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AGRIP

Styrandi éahrif patta og hreinna efna Ur islenskum b irkiberki ( Betula
pubescens) & 6neemissvor angafrumna in vitro

Inngangur:  Birkibérkur hefur lengi verid notadur i alpyduleekningum til
medhondlunar & ymsum kvillum. I birkiberki er ad finna tritrepena i rikum maeli
og hafa peir synt &hugaverda virkni & 6naemissvor. Fyrri rannséknir hafa synt ad

birkibarkar urdrattur og peettir hafa baelandi ahrif & reesingu angafrumna in vitro.

Markmid: Markmid verkefnisins var ad nota lifvirknileidda péattun til ad finna og
greina efnasambond Ur Betula pubescens og rannsaka frekari styrandi ahrif

patta og hreinna efna sem finnast i birkiberki a proska angafrumna.

Adferdir: Birkiborkur var Urhlutadur og pattadur med fjérum pattunaradferdum;
VLC, SPE, magnbundnu-HPLC. Angafrumur voru reektadar med eda an patta
eda hreinna efna (betulin, betilinsyra, lGpedl og 6leandlinsyra) og &hrif peirra a
reesingu peirra metin med pvi ad meela tjaningu yfirbordssameinda i
frumufleedisja og bodefnaseytingu med ELISU meelingum. Nokkrir Gtvaldir peettir
sem fengust eftir SPE voru préfadir i in vitro angafrumulikani til ad akvarda

hvada patt/peetti eetti ad nota i aframhaldandi pattanir.

Nidurstodur:  Vid skimun i in vitro angafrumulikani & Gtvoldum péattum sem
fengust eftir SPE var akvedid ad halda afram ad patta Bp3.4. Ahrif pattanna
sem fengust vid pad (Bp3.4.1 — Bp3.4.11) og fjogurra hreinna triterpena sem
finnast i birkiberki (betdlin, betdlinsyru, lUpedl og 6leandlinsyru) voru profud i in
vitro angafrumulikani og kom i lj6s ad angafrumur sem voru raektadar med
Ollum péattunum og hreinu efnunum drogu Ur seytingu IL-12p40 og IL-6.
Punnlagsgreinig syndi ad Bp3.4.1 — Bp3.4.11 innihéldu m.a. triterpenana
betulin, betulinsyru, lGpedl og 6leandlinsyru.

Umreeda og alyktanir: Rannsoéknin hefur synt fram & ad birkibarkar peettir geti
hugsanlega haft bolguhemjandi ahrif og mogulega nyst til medhoéndlunar &
ymsum sjalfsofnaemissjukdémum eins og lidagigt. Neestu skref eru ad
efnagreina oll helstu innihaldsefni virkra patta og stadla pann efnapatt sem er
virkastur eda einangra virka efnasambandid og profa i aframahaldandi

rannsoknum, t.d. i dyralikbnum.



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.



ANOVA
Bp
BpEE
BSA
CCR
ccL
DMSO
EDTA
ELISA
FACS
FCS
GM-CSF
HPLC

NGS
NK cells
OpAF
PAMP

LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR

e. Analysis of variance

Betula pubescens pattur

Betula pubescens etandl urdréattur

e. Bovine serum albumin

Flakkbodavidtaki (e. chemokine receptor)
Flakkbodar (e. chemokine ligand)

Dimetyl sulfoxio (e. Dimethyl sulfoxide)
Etylenediamin tetra ediksyra

e. Enzyme-linked immunosorbent assay
Frumufleedisja (e. fluorescence-activated cell sorter)
e. Foetal calf serum

e. Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Hapystivokvagreinir (e. high performance liquid

chromatograph)

Interferén

e. Immunoglobulin

Interleukin

Fitufjdlsykra (e. lipopolysaccharide)

Magnetic activated cell sorting

Maondcytar (e. monocytes)

Vefjaflokkasameindir (e. major histocompatibility complex)
e. Normal goat serum

Nattdrulegar drapsfrumur (e. natural killer cells)
Oproskadar angafrumur (e. immature dendritic cells, imDC)

Endurtakanleg sameindamunstur (e. pathogen-associated

molecular patterns)



PRR Vidtaki fyrir sameindamunstur (e. pattern recognition

receptor)

SPE Fastfasa suluskiljun (e. solid phase extraction)

TCR T frumu vidtaki (e. T cell receptor)

TLC Punnlagsgreining (e. thin layer chromatography)

TLR Toll-likir vidtakar (e. toll-like receptors)

TNF Axlisdrepandi pattur (e. tumour necrosis factor)

Treg frumur T beaelifrumur (e. regulatory T cells)

VLC Vokvagreining undir loftteemi (e. vacuum liquid
chromatography)

pAF pProskadar angafrumur (e. mature dendritic cells, mDC)
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1. INNGANGUR

1.1 Néattaruefni

Nattdran hefur lengi verid ein helsta og dyrmaetasta uppspretta lyfja enda hefur
hin ad geyma margs konar efni sem hafa fjdlbreytta lifvirkni sem heaegt er ad
nyta & einn eda annan hatt til lyfiagerdar (Ji, Li og Zhang, 2009). Snemma i
leekningasdgu mannsins var byrjad ad rannsaka leekninga- og eituréahrif planta
og annarra lifvera. bessar rannsoknir hafa leitt til frekari pekkingar sem vid
nytum okkur enn i dag. Ma par nefna ad meira en helmingur lyfja & markadi
eiga reetur sinar ad rekja a einn eda annan hatt til nattiruefna (Gordaliza, 2007)
0og um 60% krabbameinslyfja eru af nattirulegum uppruna (Cragg og Newman,
2005; Gordaliza, 2007).

Efni sem eru einangrud Ur nattGrunni kallast nattarefni (e. natural products).
Nattaruefni eru skilgreind sem heil lifvera likt og 6rvera, planta eda dyr, hluti Gr
lifveru svo sem borkur af plontu eda einangrad liffeeri Gr dyri, drdraettir (e.
extracts) ur lifveru og sem hrein efni einangrud ur lifverum (Samuelsson og
Bohlin, 2009).

pratt fyrir ad nattdran sé ein mikilveegasta uppspretta nyrra lyfjaefna hafa moérg
stor lyfjafyrirteeki lagt nidur nattiruefnarannséknir. Asteedurnar eru m.a. ad
einangrun getur verid vandasom og timafrek, heimtur eru oft litlar og erfitt getur
verid ad afla naegs efnividar (Wang, Hao og Chen, 2007). Pad eru po miklir
moguleikar a ad finna ny lyfjaefni i nattarunni pvi ad hlutfall virkra efna er heerra
en 0r smidoudum efnasambdéndum. Einnig hefur minna en 10% af peim
tegundum sem lifa & joroinni verio profadar fyrir lifvirkni og pvi er helsta
askorunin ad nélgast pessi fysilegu néatturuefni sem bida eftir ad vera uppgotvud
(Harvey, 2000).



1.2 Birki, Betula pubescens Ehrh.

A Islandi eru skrédar um 452 tegundir villtra blémplantna sem skipta ma i
tvikimblédunga, einkimblédunga og berfreevinga og er birki tvikimblodungur
(Kristinsson, 2012). Um fimmtiu tegundir birkis er ad finna innan Betula L.
eettkvislarinnar og eru peer dreifdar um temprad nordurhvel jardar. Prjar tegundir
er adallega ad finna i Evrépu; silfurbirki (B. pendula Roth.), dvergbirki (B. nana
L.) og ilmbjork eda fjallabirki (B. pubescens Ehrh.) (Anamthawat-Jonsson og

Thérsson, 2003; Jénsson, 2004). Flokkun ilmbjarkar ma sja i toflu 1.

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

Flokkunarfraedi

Riki Jurtariki (e. Plantae)
Fylking Dulfreevingar / Blomaplontur (e. Magnoliophyta)
Flokkur Tvikimbl6dungar (e. Magnoliopsida)

Attbalkur Beykiaettbalkur (e. Fagales)

FEtt Bjarkareett (e. Betulaceae)
AEttkvisl Birki (e. Betula L.)
Tegund limbjérk (e. Betula pubesens Ehrh.)

lImbjork er dreifd um mestan hluta Asiu og Evropu fyrir utan nyrstu og sydstu
svaedin og er hun rikjandi i Nordur- og Vestur-Evrépu. ba er ilmbjorkin algeng a
islandi par sem hun er eina trjategundin sem myndar nattarulega skoga fra
strondum og upp i 600 metra haed yfir sjavarmali (Anamthawat-Jonsson og
Thérsson, 2003; Kristinsson, 2012; Linkosalo o.fl., 2010). Utbreidsla birkisins &

islandi ma sja & mynd 1.
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Mynd 1. Utbreidsla birkis & islandi (NattGrufreedist  ofnun islands, 2012).

Birkiskdgar eru taldir hafa pakid um 30% landsins vid landnam en i dag pekja
peir einungis i kringum 1% landsvaedis, eda um 1250 km? (Anamthawat-
Jénsson og Thérsson, 2003; Jonsson, 2004; Levanic og Eggertson, 2008;
Thérsson, PAalsson, Sigurgeirsson og Anamthawat-Jonsson, 2007). Pessi
gifurlega faekkun birkis atti sér helst stad a timabilinu 1600-1900 og mé rekja
pad til loftslagsbreytinga, saudfjarbeitar og skdégarhdggs (Jonsson, 2004,
Levanic og Eggertson, 2008). Birkid finnst nd einna helst i skjoli i dolum &
laglendinu og svaedum sem varin eru fyrir saudfjarbeit (Levanic og Eggertson,
2008).

A islandi er frjovgunartimi ilmbjarkar i byrjun jani. Birtubreytingar hvetja proskun
og pegar hun hefst er han hvétt afram med hlyju loftslagi. Freevurnar verda
fridar einum degi adur en freeflarnir a sama tré byrja ad losa frjokorn sem ytir
undir frjovgun fra 6drum trjam (Linkosalo o.fl., 2010). Likur & bléndun milli
tegunda eykst vid petta. A islandi er p6 nokkud um bléndun tegunda (um 10%
triaa) einkum a milli ilmbjarkar og dvergbirkis (Anamthawat-Jonsson og
Thérsson, 2003; Thoérsson o.fl., 2007). Blendingarnir hafa svipgerd baedi til
ilmbjarkar og dvergbirkis, sérstaklega hvad vardar l6gun laufa (Anamthawat-

Joénsson og Thoérsson, 2003; Thorsson o.fl., 2007).



lImbjork er haegvaxandi tré sem getur ordid allt ad 12 m ad heed, 30 cm i
pvermal og yfir 100 &ra gdmul (Jonsson, 2004). Steerstur hluti (80%) pess birkis
sem vex hér a landi er p6 undir 2 m 4 haed. Umhverfispeettir likt og snjopyngsili,
astand jardvegar og vindur hafa ahrif & svipgerd trjAnna. Pau eru gjarnan
hlykkjott sem gerir pad ad verkum ad haed trésins er oft mun laegri en lengd
bolsins (Jénsson, 2004; Thoérsson o.fl.,, 2007). Heed ilmbjarkar fer eftir
vaxtarhrada, aevilengd og vaxtarlagi trjanna en medal sumarhiti hefur ekki ahrif
par & pratt fyrir ad hann hafi jakvaed ahrif a voxt birkisins asamt blautum vetrum
(Jonsson, 2004; Levanic og Eggertson, 2008). Vaxtartimabil plantnanna er fra

juni og ut agust og a peim tima bera tréin lauf (Thérsson o.fl., 2007).

1.3 Efnainnihald i birkiberki

Efnasamsetning birkitegunda er svipud en magn innihaldsefna getur verid
mismunandi milli tegunda. Peir paettir sem hafa ahrif & efnasamsetninguna geta
verido margvislegir t.d. aldur og umhverfispaettir s.s. loftslag og jardvegur
(Abyshev, Agaev og Guseinov, 2007). Efnainnihald ilmbjarkar hefur ekki verid
rannsakad til hlitar og pvi méa vera ad efnasamsetning islenskrar ilmbjarkar sé

Odruvisi en i bjorkum sem vaxa i 66rum I6ndum.

Borkur ilmbjarkar samanstendur af innri og ytri berki og inniheldur hann
fiolbreytt lifvirk efni s.s. terpena, flavondida, kolvetnissamboénd, fjdlfendla,
tannin, sterd6la og metylsalisilat (Abyshev o.fl., 2007; Freysdottir o.fl.,, 2011).
Lyfjaionadurinn hefur sérstakan ahuga & nokkrum pessara efnasambanda,
einkum triterpenum (Abyshev o.fl., 2007; Krasutsky, 2006) og auk pess hefur
birkiborkur lengi verid notadur i alpyduleekningum vida um heim il
medhdndlunar & ymsum sjukdomum svo sem huadkvillum, gigt og til

verkjastillingar (Krasutsky, 2006).



1.3.1 Terpenar

Terpenar eru steersti efnaflokkur nattiruefna med yfir 40.000 mismunandi
sameindir og fleiri uppgodtvadar a hverju é&ri (Roberts, 2007; Thoppil og
Bishayee, 2011). Grunneining terpena kallast isGpren og er samsett ar fimm
kolefnasameindir. Terpenar sem finnast i plontum myndast Gt fra tveimur
lifmyndunarferlum; is6pentenyl difosfat ferli eda glyseraldehyd fosfat ferli (sja
mynd 2) (Roberts, 2007). Seskviterpenar og triterpenar myndast Ut fra
isépentenyl difosfat ferlinu en modnéterpenar, diterpenar og tetraterpenar
myndast Gt fr4 glyseraldehyd difosfat ferlinu (Rodriguez-Concepcion og

Boronat, 2002).

Asetyl-CoA Pyruvat + Glyceraldehyd-3-fosfat

' |
Mevaldnsyra Deaxyyluldsa-3-fosfat
l
|
J- T
VROPP'- - /k”AOPP ]
— lsé Cs,
IPP (Cs) DMAPP (Cz) aren (Cs)
-
% -OPP
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'
=
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= /[/ = Skvalen (Cs)
FPp ¥
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Mynd 2. Lifmyndun terpena . isépentenyl difosfat (IPP) og dimetylallyl
difosfat (DMAPP) mynda forefni terpensambanda; moéon6é  terpen forefnio
geranyl difosfat (GPP), seskviterpen forefnid farne syl difosfat (FPP) og
diterpen forefnid geranylgeranyl difosfat (GGPP). T  veer sameindir af FPP
mynda triterpen forefnid skvalen og tveer sameindir af GGPP mynda
tetraterpena (mynd adlégud ur Roberts, 2007).
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1.3.1.1 Triterpenar

Triterpenar eru algengasti hopur nattlrulegra annars stigs efna og hefur verio
aaetlad ad meira en 20.000 tegundir sé ad finna i nattdrunni (Bishayee, Ahmed,
Brankov og Perloff, 2011). bPeir eru myndadir ar sex isépreneiningum med 30
kolefnissameindum (Roberts, 2007). Algengasta byggingagerd triterpena er
fimmhringja bygging og m& par nefna grunnbyggingarkjarnana lapan, 6leanan

og Ursan (sja mynd 3) (Jager, Trojan, Kopp, Laszczyk og Scheffler, 2009).

Lupan Oleanan

Mynd 3. Efnabygging lupan, 6leanan og Ursan.

Almennt er talid ad triterpenar gegni varnarhlutverki, p.e. verji plontur fyrir
sjukdémsvaldandi o6rverum. Pessi eiginleiki, dsamt pvi ad triterpenar eru
almennt taldir vera litid eitradir, gerir pad ad verkum ad peir eru spennandi
efnasambdnd sem heillandi er ad rannsaka frekar og geetu peir hugsanlega

proast yfir i ahugaverda lyfjasprota (Krasutsky, 2006).

Triterpenar finnast i rikum meeli i birkiberki og pa sérstaklega peir sem eru med
fimmhringja byggingu. Peir triterpenar i birkiberki sem hlotid hafa mesta athygli
vegna lifvirkni eru betdlin, betulinsyra, lapedl og o6leandlinsyra (Abyshev o.fl.,
2007; Krasutsky, 2006). Synt hefur verid fram & ad baedi birkibarkar Grdreettir og
einangradir triterpenar Ur birkiberki hafa breida lifvirkni in vitro og in vivo. Ma par
nefna krabbameins-, veiru-, bakteriu- og sveppahemjandi ahrif, HIV-hemjandi
verkun, bélgueydandi &hrif, nyrna- og lifrarverndandi ahrif og til notkunar gegn

iktsyki, sykursyki og hjartasjukdomum (Krasutsky, 2006).



1.3.1.1.1 Betulin

Betulin finnst vida i nattarunni og pa einkum i birkiberki. Efnid er medal elstu
néattiruefna sem einangrud voru en pad var fyrst arid 1788 (Krasutsky, 2006;
Patocka, 2003). Efnabyggingu pess (sja mynd 4) var svo lyst nakveemlega arid
1952 (Patoc¢ka, 2003).

i/

?,
.

