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AGRIP

Anrif fituefna ar Halichondria sitiens & bodefnamyndun og

innanfrumubodleidir i THP-1 einkjérnungum.

Inngangur: Hafid hefur ad geyma mikinn liffreedilegan fj6lbreytileika. bar a
medal eru svampar en peir eru rikir af annars stigs efnasambéndum og ar peim
hafa t.d. verid einangrud fituefni eins og sterdlar, sfingdlipid og fitusyrur med
6venjulegar byggingar. Ur svompum hafa fundist efni med ymis konar liffraedileg
ahrif, s.s. frumudrepandi, sveppahemjandi og bdélguhemjandi ahrif, en engum
efnum hefur enn verid lyst ar Halichondria sitiens og Geodia macandrewi, p6
nokkrum efnum hafi verid lyst dar Halichondria og Geodia tegundum.
Onaemisstyrandi ahrif fituseekinna efna Gr svémpum sem er safnad &
islandsmidum hafa litid verid rannsokud en pad er ahugavert ad skoda pau
sokum sérstakra umhverfisadstaedna i hafinu i kringum island.

Markmid: Markmidid var ad Urhluta fituefni Gr svdompunum Halichondria sitiens
og Geodia macandrewi og meta ahrif Utdrattanna & bodefnaseytingu og virkjun
innanfrumubodleida i THP-1 einkjornungum.

Nidurstédur: Urhlutun fituefna Ur Geodia macandrewi heppnadist ekki svo ekki
var haegt ad vinna frekar med efni Ur honum. Fituefnin ar Halichondria sitiens
hofou ekki ahrif & lifveenleika THP-1 einkjornunga samanborid vid drvad viomid
en peir einkjornungar sem voru orvadir i navist fituseekins utdratts myndudu
anga sem ekki voru sjaanlegir i einkjornungum sem voru 6rvadir an fituefnanna.
THP-1 einkjérnungar sem voru drvadir i navist fituefna Ur Halichondria sitiens
myndudu minna af IL-6, IL-12p40 og IL-27 en engin ahrif voru a myndun IL-
1Ra, IL-10 og IL-23. Ekki saust ahrif af voldum fituefnanna a virkjun p38,
ERKZ1/2 og Akt innanfrumubodleida frumnanna.

Alyktanir: par sem fituefni Gr Halichondria sitiens minnkudu seytingu THP-1
einkjérnunga & bodefnum sem tengd eru vid bélguhvatningu en héfou ekki ahrif
a myndun bodefna sem tengjast bolguhomlun benda nidurstédur verkefnisins til
ad pau hafi bélguhemijandi eiginleika. Ahugavert veeri ad einangra hrein efni ar

svampautdreettingum, greina pau og skoda nanar énaemisstyrandi ahrif peirra.



ABSTRACT

Effects of lipophilic extract from Halichondria sitiens on
cytokine production and intracellular pathways in THP-1
monocytes.

Introduction: The ocean has a vast amount of biodiverse organisms. Among
them are sponges that have been shown to contain diverse lipophilic
compounds such as sterols, sphingolipids and fatty acids with unusual chemical
structures. Compounds from sponges have shown a variety of bioactivity, such
as cytotoxic, anti-fungal and anti-inflammatory effects. To date, no compounds
have been described from the sponges Halichondria sitiens and Geodia
macandrewi but several compounds have been described from other
Halichondria and Geodia species. Immunomodulatory effects of lipophilic
compounds from sponges collected around Iceland have not been studied to
much extent but could be of interest due to the special environmental conditions
they live in.

Aim: The aim was to extract lipids from the sponges Halichondria sitiens and
Geodia macandrewi and determine their effect on cytokine production and
activation of intracellular signaling pathways in THP-1 monocytes.

Results: Extraction of lipids from Geodia macendrewi was not successful, so
the extract was not tested further. The lipids extracted from Halichondria sitiens
did not affect the viability of THP-1 monocytes when compared with stimulated
control. Cells that were stimulated in the presence of the lipophilic extract
formed dendrites that could not be seen in cells that were stimulated without the
extract. THP-1 monocytes that were stimulated in the presence of lipid extract
from Halichondria sitiens produced less IL-6, IL-12p40 and IL-27 but secretion
of IL-1Ra, IL-10 and IL-23 was not affected. The extract did not affect activation
of the p38, ERK1/2 or Akt intracellular signaling pathways.

Conclusion: The results indicate that lipophilic extract from Halichondria sitiens
may have anti-inflammatory properties, as they decrease secretion of cytokines
linked with inflammation without affecting secretion of anti-inflammatory
cytokines. It would be interesting to isolate pure compounds from the sponge

extract, analyse them and investigate their immunomodulatory effects.
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Geitasermi (e. normal goat serum)

Nattarulegar drapsfrumur (e. Natural Killer cells)
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PBS Fosfatj6fnud saltvatnslausn (e. Phosphate buffered saline)

PCR Kedjufjollidun (e. polymerase chain reaction)

PLA, Fosfolipasi Az

PRR Mynsturspekkjandi vidtakar (e. Pattern recognition
receptors)

RPM Snuningar & minutu (e. Revolutions per minute)

RPMI Roswell park memorial institute medium

SEM Stadalskekkja medaltals (e. Standard error of mean)

TBS Tris saltvatnslausn (e. Tris buffered saline)

TEMED Tetrametyletylendiamin

TLC Punnlagsgreining (e. thin layer chromatography)

TLR Toll likir viotakar (e. Toll like receptors)

TNF Tumor necrosis factor
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1. INNGANGUR
1.1. Hafid

Sjérinn pekur um 70% af yfirbordi jardar og inniheldur um 300.000 tegundir af
plontum og dyrum og fjolbreytileiki peirra er gridarlegur (Donia & Hamann,
2003; Kumar & Pal, 2012; Montaser & Luesch, 2011). Vistfreedilegar adsteedur,
s.s. samkeppni um plass og baratta vio rAndyr og aseetur, hafa ytt undir préun
ymissa annars stigs lifvirkra myndefna sem eru 6lik peim sem finnast i lifverum
a landi. Samkveemt rannsokn a lifvirkni néattiruefna sem framkveemd var af
Alpjodlegu krabbameinsstofnuninni (e. National Cancer Institute) syndu
Gtdreettir ar sjavarlifverum aexlisdrepandi eiginleika i 1% tilfella en Utdraettir ar
landdyrum adeins i 0,1% tilfella (Donia & Hamann, 2003; Montaser & Luesch,
2011). bvi eru sjavarlifverur mjog spennandi lifverur sem hugsanlega veeri heegt
ao nyta i laeknisfreedilegum tilgangi par sem porfin fyrir ny og betri Iyf er alltaf ad
aukast (Donia & Hamann, 2003; Haefner, 2003; Miuller, Batel, Schroder &
Miiller, 2004).

Neegilegt frambod af efnivid er mikid vandamal fyrir nattGruefni ar
sjavarlifverum en poé eru alltaf ad koma fram nyrri og betri leidir til ad sja vio pvi.
Efnasmidi & lifvirkum sameindum er fysilegur kostur vegna pess ad pad getur i
sumum tilfellum tryggt mikid magn af sjaldgeefum lifvirkum efnum og gerir
monnum Kleift ad skoda nanar samband byggingar og virkni. b6 verdur ad hafa
i huga ad efnasmidar geta oft verid erfidar par sem paer fela i sér morg og flékin
skref asamt pvi ad heimtur geta verid litlar. Ymsar adrar adferdir hafa verid
notadar til ad fa naegan efnivid, s.s. raektun dyra, pérunga og Orvera (Montaser
& Luesch, 2011).

