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ÁGRIP 
Úrhlutun og þáttun efna úr svömpunum Petrosia crassa og 
Halichondria sitiens og skimun fyrir krabbameinsfrumuhemjandi 
áhrifum þeirra in vitro 

Inngangur: Rannsóknir á efnainnihaldi svampa hafa aukist gríðarlega undanfarna áratugi 

vegna þess hversu mikið af lífvirkum og einstökum annars stigs efnasamböndum þeir 

framleiða. Þetta eru m.a. efni sem hafa æxlis- og krabbameinsfrumuhemjandi virkni. Nýlega 

var nýju krabbameinslyfi (eribulin mesylate) veitt markaðsleyfi, en það er efnasmíðuð afleiða 

af efninu halichondrín B sem á rætur sínar að rekja til svampsins Halichondria okadai. 

Rannsóknir á efnainnihaldi hryggleysingja sem safnað er á Íslandsmiðum eru að stíga sín 

fyrstu skref. Þær sérstöku umhverfisaðstæður sem þar er að finna eru taldar geta haft áhrif á 

framleiðslu svampa á nýjum og lífvirkum annars stigs efnum. Engum annars stigs efnum 

hefur verið lýst úr Petrosia crassa né Halichondria sitiens en efnum úr ýmsum efnaflokkum 

hefur verið lýst úr öðrum Petrosia og Halichondria tegundum.  

Markmið: Að einangra og byggingarákvarða efni með krabbameinsfrumuhemjandi virkni úr 

svömpunum Petrosia crassa og Halichondria sitiens sem safnað var á Íslandsmiðum.  

Niðurstöður: Svampurinn Petrosia crassa var úrhlutaður í fjóra misskautaða úrdrætti. 

Úrdrættir BC (klóróform-úrdráttur) og D (bútanól-úrdráttur) voru þáttaðir með flash 

súluskiljun, fastfasasúluskiljun og magnbundinni háþrýstivökvaskiljun. Áhrif úrdrátta og 

fraktiona á frumulifun SKBr3 brjóstakrabbameinsfrumna in vitro var könnuð. Tvær fraktionir 

voru valdar til byggingarákvörðunar. Valið byggðist á hreinleika þeirra út frá HPLC rófum, 

magni og áhrifum þeirra á lifun krabbameinsfrumna í rækt, þó áhrifin hafi verið væg. 

Niðurstöður úr kjarnsegulmælingum benda til þess að um steróla sé að ræða en frekari 

rannsókna er þörf til að ljúka byggingargreiningu efnanna. 

Svampurinn Halichondria sitiens var einnig úrhlutaður og þáttaður í fraktionir og áhrif þeirra 

könnuð á SKBr3 brjóstakrabbameinsfrumur in vitro. Lifun krabbameinsfrumna sem ræktaðar 

voru með úrdrætti BC var 36% í styrknum 33 µg/mL og fjórar undirfraktionir af  úrdrætti BC 

höfðu sambærileg eða meiri áhrif. Ekki náðist að einangra virk efni úr Halichondria sitiens í 

þessu verkefni en vísbendingar eru um að þar sé að finna efnasambönd með 

krabbameinsfrumuhemjandi áhrif in vitro. 

Ályktun: Í áframhaldandi rannsóknum á hryggleysingjum sem finnast á Íslandsmiðum væri 

áhugaverðara að einblína á virkari fraktionir, t.d. úr Halichondria sitiens, en þær sem voru 

einangraðar úr Petrosia crassa. En þó er einangrun hreinna annars stigs efnasambanda úr 

svömpum sem aldrei hefur verið lýst áður áhugavert viðfangsefni þar sem þau er hægt að 

geyma í efnabanka og síðar kanna virkni þeirra í öðrum lífvirkniprófunum.  
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ABSTRACT 

Extraction and fractionation of compounds from the sponges Petrosia 
crassa and Halichondria sitiens and screening for their cytotoxic 
effects on cancer cells 

Introduction: Researches on the chemical compositions of marine sponges have increased 

over the last decades. Sponges biosynthesize an array of bioactive and unique secondary 

metabolites, including compounds with anti-tumor and cytotoxic effects. Recently, a new 

anti-cancer drug (eribulin mesylate) was approved. This drug is a synthetic analogue of the 

marine sponge natural product halichondrin B, which was isolated from Halichondria okadai. 

Bioprospecting of marine natural invertebrates in Icelandic water has recently begun. It is 

possible that the unique environment around Iceland has an affect on the production of new 

and bioactive secondary metabolites by marine invertebrates, including sponges. No 

secondary metabolites have been described from the sponges Petrosia crassa or 

Halichondria sitiens, but several compounds from different chemical classes have been 

described from other Petrosia and Halichondria species 

Aim: The aim of this reaserch was to isolate and structurally elucidate  cytotoxic compounds 

from the sponges Petrosia crassa and Halichondria sitiens, collected in Icelandic waters. 

Results: The sponge Petrosia crassa was extracted into four extractions with different 

polarities. Extractions BC (chloroform-extraction) and D (butanol-extraction) were separated 

further with flash-, SPE- and preparative HPLC chromatography. The cytotoxic effects of the 

extracts and fractions were determined on a SKBr3 breast cancer cell line in vitro. Two 

fractions were selected for structural analysis. The selection was based on the compounds 

purity according to HPLC chromatograms, the quantity and their activity on cancer cells in 

vitro,  although the activity was weak. Preliminary results from the proton spectra and mass 

spectra indicate that these compounds are some type of sterols. However, further studies is 

needed to finish the structural elucidation of these compounds. The sponge Halichondria 

sitiens was also extracted and fractionated and the effect of the fractions tested on a SKBr3 

brest cancer cell line in vitro. The survival of the cancer cells with extraction BC was 36% 

and four of the BC fractions had a similar or better effects on the survival of the cancer cells. 

Isolation of pure compounds from Halichondria sitiens was not completed in this reaserch 

but there are indications that compounds with anti-cancer effects in vitro can be isolated.  

Conclusion: For future studies on invertebrates collected from Icelandic  waters, it would be 

more interesting to focus on more effective fractions, for example from Halichondria sitiens, 

then fractions isolated from Petrosia crassa. However, chemical analysis and isolation of 

pure compounds from sponges where no secondary metabolites have been described is an 

interesting task.These compounds can then be stored in a chemical bank and used in other 

bioactive assays. 
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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR 

 

ASN   Asetónítríl 

DKM   Díklórómetan 

DMSO  Dímetýl súlfoxíð 

HPLC Háþrýstivökvaskiljun (e. high pressure liquid 

chromatography) 

MeOH   Metanól 

NMR   Kjarnsegulgreining (e. nuclear magnetic resonance) 

TLC   Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography) 

SPE   Fastfasasúluskiljun (e. solid phase extraction) 
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1. INNGANGUR 

1.1 Náttúruefni og lyfjaþróun 

Náttúruefni hafa verið notuð til lækninga frá örófi alda og eru þau uppspretta 

margra mikilvægra virkra efnasambanda í lyfjum. Þrátt fyrir miklar 

tækninýjungar í sameindahermun (e. combinatorial chemistry) eru náttúruefni 

enn mikið notuð í lyfjaþróun í dag. Talið er að meira en 25% lyfjaefna séu 

náttúruefni eða unnin frá náttúrulegum efnasamböndum og var heildarsala á 

þeim árið 2002 yfir 30 milljarða dollara á heimsvísu (Kingston, 2011; Newman, 

Cragg og Snader, 2003). Mikil fjölbreytni er í efnabyggingu sameinda sem 

finnast í náttúrunni og hafa sameindir sem notaðar eru í lyfjaþróun verið 

einangraðar úr plöntum, dýrum, sjávarlífverum og örverum og eru meðal annars 

notaðar í lyfjum gegn krabbameini, sýkingum og sykursýki (da Rocha, Lopes og 

Schwartsmann, 2001). Flest lyf sem eru afleiður náttúruefna koma upprunalega 

frá örverum, t.d. sýklalyf, en talsverður fjöldi kemur einnig frá plöntum s.s. 

morfín, vinblastín, vinkristín, kínín, artemisinín, etópósíð, tenipósíð, paklitaxel og 

kampótekan afleiðurnar tópítekan og irinótekan. Fjöldi lyfja sem eiga uppruna 

sinn að rekja til sjávarlífvera eru einnig að aukast, sem dæmi má nefna 

krabbameinslyfin trabectidín (Yondelis®) og eribúlín mesýlate (Halaven®) 

(Kingston, 2011).  

Þrátt fyrir margar mikilvægar uppgötvanir á náttúruefnum undanfarin 50 ár er 

framleiðsla náttúruefna oft mun erfiðari en framleiðsla smíðaðra efnasambanda 

og þess vegna fóru mörg stór lyfjafyrirtæki að minnka áherslu á efni frá 

náttúrulegum uppsprettum. Vandamálin lágu í því að erfitt getur verið að meta 

uppsprettu sýnisins, fá fram nægilegt magn af sýninu, auðkenning og einangrun 

virkra efna getur verið flókin og það getur reynst erfitt að fá einkaleyfi á 

náttúruefnum (da Rocha o.fl., 2001; Harvey, 2008). Lyfjafyrirtækin hafa aukið 

aftur rannsóknir á náttúruefnum þar sem miklar tækniframfarir hafa orðið í 

greiningaraðferðum, litrófsgreiningum og háhraðaskimunum (HTS, e. high-

throughput screening) undanfarin ár og önnur tækni, eins og sameindahermun, 
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var ekki að leiða til þróunar á eins mörgum lyfjasprotum og áætlað var (Harvey, 

2008; Molinski, Dalisay, Lievens og Saludes, 2009). 

Í mörg ár voru náttúruefnarannsóknir aðallega gerðar á plöntum og örverum frá 

landi, aðallega vegna þess hversu auðvelt er að safna þeim. Hinsvegar hafa 

rannsóknir aukist á sjávarlífverum þar sem þær eru taldar búa yfir einstökum 

efnasamböndum sem ekki er að finna í lífverum frá landi. Þetta er m.a. talið 

vera vegna fjölbreytilegra heimkynna þeirra og ýmsar umhverfisaðstæður geta 

einnig spilað inn í, eins og t.d. framboð á næringu, sólarljósi og saltmagni 

(Schumacher, Kelkel, Dicato og Diederich, 2011).  

Tilvera alls lífs hófst í sjónum og hafið þekur meira en 70% af yfirborði jarðar 

(Schumacher o.fl., 2011). Minna en 1% af yfirborði hafsins er þar sem land 

mætir sjó og þar sem heitur sjór flæðir út um loftop á djúpsjávarsvæðum. Á 

þessum svæðum er að finna gífurlegan fjölda tegunda sjávarlífvera og því er 

talið að þar sé líffræðilegur fjölbreytileiki og framleiðni efnasambanda einna 

mest í heiminum. Talið er að líffræðilegur fjölbreytileiki sé e.t.v. meiri en finna 

má í regnskógunum (Haefner, 2003; Simmons o.fl., 2005). Mikill fjöldi 

sjávarlífvera býr á þessum takmörkuðu svæðum s.s. þörungar, kórallar, 

svampar og fleiri hryggleysingar. Næring, ljós, vatnsflæði og hitastig eru allt 

þættir sem geta takmarkað vöxt þeirra og veldur það samkeppni þeirra á milli 

um að lifa af. Þessi samkeppni og skortur á náttúrulegu varnarkerfi, eins og 

sérhæfu ónæmiskerfi, hafa leitt til þess að hryggleysingjar hafa þróað með sér 

myndun á annars stigs efnum. Þessi efni hjálpa sjávarlífverunum að verjast 

rándýrum, halda samkeppnisaðilum í skefjum, veiða fórnarlömb og einnig spila 

þau stóran þátt í aðlögun þeirra að erfiðu umhverfi. Annars stigs efnin sem 

þessar lífverur mynda eru af mörgum efnaflokkum, t.d. terpenar, alkalóíðar, 

pólýketíðar, peptíð, shikimín sýruafleiður, sykrur og sterar (Haefner, 2003; 

Schumacher o.fl., 2011; Simmons o.fl., 2005).  

Hafið er ríkt af halógenum eins og klóri og brómi en myndun efnatengja milli 

halógena og tiltekinna efnasambanda (e. halogenation) var áður fyrr talin vera 

sjaldgæf í náttúrunni. Þrátt fyrir það eru til umbrotsefni frá sjávarlífverum sem 

innihalda bæði bróm og klór (Gribble, 2004). Þótt það sé mun minna magn af 
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brómi en klóri eiga sjávarlífverur auðveldara með að mynda lífræn 

efnasambönd sem innihalda bróm en klór. Yfir 5000 halógeneruð efnasambönd 

hafa verið uppgötvuð á síðustu 100 árum og flest þeirra eiga rætur sínar að 

rekja til sjávarlífvera (Herrera-Rodriguez, Khan, Robins og Meyer, 2011). 

Náttúruefni þynnast fljótt í vatni og því þurfa annars stigs efnin að vera mjög virk 

til að hafa áhrif. Af þessari ástæðu er talið að gríðarlega mikinn fjölda að 

náttúruefnum og efnasamböndum sé að finna í sjónum sem nýst geta í leit af 

nýjum lyfjum með betri virkni og sértækni gegn sjúkdómum sem herja á menn 

(Haefner, 2003). 

1.2 Sjávarlífverur og krabbamein 

Áhuginn á náttúruefnum frá sjávarlífverum fór að kvikna eftir að vísindamenn 

uppgötvuðu einstök eitur sem er að finna í sjávarlífverum. Sem dæmi má nefna 

conotoxín, sem er mjög virkt peptíð eitur sem keilusnigill notar til að lama bráð 

sína (McManus, Musick og Gonzalez, 1981). Í oddum ljónsfiska (e. lionfish) er 

einnig að finna banvænt eitur (Saunders og Taylor, 1959) og þörungar framleiða 

mjög virk alkalóíð taugaeitur, eins og saxitoxín, og pólýketíð taugaeitur, eins og 

brevetoxín (Simmons o.fl., 2005). Það var National Cooperative Drug Discovery 

Program of the National Cancer Institute sem kom af stað meiri samvinnu á milli 

vísindamanna og lyfjaiðnaðarins og hefur það leitt til þess að mörg 

efnasambönd frá sjávarlífverum hafa komist í klínískar rannsóknir (Hallock og 

Cragg, 2003). Áhersla var lögð á rannsóknir á sjávarhryggleysingjum, og þá 

sérstaklega svömpum, kóröllum og dýrum af einum ættbálki möttuldýra (e. 

ascidians), þar sem algengt er að finna þá nálægt landi og auðvelt er að safna 

þeim (Radjasa o.fl., 2011). Hryggleysingjar eru taldir vera um 60% allra 

sjávardýra og flest þeirra eru liðormar (e. Annelida), liðdýr (e. Arthopoda), 

mosasdýr (e. Bryozoa), holdýr (e. Cnidaria), skrápdýr (e. Echinodermata), lindýr 

(e. Mollusca), flatormar (e. Platyhelminthes), svampar (e. Porifera) og  möttuldýr 

(e. Tunicata) (Leal, Puga, Serodio, Gomes og Calado, 2012).  

Rannsóknir á krabbameinshemjandi efnum úr sjávarlífverum hafa leitt til 

uppgötvanna á virkum efnasamböndum eins og trabectedín, sýtarabín og 

eribúlín mesýlat. Sýtarabín var lengi vel eina virka krabbameinshemjandi 
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efnasambandið á markaði sem átti uppruna sinn að rekja til sjávarlífvera. Það 

tók meira en 15 ár að fá markaðsleyfi og rúm 30 ár liðu þar til annað náttúruefni 

einangrað úr sjávarlífverum fékk markaðsleyfi. Það var peptíðið zikónótíð sem 

fékk markaðsleyfi árið 2004 (Bergmann og Feeney, 1951; Schumacher o.fl., 

2011). Miklar framfarir urðu á þessu tímabili, m.a. í köfunartækni, en þær 

framfarir gerðu það kleift að hægt var að kafa niður á allt að 40 m dýpi (Molinski 

o.fl., 2009). Miklar framfarir urðu einnig í greiningaraðferðum, þá sérstaklega í 

háþrýstivökvaskiljunum og  kjarnsegulmælingum. Þróaðar voru lífvirkniprófanir 

sem kröfðust minna magns af efni sem er mikilvægt því annars stigs efni úr 

hryggleysingjum myndast oft í litlu magni (Koehn og Carter, 2005).  

Mörg efnasambönd frá sjávarlífverum hafa farið í klínískar rannsóknir og sum 

þeirra eru komin með markaðsleyfi. Samkvæmt Mayer og samstarfsmönnum 

eru átta efnasambönd komin með markaðsleyfi, eitt efnasamband er í fasa III í 

klínískum rannsóknum og sex eru í fasa II og fjögur í fasa I, sjá töflu 1 (Mayer, 

2010). 
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Tafla 1. Efnasambönd einangruð úr sjávarlífverum sem eru komin með markaðsleyfi eða eru í klínískum rannsóknum. 
Fram kemur um hvaða efnasamband er verið að ræða, sérheiti ef það á við, lífveran sem efnasambandið er einangrað úr, 
efnaflokkur, verkun sameindar og ábendingar. Taflan er aðlöguð frá Mayer (Mayer, 2010). 

Staða 
Nafn 

efnasambands 
Sérheiti 

Lífvera/ 
Uppruni 

Efnaflokkur Verkun sameindar Ábendingar 

 
 
Markaðs-
leyfi 

Sýtarabín (Ara-C) Cytosar-U
® 

Svampur (Cryptotethia crypta) Núkleósíð 
Verkar á DNA 
pólýmerasa 

Brátt eitilfrumuhvítblæði, brátt beinmergs 
(e. myelocytic) hvítblæði, bráðafasi í 
krónískri kyrningahvítblæði og 
heilahimnuhvítblæði (Mayer o.fl., 2010).  

Lípósómal sýtarabín 
(Ara-C) 

Depocyt
®
 Svampur (Cryptotethia crypta) Núkleósíð 

Verkar á DNA 
pólýmerasa 

Mænuvökvameðferð gegn heilahimnubólgu 
(European Medicines Agency, 2011a). 

Vídarabín (Ara-A) Vira-A
® 

Svampur (Cryptotethia crypta) Núkleósíð 
Verkar á veiru DNA 
pólýmerasa 

Bráð glæru- og tárubólga af völdum herpes 
simplex veiru týpu 1 og 2 (Mayer o.fl., 
2010). 

Zikónótíð Prialt
® 

Keilusnigill (Conus magus) Peptíð 
Verkar á N-týpu Ca-
göng 

Notað í meðferð gegn langtíma verkjum í 
sjúklingum sem þarfnast verkjastillandi 
meðferðar með innsprautun í svæði sem 
umlykja mænu og heila (European 
Medicines Agency, 2010a). 

Eribúlín Mesýlate 
(E7389) 

Halaven
® 

Svampur (Halichondria okadai) Makrólíð Verkar á örpíplur 
Brjóstakrabbamein með meinvörpum 
(European Medicines Agency, 2011b; U.S. 
Food and Drug Administration, 2010). 

Ómega-3-sýru  
etýl ester 

Lovaza
® 

Fiskur (feitur fiskur) 
Ómega-3 
fitusýrur 

Verkar á þríglýseríð 
nýmyndunar ensím 

Notað sem viðbótarmeðferð með 
lífstílsbreytingum til að lækka magn 
þríglýseríða (500 mg/dL eða hærra) í 
fullorðnum (U.S. Food and Drug 
Administration, 2010).  

Trabectedín  
(ET-743)  

Yondelis
® Möttuldýr  (Ecteinascidia 

turbinata) 
Alkalóíð 

Verkar á minni gróf 
DNA 

Krabbamein í mjúkvef og krabbamein í 
eggjastokkum (European Medicines 
Agency, 2010b). 

Brentuximab 
vedotín (SGN-35) 

Adcetris
®
 Lindýr (Dolabella auricularia) Mótefni 

Verkar á CD30 og 
örpíplur 

Hodgkins eitilfrumukrabbamein og 
hvítblæði (e. anaplastic large cell 
lymphoma (ALCL)) (U.S. Food and Drug 
Administration, 2012) og T-frumu hvítblæði 
í húð (European Medicines Agency, 2012). 

Fasi III Plitidepsín Aplidin
® 

Möttuldýr (Aplidium albicans) Depsipeptíð 
Virkar á rac1 og 
JNK virkjun 

Endurkoma eða þrálátt mergæxli (U.S. 
National Institute of Health, 2011a). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ecteinascidia_turbinata
http://en.wikipedia.org/wiki/Ecteinascidia_turbinata
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Fasi II 

DMXBA (GTS-21) Á ekki við Ormur (Amphiporus lactifloreus) Alkalóíð 
Verkar á α7 nikótín 
asetýlkólín viðtaka 

Alzheimer (U.S. National Institute of 
Health, 2006a). 

Plinabulín (NPI 2358) Á ekki við  
Sveppur (Aspergillus sp. CNC-
139 einangraður úr þörungnum 
Halimeda lacrimosa) 

Díketó- 
píerasín 

Verkar á örpíplur og 
JNK stress prótein 

Föst æxli eða eitilfrumukrabbamein (U.S. 
National Institute of Health, 2006b). 

PM00104 
 

Zalypsis
® 

Efnasmíðuð afleiða af 
alkalóíðum einangruðum úr 
lindýrum (jorumycin) og 
svömpum (renieramycins) 

Alkalóíð 
Verkar á DNA-
bindingu 

Óskurðtækt langt gengið æxli og/eða æxli 
(EFT) með meinvörpum (U.S. National 
Institute of Health, 2010b).  

Elisidepsín Irvalec
® 

Efnasmíðuð afleiða af efninu 
Kahalalíð F sem var einangrað 
úr lindýrinu Elysia rufescens 

Depsipeptíð 
Verkar á 
frumuhimnuvökva 

Krabbamein í maga (Szyldergemajn, 
2011). 

PM01183 Á ekki við 
Efnasmíðuð afleiða af efnum 
sem eiga rætur sínar að rekja til 
möttuldýrsins  E. turbinata. 

Alkalóíð 
Verkar á minni gróf 
DNA 

Brjóstakrabbamein með meinvörpum (U.S. 
National Institute of Health, 2012). 

CDX-011 Á ekki við 
Efnasmíðuð afleiða af efnum 
sem eiga rætur sínar að rekja til  
lindýrsins Dolabella auricularia. 

Mótefni 
Verkar á 
glýkóprótein NMB 
og örpíplur 

Brjóstakrabbamein (U.S. National Institute 
of Health, 2010a). 

 
 
Fasi I 

Marizomib 
(Salinosporamíð A; 
NPI-0052) 

Á ekki við 
Baktería (actinomycete 
Salinospora tropica). 

Beta-laktón-
gamma laktam 

Verkar á 20S 
meltikorn (e. 
proteasome) 

Illkynja föst æxli eða eitilfrumukrabbamein 
(U.S. National Institute of Health, 2006b). 