Mynd 4. Efnabygging betulins.

petta vatnsfeelna efni er adallega ad finna a kristélludu formi i ytra lagi
barkarins. Birkibarkar Urdrattur og betulin hafa baedi verid notud i feedubotarefni
og i snyrti-, har-, tann- og hadvoérur. Nidurstddur in vitro og in vivo rannsékna
benda til pess ad betdlin buai yfir margskonar lifvirkni. M& par nefna
krabbameins-, veiru-, bakteriu- og sveppahemjandi &hrif (Krasutsky, 2006;
Patocka, 2003). Krabbameinshemjandi virkni betulins er p6 ekki mikil, en

afleidur pess eru hins vegar mun virkari (Krasutsky, 2006).

1.3.1.1.2 Betdlinsyra
Betulinsyra (sjd mynd 5) er afleida betulins og finnst i litlu magni i nattarunni
(Patocka, 2003) en pé einna helsta i birkiberki (Krasutsky, 2006).



Mynd 5. Efnabygging betulinssyru.

Betulinsyra og afleidour hennar eru mjog lifvirk efni og hafa rannséknir & virkni
peirra vakid ahuga freedimanna og lyfjaframleidenda (Krasutsky, 2006; Patoc¢ka,
2003). Nidurstddur in vitro og in vivo rannsokna hafa synt fram a ad betudlinsyra
hefur sérteek ahrif & krabbameinsfrumur og pvi fysilegur kostur sem mogulegt
krabbameinslyf fyrir menn i framtidinni (Mertens-Talcott o.fl., i prentun; Fulda,
2008). Adrar in vitro rannsoknir hafa synt fram & ad betulinsyra og afleidur
hennar virdast verja 6neemisfrumur mannsins fyrir aras HIV veira (Aiken og
Chen, 2005; Mayaux o.fl., 1994).

1.3.1.1.3 Lupedl
Lupedl (sja mynd 6) er ad finna i ymsum laekingajurtum, greenmeti og avoxtum,
likt og i mango, olifum og fikjum (Krasutsky, 2006; Saleem, 2009).

Mynd 6. Efnabygging lupedls.



Lupedl er fituseeknasti triterpeninn i ytra lagi birkibarkar (Krasutsky, 2006).
Lupedl og afleidur pess hafa verid greind sem adal virku innihaldsefnin i
nokkrum leekningajurtum. bessi efni eru mjdg litid eitrud og benda in vitro og in
vivo rannsoknir til ymiss konar lifvirkni eins og t.d. bolgueydandi &hrifa, til
notkunar gegn iktsyki, sykursyki og hjartasjukdomum, nyrna- og lifrarverndandi
ahrif og gegn ymsum krabbameinum (Krasutsky, 2006; Saleem, 2009). Lupedl
hefur vida verid notad i ymis konar hudvorur, annars vegar til ad minnka ertingu
i hto og hins vegar til ad koma i veg fyrir dldrun htdar. Auk pess hefur pvi verid
haldio fram ad lupedl hafi &hrif & ymsa adra hudkvilla og er pad bsedi notad sem

fyrirbyggjandi og til medhondlunar a peim (Krasutsky, 2006).

1.3.1.1.4 Oleandlinsyra
Oleandlinsyra (sja mynd 7) finnst i tiltélulega lagum styrk i birkiberki og telst
hann pvi ekki vera hentug nattiruafurd til framleidslu & 6leandlinsyru. Pennan

triterpen er pé heegt ad finnst i 6drum plontutegundum likt og Syzygium

guineense, Lythrum salicaria, Rosa woodii og Prosopis glandulosa (Krasutsky,
2006).

Mynd 7. Efnabygging 6éleandlinsyru.

In vitro og in vivo rannséknir & 6leandlinsyru benda til pess ad han hafi bakteriu-
og veiruhemjandi ahrif (Krasustsky, 2006), lifrarverndandi &hrif (Liu, 2005),
bolgueydandi virkni og krabbameinshemjandi ahrif (Krasutsky, 2006; Liu, 2005).



1.3.1.2 Seskviterpenar

Seskviterpenar teljast til annars stigs nattaruefna og pa er m.a. ad finna i
rokfimum olium ymissa plontutegunda (Abyshev o.fl., 2007). Peir eru myndadir
ar premur isépren einingum oftast ar ein-, tvi- eda prihringja efnasambdndum
og hafa peir 15 kolefnasameindir i byggingu sinni. Fleiri en 7.000
efnabyggingum seskviterpena hefur verid lyst (Salminen, Lehtonen, Suuronen,
Kaarniranta og Huuskonen, 2008). Seskviterpenar hafa fundist i litltu magni i
birkiberki og ma par nefna a-santalen, B-trans-bergaméten, ao-trans-
bergamoten,  a-epoxysantelen, [(-trans-epoxybergaméten og  ao-trans-

epoxybergmaéten (Abyshev o.fl., 2007).

1.4 Oneaemiskerfid

Onaemiskerfid er vorn likamans fyrir arasum sykla og annarra skadlegra efna.
petta lifsnaudsynlega kerfi samanstendur af margbreytiiegum frumum og
sameindum sem mynda eina heild i barattunni vid sykingar. Onaemiskerfinu ma
skipta i tvo kerfi, annars vegar ésérhaefda oOnsemiskerfid og hins vegar
sérhaefda onsemiskerfid. Osérhaefda 6naemiskerfid er fyrsta varnarlina likmans
gegn sykingum en sérhaefda dnaemiskerfido er 6nnur varnarlina likamans sem
tryggir vernd gegn endurtekinni sykingu af sama sjukdomsvaldi. Auk pessara
varna héfum vid svokalladar edlis- og efnafraedilegar hindranir sem koma i veg
fyrir ad syklar komist inn i likamann. Pessar hindranir eru m.a. had, slimhaag,
bifhar, magasyrur, munnvatn og taravokvi. I nedangreindum koéflum verdur
flallad um meginpeetti dnaemiskerfisins, en umfjéllunin mun ad stérum hluta
byggjast & kennslubokinni Janeway’s Immunobiology (Murphy, Travers og
Walport, 2008).
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1.4.1 Osérhaefda 6naemiskerfid

Pegar sykill eda onnur framandi efni komst i snertingu vid likamann eru pad
edlis- og efnafreedilegar hindranir sem byrja ad vinna gegn sykingunni. Ef
bessar hindranir duga ekki til tekur ésérhaefda onaemiskerfid vid. Osérhaefda
Ongemissvarid er hratt og breytist ekki pé pad verdi endurtekin syking af sama
sjukdémsvaldi. Fyrstu frumurnar sem taka patt i 6Gneemissvarinu eru makrofagar
(e. macrophages), en forverar peirra eru monocytar (e. monocytes) sem koma
ar beinmerg (sja mynd 8). Makréfagar eru langlifar atfrumur sem eru til stadar i
Ollum vefjum og hlutverk peirra er ad fjarleegja daudar frumur og adrar
Oaeskilegar leifar med agnaati. begar sykill binst makréfaga reesist hann og
byrjar ad seyta fra sér ymis konar bodefnum. Pessi bodefni leida il
bélgumyndunar sem m.a. kallar a neutréfila (e. neutrophiles) og fleiri makréfaga
4 sykingarstad. Neutrofilar eru skammlifar atfrumur sem hjalpa makrofégum ad
berjast vid sykla. Adrar frumur sem tilheyra Osérhaefda Onaemiskerfinu eru
angafrumur (e. dendritic cells) og néttarulegar drapsfrumur (e. natural killer
cells; NK frumur). Angafrumur hjalpa m.a. til vid ad reesa seérheefoa
Oneemiskerfid, en nanar verdur fjallad um peer i kafla 1.2.1. NK frumur innihalda
korn med frumudrepandi efnum og taka frumurnar pétt i ad eyda aexlisfrumum,

veirusyktum frumum og 6drum heettulegum frumum (Murphy o.fl., 2008).
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Mynd 8. Frumur 6naemiskerfisins. pProskun og sérhaefin g blédmyndandi
stofnfrumna i beinmerg (mynd adlégud Gr Reya, Morri son, Clarke og
Weissman, 2001).

Komplementkerfid er einnig hluti 6sérhaefda 6naemiskerfisins, en pad gegnir
mikilveegu hlutverki vid ad &athuda sykla og audvelda eydingu peirra.
Komplementkerfid samanstendur af mérgum mismunandi plasmapréteinum
sem vinna saman. bratt fyrir ad 6sérheefda Onaemiskerfio geti ekki myndad
onaemisminni pa pekkir pad muninn & milli eigin sameinda og framandi
sameinda (Murphy o.fl, 2008).

1.4.2 Sérhaefda dnaemiskerfid

Sérhaefda O6neemiskerfid virkjast ef pad 6sérhaefda neer ekki ad utryma sykli.

Sérhaefda Gnaemissvarid tekur lengri tima ad virkjast en er sértaekara, kroftugra
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og pad myndast 6ngemisminni i formi minnisfrumna. Helstu frumur kerfisins eru
B eitilfrumur sem myndast og proskast i beinmerg og T eitilfrumur sem myndast
i beinmerg en proskast i tymus. A poskurnartimanum endurrada eitilfrumurnar
genum fyrir vakavidtaka sinum. B frumur eru ad myndast alla lifsleidina a
medan T frumur myndast adallega a yngri arum og er likaminn pvi stédugt ad
vidhalda peim. Eitilfrumur fara i gegnum strangt val sem eydir eda gerir Ovirkar
paer frumur sem tja vakavidtaka sem pekkja eigin sameindir og hindrar pannig
ad oOneemiskerfio radist & eigin frumur. baer eitilfrumur sem na ad ljuka
proskunarferlinu fara fra proskastad sinum at i likamann sem éreyndar (e.
naive) eitilfrumur. T frumur skiptast i tvo megin flokka eftir pvi hvort peer tja CD4
eda CD8 vidotaka a yfirbordi sinu. Raesing T frumna leidir til fjélgunar og
sérheefingar, og pad myndast sérhaefoar verkfrumur (e. effector cells) og
langlifar minnisfrumur sem reesast ef likaminn kemst aftur i snertingu vid sama
sykil. begar CD8" T frumur raesast verda peaer ad T drapsfrumum en pegar CD4"
T frumur reesast geta myndast mismunandi verkfrumur, s.s. T hjélparfrumur (Th)
og T beelifrumur (Treg) med ymis hlutverk (sjd mynd 9). Orvun 6reyndra T
frumna er naudsynlegt skref i nanast 6llu sérhaefou 6neemissvari og sérhaefast
peer med bodefnum og fer pad eftir pvi hvada bodefni eru i umhverfi peirra
hvada T verkfrumur myndast, en nanar verdur fjallad um pau bodefni i

nedangreindum koflum (Murphy o.fl., 2008).
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CD8 T frumur: CD4 T frumur;
peptid + MHC | peptid + MHC Il

T drdpsfruma Thi fruma Thi7 fruma

Dawsd frumes Dwsd innanfriemu baktars

Mynd 9. Hlutverk sérhaefdra T verkfrumna. Hlutverk T drapsfrumu er ad

drepa veirusykta frumu med pvi ad bindast henni og losa frumudrepandi
protein inn i hana sem lata frumuna fara i sjalfsty  rdan frumudauda (e.
apoptosis). Hlutverk Thl hjalparfrumur er ad senda bod til smitadra
makrofaga um ad eyda sykli. Einnig senda peer bod ti | éreyndra B frumna

um ad o6rva motefnaframleidslu. Hlutverk Th2 hjalpar  frumu er ad senda
bod til 6reyndra B frumna um ad 6rva motefnaframlei dslu, adallega IgE
moétefni, sem eru mikilvaeg i barattunni vid snikjudy r. Hlutverk Thl7
hjalparfrumu er ad senda bod sem leidir til ad flei  ri neutréfilar koma &
sykingarstad snemma i sérhaefda 6naemissvarinu. Hlutv erk T beelifrumu er
ao koma i veg fyrir 6Gnaemissvar med pvi ad beela T fr  umuvirkni (mynd
adlégud ar Murphy o.fl., 2008).

1.5 Synifrumur

Synifrumur (e. antigen presenting cells, APCs) eru mikilveegar frumur sem
tengja 6naemiskerfin tvd saman, p.e ef 6sérhaefda dneemiskerfio neer ekki ad
eyda sykli pa hjalpa synifrumur sérhaefda dnaemiskerfinu ad reesast sem sidan
eydir syklinum. bessar frumur eru mjog sérheefdar og geta synt peptiobuta vaka

(e. antigen) a yfirbordi sinu i gegnum vefjaflokkasameindir (e. major
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histocopatibility complex, MHC). Synifrumur tja einnig hjalparsameindirnar
CD80 og CD86 sem parf svo eitilfrumur geti drvast. MHC skiptast i tvo flokka;
MHC | sem er ad finna & dllum frumum med kjarna og MHC Il sem er eingbngu
ad finna & synifrumum. Vakar sem eru & MHC | eru pekktir af CD8" T frumum
en vakar sem eru & MHC Il eru pekktir af CD4" T frumum. Til pess ad T
hjalparfruma raesist parf hin ad sja vaka sem hun pekkir & yfirbordi synifrumu
og bindast honum. Oflugustu synifrumur Kkerfisins eru angafrumur, en

makrofagar og B frumur geta einnig verid synifrumur (Murphy o.fl., 2008).

1.5.1 Angafrumur

Angafrumur gegna mikilveegu hlutverki i 6neemissvorun likamans. Langerhans
lysti fyrst pessum tegunda frumna arid 1868 (Banchereau og Steinman, 1998;
Hart, 1997). Rumlega 100 arum seinna fundust pessar frumur i milta og lysti
Ralph Steinman peim sem angalaga frumum sem stundudu ekki agnaat (e.
nonphagocytic), lauslega vidlodandi og med lagan fleyti péttleik (e. buoyant
density). Stuttu seinna kom i ljos ad angafrumur veeri ad finna i 6llum eitilvefjum
og flestum 68rum vefjum likamans (Lipscomb og Masten, 2002). Helsta hlutverk
beirra er ad 6rva 6reyndar CD4" og CD8" T frumur til ad berjast gegn syklum og
eru peer taldar gera petta a skilvirkari hatt en adrar synifrumur. P& hjalpa
frumurnar einnig vid ad greina sjalfssameindir og eyda peim, en pad er lykillinn
ad pvi ad onaemiskerfid 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, eitilffrumu- og mergfrumuforvera, sem koma
badir frA beinmerg. Angafrumurnar ferdast fra beinmergnum med bloadi til vefja
likamans. Peaer angafrumur sem eru af mergfrumuforvera eru oft kalladar
hefédbundnar angafrumur (e. conventional dendritic cells) & medan paer sem eru
af eitilfrumuforvera eru kalladar plasmacyt6id angafrumur (e. plasmacytoid
dendritic cells) (Murphy o.fl., 2008; Shortman og Naik, 2007). bessar

angafrumur asamt yfirbordssameindum peirra ma sja & mynd 10.
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Mynd 10. Samanburdur & hefébundinnni og plasmacytéi & angafrumu og
yfirbordssameindum peirra (mynd adlégud ar Murphy o fl., 2008).

Hefobundnar angafrumur sj& um vakasyningu og virkjun T frumna. Peim er
haegt ad skipta upp enn frekar eftir stadsetningu peirra. baer angafrumur sem
eru i Utvefjum eru kalladar flakk angafrumur (e. migratory dendritic cells) og peer
sem eru i eitilvef eru kalladar eitilvefs angafrumur (e. lymphoid-tissue-resident
dendritic cells) (Shortman og Naik, 2007). Plasmacyt6id angafrumur eru
kringlottar, med enga anga, langlifar og seyta miklu magni af interferén 1 til ad
bregdast vid veirusykingum. Plasmacyt6id angafrumur virdast vera minna
mikilveegar i pvi ad virkja oreyndar T frumur po peer fai deemigerda logun
angafrumna i kjolfar boélguéreitis (Murphy o.fl., 2008; Shortman og Naik, 2007).
Onnur leid til ad flokka hefdfoundnar angafrumur er ad skipta peim upp i
Oproskadar angafrumur (e. immature dendritic cells, inDC) sem eru Oreestar i
leit ad vaka og proskadar angafrumur (e. mature dendritic cells, mDC) sem eru
reestar og geta synt oreyndum T frumum motefnavaka (Banchereau og
Steinman, 1998).

1.5.1.2 Vakaupptaka og proskun angafrumna

Angafrumur flytjast Ur beinmerg i gegnum blddrasina til vefja par sem peaer bla a
Oproskudu formi i leit ad vaka. beer tja litid af MHC og CD80/CD86 sameindum.
Oproskadar angafrumur eru sifellt ad taka upp sameindir Gr umhverfi sinu, ymist
med hjalp vidtaka sem studla ad agnaati eda med frumudrykkju, i leit ad
haettulegum sameindum. baer hafa vidtaka sem pekkja sykingarvalda, eins og
bakteriur, veirur og daudar frumur (Murphy o.fl., 2008; O’Neill, Adams og
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Bhardwaj, 2004). bessir vidtakar eru kalladir vidtakar sem pekkja endurtakanleg
sameindamunsturs (e. pattern recognition receptors, PRRs) og pekkja peir
sameindamunstur (e. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) sem
eingbngu er ad finna & syklum (Murphy o.fl., 2008). Deemi um slik
sameindamunstur eru fitufjdlsykrur (e. lipopolysaccarides, LPS) og fituprotein
(e. lipoprotein). A yfirbordi dproskadra agnfrumna er ad finna fijsimarga PRR
vidtaka, s.s. toll-lika vidtaka (e. toll-like receptors, TLR) og C-gerd lektin
vidtakana (e. C-type lectin receptors) DEC-205 og DC-SIGN (Murphy o.fl.,
2008; Lipscomb og Masten, 2002). Flestir PPR vidtakar leida til agnaats en
sumir leida til reesingar angafrumnanna, lika kallad proskun peirra. Pegar
Oproskadar angafrumur bindast syklum i gegnum pessa PPR vidtaka raesast
paer og byrja ad tja flakkbodaviotakann CCR7 (e. chemokine receptor) sem
dregur peer til neerliggjandi eitils vegna flakkbodanna CCL19 (e. chemokine
ligand) og CCL21 sem er tjado i eitli. bProskadar angafrumur tja einnig
flakkbodavidtakann CCL18 sem dregur 6reyndar T frumur til sin (Murphy o.fl.,
2008; O’Neill o.fl., 2004; Palucka og Banchereau, 1999).

