EDTA blóðtökuglös. Einkjarna frumur voru einangraðar með því að pípetta 12 

mL af blóði varlega ofan á 10 mL histopaque lausn í Universal glösum. 

Glösunum var síðan komið fyrir í skilvindu og þau spunnin niður við 400 g 

(~1600 rpm) í 30 mínútur við 22°C án bremsu. Eftir spunann hafði vökvinn skipt 

sér upp í fjögur lög; efsta lagið var plasma, næst voru einkjarna frumur, þar fyrir 

neðan histopaque lausn og neðsta lagið innihélt rauð blóðkorn og kleifkjarna 

frumur (sjá mynd 13). 
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Mynd 13. Einangrun á einkjarna blóðfrumum. Glas A: EDTA blóð ofan á 
histopaque lausn og rauð blóðkorn ásamt kleifkjarna  frumum að falla 
niður á botninn. Fyrir skilvinduna. Glas B: Blóðið og histopaque búið að 
skipta sér í fjögur lög. Eftir skilvinduna. Glas C:  Búið að fjarlægja 
einkjarna frumurnar og hluta af plasmanu. 
 

Einkjarna frumunum var safnað með plast pasteurpípettu í tvö til þrjú 50 mL 

glös, mest 30 mL í hverju glasi. Frumurnar voru þvegnar með því að fylla glösin 

upp að 50 mL marki með MACS buffer og sett í skilvindu við 300 g (~1300 rmp) 

í 10 mínútur við 4°C. Eftir hvern þvott var flotinu  hellt í burtu og frumurnar hristar 

upp. Fyrir þriðja og seinasta þvottinn voru frumurnar sameinaðar í eitt glas, fyllt 

upp að 50 mL marki með MACS buffer og sýni tekið fyrir talningu. Frumulausnin 

var þynnt 1:5 í 0,4% trypan blue lit (50 µL sýni í 200 µL lit) og frumurnar taldar 

undir smásjá á Improved Neubauer talningargleri. 

 

3.2.3.3 Einangrun CD14+ mónócýta með MACS súluaðskiljun 

Að loknum þvotti voru einkjarna frumurnar þynntar í MACS buffer þannig að 

styrkur þeirra yrði 12,5 x 107 frumur/mL (1 x 107 frumur á hverja 80 µL af MACS 

buffer). CD14 segulkúlumerktum mótefnum (CD14 MicroBeads) var bætt við 

frumulausnina í hlutföllunum 1:5 og mótefnin látin bindast á ís í 15 mínútur. 
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Frumurnar voru þar næst þvegnar með 20 mL af MACS buffer, settar í skilvindu 

við 300 g í 10 mínútur við 4°C, flotinu hellt í bur tu og frumurnar hristar upp. Því 

næst voru frumurnar þynntar í 500 µL MACS buffer fyrir hverjar 1 x 108 frumur. 

Við einangrun CD14+ mónócýta var notuð LS+/MS+ MACS súla, sem komið var 

fyrir í segli með sterku segulsviði. Frumulausnin var sett á súluna og hún þvegin 

þrisvar sinnum með 3 mL af MACS buffer til að fjarlægja CD14- frumur. Loks var 

súlan fjarlægð úr segulsviðinu og 5 mL af MACS buffer settir á súluna og 

stimpill notaður til að þrýsta CD14+ frumunum í gegn (þetta ferli má sjá á mynd 

14). Sýni var tekið fyrir talningu líkt og áður. Frumurnar voru spunnar niður í 

skilvindu við 300 g í 10 mínútur við 4°C, flotinu h ellt í burtu og frumurnar hristar 

upp. 
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Mynd 14. Yfirlitsmynd af einangrun CD14+ frumna með  LS+/MS+ 
MACS súlu í segulsviði (mynd aðlöguð úr Murphy o.fl ., 2008). 

 

3.2.3.4 CD14+ mónócýtar sérhæfðir yfir í óþroskaðar angafrumur 

Frumurnar voru þynntar með æti (RPMI með 10% FCS) í styrkinn 0,5 x 106 

frumur/mL.  Til að meta árangur einangrunarinnar voru 100 µL af frumulausn 

settir í tvö FACS glös og þau geymd á ís fyrir frumuflæðisjárskoðun (sjá kafla 

3.2.3.6). Einn mL af frumulausn var pípettuð í hvern brunn á 48 brunna 

ræktunarplötu og út í hvern brunn var bætt 2,5 ng af IL-4 (10 µL af 1,25 µg/mL 

lausn) og 25 ng af GM-CSF (10 µL af 2,5 µg/mL lausn) til að sérhæfa CD14+ 

mónócýtana yfir í óþroskaðar angafrumur. Ræktunarplatan var sett í 
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frumuræktunarskáp (5% CO2, 37°C, 95% raki) í sjö daga. Á degi þrjú eða fjögu r 

voru frumurnar skoðaðar í smásjá til að staðfesta lifun og 500 µL af æti bætt í 

hvern brunn ásamt sama magni af IL-4 og GM-CSF og áður. 

 

3.2.3.5 Óþroskaðar angafrumur örvaðar yfir í þoskaðar angafrumur 

Á degi sjö voru frumurnar skoðaðar í smásjá til að meta lífvænleika. Frumum og 

æti var safnað úr öllum brunnum og frumurnar taldar (1:1) líkt og áður. 

Frumurnar voru spunnar niður í skilvindu við 300 g í 10 mínútur við 4°C, flotinu 

hellt af (nema örlitlu magni sem var fryst í þremur geymsluglösum við -70°C fyrir 

ELISU mælingar, sjá kafla 3.2.3.7) og frumurnar hristar upp. Frumurnar voru 

þynntar með æti í styrkinn 2,5 x105 fumur/mL. Til að meta árangur sérhæfingar 

mónócýta í óþroskaðar angafrumur voru 100 µL af frumulausn settir í tvö FACS 

glös og þau geymd á ís fyrir frumuflæðisjárskoðun (sjá kafla 3.2.3.6). Í hvern 

brunn á 48 brunna ræktunarplötu voru settir 500 µL frumulausn og 5 ng af IL-1β 

(10 µL af 0,5 µg/mL lausn), 25 ng af TNFα (10 µL af 2,5 µg/mL lausn) og 0,25 

µg af LPS (10 µl af 25 µg/mL lausn). Boðefnum og LPS var bætt við til að örva 

óþroskaðar angafrumur yfir í þroskaðar angafrumur. Að þessu loknu voru að 

lágmarki tveir brunnar látnir vera án frekari viðbóta og voru notaðir sem aðal 

viðmið. Þar sem sýni voru leyst upp í DMSO sem er ertandi fyrir frumur var í 

a.m.k. tvo brunna bætt við DMSO í sama styrk og notaður var til að leysa upp 

sýni. Sýni voru sett út í brunna í nokkrum styrkjum; 50 µg/mL (10 µL af 2,5 

mg/mL sýni), 10 µg/mL (10 µL af 0,5 mg/mL sýni) og 1 µg/mL (10 µL af 0,05 

mg/mL sýni). Hver styrkur af hverju sýni var settur í minnst tvo brunna. 

Ræktunarplatan var svo sett í frumuræktunarskáp (5% CO2, 37°C, 95% raki) í 

tvo daga og ástand frumnanna skoðað reglulega og skráð niður. Á degi níu, 

tveimur dögum eftir örvun, voru frumurnar skoðaðar í smásjá og frumum og 

frumufloti safnað í eppendorf glös sem voru höfð á ís. Frumurnar voru spunnar 

niður í skilvindu við 300 g í 10 mínútur við 4°C, f lotinu safnað í þrjú geymsluglös 

og þau fryst við -70°C fyrir ELISU mælingar (sjá ka fla 3.2.3.7) og frumurnar 

hristar upp. Að því loknu voru frumurnar endurleystar í 150 µL af litunar buffer 

og 100 µL settir í tvö FACS glös fyrir frumuflæðisjárskoðun (sjá kafla 3.2.3.6). 
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3.2.3.6 Flúrskinslitun og frumuflæðisjá 

Sýni fyrir frumuflæðisjá voru tekin á þremur mismunandi stigum í 

angafrumulíkaninu. Á degi núll eftir einangrun á CD14+ frumum, á degi sjö eftir 

að mónócýtarnir höfðu náð að sérhæfast yfir í óþroskaðar angafrumur og á degi 

níu þegar angafrumurnar höfðu náð að örvast í þroskaðar angafrumu. 