PM060184 Á ekki við  
Efnasmíðuð afleiða af efnum 
sem eiga rætur sínar að rekja til 
svampa 

Ekki gefið upp 
Verkar á minni gróf 
DNA 

Langt gengin föst æxli (U.S. National 
Institute of Health, 2011b). 

SGN-75 Á ekki við Lindýr (Dolabella auricularia) Mótefni 
Verkar á CD70 og 
örpíplur 

CD-70 jákvætt non-Hodgkins eitilæxli eða 
nýrnafrumukrabbamein (U.S. National 
Institute of Health, 2009). 

ASG-5ME Á ekki við Lindýr  Mótefni 
Verkar á ASG-5 og 
örpíplur 

Langt gengið blöðruhálskirtilskrabbamein 
(U.S. National Institute of Health, 2010c). 
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1.2.1 Annars stigs efni hryggleysingja og krabbameinshemjandi virkni þeirra 

Frá árinu 1951, þegar þróun á sýtarabín hófst, hafa mörg náttúruefni úr 

sjávarlífverum verið rannsökuð og mörg þeirra haft lífvirkni (Molinski o.fl., 2009). 

Meðal þeirra var zikónótíð sem var annað náttúruefnið einangrað úr 

sjávarlífverum sem var veitt markaðsleyfi. Zikónótíð er peptíð upphaflega 

einangrað úr keilusnigli og gengur undir sérheitinu Prialt®. Það er notað til 

meðferðar gegn þrálátum verkjum eftir mænuskaða (Terlau og Olivera, 2004). 

Hér verður farið yfir nokkur náttúruefni sem einangruð hafa verið úr 

sjávarlífverum og sýnt fram á krabbameinshemjandi virkni. Fjallað verður um 

náttúruefni einangruð úr svömpum í kafla 1.3. Ýtarlegri umfjallanir um þessi efni, 

ásamt fleirum, úr sjávarlífverum má meðal annars finna í yfirlitsgreinum frá 

Mayer og samstarfsmönnum (Mayer o.fl., 2010), Molinski og samstarfsmönnum 

(Molinski o.fl., 2009) og Simmons og samstarfsmönnum (Simmons o.fl., 2005). 

1.2.1.1 Ecteinascidín-743 

Ecteinascidín-743 (Yondelis®, trabectedín) markar mikilvæg tímamót fyrir 

náttúruefni einangruð úr hryggleysingjum. Næstum 40 árum eftir uppgötvun 

þess og 17 árum eftir að greint var frá 

byggingu þess, sjá mynd 1, varð 

Ecteinascidín-743 fyrsta náttúruefnið sem 

einangrað var úr sjávarlífveru með 

krabbameinshemjandi verkun til að komast 

á markað. Ecteinascidín-743 er einangrað 

úr möttuldýrinu Ecteinascidia turbinata sem 

finnst í Karabíska- og Miðjarðarhafinu 

(Mayer o.fl., 2010; Molinski o.fl., 2009). 

Krabbameinshemjandi verkun þess var staðfest með verkun á P388 frumulínu 

með IC50 1,3 ng/mL (Wright o.fl., 1990). Lítið magn af virka efninu fékkst við 

einangrun efnisins (~10 ppm) og seinkaði það rannsóknarvinnunni um tæpa tvo 

áratugi sem varð til þess að fyrsta fjölþrepa nýmyndunarferlið var ákvarðað 

1996 með 0,75% heimtum. Bylting varð þegar vísindamenn hjá fyrirtækinu 

PharmaMar þróuðu hlutsmíðunaraðferð þar sem upphafsefnið er cýanósafracín 

Mynd 1. Efnabygging 
Ecteinascidín-743 (Mayer 
o.fl., 2010). 
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B (Molinski o.fl., 2009). Safracín B er sýklalyf sem á uppruna sinn að rekja til 

baktería en það fæst með gerjun á bakteríunni Pseudomonas fluorescens 

(Cuevas o.fl., 2000). Virkni trabectedín er lýst sem gúanín-sértækri alkýleringu á 

N2 stöðu í DNA sem eru svipaðir eiginleikar og minni-grófar alkýlerandi efnið 

anthramycín hefur. Trabectedín var skráð sem afskipt lyf (e. orphan drug) árið 

2001 af Lyfjastofnun Evrópu til meðferðar gegn krabbameini í bandvef (e. Soft 

Tissue Sarcoma, STS) (Haefner, 2003). Það fékk markaðsleyfi árið 2007 af 

Evrópusambandinu, undir nafninu Yondelis®, til meðferðar gegn STS og 

krabbameini í eggjastokkum (European Medicines Agency, 2010b), sjá töflu 1. 

1.2.1.2 Didemnin B og aplidín 

ET-743 er ekki eina krabbameinshemjandi efnið sem hefur verið einangrað úr 

möttuldýri (e. ascidians). Didemnin B var fyrst einangrað af Rinehart og 

samstarfsmönnum árið 1981 úr 

Trididemnum solidum  (Rinehart 

o.fl., 1981). Það sýndi veiru- og 

krabbameinshemjandi virkni í 

nanómólar styrk og var 

sameindabygging þess ákvörðuð 

árið 1988 (Hossain o.fl., 1988), sjá 

mynd 2. Didemnin B var fyrsta 

krabbameinshemjandi náttúruefnið 

einangrað úr sjávarlífverum sem 

komst í klínískar rannsóknir (Chun 

o.fl., 1986). Þar sem didemnin 

efnin eru með mjög líkar efnabyggingar og þekkt umbrotsefni cýanóbaktería var 

talið að frumudrepandi verkun þeirra mætti rekja til cýanóbaktería sem lifa 

samlífi með möttuldýrinu (Sings og Rinehart, 1996).  Didemnin B komst í fasa II 

í klínískum rannsóknum en þrátt fyrir ýmiskonar prófanir og rannsóknir á 

áhrifum þess á mismunandi gerðir krabbameins var efnasambandið einfaldlega 

of eitrað til notkunar og því var ölllum klínískum rannsóknum hætt 1990. Hins 

vegar leiddu þessar rannsóknir til þess að það uppgötvaðist efnið aplidín 

Mynd 2. Efnabygging didemnin B og 
aplidín  (Simmons, Andrianasolo, McPhail, 
Flatt og Gerwick, 2005).  
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(dehýdródidemnin B, plitidepsin), sem hefur svipaða efnabyggingu, sjá mynd 2, 

en er ekki eins eitrað. Frekari rannsóknir leiddu í ljós að aplidín er virkara á 

krabbamein en didemnin B og virtist ekki hafa sömu eitrunaráhrif á taugar 

(Geldof, Mastbergen, Henrar og Faircloth, 1999). Aplidín er nú í fasa III í 

klínískum rannsóknum gegn þrálátu eða endurkomu á mergæxli þar sem það er 

gefið með dexametasón (U.S. National Institute of Health, 2011a), sjá töflu 1.  

1.2.1.3 Cryptofýcin 

Cryptófýcín er dæmi um efnasamband 

einangrað úr cýanóbakteríum sem lifa 

samlífi með sjávarlífverum. Cryptófýcín 

A var fyrst einangrað af Schwarts og 

samstarfsmönnum árið 1990 úr 

cýanóbakteríunni Nostoc spp. af stofni 

ATCC 53789 (Schwartz o.fl., 1990). 

Nafninu var seinna breytt í cryptófýcín-1 

og var IC50 gildi metið 3 pg/mL þegar það var prófað gegn KB og LoVo 

krabbameinsfrumum in vitro. Greint var frá efnasmíð cryptófýcín-1 árið 1995 og 

efnabyggingu þess (Barrow o.fl., 1995), sjá mynd 3. Cryptófýcín hindrar 

frumuskiptingu og hamlar mítósu. Smíðaður var analóg af cryptófýcín-1 sem 

kallast cryptófýcín-52. Seint á níunda áratugnum var cryptófýcín-52 prófað í 

fasa I klínískum rannsóknum á sjúklingum með föst æxli (e. solid tumors) 

(Sessa o.fl., 2002; Stevenson o.fl., 2002). Í fasa II rannsóknum var efnið prófað 

á sjúklingum með lungnakrabbamein (Edelman o.fl., 2003). Það komst ekki 

lengra í klínískum rannsóknum því til að fá fram virkni þurfti svo háa skammta 

að það olli óásættanlegum eiturverkunum í taugakerfi í formi úttaugakvilla og 

hægðatregðu.  

 

Mynd 3. Efnabygging cryptófýcín-1 
(Foster, Fortuna, Media, Wiegand og 
Valeriote, 1999). 
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1.2.1.4 Dólastatín 

Dólastatín voru einangruð úr 

sæhéranum Dolabella auricularia og á 

meðal þeirra var einangrað dólastatín 

10 sem sýndi fram á virkni gegn 

mörgum tegundum krabbameins-

frumna in vitro, þar sem ED50 gildið 

var 4,6*10-5 µg/mL (Pettit o.fl., 1987). 

Hinsvegar, þar sem mjög lítið af virka 

efninu var að finna í sæhéranum tók 

það meira en 15 ár að greina efnabygginguna (Pettit, 1996), sjá mynd 4. Þessi 

lági styrkur af dolastatín 10 í sæhérum bendir til þess að fæða sæhérans 

innihaldi cýanóbakteríur sem eru að framleiða þetta annars stigs efni. Það var 

staðfest með óbeinni einangrun á dolastatín 10 úr cýanóbakteríum af Symploca 

tegund (Luesch, Moore, Paul, Mooberry og Corbett, 2001). Dólastatín 10 fór í 

fasa I í klínískum rannsóknum gegn ýmsum krabbameinum og komst það í fasa 

II gegn krabbameini í blöðruhálskirtli (Vaishampayan o.fl., 2000), lungum (Krug 

o.fl., 2000), ristli (Saad o.fl., 2002), mjúkvefjum (von Mehren o.fl., 2004), 

brjóstum (Perez o.fl., 2005), brisi (Kindler o.fl., 2005) og sortuæxli (Margolin 

o.fl., 2001). Þrátt fyrir að niðurstöður eiturverkunprófana á  dólastatíni 10 væru 

ásættanlegar var klínísk virkni ekki næginleg. Því var það dregið úr klínískum 

rannsóknum gegn krabbameini. Rannsóknir á dólastatín 10 leiddu þó til 

efnasmíðar á öðru efni sem kallast TZT-1027 (soblidótín) (M. Kobayashi o.fl., 

1997), sjá mynd 4. Soblidótín komst í gegnum fasa II tilraunir áður en 

rannsóknum var hætt vegna þess að enga klíníska virkni var að finna í 

prófununum (Riely o.fl., 2007).  Fleiri dólastatín hafa verið einangruð úr 

sæhéranum D. auricularia og þar má meðal annars nefna dólastatín 15, sjá 

mynd 5. Það var virkt gegn P388 krabbameinsfrumum in vitro í styrknum ED50 

2,4*10-3 µg/mL (Pettit o.fl., 1989).  

Mynd 4. Efnabygging dólastatíns 10 
og soblidótín (Simmons o.fl., 2005). 
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Það sem kom í veg fyrir frekari rannsóknir 

á dólastatín 15 var flókin nýmyndun sem 

gaf lélegar heimtur og lélega vatnsleysni. 

Hinsvegar hafa ýmis efnasambönd verið 

þróuð út frá dólastatín 15 og þar má meðal 

annars nefna LU 103793 (cematódín) og 

ILX651 (synthadótín), sjá mynd 5. Árið 

1995 var cematódín fyrst smíðað og sýndi 

það mikla frumudrepandi virkni in vitro með 

IC50 gildið 0,10 µmól/L (de Arruda o.fl., 

1995). Cematódín komst í fasa II í 

klínískum rannsóknum gegn brjósta-

krabbameini (Kerbrat o.fl., 2003), illkynja 

sortuæxli (Smyth o.fl., 2001) og 

lugnakrabbameini (Marks o.fl., 2003). Klínísk virkni cematódíns reyndist ekki 

nægjanleg og því var klínískum rannsóknum hætt (Newman og Cragg, 2004). 

Synthadótín er af þriðju kynslóð af dólastatín 15 og komst í fasa II í klínískum 

rannsóknum gegn meinvörpum sortuæxla, hormónaháðu krabbameini í 

blöðruhálskirtli og gegn staðbundnu eða langt gengnu smáfrumukrabbameini. 

Klínískum rannsóknum var svo hætt þar sem niðurstöður sýndu ekki fram á 

nægilega mikla verkun fyrir einlyfjameðferð (Mayer o.fl., 2010).   

1.3 Svampar 

Svampar eiga sér langa þróunarsögu og hafa verið til í um 700-800 milljónir ára. 

Þá er að finna í miklu  magni á suðrænum hafsvæðum, en einnig í tempruðum 

hafsvæðum og jafnvel í ferskvatni. Svampar dreifa sér vítt og breitt um höfin, allt 

frá ströndum og niður á þúsund metra dýpi (Thomas, Kavlekar og LokaBharathi, 

2010). Svampar hafa svipaða eiginleika og frumdýr með tilliti til frumuskipulags, 

loftskipti, fjölgunar og svörun við umhverfisörvun. Í staðinn fyrir líffæri eða vefi 

hafa svampar frumur sem líkjast amöbum eða teygjudýrum (e. amoeboid cells) 

sem hreyfast frjálsar um massa svampanna. Svampar festa sig við fast undirlag 

Mynd 5. Efnabygging 
dólastatín 15, cemadótín og 
synthadótín  (Simmons o.fl., 
2005). 
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og geta orðið töluvert stórir, eða allt að einn metri að hæð, sérstaklega í 

suðrænum höfum (Hentschel o.fl., 2002). Vaxtarhraði þeirra fer eftir tegundum 

og er háður ræktunarskilyrðum (Belarbi el, Contreras Gomez, Chisti, Garcia 

Camacho og Molina Grima, 2003). Svampar fá næringu í gegnum síur sem 

mynda örlitil göt á yfirborði þeirra. Vatn flæðir inn um síurnar og flytur þannig inn 

næringarefni þar sem örverur og lífrænar eindir eru síaðar úr vatnssúlunum með 

agnaáti (Hentschel o.fl., 2002).  

Svampar eru flokkaðir niður í þrjá flokka; Calcarea (5 ættbálkar og 24 ættir), 

Demospongiae (15 ættbálkar og 92 ættir) og Hexactinellida (6 ættbálkar og 20 

ættir). Greint hefur verið frá um 15.000 tegundum af svömpum og flesta þeirra 

er að finna í sjónum en aðeins 1% í ferskvatni. Flestar tegundir eru í flokknum 

Demospongiae (Thomas o.fl., 2010). 

Svampar eru þekktir fyrir að vera hýslar fyrir örverur sem eru allt að 50-60% af 

lífmassa svampsins. Þessi fjöldi er aðallega utanfrumubakteríur sem eru að 

finna í bandvefskím (e. mesenchyme), sem er frumstæður bandvefur sem hefur 

þróast í stoðvef (Thomas o.fl., 2010). Þessar örverur eru aðallega bakteríur, 

fornbakteríur, cýanóbakteríur eða örþörungar (e. microalgae) (Belarbi el o.fl., 

2003). Samlífi svampa og örvera lýsir sér á margan hátt og oftast er það 

sértækara fyrir hýsilinn. Samhjálpin felur meðal annars í sér meiri stöðugleika í 

grind svampanna, vinnslu á efnaskiptaúrgangi og framleiðslu á annars stigs 

efnum. Í mörgum tilvikum er talið að överurnar framleiði lífvirku annars stigs 

efnasamböndin en ekki svamparnir sjálfir (Thomas o.fl., 2010). 

Svampar hafa verið notaðir í læknisfræði í margar aldir og rekja má notkun 

þeirra aftur til tíma lækna í Alexandríu og var því lýst ítarlega af rómverska 

sagnfræðingnum Plinius. Læknar notuðu svampa, sem mettaðir voru af joði, til 

að örva blóðstorknun eða svampa, mettaða af lífvirkum plöntuútdráttum, til 

svæfingar eða deyfingar. Plinitus mælti með notkun svampa gegn sólsting og 

einnig voru þeir notaðir gegn ýmsum sárum, beinbrotum, bjúg, magaverkjum, 

sýkingum og krabbameini í eistum. Frá 18. öld hafa Rússar, Úkraínumenn og 

Pólverjar notað ferskvatnssvampa sem þeir kalla Badiaga. Talið er að Badiaga 

sé ekki einn svampur heldur blanda margra ferskvatnssvampa og að áhrif þeirra 
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komi til vegna hás styrks af joði. Svampurinn er þurrkaður og svo borinn á 

bringu eða bak sjúklinga með lungnasjúkdóma eða á sár svæði hjá sjúklingum 

með verki í fótum og höndum, t.d. af völdum gigtar (Sipkema, Franssen, 

Osinga, Tramper og Wijffels, 2005).   

1.3.1 Ræktun og vinnsla svampa 

Þrátt fyrir gífurlegan fjölda lífvirkra efnasambanda sem hafa verið einangruð úr 

svömpum hafa fá þeirra komist í klínískar rannsóknir. Það má m.a. rekja til þess 

að styrkur þeirra er oft mjög lágur (Unson, Holland og Faulkner, 1994). Til að 

reyna að vinna gegn þeim vanda eru svampar ræktaðir í sjó eða 

ræktunarbúrum. Mismunandi aðferðir eru notaðar við ræktun svampa til að þeir 

framleiði nægilegt magn af lífvirkum efnum. Til dæmis eru svampar ræktaðir í  

hitastýrðum búrum með sjóvatni þar sem fæðu og flæði súrefnis er stjórnað. 

Þau ræktunarskilyrði sem ekki er hægt að stjórna eru þau áhrif sem veður hefur 

á vöxt og framleiðni. Að auki eru eldisstöðvar svampa varnarlausar gegn 

sjúkdómum og sýkingum snýkjudýra. Einnig eru svampar ræktaðir í 

svokölluðum ræktunarbúrum þar sem hægt er að stjórna ræktunarskilyrðum 

algjörlega. Ræktunarskilyrðin þurfa að vera lík þeim sem svampurinn er vanur 

því þeir geta brugðist misjafnt við breytingum á umhverfi (Belarbi el o.fl., 2003).  

Þegar svampar eru ræktaðir er frekar notaður hluti (e. explant) af svampinum 

heldur en heill svampur þar sem hlutinn virðast vaxa hraðar. Skorinn er hluti af 

heilbrigðum svömpum og passað að ytra yfirborð svampsins fylgi með. Særða 

yfirborðið má ekki kreista því það getur skemmt vefina í kring. Tími frá söfnun 

og þangað til hluti svampsins er unnin þarf að vera eins stuttur og hægt er og 

geyma skal svampinn í köldu vatni (4-6°C) í millitíðinni. Til að koma í veg fyrir 

sýkingar á meðan skorið er skal bæta við sýkladrepandi efnum í ræktina og 

skipta skal um vatn eftir að unnið hefur verið með svampinn. Hægt er að festa 

hlutana á nælonstrengi ef ræktun fer fram í sjó og ef þeir eru ræktaðir í 

ræktunarbúrum þarf að fjarlægja alla hluta sem byrja að rotna sem fyrst. Margir 

svampar þola ekki að komast í tæri við andrúmsloft þar sem holur og göng í 

svömpunum geta stíflast. Því verður öll vinna við ræktun að fara fram ofan í 

vatni (Osinga, Tramper og Wijffels, 1999).  
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Þau atriði sem hafa þarf í huga við ræktun og vinnslu svampa eru meðal annars 

fæða, þörf svampa fyrir kísil, saltmagn, sýrustig, hitastig, súrefni, ljós og 

úrgangslosun. Hægt er að lesa ýtarlegra um þessi atriði, ásamt fleiri 

upplýsingum um ræktun og vinnslu svampa, í yfirlitsgreinum frá Osinga og 

samstarfsmönnum (Osinga o.fl., 1999) og Belarbi og samstarfsmönnum (Belarbi 

el o.fl., 2003). 

1.3.2 Annars stigs efni svampa og krabbameinshemjandi virkni þeirra 

Áhuginn á annars stigs efnum úr 

svömpum kviknaði snemma á 

fimmta áratugnum þegar 

núkleósíðin spongóþýmidín og 

spongóúridín voru einangrauð úr 

svampinum Cryptothethia crypta 

(Bergmann og Feeney, 1951). Þessi 

núkleósíð voru grunnur að efnasmíð 

fyrir Ara-C, sem er fyrsta krabbameinshemjandi virka efnið sem á uppruna sinn 

að rekja til sjávarlífvera, og veiruhamlandi virka efnið Ara-A (Sipkema o.fl., 

2005), sjá mynd 6. Sýtarabín var samþykkt af FDA árið 1969 bæði sem 

hefðbundið sýtarabín (Cytosar-U®) og lípósómal sýtarabín (Depocyt®), sjá töflu 

1. Efnafjölbreytileiki svampa er gífurlegur og að auki við þessi óvenjulegu 

núkleósíð er meðal annars er að finna lífvirka terpena, steróla, hringlaga peptíð, 

alkalóíð, fitusýrur, peroxíð og amínósýru afleiður. Þessi efnasambönd eru einnig 

oft halógeneruð. Það sem vakti einna mest áhuga vísindamanna var uppgötvun 

á fjölbreytileika lípíðhluta svampanna sem voru að innihalda meðal annars 

fitusýrur, steróla og önnur ósápanleg efnasambönd sem ekki voru að finna í 

öðrum tegundum. Í töflu 2 má sjá ýmis annars stigs efni sem hafa verið 

einangruð úr svömpum með æxlis- og frumuhemjandi virkni. 

 

 

 

Mynd 6. Efnabygging  sýtarabín og 

vídarabín (Mayer o.fl., 2010). 
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Tafla 2. Annars stigs efni einangruð úr svömpum með æxlis-  og 
frumuhemjandi virkni. Tafla aðlöguð úr (Joseph, 2011). 

Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild 

Agelas 
mauritiana 

Díterpenóíð Agelasimín (Fathi-Afshar og Allen, 1988)   

Agela sp 
Púrín afleiða með 

díterpenóíð 
hliðarkeðju 

Agelasín 
(Cullen og Devlin, 1975; Vik o.fl., 

2007) 

Ampimedon sp Pýridín alkalóíð Pýrinódemin A 
(Tsuda, Hirano, Kubota og 

Kobayashi, 1999) 

Aplysina 
aerophoba 

Brómótýrósín 
afleiða 

Aeroplýsinin I (Rodriguez-Nieto o.fl., 2002) 

Crella sp  Steri Crellastatíns (D'Auria o.fl., 1998) 

Discodermia 
calyx 

Pólýketíð   Calýkulin A  
(Fagerholm, Habrant og 

Koskinen, 2010; Kato o.fl., 1986)  

Disidea avara Sesquiterpenóíð Avarol 
 (Božić o.fl., 2010; Müller o.fl., 

1985) 

Druinella 
purpurea 

Brómótýrósín 
afleiða 

Psammaplysín C 
(Copp, Ireland og Barrows, 

1992) 

Erylus 
lendenfeldi 

Óligóglýkósíð Erýlósíð A 
 (Carmely, Roll, Loya og 

Kashman, 1989; Sandler, 
Forsburg og Faulkner, 2005) 

Halichondria 
okadai 

Pólýeter makrólíð Halichondrin B 
(Hirata og Uemura, 1986; Towle 

o.fl., 2001)  

Haliclona 
tulearensis 

Bis-
quinólínýlpyrról 

Halitúlín 
(Kashman, Koren-Goldshlager, 
Gravalos og Schleyer, 1999) 

Ircinia sp Makrólíð Haterumalíðar (Takada o.fl., 1999) 

Jaspis johnstoni Cýklódepsipeptíð Jasplakínólíði 
(Scott, Boehme og Matthews, 
1988; Senderowicz o.fl., 1995) 

Jaspis johnstoni Pyrrolópýrimidín Toyocamýcín (Suhadolnik og Uematsu, 1970) 

Jaspis johnstoni 
Adenósín 
hliðstæða 

Tubercidín (Acs, Reich og Mori, 1964) 

Jaspis sp 
Sjö-liða 

heteróhringur 
Bengamíð 

(Quinoa, Adamczeski, Crews og 
Bakus, 1986; Thale o.fl., 2001)  

 

Jaspis sp Makrólíð Jaspisamíð 
(Kobayashi, Murata, Shigemori 

og Sasaki, 1993) 
 

Jaspis 
splendans 

 
Cyclódepsipeptíð Jaspamíð (Zabriskie o.fl., 1986) 

Neosiphonia 
superstes 

Makrólíð 
 

Sphinxolíð 
(Guella, Mancini, Chiasera og 
Pietra, 1989; Zhang, Minale, 
Zampella og Smith, 1997)  

Pandaros  
acanthifolium 

Pólýeter 
karboxýlsýra 

Acanthifólicín 
(Holmes, Luu, Carrier og 

Schmitz, 1990; Schmitz o.fl., 
1981) 

Plakinastrella 
sp 

Alkýlfenól Elenic sýra 
(Juagdan, Kalidindi, Scheuer og 

Kelly-Borges, 1995) 
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Farið verður yfir nokkur annars stigs efni einangruð úr svömpum og hafa sýnt 

fram á krabbameinsfrumuhemjandi virkni. Ýtarlegri umfjallanir um þessi efni, 

ásamt fleirum, úr svömpum  má meðal annars finna í yfirlitsgreinum frá Mayer 

og samstarfsmönnum (Mayer o.fl., 2010), Molinski og samstarfsmönnum 

(Molinski o.fl., 2009), Simmons og samstarfsmönnum (Simmons o.fl., 2005) og 

Sipkema og samstarfsmönnum (Sipkema o.fl., 2005). 

 

 

 

 

 

 

Psammaplysilla 
purpurea 

Alkalóíð Purealidín A 

(Fusetani, Masuda, Nakao, 
Matsunaga og van Soest, 2001; 

Ishibashi, Tsuda, Ohizumi, 
Sasaki og Kobayashi, 1991) 

Spongia sp Sesterterpenóíð Spongianólíð A 
(Hata, Tanaka og Katsumura, 

1999) 

Spongionella 
gracilis 

Bisnorditerpenóíð Gracilin B (Mayol, Piccialli og Sica, 1986) 

Stronglyophora 
hartmani 

Sesquiterpen-
dihýdróquinone 

afleiða 
Puupehenone (Xu o.fl., 2009) 

Stylinosn. Sp Alkalóíð Mycalamíð 
(Jiang, Williams og De 

Brabander, 2006) 

Cryptotethia 
crypta 

Núkleósíð Spongóthýmidín 
(Bergmann og Burke, 1955; 

Proksch, Edrada-Ebel og Ebel, 
2003) 

Verongia 
aerophoba 

Alkalóíð Díenón 
(Weiss, Ebel, Elbrächter, 

Kirchner og Proksch, 1996) 

Verongia 
spengelii 

Indól alkalóíð Aplysinopsín 
(Bialonska og Zjawiony, 2009; 
Hollenbeak og Schmitz, 1977) 

Tedania ignis Makrólíð Tedanólíði (Taylor, Ciavarri og Hearn, 1998) 

Zyzzya 
fuliginosa 

Alkalóíð Sceptrín  (Cipres o.fl., 2010) 

Zyzzya 
fuliginosa 

Alkalóíð Veiutamine 
(Venables, Barrows, Lassota og 

Ireland, 1997) 
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1.3.2.1 Halichondrín B og eribúlín mesýlat 

Halichondrín B er pólýeter makrólíði sem 

var fyrst einangraður af Hirata og Uemura 

árið 1986 úr svampinum Halichondria 

okadai (Hirata og Uemura, 1986), sjá 

mynd 7. Fyrri rannsóknir höfðu sýnt fram 

á krabbameinshemjandi virkni úr úrdrætti 

svampsins og út frá því kviknaði áhuginn 

á svampinum. Fleiri halichondrín voru 

einangruð en engin þeirra sýndu eins 

mikla krabbameinsfrumuhemjandi virkni 

og halichondrín B. Þar sem halichondrín 

B hefur verið einangrað úr fleiri en einni 

svampategund var ályktað að það sé 

afurð örvera sem lifa samlífi með  

svömpum. Þrátt fyrir lofandi niðurstöður voru vísindamenn í vandræðum með að 

afla nægilegs magns af efninu þar sem náttúruleg uppspretta þess var ekki mikil 

(Bai o.fl., 1991). Því var farið í það að finna leiðir til að smíða efnið og voru það 

Kishi og samstarfsmenn sem áttu þann heiður árið 1992 (Aicher o.fl., 1992). Við 

þær rannsóknir var hægt að kanna samband milli byggingar og verkunar og þá 

uppgötvaðist efnasamband sem kallast eribúlín mesýlat (E7389), sem er virki 

hluti sameindarinnar, sjá mynd 7. Klínískar rannsóknir hófust árið 2002 og árið 

2010 var eribúlín mesýlat samþykkt af FDA til meðferðar gegn þrálátu 

brjóstakrabbameini með meinvörpum undir sérheitinu Halaven® (Donoghue o.fl., 

2012), sjá töflu 1. 

 

 

 

 

Mynd 7. Efnabygging 
halichondrín B og eribúlín 
mesýlat (Mayer o.fl., 2010; Towle 
o.fl., 2001). 
 



 

18 
 

1.3.2.2 Hemíasterlín/HTI-286  

Hemiasterlín er mítósu-hemjandi (e. 

antimitotic) þrípeptíð sem var fyrst 

einangrað árið 1994 af Kashman og 

samstarfsmönnum úr svampinum 

Hemiasterella minor (Talpir, Benayahu, 

Kashman, Pannell og Schleyer, 1994). 

Rannsóknir sýndu krabbameinsfrumu-

hemjandi virkni gegn P388 

krabbameinsfrumum með IC50 gildið um 

0,01 µg/mL. Greint var frá efnabyggingu 

efnisins árið 1996 (Coleman, 1996), sjá mynd 8. Eftir miklar rannsóknir kom í 

ljós að einfaldari smíðuð hliðstæða hemíasterlín var enn virkari en hemíasterlín 

og var hún kölluð HTI-286. Forklínískar rannsóknir sýndu fram á 

krabbmeinsfrumuhemjandi virkni HTI-286 og fór það í klínískar rannsóknir þar 

sem það var rannsakað í sjúklingum með illkynja föst æxli meðal annars í ristli, 

nýrum, bandvef (e. sarcoma) og lungum (Ratain, 2003). Niðurstöður sýndu þó 

ekki fram á neina klíníska virkni og algengar eitranir eins og daufkyrningafæð, 

ógleði/uppköst, hárlos og verkir komu í ljós. Því var klínískum rannsóknum hætt 

á HTI-286.  

1.3.2.3 (+)-Diskódermólíð 

(+)-Diskódermólíð var fyrst 

einangrað árið 1990 af Gunasekera 

og samstarfsmönnum úr 

svampinum Discodermia dissoluta 

og greindu þeir einnig frá 

efnabyggingu þess (Gunasekera, 

Gunasekera, Longley og Schulte, 

1990), sjá mynd 9. Diskódermólíð 

hefur ónæmisbælandi verkun og verkar í G2/M fasa í frumuhringnum. Mikill 

munur er á virkni milli handhverfanna en þær virka á mismunandi fösum í 

Mynd 8. Efnabygging 
hemíasterlín og HTI-286 (Loganzo 
o.fl., 2003). 

Mynd 9. Efnabygging diskódermólíð  
(Longley, Gunasekera, Faherty, 
McLane og Dumont, 1993). 
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frumuhringnum og var virkni (+)-diskódermólíð meiri í lægri styrk (Hung, 

Nerenberg og Schreiber, 1994). Þar sem náttúrulegar uppsprettur dugðu ekki til 

að framleiða nægilegt magn af (+)-diskódermólíð voru þróaðar efnasmíða 

aðferðir (Harried, Lee, Yang, Lee og Myles, 2003; Paterson o.fl., 2005; 

Paterson og Lyothier, 2004). Þær leiddu til þess að nægilegt magn var til af efni 

til þess að fara í klínískar rannsóknir. Í fasa I í klínískum rannsóknum var (+)-

diskódermólíð rannsakað í sjúklingum með illkynja föst æxli. Rannsóknum var 

þó hætt eftir fasa I þar sem niðurstöður sýndu ekki fram á næga klíníska virkni 

og eiturverkanir eins og blóðleysi, ógleði/uppköst, þreytu, niðurgang og 

slímbólgu (Mita, 2004).  

1.3.3 Petrosia sp. 

Fjöldinn allur af annars stigs efnum hafa verið einangruð úr svömpum af 

ættkvíslinni Petrosia úr mismunandi efnaflokkum, og þá má meðal annars nefna 

steróla (Gauvin, Smadja, Aknin og Gaydou, 1998), alkalóíða (Astuti, Alam, 

Hartati, Sari og Wahyuono, 2005), ísókínólín (Sandoval o.fl., 2004) og 

pólýasetýlen (Jung Sun Kim o.fl., 1999). Vitað er að svampurinn Petrosia 

framleiðir mikið af lífvirkum pólýasetýlen og hafa þau meðal annars sýnt fram á 

H+- og K+-ATPasa hömlun, sveppahemjandi verkun, örveruhemjandi verkun, 

HIV próteasa hömlun, ónæmisbælandi verkun og krabbameinsfrumuhemjandi 

verkun (J. S. Kim o.fl., 1999). Í töflu 3 má sjá ýmis annars stigs efni sem hafa 

verið einangruð úr Petrosia sp. með æxlishemjandi og frumuhemjandi áhrif. Efni 

í töflu 3 voru fundin með því að nota leitarvélina SciFinder. 
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Tafla 3. Yfirlit yfir ýmis annars stigs efni sem hafa verið einangruð úr 
Petrosia sp. með æxlis- og frumuhemjandi áhrif. Notuð var leitarvélin 
SciFinder. 

Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild 

Petrosia sp. Pólýasetýlen Neopetróformýn A-D 
(Ueoka, Ise og 

Matsunaga, 2009) 

Petrosia sp. Pólýasetýlen Dídeoxýpetrósýnól A (Kim o.fl., 2002) 

Petrosia sp. Pólýasetýlen Petrótetraýndiól 
(Jung Sun Kim o.fl., 

1999) 

Petrosia 
corticata 

Pólýasetýlen Corticatic sýra A, D og E (Nishimura o.fl., 2002) 

Petrosia sp. Pólýasetýlen Petrócortýn C-H 
(Lim o.fl., 2001; Shin, 
Seo og Cho, 1998) 

Petrosia sp. Asetýlen Miyakosynes A-F 
(Hitora, Takada, Okada 
og Matsunaga, 2011) 

Petrosia sp. Asetýlen (-)-durýn A-F 
(Hitora, Takada, 
Okada, Ise og 

Matsunaga, 2011) 

Petrosia sp. 
Asetýlen enól eter 

glýseról og asetýlen 
alkahól 

- 
(Seo, Cho, Lee, Rho og 

Shin, 1999) 

Petrosia 
strongylata 

Terpenóíðar Strongylóphorín (Mohammed o.fl., 2008) 

Petrosia sp. Alkalóíð - (Astuti o.fl., 2005) 

Petrosia sp. Ísókínólín  
Cribróstatín, renierón og 

O-demetýlrenierón 
(Sandoval o.fl., 2004) 

 

1.3.3.1 Petrosia crassa 

Svampurinn Petrosia crassa (Carter, 1876) er sjávarsvampur sem finnst meðal 

annars á Íslandsmiðum. Stærð hans getur farið allt upp í 9 cm í þvermál. 

Svampurinn er hvítur eða ljósgulur að lit og stoðgrind hans er óregluleg en 

nokkuð þétt, sjá myndir 10 og 11 (Weerdt, 1985).  
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Mynd 10. Svampurinn Petrosia crassa. Svampinum var safnað í Vaðlavík 
(65°03’53-N, 13°27’90-V) á 45-50 metra dýpi þann 22. ágúst 2011. Svampur 
geymdur í frysti þar til úrhlutun hófst. 

 

 

Mynd 11. Nærmynd af svampinum Petrosia crassa. Svampinum var safnað í 
Vaðlavík (65°03’53-N, 13°27’90-V) á 45-50 metra dýpi þann 22. ágúst 2011. 
Svampur var geymdur í frysti þar til úrhlutun hófst. 
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Flokkun svampsins má sjá í töflu 4.  

Tafla 4. Flokkun Petrosia crassa (Van Soest, 2005). 

Ríki Dýraríki 

Fylking Svampdýr 

Flokkur Haplosclerida 

Ættbálkur Petrosina 

Ætt Petrosiidae 

Ættkvísl Petrosia 

Undirættkvísl Petrosia (Petrosia) 

Tegund Petrosia crassa 

 

Í apríl 2012 voru engar upplýsingar um efni sem hafa verið einangruð úr 

svampinum Petrosia crassa þegar leitað var með leitarvélunum SciFinder, Web 

of Science og Science Direct. 

1.3.4 Halichondria sp. 

Svampar af ættkvíslinni Halichondria innihalda fjölbreyttan hóp annars stigs 

efna, þar á meðal eru köfnunarefnisbasa terpenar, þrísúlfat sterólar, pólýeterar 

og makrólíðar (Li, Matsunaga og Fusetani, 1996). Í töflu 3 má sjá ýmis annars 

stigs efni sem hafa verið einangruð úr Halichondria sp með æxlishemjandi og 

frumuhemjandi áhrif. Efni í töflu 5 voru fundin með því að nota leitarvélarnar 

SciFinder, Science Direct og PubMed. 
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Tafla 5. Yfirlit yfir ýmis annars stigs efni sem hafa verið einangruð úr 
Halichondria sp. með æxlis-og frumuhemjandi áhrif. Notaðar voru 
leitarvélarnar Scifinder, Science Direct og PubMed. 

Svampur Efnaflokkur Annars stigs efni Heimild 

Halichondria sp. 
Seskví-

terpenóíði 
Halichonadin E 

(Kozawa, 
Ishiyama, 

Fromont og 
Kobayashi, 

2008) 

Halichondria sp. 
Seskví-

terpenóíðar 
Halichonadins G og I 

(Suto, Tanaka, 
Fromont og 
Kobayashi, 

2011) 

Halichondria sp. 
Nitrógen seskví-

terpenóíði 
(-)-axisonitrile-3 

(Prawat o.fl., 
2011) 

Halichondria okadai 

Kadota 
Alkalóíð Haliklórín 

(Kuramoto o.fl., 
1996) 

Halichondrin okadai 

Kadota 
Pólýeter 
makrólíði 

Halichondrín B 
(Hirata og 

Uemura, 1986) 

Halichondria okadai 
Kadota. 

Seskvíterpen 
alkalóíðar 

Halichónín A, B og C 
(Ohno o.fl., 

2011) 

Halichondria rugosa 
Gúanidínó 

afleiða 
Halistanól trísúlfat (Jin o.fl., 2006) 

Halichondria sp. Makrólíði Halishigamíð A-D 

(Kobayashi, 
Tsuda, Fuse, 

Sasaki og 
Mikami, 1997) 

Halichondria cylindrata. Trídecapeptíð Halicýlindramíð D og E (Li o.fl., 1996) 

Halichondria cylindrata. 
Glýkósphingó-

lípíð 
Halicylindrósíð A og B 

(Li, Matsunaga 
og Fusetani, 

1995b) 

Halichondria cylindrata. Peptíð Halicylindramíð A-C 
(Li, Matsunaga 
og Fusetani, 

1995a) 

Einangrað úr 
Nocardiopsins stofni 

sem var einangraður úr 
Halichondria panicea* 

Diketóperazín 

2E/5Z)-2-[(4-
methoxyphenyl)methylene]
-5-(2-methylpropylidene)-

3,6-piperazine-dione 

(Schneemann, 
Ohlendorf, o.fl., 

2010) 

Einangrað úr 
Streptomyces stofni sem 

var einangraður úr 
Halichondria panicea* 

Benz[a]-
anthracene 

afleiða  
Mayamýcin 

(Schneemann, 
Kajahn, o.fl., 

2010) 
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* Efni einangruð úr sveppum sem lifa samlífi með svömpunum. 

 

1.3.4.1 Halichondria sitiens 

Svampurinn Halichondria (Eumastia) sitiens (Schmidt, 1870) er sjávarsvampur 

sem finnst meðal annars á Íslandsmiðum. Stærð hans getur farið allt upp í 15 

cm í þvermál. Svampurinn er gulleitur að innan og með hvítt yfirborð sem er þétt 

þakið keilulaga totum. Stoðgrind hans er óregluleg en nokkuð þétt með nálar 

sem eru beittar til beggja enda (e. oxea). Nálarnar eru misstórar og þær losna 

auðveldlega af svampinum (Erpenbeck, 2002). Nánari flokkun svampsins má 

sjá í töflu 6.  

Tafla 6. Flokkun Halichondria sitiens (Van Soest, 2005). 

Ríki Dýraríki 

Fylking Svampdýr 

Flokkur Demospongiae 

Ættbálkur Halichondrida 

Ætt Halichondriidae 

Ættkvísl Halichondria 

Undirættkvísl Halichondria (Eumastia) 

Tegund Halichondria sitiens 

 

Í apríl 2012 voru engar upplýsingar um efni sem hafa verið einangruð úr 

svampinum Halichondria sitiens þegar leitað var með leitarvélunum SciFinder, 

Web of Science og Science Direct. 

Einangrað úr sveppinum 
Gymnascella 

dankaliensisI sem var 
einangraður úr 

Halichondria japonica. * 

 

Alkalóíðar Dankastatín A og B 

(Amagata, 
Tanaka, 
Yamada, 

Minoura og 
Numata, 2008) 

Einangrað úr sveppinum 
Gymnascella 

dankaliensis sem var 
einangraður úr 

Halichondria japonica. * 

Alkalóíðar 
Gymnastatíns 

 

(Amagata, 
Minoura og 

Numata, 2006; 
Amagata o.fl., 
2008; Numata, 

Amagata, 
Minoura og Ito, 

1997) 
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2. MARKMIÐ 

Þetta verkefni er hluti af heildarverkefni sem unnið er að við Lyfjafræðideild 

Háskóla Íslands. Heildarverkefnið felst í leit að lyfjavirkum efnum í 

sjávarhryggleysingjum sem lifa á Íslandsmiðum, bæði  í grunn- og 

djúpsjávartegundum. 

Markmið þessa verkefnis var að rannsaka nánar úrdrætti úr svömpunum 

Petrosia crassa og Halichondria sitiens, einangra hrein og virk efni sem sýndu 

krabbameinsfrumuhemjandi virkni in vitro og skilgreina sameindabyggingu 

þeirra. 
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3. EFNI OG AÐFERÐIR 

3.1 Efni 

Efni Framleiðandi  

Ammóníum hýdroxíð Riedel – de Haën 

Anísaldehýð Sigma 

Acetónítríl Sigma – Aldrich  

Asetón  Sigma – Aldrich  

Brennisteinssýra Merck 

n-Bútanól Sigma - Aldrich 

Díklórómetan Sigma - Aldrich 

Dímetýl súlfoxíð (DMSO) Merck 

Dímetýl súlfoxíð-d6 (DMSO-d6) Aldrich  

Dragendorff lausn Rannsóknarstofa 
Lyfjafræðideildar Háskóla Íslands 

Ediksýra Sigma – Aldrich 

Etanól Merck 

n-Hexan Sigma – Aldrich 

Ísóprópanól Sigma 

Kálfasermi GIBCOTM Invitrogen 

Klóróform Sigma – Aldrich  

Klóróform-d Aldrich  

Metanól Sigma – Aldrich  

Metanól-d4  Merck 

MTS: Celltiter 96® AQueous Promega 

Naphthóresorcinól Sigma 

Nínhýdrín Sigma – Aldrich  

Phosfómólýbdik sýru hýdrat Sigma – Aldrich 

SKBr3 brjóstakrabbameins frumur ATCC 

Æti: McCoy‘s 5A Medium GIBCOTM Invitrogen 
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3.2 Tæki  

Tæki Framleiðandi 

Afgasari Cole-Parner 8892 

Flash súluskiljun Pumpa: AccuTM SciLog 

Súla: Super FlashTM model SF25-
40g 

Frostþurrkari Snidjers Scientific 

Scanvar CoolSafe 

Forrit Frumupróf: SOFTmaxPRO 

HPLC: Chromeleon 

NMR: Topspin 

IC50: ED50plus worksheet fyrir MS 
Excel 

Hitaplata Desaga Sarstedt-Gruppe 
Thermoplate S 

Háþrýstivökvaskiljunar súlur LUNA C-18: Phenomenex 

Inertsil-NH2: GL Sciences Inc. 

Háþrýstivökvaskiljunar tæki Ultimate 3000. Dionex 

Hverfissvali Büchi Rotavapor RE 111 

Büchi Rotavapor R II 

Kjarnsegulgreinir Brüker Biospin 400 MHz 

Massagreinir Brüker (Micro TOF-Q mass 
spectrometer) 

Segulhræra Heidolph MR 3002 

Heidolph MR Hei-standard 

Skanni HP Scanjet 3800 

SPE súluskiljun Pumpa: Millipore XX5522050 

Súlur: Phenomenex 

Speed vaccum Techne Dri-block DB-3D – Encode 
0250 

TLC plötur Merck 

UV-ljósmælir Lamag 

Vigt A&N Instruments LTD. GX-4000-EC 

Mettler Toledo - AG285 
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3.3 Aðferðir 

3.3.1 Söfnun og geymsla 

Svampinum Petrosia crassa var safnað í Vaðlavík (65°03’53-N, 13°27’90-V) á 

45-50 metra dýpi þann 22. ágúst 2011 og var hann kallaður 22.08.11#1. Einnig 

var notaður svampurinn Halichondria sitiens sem var safnað 1.október 2010 í 

Dýrafirði (66°24’16-N, 23°08’53-V) og var hann kallaður 01.10.10#3. 

Svampurinn Halichondria sitiens var notaður í meistaraverkefni Sigrúnar 

Þorsteinsdóttur við Lyfjafræðideild Háskóla Íslands og þetta verkefni er unnið í 

framhaldi af því (Þorsteinsdóttir, 2011). Búið var að frostþurrka svampinn 

Petrosia crassa en notaður var úrdráttur af svampinum Halichondria sitiens frá 

fyrri rannsókn sem hafði verið úrhlutaður á segulhræru eins og lýst er hér fyrir 

neðan. 