1.5.1.3 Vakasyning, raesing oq sérheefing T frumna

Angafruma missir heefileikann til ad taka upp vaka pegar hin reesist og
proskast, en a sama tima verdur hun 6flug synifruma fyrir 6reyndar T frumur i
eitli (Banchereau og Steinman, 1998; Hart, 1997; Murphy o.fl., 2008). Raesing
og sérhaefing 6reyndra T frumna er stjérnad af premur bodum sem berast fra
synifrumu (sja mynd 11). Fyrsta bodid er pegar MHC Il & synifrumu og CD4
sameindin & 6éreyndri T fumu bindast i gegnum T frumu vidtakann (e. T cell
receptor, TCR). Annad bodid er érvunar bod sem studlar ad fjdlgun og lifun T
frumna. Bodid felur i sér bindingu CD80 og CD86 hjalparsameindanna, sem eru
tjdoar af angafrumum vid CD28 vidtakann sem er a yfirbordi T frumunnar og
veitir pad T frumunni naudsynleg lifunar merki. bessi tvd bod reesa T frumuna
en pad er svo pridja og seinasta bodid sem er naudsynlegt til ad sérhaefing geti
att sér stad. Synifruman og neerliggjandi frumur losa pa ymis bodefni eins og IL-

4, IL-6, IL-10 og IL-12 sem bindast T frumunni og fer pad eftir hver pessi

17



bodefni eru i hvada verkfrumu hun sérhaefist (Hart, 1997; Lipscomb og Masten,
2002; Murphy o.fl., 2008).

Synifruma gefur prju bod til dreyndrar T frumu

Bodefni

IL-6
CD86 <7 IL-12

j TGF-B

Mynd 11. Raesing 6reyndrar T frumu med hjalp synifru mu. Prju bod purfa
ad berast fr4 synifrumu til 6reyndrar T frumu svo r aesing eigi sér stad.
Fyrst binst MCH ll/peptid vid TCR og CD4 sameindina  sem gefur bod um
reesingu. Sidan binst CD80 og CD86 sameindinar a yfi rbordi

synifrumunnar vid CD28 vidtakann sem er a yfirbordi oreyndu T
frumunnar sem gefur bod um lifun. Ad lokum bindur T fruman ymis
bodefni sem synifruman seytir og reedur pad mestu um sérhaefingu T

frumunnar (mynd adlégud Ur Murphy o.fl., 2008).

Eins og adur hefur komid fram pa verda CD8" T frumur ad drapsfrumum pegar
peer reesast, en paer hafa pad hlutverk ad drepa veirusyktar frumur og
krabbameinsfrumur (Murphy o.fl., 2008). Angafruma sem binst CD4" T frumu er
med vissa bodefnasamsetningu sem felur i sér pridja bodid og segir pad til um
hver sérheefing T frumunnar verdur (sja mynd 12) (Kalinski, Hilkens, Wierenga
og Kapsenberg, 1999; Murphy o.fl., 2008). Snemma i sykingu seyta raestar
angafrumur IL-6 sem leidir, asamt IL-1B, ad sérhaefingu Th17 frumna. bessar

frumur seyta IL-17 og IL-6 og hafa pad hlutverk ad senda bod um fleiri neutrofila
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4 sykingarstad i brddu bolgusvari (Bi, Liu og Yang, 2007). IL-12, seytt af
reestum angafrumum, og IFN-y, sem ad 6llum likindum er seytt af NK frumum,
valda pvi ad CD4" T frumur sérhaefast i Thl frumur. Pessi mikla IL-12 seyting
orvar IFN-y framleidslu hja Thl frumum sem studlar ad virkjun makréfaga sem
eiga pa audveldara med ad eyda syklum sem peir hafa innbyrgt (Bi o.fl., 2007;
Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008). Ef IL-4 er ad finna i umhverfi
CD4" T frumu pa sérheefist hin i Th2 frumu. bar sem angafrumur seyta ekki IL-
4 er ekki vitad hvert hlutverk peirra er vio sérhaefingu Th2 frumna. Tilgatur eru
po6 uppi um ad ef angafrumur seyti ekki IL-12, p.e. ef CD4" T frumur sérhaefast i
umhverfi an IL-12, p4 myndist Th2 frumur (Bi o.fl., 2007; Lipscomb og Masten,
2002; O’Neill o.fl., 2004). Baedi Thl og Th2 frumur virkja B frumur sem byrja ad
framleida videigandi motefni til ad vinna gegn syklinum sem um raedir (Bi o.fl.,
2007; Murphy o.fl., 2008). T beelifrumur, eda Treg frumur, geta myndast pegar
miki® magn af IL-10 og/eda TGF-B er i navist CD4" T fruma pegar paer eru ad
sérheefast. Beelifrumurnar seyta IL-10 og TGF-B sem hafa mikla beaelieiginleika
og beela margar frumur éneemiskerfisins. T beelifrumur eru mikilveegar til ad
vidhalda 6naemispoli (e. self-tolerance) og m.a. hindra nattarulegar T beelifrumur

sjélfsofneemissjukdéma.

Bod brju: serha=fing T frumna
IL-1B IL-12 IL-4 TGF-B
IL-6 IFN-y Ekki IL-12 IL-10
= = = = = =
hvd v N
T-bet GATA-3 i
IL-6, IL-17 IL-2, IFN-y IL-4, IL-5 IL-10, TGF-B
Thl7 fruma Thl fruma Th fruma Treg fruma

Mynd 12. Bod prju — sérhaefing T frumna og bodefnis  em peer seyta (mynd
aolégud ur Murphy o.fl., 2008).

Eftir ad buid er drepa sykilinn deyja flest allar verkfrumurnar med styréum

frumudauda (e. apoptosis). Nokkrar lifa og verda ad langlifum minnisfrumum

19



sem eru reestar ef likaminn kemst aftur i snertingu vid sama sykil og leidir til

pess ad dnaesissvarid verdur baedi hradara og 6flugra (Murphy o.fl., 2008).

1.6 Angafrumulikan

par sem litid er af angafrumum i bl6di, nema pa helst af plasmacyt6id frumum,
var erfitt ad stunda rannséknir & angafrumum i ménnum par til rannsoknir leiddu
i ljos ad haegt er ad fa angafrumur med pvi ad sérhaefa paer ur frumuforverum. |
dag eru tveer adferdir mest notadar vid ad sérhaefa angafrumur til raektunar in
vitro; Ur CD34" stofnfrumum einangrudum Ur beinmerg eda bl6di og CD14"
modnocytum einangrudum ar blédi (Shortman og Liu, 2002) en bédar pessar
frumugerdir er heegt ad sérheefa i angafrumur sem likjast Oproskudum
angafrumum i vefjum. brétt fyrir ad einangrun CD34" stofnfrumna gefi fleiri
frumur er algengara ad notast sé vid pa adferd ad einangra CD14" ménocyta
sem er mun fjotlegri eda tekur allt ad helmingi styttri tima (Syme, Bajwa,
Robertson, Stewart og Gliick, 2005). CD14" monocytar sérheefast yfir i
Oproskadar angafrumur pegar peir eru reektadir i seti med GM-CSF (e.
granulocyte macrophage-colony stimulating factor) og IL-4 i fimm til sj6 daga.
pessar 6proskudu angfrumur er sidan haegt ad drva yfir i proskadar angafrumur
og hafa verid notadir ymis peettir til ad reesa peer (Banchereau og Steinmann,
1998; Lipscomb og Masten, 2002; Shortman og Liu, 2002), m.a. hafa paer verid
orvadar med TNF-a (e. tumor necrosis factor a), IL-18 og LPS (Freysdottir o.fl.,
2011).

1.7 Anrif Urdréatta og patta Gr birkiberki & reesingu angafrumna i
monnum in vitro

Eins og &dur hefur komid fram pa hefur leekingarméttur birkibdrks lengi verid
pekktur og notadur i alpyduleekningum (Krasutsky, 2006). Fyrri in vitro
rannsoknir hafa synt ad birkibarkar drdreettir og peettir hafa beelandi ahrif &

angafrumur in vitro (Eggertsdéttir, 2010; Freysdottir o.fl., 2011; Rdnarsson,
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2010). Rannsokn hefur verid gerd par sem etandl var notad til ad urhluta
birkibork sem sidan var pattadur i fimm misskautada peetti. CD14" ménocytar Gr
moénnum voru reektadir i angafrumulikani og latnir proskast i 6éproskadar
angafrumur. Oproskudu angafrumurnar voru svo latnar proskast med eda an
birkibarkar patta. Nidurstédur syndu ad seyting bodefnanna IL-6, IL-10 og IL-
12p40 minnkadi hja angafrumum pegar peer eru resektadar med birkibarkar
pattum og tjadu hlutfallslega minna af yfirbordssameindum en angafrumur
reektadar an patta (Freysdottir o.fl., 2011). | tveimur édrum rannséknum var
haldio &fram ad patta birkibork enn frekar nidur. Sama adferd var notud
(Urhlutad med etandli og pattad i fimm misskautada peetti) asamt frekari
pattunaradferdum. Birkibarkar paettirnir sem fengust i pessum rannsoknum
syndu fram & sambeerilega minnkun a bodefnaseytingu IL-6, IL-10 og IL-12p40
og hlutfallslega minni tjAningu & yfirbordssameindum (Eggertsdéttir, 2010;
Runarsson, 2010).
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2. MARKMID

Birkibokur hefur mikid verid notadur i alpydulaekningum vid margskonar kvillum
par & medal vid gigt. Angafrumur eru styrifrumur i hinu fl6kna samspili
mismunandi frumna 6naemiskerfisins og hafa ymsir utanadkomandi peettir ahrif
4 pad i hvada att peer proskast og hvada ahrif paer hafa i kjolfarid & sérhaefingu
onmeeissvarsins. beer geta m.a. raest eda beaelt bdlgusvoérun og pannig haft

sleem eda g6 ahrif & kroniska gigtasjukdéma og adra sjélfsofnaemisskjudéma.

Verkefnid er hluti af streerra rannsoknarverkefni sem hefur synt ad Urdreettir og
peettir ar birkiberki hafa styrandi &ahrif & angafrumur in vitro. Markmid
verkefnisins er ad nota lifvirknileidda péttun til ad finna og greina efnasambond
ar Betula pubescens og rannsaka frekar styrandi ahrif patta og hreinna efna

sem finnast i birkiberki & proska angafrumna og getu peirra til ad reesa T frumur.
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3. EFNI, TAEKI OG ADFERDIR

3.1 Urhlutun, einangrun og hreinsun & birkiberki

Borkur ilmbjarkar var drhlutadur med etandli (Betula pubecens etandl extrakt,
BpEE), pattun efnablondu ar berkinum var gerd med suluskiljunaradferoum.
petta for fram a rannsdknarsofu i Haga, husnaedi Lyfjafreedideildar Haskdla

Islands.

3.1.1 Plontuefni

[lmbjork, Betula pubescens Ehrh., (borkur).

3.1.2 Leysar

Anisaldehyd, CgHgO,: Sigma-Aldrich
Asetonitril, CoH3N: Sigma-Aldrich
Brennisteinssyra (95-97%), H,SO,4: Merck
Diklérémetan (99,8%), CH,Cl,: Sigma-Aldrich
Ediksyra (isedik) (100%), CH3COOH: Merck
Eimad vatn, H,O: Hagi

Etandl (absolute), C;HsO: Sigma-Aldrich
Etandl (96%), C,HsO: Gamla apétekio
Hexan (97%), CeH14: Sigma-Aldrich

Metandl (99,9%), CH,O: Sigma-Aldrich
Siad vatn, H,O: Academic Milli-Q

3.1.3 Fost efni

Betulin: Sigma-Aldrich
Betulinsyra: Sigma-Aldrich
D(+)-glukési, CsH1206: Merck
Kisilgel 60H, SiO,: Merck
Kisilgur: Merck
Lupedl: Sigma-Aldrich
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Oleandlinsyra: Sigma-Aldrich
3.1.4 Loftteqund
Nitur, Np: [ISAGA hf

3.1.5 Taeki og ahold

Almenn glervara
Buchner flaska: Schott
Einnota sula fyrir fastfasaskiljun (SPE):
Strata Sl-1 silica (50g/150mL Giga tubes), Phenomenex
Strata Sl-1 silica (20g/60mL Giga tubes), Phenomenex
Frostpurrkari: Sneijders scientific type 2040
Frystir: Whirlpool
Glerfiltertrekt: Schott
Hitaplata: Desaga
Hlj6dbad, 8892: Cole-Parmer
HPLC sula og HPLC teeki:
Luna 5 ym C-18 (250 x 21,2 mm), Phenomenex og Dionex, UltiMate3000
Gemini-NX 5 ym C-18 (250 x 21,2 mm), Phenomenex og Agilent1100
Series
Hristari (Vortex-Genie 2): Scientific Industries
Hverfisvalar (e. rotavapor):
Biinchi 011, Binchi 461 water bath
Bunchi R-200, Bunchi B-490 water bath
Kar fyrir TLC plotur: CAMAG
Keelir: Siemens
Mortel
Segulhreera:
Heidolph MR3002 S
Heidolph MR Hei-Mix S
Stuart scientific (UK)
Sia, 0,45 pm: SPARTAN 13| 0,45 RC, Whatman

Siupappir nr. 2 og 4: Whatman
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Siupappir (Membranfilter NL17 — 0,45 ym, @ 47mm): Schleicher & Schuell
Skraftappaglas, 4 mL: Sarstedt
SPE teeki:

Pumpa: Millipore

Loftpéttikassi: Phenomenex
Speed vaccum: Techne Dri-block
Sprauta, 1 mL: B| Braun Injekt® Tuberkulin
Tilraunaglas: Pyrex
TLC plata: TLC Silica gel 60 Fzs4, Merck
Tolva: Dell
UV lampi: Camag
Udunarhaus og belgur fyrir framkoéllunarvokva
Vog:

Mettler PM4800, DeltaRange

Mettler Toledo AG285, Kristinsson e.hf

3.1.6 Aoferoir

3.1.6.1 Sofnun birkibarkar

Berki af ilmbjork, Betula pubescens Ehrh., var safnad i Skograektinni i Mégilsa,

haustio 2009. Bérkurinn var purkkadur vid stofuhita og maladur i kvorn.

3.1.6.2 Urhlutun ar birkiberki

Purrt og malad plontuefni var vigtad og Urhlutad med etandli & segulhreeru i 24
klukkustundir. Ad pvi loknu var urdratturinn siadur i gegnum siupappir i glertrekt

og leysir inngufadur i burtu undir loftteemi. Vid pad fékkst urdréattur, BpEE.

3.1.6.3 Vokvagreining undir loftteemi

Vokvagreining undir loftteemi (e. vaccum liquid chromatography, VLC) er fjétleg
og audveld adferd m.a. til grofthreinsunar & pléntudrdrattum. BpEE var leyst upp
med etandli, sidan var naegilega miklum Kkisilgar (1:1) beett Gt i til ad huda allt
efnid og ad lokum var blandan inngufud til purrs. Hidada efnid var sidan skafid

ar kalufléskunni og mulid i morteli.
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VLC sula var atbuin med pvi ad setja siupappir nr. 4 i botninn & storri
glerfiltertrekt (haed: 90 mm og pvermal: 140 mm), hdn sett & Buchner flosku og
pokkud med kisilgeli 60H. Pokkun sulunnar fér fram undir sogi. Sett var litid
magn af Kisilgeli i einu og pvi pjappad med glertappa svo yfirbordi yrdi sem
jafnast og sléttast. Um 2/3 hlutar trektarinnar voru fylltir med Kkisilgeli og
siupappir nr. 2 komid fyrir ofan a. Litlu magni af hexani var hellt ofan &
siupappirinn i peim tilgangi ad pétta suluna enn frekar. Hidada efnid var sidan
sett ofan & kisilgelid undir sogi og siupappir nr. 4 settur efst til ad verja yfirbordid

pegar ferdafasarnir voru keyrdir i gegnum suluna.

Utbunir voru fimm misskautadir ferdafasar (sja toflu 2). Byrjad var & ad bleyta i
sulunni med minnst skautadasta ferdafasanum (CH,Cl,) par til kisillinn vard allur
blautur. Pa var hududu efninu komid fyrir a sulunni og ferdafasarnir voru sidan
keyrdir i gegnum suluna eftir skautun peirra, byrjad & minnst skautadasta
ferdafasanum (CH,Cl,) og endad & mest skautadasta ferdafasanum (CH3OH).
Efnunum var safnad eftir hverja keyrslu, leysir inngufadur i burtu og hreinsudu
peettirnir nefndir Bp1 — Bp5.