 

Tafla 4.  Flúrskinsmerkt mótefni í hverju FACS glasi.  

FACS glas Flúrskinsmerkt mótefni 

1 IgG1-FITC (viðmið) IgG2a-PE (viðmið) IgG2a-APC (viðmið) 

2 CD86-FITC HLA-DR-PE CD14-APC 

 

Í hvert FACS glas var sett 100 µL af frumulausn. Flúrskinsmerkt einstofna 

mótefni voru þynnt með litunar buffer í 1/10 (IgG1-FITC, IgG2a-PE, CD86-FITC 

og HLA-DR-PE) og 1/5 (IgG2a-APC og CD14-APC). Fimm µL af þynntum 

flúrskinsmerktum einstofna mótefnum voru settir út í viðeigandi glös (sjá töflu 4). 

Glösin voru höfð á ís í 20 mín á meðan mótefnin voru að bindast. Frumurnar 

voru þvegnar með 2 mL af litunar buffer og spunnar niður í skilvindu við 300 g í 

fimm mínútur við 4°C, flotinu hellt í burtu og frum urnar hristar upp. Að því loknu 

voru frumurnar endurleystar og fixeraðar með því að bæta 300 µL af 1% 

paraformaldehýði út í glösin. Álpappír var settur yfir glösin til að verja gegn ljósi 

og þau geymd í kæli fram að mælingu í frumuflæðisjá (hámarks geymsluþol eftir 

litun er ein vika). 

 

Frumuflæðisjá (e. fluorescence-activated cell sorting, FACS) er tæki sem greinir 

stærðarmun frumna með fram-geilsadreif (e. forward scatter) og kyrningu 

frumna með hliðar-geilsadreif (e. side scatter). Tækið greinir einnig flúrskinsliti 

með mismunandi flúrskinsnemum (sjá mynd 15). 
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Mynd 15. Yfirlitsmynd af frumuflæðisjá með tveimum 
flúrskinsnemum (mynd aðlöguð úr Murphy, o.fl, 2008) . 

 

Niðurstöðurnar úr frumuflæðisjá voru greindar í forritinu CellQuest og metnar 

sem prósenta jákvæðra frumna miðað við ísótýpuviðmið og sem meðal 

flúrskinsljómun. Með þessu móti var hægt að sjá hversu stórt hlutfall af 

frumunum tjáðu viðeigandi yfirborðssameindir og meðaltalsmagn sameindanna 

á hverri frumu. 

 

3.2.3.7 ELISA 

Mælt var magn boðefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 í flotum sem voru geymd í -

70°C frysti frá degi sjö og degi níu. 

 

Skref 1:  Húðunarmótefnin voru þynnt með PBS, IL-6 og IL-10 í styrkinn 2 

µg/mL og IL-12p40 í styrkinn 4 µg/mL. ELISU plötur (96 brunna) voru húðaðar 

með viðeigandi þynntu húðunarmótefni með því að láta 100 µL í hvern brunn. 

Plöturnar voru látnar standa við herbergishita yfir eina nótt. 
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Skref 2:  Húðunarlausn var skvett úr brunnunum. Til að hindra ósértæka 

bindingu voru 300 µL af blokkunarlausn settir í alla brunnana og hún látin 

standa við herbergishita í eina klukkustund. Blokkunarlausninni var svo skvett úr 

brunnunum og plöturnar þvegnar fjórum sinnum með þvottalausn (PBS-T). 

 

Skref 3:  Sýni og staðlar voru þynnt í ELISU buffer og mæld í tvísýni (e. 

duplicate wells), 100 µL í hvern brunn. Staðall fyrir IL-6 var mældur í styrknum 

4,7 til 600 pg/mL, fyrir IL-10 í styrknum 31,25 til 2000 pg/mL og IL-12p40 í 

styrknum 62,5 til 4000 pg/ml sem voru útbúnir með sjö tvöföldum 

raðþynningum. Brunnar sem voru eingöngu með ELISU buffer voru notaðir sem 

blankar. Frumuflotin voru þynnt í ELISU buffer í styrkinn 1/20 fyrir IL-6, óþynnt 

fyrir IL-10 og í styrkinn 1/10 fyrir IL-12p40 og blandað vel. Plöturnar voru látnar 

standa við herbergishita í tvær klukkustundir og svo skvett úr þeim og þær 

þvegnar fjórum sinnum eins og áður. 

 

Skref 4:  Greiningarmótefnið fyrir IL-6 var þynnt með ELISU buffer í styrkinn 200 

ng/mL, fyrir IL-10 með ELISU buffer í styrkinn 300 ng/mL og fyrir IL-12p40 með 

ELISU buffer, sem búið var að bæta við 2% normal goat serum (NGS), í 

styrkinn 100 ng/mL. Greiningarmótefnin, 100 µl í hvern brunn, voru látin standa 

við herbergishita í tvær klukkustundir en þá var skvett úr plötunum og þær 

þvegnar fjórum sinnum eins og áður. 

 

Skref 5:  Streptavidin-HRP var þynnt 1/200 með ELISU buffer og 100 µL settir í 

alla brunnana og látið standa við herbergishita í 20 mínútur í myrkri en þá var 

skvett úr plötunum og þær þvegnar fjórum sinnum eins og áður. 

 

Skref 6:  Því næst var 100 µL af hvarflausn settir í alla brunnana og platan látin 

standa við herbergishita undir álpappír þangað til blár litur var farinn að sjást vel 

í efsta staðli. Að lokum var 50 µL af stopplausn sett í hvern brunn sem breytti 

bláa litnum í gulan og var gleypnin strax mæld í ljósmæli við 450 nm. 
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Skref 7:  Staðalkúrfa var sett upp í excel þar sem styrkur staðals var á x-ás og 

ljósgleypni á y-ás. Jafna bestu línu var fundin og notuð til reikna út styrk 

boðefna í pg/mL sem var í frumuflotunum. Þar sem mikill munur er á 

grunngildum á milli einstaklinga var seytistuðull reiknaður fyrir hvern einstakling 

með því að deila magni boðefnis sem var seytt af frumum meðhöndluðum með 

DMSO upp í magn boðefnis sem var seytt af frumum meðhöndluðum með sýni. 

 

3.2.3.8 Tölfræði 

Meðaltal og meðalskekkja meðaltals (e. standard error of the mean) var reiknað 

fyrir þau sýni sem voru mæld þrisvar eða oftar. Tölfræðilegur samanburður á 

milli niðurstaðna úr angafrumum meðhöndluðum með DMSO og angafrumum 

meðhöndluðum með sýnum var gerður með einstefnu ANOVA prófi og notað 

Tukey’s post-hoc próf. Tölfræðiforitið Sigmastat var notað við útreikningana og 

p-gildi minna en 0,05 var metið sem marktækt. 

 

3.2.3.9 Framleiðsluforskriftir fyrir angafrumulíkan 

MACS buffer, PBS með 0,5% BSA, 2 mM EDTA  

440 mL af PBS, sterílt 

12,5 mL af 20% BSA í PBS, filterað 

50 mL af 20 mM EDTA, sterílt 

Öllu blandað saman og geymt í kæli 

 

20 mM EDTA  

3,72 g af EDTA 

500 mL af PBS 

Sett í gufusæfi og geymt við stofuhita 

 

20% BSA í PBS  

40 g af BSA 

Leyst upp í 180 mL af PBS og látið jafna sig yfir nótt 

Fyllt upp að 200 mL marki daginn eftir með PBS 

Filteruð með 0,22 µm filter yfir í fjögur steríl 50 mL glös og geymt í kæli 
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RPMI æti  

RPMI 1640 æti 

50 mL af FCS (10%) 

5 mL af Penicillin/Streptomycin 

Blandað saman og geymt í kæli 

 

Litunar buffer, PBS með 0,5% BSA, 2 mM EDTA, 0,1% N aN3 

440 mL af PBS 

12,5 mL af 20% BSA í PBS, filterað 

50 mL af 20 mM EDTA, sterílt 

0,5 g af NaN3 eða 5 mL af 10% lausn  

Blandað saman og geymt í kæli 

 

1% paraformaldehýð í PBS 

20 mL af 10% formalín (v/v) 

180 mL af PBS 

Blandað saman og geymt í kæli 

 

Blokkunarlausn fyrir ELISU 

5 g af BSA 

25 g af súkrósi 

0,25 g af NaN3 

500 mL af PBS 

 

ELISA buffer, 1% BSA í PBS  

2 g af BSA 

200 mL af PBS 200 mL 

Blandað saman og geymt í kæli 
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Þvottalausn, BPS með 0,05% Tween-20 (PBS-T) 

40 g af NaCl 

5,75 g af Na2HPO4 

1 g af KH2PO4 

1 g af KCl 

Fylla upp að 5 L með H2O 

2,5 mL af Tween-20 
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4. NIÐURSTÖÐUR 

 

4.1 Úrhlutun, einangrun og hreinsun efna úr birkibe rki 

Ýmsar þáttunaraðferðir voru notaðar til að þátta birkibörk niður í smærri og 

hreinni þætti sem voru prófaðir í in vitro angafrumulíkani. 