1.1.1.Hafid i kringum island

island er & métum tveggja fleka, Mid-Atlantshafshryggs og Greenlands-

Skotlandshryggs. Hafid sem umlykur island hefur mismunandi vistkerfi par sem



sudvestur hlutinn er umlukinn heitum og séltum sjé ar Atlantshafinu (6-11°C) en
nordaustur hlutinn kemur ar Atlantshafi og Nordurishafi ( < 0°C) en s& hluti
hafsins verdur fyrir meiri arstidarbundnum breytingum. Dreifing margra
sjavarlifvera endurspeglar pennan mun en adrar lifverur finnast a badum

svaedum (Astthorsson, Gislason & Jonsson, 2007).

1.1.2.Sjavarhrygaleysingjar

Sjavarhryggleysingjar eru um 60% af Ollum dyrum i sjébnum. Flestir peirra
tilheyra fylkingu lidorma, liddyra, mosadyra, holdyra, skrapdyra, lindyra,
flatorma, svampa og undirfylkingu mottuldyra (seildyr). Margar sjavarlifverur eru
botnfastar verur sem hreyfa sig ekki Ur stad og purfa pvi ad treysta a
efnafraedilegar varnir til ad halda samkeppnislifverum fra eda lama brdd (M. C.
Leal, Puga, Ser6dio, Gomes & Calado, 2012). Nylegar rannsoknir sem mida ad
lyfjafraedilegri virkni sjavarhryggleysingja gegn ymsum sjukdomum, par & medal
bolgu, hafa synt veenlegar nidurstodur (Pereira, Correia-da-Silva, Valentéo,
Teixeira & Andrade, 2014).

1.1.3.Svampar

Svampar (Phylum porifera) tilheyra riki fjélfrumunga (e. Metazoa) (Hagemann,
Voigt, Worheide & Thiel, 2008; Mdller o.fl., 2004) en p4 ma finna vida i sj6 og
fersku vatni og hefur um fimm pasund tegundum verid lyst (Kumar & Pal, 2012).
Svampar eru taldir hafa mikinn fjolbreytileika sterdla og fitusyra sem hafa
sérstaka byggingu og eru morg hver liffreedilega virk. Svampar eru 6frumbjarga
lifverur og geta ekki myndad allar fitusyrurnar sem eru peim naudsynlegar og
pvi reedst samsetning fitusyra af faeduuppsprettu peirra. bPeir eru flokkadir i prja
flokka eftir beinagrind sinni: glersvampar (e. hexactinellida), hornsvampar (e.
demospongiae) og kalksvampar (e. calcarea) (Gazave o.fl., 2012; Hagemann
o.fl., 2008; Mader, 2003; Rod‘kina, 2005).



Hornsvampar eru um 85% af 6llum svompum og eru gridarlega fjolbreyttur
flokkur sem finnst & flestum st6dum par sem vatn er ad finna, s.s. i sjo og fersku
vatni. Glersvampar eru mikilveegur hluti botnlsega sjavarsamfélagsins og pykja
ahugaverdir vegna einstaks vefjaskipulags, lifedlisfreedi peirra og heillandi
formgerdar beinagrinda peirra. Hornsvampar og glersvampar hafa béadir
steinefnabeinagrind ur kisli. Glersvampar hafa beinagrind sem er samsett Ur
priggja arma nalum en hornsvampar hafa ekki pessar priggja arma nalar
(Borchiellini o.fl., 2004; Dohrmann, Collins & Wdérheide, 2009).

Kalksvampar eru adeins til i sj6 og pa adallega grunnsaevi og talid er ad
pad séu til um 400-500 tegundir. Peim er skipt i kalsinea og kalkaronea og hafa
peir steinefnagrind Ur diaktin, triaktin eda tetraaktin Mg-kalsit nalum sem
einkennir pennan flokk (Hagemann o.fl., 2008; Schreiber, Wdrheide & Thiel,
2006). Sumir vilja meina ad kalksvamparnir séu likari eiginlegum vefdyrum (e.
Eumetazoa), p.e. peim flokki fijolfrumunga sem ekki eru svampar en pad hefur

litid verid stutt med rannséknum (Borchiellini o.fl., 2004).

Svampar eru oOtrulega einfaldar lifverur med gd6da adlogunarheefni sem
hafa préad med sér gott verndarferli og gerir pad pa einstaka innan rikis
fiolfrumunga. Peir framleida annars stigs lifvirk efni pegar peir eiga i samkeppni
vio adrar lifverur og pvi eru svampar sem finnast & sveedum par sem mikid er
um réndyr eitradari en adrir svampar (Genin o.fl., 2008; Koopmans, Martens &
Wijffels, 2009; Mader, 2003; Miiller o.fl., 2004). | peim hafa fundist allskyns
nattaruefni med spennandi lifvirkni, s.s. ensimhemlandi ahrif, hemlandi ahrif a
frumuskiptingu, veirudrepandi ahrif, sveppahemjandi ahrif, drverudrepandi ahrif,
bolguhemjandi ahrif, frumudrepandi ahrif og jafnvel efni sem hafa ahrif a hjarta-
og aedakerfid (Joseph & Sujatha, 2011).

1.1.3.1. Halichondria sp.

Halichondria tilheyra flokki hornsvampa. Efni sem einangrud hafa verid ar peim
hafa synt virkni gegn gram jakveedum og gram neikveedum 6rverum og jafnvel
gegn sveppum. Einnig benda rannsoknir til frumudrepandi ahrifa sem vert veeri
ao skoda (Kumar & Pal, 2012).



Helstu efnasambond sem fundist hafa i Halichondria aettbalkinum eru

terpendidar sem innihalda kéfnunarefni, alkaléidar, sterar, makrélidar, lipio og

peptid og ma sja nokkur peirra i toflu 1 (Prawat o.fl., 2011).

Tafla 1. Efni sem hafa fundist i svompum af tegundinni Halichondria.

Farid er yfir helstu efni sem fundist hafa i Halichondria svompun,
uppruna peirra, efnaflokk og verkun.

Efni (Uppruni)

Efnaflokkur

Verkun

(-)-axisonitril-3
(Halichondria sp.)

Nitur seskviterpen

Frumudrepandi (Prawat
o.fl.,, 2011).

Halich6nadin A-L
(Halichondria sp.)

Seskviterpen

Frumu- og sveppadrepandi
ahrif (Ishiyama o.fl., 2005;
Ishiyama o.fl., 2008;
Kozawa, Ishiyama,
Fromont & Kobayashi,
2008; Suto, Tanaka,
Fromont & Kobayashi,
2011; N. Tanaka o.fl.,
2012).

Halicylindramid A-C
(Halichondria cylindrata)

Peptio

Sveppahemjandi og
frumudrepandi (Li,
Matsunaga & Fusetani,
1995a)

Halicylindrésio A og B
(Halichondria cylindrata)

Glykésfingdlipid

Sveppahemjandi og
frumudrepandi (Li,
Matsunaga & Fusetani,
1995b)

Halichondrin B Makrolio Axlisdrepandi ahrif

(Halichondria okadai) (Ramaswami o.fl., 2013).

Haliklérin (Halichondria Alkaloioi Hamlar ahrif NFkB,

okadai) blokkun L-typu Ca** géng
(Ohno, Suenaga &
Uemura, 2012).

HOL-30 (Halichondria Lektin Binst galact6sidi og veldur

okadai)

raudfrumukekkjun (Kawsar
o.fl., 2008).

Okadaic syra (Halichondria
okadai)

Polyeter toxin

Frumudrepandi ahrif
(Ramaswami o.fl., 2013).




Engum efnum hefur enn verid lyst sérstaklega ar Halichondria sitiens

(Mynd 1) en flokkun hans mé sja i toflu 2.

Mynd 1. Halichondria sitiens.

Svampinum var safnad i Kolbeinsey 31.mai 2012. Hann var geymdur i
frysti par til Grhlutun hofst. Myndin var tekin af héfundi.