Tafla 2. Samsetning og magn ferdafasa sem notadirv.  oru i VLC.

Ferdafasi
Keyrsla Hreinsadur pattur
Efni Hlutfall (%) Magn (mL)
1 CH.Cl, 100 2x 500 Bpl
2 CH,Cl,: CHzOH | 75:25 500 Bp2
3 CH,Cl,: CHz;OH | 50:50 500 Bp3
4 CH.Cl,: CH3OH | 25:75 500 Bp4
5 CH3;OH 100 500 Bp5
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3.1.6.4 bunnlagsgreining

Punnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) er fljétleg og peegileg
aoferd sem notud er til ad meta hreinleika efna, greina a milli peirra, greina
fiolda peirra og jafnvel greina um hvada efni er ad reeda. bess ber p6 ad geeta
ad neemni adferdarinnar er takmorkud. Notadar voru alplétur hudadar med
kisilgeli (e. silica gel) sem er skautadur stodufasi. Skautud efni ferdast styttra a
plétunum en pau 6skautudu, par sem skautud efni bindast fastar skautudum
stodufasa. Til ad fa skautud efni til ad ferdast lengra er notadur skautadri
ferdafasi. Punktarnir voru haféir sem mettadastir og voru peir blettadir & plétuna
med harrdri til ad hafa pa sem minnsta. PIotunni var komid fyrir i lokudu TLC
kari med videigandi ferdafasa og siupappir i hlidunum svo loftid i karinu veeri
mettad. Ferdafasinn var latinn skrida upp ploétuna og fér skrid efnanna eftir
skautun ferdafasans. Eftir TLC keyrsluna voru pl6éturnar skodadar undir
lj6sfjélublau ljési vid bylgjulengd 254 nm og vid bylgjulengd 365 nm. Ad pvi
loknu voru peer framkalladar med videigandi framkollunarvokva og settar &
hitaploétu i u.p.b fimm mindtur vid hitann 110C. betta var gert svo skyrari

myndir fengjust af efnunum.

3.1.6.4.1 bunnlagsgreining eftir VLC

Punnlagsgreining var gerd & ardrattunum sem fengust eftir VLC, Bpl — Bp5,
asamt BpEE og voru vidmidunarefni blettud til ad sja hvada efni var ad finna i
ardrattunum. Viomidunarefnin voru betdlin og D(+)-glukési. Notadur var
ferdafasinn CH,Cl, : CH3OH (97:3). Eftir hverja keyrslu var TLC platan
framkollud med framkollunarvokva sem samanstéd af H,SO4 @ CoHgO (10:90).
Ut fra pessum TLC plétum var akvedid hvada ardratt var haldid afram ad vinna

med til frekari adgreiningar.

3.1.6.4.2 bunnlagsgreining eftir SPE

Punnlagsgreining var gerd & synum Ur SPE keyrslu & Urdreetti Bp 3. betta var
gert til ad asetla groflega hvernig skiljunin gekk og hvernig frekari skipting atti ad

vera. Ploturnar voru keyrdar i ferdafasanum CH,Cl, : CH3OH (97:3) og
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framkalladar med anisaldehydlausn, sem samanstod af 0,5 mL anisaldehydi, 10

mL isediki, 85 mL metandli og 5 mL brennisteinssyru.

3.1.6.4.3 bunnlagsgreining eftir HPLC

Punnlagsgreining var gerd a synum Ur HPLC keyrslu a drdreetti Bp 3.4.
Vidmidunarefnin voru betdlin, betdlinsyra, lipedl og 6leandlinsyra. Likt og adur
var ferdafasinn CH.Cl, : CH3OH (97:3) og framkollunarvokvinn

anisaldehydlausn.

3.1.6.5 Fastfasa suluskiljun (SPE)

Fastfasa suluskiljun (e. solid phase extraction, SPE) er adferd sem notud er til
ad hreinsa og adskilja enn frekar paer efnabléndur sem fast med VLC. Ut fra
TLC plotum var &kvedio ad halda &fram ad hreinsa Bp3. Einnota kiselgel sula
(STRATA, SI-1, 50 g/mL) var notud. HUdun efnis var undirblin eins og fyrir
VLC; Bp3 leyst upp i CH,CI, : CH30H (50:50), kisilgur (1:1) beett vid og sidan
inngufad til purrs. Prir misskautadir ferdafasar voru blandadir (sja toflu 3) og var
minnst skautadi ferdafasinn (CH,Cl,) notadur til ad bleyta upp i sulunni. begar
sulan var ordin mettud var hudad Bp3 sett & stluna og siupappir nr. 4 settur efst
til ad verja yfirbordid. Ferdafasa var beaett & stluna jafn6dum og passad ad sulan
pornadi ekki. bPegar u.p.b. 5 mL af ferdafasa voru komnir i gegnum suluna var
skipt & milli glasa. Allar keyrslurnar voru framkvaemdar undir sogi og passad var

ad prystingurinn veeri um 5 mm Hg.

Tafla 3. Samsetning og magn ferdafasa sem notadir vorui SP  E &4 Bp 3.

Ferdafasi
Keyrsla
Efni Hlutfall (%) Magn (mL)
1 CH.Cl;: CH3OH | 99:1 600
2 CHxCl,: CH3OH | 97:3 600
3 CH3OH 100 2x 600
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Til ad naegt magn fengist af Bp3.4 var SPE & Bp3 framkvaemd prisvar sinnum &
STRATA, SI-1, 50 g/150 mL og einu sinni & STRATA, SI-1, 20 g/60 mL.

3.1.6.6 Héabrystivokvagreining (HPLC)

Haprystivokvagreining (e. high performance liquid chromatography, HPLC) er
g60o adferd til adskilja efnablondur. Tveir paettir, Bp3.2 og Bp3.4, voru keyrdir &
HPLC i peim tilgangi ad fa betri adgreiningu & efnum. Notast var vid Luna sulu,
250 mm ad lengd, 21,2 mm ad pvermali og 5 um ad kornasteerd. Ferdafasinn
C,H3N : H,O (86:14) var notadur vid keyrslurnar. Um 1 mg af syni var leyst upp
i 1 mL af metandli og 900 pL sprautad inn & HPLC lykkjuna. Fleedihradinn var 5
mL/min og bylgjulengdin 210 nm. Prju syni voru keyrd & pessari sulu, p.e. Bp3.2
tvisvar sinnum og Bp3.4 einu sinni. Svo var dkvedid ad skipta yfir i Gemini sulu,
250 mm ad lengd, 21,2 mm ad pvermali og 5 pm ad kornasteerd. A peirri sulu
voru keyrdar 20 keyrslur & Bp3.4 i styrkleiki 4,83 mg/mL. Likt og fyrr var synid
leyst upp i metandli og 900 pL sprautad inn & lykkjuna. Ferdafasanum,
fleedihradanum og bylgjulengdinni var haldid ébreyttu.

3.2 In vitro angafrumulikan

Vid mat & virkni urdratts af birkiberkinum og patta einangrudum Ur Urdraettinum
var notast vid angafrumulikan sem préad var & rannsoknarstofu i
gigtsjukdomum & Landspitlanum vid Hringbraut. Hvert angafrumulikan skiptist i
nokkur skref sem dreifast yfir niu daga. Fyrst voru CD14" mondcytar einangradir
ar blédi heilbrigds einstaklings og peir svo latnir sérheefast i 6proskadar
angafrumur. Pvi naest voru éproskudu angafrumurnar reestar med videigandi
bodefnum i tvo daga med eda an syna. Eftir pann tima voru ahrif synanna a
proskun angafrumanna metin med pvi ad meela tjAningu yfirbordssameinda i

frumufleedisja og seyting bodefna med ELISU.
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3.2.1 Efni

Bl6d: heilbldd dr fjrum heilbrigdum einstaklingum
Bodefni:
Recombinant human GM-CSF: R&D Systems
Recombinant human IL-1B: R&D Systems
Recombinant human IL-4: R&D Systems
Recombinant human TNF-a: R&D Systems
Bovine serum albumin, BSA: Millipore
Dimetyl sulfoxio (DMSO), C,HsOS: Merck
Einstofna motefni fyrir flarskinslitun:
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
Etylenediamin tetra ediksyra (EDTA): Sigma
Foetal calf serum (FCS): Invitrogen
Formalin 10% lausn: J.T. Baker
Greiningarmotefni:
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
Hudunarmotefni:
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 (tetrametylbenzidin): Kem-En-Tec-diagnostics
Lipopdlysakkarid, LPS fra 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
Seglukulumétefni, CD14 MicroBeads: Miltenyi Biotec
Skolvokvi og pvottalausn fyrir frumfleedisja:
FACS-Flow™: BD Biosciences
FACS-Rinse™: BD Biosciences
Stadall 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 H,SO4: Bléndud pann 25.03.11
Streptvidin-HRP: R&D Systems
Syni:
Bp3(M)
Bp4(M)
Hreinsadir paettir ar birkiberki:
Bp3.2
Bp3.3 (1)
Bp3.3 (Il
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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Stadall:
Betulin
Betulinsyra
Lupeodl
Oleandlinsyra
/Eti, RPMI 1640 w/L-glutamine: Invitrogen

3.2.2 Taeki og 4hold

Bl6dtokuglas, vacutainer EDTA 9 mL: BD Vacutainer Systems
Bubbulina, steril: Sarstedt
ELISU ljosmeelir: Thermo, electron corporation. Original multiscan EX
ELISU plata, 96 brunna: Maxisorp, Nunc
ELISU pvottateeki: Titertek M96 Washer, Sarstedt
Eppendorf glas: Sarstedt
FACS glas: BD Bioscience
Frumuflaedisja, teekid: FACSCalibur, BD Bioscience
Frumuflaedisja, hugbunadur: CellQuest, BD Bioscience
Frumureektunarplata, 48 brunna: Nunc
Frumuraektunarskapur: Thermo Electron Corporation, Steri-Cult CO, Inbubator,
Hepa, class 100
Geymsluglas fyrir frumuflot, 2 mL: Sarstedt
Hristari:
Edmund Buchner GmbH
Stuart Scientific Autovortex SA6
MACS sett: MACS Multi Stand og MACS Midi segull, Miltenyi Biotec
MACS sula, 25 LS: Miltenyi Biotec
Meeliglas, 15 mL og 50 mL: Sarstedt
Meelipipetta, 10 mL: Sarstedt
Pipetboy: IBS, Integra Biosciences
Pipetta, 100 pL-1 mL, 40-200 pL, 5-50 pyL 1-10 pL, 50-200 pL 8 odda og 5-50
pL 8 odda: Finnpipette, Thermo Sientific
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Skilvinda:

Sorvall T6000B Centrifuge

Thermo scientific, Heraeus multifuge 3SR+ Centrifuge
Smésja:

Fluvert

Leica DMLS
Talningargler: Neubauer Improved, Tief depth profondeur, 0,200 mm

Universal glas, 20 mL: Nunc

3.2.3 Aoferoir
3.2.3.1 Syni

Syni fengin Ur einangrun hér ad ofan voru leyst upp i DMSO pannig ad styrkur

peirra yrdi 25 mg/mL. Aframhaldandi pynning & synunum var gerd i frumuzeti.

3.2.3.2 Einangrun einkjarna frumna

A degi null voru rimlega 100 mL af blédi teknir Gr heilbrigdum einstaklingi i
EDTA blédtokuglos. Einkjarna frumur voru einangradar med pvi ad pipetta 12
mL af bl6di varlega ofan & 10 mL histopaque lausn i Universal glésum.
Glésunum var sidan komid fyrir i skilvindu og pau spunnin nidur vid 400 g
(~1600 rpm) i 30 minatur vid 22°C an bremsu. Eftir spunann haféi vokvinn skipt
sér upp i fjogur 16g; efsta lagid var plasma, naest voru einkjarna frumur, par fyrir
nedan histopaque lausn og nedsta lagid innihélt raud blédkorn og kleifkjarna

frumur (sja mynd 13).
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Mynd 13. Einangrun & einkjarna blodfrumum. Glas A: EDTA bl6d ofan &

kleifkjarna
frumur

histopaque lausn og raud bl6dkorn asamt kleifkjarna frumum ad falla
nidur & botninn. Fyrir skilvinduna. Glas B: Bl63id og histopaque buid ad
skipta sér i fjogur l6g. Eftir skilvinduna. Glas C: Buid ad fjarleegja

einkjarna frumurnar og hluta af plasmanu.

Einkjarna frumunum var safnad med plast pasteurpipettu i tvo til prjG 50 mL
glos, mest 30 mL i hverju glasi. Frumurnar voru pvegnar med pvi ad fylla glosin
upp adé 50 mL marki med MACS buffer og sett i skilvindu vid 300 g (~1300 rmp)
i 10 mindtur vid 4C. Eftir hvern pvott var flotinu hellt i burtu og frumurnar hristar
upp. Fyrir pridja og seinasta pvottinn voru frumurnar sameinadar i eitt glas, fyllt
upp ad 50 mL marki med MACS buffer og syni tekid fyrir talningu. Frumulausnin
var pynnt 1:5 i 0,4% trypan blue lit (50 pL syni i 200 pL lit) og frumurnar taldar

undir smésja & Improved Neubauer talningargleri.

3.2.3.3 Einangrun CD14" méndcyta med MACS suluadskiljun

Ad loknum pvotti voru einkjarna frumurnar pynntar i MACS buffer pannig ad
styrkur peirra yrdi 12,5 x 107 frumur/mL (1 x 10’ frumur & hverja 80 pL af MACS
buffer). CD14 segulkdlumerktum métefnum (CD14 MicroBeads) var beett vid

frumulausnina i hlutféllunum 1:5 og motefnin latin bindast & is i 15 mindGtur.
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Frumurnar voru par naest pvegnar med 20 mL af MACS buffer, settar i skilvindu
vid 300 g i 10 minatur vid 4, flotinu hellt i bur tu og frumurnar hristar upp. pvi
naest voru frumurnar pynntar i 500 uL MACS buffer fyrir hverjar 1 x 102 frumur.
Vi@ einangrun CD14" mondcyta var notud LS*/MS* MACS sla, sem komid var
fyrir i segli med sterku segulsvidi. Frumulausnin var sett & suluna og hun pvegin
prisvar sinnum med 3 mL af MACS bulffer til ad fjarleegja CD14 frumur. Loks var
sulan fjarleegd ar segulsvidinu og 5 mL af MACS buffer settir & stluna og
stimpill notadur til ad prysta CD14" frumunum i gegn (petta ferli ma sja & mynd
14). Syni var tekid fyrir talningu likt og adur. Frumurnar voru spunnar nidur i

skilvindu vid 300 g i 10 mindatur vid 4<C, flotinu h ellt i burtu og frumurnar hristar

upp.
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LS*/MS* MACS stila var i sterku segulsvidi og 4 hana
var sett frumulausn sem var merkt med CD14*
segulkulumerktum motefnum

- o

i segulsvidinu festust segulkdalumerktu CD14* frumur
en émerktar frumur skoludust i gegn

D T

Salan var tekin tr segulsvidinu og pa losnudu CD14*
frumurnar og peim var safnad

Mynd 14. Yfirlitsmynd af einangrun CD14+ frumna med
MACS sulu i segulsvidi (mynd adlégud ur Murphy o.fl

3.2.3.4 CD14" ménocytar sérhaefdir viir i Oproskadar angafrumur

Frumurnar voru pynntar med aeti (RPMI med 10% FCS) i styrkinn 0,5 x 10°
frumur/mL. Til ad meta arangur einangrunarinnar voru 100 pL af frumulausn
settir i tvd FACS glés og pau geymd & is fyrir frumufleedisjarskodun (sja kafla
3.2.3.6). Einn mL af frumulausn var pipettud i hvern brunn a 48 brunna
reektunarplétu og at i hvern brunn var beett 2,5 ng af IL-4 (10 pL af 1,25 pg/mL
lausn) og 25 ng af GM-CSF (10 pL af 2,5 pg/mL lausn) til ad sérheefa CD14"

moénocytana  fir

Oproskadar angafrumur. Raektunarplatan var
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frumuraektunarskap (5% CO,, 37<C, 95% raki) i sjo daga. A degi prju eda fjbgur
voru frumurnar skodadar i smasja til ad stadfesta lifun og 500 pL af aeti beett |

hvern brunn asamt sama magni af IL-4 og GM-CSF og adur.