 

4.1.1 Úrhlutun birkibarkar (BpEE) og þáttun með VLC 

Birkibörkur var úrhlutaður með etanóli og þáttaður niður með VLC í fimm 

misskautaðar úrdrætti, sjá flæðirit á mynd 16. Um 200 g af þurrkuðum og 

möluðum birkiberki (Betula pubescens) var úrhlutað með etanóli á segulhræru í 

sólarhring og frekari hreinsun gerð með VLC. Þá voru um 17 g af BpEE aðskilin 

með fimm misskautuðum ferðafösum og út fengust fimm þættir, Bp1 – Bp5. Sjá 

má ferðafasasametningar og heimtur úrdráttanna á flæðiritinu (mynd 16). 
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Mynd 16. Flæðirit fyrir úrhlutun og þáttun með VLC á BpEE. 
 

Eftir að búið var að inngufa leysana frá úrdrættinum og þáttunum var 

efnainnihaldið skoðað með TLC. Úrdrátturinn BpEE og þættirnir Bp1 – Bp5, 

voru blettaðir á TLC plötu sem sjá má á mynd 17. Notaður var ferðafasinn 

CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Önnur þunnlagsgreining var gerð á BpEE og Bp1 – Bp5 
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og var þá betúlín og glúkósi hafður með til viðmiðunar (sjá mynd A1 á bls. I í 

viðauka A). Út frá þessum TLC plötum var ákveðið að halda áfram að vinna 

með Bp3 til frekari aðgreiningar. Þess ber þó að geta að framköllunarvökinn, 

H2SO4 : C2H6O (10:90), sem notaður var á þessar tvær TLC plötur, er ekki 

talinn vera hentugur og var því notast við anisaldehýðlausn sem 

framköllunarvökva í áframhaldandi þáttunum. 

 

Mynd 17. Þunnlagsgreining á BpEE og Bp1 – Bp5. BpEE : birkibarkar 
úrdráttur (viðmið), Bp1 – Bp5: birkibarkar þættir s em fengust eftir VLC. 
Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með framköllunarvökva 
sem samanstóð af H 2SO4 : C2H6O (10:90). 
 

4.1.2 Þáttun með fastfasa súluskiljun (SPE) 

Bp3 var þáttaður enn frekar niður með SPE, sjá flæðirit á mynd 20. Um 900 g af 

húðuðu efni var komið fyrir á súlunni og þrír misskautaðir ferðafasar látnir renna 

í gegnum hana. Til að aðgreina niður í þætti var spottað var úr fimmta hverju 

glasi. Ekki var hægt að aðgreina nægilega vel milli allra glasanna og þurfti því 
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að spotta úr fleiri glösum. Á myndum 18 g 19 má sjá dæmi um TLC plötur eftir 

SPE. Notaður var ferðafasinn CH2Cl2 : CH3OH (97:3) og framkallað með 

anisaldehýðlausn. Í heildina voru þrjár SPE keyrslur framkvæmdar á Bp3, til að 

nægt magn fengist af þáttunum, og má sjá TLC plöturnar í viðauka A. Sjá má 

ferðafasasametningar SPE keyrslunnar og heimtur þáttanna á flæðiritinu (mynd 

20). 

 
Mynd 18. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (III), TLC plata 2. 
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í úrdrætti. Bp3: þáttur sem fékkst eftir VLC (viðmi ð). Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

Mynd 19. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (IV), TLC plata 3. 
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
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Mynd 20. Flæðirit fyrir þáttun með SPE á Bp3. 
*Bp3.10 fékkst þegar skoluð var SPE súluna með meta nól daginn eftir 
keyrslu, þetta á eingöngu við um fyrstu keyrsluna, SPE(I). 
 

4.1.3 Þáttun með háþrýstivökvagreiningu (HPLC) 

Til að þátta Bp3.4 enn frekar var framkvæmd HPLC, sjá flæðirit á mynd 21. Um 

900 µL af uppleystu efni var sprautað inn á HPLC súlu, Gemini-NX 5µm C18 

(250 x 21,20 mm). Notuð var ferðafasasamsetning C2H3N : H2O (86:14), 

flæðihraðinn hafður á 5 mL/mín, bylgjulengd í 210 nm og var lengd keyrslu 90 

mín. Dæmi um eina HPLC keyrslu má sjá að mynd 22. Í heildina voru keyrðar 

tuttugu keyrslur og efnum safnað í flöskur. Út úr þessum keyrslum komu ellefu 

þættir, Bp3.4.1 – Bp3.4.11, og sjá má heimtur þeirra á flæðiriti (mynd 21). Á 

mynd 23 má sjá hvar tríterpenarnir betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra 
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koma út af HPLC súlunni Inertsil 5µm C18 (4,6 mm x 250 mm). Þessi keyrsla 

var framkvæmd af Ólöfu Karen Sveinsdóttur sem hlut af meistarverkefni hennar. 

 

Mynd 21. Flæðirit fyrir þáttun með HPLC á Bp3.4. 
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Mynd 22. HPLC keyrsla á Bp3.4. Númerin segja til um  hvernig skipt var í 
þætti t.d. 1: Bp3.4.1, 2: Bp3.4.2 o.s.frv. Súla: Ge mini-NX 5µm C18 (250 x 
21,20 mm), ferðafasasamsetning: C 2H3N : H2O (86:14), flæðihraðir: 5 
mL/mín, bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 mín. 
 

 

Mynd 23. HPLC keyrsla á Bp3.4. Súla: Inertsil 5µm C 18 (4,6 mm x 250 mm).  
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Þættirnir sem fengust með HPLC þáttun, Bp3.4.1 – Bp3.4.11, voru spottaðir á 

TLC plötu og Bp3.4 og betúlín haft sem viðmið (sjá mynd 24). Því miður 

eyðilagðist hluti af plötunni og er það ástæða þess að betúlínsýra, lúpeól og 

óleanólínsýra eru ekki með á plötunni. Þættirnir voru misvel mettaðir á plötunni, 

en þó sést glögglega að þeir allir innihalda fjölmörg efnasambönd þar á meðal 

betúlín. 

 

 

Mynd 24. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3.4 með H PLC. Bp3: þáttur sem 
fékkst eftir VLC (viðmið), Bp3.4: þáttur sem fékkst  eftir SPE keyrslur 
(viðmið), Bp3.4.1 – Bp3.4.11: þættir sem fengust ef tir HPLC, B: betúlín 
(viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), L: lúpeól (viðm ið), ÓS: óleanólínsýra 
(viðmið). Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 

 

4.2 Angafrumulíkan 

Til að kanna lífvirkni efnasambanda úr birkiberki voru áhrif þeirra á tjáningu 

yfirborðssameinda og boðefnaseytingu meðhöndlaðra angafrumna skoðuð. 

Áhrif þátta og hreinna efna úr birkiberki á angafrumur manna in vitro var skoðuð 

í sex tilraunum (sjá nánar í töflu 5) þar sem notast var við fjóra heilbrigða 

blóðgjafa. 
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Tafla 5. Listi yfir þætti og hrein efni úr birkiber ki sem notað var í hverri 
tilraun fyrir sig. DMSO: dímetýl súlfoxíð (efnið se m þættirnir og staðlarnir 
voru leystir upp með), Bp3(M) og Bp4(M): birkibarka r þættir sem þáttaðir 
voru í fyrri rannsókn (Freysdottir o.fl., 2011), B:  betúlín, BS: betúlínsýra, L: 
lúpeól, ÓS: óleanólínsýra. 