Tafla 2. Flokkun Halichondria sitiens.
Flokkunin er byggd a gognum frad Van Soest o.fl. (2005).

Riki Dyrariki

Fylking Svampdyr

Flokkur Hornsvampar

FAEttbalkur Halichondrida

AEtt Halichondriidae
FEttkvisl Halichondria
Undiraettkvisl Halichondria (Eumastia)
Tegund Halichondria sitiens




1.1.3.2. Geodia sp.

Geodia tilheyrir flokki hornsvampa likt og Halichondria svampar en litid er vitad
um lifvirkni pessara svampa (De Rosa o.fl., 2008). Annars stigs efni likt og
histamin, inosin, amindsyran taurin og ymsir sterolar hafa fundist i svompum af
pessari tegund. P& hafa einnig verid einangradir sterar, alkaléidar, nukleotid,
polypeptid og hringlaga peptid ur peim (Hougaard, Christophersen, Nielsen,
Klitgaard & Tendal, 1991; Tabudravu & Jaspars, 2001). | t6flu 3 verda tekin
nokkur deemi um efni sem fundist hafa i svompum af tegundinni Geodia dsamt

efnaflokki peirra og verkun sem pau hafa synt i rannséknum.

Tafla 3. Efni sem hafa fundist i svdOmpum af tegundinni Geodia.
Farid yfir helstu efnin sem fundist hafa i svampinum, uppruna, efnaflokk
og hugsanlegan verkunarmata.

Efni (Uppruni) Efnaflokkur Verkun

Barettin (Geodia baretti) Brémad syklopeptio Sértaekur seratdnin vidtaka
bindill (Hedner o.fl., 2006)

8,9-dihydrobarettin Brémad syklopeptio Sérteekur seratonin viotaka

(Geodia baretti) bindill (Hedner o.fl., 2006).

Exigudlio (Geodia exigua) | Makrolid Hemur frjbvgun kynfrumna
igulkera (S. Ohta o.fl.,
2006).

Stelliferin rib6sid (Geodia | Triterpen glykosio Frumudrepandi ahrif

sp.) (Tabudravu & Jaspars,
2001).

(-)-10-epi-Axisonitril-3 Seskviterpen isésyanio Veldur pvi ad saedi

(Geodia exigua) krossfiska og igulkera

lamast og pvi 6frjosemi (E.
Ohta o.fl., 2008).

Geoddiamolio A og B Syklodepsipeptio Anrif & sveppinn Candida
(Geodia sp.) albicans dsamt pvi ad
koma i veg fyrir fjdlgun
brj6stakrabbameinsfrumna
(Rangel o.fl., 2006; Tinto

o.fl., 1998).
Geddiamodlio H og | Syklédepsipeptio Frumudrepandi virkni gegn
(Geodia sp.) krabbameinsfrumum
(Rangel o.fl., 2006; Tinto
o.fl., 1998).




Engum efnasambéndum hefur verid lyst ur Geodia macandrewi (Mynd 2)

en flokkun hans ma sja i toflu 4.

Mynd 2. Geodia macandrewi.

Svampinum var safnad a Graenlandsmidum 14.september 2011. Hann
var geymdur i frysti par til arhlutun héfst. Myndin var tekin af hofundi.

Tafla 4. Flokkun Geodia macandrewi.
Byggt & gégnum fra Van Soest o.fl. (2004).

Riki Dyrariki

Fylking Svampdyr

Flokkur Hornsvampar
AEttbalkur Astrophorida

FEtt Geodiidae

Aettkvisl Geodia

Tegund Geodia macandrewi




1.2. Lifvirk efni dr nattdrunni

Efni ar nattdrunni hafa verid mikilvaegur pattur i medhoéndlun ymissa sjukdéma
fra oréfi alda og gegna veigamiklu hlutverki i natima lyfjafreedi (Mayer o.fl.,
2010; Newman & Cragg, 2007). Natturuefni innihalda mikinn fjdlda lifvirkra efna
og voru eina uppspretta lifrenna efna og efna sem notud voru i

leeknisfraedilegum tilgangi adur en efnasmidar hofust (Mdller o.fl., 2004).

Svampar eru ein rikasta uppspretta lifvirkra efnasambanda sem finnast i
sjonum. Lifvirku sameindirnar eru yfirleitt annars stigs lifefni sem koma vid ségu
i samskiptum frumna og i vérnum gegn ytra areiti og eru pessi efni yfirleitt
myndud af ensimklésum i svOmpunum eda samlifisérverum peirra. Meira en
7000 mismunandi néttiruleg efnasambénd hafa verid greind Ur svompum og
tengdum 6rverum og sifellt baetist i pad safn. Efni sem hafa verid einangrud ar
svompum eru m.a. nukleosio, alkaléidar, terpenar, peptid, fitusyrur og peroxid
asamt pvi eru peir rik uppspretta ster6la sem synir pann gridarlega
efnafraedilega fj0lbreytileika sem peir bua yfir. Nokkur efni einangrud ur
svompum  hafa m.a. synt bdlguhemjandi, sveppadrepandi og
krabbameinshemjandi virkni (Belarbi el, Contreras Gomez, Chisti, Garcia
Camacho & Molina Grima, 2003; Hong o.fl., 2003; Koopmans o.fl., 2009; Kumar
& Pal, 2012; Muller o.fl., 2004; Sagar, Kaur & Minneman, 2010; Santalova o.fl.,
2007).

Fjolmargar hindranir eru a notkun nattaruefna, s.s. erfidur adgangur, erfitt
einangrunarferli og litid magn af efnum sem myndast. bvi er gridarlega
mikilvaegt ad préa godar adferdir til ad safna synum, dkvarda byggingu efnanna

og bera kennsl & skotmdrk (Montaser & Luesch, 2011; Sagar o.fl., 2010).

1.2.1.Lyf sem eiga reetur sinar ad rekja til nattrunnar

Lyf sem eiga reetur sinar ad rekja til nattarunnar gegna veigamiklu hlutverki i
lyflasdgu eins og adour kom fram. Talid er ad allt ad 50% markadsettra lyfja eigi

uppruna sinni i nattdrunni og er hlutfallid jafnvel enn haerra fyrir krabbameinslyf



og lyf vid smitsjakdomum (Newman & Cragg, 2012). Morg pessara lyfja sem
notud eru i klinik koma fra érverum og pa sérstaklega lyfin sem notud eru vid
sykingum af ymsu tagi en ponokkur peirra koma fra pléntum. Daemi um lyf sem
eiga reetur ar nattdrunni eru verkjalyfio morfin, krabbameinslyfin vinblastin,
vinkristin, etéposid, tenipdsio og paklitaxel og malariulyfin kinin og artemisinin
(Kingston, 2010; Newman, Cragg & Snader, 2003). P4 eru lyf Ur sjavarlifverum

alltaf ad fa meiri og meiri athygli og verdur farid nanar i pau hér ad nedan.

1.2.2.Lvf ur sjavarlifverum

Fjolmorg efni ar sjavarlifverum hafa verio skodud en adeins 6rfa hafa fengio
markadsleyfi sem lyf sem eru viss vonbrigdi midad vid veentingar sem gerdar
hafa verid til efna sem unnin eru Ur sjonum (Hill & Fenical, 2010; Mayer, 2014;
Montaser & Luesch, 2011). bénokkur efni eru i kliniskum ranns6knum sem
binda ma vonir vid. Sj6 efnasambdnd eru komin med markadsleyfi, tvo
efnasambdnd eru komin i fasa Il i kliniskum rannséknum, fijogur efni eru i fasa

Il og fimm efni i fasa | eins og sja ma i toflu 5 (Mayer, 2014).