3.2.3.5 Oproskadar angafrumur 6rvadar Vfir i poskadar angafrumur

A degi sj6 voru frumurnar skodadar i smasja til ad meta lifvaenleika. Frumum og
eeti var safnad dr ollum brunnum og frumurnar taldar (1:1) likt og adur.
Frumurnar voru spunnar nidur i skilvindu vié 300 g i 10 minatur vid 4, flotinu
hellt af (nema orlitlu magni sem var fryst i premur geymsluglésum vid -70C fyrir
ELISU meelingar, sja kafla 3.2.3.7) og frumurnar hristar upp. Frumurnar voru
bynntar med aeti i styrkinn 2,5 x10° fumur/mL. Til ad meta &rangur sérhaefingar
mondocyta i dproskadar angafrumur voru 100 uL af frumulausn settir i tvd FACS
glés og pau geymd & is fyrir frumuflaedisjarskodun (sja kafla 3.2.3.6). | hvern
brunn & 48 brunna raektunarplétu voru settir 500 pL frumulausn og 5 ng af IL-1
(10 pL af 0,5 pg/mL lausn), 25 ng af TNFa (10 pL af 2,5 pg/mL lausn) og 0,25
pg af LPS (10 pl af 25 pg/mL lausn). Bodefnum og LPS var beett vid til ad 6rva
Oproskadar angafrumur yfir i proskadar angafrumur. Ad pessu loknu voru ad
lagmarki tveir brunnar latnir vera an frekari vidb6ta og voru notadir sem adal
vidmid. bar sem syni voru leyst upp i DMSO sem er ertandi fyrir frumur var i
a.m.k. tvo brunna baett vid DMSO i sama styrk og notadur var til ad leysa upp
syni. Syni voru sett Gt i brunna i nokkrum styrkjum; 50 pg/mL (10 uL af 2,5
mg/mL syni), 10 pg/mL (10 pL af 0,5 mg/mL syni) og 1 pg/mL (10 pL af 0,05
mg/mL syni). Hver styrkur af hverju syni var settur i minnst tvo brunna.
Reektunarplatan var svo sett i frumuraektunarskap (5% CO,, 37C, 95% raki) i
tvo daga og astand frumnanna skodad reglulega og skrad nidur. A degi niu,
tveimur dogum eftir 6rvun, voru frumurnar skodadar i smasja og frumum og
frumufloti safnad i eppendorf glés sem voru hofd & is. Frumurnar voru spunnar
nidur i skilvindu vid 300 g i 10 minatur vid 4C, flotinu safnad i prju geymsluglos
og pau fryst vid -70C fyrir ELISU meelingar (sja kafla 3.2.3.7) og frumurnar
hristar upp. Ad pvi loknu voru frumurnar endurleystar i 150 pL af litunar buffer
0g 100 pL settir i tvd FACS gl6s fyrir frumuflaedisjarskodun (sja kafla 3.2.3.6).
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3.2.3.6 Flurskinslitun og frumuflaedisja

Syni fyrir frumufleedisja voru tekin a premur mismunandi stigum i
angafrumulikaninu. A degi ndll eftir einangrun & CD14" frumum, & degi sjo eftir
ad moéndcytarnir hofdu ndd ad sérhaefast yfir i 6proskadar angafrumur og & degi

niu pegar angafrumurnar hofou n4d ad orvast i proskadar angafrumu.

Tafla 4. Flarskinsmerkt moétefni i hverju FACS glasi.

FACS glas Flarskinsmerkt motefni
1 IgG1-FITC (vidomid) | 1gG2a-- = (viomid) @ lgG2a-APC (vidmid)
2 CD86-FITC HLA-DR- CD14-APC

I hvert FACS glas var sett 100 pL af frumulausn. Flirskinsmerkt einstofna
motefni voru pynnt med litunar buffer i 1/10 (IgG1-FITC, IgG2a-PE, CD86-FITC
og HLA-DR-PE) og 1/5 (lgG2a-APC og CD14-APC). Fimm pL af pynntum
flarskinsmerktum einstofna métefnum voru settir Ut i videigandi glos (sja toflu 4).
Glosin voru hofd & is i 20 min & medan motefnin voru ad bindast. Frumurnar
voru pvegnar med 2 mL af litunar buffer og spunnar nidur i skilvindu vid 300 g i
fimm mindtur vid 4, flotinu hellt i burtu og frum urnar hristar upp. Ad pvi loknu
voru frumurnar endurleystar og fixeradar med pvi ad baeta 300 puL af 1%
paraformaldehydi Gt i glosin. Alpappir var settur yfir glosin til ad verja gegn ljosi
og pau geymd i keeli fram ad meelingu i frumuflaedisja (hdmarks geymslupol eftir

litun er ein vika).

Frumufleedisja (e. fluorescence-activated cell sorting, FACS) er taeki sem greinir
steerdarmun frumna med fram-geilsadreif (e. forward scatter) og kyrningu
frumna med hlidar-geilsadreif (e. side scatter). Taekid greinir einnig flarskinsliti

med mismunandi flarskinsnemum (sja mynd 15).
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Mynd 15. Yfirlitsmynd af frumufleedisja med tveimum
flarskinsnemum (mynd adlégud Ur Murphy, o.fl, 2008)

Nidurstodournar ur frumufleedisja voru greindar i forritinu CellQuest og metnar
sem prosenta jakveedra frumna midad vid isétypuviomid og sem medal
flarskinsljomun. Med pessu moti var haegt ad sji hversu stort hlutfall af
frumunum tjadu videigandi yfirbordssameindir og medaltalsmagn sameindanna

a hverri frumu.

3.2.3.7 ELISA

Meelt var magn bodefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 i flotum sem voru geymd i -
70 frysti frd degi sjo og degi niu.

Skref 1: Hudunarmotefnin voru pynnt med PBS, IL-6 og IL-10 i styrkinn 2
pg/mL og IL-12p40 i styrkinn 4 pg/mL. ELISU pl6tur (96 brunna) voru hudadar
med videigandi pynntu hidunarmétefni med pvi ad lata 100 pL i hvern brunn.

Pléturnar voru latnar standa vid herbergishita yfir eina nott.
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Skref 2: Hudunarlausn var skvett Gr brunnunum. Til ad hindra ésérteeka
bindingu voru 300 pL af blokkunarlausn settir i alla brunnana og hun latin
standa vid herbergishita i eina klukkustund. Blokkunarlausninni var svo skvett ur

brunnunum og pléturnar pvegnar fjorum sinnum med pvottalausn (PBS-T).

Skref 3: Syni og stadlar voru pynnt i ELISU buffer og meeld i tvisyni (e.
duplicate wells), 100 pL i hvern brunn. Stadall fyrir IL-6 var maeldur i styrknum
4,7 til 600 pg/mL, fyrir IL-10 i styrknum 31,25 til 2000 pg/mL og IL-12p40 i
styrknum 62,5 til 4000 pg/ml sem voru atbunir med sjo tvofoldum
radpynningum. Brunnar sem voru eingbngu med ELISU buffer voru notadir sem
blankar. Frumuflotin voru pynnt i ELISU buffer i styrkinn 1/20 fyrir IL-6, 6pynnt
fyrir IL-10 og i styrkinn 1/10 fyrir IL-12p40 og blandad vel. Pléturnar voru latnar
standa vid herbergishita i tveer klukkustundir og svo skvett Ur peim og peer

pvegnar fjérum sinnum eins og adur.

Skref 4: Greiningarmotefnid fyrir IL-6 var pynnt med ELISU buffer i styrkinn 200
ng/mL, fyrir IL-10 med ELISU buffer i styrkinn 300 ng/mL og fyrir IL-12p40 med
ELISU buffer, sem buid var ad beeta vid 2% normal goat serum (NGS), i
styrkinn 100 ng/mL. Greiningarmétefnin, 100 pl i hvern brunn, voru latin standa
vio herbergishita i tveer klukkustundir en pa var skvett Ur plétunum og peer

pvegnar fjérum sinnum eins og adur.

Skref 5: Streptavidin-HRP var pynnt 1/200 med ELISU buffer og 100 pL settir i
alla brunnana og latid standa vid herbergishita i 20 minatur i myrkri en pa var

skvett Ur plétunum og paer pvegnar fjorum sinnum eins og adur.

Skref 6: bvi naest var 100 pL af hvarflausn settir i alla brunnana og platan latin
standa vid herbergishita undir alpappir pangad til blar litur var farinn ad sjast vel
i efsta stadli. Ad lokum var 50 pL af stopplausn sett i hvern brunn sem breytti

blda lithum i gulan og var gleypnin strax meeld i ljosmeeli vid 450 nm.
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Skref 7: Stadalkdrfa var sett upp i excel par sem styrkur stadals var & x-a4s og
ljésgleypni & y-4s. Jafna bestu linu var fundin og notud til reikna Gt styrk
bodefna i pg/mL sem var i frumuflotunum. bar sem mikill munur er a
grunngildum & milli einstaklinga var seytistudull reiknadur fyrir hvern einstakling
med pvi ad deila magni bodefnis sem var seytt af frumum medhdndludum med

DMSO upp i magn bodefnis sem var seytt af frumum medhéndludum med syni.

3.2.3.8 Tolfraedi

Medaltal og medalskekkja medaltals (e. standard error of the mean) var reiknad
fyrir pau syni sem voru meeld prisvar eda oftar. Tolfreedilegur samanburdur a
milli nidurstadna Ur angafrumum medhoéndludum med DMSO og angafrumum
medhondludum med synum var gerdur med einstefnu ANOVA profi og notad
Tukey’s post-hoc prof. Tolfreediforitid Sigmastat var notad vid Utreikningana og

p-gildi minna en 0,05 var metid sem marktaekt.

3.2.3.9 Framleidsluforskriftir fyrir angafrumulikan

MACS buffer, PBS med 0,5% BSA, 2 mM EDTA
440 mL af PBS, sterilt

12,5 mL af 20% BSA i PBS, filterad

50 mL af 20 mM EDTA, sterilt

Ollu blandad saman og geymt i keeli

20 mM EDTA
3,72 g af EDTA
500 mL af PBS

Sett i gufusaefi og geymt vid stofuhita

20% BSA i PBS

40 g af BSA

Leyst upp i 180 mL af PBS og latid jafna sig yfir nétt

Fyllt upp ad 200 mL marki daginn eftir med PBS

Filterud med 0,22 um filter yfir i fjiogur steril 50 mL glés og geymt i keeli
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RPMI &eti

RPMI 1640 eeti

50 mL af FCS (10%)

5 mL af Penicillin/Streptomycin

Blandad saman og geymt i keeli

Litunar buffer, PBS med 0,5% BSA, 2 mM EDTA, 0,1% N aNs3
440 mL af PBS

12,5 mL af 20% BSA i PBS, filterad

50 mL af 20 mM EDTA, sterilt

0,5 g af NaN3z eda 5 mL af 10% lausn

Blandad saman og geymt i keeli

1% paraformaldehyd i PBS
20 mL af 10% formalin (v/v)
180 mL af PBS

Blandad saman og geymt i keel

Blokkunarlausn fyrir ELISU
59 af BSA

25 g af sukrési

0,25 g af NaN3

500 mL af PBS

ELISA buffer, 1% BSA i PBS
2 g af BSA
200 mL af PBS 200 mL

Blandad saman og geymt i keeli
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pvottalausn, BPS med 0,05% Tween-20 (PBS-T)
40 g af NaCl

5,75 g af Na,HPO,

1 g af KH,PO4

1 g af KClI

Fylla upp ad 5 L med H,O

2,5 mL af Tween-20
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4. NIDURSTOBUR

4.1 Urhlutun, einangrun og hreinsun efna dr birkibe rki

Ymsar péattunaradferdir voru notadar til ad patta birkibork nidur i smeerri og

hreinni peetti sem voru profadir i in vitro angafrumulikani.

4.1.1 Urhlutun birkibarkar (BpEE) og pattun med VLC

Birkiborkur var Urhlutadur med etandli og péattadur nidur med VLC i fimm
misskautadar Urdreetti, sja fleedirit & mynd 16. Um 200 g af purrkudum og
moludum birkiberki (Betula pubescens) var Grhlutad med etandli & segulhreeru i
solarhring og frekari hreinsun gerd med VLC. ba voru um 17 g af BpEE adskilin
med fimm misskautudum ferdafésum og at fengust fimm peettir, Bpl — Bp5. Sja

ma ferdafasasametningar og heimtur Urdrattanna a fleediritinu (mynd 16).
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Utrhlutad med 4 L af
etanoli a segulhrem
(24 Kst)

Birkiborkur
Betulapubsscens
purrkadur og maladur
~200 g

~ 17 g af BpEE levst upp med
etanoli og hidad a kisilzir

|_I

VLC sila

100%% diklorometan

73% diklorometan

30%% diklorometan

23% diklorometan

100% metandl
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. +25% metanél +50% metanél +75% metanél
~ 21 300 mL ~ 500 mL ~ 500 mL ~ 500 mL ~ 300 mk
I_ Bpl I_ Bp2 I_ Bpd I_ Bps
terljbsgult lisgult dékibrint brint
~015 g ~062 g ~601 g ~05l g
bunnlagsgreining (TLC)
Mynd 16. Flaedirit fyrir drhlutun og péattun med VLC a BpEE.

Eftir ad buid var ad inngufa leysana fr4 ardreettinum og pattunum var
efnainnihaldid skodad med TLC. Urdratturinn BpEE og peettirnir Bpl — Bp5,
voru blettadir a TLC plotu sem sja ma a mynd 17. Notadur var ferdafasinn

CH,Cl, : CH30H (97:3). Onnur punnlagsgreining var gerd 4 BpEE og Bpl — Bp5




og var pa betdlin og glukési hafdur med til viomidunar (sjhA mynd Al a bls. | i
vidauka A). Ut fra pessum TLC plétum var akvedid ad halda afram ad vinna
med Bp3 til frekari adgreiningar. bess ber p6 ad geta ad framkollunarvokinn,
H,SO4 : CoHgO (10:90), sem notadur var & pessar tveer TLC plotur, er ekki
talinn vera hentugur og var pvi notast vid anisaldehydlausn sem

framkollunarvokva i aframhaldandi pattunum.

BpEE BpEE Bpl Bpl Bp2 Bp2 Bp3 Bp3 Bpd Bpd Bp5 Bps

Mynd 17. Punnlagsgreining a BpEE og Bpl — Bp5. BpEE : birkibarkar
ardrattur (viomid), Bpl — Bp5: birkibarkar paettir s em fengust eftir VLC.
Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH30H (97:3). Framkallad med framkdllunarvokva
sem samanstéd af H ,SO, : C,HgO (10:90).

4.1.2 battun med fastfasa suluskiljun (SPE)

Bp3 var péattadur enn frekar nidur med SPE, sja fleedirit & mynd 20. Um 900 g af
hadudu efni var komid fyrir & stlunni og prir misskautadir ferdafasar latnir renna
i gegnum hana. Til ad adgreina nidur i paetti var spottad var Ur fimmta hverju
glasi. Ekki var haegt ad adgreina naegilega vel milli allra glasanna og purfti pvi
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ad spotta ur fleiri glosum. A myndum 18 g 19 ma sja daemi um TLC plétur eftir
SPE. Notadur var ferdafasinn CH,Cl, : CH3OH (97:3) og framkallad med
anisaldehydlausn. | heildina voru prjar SPE keyrslur framkveaemdar & Bp3, til ad
naegt magn fengist af pattunum, og mé sja TLC pléturnar i vidauka A. Sja ma
ferdafasasametningar SPE keyrslunnar og heimtur pattanna & flaediritinu (mynd
20).

95 100 105 110 115 120 Bp3 g 17 12 15 20
Bp3.o Bp3.1 Bp3.2 Bp3.3 Bp3.4

|
J &
! -
' . I | * (] . -F—J
o 3 . A
10 11 12 13 14 15 16

Mynd 18. bPunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 2.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i Urdreetti. Bp3: pattur sem fékkst eftir VLC (viomi  @). Ferdafasinn var
CHCl,: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

- gi;;’ p!.f;ii'i_

40 42 44 45 47 48 5 52 54 55 57 5% B0 B2 64 ES E7 &9 70
Bp3.1 Bp3.2 Bp3.3

Mynd 19. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (IV), TLC plata 3.
Toélurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.
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Ferdfasasamsetningar
Ferdafasi 1: 99% dillérometan + 1% metanal
~ 1200 mL (glis 1-103)
Ferdafasi 2: 97% diklorometan + 3% metanol
~ 400 mL (glos 105-136)

Ferdifasi 3: 100%¢ metandl
~ 2x 250 mL (glas 136-169)

I Spottad 4 TLC plotu ir fimmta
hverju glasi (3, 10, 13, o.sfrv)
;s | | 1 1 1 1 | | L | |
Bpil Bpil Bp33 Bp3.4 Bp3.3 Bp3.6 Bp3.7 Bp3 .8 Bp3.9 Bp3.10 *
(zlés 1-23) (2ld= 14-30) (=165 40-47) (216c43.74) [CEREEY [ EIEREE) B (CESPERILY By IR ESEL] I [ETREREY] § [EMEEREe)
[23.74 mg| 130,50 mg] [48.61 mg 116,26 mg| [764.20 mg| 14037 mg| 25,88 mg 12,13 mg 147030 mg] | 251 mg
| | 1 1 1 1 1 1 1 1

Dunnlagsgreining (TLC)

Mynd 20. Fleedirit fyrir pattun med SPE & Bp3.

*Bp3.10 fékkst pegar skolud var SPE suluna med meta

keyrslu, petta a eingéngu vid um fyrstu keyrsluna,

SPE(l).