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 3 Tilraun 4 Tilraun 5 T ilraun 6 

DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

Bp3.2 Bp3.4 Bp3.4 Bp3.4 Bp3.4 Bp3.4 

Bp3.3(I) Bp3.4.1 Bp3.4.1 Bp3.4.1 Bp3.4.1 Bp3.4.1 

Bp3.3(II) Bp3.4.2 Bp3.4.2 Bp3.4.2 Bp3.4.2 Bp3.4.2 

Bp3.4 Bp3.4.3 Bp3.4.3 Bp3.4.3 Bp3.4.3 Bp3.4.3 

Bp3.5 Bp3.4.4 Bp3.4.4 Bp3.4.4 Bp3.4.4 Bp3.4.4 

Bp3(M) Bp3.4.5 Bp3.4.5 Bp3.4.5 Bp3.4.5 Bp3.4.5 

Bp4(M) Bp3.4.6 Bp3.4.6 Bp3.4.6 Bp3.4.6 Bp3.4.6 

B Bp3.4.7 Bp3.4.7 Bp3.4.7 Bp3.4.7 Bp3.4.7 

BS Bp3.4.8 Bp3.4.8 Bp3.4.8 Bp3.4.8 Bp3.4.8 

L Bp3.4.9 Bp3.4.9 Bp3.4.9 Bp3.4.9 Bp3.4.9 

ÓS Bp3.4.10 Bp3.4.10 Bp3.4.10 Bp3.4.10 Bp3.4.10 

 Bp3.4.11 Bp3.4.11 Bp3.4.11 Bp3.4.11 Bp3.4.11 

  B B B B 

  BS BS BS BS 

  L L L L 

  ÓS ÓS ÓS ÓS 
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4.2.1 Áhrif birkibarkar þátta og hreinna efna sem finnast í birkiberki á 

tjáningu yfirborðssameinda á angafrumum 

Fylgst var með sérhæfingu mónócýta í angafrumur og áframhaldandi þroskun 

angafrumnanna með því að mæla tjáningu þeirra á yfirborðssameindunum 

CD14, CD86 og HLA-DR í frumuflæðisjá. 

 

4.2.1.1 Tilraun eitt 

Ein tilraun var framkvæmd á útvöldum birkibarkar úrdráttum sem fengust eftir 

SPE keyrslurnar og voru tveir þættir úr fyrri rannsókn (Freysdottir o.fl., 2011) 

(Bp3(M) og Bp4(M)) og fjórir staðlar (betúlín, betúlínsýra, lúpeól og 

óleanólínsýra) hafðir með til viðmiðunar. Þessi tilraun var framkvæmd til að 

ákvarða hvaða þátt/þætti ætti að nota áframhaldandi þáttanir. 

 

Þroskun angafrumna með DMSO eða þáttum hafði lítil áhrif á hlutfall CD14+ 

frumna eða meðaltjáningu á CD14 (mynd 25). Hlutfall CD86+ angafrumna sem 

voru þroskaðar með þætti Bp3(M) var töluvert lægra en hjá angafrumum sem 

voru þroskaðar án viðbótarefna og meðaltjáning CD86 var líka lægri (mynd 26). 

Hlutfall HLA-DR+ frumna og meðatjáningu á HLA-DR var líka minna hjá 

angafrumum sem voru þroskaðar með þætti Bp3(M) miðað við angafrumur sem 

voru þroskaðar án viðbótarefna (mynd 27). Aðrir þættir sem drógu úr hlutfalli 

CD86+ eða HLA-DR+ frumna eða meðaltalstjáningu CD86 eða HLA-DR voru 

Bp3.4 (lægri meðaltalstjáning CD86 og HLA-DR) og Bp3.3(II) (lægri 

meðaltalstjáning HLA-DR) (myndir 26 og 27).  
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Mynd 25. Tjáning angafrumna á CD14 í tilraun 1. Pró senta CD14 jákvæðra 
frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu sem tjáðu CD14 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL, nema fyrir 
DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) þá var einnig mælt í styrknum 50 
µg/mL. MC: mónócýtar, óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar 
angafrumur, DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.2 – Bp3.5: birkibarkar 
þættir sem fengust eftir SPE, B: betúlín (viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), 
L: lúpeól (viðmið) og ÓS: óleanólínsýra (viðmið). 
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Mynd 26. Tjáning angafrumna á CD86 í tilraun 1. Pró senta CD86 jákvæðra 
frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu sem tjáðu CD86 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL, nema fyrir 
DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) þá var einnig mælt í styrknum 50 
µg/mL. MC: mónócýtar, óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar 
angafrumur, DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.2 – Bp3.5: birkibarkar 
þættir sem fengust eftir SPE, B: betúlín (viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), 
L: lúpeól (viðmið) og ÓS: óleanólínsýra (viðmið). 
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Mynd 27. Tjáning angafrumna á HLA-DR í tilraun 1. P rósenta HLA-DR 
jákvæðra frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu s em tjáðu HLA-DR 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL, nema fyrir 
DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) þá var einnig mælt í styrknum 50 
µg/mL. MC: mónócýtar, óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar 
angafrumur, DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.2 – Bp3.5: birkibarkar 
þættir sem fengust eftir SPE, B: betúlín (viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), 
L: lúpeól (viðmið) og ÓS: óleanólínsýra (viðmið). 
 

4.2.1.2 Tilraunir tvö - sex 

Í tilraunum tvö til sex voru áhrif þáttarins Bp3.4 (sem var valin til áframhaldandi 

þáttunar eftir tilraun eitt) og þáttanna sem fengust eftir þáttun Bp3.4 með HPLC, 
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Bp3.4.1 – Bp3.4.11 rannsökuð. Í öllum tilraununum nema þeirri annarri voru 

fjórir staðlar sem eru hrein efni sem einangruð hafa verið úr birkiberki (betúlín, 

betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra) hafðir með sem viðmið. Öll efnin voru 

prófuð í styrknum 10 µg/mL. 

 

Hlutfall CD14+ mónócýta var mælt til að meta hversu vel einangrun þeirra hafði 

heppnast. Eins og sést á mynd 28 var hlutfall mónócýta sem tjáðu CD14 

yfirborðssameindina mjög hátt eða um 90% og meðaltalstjáning á CD14 var há. 

Þegar mónócýtarnir sérhæfðust yfir í óþroskaðar angafrumur lækkaði hlutfall 

CD14+ frumna og meðaltalstjáningin lækkaði og þetta hélst svoleiðis eftir 

þroskun þeirra. Ræktun angafrumna með þáttum eða hreinum stöðlum hafði 

ekki áhrif á hlutfall  CD14+ frumna eða meðaltjáningu á CD14. 
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Mynd 28. Tjáning angafrumna á CD14 í tilraun 2-6. P rósenta CD14 
jákvæðra frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu s em tjáðu CD14 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL. MC: mónócýtar, 
óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar angafru mur, DMSO: 
dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.4: birkibarkar þáttu r sem fékkst eftir SPE, 
Bp3.4.1 – Bp3.4.11: birkibarkar þættir sem fengust eftir HPLC, B: betúlín 
(viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), L: lúpeól (viðm ið) og ÓS: óleanólínsýra 
(viðmið).  
 

Sérhæfing mónócýta í angafrumur og ræsing þeirra var metin með því að mæla 

tjáningu þeirra á yfirborðssameindunum CD86 og HLA-DR. Meðaltalstjáning á 

CD86 og HLA-DR var mjög lág hjá mónócýtum og óþroskuðum angafrumum en 
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við þroskun þeirra jókst meðaltalstjáningin margfalt (myndir 29 og 30). Þroskun 

angafrumna í návist DMSO hafði engin áhrif á hlutfall CD86+ eða HLA-DR+ 

frumna eða meðaltalstjáningu CD86 eða HLA-DR miðað við angafrumur 

þroskaðar án DMSO (myndir 29 og 30). Þroskun angafrumna með þáttum eða 

stöðlum hafði engin áhrif á hlutfall HLA-DR+ frumna eða meðaltalstjáningu HLA-

DR miðað við angafrumur þroskaðar með DMSO (mynd 30). Hins vegar virtist 

þroskun angafrumna í návist flestra úrdráttanna hafa tilhneigingu til að draga úr 