Fjogur af pessum efnasambéndum hafa markadsleyfi & islandi. Sytarabin
hefur markadsleyfi undir sérheitunum Arabine®, Cytarabine Pfizer® og
DepoCyte®, ziconbtid hefur markadsleyfi undir sérheitinu Prialt®, trabectedin
hefur markadsleyfi undir sérheitinu Yondelis® og eribdlin mesylat hefur
markadsleyfi undir sérheitinu Halaven® (Lyfjastofnun, 2013a, 2013b, 2013c,
2013d).



Tafla 5. Efnasambdnd sem hafa verid einangrud ur sjavarlifverum

Hér ma sja efnasamb6nd sem hafa verid einangrud ur sjavarlifverum og
eru komin med markadsleyfi eda eru i kliniskum rannséknum. Gefid er
upp sérheiti ef pad er til stadar, uppruna efnasambandsins, verkun og
abendingar. Taflan er adlogud fra Mayer (2014).

Stada Efna- Sérheiti Uppruni Efna- Verkun Abendingar
samband (lifvera) flokkur
Sytarabin Cytosar-U® | Svampur NUkledsid | Verkar 4 DNA | Bratt eitilfrumu-
(Ara-C) (Cryptotethia pélymerasa hvitbleedi, brada
crypta) mergfrumuhvit-
blaedi og vid
heilahimnu-
hvitbleedi (Mayer
o.fl., 2010).
Vidarabin Vira-A® Svampur Nukle6sid | Verkar a veiru | Veirusykingar i
(Ara-A) (Cryptotethia DNA augum vegna
crypta) pélymerasa Herpes simplex 1
og 2 (Mayer o.fl.,
2010).
Zikénotio Prialt® Keilusnigill Peptio Verkar & N- Miklir kroniskir
(Conus typu verkir (Montaser &
magus) kalsiumgdng Luesch, 2011).
Eribalin Halaven® Svampur Makrolio Verkar & Brjéstakrabbamein
Markads- | Mesylat (Halichondria Orpiplur eda brjosta-
leyfi (E7389) okadai) krabbamein med
meinvérpum
(European
Medicines
Agency, 2011,
Montaser &
Luesch, 2011).
Omega-3 Lovaza® Fiskur Omega-3 | Verkar a Til ad laekka magn
syru etyl fitusyrur nymyndunar- | priglyserida
ester ensim (Mayer, 2014).
priglyserioa
Trabektedin Yondelis® Méttuldyr Alkaloio Verkar & Krabbamein i
(ET-743) (Ecteinascidia minni grof mjukvef og
turbinata) DNA eggjastokkum
(Mayer o.fl.,
2010).
Brentiximab | Adcetris® Lindyr/Bla- Motefna- Verkar & Hodgkins
vedotin bakteriur tengt efna- | CD30 og eitlazexli, altaek
(SGN-35) samband Orpiplur villivaxtarstoreitil-
frumuaexli
(European
Medicines
Agency, 2012).
Plitidepsin Aplidin® Méttuldyr Depsi- Verkar & Eitilfrumu-
(Aplidium peptio Racl og JNK | krabbamein
Fasi Il albicans) virkjun (Ribrag o.fl.,
2013).
Tetrodotoxin | Tectin® {gulfiskur Guani- Verkar a Miklir verkir (Nieto
dinum natrium géng | o.fl., 2012).
alkal6idar
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DMXBA A ekki vid Ormar Alkal6idar Verkar a a7 Gedklofi,

(GTS-21) (Amphiporus nikétin alzheimer (Kem
lactifloreus) asetylkoln o.fl., 2006; U.S.

vidtaka National Institute
of Health, 2006,
2011a).

PM00104 Zalypsis® Efnasmidadur | Alkal6idar | Verkar & DNA | Mergaexli (Ocio
afleida bindingu o.fl., 2009).
alkaloida
einangrud Ur
lindyrum
(Jorumycin) og
svOmpum

. (Reniera-
Fasi Il mycin,
Safracin,
Saframycin)

PM01183 A ekki vid Efnasmidud Alkal6idar | Verkar a Brjéstakrabbamein
afleida minni grof (J. F. Leal o fl,,
alkal6ida sem DNA 2010; U.S.
svipar til National Institute
alkal6ida ur of Health, 2012).
Ecteinascidia
turbinata

CDX-011 A ekki vid Lindyr/Bl&- Motefna- Verkar & Brjéstakrabbamein
bakteriur tengt efna- | glyképrétein (U.S. National

samband NMB og Institute of Health,
Orpiplur 2013).

Marizomib A ekki vid Bakteria Beta- Verkar & 20S | lllkynja aexli (Potts

(Salindspor- (Salinospora lakton- protedsom o.fl., 2011).

amid A; NPI- tropica) gamma

0052) laktam

PM060184 A ekki vid Svampur Polyketio Verkar & Langt gengin fost
(Lithoplocamia minni grof a&xli (Guillén,
lithistoides) DNA Catalufia,

Palomares &
Aviles, 2013; U.S.
National Institute
of Health, 2011b).

Bryostatin A ekki vid Mosadyr Makrdlida Verkar & Krabbamein,

lakton protein kinasa | alzheimer (Mayer,
Fasi | C 2014).
SGN-75 A ekki vid Lindyr/Bla- Motefna- Verkar & Non Hodgkins
bakteriur tengt efna- | CD70 og eitilfrumu-
samband Orpiplur krabbamein,
nyrnafrumu-
krabbamein (U.S.
National Institute
of Health, 2009).

ASG-5ME A ekki vid Lindyr/Bla- Motefna- Verkar & Krabbamein i

bakteriur tengt efna- | ASG-5 og blédruhalskirtli,
samband Orpiplur brisi, maga (U.S.

National Institute
of Health, 2010a,
2010b).

11




1.2.3.Annars stigs efni svampa med boélguhemjandi eiginleika

Fjolmoérg annars stigs efni hafa verid einangrud ar svémpum og morg peirra

hafa synt spennandi 6naemisstyrandi eiginleika. Tafla 6 synir bolguhemjandi efni

sem einangrud hafa verid Ur svompum, uppruna peirra, efnaflokk sem pau

tilheyra og verkunarmata.

Tafla 6. Efni einangrud ar svdompum med bolguhemjandi ahrif.

Taflan synir helstu efnin sem hafa verid einangrud Ur svdmpum asamt uppruna
peirra, efnaflokk sem pau tilheyra og verkunarmata (Keyzers & Davies-

Coleman, 2005).

Efnaflokkur

Efni

Svampur

Verkunarmati

Kinén avarén

Dysidea avara

Hemur bjugmyndun
vegna
karrageenans og

i TPA (12-O-
Seskviterpen tetradekandylforbol)
i masum.
Frondosin A-E Dysidea frondosa | Hemur IL-8 vidtaka
og protein kinasa C
ensim.
Norrisélio Chromodosis Hemur PLA,
norrissi og (Fosfolipasi Ay).
Dendrilla sp.
Diterpen Gracilin A Aplysilla sp. Hemur PLA,.
Parevik syra A Chelonaplysilla Hemur myndun
violacea superoxioa i
daufkyrningum.
Manolid Luffariella Hemur PLA; og
variabilis PLA; ensim.
Sesterpen Skalaradial Cacospongia Hemur PLA; og
mollio PMA hvatada
arakidon syru losun
i masum.
Kontignasterol Petrosia Hamlar and-IgE
Sterar contignata Orvada losun

histamins.
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Xestbdbergsterdl A | Xestospongia Hamlar and-IgE
Sterar og B berquista Orvada losun
histamins.
Topsentin Topsentia genitrx | Hemur PLA;
Hymenialdisin Axinella Hemur IL-1 hvatada
Alkal6ioar verrucosa og prostaglandin E;
Acanthella myndun
aurantiaca
Halipeptin A og B | Haliclona sp Hindrar
Peptid bjigmyndun i
musum.
Plakotenin Plakortis sp. Hemur fjolgun
Karboxylsyra trefjfakimfrumna i
lidpoka i gigt.
Glykadlipio M-5 komplex Phyllospongia Bolguhemjandi ahrif
foliascens Opekkt