4.1.3 battun med haprystivikvagreiningu (HPLC)

nél daginn eftir

Til ad patta Bp3.4 enn frekar var framkveemd HPLC, sj4 fleedirit & mynd 21. Um

900 uL af uppleystu efni var sprautad inn & HPLC sudlu, Gemini-NX 5um C18

(250 x 21,20 mm). Notud var ferdafasasamsetning C,H3N :

H,O (86:14),

fleedihradinn haféur & 5 mL/min, bylgjulengd i 210 nm og var lengd keyrslu 90

min. Daemi um eina HPLC keyrslu méa sja ad mynd 22. i heildina voru keyrdar

tuttugu keyrslur og efnum safnad i floskur. Ut Ur pessum keyrslum komu ellefu

peettir, Bp3.4.1 — Bp3.4.11, og sja ma heimtur peirra & flaediriti (mynd 21). A

mynd 23 ma sja hvar triterpenarnir betulin, betdlinsyra, lGpedl og 6leandlinsyra

48




koma ut af HPLC sulunni Inertsil 5um C18 (4,6 mm x 250 mm). bessi keyrsla

var framkvaemd af Ol6fu Karen Sveinsdottur sem hlut af meistarverkefni hennar.

Bp3.4
ljosgult
4.83 mz/mL Bp3.4 leystupp i metanoli oz
~ @00 pl sprautadinn a HPFLC silu

Sula: Gemimdi-NE SpmC18 (250 x 21.20 mm)
Ferdfasasamsetning: 836% asetonitril: 14% vatn
Flaedi: 5 mL/min
Keyrsla: 90 minttur

Bp3idl Bp3id2 Bp343 | |BEplidd Bp3ds Bp34s6 Bp347 Bp3i4s Bp349 | |Bp34.10] | Bpidll
6.3 mg 04 mg L1 mg L5 mg 0.9 mg 3.5 mg 99 mg 134 mg 1.3 mg 1.3 mg 1092 mg

Punnlagsgreining (TLC)

Mynd 21. Fleedirit fyrir pattun med HPLC & Bp3.4.

49



B
=
g
=
=
-

min

Mynd 22. HPLC keyrsla & Bp3.4. Numerin segja til um  hvernig skipt var i
peetti t.d. 1: Bp3.4.1, 2: Bp3.4.2 o.s.frv. Stla: Ge mini-NX 5um C18 (250 x
21,20 mm), ferdafasasamsetning: C ,HsN : H,O (86:14), fleedihradir: 5
mL/min, bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 min.

500208

i

hing 020312 #40 [roofied oy 2ot 4 Dok rerualy poed] Soz4n

R

T v onfg

M= 1500, bl = ol

Oleandlinsyra

£
b=}

7]
m

Betdlinsyra

o
o 0o B 380 240 o oo o =20 =do =l 0o o =0 B

Mynd 23. HPLC keyrsla a Bp3.4. Sula: Inertsil 5um C 18 (4,6 mm x 250 mm).
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peettirnir sem fengust med HPLC péttun, Bp3.4.1 — Bp3.4.11, voru spottadir &
TLC plotu og Bp3.4 og betulin haft sem vidmid (sja mynd 24). bvi midur
eyadilagaist hluti af plétunni og er pad asteeda pess ad betulinsyra, lUpedl og
Oleandlinsyra eru ekki med & plétunni. paettirnir voru misvel mettadir & plétunni,

en po sést glogglega ad peir allir innihalda fjolmorg efnasambond par & medal

betulin.

& T LY WY W e R et Ve
C RS ST &
Q@ Q@ VXY QR R

Mynd 24. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3.4 med H PLC. Bp3: pattur sem
fékkst eftir VLC (vidmid), Bp3.4: péttur sem fékkst eftir SPE keyrslur
(vidmid), Bp3.4.1 — Bp3.4.11: peettir sem fengust ef tir HPLC, B: betulin
(vidmid), BS: betdlinsyra (viomid), L: lapedl (viom i8), OS: oleandlinsyra
(vidmid). Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

4.2 Angafrumulikan

Til ad kanna lifvirkni efnasambanda Ur birkiberki voru ahrif peirra & tjaningu
yfirbordssameinda og bodefnaseytingu medhdndladra angafrumna skodud.
Anrif patta og hreinna efna r birkiberki & angafrumur manna in vitro var skodud
i sex tilraunum (sja nanar i toflu 5) par sem notast var vid fjora heilbrigda
bl6dgjafa.
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Tafla 5. Listi yfir paetti og hrein efni ar birkiber ki sem notad var i hverri
tilraun fyrir sig. DMSO: dimetyl sulfoxid (efnid se m peettirnir og stadlarnir
voru leystir upp med), Bp3(M) og Bp4(M): birkibarka  r paettir sem pattadir
voru i fyrri rannsokn (Freysdottir o.fl., 2011), B: betdlin, BS: betulinsyra, L:
[Upedl, OS: dleandlinsyra.
Tilraun 1 Tilraun2  Tilraun3  Tiraun4  Tilraun5 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(l) | 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
oS 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
0S OS 0S 0S
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4.2.1 Anrif birkibarkar patta og hreinna efna sem finnast i birkiberki &

tjaninqu vfirborossameinda a angafrumum

Fylgst var med sérhaefingu moéndcyta i angafrumur og aframhaldandi proskun
angafrumnanna med pvi ad meela tjaningu peirra & yfirbordssameindunum
CD14, CD86 og HLA-DR i frumufleedisja.

4.2.1.1 Tilraun eitt

Ein tilraun var framkveemd a utvéldum birkibarkar Urdrattum sem fengust eftir
SPE keyrslurnar og voru tveir peettir Ur fyrri rannsékn (Freysdottir o.fl., 2011)
(Bp3(M) og Bp4(M)) og fjorir stadlar (betdlin, betulinsyra, lapedl og
Oleandlinsyra) haféir med til viomidunar. Pessi tilraun var framkveemd til ad

akvarda hvada patt/peetti aetti ad nota aframhaldandi pattanir.

proskun angafrumna med DMSO eda pattum hafdi litil ahrif & hlutfall CD14"
frumna eda medaltjaningu & CD14 (mynd 25). Hlutfall CD86" angafrumna sem
voru proskadar med peetti Bp3(M) var toluvert leegra en hja angafrumum sem
voru proskadar &n vidbotarefna og medaltjaning CD86 var lika lsegri (mynd 26).
Hlutfall HLA-DR™ frumna og medatjaningu & HLA-DR var lika minna hja
angafrumum sem voru proskadar med peetti Bp3(M) midad vid angafrumur sem
voru proskadar an vidbotarefna (mynd 27). Adrir peettir sem drogu ur hlutfalli
CD86" eda HLA-DR" frumna eda medaltalstjaningu CD86 eda HLA-DR voru
Bp3.4 (leegri medaltalstianing CD86 og HLA-DR) og Bp3.3(ll) (leegri
medaltalstjaning HLA-DR) (myndir 26 og 27).
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Mynd 25. Tjaning angafrumna & CD14 i tilraun 1. Pr6

frumna og medalflarljomun

yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m
hreinna efna Ur birkiberki. Meelt var i styrknum 10
DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) pa var einnig
pg/mL. MC: mondcytar, 6pAF: Oproskadar angafrumur,

senta CD14 jakveedra
sem tjadu CD14
ed og an patta eda
pMg/mL, nema fyrir
meelt i styrknum 50
PAF: proskadar
— Bp3.5: birkibarkar

a hverri  frumu

angafrumur, DMSO: dimetyl sulfoxid (vidmid), Bp3.2
paettir sem fengust eftir SPE, B: betulin (vidmid), BS:
L: lapedl (viomid) og OS: déleandlinsyra (vidmid).
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Mynd 26. Tjaning angafrumna a CD86 i tilraun 1. Pr6 senta CD86 jakvaedra

frumna og medalflurljomun & hverri frumu sem tjadu CD86
yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m ed og an patta eda
hreinna efna Ur birkiberki. Meelt var i styrknum 10 pHg/mL, nema fyrir

DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) pa var einnig meelt i styrknum 50
pug/mL. MC: ménécytar, OpAF: 6proskadar angafrumur, pAF: proskadar
angafrumur, DMSO: dimetyl sulfoxid (viomid), Bp3.2 — Bp3.5: birkibarkar
paettir sem fengust eftir SPE, B: betdlin (vidmid), BS: betdlinsyra (vidmio),
L: lGpedl (vidmid) og OS: leandlinsyra (vidmid).
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Mynd 27. Tjaning angafrumna & HLA-DR i tilraun 1. P rosenta HLA-DR
jakveedra frumna og medalfldrljomun a hverri frumu s em tjaou HLA-DR
yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m ed og an patta eda
hreinna efna ar birkiberki. Meaelt var i styrknum 10 pug/mL, nema fyrir
DMSO, Bp3.4, Bp3.5, Bp3(M) og Bp4(M) pa var einnig meelt i styrknum 50
pug/mL. MC: ménécytar, OpAF: 6proskadar angafrumur, pAF: proskadar
angafrumur, DMSO: dimetyl sulfoxid (viomid), Bp3.2 — Bp3.5: birkibarkar
paettir sem fengust eftir SPE, B: betdlin (vidmid), BS: betdlinsyra (vidmio),
L: lGpedl (vidmid) og OS: leandlinsyra (vidmid).

4.2.1.2 Tilraunir tvo - sex

[ tilraunum tvé til sex voru ahrif pattarins Bp3.4 (sem var valin til aframhaldandi

pattunar eftir tilraun eitt) og pattanna sem fengust eftir pattun Bp3.4 med HPLC,
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Bp3.4.1 — Bp3.4.11 rannsokud. | 6llum tilraununum nema peirri annarri voru
fjorir stadlar sem eru hrein efni sem einangrud hafa verid ar birkiberki (betulin,
betllinsyra, lipedl og dleandlinsyra) haféir med sem vidmid. Oll efnin voru

profud i styrknum 10 pg/mL.

Hlutfall CD14" méndcyta var meelt til ad meta hversu vel einangrun peirra haféi
heppnast. Eins og sést & mynd 28 var hlutfall ménocyta sem tjadu CD14
yfirbordssameindina mjog hatt eda um 90% og medaltalstjaning a CD14 var ha.
Pegar mondcytarnir sérheefdust yfir i 6proskadar angafrumur leekkadi hlutfall
CD14" frumna og medaltalstjaningin leekkadi og petta hélst svoleidis eftir
proskun peirra. Raektun angafrumna med péattum eda hreinum stodlum hafdi
ekki ahrif & hlutfall CD14" frumna eda medaltjaningu & CD14.
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Mynd 28. Tjaning angafrumna & CD14 i tilraun 2-6. P rosenta CD14
jakveedra frumna og medalflarljbmun & hverri frumu s em tjadu CD14
yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m ed og an patta eda
hreinna efna ur birkiberki. Meelt var i styrknum 10 pg/mL. MC: moéndcytar,
OpAF: Oproskadar angafrumur, pAF: proskadar angafru mur, DMSO:
dimetyl sulfoxio (viomid), Bp3.4: birkibarkar pattu r sem fékkst eftir SPE,
Bp3.4.1 — Bp3.4.11: birkibarkar peettir sem fengust eftir HPLC, B: betulin
(vidmid), BS: betdlinsyra (vidmid), L: lGpedl (vidm i®) og OS: o6leandlinsyra
(viomio).

Sérhaefing mondceyta i angafrumur og raesing peirra var metin med pvi ad maela
tjaningu peirra & yfirbordssameindunum CD86 og HLA-DR. Medaltalstjaning &

CD86 og HLA-DR var mjog lag hja ménocytum og 6proskudum angafrumum en
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vid proskun peirra jokst medaltalstjaningin margfalt (myndir 29 og 30). bProskun
angafrumna i navist DMSO haf&i engin ahrif & hlutfall CD86" eda HLA-DR"
frumna eda medaltalstjaningu CD86 eda HLA-DR midad vid angafrumur
proskadar &n DMSO (myndir 29 og 30). bProskun angafrumna med péattum eda
stodlum haféi engin ahrif & hlutfall HLA-DR" frumna eda medaltalstjaningu HLA-
DR midad vid angafrumur proskadar med DMSO (mynd 30). Hins vegar virtist
proskun angafrumna i navist flestra ardrattanna hafa tilhneigingu til ad draga ur
medaltalstjAningu & CD86 midad vid angafrumur proskadar med DMSO en
pessi ahrif voru bara tolfreedilega marktaek fyrir paettina Bp3.4.8 og Bp3.4.9
(mynd 29).
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Mynd 29. Tjaning angafrumna & CD86 i tilraun 2-6. Présenta CD86
jakveedra frumna og medalflarljmun & hverri frumu s em tjadu CD86
yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m ed og an patta eda
hreinna efna ur birkiberki. Meelt var i styrknum 10 pug/mL. MC: moéndcytar,
OpAF: Oproskadar angafrumur, pAF: proskadar angafru mur, DMSO:
dimetyl sulfoxio (viomid), Bp3.4: birkibarkar pattu r sem fékkst eftir SPE,
Bp3.4.1 — Bp3.4.11: birkibarkar peettir sem fengust eftir HPLC, B: betulin
(vidmid), BS: betdlinsyra (vidmid), L: lGpedl (vidm i®) og OS: oleandlinsyra
(viomio).

*Tolfreedilega markteekur munur (p-gildir undir 0,05) a milli angafrumna
proskadra med peetti eda stadli og angafrumna proska  dra med DMSO.
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Mynd 30. Tjaning angafrumna & HLA-DR i tilraun 2-6. Présenta HLA-DR
jakveedra frumna og medalflarljmun & hverri frumu s em tjadu CD86
yfirbordassameindir eftir ad hafa verid proskadar m ed og an patta eda
hreinna efna ur birkiberki. Meelt var i styrknum 10 pg/mL. MC: moéndcytar,
OpAF: Oproskadar angafrumur, pAF: proskadar angafru mur, DMSO:
dimetyl sulfoxio (viomid), Bp3.4: birkibarkar pattu r sem fékkst eftir SPE,
Bp3.4.1 — Bp3.4.11: birkibarkar peettir sem fengust eftir HPLC, B: betulin
(vidmid), BS: betdlinsyra (vidmid), L: lGpedl (vidm i®) og OS: o6leandlinsyra
(viomio).
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4.2.2 Anrif birkibarkar patta og hreinna efna sem finnast i birkiberki &

bodefnaseytinqu angafrumna

Bodefnaseyting medhondladra og 6medhdndladra angafrumna var metin med

ELISU meelingum.

4.2.2.1 Tilraun eitt

A mynd 31 ma sja IL-10 bodefnaframleidslu angafrumna sem voru proskadar an
vidboétarefna, med DMSO, pattum eda stédlum. Eins og kom fram i kafla 4.2.1.1
var pessi tilraun framkveemd til ad akvarda hvada patt/peetti setti ad nota i
aframhaldandi pattanir. 1L-10 bodefnaframleidsla var verulega minni hja
angafrumum sem voru medhodndladar med Bp3(M) og Bp3.4 i haerri styrknum
(50 pg/mg) midad vid angafrumur medhondladar an efna (mynd 31). I1L-12p40
maelinging tokst ekki i tilraun eitt.
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Mynd 31. IL-10 bodefnaseyting angafrumna, tiraun 1 . IL-10

bodefnaseyting medhéndladra og 6medhdndladra angafr umur. Meelt var i
styrknum 10 pg/mL, nema fyrir DMSO, Bp3.4, Bp3.5, B p3(M) og Bp4(M) pa
var einnig meelt i styrknum 50 pug/mL. pAF: proskadar angafrumur, DMSO:
dimetyl sulfoxid (viomid), Bp3.2 — Bp3.5: birkibark  ar paettir sem fengust

eftir SPE, B: betulin (vidmid), BS: betulinsyra (vi  dmid), L: lapedl (vidmid)

og OS: dleandlinsyra (vidmid).
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4.2.2.2 Tilraunir tvo - sex

Eins og fram kom i kafla 4.2.1.2 voru ahrif pattarins Bp3.4 (sem var valin til
adframhaldandi pattunar eftir tilraun eitt) og pattanna sem fengust eftir pattun
Bp3.4 med HPLC, Bp3.4.1 — Bp3.4.11 rannsokud i tilraunum tvo til sex og borin
saman vid ahrif DMSO. Oll efnin voru préfud i styrknum 10 pg/mL.

A mynd 32 ma sja ad proskun angafrumna med pattum eda stodlum hafi engin
ahrif 4 IL-10 seytingu angafrumnanna midad vido angafrumur proskadar med
DMSO.
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Mynd 32. IL-10 bodefnaseyting angafrumna, tilraun 2 -6. IL-10
bodefnaseyting medhdndladra og dmedhdndladra angafr umna. Meelt var i
styrknum 10 pg/mL. DMSO: dimetyl sulfoxid (vidmid), Bp3.4: birkibarkar
pattur sem fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 — Bp3.4.11: bi rkibarkar peettir sem
fengust eftir HPLC, B: betulin (vidmid), BS: betdli  nsyra (viomid), L: lapedl
(vidomid) og OS: 6leandlinsyra (vidmid).

IL-12p40 var meelt i synum ar tilraun fjogur til sex. Angafrumur medhdndladar
med 6llum pattum og stédlum seyttu minna af IL-12p40 midad vid angafrumur
medhondladar med DMSO (sja mynd 33). IL-12p40 seytun angafrumnanna var
svo l4g ad gildin voru fyrir nedan laegsta stadal og var pessum gildum pé& gefinn
helmingur af styrk leegsta stadals. IL-12p40 meelinging tokst ekki i tilraunum tvo
0g priju.
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Mynd 33. IL-12p40 bodefnaseyting angafrumna, tilrau n 4-6. IL-12p40
bodefnaseyting medhondladra og dmedhondladra angafr umna. Meaelt var i
styrknum 10 pg/mL. DMSO: dimetyl sulfoxid (vidmid), Bp3.4: birkibarkar
pattur sem fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 — Bp3.4.11: bi rkibarkar peettir sem
fengust eftir HPLC, B: betulin (vidmid), BS: betdli  nsyra (viomid), L: lapedl
(vidmid) og OS (vidmid): 6leandlinsyra.