meðaltalstjáningu á CD86 miðað við angafrumur þroskaðar með DMSO en 

þessi áhrif voru bara tölfræðilega marktæk fyrir þættina Bp3.4.8 og Bp3.4.9 

(mynd 29).   
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Mynd 29. Tjáning angafrumna á CD86 í tilraun 2-6.  Prósenta CD86 
jákvæðra frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu s em tjáðu CD86 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL. MC: mónócýtar, 
óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar angafru mur, DMSO: 
dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.4: birkibarkar þáttu r sem fékkst eftir SPE, 
Bp3.4.1 – Bp3.4.11: birkibarkar þættir sem fengust eftir HPLC, B: betúlín 
(viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), L: lúpeól (viðm ið) og ÓS: óleanólínsýra 
(viðmið). 
*Tölfræðilega marktækur munur (p-gildir undir 0,05)  á milli angafrumna 
þroskaðra með þætti eða staðli og angafrumna þroska ðra með DMSO.  
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Mynd 30. Tjáning angafrumna á HLA-DR í tilraun 2-6.  Prósenta HLA-DR 
jákvæðra frumna og meðalflúrljómun á hverri frumu s em tjáðu CD86 
yfirborðassameindir eftir að hafa verið þroskaðar m eð og án þátta eða 
hreinna efna úr birkiberki. Mælt var í styrknum 10 µg/mL. MC: mónócýtar, 
óþAF: óþroskaðar angafrumur, þAF: þroskaðar angafru mur, DMSO: 
dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.4: birkibarkar þáttu r sem fékkst eftir SPE, 
Bp3.4.1 – Bp3.4.11: birkibarkar þættir sem fengust eftir HPLC, B: betúlín 
(viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið), L: lúpeól (viðm ið) og ÓS: óleanólínsýra 
(viðmið). 
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4.2.2 Áhrif birkibarkar þátta og hreinna efna sem finnast í birkiberki á 

boðefnaseytingu angafrumna 

Boðefnaseyting meðhöndlaðra og ómeðhöndlaðra angafrumna var metin með 

ELISU mælingum. 

 

4.2.2.1 Tilraun eitt 

Á mynd 31 má sjá IL-10 boðefnaframleiðslu angafrumna sem voru þroskaðar án 

viðbótarefna, með DMSO, þáttum eða stöðlum. Eins og kom fram í kafla 4.2.1.1 

var þessi tilraun framkvæmd til að ákvarða hvaða þátt/þætti ætti að nota í 

áframhaldandi þáttanir. IL-10 boðefnaframleiðsla var verulega minni hjá 

angafrumum sem voru meðhöndlaðar með Bp3(M) og Bp3.4 í hærri styrknum 

(50 µg/mg) miðað við angafrumur meðhöndlaðar án efna (mynd 31). IL-12p40 

mælinging tókst ekki í tilraun eitt. 

 

 

Mynd 31. IL-10 boðefnaseyting angafrumna, tilraun 1 . IL-10 
boðefnaseyting meðhöndlaðra og ómeðhöndlaðra angafr umur. Mælt var í 
styrknum 10 µg/mL, nema fyrir DMSO, Bp3.4, Bp3.5, B p3(M) og Bp4(M) þá 
var einnig mælt í styrknum 50 µg/mL. þAF: þroskaðar  angafrumur, DMSO: 
dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.2 – Bp3.5: birkibark ar þættir sem fengust 
eftir SPE, B: betúlín (viðmið), BS: betúlínsýra (vi ðmið), L: lúpeól (viðmið) 
og ÓS: óleanólínsýra (viðmið).  
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4.2.2.2 Tilraunir tvö - sex 

Eins og fram kom í kafla 4.2.1.2 voru áhrif þáttarins Bp3.4 (sem var valin til 

áframhaldandi þáttunar eftir tilraun eitt) og þáttanna sem fengust eftir þáttun 

Bp3.4 með HPLC, Bp3.4.1 – Bp3.4.11 rannsökuð í tilraunum tvö til sex og borin 

saman við áhrif DMSO. Öll efnin voru prófuð í styrknum 10 µg/mL. 

 
Á mynd 32 má sjá að þroskun angafrumna með þáttum eða stöðlum hafi engin 

áhrif á IL-10 seytingu angafrumnanna miðað við angafrumur þroskaðar með 

DMSO. 

 

Mynd 32. IL-10 boðefnaseyting angafrumna, tilraun 2 -6. IL-10 
boðefnaseyting meðhöndlaðra og ómeðhöndlaðra angafr umna. Mælt var í 
styrknum 10 µg/mL. DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið),  Bp3.4: birkibarkar 
þáttur sem fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 – Bp3.4.11: bi rkibarkar þættir sem 
fengust eftir HPLC, B: betúlín (viðmið), BS: betúlí nsýra (viðmið), L: lúpeól 
(viðmið) og ÓS: óleanólínsýra (viðmið). 
 

IL-12p40 var mælt í sýnum úr tilraun fjögur til sex. Angafrumur meðhöndlaðar 

með öllum þáttum og stöðlum seyttu minna af IL-12p40 miðað við angafrumur 

meðhöndlaðar með DMSO (sjá mynd 33). IL-12p40 seytun angafrumnanna var 

svo lág að gildin voru fyrir neðan lægsta staðal og var þessum gildum þá gefinn 

helmingur af styrk lægsta staðals. IL-12p40 mælinging tókst ekki í tilraunum tvö 

og þrjú.  
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Mynd 33. IL-12p40 boðefnaseyting angafrumna, tilrau n 4-6. IL-12p40 
boðefnaseyting meðhöndlaðra og ómeðhöndlaðra angafr umna. Mælt var í 
styrknum 10 µg/mL. DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið),  Bp3.4: birkibarkar 
þáttur sem fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 – Bp3.4.11: bi rkibarkar þættir sem 
fengust eftir HPLC, B: betúlín (viðmið), BS: betúlí nsýra (viðmið), L: lúpeól 
(viðmið) og ÓS (viðmið): óleanólínsýra. 
*Tölfræðilega marktækur munur (p-gildir undir 0,05)  á milli angafrumna 
þroskaðra með og þætti eða staðli og angafrumna þro skaðra með DMSO. 
 

IL-6 boðefnaseyting var framkvæmd á sýnum úr tilraun þrjú til sex. Á mynd 34 

má sjá að angafrumur meðhöndlaðar með þáttum Bp3.4.1 – Bp3.4.6 og Bp3.4.8 

– Bp3.4.11 seyttu marktækt minna af IL-6 en angafrumur meðhöndlar með 

DMSO. 

 



  

65 

 

 

Mynd 34. IL-6 boðefnaseyting angafrumna, tilraun 3- 6. IL-6 boðefnaseyting 
meðhöndlaðra og ómeðhöndlaðra angafrumna. Mælt var í styrknum 10 
µg/mL. DMSO: dímetýl súlfoxíð (viðmið), Bp3.4: birk ibarkar þáttur sem 
fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 – Bp3.4.11: birkibarkar þ ættir sem fengust eftir 
HPLC, B: betúlín (viðmið), BS: betúlínsýra (viðmið) , L: lúpeól (viðmið) og 
ÓS: óleanólínsýra (viðmið). 
*Tölfræðilega marktækur munur (p-gildir undir 0,05)  á milli angafrumna 
þroskaðra með þætti eða staðla og angafrumna þroska ðra með DMSO. 
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5. UMRÆÐUR 

 

Verkefnið er framhald af stærra rannsóknarverkefni þar sem verið er að kanna 

áhrif birkibarkar á ónæmissvörun í von um að finna efni sem gætu verið 

gagnlegt gegn liðagigt eða öðrum bólgusjúkdómum í mönnum. Lífvirknileidd 

þáttun var notuð til að finna og greina efni úr birkiberki sem reyndust draga úr 

ræsingu angafrumna in vitro. Hægt er að sjá úr fyrri in vitro rannsóknum að 

birkibarkar úrdráttur og þættirnir Bp3 og Bp4 hafa bælandi áhrif á ræsingu 

angafrumna. Seyting boðefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 minnkar hjá 

angafrumum þegar þær eru ræktaðar í návist þessar efna og má einnig sjá 

bælandi áhrif á tjáningu yfirborðssameindanna CD86, CD197 (CCR7) og 

CD209 (DC-SIGN) (Freysdottir o.fl., 2011). Í meistarverkefni, sem var 

framkvæmt árið 2010, var Bp3 þáttað í Bp3.1 – Bp3.10 og kom í ljós að Bp3.5 

var virkust in vitro. Það kom einnig fram að þessi þáttur inniheldur m.a. betúlín, 

betúlínsýru, lúpeól og óleanólínsýru (Eggertsdóttir, 2010). Niðurstöður úr BS-

verkefni Jóhanns Frímanns Rúnarssonar, sem framkvæmt var sama ár, gáfu 

ýmsar vísbendingar um áhrif birkibarkar þátta á ræsingu angafrumna og sýndi 

Bp3.4 mestu áhrifin in vitro (Rúnarsson, 2010). 