1.2.4 Fituleysanleq efni i svOmpum

Fosfolipio ur sjavar- og ferskvatnssvémpum eru rik uppspretta byggingarlega
Ovenjulegra og ahugaverdra fitusyra en svampar af aettbalki Halichondrida syna
sérstaklega mikinn fj6lbreytileika (Rodriguez, Osorno, Ramos, Duque & Zea,
2010). Svampar innihalda idulega mikid magn fitusyra sem eru Olikar
venjulegum fjélomettudum fitusyrum en um 400 mismunandi fitusyrur med 12-
32 kolefnisatdm i kedju sinni hafa fundist i lipiodum, glykélipidum og fosfélipioum
peirra. Einkennandi fyrir svampa eru A5,9 fitusyrukedjur sem hafa jafnvel pridja
tvitengid eda brom atom tengt vido kedjuna (Mynd 3, A) (Berge & Barnathan,
2005; Jiang o.fl., 2011). | svdmpum finnast einnig greinéttar fitusyrur (Mynd 3,
B) sem eru sjaldgeefar i 6drum lifverum, s.s. 10,13-dimetyl-14:0 og 9,13-
dimetyl-14:0. Metoxyleradar fitusyrur (Mynd 3, C) eru sjaldgaefar i nattarunni og
finnast adallega i frumsteedum lifverum, s.s. blabakterium, bakterium og
svompum. P4 hafa einnig fundist asetylen fitusyrur (Mynd 3, D) i svémpum sem
innihalda jafnvel brématém & kedju sinni (Berge & Barnathan, 2005; Rezanka &
Sigler, 2009).
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Mynd 3. Fitusyrur sem hafa verid einangradar ur svompum.
A5,9 fitusyrur Ur Cinachyrella svampi (A), [6ng greinott fitusyrukedja ar
Chinachyrella svampi (B), a-metoxyleradar fitusyrur ar svompum i
Karabiska hafinu (C) og asetylen fitusyra Ur Xestospongia testudinaria
(D). Mynd adlégud fra Berge & Barnathan (2005).

Svampar mynda sérstaka stera sem hafa synt ahugaverda bolguhemjandi
verkun. XestObergster6l er steri sem var einangradur 0ar Xestospongia
bergquisita (Mynd 4, A). Hann hemur IgE midlada histamin losun virkjadra mast
frumna og geeti pvi komid ad notum vid medhoéndlun a astma (D'Orazio o.fl.,
2012). Klapriol A og B eru sterar sem voru einangradir ur Clathria lissosclera
(Mynd 4, B). beir hemja myndun superoxida og hafa synt bolguhemjandi ahrif in
vitro (D‘Orazio o.fl., 2012; Keyzers, Northcote & Webb, 2002). Kontignasterdl er

steri sem var einangradur Ur Petrosia congtignata (Mynd 4, C). Hann hefur synt
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vaenlegar nidurstodur vid astma og 6drum bdlgusjukdomum vegna getu sinnar

til ad hamla losun histamins (D‘Orazio o.fl., 2012).

Xestobergsterol A  XestobergsterolB  Xestobergsterol C
R1=R2=H R1=R2=R3=0H R1=R3=0H
R3=0H R2=H

Mynd 4. Efnabygging nokkurra stera ur svémpum.
Xestobergsterdl ar Xestospongia bergquisita (A), klapriél ar Clathria
lissosclera (B) og kontignasterdl Ur Petrosia contignata (C).

Sterdlar ur svompum hafa vakido athygli vegna évenjulegrar byggingar
sinnar en peir hafa gjarnan ster6la med breyttri byggingu eda auka alkylhép i
hlidarkedju sinni. Kolesterol er i mjog litlu magni eda jafnvel ekki til stadar. Fjoldi
sterdla er mismunandi eftir tegundum, yfirleitt 7-10 en pad kemur einnig fyrir ad
adeins einn sterdli er rikjandi og adrir sterdlar eru til stadar i hverfandi magni.

Svampar nélgast sterdla & fijora mismunandi vegu, p.e. med lifmyndun, siun,
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breytingu eftir siun eda med lifmyndun tengdri samlifisbakterium peirra (de
Barros, Volkmer-Ribeiro & da Veiga Junior, 2013, Santalova o.fl., 2004).
Svampar i gettkvisl Petrosia innihalda mikid af A>-6mettudum ster6lum sem hafa
Cg-Cip mettadar og Omettadar hlidarkedjur. Pessir sterdlar geta haft
syklépropan i byggingu sinni sem er 6venjulegt en deemi um pess konar sterdl
er petrosterél (Mynd 5). Algengt er ad sja A’-6mettadir sterélar og standlar {
svompum (Gauvin, Smadja, Aknin & Gaydou, 1998; Nechev o.fl., 2004;
Santalova o.l., 2007).

HqC EHy
CHy

CHy
CHq

HO

Mynd 5. Efnabygging petrosterols.

Glykélipid eru einn ahugaverdasti flokkur lipida i svompum (Rod‘kina,
2005). Kaminosid A er glykolipid sem var einangrad ur Caminus sphaeroconia
og hefur synt orverudrepandi eiginleika (Mynd 6, A) (Linington o.fl., 2002).
Agelasfin er glykosfingdlipio sem var einangrad Gr svampinum Agelas
mauritianus og hefur aexlishemjandi ahrif (Mynd 6, B) (Anderson, Teyton,
Bendelac & Savage, 2013).
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Mynd 6. Efnabygging glykolipida ur svompum.
Kamindsio A ur Caminus sphaeroconia (A) og Agelasfin Ur Agelas
mauritianus (B).

Sfingolipid  eru  mikilveegur hoépur efnasambanda sem hafa synt
lifrarverndandi, eexlishemjandi og O6naemisdrvandi ahrif og eru svampar
uppspretta sfing6lipida med ahugaverd byggingarleg einkenni (Ayyad, Bahaffi &
Hashish, 2009; Pruett o.fl., 2008). | svdmpum af tegundinni Oceanapia hefur
fundist ny tegund af svokolludum tvihdéfda sfingdlipidum sem innihalda
batoxidhdp sem sést sjaldan i nattiruefnum. Pessi efni eru risokalin (Mynd 7, a)
og risékalinin (Mynd 7, b) asamt perasetat afleidum peirra (Myndir 7, 1b og 2b)
og hafa pau synt sveppahemjandi virkni (Makarieva, Guzii, Denisenko,
Dmitronek & Stonik, 2008).
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R=H (a)
R=asetat (b) 2a,b

Mynd 7. Bygging sfingdélipida ur Oceanapia svompum.

Risokalin (1a), risokalinin (2a) og perasetat afleidur peirra (1b, 2b)
(Makarieva o.fl., 2008).

Plakdsid er oneemisbaelandi sfingolipid sem fundist hefur i Plakortis
simplex svampinum og er hann sérstakur ad pvi leytu ad hann gefur

sykloprépan hring i alkylkedju sinni (Mynd 8) (Pruett o.fl., 2008).

OH OR'

Cy DHW
NHR

Mynd 8. Efnabygging sfingélipidsins Plakésid.
Plakosio er einangrad ur svampinum Plakortis simplex (Pruett o.fl.,
2008).

| rannsokn sem framkvaemd var & fituefnum Gr skrapdyrinu Marthasterias
glacialis voru skodud bdélguhemjandi ahrif. Utdrattur var utbdinn sem innihélt
adallega fitusyrur og sterdla par sem helstu efnin voru palmitinsyra, cis 11-

eikosendéen syra, cis 11,14-eik0sadiendéen syra og ergosta-7,22-dien-3-0l.