*Tolfreedilega markteekur munur (p-gildir undir 0,05) a milli angafrumna
proskadra med og peetti eda stadli og angafrumna pro skadra med DMSO.

IL-6 bodefnaseyting var framkveemd & synum r tilraun prja til sex. A mynd 34
ma sja ad angafrumur medhondladar med pattum Bp3.4.1 — Bp3.4.6 og Bp3.4.8
— Bp3.4.11 seyttu markteekt minna af IL-6 en angafrumur medhondlar med
DMSO.
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Mynd 34. IL-6 bodefnaseyting angafrumna, tilraun 3- 6. IL-6 bodefnaseyting
medhdndladra og dmedhodndladra angafrumna. Meelt var i styrknum 10
pg/mL. DMSO: dimetyl sulfoxid (viomid), Bp3.4: birk  ibarkar pattur sem
fékkst eftir SPE, Bp3.4.1 — Bp3.4.11: birkibarkar p  eettir sem fengust eftir
HPLC, B: betdlin (viomid), BS: betdlinsyra (viomid) , L: lapedl (viomid) og
OS: 6leandlinsyra (vidmid).

*Tolfreedilega markteekur munur (p-gildir undir 0,05) a milli angafrumna
proskadra med peetti eda stadla og angafrumna proska  dra med DMSO.
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5. UMRAEDUR

Verkefnid er framhald af steerra rannséknarverkefni par sem verid er ad kanna
ahrif birkibarkar & 6neemissvorun i von um ad finna efni sem geetu verid
gagnlegt gegn lidagigt eda 6drum bolgusjukdomum i ménnum. Lifvirknileidd
pattun var notud til ad finna og greina efni Ur birkiberki sem reyndust draga ur
reesingu angafrumna in vitro. Haegt er ad sja ar fyrri in vitro rannséknum ad
birkibarkar Grdrattur og peettirnir Bp3 og Bp4 hafa baelandi ahrif & raesingu
angafrumna. Seyting bodefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 minnkar hja
angafrumum pegar peer eru reektadar i navist pessar efna og ma einnig sja
beelandi ahrif & tjaningu yfirborossameindanna CD86, CD197 (CCR7) og
CD209 (DC-SIGN) (Freysdottir o.fl., 2011). | meistarverkefni, sem var
framkvaemt arido 2010, var Bp3 péattad i Bp3.1 — Bp3.10 og kom i lj6s ad Bp3.5
var virkust in vitro. Pad kom einnig fram ad pessi pattur inniheldur m.a. betdlin,
betdlinsyru, lUpedl og oOleandlinsyru (Eggertsdéttir, 2010). Nidurstédur Ur BS-
verkefni J6hanns Frimanns Rdnarssonar, sem framkveemt var sama ar, géafu
ymsar visbendingar um ahrif birkibarkar péatta & reesingu angafrumna og syndi

Bp3.4 mestu ahrifin in vitro (Runarsson, 2010).

Markmid verkefnisins var ad patta birkibork med lifvirknileiddri pattun i von um
ad finna og einangra efnasambdnd sem heféu beelandi &hrif & raesingu
angafrumna in vitro. Purr og maladur birkiborkur var Grhlutadur med etandli og
vid pad fékkst urdrattur, BpEE. Pessi Urdrattur var pattadur enn frekar nidur
med mismunandi pattunaradferdum. Fyrst var framkveemd vokvagreining undir
loftteemi med fimm misskautadum ferdafosum. Stodufasi sulunnar var skautadur
og byrjad var ad setja minnst skautada ferdafasann a hana og pvi eettu
Oskautudustu efnin ad koma fyrst Gt af sdlunni. Efnin sem eru i mestu magni i
berkinum og rannsakandi hafdi mestan ahuga & ad einangara voru terpenar, en
peir eru litid skautadir sbr. efnabyggingu peirra. Skautun ferdafasanna var aukin
i hverju skrefi til ad reyna ad adskilja efnin sem best. beaettirnir sem fengust eftir

VLC voru kalladir Bpl — Bp5. bessi paettir voru skodadir i punnlagsgreiningu og
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metnir med tilliti til viomida, BpEE og betulin. Til ad meta hvad péttur aetti ad
vera pattadur frekar nidur var studst vid punnlagsgreiningar og fyrri rannsoknir
hafdar til hlidsjonar (Eggertsdéttir, 2010; Freysdottir o.fl.,, 2011; Rudnarsson,
2010). Akvedid var ad halda afram ad patta Bp3 enn frekar nidur med fastfasa
suluskiljun. Notadir voru prir misskautadir ferdafasar til ad framkveema pess
pattunaradferd sem gaf tiu peetti, Bp3.1 — Bp3.10. Vegna litilla heimta var pessi
pattunaradferd framkveemd prisvar sinnum til ad tryggja naegjanlegt magn af
hverjum peetti. Pess ber p6 ad geta ad pattur sem var kalladur Bp3.10 var
eingdngu fengin eftir fyrstu keyrsluna, par sem sulan var skolud med metandli i

lokin vegna pess ad eitthvad sat eftir a salunni.

par sem angafrumur i blédi er mjog faar er mikilveegt ad f& angafrumur eftir
06drum leidum og var sérhaefing peirra ar méndcytum notud i pessari rannsokn.
Einangrun méndécyta tokst almennt vel, p.e. nanast allar frumur ad lokinni
einangrun tjadu CD14 yfirbordsameindina og voru pvi méndcytar og hvarf su
tjaning pegar frumurnar proskudust sem bendir til pess ad peir hafi sérhaefst yfir
i angafrumur (Freysdottir, Omarsdottir, Ingolfsdottir, Vikingsson og Olafsdottir,
2008). Hiutfall frumna og medaltjaning peirra sem tjadu yfirbordssameindirnar
CD86 og HLA-DR jokst vid proskun Oproskadra angafrumna yfir i proskadar
angafrumur, sem bendir til ad angafrumurnar hafi nad ad proskast og raesast.
par sem synin i pessari rannsékn voru leyst upp i DMSO voru angafrumur
reektadar i navist bara DMSO og haft sem vidmid og nidurstédur bornar saman
vio DMSO vidmioio.

Nokkrir utvaldir peettir eftir SPE voru skodadir i in vitro angafrumulikaninu.
peettirnir Bp3.2 — Bp3.5, fjorir hreinir stadlar (betdlin, betdlinsyra, lapedl og
Oleandlinsyra) og tveir peettir ar fyrri rannsokn; Bp3(M) og Bp4(M) (Freysdottir
o.fl., 2011) voru leystir upp i DMSO og reektadir i navist angafrumna.
Nidurstoour syndu ahugaverda virkni hja ollum fjérum birkibarkar pattunum,
sem fengust eftir fastfasa suluskiljunina, og pa einna helst Bp3.4. Svipadar
nidurstdédur fengust fyrir Bp3(M) og Bp4(M) og voru peer i samraemi Vvid

nidurstddur ar fyrri rannsokn (Freysdottir o.fl., 2011). Einnig var stadfest ad
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DMSO hafai litil sem engin ahrif & angafrumur i raekt. Vert er ad hafa i huga ad
einungis ein tilraun er & bakvid pessar nidurstdodur, en tilraunin var ekki
endurtekin pad sem hun var einungis eetlud til skimunar vid val & peetti til ad

setja i frekari pattunaradferdir.

Magnbundin haprystivokvagreinig var notud til ad adgreina i sundur efnin i
Bp3.4 og gaf pessi pattunaradferd ellefu peetti, Bp3.4.1 — Bp3.4.11 sem allir
voru profadir i in vitro angafrumulikani. Alls voru framkveemdar fimm tilraunir &
Bp3.4.1 — Bp3.4.11 og var Bp3.4 haft med i Ollum pessum tilraunum og
stadlarnir fjorir (betdlin, betulinsyra, lGpedl og 6leandlinsyra) hafdir med i fjorum
af pessum fimm tilraunum. MedaltjAning & CD14 hélst nanast 6breytt hvort sem
angafrumurnar voru reektadar med eda &n syna. begar angafrumur voru
reektadar i navist patta eda stadla hafdi pad litil sem engin ahrif a tjAningu HLA-
DR. Hins vegar virtist draga Ur medaltjaningu & CD86 midad vid angafrumur
proskadar med DMSO en pessi ahrif voru bara toélfreedilega markteek fyrir
paettina Bp3.4.8 og Bp3.4.9. bar sem badar pessar yfirbordsssameindir, CD86
og HLA-DR, taka patt i reesingu éreyndra T frumna benda pessar nidurstddur til
pess ad angafrumur reektadar i navist efna ar birkiberki dragi mégulega ur
proskun og sérheefingu T frumna midad vid angafrumur proskadar an efna ur
birkiberki.

Til ad meta ahrif mismunandi syna & proskun angafrumna voru gerdar ELISU
meelingar til ad meela bodefnaseytingu angafrumna. Reestar angafrumur seyta
ymsum bodefnum sem geta haft mikil ahrif a sérhaefingu T frumna (Murphy o.fl.,
2008). IL-6, sem er seytt af angafrumum snemma i sykingu, og IL-1B leida ad
sérheefingu 6reyndra T frumna i Th17 frumur (Bi o.fl., 2007). IL-23 er talid
vidhalda pessari sérhfeeingu (Murphy o.fl., 2008). Raestar angafrumur sem
seyta IL-12 yta undir sérhaefingu og fjélgun 6reyndra T frumna i Thl frumur (Bi
o.fl., 2007; Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008). Ef éreyndar CD4" T
frumur sérhaefast i umhverfi &n IL-12 en i navist IL-4 p4 er talid ad myndist Th2
frumur (Bi o.fl., 2007; Lipscomb og Masten, 2002; O’Neill o.fl., 2004). Ef
angafrumurnar seyta ekki IL-12 en pess i stad IL-10 og/eda TGF myndast T
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styrifrumur. | pessu verkefni var styrkur bodefnanna IL-6, IL-10 og IL-12p40 sem
seytt var af angafrumum meeldur sem eetti ad gefa visbendingu hvort efnin séu
ad hafa &hrif & angafrumur pannig ad peer geti haft ahrif & sérhaefingu 6reyndra
T frumna i &tt ad Th1l7 frumna, T baelifrumna eda Thl frumna. IL-12p40 er kedja
sem er samnytt i IL-12 og IL-23 bodefnum og getur pvi breyting & magni IL-
12p40 verid visbending um breytingu & seytingu annars eda beggja bodefna.
Hins vegar hafa fyrr nidurstédur synt ad Urdreettir og paettir Ur birkiberki ekki
ahrif & IL-23 og ma pvi draga pa éalyktun ad allar breytingar & seytun IL-12p40
sé vegna breytinga & seytun IL-12 (Freysdoéttir o.fl.,, 2011). Bodefnastyrkurinn
var syndur sem seytistudull, sem er hlutfall milli bodefnastyrks hja angafrumum
reektadra i navist patta eda stadla sem finna méa i birkiberki og angafrumum
reektadra i ndavist leysisins DMSO. betta var gert til ad leidrétta fyrir peim
breytileika sem getur verid milli bodefnaseytunar hja angafrumum Ur
mismunandi einstaklingum, en i pessu verkefni var notast vid angafrumur Ur

fijorum einstaklingum.

Nidurstoour i pessari rannsékn géafu til kynna ad angafrumur sem voru
proskadar i navist péatta og stadlanna betdlins, betdlinsyru, lapedls og
Oleandlinsyru, sem finna méa i birkiberki (i styrknum 10 pg/mL) hafi litii sem
engin ahrif & IL-10 seytingu angafrumna midad vid angafrumur proskadar med
DMSO. Hins vegar seyttu angafrumur proskadar i navist patta og stadla mun
minna af IL-12p40 og IL-6 midad vid angafrumur proskadar med DMSO. Eins
og fyrr hefur verid nefnt pa hafa fyrri nidurstodur ekki synt ahrif &4 IL-23 og er
breyting & IL-12p40 seytun liklega tengd breytingu a IL-12 en ekki IL-23 seytun
(Freysdottir, o.fl., 2011). bad er athyglisvert ad IL-12p40 seytun angafrumnanna
var 6meaelanleg pegar paer voru raestar i navist allra undirpatta af Bp3.4, p.e.
Bp3.4.1 — Bp3.4.11 og var svo i endurteknum maelingum. Vid smasjarskodun
var ekkert sem benti til pess ad frumurnar veeru ad deyja og pessir peettir hofou
ekki &hrif & IL-10 seytun peirra sem stydur pad. bessar nidurstddur eru i
samraemi vid nidurstéour Adalheidar Eggertsdéttur i meistaraverkefni hennar,
en péttur Bp3.5 hja henni virtist lika pvi sem neest slokkva & I1L-12p40 seytun
angafrumna (Eggertsdéttir, 2010). Stadlarnir héfou svipud en ekki eins 6flug
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ahrif & IL-12p40 seytinguna. Athyglisvert verdur ad kanna hvad pad er sem
finnst i Ollum pessum péattum sem getur pvi sem neer slokkt & I1L-12p40

seytingunni.

par sem IL-12 er mikilvaegt vid sérheefingu Thl frumna og IL-6 mikilvaegt vid
sérheefingu Th1l7 frumna mé& draga pa alyktun ad ef efni beela IL-12 og IL-6
seytingu angafrumna geti pad hugsanlega dregid Ur sérhaefingu og raesingu Thl
og Thl7 frumna. Par sem Thl og Thl7 frumur hafa bdélgumidlandi &hrif og
tengjast sjukdomsmynd margra sjalfsofnaemissjukdoma (Bi o.fl., 2007;
Lipscomb og Masten, 2002; Murphy o.fl., 2008) ma leida ad pvi likum ad efni
sem finnast i birkiberki geta haft hugsanlega bélguhemjandi &hrif og geetu
hugsanlega nyst til medhondlunar vid ymsum sjélfsofneemissjukdomum eins og

lidagigt.

Ef nidurstodur verkefnisins eru teknar saman ma sja ad peettir sem voru
einangradir Ur birkiberki innihéldu efnasambdnd sem hofou ahrif & reesingu og
seytingu angafrumna in vitro. Vokvagreinig syndi fram a ad birkibarkar patturinn
Bp3.4 inniheldur m.a. triterpenana betulin, betdlinsyru, lGpedl og 6leandlinsyru.
Punnlagsgreining syndi ekki skorp skil & milli innihaldsefna Bp3, Bp3.4 og
Bp3.4.1 — Bp3.4.11, en sja méatti ad allir pessir peettir innihalda fj6lmérg
efnasambdnd, par & medal triterpenana betdlin, betdlinsyru, IUpedl og
Oleandlinsyru. pratt fyrir ad i pessu verkefni hafi tekist ad hreinsa virka pattinn
ad einhverju leyti hefur enn ekki verid unnt ad tengja virknina vio eitt virkt
efnasamaband og eru jafnvel uppi vangaveltur um ad um samverkandi &hrif
nokkurra efnasambanda sé ad reeda. Neestu skrefin i pessari rannsokn eru pvi
ao efnagreina 6ll helstu innihaldsefni virkra péatta og stadla pann efnapéatt sem
er virkastur pannig ad hasegt sé ad préfa stadladan patt ar birkiberki i

aframhaldandi rannsoéknir t.d. i dyralikbnum.
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6. ALYKTANIR

I pessu verkefni tokst ad patta birkibork med nokkrum mismunandi
pattunaradferdum i peettina Bp3.4.1 — Bp3.4.11. Nidurstodur benda til pess ad
allir pessi peettir innihaldi m.a. triterpenana betdlin, betdlinsyru, lapedl og
Oleandlinsyru. Eftir in vitro préfanir var haegt ad alykta ad birkibarkar peettir og
fijorir stadlar (betulin, betdlinsyra, lupedl og O6leandlinsyra) sem finnast i
birkiberki dragi Ur bodefnaseytingu IL-12p40 og IL-6 hja angafrumum, sem getur
haft bélguhemjandi ahrif. Efnasambdnd ar birkiberki geetu pvi mdgulega nyst til
medhdndlunar & ymsum sjalfsofnaemissjukdomum eins og lidagigt. pratt fyrir ad
i pessu verkefni hafi tekist ad hreinsa virka pattinn ad einhverju leiti hefur ekki
enn verid unnt ad tengja virknina vid eitt virkt efnasamband og er jafnvel grunur

um ad samverkandi ahrif nokkurra efnsambanda sé ad reeda.