3.3.2 Úrhlutun á segulhræru 

Svampurinn var tekinn úr frysti og vigtaður. Hann var klipptur niður í smærri 

búta og dreift í bikarglös. Úrhlutað var með leysunum díklórómetan (DCM) og 

metanóli (MeOH) í hlutfallinu 1:1. Hrært var yfir nótt í segulhrærum við stofuhita 

og að því loknu var úrdrátturinn síaður í gegnum síupappír. Þetta var 

framkvæmt tvisvar sinnum með sama magni af leysi, fyrst yfir nótt og svo í þrjár 

klukkustundir. Að því loknu voru eftirstöðvar svampsins látnir liggja í MeOH yfir 

helgi. Úrdrátturinn var síaður í gegnum síupappír. Úrdrættirnir voru svo 

sameinaðir og leysar inngufaðir frá undir þrýstingi við 30°C. Hluta af 

úrdrættinum var komið fyrir í skrúftappaglasi og hann geymdur í kæli (4°C). 

3.3.3 Úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu 

Úrdrátturinn var þáttaður niður með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu (Kupchan, 

1975). Úrdrátturinn var leystur upp í því magni af MeOH sem þurfti til að leysa 

hann upp að fullu. Heildarmagn MeOH varð 120 ml (V1). Úrdrættinum var komið 

fyrir í skiltrekt ásamt 12 ml (V2 = 10% af V1) af vatni. Að lokum var bætt við 120 

ml (V1) af hexani. Lausnin var hrist vel saman og síðan voru fasarnir látnir 

aðskiljast. Efri fasinn var hexanfasinn og var honum safnað, leysir inngufaður 

frá og úrdráttur merkur sem úrdráttur A. Neðri fasinn var vatnsmetanólfasinn og 

var honum komið aftur fyrir í skiltrektinni ásamt 120 ml (V1) af klóróformi og 12 
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ml (V2) af vatni. Þessu var blandað varlega saman og síðan voru fasarnir látnir 

aðskiljast. Neðri fasinn var klóróformfasinn og var honum safnað saman í glas 

merkt B. Sama magn af klóróformi og vatni var aftur bætt við efri 

vatnsmetanólfasann, þetta var blandað varlega saman og fasarnir látnir 

aðskiljast. Neðri fasanum var safnað í glas merkt C. Sameinað var úr glösum B 

og C og það merkt sem úrdráttur BC. Úrdráttur BC var að lokum inngufaður til 

að losna við leysinn. Við efri fasann var blandað um 200 ml af n-bútanóli, aðeins 

meira þurfti af bútanóli en bara V1, og lausnin því næst inngufuð til að losna við 

afganginn af MeOH. Eftir inngufun var rúmmál vatnsbútanólsfasans 300 ml (V3) 

og var bætt við það 200 ml af n-bútanóli. Lausninni var blandað saman og 

fasarnir látnir aðskiljast. Efri fasinn var bútanólfasinn, honum var komið fyrir í 

glasi merktu úrdrætti D. Úrdrátturinn var inngufaður til að fjarlægja leysirinn. 

Neðri fasinn var vatnsfasinn sem var komið fyrir í glasi merkt úrdrætti E. Allir 

úrdrættirnir voru vigtaðir og heimtur reiknaðar. Flæðirit yfir úrhlutunina má sjá á 

mynd 12. 

 

 

 

Mynd 12. Flæðirit af úrhlutun með aðlagaðri Kupchan 
aðgreiningu. Í úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu eru nýttir 
mismunandi eiginleikar efna til aðgreiningar á þeim. Með úrhlutuninni 
fást fjórir misskautaðir úrdrættir A, BC, D og E, þar sem úrdráttur A er 
minnst skautaður en E mest skautaður.  
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3.3.4 Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) 

Þunnlagsgreining er aðferð notuð til að aðgreina efni eftir skautun þeirra. Hún er 

notuð til að gefa skýrari mynd á hvaða efni eru að finna í sýnunum, í hversu 

miklu magni og hreinleika þeirra. Þessi aðferð er ekki nákvæm en hún er fljótleg 

og auðveldar frekari upphreinsun á efnum og sameiningu þeirra. Þessi aðferð er 

einnig notuð þegar ákvarða þarf hentugan ferðafasa.  

Efni sem á að aðgreina er spottað á TLC plötu og plötunni svo komið fyrir í TLC 

kari sem í er ferðafasi. Þegar ferðafasi hefur ferðast nægilega langt upp plötuna 

er hún fjarlægð úr karinu og skoðuð undir UV-ljósi við bylgjulengdirnar 254 nm 

og við bylgjulengdina 366 nm. Því næst er TLC platan framkölluð með 

viðeigandi framköllunarvökva.  

Notaðar voru tvær gerðir af TLC plötum, TLC silica gel 60 F254 og TLC silica gel 

60 RP-18 F254S. Fimm mismunandi framköllunarvökvar voru útbúnir og notaðir 

til framköllunar, anísaldehýðlausn, nínhýdrínlausn, Dragendorff lausn, 

phosfómólýbdik sýrulausn og naphthóresorcinól lausn. 

3.3.4.1 Anísaldehýðlausn 

Anísaldehýðlausn inniheldur: 

0,5 ml anísaldehýð 

10 ml ísedik 

85 ml MeOH 

5 ml brennisteinssýra 

Anísaldehýð er ósértækur framköllunarvökvi sem segir til um tilvist fenóla, 

sykra, stera og terpena. Fram koma fjólubláir, bláir, rauðir eða grænir blettir ef 

þessi efni eru til staðar í efnunum. Úða þarf plötuna vel með lausninni og hún 

svo sett á hitaplötu (110°C) þar til litaðir blettir koma í ljós. 
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3.3.4.2 Nínhýdrínlausn  

Nínhýdrínlausn inniheldur: 

0,2 g nínhýdrín 

100 ml etanól  

Nínhýdrín er sértækur framköllunarvökvi sem segir til um tilvist amínósykra, 

amínósýra eða 1° eða 2° amín. Nínhýdrín hvarfast við ammóníum og 1° og 2° 

amín og koma rauðleitir blettir í ljós ef þessi efnasambönd eru að finna í 

efnunum. Úða þarf plötuna vel með lausninni og hún svo sett á hitaplötu 

(110°C) þar til litaðir blettir koma í ljós.  

3.3.4.3 Dragendorff lausn 

Dragendorff lausn er útbúin á eftirfarandi hátt: 

Lausn A:  

0,85 g bismút subnítrat 

 10 ml ediksýra 

 40 ml vatn 

Lausn B: 

 24 g kalíumjoðíð 

 60 ml vatn  

Dragendorff úðalausn er útbúin með því að blanda saman lausnum A og B 

(1:1). Úðalausnin er búin til með því að blanda saman:  

 50 ml af Dragendorff stofnlausn 

 20 ml ediksýru 

 100 ml vatni 
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Dragendorff er sértækur framköllunarvökvi sem segir meðal annars til um tilvist 

alkalóíða og nítrógen efnasambanda. Fram koma appelsínugulir blettir ef þessi 

efnasambönd eru að finna í efnunum. Plötunni er dýft í lausnina og litaðir blettir 

birtast um leið ef efnasamböndin eru til staðar.  

3.3.4.4 Phosfómólýbdik sýrulausn (e. phosphomolybdic acid solution) 

Phosfómólýbdik sýrulausn  inniheldur: 

 2000 mg af phosfómólýbdik sýru hýdrat 

 10 ml af etanóli 

Phosfómólýbdik sýrulausn er sértækur framköllunarvökvi sem gefur til kynna 

hvort lípíð séu að finna í efninu sem prófað er. Fram koma dökkir blettir á ljósan 

gulan eða grænan bakgrunn. Úða þarf plötuna vel með lausninni og hún svo 

hituð á hitaplötu (110°C) þar til litaðir blettir koma í ljós.  

3.3.4.5 Naphthóresorcinól lausn (e. naphthoresorcinol solution) 

Naphthóresorcinól lausn er útbúin á eftirfarandi hátt: 

Lausn A:  

100 mg af naphthóresorcinól 

 50 ml af etanóli 

Lausn B: 

 1 M brennisteinssýra 

Naphthóresorcinól úðalausn er útbúin með því að blanda saman lausnum A og 

B (1:1) 

Naphthóresorcinól lausn er sértækur framköllunarvökvi sem gefur til kynna hvort 

sykrur séu að finna í efninu sem prófað er. Úða þarf plötuna með lausninni og 

hún svo hituð á hitaplötu (110°C) þar til litaðir blettir koma í ljós.  
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3.3.5 Súluskiljanir  

Súluskiljun er aðferð sem er notuð til að hreinsa og þátta efnasambönd úr 

blöndu af efnum. Hentugir leysar eru valdir sem ferðafasar en stöðufasinn er 

gerður úr fíngerðu föstu efni sem er pakkað inn í súluna. Stöðufasinn aðsogar 

efni úr efnablöndunni eftir skautun þeirra og heldur í þau þar til ferðafasi við 

svipaða skautun dregur efnin niður súluna.  

Notaðar voru tvær gerðir af súluskiljunum við þessa rannsókn, 

fastfasasúluskiljun (e. solid phase extraction, SPE) og flash súluskiljun. 

3.3.5.1 Fastfasasúluskiljun 

Framkvæmdar voru þrjár fastfasasúluskiljanir þar sem 

notaðar voru forpakkaðar kísilgel súlur, Strata SI-1 með 

50 g af stöðufasa og 150 ml rúmmál, Strata SI-1 með 20 

g af stöðufasa og 60 ml rúmmál og Strata X með 2 g af 

stöðufasa og 20 ml rúmmál. Súlurnar voru tengdar við 

þar til gerða pumpu, sjá uppsetningu á mynd 13. 

Þar sem súlurnar eru mismunandi uppbyggðar voru 

notaðir mismunandi ferðafasar og leysar til að metta 

súluna. En þar sem fraktion D var úrhlutuð með bútanól 

fasa var notaður ferðafasi blandaður af DKM, MeOH, 

vatni og basa. Notast var við ísókratískt kerfi þar sem 

aðeins eitt hlutfall af ferðfasa var notað. Að keyrslu 

lokinni var súlan hreinsuð með 100% MeOH og að 

lokum með vatni til að hreinsa burt öll þau efni sem gætu hafa setið eftir í 

súlunni.  

Þegar ákveðið var magn efnis sem fór á súluna var miðað við 10% af magni 

stöðufasa. Þegar ákveðið var magn ferðafasa var miðað við tíu sinnum magn 

rúmmáls súlunnar.  

3.3.5.1.1 Fraktion 22.08.11#1-D 

Súlan sem var notuð fyrir þessa fraktion var Strata SI-1 með 50 g af stöðufasa 

og 150 ml rúmmál. Magn af efni sem fór á súluna var 3015,01 mg. Fyrir 

Mynd 13. Uppsetning 
fastfasasúluskiljunar. 
Fraktion er leyst upp í 
ferðafasa og ferðast 
niður súluna með 
honum. 
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súluskiljunina var framkvæmd þunnlagsgreining til að finna heppilegan 

ferðafasa. Prófað var að nota ferðafasa samsettan úr DKM, MeOH og 

ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1, ferðafasa 

samsettan úr DKM, MeOH og vatni í hlutfallinu 64:50:10 og ferðafasa 

samsettan úr DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 

64:50:10:1. Allar plöturnar voru framkallaðar með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Eftir þunnlagsgreininguna var ákveðið að nota ferðafasa 

samsettan úr DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 

64:50:10:1. Efnið var leyst upp í ferðafasanum en við það myndaðist botnfall 

sem var fjarlægt og ekki keyrt með í gegnum súluna. Eftir keyrsluna var gerð 

þunnlagsgreining þar sem spottað var fyrir fimmta hvert glas. Sami ferðafasi var 

notaður fyrir TLC. Plöturnar voru framkallaðar með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Eftir þunnlagsgreininguna voru efni úr glösunum sameinuð í 

sjö fraktionir samkvæmt TLC plötum. Leysirinn var inngufaður frá og 

fraktionirnar vigtaðar. Framkvæmd var þunnlagsgreining eftir sameiningu 

fraktionanna til að sjá dreifingu efnanna í þeim. Spottað var á TLC plötur og 

ferðafasinn var sá sami. Framkallað var með nínhýrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. 

3.3.5.1.2 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 

Súlan sem var notuð fyrir þessa fraktion var Strata SI-1 með 20 g af stöðufasa 

og 60 ml rúmmál. Magn af efni sem fór á súluna var 480,7 mg. Notaður var 

sami ferðafasi og fyrir fraktion 22.08.11#1-D, eða blöndu af DKM, MeOH, vatni 

og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 64:50:10:1. Efnið var leyst upp í 

ferðafasanum og keyrt í gegnum súluna. Eftir keyrsluna var gerð 

þunnlagsgreining þar sem spottað var fyrir fimmta hvert glas. Sami ferðafasi var 

notaður fyrir TLC. Plöturnar voru framkallaðar með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Eftir þunnlagsgreininguna var sameinað í níu fraktionir 

samkvæmt TLC plötum. Leysirinn var inngufaður frá og fraktionirnar vigtaðar. 

3.3.5.1.3 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 

Súlan sem var notuð fyrir þessa fraktion var Strata X með 2 g af stöðufasa og 

20 ml rúmmál. Magn af efni sem fór á súluna var 841,1 mg. Þar sem Strata X er 
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öfugfasa (e. reverse phase) súla þá var ákveðið að gera þunnlagsgreiningu á 

öfugfasa TLC plötu (reverse phase thin layer chromatography, RP-TLC) til að 

finna heppilegan ferðafasa. Prófað var að nota ferðafasa samsettan úr DKM, 

MeOH og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 95:5:1, 90:10:1, 85:15:1 og 

80:20:1. Allar plöturnar voru framkallaðar með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Eftir þunnlagsgreininguna var ákveðið að nota ferðafasa 

samsettan úr DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 75:25:1. Efnið 

var leyst upp í ferðafasanum en við það myndaðist botnfall. Þrátt fyrir það var 

ákveðið var að keyra efnið í gegnum súluna með ferðafasanum. Eftir að hafa 

notað um 300 ml af ferðafasa var prófað að leysa upp botnfallið í ferðafasa sem 

samanstóð af MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 80:20:1. Efnið 

leystist upp og því var haldið áfram með súluskiljunina en með nýja 

ferðafasanum. Súlan var hreinsuð á milli ferðafasa og eftir notkun þeirra. Eftir 

keyrsluna var gerð þunnlagsgreining þar sem spottað var fyrir fimmta hvert glas. 

Keyrslunni var skipt upp í tvo hluta og notaður var viðeigandi ferðafasi fyrir 

hvorn hluta. Plöturnar voru framkallaðar með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Fyrri hlutanum, þar sem notaður var ferðafasinn DKM, MeOH 

og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 75:25:1, var skipt niður í fimm fraktionir 

og seinni hlutanum, þar sem notaður var ferðafasinn MeOH, H2O og ammóníum 

hýdroxíð í hlutföllunum 80:20:1, var einnig skipt í fimm fraktionir. Eftir 

sameiningu voru fraktionir inngufaðar og vigtaðar. 

3.3.5.2 Flash súluskiljun 

Framkvæmdar voru þrjár flash súluskiljanir þar sem notaðar voru forpakkaðar 

kísilgel súlur, Super FlashTM módel SF25-40g frá Varian með kornastærð 50 

µm, og þær tengdar við þar til gerða pumpu, sjá uppsetningu á mynd 14. Súlan 

er með skautaðan stöðufasa sem veldur því að skautuð efni bindast betur við 

hana en þau óskautuðu. Óskautuðu efnin koma því fyrst úr súlunni og með því 

að auka skautun ferðafasans koma óskautuðu efnin með honum að lokum. 

Súlurnar voru vel mettaðar með 100% hexan áður en uppleystur BC úrdráttur 

var leystur upp og keyrður í gegnum súluna. Þar sem BC úrdráttur fékkst úr 

vökva-vökva úrhlutun og þá í klóróform fasa var ákveðið að nota ferðafasa 
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blandaðan af DKM og MeOH í ýmsum hlutföllum. 

Einnig hafði sá ferðafasi sýnt góðar niðurstöður í 

fyrri rannsókn. Eftir að ferðafasinn hafði ferðast 

niður súluna var honum safnað í lítil tilraunaglös 

og farið var eftir litabreytingum eða magni 

ferðafasans hvenær skipt var um ferðafasa. Að 

lokum voru súlurnar skolaðar með 100% MeOH til 

að hreinsa burt öll efni sem gætu hafa setið eftir í 

súlunni.  

Þegar ákveðið var magn efnis sem fór á súluna 

var miðað við að hafa efni í minna magni en 2 g 

þar sem takmarkað efni kemst á súluna. Þegar 

ákveðið var magn ferðafasa var rúmmál súlunnar reiknað út og miðað var við 

þrisvar sinnum magn rúmmáls súlunnar.  

3.3.5.2.1 Fraktion 22.08.11#1-BC 

Til að aðgreina úrdrátt 22.08.11#1-BC var hann keyrður í gegnum flash 

súluskiljun. Framkvæmdar voru tvær súluskiljanir og samanlagt fór 492,8 mg af 

efni á súluna. Útbúinn var ferðafasi í mismunandi hlutföllum af DKM og MeOH. 

Eftir súluskiljunina var framkvæmd þunnlagsgreining þar sem fimmta hvert glas 

var spottað á TLC plötur og ferðafasinn var blanda af DKM og MeOH í 

hlutfallinu 97:3. Allar plöturnar voru framkallaðar með anísaldehýðlausn. 

Niðurstöður þunnlagsgreiningarinnar og litamismunur á milli glasa var notað til 

að sameina fraktionir fengust í tíu fraktionir. Leysirinn var inngufaður frá og 

fraktionirnar vigtaðar. Framkvæmd var þunnlagsgreining eftir sameiningu 

fraktioninna til að sjá dreifingu efnanna í þeim. Spottað var á TLC plötur og 

ferðafasinn var blanda af DKM og MeOH í hlutfallinu 95:5. Framkallað var með 

nínhýdrínlausn og svo með anísaldehýðlausn. Einnig var spottað á aðra TLC 

plötu og hún framkölluð með Dragendorff lausn.  

3.3.5.2.2 Fraktion 01.10.10#3-BC 

Til að aðgreina úrdrátt 01.10.10#3-BC var hann keyrður í gegnum flash 

súluskiljun. Magn af efni sem fór á súluna var 564,9 mg. Útbúinn var ferðafasi í 

Mynd 14. Uppsetning 
flash súluskiljunar. 
Úrdrætti er sprautað inn í 
súluna sem ferðast niður 
hana með mismunandi 
skautuðum ferðafasa. 
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mismunandi hlutföllum af DKM og MeOH. Eftir súluskiljunina var framkvæmd 

þunnlagsgreining þar sem fimmta hvert glas var spottað á TLC plötur og 

ferðafasinn var blanda af DKM og MeOH í hlutfallinu 97:3. Allar plöturnar voru 

framkallaðar með nínhýdrínlausn og anísaldehýðlausn. Eftir þunnlags-

greininguna var sameinað í tíu fraktionir samkvæmt TLC plötum og litamismun 

á milli glasa. Leysirinn var inngufaður frá og fraktionirnar vigtaðar. Framkvæmd 

var þunnlagsgreining eftir sameiningu fraktioninna til að sjá dreifingu efnanna í 

þeim. Spottað var á TLC plötur og ferðafasinn var blanda af DKM og MeOH í 

hlutfallinu 95:5. Framkallað var með nínhýdrínlausn og svo með 

anísaldehýðlausn. Einnig var spottað á aðra TLC plötu og hún framkölluð með 

Dragendorff lausn. 

3.3.6 Magnbundin háþrýstivökvaskiljun (e. high pressure liquid chromatography, 

HPLC) 

Háþrýstivökvaskiljun er notuð til að aðgreina efni enn frekar. Þegar unnið er 

með HPLC þarf að þróa aðferðir þar sem ákvarðað er hvaða súla hentar og 

finna hentuga samsetningu á ferðafasa. Við enda súlunnar er nemi sem nemur 

gleypni sameindanna sem koma af súlunni við ákveðnar bylgjulengdir og við 

það koma fram toppar á HPLC rófum. Fraktionum er safnað eftir HPLC rófum 

og ferðafasinn inngufaður frá.  

Notaðar voru tvær gerðir af súlum, Inertsil-NH2 súla (GL Sciences Inc., 5 µm, 

7,6 mm * 250 mm)  og LUNA C-18 (Phenomenex, 5 µm, 21 * 250 mm). 

Ferðafasinn var blanda af acetónítríl (ASN) og vatni í mismunandi hlutföllum. 

Notaðar voru bylgjulengdirnar 210 nm, 254 nm, 235 nm og 280 nm á skynjara 

sem tengdur var HPLC-tækinu til að greina efnin. 

3.3.6.1 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var leyst upp í ASN, ísóprópanóli og vatni. 

Magn efnis var 12,91 mg. Þegar þróuð var aðferð til að aðgreina efni í fraktion 

22.08.11#1-BC-flash 2 var byrjar að nota súluna Inertsil-NH2 og keyrt var í 

gegnum hana ferðafasa með mismunandi hlutföllum leysum. Ekki fengust nógu 

greinanlegir toppar og því var ákveðið að prófa aðra súlu, LUNA C-18. Hún 

skilaði strax greinilegri toppum og besta aðgreiningin kom þegar hlutfall 
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ferðafasans var ASN:vatn (90:10). Átta fraktionum var safnað í fjórum keyrslum. 

Leysir var svo inngufaður frá og fraktionir vigtaðar. 

3.3.6.2 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var leyst upp í ASN, ísóprópanóli og vatni. 

Magn efnis var 81,99 mg. Þegar ákveðið var að keyra fraktion 22.08.11#1-BC-

flash 4 í gegnum HPLC var prófuð sama aðferð og var notuð fyrir fraktion 

22.08.11#1-BC-flash 2. Fraktionin var keyrð í gegnum HPLC með LUNA-C18 

og besta aðgreiningin kom  þegar hlutfall ferðafasans var 90:10. Tíu fraktionum 

var safnað í fjórum keyrslum. Leysir var svo inngufaður frá og fraktionir vigtaðar. 

3.3.6.2.1 Aðskilnaður toppa í fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX 

Aðskilja þurfti efni sem komu í klofnum topp í fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX. 

Því var fraktionin keyrð í gegnum HPLC með sömu aðferð og notuð var til að 

aðgreina fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Súlan LUNA-C18 var notuð og 

ferðafasi í hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. Notaðir voru leysarnir ASN, vatn og 

ísóprópanól til að leysa upp 10,28 mg af efninu. Safnað var fjórum fraktionum í 

fjórum keyrslum. Leysir var svo inngufaður frá og fraktionir vigtaðar. 