 

Markmið verkefnisins var að þátta birkibörk með lífvirknileiddri þáttun í von um 

að finna og einangra efnasambönd sem hefðu bælandi áhrif á ræsingu 

angafrumna in vitro. Þurr og malaður birkibörkur var úrhlutaður með etanóli og 

við það fékkst úrdráttur, BpEE. Þessi úrdráttur var þáttaður enn frekar niður 

með mismunandi þáttunaraðferðum. Fyrst var framkvæmd vökvagreining undir 

lofttæmi með fimm misskautaðum ferðafösum. Stöðufasi súlunnar var skautaður 

og byrjað var að setja minnst skautaða ferðafasann á hana og því ættu 

óskautuðustu efnin að koma fyrst út af súlunni. Efnin sem eru í mestu magni í 

berkinum og rannsakandi hafði mestan áhuga á að einangara voru terpenar, en 

þeir eru lítið skautaðir sbr. efnabyggingu þeirra. Skautun ferðafasanna var aukin 

í hverju skrefi til að reyna að aðskilja efnin sem best. Þættirnir sem fengust eftir 

VLC voru kallaðir Bp1 – Bp5. Þessi þættir voru skoðaðir í þunnlagsgreiningu og 
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metnir með tilliti til viðmiða, BpEE og betúlín. Til að meta hvað þáttur ætti að 

vera þáttaður frekar niður var stuðst við þunnlagsgreiningar og fyrri rannsóknir 

hafðar til hliðsjónar (Eggertsdóttir, 2010; Freysdottir o.fl., 2011; Rúnarsson, 

2010). Ákveðið var að halda áfram að þátta Bp3 enn frekar niður með fastfasa 

súluskiljun. Notaðir voru þrír misskautaðir ferðafasar til að framkvæma þess 

þáttunaraðferð sem gaf tíu þætti, Bp3.1 – Bp3.10. Vegna lítilla heimta var þessi 

þáttunaraðferð framkvæmd þrisvar sinnum til að tryggja nægjanlegt magn af 

hverjum þætti. Þess ber þó að geta að þáttur sem var kallaður Bp3.10 var 

eingöngu fengin eftir fyrstu keyrsluna, þar sem súlan var skoluð með metanóli í 

lokin vegna þess að eitthvað sat eftir á súlunni. 

 

Þar sem angafrumur í blóði er mjög fáar er mikilvægt að fá angafrumur eftir 

öðrum leiðum og var sérhæfing þeirra úr mónócýtum notuð í þessari rannsókn. 

Einangrun mónócýta tókst almennt vel, þ.e. nánast allar frumur að lokinni 

einangrun tjáðu CD14 yfirborðsameindina og voru því mónócýtar og hvarf sú 

tjáning þegar frumurnar þroskuðust sem bendir til þess að þeir hafi sérhæfst yfir 

í angafrumur (Freysdottir, Omarsdottir, Ingolfsdottir, Vikingsson og Olafsdottir, 

2008). Hlutfall frumna og meðaltjáning þeirra sem tjáðu yfirborðssameindirnar 

CD86 og HLA-DR jókst við þroskun óþroskaðra angafrumna yfir í þroskaðar 

angafrumur, sem bendir til að angafrumurnar hafi náð að þroskast og ræsast. 

Þar sem sýnin í þessari rannsókn voru leyst upp í DMSO voru angafrumur 

ræktaðar í návist bara DMSO og haft sem viðmið og niðurstöður bornar saman 

við DMSO viðmiðið. 

 

Nokkrir útvaldir þættir eftir SPE voru skoðaðir í in vitro angafrumulíkaninu. 

Þættirnir Bp3.2 – Bp3.5, fjórir hreinir staðlar (betúlín, betúlínsýra, lúpeól og 

óleanólínsýra) og tveir þættir úr fyrri rannsókn; Bp3(M) og Bp4(M) (Freysdottir 

o.fl., 2011) voru leystir upp í DMSO og ræktaðir í návist angafrumna. 

Niðurstöður sýndu áhugaverða virkni hjá öllum fjórum birkibarkar þáttunum, 

sem fengust eftir fastfasa súluskiljunina, og þá einna helst Bp3.4. Svipaðar 

niðurstöður fengust fyrir Bp3(M) og Bp4(M) og voru þær í samræmi við 

niðurstöður úr fyrri rannsókn (Freysdottir o.fl., 2011). Einnig var staðfest að 
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DMSO hafði lítil sem engin áhrif á angafrumur í rækt. Vert er að hafa í huga að 

einungis ein tilraun er á bakvið þessar niðurstöður, en tilraunin var ekki 

endurtekin það sem hún var einungis ætluð til skimunar við val á þætti til að 

setja í frekari þáttunaraðferðir. 

 

Magnbundin háþrýstivökvagreinig var notuð til að aðgreina í sundur efnin í 

Bp3.4 og gaf þessi þáttunaraðferð ellefu þætti, Bp3.4.1 – Bp3.4.11 sem allir 

voru prófaðir í in vitro angafrumulíkani. Alls voru framkvæmdar fimm tilraunir á 

Bp3.4.1 – Bp3.4.11 og var Bp3.4 haft með í öllum þessum tilraunum og 

staðlarnir fjórir (betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra) hafðir með í fjórum 

af þessum fimm tilraunum. Meðaltjáning á CD14 hélst nánast óbreytt hvort sem 

angafrumurnar voru ræktaðar með eða án sýna. Þegar angafrumur voru 

ræktaðar í návist þátta eða staðla hafði það lítil sem engin áhrif á tjáningu HLA-

DR. Hins vegar virtist draga úr meðaltjáningu á CD86 miðað við angafrumur 

þroskaðar með DMSO en þessi áhrif voru bara tölfræðilega marktæk fyrir 

þættina Bp3.4.8 og Bp3.4.9. Þar sem báðar þessar yfirborðsssameindir, CD86 

og HLA-DR, taka þátt í ræsingu óreyndra T frumna benda þessar niðurstöður til 

þess að angafrumur ræktaðar í návist efna úr birkiberki dragi mögulega úr 

þroskun og sérhæfingu T frumna miðað við angafrumur þroskaðar án efna úr 

birkiberki. 

 

Til að meta áhrif mismunandi sýna á þroskun angafrumna voru gerðar ELISU 

mælingar til að mæla boðefnaseytingu angafrumna. Ræstar angafrumur seyta 

ýmsum boðefnum sem geta haft mikil áhrif á sérhæfingu T frumna (Murphy o.fl., 

2008). IL-6, sem er seytt af angafrumum snemma í sýkingu, og IL-1β leiða að 

sérhæfingu óreyndra T frumna í Th17 frumur (Bi o.fl., 2007). IL-23 er talið 

viðhalda þessari sérhfæingu (Murphy o.fl., 2008). Ræstar angafrumur sem 

seyta IL-12 ýta undir sérhæfingu og fjölgun óreyndra T frumna í Th1 frumur (Bi 

o.fl., 2007; Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008). Ef óreyndar CD4+ T 

frumur sérhæfast í umhverfi án IL-12 en í návist IL-4 þá er talið að myndist Th2 

frumur (Bi o.fl., 2007; Lipscomb og Masten, 2002; O´Neill o.fl., 2004). Ef 

angafrumurnar seyta ekki IL-12 en þess í stað IL-10 og/eða TGFβ myndast T 
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stýrifrumur. Í þessu verkefni var styrkur boðefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 sem 

seytt var af angafrumum mældur sem ætti að gefa vísbendingu hvort efnin séu 

að hafa áhrif á angafrumur þannig að þær geti haft áhrif á sérhæfingu óreyndra 

T frumna í átt að Th17 frumna, T bælifrumna eða Th1 frumna. IL-12p40 er keðja 

sem er samnýtt í IL-12 og IL-23 boðefnum og getur því breyting á magni IL-

12p40 verið vísbending um breytingu á seytingu annars eða beggja boðefna. 