18



Utdratturinn syndi markteeka laekkun & pekktum bélguvisum, s.s. iINOS, COX-2
og IkBa. Sterdlinn ergdsta-7,22-dien-3-61 bar adalabyrgd a leekkun iINOS og
IkBa en virdist sem 6ll efnin saman legdu til leekkunar & COX-2 (Pereira o.fl.,
2014).

Af pessu ma rada ad 6tal morg spennandi fituleysanleg efni hafa fundist i
svompum med ymsa lifvirkni. bvi er ahugavert ad skoda 6neemisstyrandi ahrif

fituefna Ur svdompum sem safnad hefur verid & islandsmidum.

1.2.5.S6fnun og reektun svampa

Sofnun hefur verid hvad mest hamlandi patturinn fyrir notkun efna ar sjonum pvi
efnin eru oft adeins framleidd i snefilmagni asamt pvi ad sofnunin krefst
sérheefdrar teekni og bunadar (Montaser & Luesch, 2011; Osinga, Tramper &
Wijffels, 1999). bvi er porf & pvi ad leita leida til ad framleida efnin med 6drum
heetti.

Algengast raektunaradferd svampa er reektun nedansjavar. Kostir vid
pbessa adferd er ad lifunarhlutfall er hatt, kostnadur er litill og nasegjanlegur
efnividur feest til frekari rannsokna. Gallar vid raektunina er ad svamparnir vaxa
haegt asamt pvi ad erfitt er ad stjorna adsteedum og pvi geta svamparnir verio
Gtsettir fyrir hinum ymsu sjukdomum og shnikjudyrum. Askilegt veeri ef heaegt
veeri ad reekta svampa a landi en ekki hefur tekist ad utbda umhverfi & landi
sem likir neegjanlega vel eftir sjonum (Koopmans o.fl., 2009, Yi, Wei, Hua,
Xingju & Meifang, 2005). Reaektunin fer pannig fram ad buatur er skorinn af
svampinum og parf pessi batur ad vera pakinn yfirbordsfrumum. Svampahlutinn
verdur ad vera i vatni (4-6°C) allan timann sem hann er medhoéndladur vegna
pess ad ef hann kemst i snertingu vid loft pa pumpast pad inn i svampinn og
hindrar vatnsflaedi i gegnum hann. Gaeta verdur pess ad kreista ekki svampinn
bvi pad getur valdid vefjaskemmdum og pé geta breytingar a seltu einnig drepid
svampinn. Mikilveegt er ad sem minnstur timi lidi fra pvi ad svampinum er

safnad og pangad til buturinn er skorinn af honum. Skipta verdur um vatn pegar
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buid er ad skera svampinn til ad koma i veg fyrir mengun vegna efna sem losna
vid skurdinn og pa er haegt ad beeta sykladrepandi efnum Ut i vatnid til ad draga
ar sykingum. Haegt er ad hengja svampabutinn a neelonsneeri til ad raekta hann i
sjo (Belarbi o.fl., 2003; Osinga o.fl., 1999). Mikilveegir peettir sem geta haft ahrif
og parf ad hafa i huga vid reektun er m.a. feedi, porf svampa fyrir kisil fyrir
beinagrind sina, surefni, hitastig, 1j6s og selta (Belarbi o.fl., 2003; Osinga o.fl.,
1999; Yi o.fl., 2005).

Ymsar nyjar adferdir hafa verid i préun til ad einfalda raektunina. In vitro
reektanir & frumum svampa sem framleida lifvirk efnasambdnd hafa verid
reyndar en erfidlega hefur reynst ad préa naegjanlega gdédar frumulinur sem
skipta sér samfellt. Samlifsérverur inni i svompum hafa verid taldar mynda
ymiss lifvirk efni og pvi hefur komid upp st hugmynd ad raekta pessar orverur til
ad fa fram lifvirku efnin. bad getur hins vegar reynst erfitt ad einangra paer og
reekta par sem margar Orverur vaxa bara i navist annarra Orvera.
Erfdarannsoknir hafa verid notadar til ad bera kennsl & genabluta sem mynda
lifvirk efni sem sidan er haegt ad flytja i hentugan hysil. petta lofar godu en er
flokid ferli par sem moérg gen koma vid sdgu sem parf ad bera kennsl & og flytja

yfir i hysilinn (Koopmans o.fl., 2009).

1.3. Onamisfraedi

Likaminn er verndadur gegn sykingarvoldum og 6drum skadlegum efnum af
ymiss konar frumum og sameindum sem saman mynda Onaemiskerfid.
Oneemiskerfinu er skipt i nattarulegt, 6sérheeft 6neemi sem er sa hluti
onaemiskerfisins sem er avallt tilbdinn til ad verja likamann og aunnid, sérhaeft
oneemi sem endurspeglar sykla sem hver og einn einstaklingur hefur verid
Gtsettur fyrir og pvi er enginn med eins aunnid o6naemi. Vid sykingu fer
varnarkerfi likamans af stad sem hefst a greiningu sykilsins og er i héndum
frumna oOsérhaefda Onaemiskerfisins. Neesta skref er onaemisvirkni sem er i

hondum komplementkerfisins, motefna og frumna 0sérhaefda dnaemiskerfisins.
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Stjornun 6neemissvara er mikilveeg i pessum fyrstu vérnum til ad koma i veg
fyrir ad Onaemiskerfi fari ad radast & eigin sameindir eda haettulausar framandi
sameindir en galli i pessu skrefi getur leitt til ofneemis eda
sjalfsoneemissjukdéma. Naestu skref eru sidan i hondum eitilfrumna sérhaefda
onaemiskerfisins. Lokaskrefid er myndun & éneemisminni sem sér til pess ad
verdi einstaklingur Gtsettur fyrir sama sykli aftur pa verdur hradara og sterkara
onaemissvar (Murphy, 2012).

Frumur aunna og nattirulega 6naemiskerfisins koma fra sama forvera sem
nefnist fjdlvirk stofnfruma og verdur til i beinmerg (Mynd 9). Fjblvirka
stofnfruman getur skipt sér og sumar af dotturfrumunum geta sérheefst yfir i
eitiffrumuforvera og myelo6idforvera. Ut fra eitilfrumuforveranum myndast
eitilfrumur aunna éneemiskerfisins og nattarulegar drapsfrumur (NK frumur) sem
teljast til 6sérheefda 6naemiskerfsins. NK frumur eru stérar kornoéttar frumur sem
hafa ekki sérteekan vakaviotaka og hlutverk peirra er ad pekkja og drepa
oedlilegar frumur, s.s. krabbameinsfrumur. Eitilfrumur tja sérteekan vakavidtaka
og skiptast i T eitilfrumur og B eitilfrumur. bPaer eru éreyndar par til peer hitta
vaka sinn og reesast og verda ad verkfrumum og litill hluti peirra verdur ad
minnisfrumum. Ut fra& myeléidforveranum myndast m.a. einkjérnungar,
daufkyrningar (e. granulocytes), mast-frumur og angafrumur (Murphy, Travers,
Walport & Janeway, 2008).
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Mynd 9. Myndun frumna énaemiskerfisins.

Frumur &neemiskerfisins myndast Gt fr& sameiginlegri fjolvirkri
stofkrumu i beinmerg. Stofnfruman getur skipt sér og sérheefst i
eitilfrumuforvera sem myndar B eitilfrumur, T eitilfrumur og NK frumur.
P& getur hun lika sérhaefst i myeldid forvera sem myndar m.a.
einkjornunga, daufkyrninga, mast-frumur og angafrumur. Mynd
adlégud fra Murphy o.fl. (2008).