3.3.7 In vitro krabbameinsfrumupróf 

Frumuhemjandi áhrif efna úr svömpunum voru könnuð í in vitro 

krabbameinsfrumulíkani. Frumulína með SKBr3 brjóstakrabbameinsfrumur var 

notuð og inniheldur frumulínan mennskar þekjufrumur úr brjóstkirtli. Frumulínan 

er þrílitna (e. hypertriploid) með 84 litninga í 34% frumna og 28% fruma er með 

80 litninga. Frumur með fleiri litninga eru 7,3%. Þessi frumulína hefur mjög 

flókna litninga samsetningu (ATCC, 2012). Frumurnar eru ræktaðar í æti frá 

ATCC sem kallast McCoy‘s. Bætt er við kálfasermi í 10% styrk og 

pensillín/streptómýsín í 0,5% styrk. Frumurnar eru ræktaðar í hitaskáp þar sem 

hitastigið er 37°C, rakinn er 95% og 5% af CO2. Skipta þarf um æti þrisvar í 

viku.  

MTS frumulifunarpróf var notað til að ákvarða fjölda lífvænlegra fruma. MTS 

frumulifunarpróf er tetrasólíum efnasamband, samsett úr lausnum af tetrasólíum 

sameind (MTS) og fenasín metósúlfati (PMS). MTS er afoxað af ensímum sem 
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finna má í frumum sem eru leysanlegar í ætinu og mynda litað formasan 

myndefni. Magn þess er hægt að mæla í ljósmæli við 490 nm og er það í beinu 

hlutfalli við fjölda lifandi fruma. Styrkur litarins er góð ábending fyrir lifun 

frumnanna, því sterkari litur því meiri er frumulifunin.  

Fraktionir voru vigtaðar í lítil skrúftappaglös og leyst upp í dímetýl súlfoxíð 

(DMSO) í styrknum 25 mg/mL.  

Allar frumuprófanir voru framkvæmdar í samvinnu við Eydísi Einarsdóttur, 

doktorsnema.  

Framkvæmd frumuprófsins tók fimm daga. Á degi eitt var frumum sáð í brunna 

sem eru í þar til gerðum ræktunarplötum. Í hvern brunn var komið fyrir 200 µL af 

ætislausn. Á degi tvö var útbúinn millivinnslulausn fyrir hverja fraktion og 

ætislausn sem innihélt fraktion í styrknum 33 µg/mL. Ætislausnin sem var í 

brunnunum var fjarlægð og ætislausn sem innihélt fraktionirnar sett í staðinn 

ásamt viðmiðum. Sýnum var raðað á plötunum í þeirri röð að sýni eitt fór í 

brunna A1, A2 og A3, það næsta í A4, A5 og A6 og svo framvegis. Þegar 69 

klukkustundir voru liðnar frá því að ætislausn, sem innihélt fraktionir, var komið 

fyrir á plötunni var 100 µL af ætislausn fjarlægð úr hverjum brunni og í staðinn 

sett 20 µL af MTS í hvern brunn. Þremur klukkustundum síðar var litabreyting 

metin með ljósmælingum og út frá þeim reiknað út meðaltal á fjölda lifandi 

frumna hjá hverri fraktion og prósenta lifunar mæld út frá viðmiði. Ef lifun frumna 

mælist um það bil 50% eða minni þá er það metið sem jákvæð niðurstaða.  Öll 

meðhöndlun frumna fór fram við sterílar aðstæður í loftskáp. 

3.3.7.1 Ákvörðun á 50% hindrunaráhrifum (IC50) 

Ákvörðun á IC50 gildum er framkvæmd alveg eins og krabbameinsfrumuprófunin 

en styrkur fraktionanna í ætislausninni var í fleiri styrkleikum, 50 µg/mL, 33 

µg/mL, 25 µg/mL, 12,5 µg/mL, 6,25 µg/mL og 3,125 µg/mL.  

Niðurstöður mælinganna er gefin í prósentu lifun. Prósentulifun hvers styrks var 

teiknuð sem fall af styrk og styrkurinn sem gefur 50% hindrun var reiknaður með 

ED50plus worksheet fyrir MS Excel.  
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3.3.8 Kjarnsegulgreining (e. nuclear magnetic resonance, NMR) 

Kjarnsegulgreining er aðferð notuð til þess að ákvarða efnabyggingu 

efnasambanda. Eftir HPLC keyrslur voru ákveðnir toppar valdir til að senda í 

NMR greiningu. NMR sýnin voru útbúin með því að leysa upp sýnin í 600 µL af 

klóróformi-d (e. deuterated chloroform) og/eða metanóli-d (e. deuterated 

methanol). Eitt sýni var leyst upp í vatni-d2 og nokkur í DMSO-d6. Þau sýni sem 

voru send í kjarnsegulgreiningu voru frostþurrkuð til að fjarlægja allan leysi úr 

þeim. Sýnunum var svo komið fyrir í NMR rörum og farið var með þau til 

Sigríðar Jónsdóttur, fræðimanns á raunvísindastofnun, sem framkvæmdi 

prótónurófin (1H; 400MHz) við 25°C. Sýni voru skönnuð 400 sinnum.   

3.3.9 Massagreining 

Massagreining er aðferð notuð til að finna út mólþunga efna. Ef umbrotsefni eru 

að finna í sýninu kemur mólþungi þeirra einnig fram. Þau sýni sem voru send í 

massagreiningu voru frostþurrkuð til að fjarlægja allan leysi úr þeim. Sýnunum 

var komið fyrir í lítil skrúftappaglös og farið var með þau til Sigríðar Jónsdóttur, 

fræðimanns á raunvísindastofnum, sem framkvæmdi massagreininguna.  

  



 

41 
 

4. NIÐURSTÖÐUR 

4.1 Petrosia crassa (22.08.11#1) 

4.1.1 Úrhlutun á segulhræru 

Þurrvigt svampsins fyrir vinnslu var 275,50 g. Eftir úrhlutun á segulhræru var 

þyngd úrdráttarins 64,71 g. Hluta af úrdrættinum, eða 3,66 g, var komið fyrir í 

skrúftappaglasi og það geymt í kæli.  

4.1.2 Úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu 

Notað var 61,05 g af úrdrættinum í úrhlutun með aðlagaðri Kupchan 

aðgreiningu. Við úrhlutunina fengust fjórir misskautaðir úrdrættir. Upplýsingar 

um þyngd þeirra og heimtur má finna í töflu 7.  

Tafla 7. Magn og heimtur úrdráttanna eftir úrhlutun á segulhræru og 
úrhlutun með aðlagaðri kupchan aðgreiningu. Eftir úrhlutun á segulhræru 
var magn úrdráttarins 64,71 g. Mestur hluti þess var notaður í úrhlutun með 
aðlagaðri Kupchan aðgreiningu og fengust úr því fjórir misskautaðir úrdrættir.  

Úrdráttur Magn (g) Heimtur (%) 

Fyrsti úrdráttur 64,71 23,5 

Úrdráttur A 8,03 13,2 

Úrdráttur BC 1,69 2,8 

Úrdráttur D 9,31 15,2 

Úrdráttur E 19,85 32,5 

 

4.1.2.1 Þunnlagsgreining eftir aðlagaða Kupchan úrhlutun 

Þunnlagsgreining var gerð á úrdráttunum 22.08.11#1-A, BC, D og E, sjá myndir 

15-18. 
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Mynd 15. TLC plötur af úrdrætti 22.08.11#1 ásamt úrdráttum 22.08.11#1-A, 
BC, D og E eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu. Báðar 
myndir sýna úrdrættina þar sem notaður var ferðafasi í hlutföllunum 97:3 af 
DKM/MeOH. Mynd 15.A sýnir úrdrættina þar sem framkallað var með 
nínhýdrínlausn. Mynd 15.B sýnir úrdrættina þar sem framkallað var með 
anísaldehýðlausn. 

 

 

Mynd 16. TLC plötur af úrdrætti 22.08.11#1 ásamt úrdráttum 22.08.11#1-A, 
BC, D og E eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu. Báðar 
myndir sýna úrdrættina þar sem notaður var ferðafasi í hlutföllunum 80:20 af 
DKM/MeOH. Mynd 16.A sýnir úrdrættina þar sem framkallað var með 
nínhýdrínlausn. Mynd 16.B sýnir úrdrættina þar sem framkallað var með 
anísaldehýðlausn. 
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Mynd 17. TLC plötur af úrdrætti 22.08.11#1 ásamt úrdráttum 22.08.11#1-A, 
BC, D og E eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu. Báðar 
myndir sýna úrdrættina þar sem notaður var ferðafasi í hlutföllunum 64:50:10 af 
DKM/MeOH/ammóníum hýdroxíð. Mynd 17.A sýnir úrdrættina þar sem 
framkallað var með nínhýdrínlausn. Mynd 17.B sýnir úrdrættina þar sem 
framkallað var með anísaldehýðlausn. 

Rauðleitan lit má sjá á myndum 15.A, 16.A og 17.A í öllum úrdráttum þegar 

framkallað var með nínhýdrínlausn. Á myndum 15.B, 16.B og 17.B má sjá 

fjólubláa og rauðleita bletti í öllum úrdráttum þegar framkallað var með 

anísaldehýðlausn. 

 

Mynd 18. TLC plata af úrdráttunum 22.08.11#1-A, BC, D og E eftir Kupchan 
úrhlutun. Framkallað var með dragendorff lausn. 

Á mynd 18 má sjá appelsínugulan lit í úrdráttum þegar framkallað var með 

Dragendorff lausn.  
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4.1.3 In vitro krabbameinsfrumuprófun  

Áhrif úrdráttanna 22.08.11#1-A, BC, D og E á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í 

rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 8 þar sem prósenta 

lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í viðauka C. 

Tafla 8. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun á úrdráttum 22.08.11#1-
A, BC, D og E. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og niðurstöður gefnar í 
prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-A 106 

22.08.11#1-BC 126 

22.08.11#1-D 116 

22.08.11#1-E 112 

Þrátt fyrir að enginn úrdráttur var með prósentu lifun undir eða í kringum 50% 

voru úrdrættir 22.08.11#1-D og 22.08.11#1-BC valdir til frekari aðgreiningar. 

Valið byggðist á því að mestar líkur á að finna áhugaverð annars stigs efni eru í 

þessum úrdráttum (Camp, Davis, Campitelli, Ebdon og Quinn, 2012). 

4.1.4 Kjarnsegulgreining (NMR) 

Tekin voru prótónuróf af úrdráttunum 22.08.11#1-A, BC, D og E til að hafa 

einskonar fingrafar af úrdráttunum. Í viðauka D má sjá prótónurófin þar sem 

fram kemur magn hvers úrdrátts og hvaða leysar voru notaðir til að leysa þá 

upp.  

4.2 Fraktion 22.08.11#1-D 

4.2.1 Fastfasasúluskiljun 

Til að fá frekari aðgreiningu á úrdrætti 22.08.11#1-D var gerð fastfasasúluskiljun 

á Phenomenex Strata SI-1 súlu. Til að finna heppilegan ferðafasa var gerð 

þunnlagsgreining fyrir súluskiljunina.  

4.2.1.1 Þunnlagsgreining fyrir fastfasasúluskiljun 

Prófaður var ferðafasi í mismunandi hlutföllunum af DKM, MeOH, vatni og 

ammóníum hýdroxíð, sjá myndir 19 og 20. TLC plötur með ferðafasa í 

hlutföllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1 af DKM, MeOH og ammóníum 

hýdroxíð má sjá í viðauka A.  
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Mynd 19. TLC plötur af úrdrætti 22.08.11#1-D með mismunandi hlutfall af 
ferðafasa, framkallað með nínhýdrínlausn. Mynd 19.A sýnir ferðafasann í 
hlutföllunum 64:50:10 af DKM, MeOH og vatni. Mynd 19.B sýnir ferðafasann í 
hlutföllunum 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð. 
 

 

Mynd 20. TLC plötur af úrdrætti 22.08.11#1-D með mismunandi hlutfall af 
ferðafasa, framkallað með anísaldehýðlausn. Mynd 20.A sýnir ferðafasann í 
hlutföllunum 64:50:10 af DKM, MeOH og vatni. Mynd 20.B sýnir ferðafasann í 
hlutföllunum 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð. 

 
Ákveðið var að prófa ferðafasa með blöndu af DKM, MeOH, vatni í hlutfallinu 

64:50:10 og DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutfallinu 64:50:10:1. 

Betri aðgreiningu var að fá þegar notaður var basi þar sem efnið virðist ferðast 
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lengra upp TLC plötuna með þeirri samsetningu og því var sá ferðafasi notaður 

í fastfasasúluskiljunina.  

4.2.1.2 Þunnlagsgreining eftir fastfasasúluskiljun 

Eftir súluskiljun var fjórða til fimmta hvert glas spottað á TLC plötu til að sjá 

dreifingu efnanna, sjá mynd 21. 

 
Mynd 21. TLC plötur af fraktion 22.08.11#1-D eftir fastfasasúluskiljun. 
Spottað var fjórða til fimmta hvert glas. Ferðafasinn var blanda af DKM, MeOH, 
vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutfallinu 64:50:10:1. Mynd 21.A sýnir plötu eftir 
að hún var framkölluð með nínhýdrínlausn. Mynd 21.B sýnir plötu eftir að hún 
var framkölluð með anísaldehýðlausn. 

Sameinað var í glös eftir TLC plötum á mynd 21 og í töflu 9 má sjá hvaða glös 

voru sameinuð og hverjar heimturnar voru.  

Tafla 9. Fraktionir sem fengust úr fastfasasúluskiljun á úrdrátt 22.08.11#1-
D, hvaða glös voru sameinuð og heimtur. Notast var við ísókratískt kerfi þar 
sem ferðafasinn var blanda af af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í 
hlutfallinu 64:50:10:1. 

Fraktion Glös sameinuð Heimtur (mg) 

22.08.11#1-D-SPE 1 1-14 1173,31 

22.08.11#1-D-SPE 2 15-28 1395,61 

22.08.11#1-D-SPE 3 29-42 93,77 

22.08.11#1-D-SPE 4 43-66 127,40 

22.08.11#1-D-SPE 5 67-80 84,30 

22.08.11#1-D-SPE 6 81-96, 114-116 157,20 

22.08.11#1-D-SPE 7 97-113 99,03 
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4.2.1.3 Þunnlagsgreining eftir sameiningu fraktiona eftir fastfasasúluskiljun 

Eftir sameiningu voru fraktionirnar spottaðar á TLC plötu til að sjá hvernig tókst 

að aðgreina efnin, sjá mynd 22. 

 

Mynd 22. TLC plötur af fraktionum 22.08.11#1-D-SPE 1-7. Ferðafasinn sem 
var notaður var blanda af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í 
hlutföllunum 64:50:10:1. Mynd 22.A sýnir TLC plötu eftir framköllun með 
nínhýdrínlausn. Mynd 22.B sýnir TLC plötu eftir framköllun með 
anísaldehýðlausn. 

Á mynd 22 má sjá rauðleitan lit í öllum fraktionum eftir framköllun með 

nínhýdrínlausn og fjólubláan eða rauðleitan lit í öllum fraktionum eftir framköllun 

með anísaldehýðlausn. 

4.2.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 1-7 á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt 

voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 10 þar sem prósenta 

lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í viðauka C. 
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Tafla 10. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófunum á fraktionum 
22.08.11#1-D-SPE 1-7. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og niðurstöður 
eru gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-D-SPE 1 89 

22.08.11#1-D-SPE 2 102 

22.08.11#1-D-SPE 3 93 

22.08.11#1-D-SPE 4 102 

22.08.11#1-D-SPE 5 89 

22.08.11#1-D-SPE 6 97 

22.08.11#1-D-SPE 7 87 

Engin fraktion var með prósentu lifun undir eða í kringum 50% var en þrátt fyrir 

það voru valdar tvær fraktionir út frá þunnlagsgreiningu og vegna þess magns 

sem fékkst úr súluskiljun til frekari aðgreiningar. Það voru fraktionir 22.08.11#1-

D-SPE 1 og 22.08.11#1-D-SPE 2. Þær voru keyrðar í gegnum SPE súluskiljun 

og svo sendar í frumuprófanir til að meta hvort þær myndu sýna meiri virkni eftir 

frekari aðgreiningu.  

4.3 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 

4.3.1 Fastfasasúluskiljun 

Fastfasasúluskiljun var gerð til að aðgreina fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 þar 

sem notast var við sama ísókratíska kerfið og notað var fyrir úrdrátt 22.08.11#1-

D. Notuð var Phenomenex Strata SI-1 súla. Ferðafasinn var því sá sami, eða 

blanda af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð í hlutfallinu 64:50:10:1.  

Magn efnis sem fór á súluna var 480,73 mg sem var uppleyst í ferðafasa, DKM 

og MeOH.  

4.3.1.1 Þunnlagsgreining eftir SPE súluskiljun. 

Eftir súluskiljun var fjórða til fimmta hvert glas spottað á TLC plötu til að sjá 

dreifingu efnanna, sjá mynd 23. 
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Mynd 23. TLC plötur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1. Notaður var ferðafasi í 
hlutfallinu 64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð. Mynd 23.A 
sýnir TLC plötuna eftir að framkallað var með nínhýdrínlausn. Mynd 23.B sýnir 
TLC plötuna eftir að framkallað var með anísaldehýðlausn. 

 
Eftir þunnlagsgreininguna var fraktion 22.08.11#1-D-SPE 1 skipt í níu fraktionir, 

sjá töflu 11. 

Tafla 11. Fraktionir sem fengust úr fastfasasúluskiljun á fraktion 
22.08.11#1-D-SPE 1, hvaða glös voru sameinuð og heimtur. Notast var við 
ísókratískt kerfi þar sem ferðafasinn var blanda af DKM, MeOH, vatni og 
ammóníum hýdroxíð í hlutfallinu 64:50:10:1. 

Fraktion Glös sameinuð Heimtur (mg) 

22.08.11#1-D-SPE 1 – I 1 – 7  146,80 

22.08.11#1-D-SPE 1 – II 8 – 12  178,13 

22.08.11#1-D-SPE 1 – III 13 – 17 52,51 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IV 18 – 22 11,16 

22.08.11#1-D-SPE 1 – V 23 – 32 5.09 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VI   33 – 42  3,23 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VII   43 – 57  1,35 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VIII   58 – 72  0,87 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IX   73 – 99  2,54 

Þar sem magn af efni sem fór á súluna var 480,73 mg voru heimtur eftir SPE 

súluskiljun 84%.  

4.3.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 1-I-IX á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í 

rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 12 þar sem 

prósenta lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í 
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viðauka C. Fraktionirnar höfðu lítil sem engin áhrif á lifun 

krabbameinsfrumnanna og því var ekki haldið áfram með upphreinsun á þeim. 

Tafla 12. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófunum á fraktionum 
22.08.11#1-D-SPE 1-I-IX. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður eru gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-D-SPE 1 – I 90 

22.08.11#1-D-SPE 1 – II 106 

22.08.11#1-D-SPE 1 – III 91 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IV 82 

22.08.11#1-D-SPE 1 – V 88 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VI   108 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VII   97 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VIII   70 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IX   79 

 

4.4 Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 

4.4.1 Fastfasasúluskiljun 

Fastfasasúluskiljun var gerð til að aðgreina fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2. Notuð 

var öfugfasa súla, Phenomenex Strata X. Magn efnis sem fór á súluna var 

841,11 mg sem var uppleyst í ferðafasa. Til að finna heppilegan ferðafasa var 

gerð þunnlagsgreining fyrir súluskiljun. 

4.4.1.1 Þunnlagsgreining fyrir SPE súluskiljun 

Gerð var þunnlagsgreining á fraktioninni til að finna heppilegan ferðafasa. 

Notaðar voru öfugfasa TLC (RP-TLC) plötur þar sem mismunandi hlutfall af 

DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð var prófað sem ferðafasi, sjá RP-TLC 

plötur í viðauka A. Það hlutfall sem sýndi bestu aðgreininguna í þeirri 

þunnlagsgreiningu var 80:20:1, sjá mynd 24, en talið var að enn betri 

aðgreiningu væri að fá með aðeins minna skautuðum ferðafasa og því var 

ákveðið að nota ferðafasa í hlutfallinu 75:25:1 af DKM, MeOH og ammóníum 

hýdroxíð. 
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Mynd 24. RP-TLC plötur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 með ferðafasann í 
hlutfallinu 80:20:1 af DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð. Mynd 24.A sýnir 
RP-TLC plötu framkallaða með nínhýdrínlausn. Mynd 24.B sýnir RP-TLC plötu 
framkallaða með anísaldehýðlausn. 
 

4.4.1.2 Þunnlagsgreining eftir fastfasasúluskiljun  

Eftir súluskiljun var fjórða til fimmta hvert glas spottað á RP-TLC plötur til að sjá 

dreifingu efnanna, sjá myndir 25 og 26. 

 

Mynd 25. RP-TLC plötur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 eftir 
fastfasasúluskiljun. Notaður var ferðafasi í hlutfallinu 75:25:1 af DKM, MeOH 
og ammóníum hýdroxíð. Mynd 25.A sýnir RP-TLC plötuna eftir að framkallað 
var með nínhýdrínlausn. Mynd 25.B sýnir RP-TLC plötuna eftir að framkallað 
var með anísaldehýðlausn. 
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Mynd 26. RP-TLC plötur af fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 eftir 
fastfasasúluskiljun. Notaður var ferðafasi í hlutfallinu 80:20:1 af MeOH, vatni 
og ammóníum hýdroxíð. Mynd 26.A sýnir RP-TLC plötuna eftir að framkallað 
var með nínhýdrínlausn. Mynd 26.B sýnir RP-TLC plötuna eftir að framkallað 
var með anísaldehýðlausn. 

 
Fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 var skipt í tíu fraktionir, sjá töflu 13. 

Þunnlagsgreiningin sýndi ekki góðan aðgreiningu á efninum en þegar 

fraktionunum var skipt niður var farið eftir þunnlagsgreiningunni og litamyndun í 

glösunum.  

Tafla 13. Fraktionir sem fengust úr fastfasasúluskiljun á fraktion 
22.08.11#1-D-SPE 2, hvaða glös voru sameinuð og heimtur. Fyrstu fimm 
fraktionir komu úr SPE súluskiljun þar sem notaður var ferðafasi í hlutafallinu 
75:25:1 af DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð og seinni fimm fraktionirnar 
komu úr SPE súluskiljun þar sem notaður var ferðafasi í hlutfallinu 80:20:1 af 
MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð. 

Fraktion Glös sameinuð Heimtur (mg) 

22.08.11#1-D-SPE 2 – I 1 – 2  80,15 

22.08.11#1-D-SPE 2 – II 3 – 4  10,75 

22.08.11#1-D-SPE 2 – III 5 – 10 1,13 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IV 11 – 25 0,99 

22.08.11#1-D-SPE 2 – V 26 – 34 0,86 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VI 36 – 37  301,51 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VII 38 – 48  241,09 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VIII 49 – 63 2,92 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IX 64 – 80 1,68 

22.08.11#1-D-SPE 2 – X 81 – 94 0,90 
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Þar sem magn af efni sem fór á súluna var 841,11 mg voru heimtur eftir 

fastfasasúluskiljun 76%.  