Hins vegar hafa fyrr niðurstöður sýnt að úrdrættir og þættir úr birkiberki ekki 

áhrif á IL-23 og má því draga þá ályktun að allar breytingar á seytun IL-12p40 

sé vegna breytinga á seytun IL-12 (Freysdóttir o.fl., 2011). Boðefnastyrkurinn 

var sýndur sem seytistuðull, sem er hlutfall milli boðefnastyrks hjá angafrumum 

ræktaðra í návist þátta eða staðla sem finna má í birkiberki og angafrumum 

ræktaðra í návist leysisins DMSO. Þetta var gert til að leiðrétta fyrir þeim 

breytileika sem getur verið milli boðefnaseytunar hjá angafrumum úr 

mismunandi einstaklingum, en í þessu verkefni var notast við angafrumur úr 

fjórum einstaklingum. 

 

Niðurstöður í þessari rannsókn gáfu til kynna að angafrumur sem voru 

þroskaðar í návist þátta og staðlanna betúlíns, betúlínsýru, lúpeóls og 

óleanólínsýru, sem finna má í birkiberki (í styrknum 10 µg/mL) hafi lítil sem 

engin áhrif á IL-10 seytingu angafrumna miðað við angafrumur þroskaðar með 

DMSO. Hins vegar seyttu angafrumur þroskaðar í návist þátta og staðla mun 

minna af IL-12p40 og IL-6 miðað við angafrumur þroskaðar með DMSO. Eins 

og fyrr hefur verið nefnt þá hafa fyrri niðurstöður ekki sýnt áhrif á IL-23 og er 

breyting á IL-12p40 seytun líklega tengd breytingu á IL-12 en ekki IL-23 seytun 

(Freysdottir, o.fl., 2011). Það er athyglisvert að IL-12p40 seytun angafrumnanna 

var ómælanleg þegar þær voru ræstar í návist allra undirþátta af Bp3.4, þ.e. 

Bp3.4.1 – Bp3.4.11 og var svo í endurteknum mælingum. Við smásjárskoðun 

var ekkert sem benti til þess að frumurnar væru að deyja og þessir þættir höfðu 

ekki áhrif á IL-10 seytun þeirra sem styður það. Þessar niðurstöður eru í 

samræmi við niðurstöður Aðalheiðar Eggertsdóttur í meistaraverkefni hennar, 

en þáttur Bp3.5 hjá henni virtist líka því sem næst slökkva á IL-12p40 seytun 

angafrumna (Eggertsdóttir, 2010). Staðlarnir höfðu svipuð en ekki eins öflug 
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áhrif á IL-12p40 seytinguna. Athyglisvert verður að kanna hvað það er sem 

finnst í öllum þessum þáttum sem getur því sem nær slökkt á IL-12p40 

seytingunni. 

 

Þar sem IL-12 er mikilvægt við sérhæfingu Th1 frumna og IL-6 mikilvægt við 

sérhæfingu Th17 frumna má draga þá ályktun að ef efni bæla IL-12 og IL-6 

seytingu angafrumna geti það hugsanlega dregið úr sérhæfingu og ræsingu Th1 

og Th17 frumna. Þar sem Th1 og Th17 frumur hafa bólgumiðlandi áhrif og 

tengjast sjúkdómsmynd margra sjálfsofnæmissjúkdóma (Bi o.fl., 2007; 

Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008) má leiða að því líkum að efni 

sem finnast í birkiberki geta haft hugsanlega bólguhemjandi áhrif og gætu 

hugsanlega nýst til meðhöndlunar við ýmsum sjálfsofnæmissjúkdómum eins og 

liðagigt. 

 

Ef niðurstöður verkefnisins eru teknar saman má sjá að þættir sem voru 

einangraðir úr birkiberki innihéldu efnasambönd sem höfðu áhrif á ræsingu og 

seytingu angafrumna in vitro. Vökvagreinig sýndi fram á að birkibarkar þátturinn 

Bp3.4 inniheldur m.a. tríterpenana betúlín, betúlínsýru, lúpeól og óleanólínsýru. 

Þunnlagsgreining sýndi ekki skörp skil á milli innihaldsefna Bp3, Bp3.4 og 

Bp3.4.1 – Bp3.4.11, en sjá mátti að allir þessir þættir innihalda fjölmörg 

efnasambönd, þar á meðal tríterpenana betúlín, betúlínsýru, lúpeól og 

óleanólínsýru. Þrátt fyrir að í þessu verkefni hafi tekist að hreinsa virka þáttinn 

að einhverju leyti hefur enn ekki verið unnt að tengja virknina við eitt virkt 

efnasamaband og eru jafnvel uppi vangaveltur um að um samverkandi áhrif 

nokkurra efnasambanda sé að ræða. Næstu skrefin í þessari rannsókn eru því 

að efnagreina öll helstu innihaldsefni virkra þátta og staðla þann efnaþátt sem 

er virkastur þannig að hægt sé að prófa staðlaðan þátt úr birkiberki í 

áframhaldandi rannsóknir t.d. í dýralíkönum. 
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6. ÁLYKTANIR 

 

Í þessu verkefni tókst að þátta birkibörk með nokkrum mismunandi 

þáttunaraðferðum í þættina Bp3.4.1 – Bp3.4.11. Niðurstöður benda til þess að 

allir þessi þættir innihaldi m.a. tríterpenana betúlín, betúlínsýru, lúpeól og 

óleanólínsýru. Eftir in vitro prófanir var hægt að álykta að birkibarkar þættir og 

fjórir staðlar (betúlín, betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra) sem finnast í 

birkiberki dragi úr boðefnaseytingu IL-12p40 og IL-6 hjá angafrumum, sem getur 

haft bólguhemjandi áhrif. Efnasambönd úr birkiberki gætu því mögulega nýst til 

meðhöndlunar á ýmsum sjálfsofnæmissjúkdómum eins og liðagigt. Þrátt fyrir að 

í þessu verkefni hafi tekist að hreinsa virka þáttinn að einhverju leiti hefur ekki 

enn verið unnt að tengja virknina við eitt virkt efnasamband og er jafnvel grunur 

um að samverkandi áhrif nokkurra efnsambanda sé að ræða. 

 

Næstu skrefin í þessari rannsókn eru að efnagreina öll helstu innihaldsefni 

virkra þátta og staðla þann efnaþátt sem er virkastur þannig að hægt sé að 

prófa staðlaðan þátt úr birkiberki í áframhaldandi rannsóknum t.d. í 

dýralíkönum. 
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9. VIÐAUKAR 



  

I 

 

VIÐAUKI A 
 

TLC-plötur 
 

 
Mynd A1. Þunnlagsgreining á úrdráttum BpEE og Bp1-5  eftir VLC. BpEE: 
birkibakar úrdráttur (viðmið), Bp1 – Bp5: birkibark ar þættir sem fengust 
eftir VLC, B: betúlín (viðmið) og G: glúkósi (viðmi ð). Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með framköllunarvökva sem sam anstóð 
af H2SO4 : C2H6O (10:90). 
 

 



  

II 

 

 

Mynd A2. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp3 með SPE (I), TLC plata 1.  
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A3. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (I), TLC plata 2.  
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. BpEE: birkibarkar 
úrdráttur (viðmið). Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 



  

III 

 

 

Mynd A4. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (I), TLC plata 3.  
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A5. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (I), TLC plata 4. 
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 



  

IV 

 

 

Mynd A6. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (I), TLC plata 5.  
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A7. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (I), TLC plata 6.  
Myndin er samsett úr tveimur TLC plötum. Tölurnar s egja til um númer 
glasa og er merkt inn á hvernig skipt var niður í þ ætti. Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 

 



  

V 

 

 

Mynd A8. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (II), TLC plata 1.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A9. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SPE  (II), TLC plata 2.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 



  

VI 

 

 

Mynd A10. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (II), TLC plata 3.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A11. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (II), TLC plata 4.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 



  

VII 

 

 

Mynd A12. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp3 með SPE  (III), TLC plata 1 . 
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í úrdrætti. Bp3: þáttur sem fékkst eftir VLC (viðmi ð). Ferðafasinn var 
CH2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A13. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (III), TLC plata 3.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 



  

VIII 

 

 

Mynd A14. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (III), TLC plata 4.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn.  
 
 

 

Mynd A 15. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með S PE (IV), TLC plata 1.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Bp3: þáttur sem fékkst eftir VLC (viðmið).  Ferðafasinn var CH 2Cl2 : 
CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn.  
 
 



  

IX 

 

 

Mynd A16. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (IV), TLC plata 2.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Bp3: þáttur sem fékkst eftir VLC (viðmið).  Ferðafasinn var CH 2Cl2 : 
CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 
Mynd A17. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (IV), TLC plata 4.  
Tölurnar segja til um númer glasa og er merkt inn á  hvernig skipt var niður 
í þætti. Ferðafasinn var CH 2Cl2 : CH3OH (97:3). Framkallað með 
anisaldehýðlausn. 
 