Vid innras sykils fara af stad nattGrulegar 6neemisvarnir sem eru hadar

viotokum sem pekkja akvedin mynstur, vardveitt sameindamynstur sykla,
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svokoéllud PAMPs (e. pathogen associated molecular patterns) en vidtakarnir
sem pekkja PAMPs kallast PRRs (e. pattern recognition receptors) (Janeway &
Medzhitov, 2002; Murphy, 2012; Pancer & Cooper, 2006). begar stadbundnu
frumur Osérheefda Onsemiskerfisins (adallega stoéreeturnar) greina PAMPs i
geghum PRR vidtaka pa byrja peer ad seyta bodefnum sem draga ad
daufkyrninga sem sérhaefast hratt i skammlifar virknifrumur en meginmarkmid
peirra er ad losa sig vid sykinguna. betta dugar venjulega en pegar nattarulega
onaemiskerfid naer ekki ad eiga vid sykingu parf aunna kerfid ad adstoda (Guha
& Mackman, 2001; Janeway & Medzhitov, 2002; Kurtz, 2004).

Aunna o6nsemiskerfid er midlad af eitiifrumum sem tja vakasérteeka
vidtaka. Vegna endurradanlegra V, D og J genabuta er heegt ad fa fram
vakavidtaka med naegjanlegum fjolbreytileika til ad pekkja allan framandleika
sem lifveran getur oroid fyrir, par med talid motefnavakahluta sykla og eiturefna
(Pancer & Cooper, 2006). petta ferli hefur pad markmid ad buoa til
vidtakasértaekni sem gerir greinarmun milli mismunandi vaka svo Gneemissvar
geti verid sérteekt gegn akvednum syklum. Aunnid Onszemi gefur einnig
langtimaverndun vegna OGnaemisminnis sem naest pegar 6reyndar eitilfrumur

reesast og mynda verkfrumur og minnisfrumur (Kurtz & Armitage, 2006).

B frumur parfnast hjalpar fra T eitilfrumum til ad reesast. Sérteeku
vakavidtakarnir & B frumum sem kallast B frumu vidtakar (BCR) geta bundist
prividdar byggingu a vakanum og vid pad er motefnisvakinn dreginn inn i
frumuna og Klipptur nidur i smeerri peptid0 sem sidan bindast MHC I
(vefjaflokkasameind) og eru synd & yfirbordi B frumunnar. Til ad geta raest purfa
oreyndar T frumur ad bindast vaka sem er bundinn vid MHC Il sameind og
hjalparvidtokunum CD80/CD86 en pessar sameindir eru tjadar & synifrumu.
Reestar T frumur geta tekid patt i ad reesa frumurnar med pvi ad binda T frumu
vidtakann sinn vid peptid og MHC ll-peptid komplex & yfirbordi B frumnanna. T
frumurnar senda Orvandi bod til B frumnanna sem fjdlga og Orvast. Sumar
orvudu B frumurnar sérhaefast i motefnamyndandi plasmafrumur sem framleida
adallega IgM motefni en adrar flytjast med T frumunum i kimstédvar par sem B

frumurnar gangast undir ofurstokkbreytingu, saekniproskun og fara i gegnum
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flokkaskipti. pegar sykillinn hefur verid greindur af B og T frumum myndast
videigandi sértaekt 6naemissvar og syklinum er eytt (Janeway & Medzhitov,
2002; Kurtz, 2004).

Motefnamyndandi B frumur og reestar T frumur hafa stuttan lifunartima en
til ad f& langtimaminni breytast sumar B frumur og reestar T frumur i
minnisfrumur sem geta lifad i moérg ar. Vid endursykingu virkjast peer fljott i

plasma frumur sem mynda motefni og T verkfrumur (Kurtz, 2004).

Bdlga er naudsynleg vid atrymingu sykla en henni verdur ad vera mjog vel
stjornad pannig ad hun klarist og verdi ekki langvarandi en langvarandi bolga
getur valdid téluveroum bolguskemmdum. Langvarandi bélga hefur verid tengd
vio préun margra langvarandi sjakdoma, s.s. adakdlkun, kranssedasjukdoma,
krabbamein, offitu, sykursyki og sjalfséneemissjukdéma (Huang, Fletcher, Niu,
Wang & Yu, 2012) og pvi ahugavert ad skoda nanar efni sem hugsanlega geta

haft ahrif a bélguferli likamans.

1.3.1.Einki6rnungar

Einkjornungar koma fra fjolvirkri stofnfrumu likt og kom fram hér ad ofan. peir
finnast adeins i bl6di og vid areiti fara peir Ut i vefi og sérhaefast i storaetur.
Einkjornungar og stéreetur eru asamt daufkyrningum og angafrumum atfrumur
onaemiskerfisins. Stéreetur eru langlifar frumur sem eru mikilveegar i fyrstu
viobrogoum likamans vid sykingum. Peir gleypa og drepa orverur i natturulegu
oneemi, losa likamann vid sykla og syktar frumur sem aunna 6naemiskerfid
merkir, yta undir bolgusvorun og seyta bodefnum og flakkbodum sem virkja
adrar Oneemisfrumur og draga peser ad sykingarstad (Murphy o.fl., 2008;
Schnoor o.fl., 2009).

Einkjornungar og  storeetur eru  markfrumur fyrir  LPS (e.
lipopolysaccharides) og losa ymiss konar bélguaukandi bodefni (IL-1, TNF-a, IL-

6 og IL-8) pegar peir peir komast i snertingu vid pad. IFN-y er mikilvaegt bodefni
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sem kemur vid sogu i virkjun einkjérnunga og stéreeta vid upphaf 6naemissvars.
Pad eykur oft 6neemis- og bolgusvar med pvi ad vinna saman med 6drum
bodefnum. Oft ma sja samlegdarahrif milli LPS og IFN-y (Guha & Mackman,
2001; Tamali, Sugawara, Takeuchi, Akira & Takada, 2003).

Storeetur og einkjérnungar gegna mikilveegu hlutverki i 6Gnaemissvari og pvi
ahugavert vidfangsefni fyrir rannsoknir. Einkjérnungar sem eru fengnir Ur blodi
(e. primary cells) fjdlga sér ekki naegjanlega mikid og deyja fljott i reekt sem
takmarkar notkun peirra vid in vitro rannsoknir. Odaudlegar frumulinur sem
fiolga sér ort, s.s. THP-1 einkjérnunga hvitblaedis frumulinur eru pvi oft notadar i
stadinn (Qin, 2012; Schnoor o.fl., 2009).

1.3.2.THP-1 einkjd6rnungar

THP-1 er einkjérnungsfrumulina fra myel6id forverum sem mun audveldara er
ad reekta heldur en einkjornunga ur bl6di manna. Heaegt ad nota THP-1
frumurnar til ad skoda ymsa peetti sem tengjast starfsemi einkjérnunga, s.s.
viobrégd vid sykingum, tjaningu ymissa yfirbordssameinda og bodefna og eru
pbeer pvi mikid notadar i bélgurannséknir in vitro (Dhiman, Raje & Majumdar,
2007; Huang o.fl., 2012; Kerur o.fl., 2010). Kostur vid notkun pessarar frumulinu
er ad peer likjast mjog einkjérnungum 0r blédi og ad audvelt er ad vidhalda
peim. Pa getur pessi frumulina fj6lgad sér endalaust vid rétt skilyrdi (Qin, 2012;
Schildberger, Rossmanith, Eichhorn, Strassl & Weber, 2013).

Forbol esterar gera THP-1 einkjérnungum Kleift ad sérheefast i storaetulikar
frumur sem likja eftir mérgum einkennum venjulegra stéreeta. 1,25-
dihydroxyvitamin D3 hefur einnig verid notad til ad f& THP-1 frumulinuna til ad
sérheefast en forbdl esterarnir leida til proskadri svipgerdar med aukinni
vidlodun, minni Utbreidslu, aukinni tioni frumuats og aukinni tjaningu CD11b og
CD14 og er pvi frekar notad (Qin, 2012; Schnoor o.fl., 2009).
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THP-1 frumulinan virdist ekki svara LPS naegjanlega vel, liklega vegna
litillar tjaningar & CD14. en vel hefur gefist ad nseema frumulinuna med IFN-y
samhlida LPS til ad fa betra svar. Svo virdist sem samlegdarahrif LPS og IFN-y
auki tjaningu &4 CD14, TLR4, MD-2 og MyD88 i THP-1 frumum (Tamai o.fl.,
2003).