4.4.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-D-SPE 2-I-X á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt 

voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 14, þar sem prósenta 

lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í viðauka C. 

Fraktionirnar höfðu lítil sem engin áhrif á lifun krabbameinsfrumnanna og því var 

ekki haldið áfram með upphreinsun á þeim. 

Tafla 14. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun á fraktionum 
22.08.11#1-D-SPE 2-I-X. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-D-SPE 2 – I 110 

22.08.11#1-D-SPE 2 – II 102 

22.08.11#1-D-SPE 2 – III 86 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IV 99 

22.08.11#1-D-SPE 2 – V 113 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VI   104 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VII   90 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VIII   82 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IX   90 

22.08.11#1-D-SPE 2 – X   113 

 

4.5 Fraktion 22.08.11#1-BC 

4.5.1 Flash súluskiljun   

Frekari hreinsun á úrdrætti 22.08.11#1-BC var gerð með flash súluskiljun. 

Framkvæmdar voru tvær súluskiljanir þar sem takmarkað efni kemst á súluna í 

einu. Í fyrri súluskiljun var notað 243,00 mg af úrdrætti BC og í seinni súluskiljun 

var notað 249,78 mg. Notaðir voru ferðafasarnir DKM og MeOH í mismunandi 

hlutföllum. Upplýsingar um hlutföll og magn þeirra má finna í töflu 15. 

 



 

54 
 

Tafla 15. Magn og hlutföll ferðafasa í flash súluskiljun á úrdrætti 
22.08.11#1-BC. Magn ferðfasa gefin upp fyrir báðar flash súluskiljanir. 

Ferðafasar og hlutföll þeirra 
Magn (mL) fyrir fyrri 

súluskiljun 
Magn (mL) fyrir seinni 

súluskiljun 

DKM 100%  265 250 

DKM:MeOH 99:1 310 400 

DKM:MeOH 97:3 265 400 

DKM:MeOH 95:5 310 400 

DKM:MeOH 80:20 410 400 

MeOH 100% 1000 1500 

 

4.5.1.1 Þunnlagsgreining eftir flash súluskiljun 

Eftir súluskiljanir var fimmta hvert glas spottað á TLC plötur til að skoða 

dreifingu efnanna í fraktionunum. TLC plötur frá fyrri súluskiljun má sjá á mynd 

27. TLC plötur frá seinni súluskiljun má finna í viðauka A.  

 

Mynd 27. TLC plötur frá fyrri flash súluskiljun á úrdrætti 22.08.11#1-BC. 
Notaður var ferðafasi í hlutfallinu 97:3 af DKM og MeOH. Framkallað var með 
anísaldehýðlausn. 

Reynt var að sameina í glös eftir TLC plötum en ekki var nógu mikil aðgreining 

á efnunum til að einungis væri farið eftir þeim. Því var aðallega farið eftir 

litabreytingum í glösunum. Í töflu 16 má sjá hvaða glös voru sameinuð og 

hverjar heimturnar voru.  
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Tafla 16. Fraktionir sem fengust úr flash súluskiljun á úrdrætti 22.08.11#1-
BC. Hvaða glös voru sameinuð og heimtur eftir báðar flash súluskiljanir. 

Fraktion 
Glös sameinuð úr 
fyrri súluskiljun 

Glös sameinuð úr 
seinni súluskiljun 

Heimtur (mg) 

220811#1-BC-flash 1 1-10 1-10 47,67 

220811#1-BC-flash 2 11-21 11-29 17,80 

220811#1-BC-flash 3 22-78 30-55 24,19 

220811#1-BC-flash 4 79-112 56-102 81,99 

220811#1-BC-flash 5 113-137 103-150 36,19 

220811#1-BC-flash 6  151-192 74,88 

220811#1-BC-flash 7  193-210 32,46 

220811#1-BC-flash 8 138-170  43,95 

220811#1-BC-flash 9   82,01 

220811#1-BC-flash 10   2,00 

Það magn sem fór á súluna var 492,78 mg og heildarvigt fraktionanna var 

443,14 mg og því voru heimtur 89% eftir flash súluskiljunina.   

4.5.1.2 Þunnlagsgreining eftir sameiningu fraktiona eftir flash súluskiljun 

Eftir sameiningu glasanna voru fraktionirnar spottaðar á TLC plötur, sjá myndir 

28 og 29. 



 

56 
 

 

Mynd 28. TLC plötur af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eftir 
sameiningu. Notaður var ferðafasi í hlutföllunum 95:5 af DKM og MeOH. Mynd 
28.A sýnir TLC plötu þar sem framkallað var með nínhýdrínlausn. Mynd 28.B 
sýnir TLC plötu þar sem framkallað var með anísaldehýðlausn. 

 
Á mynd 28.A má sjá rauðleitan lit í fraktionum 22.08.11#1-BC-Flash 1, 4, 5, 6, 7 

og 8, eftir framköllun með nínhýdrín lausn. Á mynd 28.B má sjá fjólubláa liti í 

öllum fraktionum eftir framköllun með anísaldehýð lausn. 

 

Mynd 29. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eftir 
sameiningu. Framkallað var með Dragendorff lausn. 

 
Á mynd 29 má sjá appelsínugulan lit í öllum fraktionum eftir að framkallað var 

með Dragendorff lausn. 

4.5.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 1-9 á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt 

voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 17, þar sem prósenta 
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lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í viðauka C ásamt 

mynd af fraktionum á plötu fyrir ljósmælingu.  

Tafla 17. Niðurstöður úr  krabbameinsfrumuprófun á fraktionum 
22.08.11#1-BC-flash 1-9. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður eru gefnar í prósentu lifun.  

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-BC-Flash 1 103 

22.08.11#1-BC-Flash 2 52 

22.08.11#1-BC-Flash 3 136 

22.08.11#1-BC-Flash 4 85 

22.08.11#1-BC-Flash 5 116 

22.08.11#1-BC-Flash 6 126 

22.08.11#1-BC-Flash 7 138 

22.08.11#1-BC-Flash 8 127 

22.08.11#1-BC-Flash 9 119 

 

Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var með lægstu frumulifunina, eða 52%, og 

fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var því næst með 85% frumulifun. Því var 

ákveðið að aðgreina þær fraktionir enn frekar. Þær voru keyrðar í gegnum 

HPLC, aðgreindar niður í fleiri fraktionir, sendar í frumuprófanir og loks voru 

virkustu fraktionirnar sem litu út fyrir að vera voru tiltölulega hreinar út frá HPLC 

rófum sendar í NMR og massagreiningu. 

4.5.3 Kjarnsegulgreining (NMR)  

Tekin voru prótónuróf af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-10. Unnið var áfram 

með fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 2 og 22.08.11#1-BC-flash 4, prótónuróf 

þeirra má sjá á myndum 30 og 31. Þar kemur fram magn hverrar fraktionar sem 

notað var í kjarnsegulgreiningunni og hvaða leysar voru notaðir til að leysa þá 

upp. Prótónuróf fyrir hinar fraktionirnar má sjá í viðauka D.  
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Mynd 30. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notað var 5,02 mg af 
fraktioninni og hún leyst upp í klóróform-d. 

 

 

 

Mynd 31. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notað var 6,49 mg af 
fraktioninni og hún leyst upp í klóróform-d. 
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4.6 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 

4.6.1 Magnbundin háþrýstivökvaskiljun (preparative HPLC) 

Frekari aðgreining var gerð á fraktion BC-flash 2 með HPLC. Fyrst var efnið 

keyrt í gegnum GL-Science Inertsil-NH2 súlu með mismunandi hlutfall af 

ferðafasa. Betri aðgreining fékkst þegar notuð var Phenomenex LUNA-C18 súla 

og prófað var að keyra hana með mismunandi hlutfall af ferðafösunum, sjá töflu 

18. Frekari upplýsingar um þróun aðferðar má finna í viðauka C ásamt myndum 

af HPLC rófunum.  

Tafla 18. Ferðafasar og hlutfall þeirra í HPLC keyrslu á fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 3 með LUNA-C18 súlu. Þegar þróuð var HPLC aðferð til frekari 
aðgreiningar á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 var notuð LUNA-C18 súla og 
ferðafasinn ASN/vatn í ýmsum hlutföllum, ásamt einni keyrslu þar sem 
mismunandi hlutfall ferðafasans var í sömu keyrslu. 

Ferðafasar Hlutföll 

ASN : vatn 80:20 

ASN : vatn 90:10 

ASN : vatn 70:30, 90:10,70:30 

 

Það hlutfall sem kom best út var 90:10 af ASN/vatni og var það keyrt í gegnum 

HPLC fjórum sinnum. Átta fraktionum var safnað og var þeim safnað eftir hverja 

keyrslu og þær svo sameinaðar, sjá mynd 32. 

 

Mynd 32. HPLC keyrsla á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var súla 
LUNA-C18 með ferðafasa í hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. Þetta er dæmi um 
eina keyrslu af fjórum þar sem safnað var átta fraktionum. 
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Eftir sameiningu fraktionanna var leysirinn inngufaður frá, fraktionir vigtaðar og 

þær sendar í krabbameinsfrumuprófun. 

4.6.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun  

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 2 I-VIII á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í 

rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 19, þar sem 

prósenta lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í 

viðauka C. Fraktionirnar höfðu lítil sem engin áhrif á lifun 

krabbameinsfrumnanna og því var ekki haldið áfram með upphreinsun á þeim. 

Tafla 19. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun fyrir fraktionir 
22.08.11#1-BC-flash 2 I-VIII. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður eru gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-BC-Flash 2 I 106 

22.08.11#1-BC-Flash 2 II 110 

22.08.11#1-BC-Flash 2 III 112 

22.08.11#1-BC-Flash 2 IV 96 

22.08.11#1-BC-Flash 2 V 68 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VI 112 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VII 111 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VIII 93 

 

4.7 Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 

4.7.1 Magnbundin háþrýstivökvaskiljun  

Frekari aðgreining var gerð á fraktion BC-flash 4 með HPLC. Notuð var súlan 

LUNA-C18 og keyrt var í mismunandi hlutfalli af ferðafasanum ASN/vatni, sjá 

töflu 20. Frekari upplýsingar um þróun aðferðar má finna í viðauka C ásamt 

myndum af HPLC rófunum.  

Tafla 20. Ferðafasar og hlutföll þeirra í HPLC keyrslu á fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 3 með LUNA-C18 súlu. Þegar þróuð var HPLC aðferð til frekari 
aðgreiningar á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 var LUNA-C18 notuð og 
ferðafasinn ASN/vatni í ýmsum hlutföllum. 

Ferðafasar Hlutföll 

ASN : vatn 82:18 

ASN : vatn 87:13 

ASN : vatn 90:10 
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Það hlutfall sem komst best út var 90:10 af ASN/vatni og var það keyrt í 

gegnum HPLC fjórum sinnum. Tíu fraktionum var safnað og var þeim safnað 

eftir hverja keyrslu og þær svo sameinaðar, sjá mynd 33.  

 

Mynd 33. HPLC keyrsla á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notuð var súla 
LUNA-C18 með ferðafasa í hlutfallinu 90:10 af ASN/vatni. Þetta er dæmi um 
eina keyrslu af fjórum þar sem tíu toppum var safnað. 

 
Eftir sameiningu fraktionanna var leysirinn inngufaður frá, fraktionir vigtaðar og 

þær sendar í krabbameinsfrumuprófanir.  

4.7.2 Aðskilnaður toppa í fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX  

Eins og sést á mynd 33 er toppur IX tveir óaðskildir toppar. Því var ákveðið að 

keyra fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX í gegnum HPLC. Það mynduðust fjórir 

toppar, sjá mynd 34.  
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Mynd 34. HPLC keyrsla á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV til að aðskilja 
toppinn. Notuð var súla LUNA-C18 með ferðafasa í hlutfallinu 90:10 af 
ASN/vatni. Þetta er dæmi um eina keyrslu af fjórum þar sem fjórum fraktionum 
var safnað. 

Fraktionir 3 og 4 koma á svipuðum tíma út af súlunni og fraktion 22.08.11#1-

BC-flash 4-IX og bendir það til þess að hægt sé að aðgreina þessa tvo toppa. 

Leysir var inngufaður frá og fraktionir vigtaðar. Vigt fraktionanna var ekki 

mælanleg og því var notaður ferðafasi til að færa fraktionirnar yfir í önnur 

skrúftappaglös og vigtað aftur. Ekki tókst að vigta þessar fraktionir og því var 

ekki haldið áfram að vinna með fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX. 

4.7.3 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif fraktiona 22.08.11#1-BC-flash 4 I-X á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í 

rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 21, þar sem 

prósenta lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í 

viðauka C. 
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Tafla 21. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun á fraktion 22.08.11#1-
BC-flash 4 I-X. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og niðurstöður eru 
gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

22.08.11#1-BC-Flash 4 I 84 

22.08.11#1-BC-Flash 4 II 75 

22.08.11#1-BC-Flash 4 III 80 

22.08.11#1-BC-Flash 4 IV 54 

22.08.11#1-BC-Flash 4 V 88 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 82 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VII 66 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VIII 83 

22.08.11#1-BC-Flash 4 IX 59 

22.08.11#1-BC-Flash 4 X 120 

 

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru með 

lægstu prósentu frumulifunina, eða 54% og 66%. Þær voru sendar í 

kjarnsegulgreiningu þar sem tekin voru prótónuróf (1H; 400 MHz) með það fyrir 

augum að greina efnabyggingu þeirra. 

4.7.4 Ákvörðun á 50% hindrunaráhrifum (IC50) 

IC50 gildið fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV var reiknað með ED50plus 

worksheet fyrir MS excel og samkvæmt þeim útreikningum var IC50 gildið 28,9 

µg/mL. Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII var einnig send í prófun til að 

ákvarða IC50 gildið en niðurstöðurnar bentu til þess að  IC50 gildið sé fyrir ofan 

efsta styrkinn sem var prófaður, s.s. hærra en 50 µg/mL. 

Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má finna í viðauka C ásamt grafi þar sem 

prósenta lifunar var teiknað sem fall af styrk fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-

IV.  

4.7.5 Þunnlagsgreining á fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-

BC-flash 4-VII 

Til að athuga hvort að þessar fraktionir innihaldi einhverskonar lípíð eða 

glýkólípíð voru gerðar þunnlagsgreiningar á fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-

IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII þar sem notaðir voru framköllunarvökvarnir 
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phosfómólýbdik sýrulausn (Vasta og Sherma, 2008) og naphthóresorcinól lausn 

(Meyer, Kimura og Mueller, 1966), sjá myndir 35 og 36.  

 

Mynd 35. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-
BC-flash 4-VII framkallað með phosfómólýbdik sýrulausn. Ferðafasinn var 
blandaður af DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð í hlutföllunum 40:10:1. 

Dökkir blettir sem myndast á TLC plötu bendir til þess að lípíð séu að finna í 

báðum fraktionum en ferðafasinn virðist ekki færa efnin upp af grunnlínu.  

 

Mynd 36. TLC plata af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-

BC-flash 4-VII framkallað með naphthóresorcinól lausn. Ferðafasinn var 

blandaður af DKM, MeOH og vatni í hlutföllunum 64:25:4. 

Dökku blettirnir sem myndast hvorki staðfesta né útiloka að sykrur séu að finna í  

fraktionunum. Ferðafasinn er skautaður og virðist hann ekki færa efnin upp af 

grunnlínu. 
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4.7.6 Kjarnsegulgreining 

Þær tvær fraktionir sem voru sendar í IC50 mælingar voru þær fraktionir sem 

voru virkastar og samkvæmt HPLC rófi virkuðu tiltölulega hrein efni. Því var 

ákveðið að senda þær fraktionir, 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-

flash 4-VII, í kjarnsegulgreiningu. Einnig var leysirinn, klóróform-d, sendur í 

kjarnsegulgreiningu fyrir notkun þar sem tekið var prótónuróf til að meta 

óhreinindi í leysinum, sjá viðauka D. Tekin voru prótónuróf af fraktionunum en 

þar sem takmarkað magn af efni var til tókst ekki að fá kolefnisróf né tvívíð róf.  

Því var reynt að greina byggingarþætti út frá prótónurófunum en ekki er unnt að 

byggingarákvarða efnin út frá þessum prótónurófum eingöngu, sjá myndir  37 

og 38.  

 

Mynd 37. Prótónuróf (1H;400 MHz) af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV. 
Notað var 2,82 mg af fraktioninni og hún leyst upp í klóróform-d. Inn á myndina 
eru merktir þeir hópar sem eru taldir standa að baki toppanna. 
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Mynd 38. Prótónuróf (1H;400 MHz) af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII. 
Notað var 9,08 mg af fraktioninni og hún leyst upp í klóróform-d. Inn á myndina 
eru merktir þeir hópar sem eru taldir standa að baki toppanna. 

Prótónurófin benda til þess að um einhverskonar fitusækin efni sé að ræða. 

Topparnir sem myndast við 0,60-1,50 ppm geta hugsanlega verið metýlhópar 

og toppar sem myndast við 1,50-3,00 ppm geta verið prótónur CH2 hópa í 

sterólbyggingu. Toppar sem myndast á bilinu 3,00-4,00 ppm geta verið prótónur 

hýdroxýlhópa eða CHOH í sterólbyggingu. Prótónur asetýl hópa geta einnig 

myndast á bili 3,50-5,00 ppm. Toppar sem myndast á bilinu 5,00-6,00 ppm geta 

verið prótónur í tvítengjum sterólbyggingar.  

4.7.7 Massagreining 

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru sendar í 

massagreiningu. Vitað var að sýnin leystust upp í MeOH og um 0,5 mg af 

efnunum var sent í massagreiningu. Ekki reyndist unnt að greina mólþyngd 

efnanna út frá massarófunum þar sem að efnin virðast ekki vera hrein. 

Massarófin má sjá í viðauka E.  
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4.8 Halichondria sitiens (01.10.10#3) 

Notaður var úrdráttur af svampinum frá fyrri rannsókn. Úr 164,9 g af 

frostþurrkuðum svampi fengust 20,8 g af DKM:MeOH úrdrætti. Notuð voru 

11,21 g af þeim úrdrætti til frekari þáttunar í þessu verkefni. 

4.8.1 Úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu 

Við úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu fengust fimm misskautaðir 

úrdrættir. Upplýsingar um þyngd og heimtur má finna í töflu 22.  

Tafla 22. Magn og heimtur úrdráttanna 01.10.10#3-A, A2, BC, D og E eftir 
úrhlutun með aðlagaðri Kupchan úrhlutun. Magn og heimtur  fimm 
mismunandi skautaðra úrdrátta eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan 
aðgreiningu.  

Úrdráttur Magn (mg) Heimtur (%) 

Úrdráttur A 1.904 17,0 

Úrdráttur A2 264,8 2,4 

Úrdráttur BC 564,88 5,0 

Úrdráttur D 177 1,6 

Úrdráttur E 3.423 30,5 

 

4.8.1.1 Þunnlagsgreining eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu 

TLC plötur voru gerðar fyrir úrdrættina A, A2, BC, D og E, sjá myndir 39 og 40.  
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Mynd 39. TLC plötur af úrdráttunum 01.10.10#3-A, A2, BC, D og E eftir 
úrhlutun með Kupchan aðgreiningu. Mynd 39.A sýnir úrdrátt A, A2 og BC þar 
sem ferðafasinn var í hlutföllunum 95:5 af DKM og MeOH, framkallað með 
nínhýdrínlausn. Mynd 39.B sýnir úrdrætti A, A2 og BC þar sem ferðafasinn var í 
hlutföllunum 95:5 af DKM og MeOH, framkallað með anísaldehýðlausn. Mynd 
39.C sýnir úrdrætti D og E þar sem ferðafasinn var í hlutföllunum 64:50:10:1 af 
DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð, framkallað með nínhýdrínlausn. 
Mynd 39.D sýnir úrdrættina D og E þar sem ferðafasinn var í hlutföllunum 
64:50:10:1 af DKM, MeOH, vatni og ammóníum hýdroxíð, framkallað með 
anísaldehýðlausn. 
 

Rauðleitan lit má sjá hjá öllum úrdráttunum þegar framkallað var með nínhýdrín 

lausn. Fjólubláan og rauðan lit má einnig sjá hjá öllum úrdráttunum þegar 

framkallað var með anísaldehýðlaun. 
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.  

Mynd 40. TLC plata af úrdráttunum 01.10.10#3-A, A2, BC, D og E eftir 
úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu. Framkallað var með 
Dragendorff lausn. 

Á mynd 40 má sjá appelsínugulan lit í öllum úrdráttum þegar framkallað var 

með Dragendorff lausn.  

4.8.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun  

Áhrif úrdráttanna 01.10.10#3-A, A2, BC, D og E á lifun SKBr3 

krabbameinsfrumna í rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í 

töflu 23, þar sem prósenta lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna 

sjálfra má sjá í viðauka C. Úrdráttur BC hafði töluverð áhrif á lifun 

krabbameinsfrumna, með lifun upp á 36%, og því var hann keyrður í gegnum 

flash súluskiljun til frekari aðgreiningar. Prótónuróf af úrdrætti BC má sjá í 

viðauka D. 

Tafla 23. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun á úrdráttunum 
01.10.10#3-A, A2, BC, D og E. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður gefnar í prósentu lifun. 

Fraktion Lifun (%) 

01.10.10#3-A 100 

01.10.10#3-A2 89 

01.10.10#3-BC 36 

01.10.10#3-D 93 

01.10.10#3-E 103 
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4.9 Fraktion 01.10.10#3-BC 

4.9.1 Flash súluskiljun   

Frekari hreinsun á fraktion 01.10.10#3-BC var gerð með flash súluskiljun. Notað 

var 564,88 mg af úrdrættinum. Notaðir voru ferðafasarnir DKM og MeOH í 

mismunandi hlutföllum. Upplýsingar um hlutföll og magn þeirra má finna í töflu 

24.  

Tafla 24. Magn og hlutföll ferðafasa í flash súluskiljun á úrdrætti 
01.10.10#3-BC. Magn ferðfasa gefin upp og hlutfall þeirra. 

Ferðafasar og hlutföll þeirra Magn (mL)  

DKM 100%  265 

DKM:MeOH 99:1 310 

DKM:MeOH 97:3 265 

DKM:MeOH 95:5 310 

DKM:MeOH 80:20 410 

MeOH 100% 1000 

 

4.9.1.1 Þunnlagsgreining eftir flash súluskiljun 

Eftir súluskiljanir var fimmta hvert glas spottað á TLC plötur til að skoða 

dreifingu efnanna úr úrdrættinum, sjá mynd 41.  

 

Mynd 41. TLC plötur frá flash súluskiljun á úrdrætti 01.10.10#3-BC. Notaður 
var ferðafasi í hlutfallinu 97:3 af DKM og MeOH. Á mynd 41.A má sjá TLC plötu 
þar sem framkallað var með nínhýdrínlausn. Á mynd 41.B má sjá TLC plötu þar 
sem framkallað var með anísaldehýðlausn. 
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Sameinað var í glös eftir TLC plötum á mynd 21 ásamt því að fara eftir 

litabreytingum í glösunum. Í töflu 25 má sjá hvaða glös voru sameinuð og 

hverjar heimturnar voru. 