 



  

X 

 

 

Mynd A18. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (sameining SPE I-
II). Tölurnar segja til um númer SPE keyrsla. Ferðafasin n var CH 2Cl2 : 
CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
 

 

 

Mynd A19. Þunnlagsgreining eftir þáttun Bp 3 með SP E (sameining SPE I-
IV). Tölurnar segja til um númer SPE keyrsla. Ferða fasinn var CH 2Cl2 : 
CH3OH (97:3). Framkallað með anisaldehýðlausn. 
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VIÐAUKI B 
 

HPLC 
 

 

Mynd B1. HPLC keyrsla á Bp3.2, keyrsla 1. Súla: Lun a 5µm C-18 (250 x 
21,20 mm),  ferðafasasamsetning: C 2H3N : H2O (86:14), flæðihraðir: 5 
mL/mín, bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 mín. 
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Mynd B2. HPLC keyrsla á Bp3.2, keyrsla 2. Súla: Lun a 5µm C-18 (250 x 
21,20 mm), ferðafasasamsetning: C 2H3N : H2O (86:14), flæðihraðir: 5 
mL/mín, bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 mín. 

 

 

Mynd B3. HPLC keyrsla á Bp3.4, keyrsla 3. Súla: Lun a 5µm C-18 (250 x 21,20 
mm),  ferðafasasamsetning: C 2H3N : H2O (86:14), flæðihraðir: 5 mL/mín, 
bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 mín.  
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VIÐAUKI C 
 

Frumuflæðisjá 
 

Tafla C1. Prósenta jákvæðra frumna sem tjáðu yfirbo rðsameindirnar 
CD14, CD86 og HLA-DR, tilraun 1. 
 CD14 CD86 HLA-DR 

MC 96,07 33,88 25,85 

óþAF 2,91 9,70 27,37 

þAF 9,41 98,08 95,48 

DMSO-50 8,32 96,00 75,29 

DMSO-10 11,17 94,77 90,11 

Bp3.2-10 6,14 92,66 90,52 

Bp3.3(I)-10 6,34 94,73 97,11 

Bp3.3(II)-10 6,28 95,12 88,47 

Bp3.4-50 4,59 86,73 90,90 

Bp3.4-10 7,69 93,35 87,79 

Bp3.5-50 7,56 94,08 94,33 

Bp3.5-10 7,79 94,70 86,88 

Bp3(M)-50 2,66 49,46 69,14 

Bp3(M)-10 5,32 95,40 92,57 

Bp4(M)-50 19,00 82,59 85,62 

Bp4(M)-10 9,22 97,05 93,61 

B-10 11,06 94,87 89,06 

BS-10 10,85 91,47 83,95 

L-10 5,35 97,09 95,90 

ÓS-10 8,69 93,57  89,79 
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Tafla C2. Meðalflúrljómun fyrir frumna sem tjáðu yf irborðsameindirnar 
CD14, CD86 og HLA-DR, tilraun 1. 
 CD14 CD86 HLA-DR 

MC 105,43 10,07 10,68 

óþAF 5,98 20,82 53,90 

þAF 14,98 460,01 262,60 

DMSO-50 13,54 271,16 158,81 

DMSO-10 13,68 250,04 212,34 

Bp3.2-10 13,71 201,24 198,95 

Bp3.3(I)-10 12,17 236,58 276,93 

Bp3.3(II)-10 12,08 216,64 163,07 

Bp3.4-50 10,93 150,49 161,28 

Bp3.4-10 14,79 201,13 187,08 

Bp3.5-50 19,25 234,10 235,34 

Bp3.5-10 15,33 211,66 193,04 

Bp3(M)-50 38,38 66,50 141,72 

Bp3(M)-10 19,63 199,94 187,00 

Bp4(M)-50 22,22 190,04 209,40 

Bp4(M)-10 15,72 241,11 209,34 

B-10 12,48 200,04 182,58 

BS-10 13,42 176,90 189,16 

L-10 10,85 300,42 263,62 

ÓS-10 12,94 172,59 178,82 
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Tafla C3. Prósenta jákvæðra frumna sem tjáðu yfirbo rðsameindirnar 
CD14, CD86 og HLA-DR, meðtaltal úr tilraun 2-6. 
 CD14 CD86 HLA-DR 

MC 89,50 57,92 31,62 

óþAF 2,79 14,59 20,97 

þAF 7,49 68,69 66,34 

DMSO-10 8,01 69,58 66,83 

Bp3.4-10 4,88 64,45 61,93 

Bp3.4.1-10 5,50 50,25 48,64 

Bp3.4.2-10 4,20 53,62 52,15 

Bp3.4.3-10 4,47 52,82 52,51 

Bp3.4.4-10 3,84 51,48 51,43 

Bp3.4.5-10 3,42 48,09 50,39 

Bp3.4.6-10 4,81 52,09 57,69 

Bp3.4.7-10 5,89 59,50 59,80 

Bp3.4.8-10 4,76 47,63 55,26 

Bp3.4.9-10 4,66 37,49 48,68 

Bp3.4.10-10 5,40 47,39 54,45 

Bp3.4.11-10 8,27 61,40 58,73 

B-10 7,38 66,04 63,05 

BS-10 7,38 64,10 55,78 

L-10 7,89 72,57 73,12 

ÓS-10 6,39 67,62 65,18 
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Tafla C4. Meðalflúrljómun fyrir frumna sem tjáðu yf irborðsameindirnar 
CD14, CD86 og HLA-DR, meðaltal úr tilraun 2-6. 
Meðalflúrljómun CD14 CD86 HLA-DR 

MC 45,44 9,972 9,47 

óþAF 5,92 27,79 51,53 

þAF 10,82 168,84 165,94 

DMSO-10 10,91 145,71 166,43 

Bp3.4-10 11,35 122,47 149,94 

Bp3.4.1-10 11,09 89,06 127,91 

Bp3.4.2-10 13,31 94,75 132,03 

Bp3.4.3-10 14,24 93,27 140,60 

Bp3.4.4-10 13,10 84,50 136,59 

Bp3.4.5-10 14,20 83,18 130,55 

Bp3.4.6-10 12,62 86,93 131,38 

Bp3.4.7-10 11,45 98,40 138,54 

Bp3.4.8-10 12,71 71,06 119,70 

Bp3.4.9-10 12,91 62,83 130,74 

Bp3.4.10-10 12,31 82,43 135,41 

Bp3.4.11-10 11,61 97,44 136,57 

B-10 11,06 115,37 139,89 

BS-10 12,50 115,75 156,31 

L-10 10,13 145,36 167,64 

ÓS-10 10,00 103,26 130,90 
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VIÐAUKI D 
 

ELISA 
 

IL-10:  
 

Tafla D1. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 1 (grænn). 

 

 

 

Mynd D1. Styrkur IL-10 hjá meðhöndluðum og ómeðhönd luðum 
angafrumum, tilraun 1. 
 

Tafla D2. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 2 (grænn), tilraun 3 (blár). 
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Tafla D3.  ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staðall (rauður ), blankur 
(gulur), tilraun 3 (blár). 

 

 

Tafla D4. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 4 (grænn), tilraun 5 (blár). 

 
 

Tafla D5 ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staðal l (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 6 (grænn). 
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Mynd D2.  Styrkur IL-10 hjá meðhöndluðum og ómeðhöndluðum 
angafrumum, tilraun 2-6. 
 

 

IL-12p40:  
 

Tafla D6. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 1 (grænn). 

 

 

Tafla D7. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 2 (grænn), tilraun 3 (blár). 
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Tafla D8. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 3 (blár). 

 

 

Tafla D9. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Staða ll (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 4 (grænn), tilraun 5 (blár). 

 

 

Tafla D10. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Stað all (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 6 (grænn). 

 

 

 

IL-6:  
 

Tafla D11. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Stað all (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 3 (grænn), tilraun 4 (blár). 
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Tafla D12. ELISU plata sem sýnir gleypni sýna. Stað all (rauður), blankur 
(gulur), tilraun 5 (grænn), tilraun 6 (blár). 

 

 

 

Mynd D3. Styrkur IL-6 hjá meðhöndluðum og ómeðhöndl uðum 
angafrumum, tilraun 3-6. 