Neestu skrefin i pessari rannsékn eru ad efnagreina oll helstu innihaldsefni
virkra pétta og stadla pann efnapatt sem er virkastur pannig ad heegt sé ad
profa stadladan patt ar birkiberki i aframhaldandi rannséknum td. i

dyralikbnum.
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VIDAUKI A
TLC-pl6tur

BpEE Bpl Bp2 Bp3 Bpd Bps B 000G

Mynd Al. bunnlagsgreining & urdrattum BpEE og Bpl-5 eftir VLC. BpEE:
birkibakar drdréattur (viomid), Bpl — Bp5: birkibark ar peettir sem fengust

eftir VLC, B: betdlin (vidmid) og G: glukési (viomi  8). Ferdafasinn var
CHCI;: CH30H (97:3). Framkallad med framkéllunarviokva sem sam  anst6d
af H,SOy : C,HgO (10:90).



Bp3.1 Bp3.2 Bp3.3 Bp34 Bp35

Mynd A2. bunnlagsgreining eftir pattun Bp3 med SPE (1), TLC plata 1.
Myndin er samsett Ur tveimur TLC pl6tum. Tolurnar s egja til um numer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  aetti. Ferdafasinn var
CHCI;: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

85 S0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 BpEE
Bp3.6 Bp3.7 Bp3.8 Bp3.9

Mynd A3. Punnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 2.
Myndin er samsett Ur tveimur TLC plétum. Tolurnar s egja til um numer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  aetti. BpEE: birkibarkar

ardréattur (viomid). Ferdafasinn var CH  ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.



120 127 128 130 140 141 143 145 65 67 70 75 7 80 115 117
Bp3.6 Bp37 Bp3.8 Bp3.0 Bp3.4 Bp3.5 Bp3.6

Mynd A4. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 3.
Myndin er samsett Gr tveimur TLC plétum. Toélurnar s egja til um numer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  eetti. Ferdafasinn var
CHCl,: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

40 43 45 47 50 55 57 60 30 32 33 34 35 37 38 40

Ep33 Bp3.4 Bp3.2 Bp3.3

Mynd A5. Punnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 4.
Myndin er samsett Ur tveimur TLC pl6étum. Tolurnar s egja til um ndmer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  eetti. Ferdafasinn var
CHCI;: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.



18 20 23 25 27 28 25 30 121 122 123 124 125 126 129 130
Bp3.1 Bp3.2 Bp3.7 Bp33

Mynd A6. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 5.
Myndin er samsett Ur tveimur TLC pl6tum. Tolurnar s egja til um numer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  @aetti. Ferdafasinn var
CHCI;: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

7 72 73 74 B1 82 83 B4 35 40 41 42 61 62 63 64

Bp34 Bp35 Bp3.2 Bp33 Bp34

Mynd A7. bPunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 6.
Myndin er samsett Ur tveimur TLC pl6tum. Tolurnar s egja til um numer
glasa og er merkt inn & hvernig skipt var nidur i p  @aetti. Ferdafasinn var
CHCI;: CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.



5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 J5 B0 85 90 95 100
Bp3.1 Bp3.2 Bp3.3 Bp3.4 Bp3.5 Bp3.6

Mynd A8. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (i), TLC plata 1.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 23 24 25 28 289 30 33 34 35

Bp3.7 Bp3.8 Bp3.9 Bp3.2 Bp3.3

Mynd A9. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SPE (1), TLC plata 2.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.



20 21 22 25 26 27 37 39 40 42 44 48 50 60 62 64 87 89 90 97
Bp3.1 Bp3.2 Bp3.4 Bp3.5 Bp3.6

Mynd A10. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (lIl), TLC plata 3.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

100 101 102 103 105 107 109 120 122 124 127 129 130 132 134 135 36 37 50 53

Bp3.6 Bp3.7 Bp3.9 Bp3.4

Mynd All. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (ll), TLC plata 4.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

Vi



5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 &0 65 70 75 80 85 90 Bp3
Bp3.1 Bp3.2 Bp3.4 Bp3.5 Bp3.6 Bp3.B Bp3.9

Mynd A12. bunnlagsgreining eftir pattun Bp3 med SPE (1), TLC plata 1.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i Ordreetti. Bp3: pattur sem fékkst eftir VLC (viomi  8). Ferdafasinn var
CHCI; : CH30H (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

20 2 M )5 2% 27 3 3B 32 33 3 35 3/ 37 33 35 40 43 A

Bp3d  Bp3s5 Bp3.6 Bp3.7 Bp3.B Bp3.3

Mynd A13. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (lll), TLC plata 3.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

Vi



43 44 45 46 a7 48 43 50 55 1) 57 58 53 Eﬂ 61 62 63 B4 &5
Bp3.9

Mynd Al4. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (lll), TLC plata 4.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.

5 10 15 20 25. 30 35 40 45 50 55 60 &5 700 75 B0 85 90 Bp3

Bp3.2 Bp3.3 Bp3.4 Bp3.5

Mynd A 15. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med S  PE (IV), TLC plata 1.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Bp3: pattur sem fékkst eftir VLC (vidmid). Ferdafasinn var CH ,Cl,:
CH3OH (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

VI



95100105121151101151301351401451501551601551?01?51,3:0Bpg
Bp3.4 Bp3.5 Bp3.6

Mynd A16. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (IV), TLC plata 2.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Bp3: pattur sem fékkst eftir VLC (vidmid). Ferdafasinn var CH ,Cl;:
CH3OH (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

mon 74 75 32 83 8 &7 839 90 93 95 100 102 104 105 107 109 110

Bp3.3 Bp3.4 Bp3.5

Mynd A17. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (IV), TLC plata 4.
Tolurnar segja til um namer glasa og er merkt inn a hvernig skipt var nidur

i peetti. Ferdafasinn var CH ,Cl, : CH3OH (97:3). Framkallad med
anisaldehydlausn.



| 11 | I I 1l I Il I 1] I I I n | I | 1l | Bp3

Bp3.1  Bp3.2 Bp3.3 Bp3.4 Bp3.5  Bp3.6 Bp3.7 Bp3.8  Bp3.8 Bp3.10

Mynd A18. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (sameining SPE |-
II). Tolurnar segja til um numer SPE keyrsla. Ferdafasin n var CHCl; :
CH3OH (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.

L I ) I = I Y HHE = 1 m 1 Bp3

Bp3.1 Bp3.2 Bp3.3  Bp3d Bp3.5 Bp3.6  Bp3.7 Bp3.8  Bp33 Bp3.i0

Mynd A19. bunnlagsgreining eftir pattun Bp 3 med SP  E (sameining SPE |-
IV). Tolurnar segja til um namer SPE keyrsla. Ferda fasinn var CH ,Cl; :
CH3OH (97:3). Framkallad med anisaldehydlausn.



VIDAUKI B
HPLC
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Mynd B2. HPLC keyrsla & Bp3.2, keyrsla 2. Sdla: Lun a 5um C-18 (250 x
21,20 mm), ferdafasasamsetning: C ,HsN : H,O (86:14), fleedihradir: 5
mL/min, bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 min.
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Mynd B3. HPLC keyrsla a Bp3.4, keyrsla 3. Sdla: Lun a 5um C-18 (250 x 21,20
mm), ferdafasasamsetning: C ,H;N : H,O (86:14), fleedihradir: 5 mL/min,
bylgjulengd: 210 nm og keyrsla: 90 min.
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Tafla C1l. Présenta jadkveedra frumna sem tjadu yfirbo
CD14, CD86 og HLA-DR, tilraun 1.

MC

OpAF

bAF
DMSO0-50
DMSO-10
Bp3.2-10
Bp3.3(1)-10
Bp3.3(I)-10
Bp3.4-50
Bp3.4-10
Bp3.5-50
Bp3.5-10
Bp3(M)-50
Bp3(M)-10
Bp4(M)-50
Bp4(M)-10
B-10
BS-10
L-10
0S-10

VIDAUKI C

Frumuflaedisja

CD14
96,07
2,91
9,41
8,32
11,17
6,14
6,34
6,28
4,59
7,69
7,56
7,79
2,66
5,32
19,00
9,22
11,06
10,85
5,35
8,69

Xl

CD86
33,88
9,70

98,08
96,00
94,77
92,66
94,73
95,12
86,73
93,35
94,08
94,70
49,46
95,40
82,59
97,05
94,87
91,47
97,09
93,57

rosameindirnar

HLA-DR
25,85
27,37
95,48
75,29
90,11
90,52
97,11
88,47
90,90
87,79
94,33
86,88
69,14
92,57
85,62
93,61
89,06
83,95
95,90
89,79



Tafla C2. Medalflarljdmun fyrir frumna sem tjadu yf
CD14, CD86 og HLA-DR, tilraun 1.

MC
OpAF

PAF
DMSO-50
DMSO-10
Bp3.2-10
Bp3.3(1)-10
Bp3.3(1l)-10
Bp3.4-50
Bp3.4-10
Bp3.5-50
Bp3.5-10
Bp3(M)-50
Bp3(M)-10
Bp4(M)-50
Bp4(M)-10
B-10

BS-10

L-10

0S-10

CD14
105,43
5,98
14,98
13,54
13,68
13,71
12,17
12,08
10,93
14,79
19,25
15,33
38,38
19,63
22,22
15,72
12,48
13,42
10,85
12,94

XV

CD86

10,07

20,82

460,01
271,16
250,04
201,24
236,58
216,64
150,49
201,13
234,10
211,66
66,50

199,94
190,04
241,11
200,04
176,90
300,42
172,59

irbordsameindirnar

HLA-DR
10,68
53,90
262,60
158,81
212,34
198,95
276,93
163,07
161,28
187,08
235,34
193,04
141,72
187,00
209,40
209,34
182,58
189,16
263,62
178,82



Tafla C3. Présenta jadkveedra frumna sem tjadu yfirbo

CD14, CD86 og HLA-DR, medtaltal ur tilraun 2-6.

MC
OpAF

PAF
DMSO-10
Bp3.4-10
Bp3.4.1-10
Bp3.4.2-10
Bp3.4.3-10
Bp3.4.4-10
Bp3.4.5-10
Bp3.4.6-10
Bp3.4.7-10
Bp3.4.8-10
Bp3.4.9-10
Bp3.4.10-10
Bp3.4.11-10
B-10

BS-10

L-10

0S-10

CD14
89,50
2,79
7,49
8,01
4,88
5,50
4,20
4,47
3,84
3,42
4,81
5,89
4,76
4,66
5,40
8,27
7,38
7,38
7,89
6,39

XV

CD86
57,92
14,59
68,69
69,58
64,45
50,25
53,62
52,82
51,48
48,09
52,09
59,50
47,63
37,49
47,39
61,40
66,04
64,10
72,57
67,62

rosameindirnar

HLA-DR
31,62
20,97
66,34
66,83
61,93
48,64
52,15
52,51
51,43
50,39
57,69
59,80
55,26
48,68
54,45
58,73
63,05
55,78
73,12
65,18



Tafla C4. Medalflarljdmun fyrir frumna sem tjadu yf

CD14, CD86 og HLA-DR, medaltal ur tilraun 2-6.

Medalflarljomun

MC
OpAF

PAF
DMSO-10
Bp3.4-10
Bp3.4.1-10
Bp3.4.2-10
Bp3.4.3-10
Bp3.4.4-10
Bp3.4.5-10
Bp3.4.6-10
Bp3.4.7-10
Bp3.4.8-10
Bp3.4.9-10
Bp3.4.10-10
Bp3.4.11-10
B-10

BS-10

L-10

0S-10

CD14
45,44
5,92
10,82
10,91
11,35
11,09
13,31
14,24
13,10
14,20
12,62
11,45
12,71
12,91
12,31
11,61
11,06
12,50
10,13
10,00

XVI

CD86
9,972
27,79
168,84
145,71
122,47
89,06
94,75
93,27
84,50
83,18
86,93
98,40
71,06
62,83
82,43
97,44
115,37
115,75
145,36
103,26

irbordsameindirnar

HLA-DR
9,47
51,53
165,94
166,43
149,94
127,91
132,03
140,60
136,59
130,55
131,38
138,54
119,70
130,74
135,41
136,57
139,89
156,31
167,64
130,90



VIDAUKI D
ELISA
[L-10:

Tafla D1. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada Il (raudur), blankur
(gulur), tilraun 1 (greenn).

10 11 12

IL.-10

4000

3300

3000

2300

Styrkur [pg/mL]
[
£
(=

‘S ij -\() ﬂ;} ﬂj® n)@ 5@ -\Q BQ -\Q HQ D ij DR Q:% A 10%
DMSO ¥ o of” Bp34 Bp35 Bp3(M) Bpd(M)

Mynd D1. Styrkur IL-10 hja medhdndludum og 6émedhdnd  ludum
angafrumum, tilraun 1.

Tafla D2. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada Il (raudur), blankur

(gulur), tilraun 2 (greenn), tilraun 3 (blar).
1 2 3 1

XVII



Tafla D3. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stadall (raudur ), blankur
(gulur), tilraun 3 (blar).
1 2 3 4 5 6 7

0,09
0,094
0,096

Tafla D4. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada Il (raudur), blankur

(gulur), tilraun 4 (graenn), tilraun 5 (blar).
1 3 1 5
0378] 038 0248
0.267] 0267 0269
0284 026 0252
029 0264] 0289
0289] 0.258] 0252
0.266] 0252 0,276
0277 0288 0.249
0275 0269 0274

2

Tafla D5 ELISU plata sem synir gleypni syna. Stadal | (raudur), blankur
(gulur), tilraun 6 (graenn).
1 2 3

4 5 [ 7 8 9 10 11 12
0.641 0,62 0.667 0.62 0,55 0.556) 0,303 0.289
0.614] 0623 0.609 0,596 0,585 0.567
0757 0,739 0,895 0.857
0.665] 0.646 0.617 0.601
0.606] 0.599 0.641 0.641
0735 0.714 0.58 0.57

0.625]  0.56] 0498|0499

XVIII
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Styrkur [pg/mL]
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Mynd D2. Styrkur IL-10 hjd medhondludum og &medhéndludum

angafrumum, tilraun 2-6.

IL-12p40:

Tafla D6. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada

Il (raudur), blankur

(gulur), tilraun 1 (graenn).
1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,39 0,356 0,23 0,266 0,305 0,315 0,374 0,326

0,255 0,229 0,295 0,21 0,258 0,321 0,322 0,279

0238] 023 0147] 0134 0291 0265 0326 027

0,21 0,249 0,188 0,187 0,132 013 0,302 0,252

0114] o1 02| 0221 0191 0212 0268 029

0171 0,152 0,149 0,124 0,234 0,272 0,333 0,296

0,239 0,254 0,226 0,22 0,238 0,247 0,344 0,342

0136] 0147 0373 0331 0244] 0326  032[ 0381
Tafla D7. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada |l (raudur), blankur

(gulur), tilraun 2 (greenn), tilraun 3 (blar).

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,129 0,119 0,116 0,119 0,29 0327 0,393 0,19

B 0,613 0,562 0335 0,326 0,548 0,716 0,351 0,524

c 0653 0599 0148 0147] 0378 0274] 0166 0194

D 0,678 0,607  0.3% 0,402 0483 0344 0,342 0,278

E 0126 0119 0427 0113 0433  0.12[ o104 0103

F 0,573 0442 0,367 0,447 0,259 0,301 0,508 0,429

G 0,131 012] 0,124 0,118 0,162 0,167 0,109 0,104

H 0501 0468 0365 0127] 0236 0288 0108 0102

XIX



Tafla D8. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada Il (raudur), blankur
(gulur), tilraun 3 (blar).
1 2 3 4 5 6 7

0,125
0,125
0,127

Tafla D9. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stada Il (raudur), blankur

(gulur), tilraun 4 (graenn), tilraun 5 (blar).

3 1 5 9 10 11 12
0,102 0,097 0,106
017 0162 0,102
0,181 0179 0,127
0,141 0135 0,121
0,114 01150 0,115
013 0132 0114
07| 0112 0154
015019 0147

Tafla D10. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stad all (raudur), blankur
(gulur), tilraun 6 (graenn).
1 2 3

4 5 6 i 8 9 10 11 12
0,245 0.247) 0111 0,106 0,129 013 0092 0,089
0,257 0213 014 0,133 0.119 013
0,178 0,153 0,142 0,134
0,135 0125 017 0,106
0,134 0,143 0122 0,106
0,173 0.133] 0.169 0,144
0,142 0,125 0,168 0,178
0,132 0.119) 0174 0,172

Tafla D11. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stad all (raudur), blankur

(gulur), tilraun 3 (graenn), tilraun 4 (blar).
1 2 3 4 5
0305] 0275 0129
0172 0172 0,12
0,207 0,206 0,159
0,147 0,152 0,132
0,108 0,101 0,125
0,136 0133 0,116
0124] 0116 0125
017 0181 0104




Tafla D12. ELISU plata sem synir gleypni syna. Stad all (raudur), blankur

(gulur), tilraun 5 (greenn), tilraun 6 (blar).
1 2 3 4 5

0,235 0197 1016
1,604 1,844 0,967
1,674 1621 1,292
1412 147 1072
0,674 0,687 0,631
0,816 0817 0493
0,649 061 1178
091  1.045] 1519
25000
T 20000
E
g 15000 | _ .
g 10000 T T [
5000 ” “
0 LI i o
\3‘\:’0%‘5‘"" P fbhmfbﬁfb??‘%-@% @’rbbf‘%%n}% > N\ ® @ V&
0 Tl ¥ et o o of of of P

Mynd D3. Styrkur

IL-6 hja medhondludum og Omedhdndl  udum
angafrumum, tilraun 3-6.
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