Tafla 25. Fraktionir sem fengust úr flash súluskiljun á úrdrætti 01.10.10#3-
BC. Hvaða glös voru sameinuð og heimtur eftir flash súluskiljun. 

Fraktion Glös sameinuð Heimtur (mg) 

01.10.10#3-BC-flash 1 1-14 132,57 

01.10.10#3-BC-flash 2 15-32 126,41 

01.10.10#3-BC-flash 3 33-44 24,13 

01.10.10#3-BC-flash 4 45-59 10,36 

01.10.10#3-BC-flash 5 60-70 6,42 

01.10.10#3-BC-flash 6 71-88 102,5 

01.10.10#3-BC-flash 7 89-100 22,8 

01.10.10#3-BC-flash 8 101-125 69,50 

 
Það magn sem fór á súluna var 564,88 mg og heildarvigt fraktionanna var 

494,69 mg og því voru heimtur 88%.  

4.9.1.2 Þunnlagsgreining eftir sameiningu fraktiona eftir flash súluskiljun 

Eftir sameiningu glasanna voru fraktionirnar spottaðar á TLC plötur, sjá myndir 

42 og 43.  

 

Mynd 42. TLC plötur af fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 eftir 
sameiningu. Notaður var ferðafasi í hlutfallinu 95:5 af DKM og MeOH. Mynd 
42.A sýnir TLC plötu þar sem framkallað var með nínhýdrínlausn. Mynd 42.B 
sýnir TLC plötu þar sem framkallað var með anísaldehýðlausn. 
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Á mynd 42.A má sjá rauðleitan lit í fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 fyrir 

utan flash 2. Á mynd 42.B má sjá fjólubláa liti í öllum fraktionum. 

 

Mynd 43. TLC plata af fraktionum 01.10.10#3-BC-flash 1-8 eftir 
sameiningu. Framkallað með Dragendorff lausn. 

Á mynd 43 má sjá appelsínugulan lit í öllum úrdráttum, nema flash 2, eftir að 

framkallað var með Dragendorff lausn.  

4.9.2 In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Áhrif úrdráttanna 01.10.10#3-BC-flash 1-8 á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í 

rækt voru könnuð og niðurstöður ljósmælinga má sjá í töflu 26, þar sem 

prósenta lifunar var reiknuð. Niðurstöður ljósmælinganna sjálfra má sjá í 

viðauka C. 

Tafla 26. Niðurstöður úr krabbameinsfrumuprófun á fraktionum 
01.10.10#3-BC-flash 1-8. Notaðar voru SKBr3 krabbameinsfrumur og 
niðurstöður eru gefnar í prósentu lifun.  

Fraktion Lifun (%) 

01.10.10#3-BC-Flash 1 46 

01.10.10#3-BC-Flash 2 103 

01.10.10#3-BC-Flash 3 29 

01.10.10#3-BC-Flash 4 16 

01.10.10#3-BC-Flash 5 24 

01.10.10#3-BC-Flash 6 34 

01.10.10#3-BC-Flash 7 52 

01.10.10#3-BC-Flash 8 106 
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Fraktionir 01.10.10#3-BC-Flash 1, 3, 4, 5 og 6 voru allar með prósentu lifun 

undir 50%. Ekki var komist lengra í aðgreiningarferli með Halichondria sitiens. 

4.10 Flæðirit yfir ferlið 

Flæðirit yfir aðgreiningarferlin á svömpunum má sjá á myndum 44 og 45.   

 

Mynd 44. Flæðirit yfir framkvæmdarferli á Petrosia crassa. 
Aðgreiningarferlið sett upp í flæðirit þar sem fram kemur heimtur hverrar 
fraktionar. Úrdrættir og fraktionir sem unnið var með eru merkt með rauðu. 
 

 

  
Mynd 45. Flæðirit yfir framkvæmdarferli á Halichondria sitiens. 
Aðgreiningarferlið sett upp í flæðirit þar sem fram kemur heimtur hverrar 
fraktionar. Úrdrættir og fraktionir sem unnið var með eru merkt með rauðu..  
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5. UMRÆÐUR 

Í þessu verkefni var markmiðið að lýsa efnasamböndum úr svampinum Petrosia 

crassa en engar rannsóknir hafa verið birtar sem lýsa efnainnihaldi þessa 

svamps. Greint hefur verið frá þónokkrum annars stigs efnum úr ættkvíslinni 

Petrosia og þar á meðal efnum með æxlis- og krabbameinshemjandi virkni. Þá 

má meðal annars nefna ísókínólínin cribróstatín og renierón (Sandoval o.fl., 

2004), terpenóíðan strongylóphorín (Mohammed o.fl., 2008) og pólýasetýlenin 

dídeoxýpetrósýnól A og neopetróformýn A-D (Jung Sun Kim o.fl., 1999; Ueoka 

o.fl., 2009).  

Eftir úrhlutun á segulhræru og úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu var 

svampurinn aðgreindur í fjóra misskautaða úrdrætti (22.08.11#1-A, BC, D og E). 

Krabbameinsfrumuhemjandi virkni úrdráttanna var könnuð á SKBr3 

brjóstakrabbameinsfrumum in vitro í styrkleikanum 33 µg/mL. Úrdrættirnir sýndu 

lítil sem engin áhrif á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt þar sem prósenta 

frumulifunar var í kringum 100%. Þrátt fyrir þessar niðurstöður var ákveðið að 

aðgreina frekar úrdrætti BC og D. Valið byggðist á því að í öðrum Petrosia 

tegundum hafa fundist krabbameinsfrumuhemjandi efni og þar að auki eru 

mestar líkur  á að finna áhugaverð annars stigs efni í þessum úrdráttum (Camp 

o.fl., 2012).  

Úrdrættir A, BC, D og E eru blanda margra efna en samt sem áður voru þeir 

sendir í kjarnsegulmælingar. Það verður að hafa í huga að oft eru virk efni 

framleidd í litlu magni af lífverum og því getur verið erfitt að sjá einkennandi 

toppa í kjarnsegulgreinarófi þegar skoðaðir eru úrdrættir sem eru blanda margra 

efna. Þó er mikilvægt fyrir áframhaldandi einangrun að taka prótónuróf eftir 

hvert upphreinsunarskref í einangrunarferlinu. 

Upphreinsun á úrdrætti D var gerð með fastfasasúluskiljun. Alls fengust sjö 

fraktionir eftir hreinsunina og voru fraktionir 22.08.11#1-D-SPE 1 og 

22.08.11#1-D-SPE 2 aðgreindar enn frekar með fastfasasúluskiljun. Alls fengust 

19 fraktionir eftir þá upphreinsun. Fraktionirnar sýndu lítil áhrif á lifun SKBr3 

krabbameinsfrumna í rækt og því var ekki unnið frekar með úrdrátt D. Hins 
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vegar er áhugavert að kanna hvaða efnasambönd eru að finna í þessum 

úrdrætti þó þau hafi ekki áhrif á lifun krabbameinsfrumna. Ef einangruð væru 

hrein efnasambönd úr úrdrættinum væri hægt að kanna hvort efnin hafi annars 

konar lífvirkni.  

Upphreinsun á úrdrætti BC var gerð með flash súluskiljun. Alls fengust tíu 

fraktionir eftir hreinsunina og til að kanna hugsanlegt efnainnihald þeirra var 

gerð þunnlagsgreining á fraktionunum. Framköllum með nínhýdrínlausn gefur til 

kynna að í fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1, 4, 5, 6, 7 og 8 er að finna 

amínósykrur, amínósýrur eða 1° eða 2° amín og framköllun með Dragendorff 

lausn bendir til þess að í fraktionunum sé að finna alkalóíða eða nítrógen 

sambönd. Framköllun með anísaldehýð lausnum sýna svo að fraktionirnar geti 

innihaldið fenóla, sykrur, stera eða terpena. Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 1-8 

sýndu lítil áhrif á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt en ákveðið var að 

upphreinsa tvær fraktionir frekar þar sem prósenta lifunar var 52% ( fraktion 

22.08.11#1-BC-flash 2) og 85% (fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4). Frekari 

upphreinsun var gerð með magnbundinni háþrýstivökvaskiljun. Þróaðar voru 

aðferðir sem virtust gefa nokkuð góðan aðskilnað efna í fraktionunum.  

Eftir upphreinsun á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2 með HPLC var átta 

fraktionum safnað. Fraktionirnar sýndu lítil áhrif á lifun SKBr3 

krabbameinsfrumna í rækt en ein fraktion sýndi 68% frumulifun. Það var fraktion 

22.08.11#1-BC-flash 2-V en samkvæmt HPLC rófum var ekki um að ræða 

hreint efni heldur samansafn af nokkrum minni toppum. Þó getur verið að þær 

bylgjulengdir sem skynjarinn á HPLC tækinu nemur efnin við, sé ekki að skynja 

efnið í fraktioninni. Lítið magn af fraktioninni var safnað og því var ekki hægt að 

upphreinsa hana enn frekar. 

Eftir upphreinsun á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4 með HPLC var tíu fraktionum 

safnað. Fraktionirnar sýndu lítil áhrif á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt. 

Þrátt fyrir það voru valdar þrjár fraktionir til frekari vinnslu, 22.08.11#1-BC-flash 

4-IV, 22.08.11#1-BC-flash 4-VII og 22.08.11#1-BC-flash 4-IX. Fraktionirnar voru 

valdar eftir virkni, þó hún væri væg, magni og eftir því hversu hrein efnin þóttu 

vera samkvæmt HPLC rófi.  
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Fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IX sýndi 59% frumulifun en á HPLC rófi kom 

fraktionin fram sem tveir óaðskildir toppar. Því var ákveðið að keyra fraktionina í 

gegnum HPLC til að reyna aðskilja toppana. Notuð var sama aðferð og sama 

hlutfall ferðafasa. Topparnir virtust aðskiljast betur og var þeim safnað en vigtun 

var ekki mælanleg á efnunum þar sem þau virðast hafa tapast í 

einangrunarferlinu. Því var ekki hægt að vinna áfram með fraktionina. En þar 

sem topparnir virtust vera tiltölulega hreinir á HPLC rófi hefði verið áhugavert að 

sjá hvort um hrein efni væri að ræða og kanna hver áhrif þeirra væri á lifun 

SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt eftir aðskilnað.  

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII sýndu væg 

áhrif á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt, þar sem prósenta frumulifunar 

var 54% og 66%. Samkvæmt HPLC rófi virtust fraktionirnar vera tiltölulega hrein 

efni. Fraktionirnar voru sendar í frumuprófanir til að ákvarða 50% hindrunaráhrif 

(IC50). IC50 gildið fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV var 28,9 µg/mL og IC50 

gildið fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-VII var >50 µg/mL. Þessi IC50 gildi eru 

ekki talin standa fyrir mikla virkni og því var ekki talið mikilvægt að halda áfram 

einangrun efna út frá þessari krabbameinshemjandi virkni. Þó væri áhugavert 

að greina efnabyggingar fraktiona úr þessum svampi með það fyrir augum að 

lýsa efnainnihaldi hans þar sem engar rannsóknir hafa verið birtar sem lýsa 

efnainnihaldi Petrosia crassa. 

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru einnig 

sendar í kjarnsegulgreiningu þar sem tekin voru prótónuróf (1H; 400 MHz) með 

það fyrir augum að greina efnabyggingu þeirra. Á prótónurófunum var margt 

sem benti til þess að einhverskonar fitusækin efni væri um að ræða. Prótónuróf 

fraktionar 22.08.11#1-BC-flash 4 sýnir sameiginlega eiginleika með 

prótónurófum fraktionanna sem styðja þá ályktun að hér sé um að ræða 

fitusækin efni. Á prótónurófinu má sjá tvo stóra toppa sem taldir eru vera 

leysatoppar þrátt fyrir að fraktionirnar hafi verið þurrkaðar á frostþurrkara fyrir 

kjarnsegulgreininguna.  

Þegar farið var yfir prótónurófin voru einkenni þeirra skoðuð og borin saman við 

þekkt efnasambönd sem hafa verið einangruð úr sjávarlífverum. Þar sem 
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22.08.11#1-BC-flash 4 framkallaðist með nínhýdrínlausn og Dragendorff lausn í 

þunnlagsgreiningu gaf það til kynna að efni í þeim innihéldi köfnunarefni. 

Framköllun með phosfómólýbdik sýrulausn gaf til kynna að lípíð séu að finna í 

efnunum en framköllun með naphthóresorcinól lausn gaf ekki eins skýrar 

niðurstöður þar sem hvorki var hægt að staðfesta né neita því hvort að sykrur 

séu að finna í efnunum. Það þyrfti að gera aðrar þunnlagsgreiningar til að kanna 

hvort efnin innihaldi sykrur og þá væri meðal annars hægt að nota 

framköllunarvökvan orcinól (Hayashi, Nishimura og Matsubara, 1991).  

Þar sem að nokkrum áhugaverðum glýkósphingólípíðum hefur verið lýst úr 

svömpum voru prótónuróf nokkurra þekktra glýkósphingólípíða borin saman við 

prótónuróf fraktionanna (Hayashi o.fl., 1991; Li o.fl., 1995b; Nagle, McClatchey 

og Gerwick, 1992). Glýkólípíð eru efnasambönd sem hafa skautaðan, 

vatnsleysanlegan hóp tengdan við óskautaða fituleysanlega alkankeðju. Þeim 

er oft skipt upp í tvo hópa, glýkóglýserólípíð og glýkósphingólípíð. Glýkólípið eru 

gjarnan einangruð úr MeOH-vatns fasa eða klóróform fasa (Herz o.fl., 1997). 

Þar sem úrdráttur BC er klóróform fasi renndi það stoðum undir að hugsanlega 

væri um einhverskonar glýkólípíð að ræða.  

Marga sameiginlega eiginleika mátti sjá á rófunum við samanburðinn en þegar 

farið var að skoða rófin nánar virtust einu sameiginlegu eiginleikarnir liggja í 

fitusækna hlutanum. Ef um glýkólípíð væri að ræða væru fleiri toppar á bilinu 

3,00-5,00 ppm en þar myndast toppar sem eru einkennandi fyrir prótónur H2-H6 

á sykruhluta. Þó getur verið að sykrurnar hafi hýdrólýserast frá í 

aðgreiningarferlinu eða þá að þar sem fraktionirnar voru leystar upp í klóróformi-

d getur verið að sykrurnar sjáist ekki á prótónurófunum þar sem þær leysast 

ekki vel upp í klóróformi. Einnig var ekki að finna á rófum fraktionanna neinn 

topp sem er einkennandi fyrir amíðtengið sem tengir sphingósín við glýkólípíð.  

Þar sem flest allt við prótónurófin benti til þess að um fitusækin efni væri að 

ræða var kannað hvort að þetta gætu verið einhverskonar sterólar. Prótónuróf 

af fraktionunum voru borin saman við þekkt prótónuróf af sterólum sem 

einangraðir hafa verið úr sjávarlífverum (Xu, 2000) og úr Petrosia tegundum 

(Burgoyne, Andersen og Allen, 1992; Cho og Djerassi, 1987; Gauvin o.fl., 1998; 
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Giner, Gunasekera og Pomponi, 1999; Sun, Cross, Koehn og Gunasekera, 

1992). Á mynd 46 má sjá algenga byggingu steróla þar sem sést númer hvers 

kolefnis. 

 

Mynd 46. Bygging steróla þar sem númer hvers kolefnis kemur fram. 
Sterólbygging 24-ísóprópýlkólesteróls er notað sem dæmi.  

Við samanburð prótónurófanna má draga þá ályktun að þeir toppar sem 

myndast á bilinu 0,60-1,50 ppm standi fyrir metýlhópa í sterólabyggingu og 

toppar á bilinu 1,50-3,00 ppm standi fyrir prótónur CH2 hópa í steról-

byggingunni. Möguleiki er að við sterólbygginguna sé tengdur fituhali og myndu 

prótónur hans einnig koma fram neðarlega á rófinu. Prótónur ísóprópýl 

hliðarkeðja koma fram á sama bili og því er möguleiki að í sterólbyggingunni sé 

ísóprópýl hliðarkeðja. Toppar sem myndast á bilinu 3,00-4,00 ppm geta verið 

prótónur hýdroxýlhópa eða CHOH í sterólbyggingu. Fleiri toppar eru á því bili 

hjá fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4-IV heldur en hjá fraktion 22.08.11#1-BC-

flash 4-VII og því má álykta að um fleiri hýdroxýlhópa séu þar að finna. Einnig 

geta prótónur acetýlhópa komið fram á bilinu 3,50-5,00 ppm. Á prótónurófum 

hjá báðum fraktionum má sjá topp sem myndar hálfgerða bungu á milli 5,00-

6,00 ppm en hún er einmitt á því bili sem prótónur tvítengja í sterólbyggingu 

myndast.  

Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru sendar í 

massagreiningu til að auðvelda byggingarákvörðunina en massarófin voru ekki 

nógu góð og erfitt var að meta þau. Til þess að öðlast frekari upplýsingar um 

efnabyggingar þessara efna þyrfti að hreinsa þau betur og þróa aðferðir t.d. 

með vökvagreini eða gasgreini tengdum massagreini. 
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Til þess að ákvarða efnabyggingu fraktionanna þyrfti að endurtaka 

upphreinsunarferlið til að fá meira magn af þeim. Þá væri meðal annars hægt 

að senda þær í kolefniskjarnsegulmælingu (13C) og tvívíðar kjarnsegulmælingar 

og myndi það, ásamt prótónurófi, auðvelda byggingarákvörðunina til muna. En 

ef aðgreiningarferlið yrði endurtekið með það markmið að einangra steróla væri 

best að byrja á því að einangra steróla úr efnablöndu með súluskiljun, þar sem 

nota mætti meðal skautaðan ferðafasa, eins og blöndu af hexan og etýlasetat. 

Því næst væri hægt að keyra úrdráttinn í gegnum vökvagreini eða gasgreini 

tengdum massagreini og þá væri hægt að bera fraktionirnar saman við þekkt 

viðmið steróla. Til frekari aðgreiningar væri hægt að velja þá steróla sem væru 

áhugaverðir, t.d. þá sem ekki væri hægt að bera saman við þekkt viðmið eða þá 

sem væru í fraktionum sem sýndu fram á áhrif á lifun krabbameinsfrumna í 

rækt. Þeir sterólar yrðu þá sendir í kjarnsegulmælingar þar sem tekin yrðu 

prótónuróf, kolefnisróf og tvívíð róf. Þessar aðferðir ættu að stuðla að því að 

hægt væri að einangra og byggingarákvarða steróla sem finnast í Petrosia 

crassa. 

Mikill áhugi hefur verið á fitusæknum efnum einangruðum úr svömpum. Talið er 

að bygging og virkni líffræðilegra himna svampa sé einstök og greini sig frá 

öðrum lífverum (Rod'kina, 2005). Lípíð sem hafa verið einangruð úr svömpum 

eru oftast glýkólípíð eða fosfólípíð og eru svampar taldir vera ein af ríkustu 

uppsprettum óvenjulegra fitusýra. Lípíð og sterólar eru mikilvægir hlutar 

frumuhimna svampa þar sem þau ákvarða gegndræpi hennar. Hlutfall þeirra fer 

eftir umhverfisáhrifum þar sem m.a. saltmagn, hiti og mengun spila stórt 

hlutverk. Einnig getur hlutfall þeirra breyst ef auka þarf varnarkerfi 

frumuhimnunnar með því að minnka gegndræpi hennar (Nechev o.fl., 2004). 

Frumuhimna svampa er talin vera einstök að því leyti að fosfólípíð fitusýrur og 

sterólar mynda gjarnan steról-fosfólípíð samspil (e. interactions) sem eru talin 

gegna mikilvægu hlutverki í frumuhimnunni (Rod'kina, 2005). Sterólar sem 

finnast í svömpum eru ólíkir þeim sem finnast í plöntum að því leyti að þeir geta 

innihaldið mismunandi alkýleraðar hliðarkeðjur. Fitusækin efni sem hafa verið 

einangruð úr svömpum hafa sýnt fram á margvíslega lífvirkni. Þar á meðal hafa 

sterólar einangraðir frá svömpunum Luffariella variabilis (Gauvin, 2000) og 



 

80 
 

Theonella swinhoe (Qureshi og Faulkner, 2000) og fitusýra einangruð úr 

svampinum Geodinella robusta (Makarieva o.fl., 2002) sýnt fram á 

krabbameinsfrumuhemjandi verkun. Krabbameinsfrumuhemjandi efni hafa verið 

einangruð úr Petrosia sp. og meðal þeirra eru fitusæknu efnin, asetýlen (Y. 

Hitora o.fl., 2011; Yuki Hitora o.fl., 2011; Kim o.fl., 2002; J. S. Kim o.fl., 1999; 

Lim o.fl., 2001; Nishimura o.fl., 2002; Shin o.fl., 1998; Ueoka o.fl., 2009). 

Þar sem úrdrættir og fraktionir Petrosia crassa höfðu ekki mikil áhrif á lifun 

krabbameinsfrumna í rækt og lítið magn var til af þeim fraktionum sem þó sýndu 

einhver áhrif var ekki unnt að halda áfram með upphreinsun og ljúka 

byggingargreiningu þessara efna. En þótt niðurstöður in vitro prófana á 

krabbameinsfrumum sem framkvæmdar voru í þessu verkefni hafi ekki endilega 

bent til þess að í Petrosia crassa séu mjög virk efnasambönd getur verið að þau 

séu til staðar en þá í mjög litlu magni. 

Því var ákveðið að reyna aðgreina hrein efnasambönd úr Halichondria sitiens 

sem sýnt hafði fram á töluvert mikla virkni í fyrra verkefni og reyna að 

byggingarákvarða þau efni þar sem engum efnasamböndum hefur verið lýst úr 

þeirri svampategund.  

Eftir úrhlutun með aðlagaðri Kupchan aðgreiningu á Halichondria sitiens var 

svampurinn aðgreindur í fimm misskautaða úrdrætti (01.10.10#3-A, A2, BC, D 

og E). Úrdrættirnir sýndu meiri áhrif á lifun SKBr3 krabbameinsfrumna í rækt en 

úrdrættirnir úr Petrosia crassa og þá sérstaklega úrdráttur BC sem sýndi 

prósentu lifun upp á 36%. Ef skoðað er prótónuróf af BC úrdrætti má sjá að 

margir toppar gætu gefið til kynna að þar séu einnig að finna steróla. Því var 

unnið áfram með úrdrátt BC og var hann upphreinsaður frekar með flash 

súluskiljun. Átta fraktionum var safnað og skoðuð voru áhrif þeirra á lifun SKBr3 

krabbameinsfrumna í rækt. Allar fraktionirnar nema 01.10.10#3-BC-flash 2 og 

01.10.10#3-BC-flash 8 sýndu mikla virkni, sérstaklega þá fraktion 01.10.10#3-

BC-flash 4 með prósentu lifun upp á 16%. Ekki var komist lengra í 

aðgreiningarferli í þessu verkefni en Eydís Einarsdóttir, doktorsnemi, mun halda 

áfram einangrun efna úr þessum svampi.  
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Rannsóknin leiddi í ljós áhugaverðar niðurstöður þrátt fyrir að ekki hafi tekist að 

einangra virk efnasambönd úr Petrosia crassa með krabbameinsfrumuhemjandi 

virkni in vitro og skilgreina efnabyggingu þeirra. Áhugavert væri að upphreinsa 

fleiri fraktionir úr svampinum og einangra úr þeim hrein efni sem hægt væri að 

byggingarákvarða og geyma í efnabanka og síðar kanna virkni þeirra í öðrum 

lífvirkniprófunum.  
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6. ÁLYKTANIR 

Rannsóknin leiddi í ljós áhugaverðar niðurstöður þrátt fyrir að ekki hafi tekist að 

einangra hrein og vel skilgreind virk efnasambönd úr Petrosia crassa með 

krabbameinsfrumuhemjandi virkni in vitro. Eftir úrhlutun og þáttun efna voru 

aðeins tvær fraktionir valdar til byggingarákvörðunar, en þær voru valdar út frá 

áhrifum þeirra á lifun krabbameinsfrumna í rækt, þó áhrif þeirra hafi verið væg, 

magni og hreinleika þeirra út frá HPLC rófum. Það voru fraktionir 22.08.11#1-

BC-flash 4-IV og 22.08.11#1-BC-flash 4-VII. Þrátt fyrir að endanleg 

byggingarákvörðun tókst ekki var hægt að álykta út frá prótónurófum að um 

einhverskonar steróla væri um að ræða með væg krabbameinsfrumuhemjandi 

áhrif. Engum efnasamböndum hefur verið lýst úr Petrosia crassa en innan 

Petrosia ættkvíslarinnar hefur efnum sem hafa krabbameinshemjandi áhrif verið 

lýst.  

Eftir úrhlutun og þáttun á svampinum Halichondria sitiens bentu niðurstöður til 

þess að krabbameinsfrumuhemjandi virk efni séu þar að finna í úrdrætti BC 

(klóróform úrdráttur). Ekki náðist að einangra né byggingargreina hrein efni úr 

svampinum en verið er að vinna áfram með einangrun og upphreinsun efna úr 

þessum svampi. 

Næstu skref í einangrunarferli þessara svampa væri að hreinsa úrdrætti og 

fraktionir enn frekar til að vera fullviss að um hreint efni sé að ræða. Það er 

hægt að gera með því að þróa aðferðir með vökvagreini eða gasgreini tengdum 

massagreini. Það þyrfti einnig að gera fleiri kjarnsegulmælingar og fá kolefnisróf 

og tvívíð róf því það myndi auðvelda byggingarákvörðunina til muna.  

Þrátt fyrir að úrdrættir og fraktionir einangruð úr Petrosia crassa sýndu lítil eða 

engin áhrif á lifun krabbameinsfrumna í rækt getur vel verið að þau séu til staðar 

í svampinum en þá í mjög litlu magni. Í áframhaldandi rannsóknum á 

hryggleysingjum sem finnast á Íslandsmiðum væri þó áhugaverðara að einblína 

á virkari fraktionir, t.d. úr Halichondria sitiens. Þó er einangrun hreinna efna úr 

svömpum sem ekki hefur verið lýst áður áhugavert viðfangsefni þar sem hægt 



 

83 
 

er að geyma þau í efnabanka og síðar meir kanna virkni þeirra í öðrum 

lífvirkniprófunum.  
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9. VIÐAUKI 

A. Þunnlagsgreining (TLC) 

Eftir seinni súluskiljun á fraktion 22.08.11#1-BC var fimmta hvert glas spottað á 
TLC plötur til að skoða dreifingu efnanna í fraktionunum, sjá mynd A-1. 

 

Mynd A-1. TLC plötur frá seinni flash súluskiljun. Notaður var ferðafasi í hlutfallinu 97:3 af 
DKM og MeOH. Framkallað var með anísaldehýðlausn. 

 
Ákveðið var að keyra fraktion 22.08.11#1-D í gegnum SPE súluskiljun og til að 
finna út heppilegan ferðafasa voru gerðar þunnlagsgreiningar fyrir súluskiljunina 
þar sem prófaður var ferðafasi í hlutföllunum 90:10:1, 85:15:1 og 80:20:1 af 
DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð, sjá myndir A-2 og A-3. Þessar aðferðir 
voru ekki að skila nógu góðri aðgreiningu og þar af leiðandi var þetta hlutfall af 
ferðafasa ekki valið. 
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Ákveðið var að keyra fraktion 22.08.11#1-D-SPE 2 í gegnum fastfasasúluskiljun 
og til að finna út heppilegan ferðafasa var gerð þunnlagsgreining fyrir 
súluskiljunina þar sem prófaður var ferðafasi í hlutföllunum 95:5:1, 90:10:1 og 
85:15:1 af DKM, MeOH og ammóníum hýdroxíð, sjá myndir A  - 4 -6. Þessar 
aðferðir voru ekki að skila nógu góðri aðgreiningu og þar af leiðandi var þetta 
hlutfall af ferðafasa ekki valið. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd A-2. TLC plötur af fraktion 
22.08.11#1-D með mismunandi hlutfall 
af ferðafasa, framkallað með 
nínhýdrínlausn. Ferðfasinn sem var 
notaður var blanda af DKM, MeOH og 
ammóníum hýdroxíð. Mynd 2.A sýnir hann 
í hlutföllunum 80:20:1. Mynd 2.B sýnir 
hann í hlutföllunum 85:15:1. Mynd 2.C 
sýnir hann í hlutföllunum 90:10:1. 

Mynd A-3. TLC plötur af fraktion 
22.08.11#1-D með mismunandi 
hlutfall af ferðafasa, framkallað með 
anísaldehýðlausn. Ferðfasinn sem var 
notaður var blanda af DKM, MeOH og 
ammóníum hýdroxíð. Mynd 3.A sýnir 
hann í hlutföllunum 80:20:1. Mynd 3.B 
sýnir hann í hlutföllunum 85:15:1. Mynd 
3.C sýnir hann í hlutföllunum 90:10:1. 

Mynd A-4. TLC plötur af 
fraktion 22.08.11#1-D-SPE 
2 með ferðafasa í 
hlutfallinu 85:15:1 af DKM, 
MeOH og ammóníum 
hýdroxíð. Mynd 4.A sýnir 
TLC plötu framkallaða með 
nínhýdrínlausn. Mynd 4.B 
sýnir TLC plötu framkallaða 
með anísaldehýðlausn. 

 

Mynd A-5. Mynd 47. TLC 
plötur af fraktion 
22.08.11#1-D-SPE 2 með 
ferðafasa í hlutfallinu 
90:10:1 af DKM, MeOH og 
ammóníum hýdroxíð. Mynd 
5.A sýnir TLC plötu 
framkallaða með 
nínhýdrínlausn. Mynd 5.B 
sýnir TLC plötu framkallaða 
með anísaldehýðlausn. 

 

Mynd A-6. TLC plötur 
fraktion 22.08.11#1-D-SPE 
2 með ferðafasa í 
hlutfallinu 95:5:1 af DKM, 
MeOH og ammóníum 
hýdroxíð. Mynd 6.A sýnir 
TLC plötu framkallaða með 
nínhýdrínlausn. Mynd 6.B 
sýnir TLC plötu framkallaða 
með anísaldehýðlausn. 
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B. Háþrýstivökvaskiljun (HPLC) 

Hér fyrir neðan má finna HPLC keyrslur á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Þar er 
hægt að sjá hvernig þróun fór fram við að finna bestu aðgreiningaraðferðina. 
Magn af sýni sem fór á súluna í hvert skipti var 600 µg. Sjá myndir  B – 1-7. 
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Mynd B-1. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
Inertsil- NH2 súla þar sem flæðihraðinn var 8 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 90:10 af 
ASN/vatni. 
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Mynd B-2. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
Inertsil- NH2 súla þar sem flæðihraðinn var 8 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 98:2 af 
ASN/vatni.  
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Mynd B-3. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
Inertsil- NH2 súla þar sem flæðihraðinn var 8 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 80:20 af 
ASN/vatni.  
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Mynd B -4. Þróun á aðgreiningaraðferð 
fyrir fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð 
var Inertsil- NH2 súla þar sem flæðihraðinn 
var 8 µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 75:25 af 
ASN/vatni.  
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Mynd B-5. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 80:20 af 
ASN/vatni.  
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Mynd B-6. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi var í stigul þar sem hann 
byrjaði í hlutfallinu 70:30 (0-15 mín.) svo 90:10 
(15-45 mín.) og endaði á 70:10 (45-50 mín.) af 
ASN/vatni.  
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Mynd B-7. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 2. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 90:10 af 
ASN/vatni.  
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Hér fyrir neðan má finna HPLC keyrslur á fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Þar er 
hægt að sjá hvernig þróun fór fram við að finna bestu aðgreiningaraðferðina. 
Magn af sýni sem fór á súluna í hvert skipti var 600 µg. Sjá myndir B - 8-10. 
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Mynd B-8. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 87:13 af 
ASN/vatni.  

Mynd B-9. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 82:18 af 
ASN/vatni.  
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Mynd B-10. Þróun á aðgreiningaraðferð fyrir 
fraktion 22.08.11#1-BC-flash 4. Notuð var 
LUNA-C18 súla þar sem flæðihraðinn var 11 
µL/mín og ferðafasi í hlutfallinu 90:10 af 
ASN/vatni. 
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C. In vitro krabbameinsfrumuprófun 

Á mynd C-1 má sjá plötuna sem fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9 var komið 
fyrir á og þar má sjá litabreytingarnar sem gefa til kynna að efnin séu að valda 
frumudauða krabbameinsfrumnanna. 

  

Mynd C-1. Ljósmynd af fraktionum 22.08.11#1-BC-flash 1-9  í krabbameinsfrumuprófun. 
Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 1-9 eru innan rauðu línunnar, eða í brunnum B-D (1,2,3). Þar 
sem litabreyting á sér stað í sýnunum á sér stað frumudauði. 

Niðurstöður úr ljósmælingum allra in vitro frumuprófanna má finna í töflu 1. Þar 
má finna niðurstöður úr ljósmælingum fyrir hverja fraktion, meðaltal og prósenta 
lifunar. 

Tafla C-1. Niðurstöður úr MTS frumuprófun. Niðurstöður úr ljósmælingum fyrir hverja 

fraktion, meðaltal og prósenta lifunar. 

Fraktion Hólf 1 Hólf 2 Hólf 3 Meðaltal Lifun (%) 

22.08.11#1-A 1,86 2,152 2,258 2,011 106,3 

22.08.11#1-BC 2,496 2,566 2,656 2,573 126,0 

22.08.11#1-D 2,288 2,371 2,168 2,276 115,7 

22.08.11#1-E 2,142 2,302 2,146 2,197 111,7 

22.08.11#1-BC-Flash 1 1,395 1,824 2,060 1,76 103,4 

22.08.11#1-BC-Flash 2 0,906 0,940 0,826 0,89 52,3 

22.08.11#1-BC-Flash 3 2,432 2,500 2,012 2,31 136,0 

22.08.11#1-BC-Flash 4 1,830 1,534 0,972 1,43 84,9 

22.08.11#1-BC-Flash 5 1,871 2,030 2,008 1,97 115,7 

22.08.11#1-BC-Flash 6 2,107 2,239 2,099 2,15 126,2 

22.08.11#1-BC-Flash 7 2,205 2,443 2,383 2,34 137,7 

22.08.11#1-BC-Flash 8 2,491 2,503 1,505 2,17 127,3 

22.08.11#1-BC-Flash 9 1,743 2,179 2,144 2,02 118,8 

22.08.11#1-BC-Flash 2 I 2,03 2,063 2,174 2,090 106,3 

22.08.11#1-BC-Flash 2 II 2,232 2,219 2,04 2,164 110,0 
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22.08.11#1-BC-Flash 2 III 2,273 2,1 2,216 2,196 111,7 

22.08.11#1-BC-Flash 2 IV 2,171 1,925 1,539 1,878 95,5 

22.08.11#1-BC-Flash 2 V 1,298 1,306 1,431 1,342 68,3 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VI 2,236 2,125 2,214 2,192 111,5 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VII 2,075 2,407 2,092 2,191 111,4 

22.08.11#1-BC-Flash 2 VIII 2,121 1,887 1,501 1,836 93,4 

22.08.11#1-BC-Flash 4 I 1,59 1,824 1,745 1,721 84,3 

22.08.11#1-BC-Flash 4 II 1,66 1,55 1,415 1,542 75,5 

22.08.11#1-BC-Flash 4 III 1,709 1,631 1,550 1,630 79,8 

22.08.11#1-BC-Flash 4 IV 1,087 1,159 1,039 1,095 53,6 

22.08.11#1-BC-Flash 4 V 1,690 1,980 1,741 1,805 88,4 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VI 1,699 1,703 1,638 1,680 82,3 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VII 1,321 1,344 1,403 1,356 66,4 

22.08.11#1-BC-Flash 4 VIII 1,666 1,835 1,573 1,691 82,8 

22.08.11#1-BC-Flash 4 IX 1,140 1,291 1.187 1,207 59,1 

22.08.11#1-BC-Flash 4 X 2,598 2,528 2,239 2,455 120,2 

22.08.11#1-D-SPE 1 2,408 2,430 2,165 2,334 89,3 

22.08.11#1-D-SPE 2 2,92 2,666 2,379 2,655 101,6 

22.08.11#1-D-SPE 3 2,479 2,473 2,360 2,437 93,3 

22.08.11#1-D-SPE 4 2,755 2,856 2,381 2,664 101,9 

22.08.11#1-D-SPE 5 2,545 2,841 1,565 2,317 88,7 

22.08.11#1-D-SPE 6 2,328 2,682 2,585 2,532 96,9 

22.08.11#1-D-SPE 7 2,163 2,294 2,325 2,261 86,5 

22.08.11#1-D-SPE 1 – I 1,835 1,826 2,007 1,889 90,0 

22.08.11#1-D-SPE 1 – II 2,362 2,319 1,986 2,222 105,8 

22.08.11#1-D-SPE 1 – III 1,963 1,600 2,147 1,903 90,6 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IV 1,748 1,788 1,645 1,727 82,2 

22.08.11#1-D-SPE 1 – V 2,043 1,645 1,839 1,842 87,7 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VI   2,326 2,113 2,348 2,262 107,7 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VII   2,152 2,023 1,916 2,030 96,7 

22.08.11#1-D-SPE 1 – VIII   1,414 1,805 1,221 1,480 70,5 

22.08.11#1-D-SPE 1 – IX   1,693 1,474 1,781 1,649 78,5 

22.08.11#1-D-SPE 2 – I 1,25 2,37 2,033 2,225 110,2 

22.08.11#1-D-SPE 2 – II 2,218 2,209 1,731 2,053 101,7 

22.08.11#1-D-SPE 2 – III 1,728 1,936 1,564 1,743 86,3 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IV 1,7 2,372 1,902 1,991 98,6 

22.08.11#1-D-SPE 2 – V 2,273 2,575 2,004 2,284 113,1 
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22.08.11#1-D-SPE 2 – VI 2,803 1,926 1,832 2,187 104,1 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VII 2,100 1,749 1,826 1,892 90,1 

22.08.11#1-D-SPE 2 – VIII 1,740 1,706 1,718 1,721 82,0 

22.08.11#1-D-SPE 2 – IX 1,880 1,936 1,828 1,881 89,6 

22.08.11#1-D-SPE 2 – X 2,71 2,08 2,053 2,281 113,0 

01.10.10#3-A 2,314 2,166 1,647 2,042 100,0 

01.10.10#3-A2 1,680 1,837 1,932 1,815 88,9 

01.10.10#3-BC 0,754 0,793 0,640 0,732 35,9 

01.10.10#3-D 2,028 1,914 1,736 1,893 92,7 

01.10.10#3-E 2,441 2,130 1,715 1,095 102,6 

01.10.10#3-BC-Flash 1 1,01 0,927 0,852 0,930 45,5 

01.10.10#3-BC-Flash 2 1,820 2,087 2,376 2,093 102,5 

01.10.10#3-BC-Flash 3 0,571 0,547 0,657 0,592 29,0 

01.10.10#3-BC-Flash 4 0,304 0,314 0,337 0,318 15,6 

01.10.10#3-BC-Flash 5 0,442 0,587 0,458 0,496 24,3 

01.10.10#3-BC-Flash 6 0,660 0,705 0,686 0,683 33,5 

01.10.10#3-BC-Flash 7 1,070 1,073 1,013 1,052 51,5 

01.10.10#3-BC-Flash 8 2,427 2,076 1,987 2,163 105,9 
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Niðurstöður allra IC50 mælinga má finna í töflu 2. Þar má finna niðurstöður úr 
ljósmælingum fyrir hvern styrk fraktioninnar, meðaltal og prósenta lifunar. 

Tafla C-2. Niðurstöður úr IC50 mælingum. Niðurstöður úr ljósmælingum fyrir hverja fraktion í 
ákveðnum styrk, meðaltal og prósenta lifunar. 

Fraktion Styrkur 
(µg/ml) 

Hólf 1 Hólf 2 Hólf 3 Meðaltal Lifun (%) 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

50 0,967 
 

1,039 
 

0,790 
 

0,932 
 

44,4 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

33 0,950 
 

0,972 
 

0,648 
 

0,857 
 

40,8 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

25 1,150 
 

1,079 
 

0,626 
 

0,952 
 

45,3 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

12,5 1,368 
 

1,325 
 

1,048 
 

1,247 
 

59,4 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

6,25 2,105 
 

1,932 
 

2,076 
 

2,038 
 

97,0 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-IV 

3,125 2,213 
 

2,548 
 

2,359 
 

2,373 
 

113,0 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

50 1,381 1,411 1,532 1,441 79 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

33 1,586 1,539 1,245 1,457 80 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

25 1,662 1,504 1,484 1,550 85 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

12,5 1,518 1,536 1,317 1,457 80 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

6,25 1,688 1,807 1,653 1,716 95 

22.08.11#1-BC-
Flash 4-VII 

3,125 1,841 1,787 1,697 1,775 98 

 

Á mynd C-2 má sjá graf þar sem prósenta lifunar fyrir fraktionar 22.08.11#1-BC-
flash 4-IV er teiknað sem fall af styrk eftir prófun á 50% hömlunarstyrk. 

 

Mynd C-2. Prósentu lifun fraktionar 22.08.11#1-BC-flash 4-IV sem fall af styrk. Prófaður var 
mismunandi styrkur fraktionarinnar og niðurstöður voru gefnar í prósentu lifun fyrir hvern styrk. 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60

P
ró

se
n

tu
 li

fu
n

 (
%

) 

Styrkur (µg/ml) 



 

J 
 

D. Kjarnsegulmæling 

Gerðar voru kjarnsegulmælingar á úrdráttum 22.08.11#1-A, BC, D og E. 
Prótónuróf þeirra má sjá á myndum D – 1-4. 

 

Mynd D-1. Prótónuróf af úrdrætti 22.08.11#1-A. Notað var 7,34 mg af úrdrættinum og hann 
leystur upp í klóróform-d. 

 

 

Mynd D-2. Prótónuróf af úrdrætti 22.08.11#1-BC. Notað var 6,72 mg af úrdrættinum og hann 

leystur upp í klóróform-d.  
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Mynd D-3. Prótónuróf af úrdrætti 22.08.11#1-D. Notað var 8,80 mg af úrdrættinum og hann 
leystur upp í DMSO-d6. 

 

 

Mynd D-4. Prótónuróf af úrdrætti 22.08.11#1-E. Notað var 6,51 mg af úrdrættinum og hann 
leystur upp í vatn-d2. 
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Gerðar voru kjarnsegulmælingar á úrdráttum 22.08.11#1-BC-flash 1-10. 
Prótónuróf fyrir 22.08.11#1-BC-flash 1, 3, 5-10 má sjá á myndum D – 5-12. 

 

Mynd D-5. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 1. Notað var 4,25 mg af fraktioninni og 

hún leyst upp í klóróform-d. 

 

 

Mynd D-6. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 3. Notað var 4,96 mg af fraktioninni og 
hún leyst upp í klóróform-d. 
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Mynd D-7. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 5. Notað var 4,63 mg af fraktioninni og 
hún leyst upp í klóróform-d. 

 

 

Mynd D-8. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 6. Notað var 5,03 mg af fraktioninni og 
hún leyst upp í klóróform-d. 
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Mynd D-9. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 7. Notað var 7,20 mg af fraktioninni og 
hún leyst upp í klóróform-d:metanól-d4 (1:1). 
 

 

Mynd D-10. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 8. Notað var 5,35 mg af fraktioninni 
og hún leyst upp í klóróform-d:metanól-d4 (1:1). 
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Mynd D-11. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 9. Notað var 6,47 mg af fraktioninni 

og hún leyst upp í metanól-d4. 

 

Mynd D-12. Prótónuróf af fraktion 22.08.11#1-BC-flash 10. Notað var 2,00 mg af fraktioninni 
og hún leyst upp í klóróform-d. 
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Gerð var kjarnsegulmæling á klóróform-d til að meta óhreinindi í leysinum. 
Prótónuróf má sjá á mynd D-13. Einnig má sjá prótónuróf af úrdrættinum 
01.10.10#3-BC á mynd D-14. 

 

Mynd D-13. Prótónuróf af klóróform-d leysinum. Fraktionir 22.08.11#1-BC-flash 4-IV og 
22.08.11#1-BC-flash 4-VII voru leystar upp í klóróformi-d. Prótónuróf tekið til að meta óhreinindi 
í leysinum. 

 

 

Mynd D-14. Prótónuróf af úrdrætti 01.10.10#3-BC. Notað var 3,00 mg af úrdrættinum og 
hann leystur upp í klóróform-d og metanól- d4.
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E. Massagreining 

Niðurstöður úr massagreiningu má sjá á myndum D – 1- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd E-1. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-

flash 4- IV.  

Mynd E- 2. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  

 

Mynd E-3. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  
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Mynd E-4. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-
flash 4- IV.  

Mynd E-5. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV. 

Mynd E-6. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  
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Mynd E-7. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  

Mynd E- 8. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  

Mynd E-9. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  
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Mynd E-10. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- IV.  

Mynd E-11. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- IV.  

Mynd E-12. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  
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Mynd E-13. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- IV.  

 

 
 

Mynd E-14. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-
flash 4- IV.  

 

Mynd E-15. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- VII.  
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Mynd E-16. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- VII.  

 

Mynd E-17. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 4- 

VII.  

Mynd E-18. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  
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Mynd E-19. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- VII.  
 
 

Mynd E-20. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  

Mynd E-21. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- VII.  
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Mynd E-22. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  

Mynd E-23. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  

Mynd E-24. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  
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Mynd E-25. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 
4- VII. 
 

Mynd E-26. Massaróf fyrir 
frakton 22.08.11#1-BC-flash 

4- VII.  