1.3.3.Innanfrumubodleidir
1.3.3.1. Bodflutningur gegnum Toll lika viotaka

Toll likir vidtakar (TLR) gegna mikilveegu hlutverki i ésérhaefdoa dneemiskerfinu
en peir pekkja PAMPs mynstur hja érverum. Ef TLR vidtakar bindast vid PAMPs
fer af stad hrina frumuboda sem endar i tjaningu gena tengdum bdlgupattum,
seytingu bodefna og ytir undir proskun synifrumna (Doyle & O‘Neill, 2006; Laird
o.fl., 2009; Lu, Yeh & Ohashi, 2008; Murphy o.fl., 2008).

Tjadir eru 10 mismunandi TLR vidtakar i ménnum sem hver fyrir sig pekkir
akvedin sameindamynstur & eda i syklum. TLR4 vidtakinn er pekktastur en
hann greinir LPS i frumuvegg gram-neikvaedra bakteria. TLR2 pekkir triasylerud
lipbpeptid i bakterium pegar hann tengist TLR1 vidtakanum en pekkir
diasylerud lipoprétein pegar hann tengist TLR6. TLR5 pekkir svipur bakteria en
TLR3, TLR7 og TLR8 pekkja RNA veira. bPa pekkir TLR9 CpG matif sem finnast
baedi i bakterium og veirum. TLR vidtaka ma flokka i tvo flokka: TLR1, 2, 4, 5 og
6 tengjast bindlum sinum a yfirbordi frumna en TLR3, 7, 8 og 9 tengjast bindlum
sinum i innfrumunarbélum. TLR vidtakar hafa allir innanfrumu TIR sveaedi (e.
Toll/IL-1R resistance) sem er mikilvaegt fyrir bodflutning. Par sem adeins eru 10
tegundir TLR viotaka pa er sérteekni peirra mun minni heldur en hja
vakaviotokum i aunna 6naemiskerfinu (Doyle & O‘Neill, 2006; Laird o.fl., 2009;
Lu o.fl., 2008; Murphy o.fl., 2008; Troutman, Bazan & Pasare, 2012).
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1.3.3.2. TLR4 bodflutninqur

TLR4 sem bindur LPS er mikilveegur vidtaki i bakteriusykingum og virkjunin
kemur af stad boélgusvari i 6sérhaefda dneemiskerfinu. LPS er mikilvaegur partur
af ytri himnu gram-neikveedra bakteria. Einkjérnungar og storeetur ésérhaefda
onaemiskerfisins pekkja LPS og eru einkjornungar sérstaklega naemir fyrir LPS
og bregdast vid med ad tja bélgubodefni. LPS binst LPS-bindi prétein (LBP) i
plasma (Mynd 10) og er flutt til CD14 vidtakans a frumuyfirbordi. Pa er LPS flutt
ad TLR-4/MD-2 komplex. begar LPS binst TLR4 fer innanfrumuhali TLR4 ad
draga til sin MyD88 adldgunarprotein sem tengist TIR sveedinu. MyD88 dregur
til sin og virkjar ymsa kinasa sem leida til virkjunar innanfrumubodleida (MAPK
ferli, PI3K ferli og NF-kB ferli), tjAningu umritunarpatta i kjarna og seytingu
bélguhvetjandi bodefna (Guha & Mackman, 2001; Huang o.fl., 2012; Lu o.fl.,
2008; Murphy o.fl., 2008; Tamai o.fl., 2003).

TLR4 getur einnig sent bod 6had MyD88 sem leidir til tjAningu & IFN-y en
ekki verdur farid nanar i pad ferli hér (Doyle & O‘Neill, 2006; Lu o.fl., 2008;
Troutman o.fl., 2012).

1.3.3.3. MAP kinasa ferlio

Virkjun a MAP kinasa ferlinu getur ordid fyrir tilstilli LPS og samanstendur petta
ferli af MAPKKK, MAPKK og MAPK kinésunum ERK 1/2, JNK og p38 (Mynd
10). Virkjun & MAPK kedjuverkuninni leidir til myndunar & ymsum
umritunarpattum m.a. AP-1, CREB og C/EBP sem gegna hlutverki i tjaningu a
bolguaukandi bodefnum og geta m.a. aukid tjaningu COX-2 (Guha & Mackman,
2001; Lu o.fl., 2008; Slomiany & Slomiany, 2013; Sturgill, 2008; Troutman o.fl.,
2012).

ERK1/2 booferlid stjérnar margskonar frumuferlum, s.s. fjélgun,
sérheefingu, lifun, styroum frumudauda og stressviobrogoum. Ferlio fer af stad
pegar MAPKKK virkjar MAPKK sem kallast MEK1/2 sem sidan fosfeerir og
virkjar ERK1/2 (Roskoski, 2012; Scherle o.fl.,, 1998; Wortzel & Seger, 2011).
p38 ferlid fer af stad pegar MAPKKK virkjar MAPKK sem nefnist MKK3/6 sem
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sidan fosfeerir og virkjar p38. JNK ferlid hefst & virkjun MAPKKK sem nefnist
MEKK1/4 sem fosfeerir og virkjar MAPKK kinasann MKK4/7. MKK4/7 fosfeerir
loks og virkjar JINK (Guha & Mackman, 2001).

1.3.3.4. PI3K/Akt ferlid

TLR4 bod leida einnig til virkjunar & PI3K sem er flokkur kinasa sem koma vid
sbgu i mérgum mikilveegum frumuferlum, s.s. frumuvexti, flutningi og styréum
frumudauda (Fallah, Chelvarajan, Garvy & Bondada, 2011; Laird o.fl., 2009;
Ojaniemi o.fl., 2003).

Talid er ad PI3K sé virkjad gegnum TLR adlégunarproteinio BCAP (e. B
cell adaptor for PI3K) sem er tjad af stéreetum og NK frumum og dregur ar
bolgu. Ferlid hefst & virkjun PI3K sem breytir PIP, i PIP3 sem virkjar PDK; sem
fosfeerir og virkjar serin/prednin sérhaefda proétein kinasann Akt (Mynd 10)
(Fallah o.fl.,, 2011; Laird o.fl., 2009; Ojaniemi o.fl., 2003; Sizemore, Leung &
Stark, 1999; Troutman o.fl., 2012).

PI3K dregur Gr myndun bdlguaukandi frumuboda sem er seytt gegnum
TLR bod (Fallah o.fl., 2012) en sumar rannséknir hafa p6 bent til pess ad PI3K
auki NF-kB virkjun og auki pvi bolgusvar @ medan adrar rannsoknir benda il
pess ad pad hamli bélgusvari (Guha & Mackman, 2002; Troutman o.fl., 2012).

1.3.3.5. NE-kB ferlid

NF-kB  umritunarpatturinn  er  mikilvaegur  stjornunarpattur  6nsemis,
stressvidbragda, sjalfstyrds frumudauda og sérhaefingar og hefur vanstjornun a
pvi verid tengd bolgusjukdomum, sjalfsonaemi, efnaskiptasjukdomum og jafnvel
krabbameini. NF-kB umritunar-patturinn binst sem dimer vid IkB protein i
umfrymi. Vid 6rvun brotnar IKB préteinid gegnum fosfeeringu IkB kinasa (IKK)
komplex sem samanstendur af tveimur virkum kindsum IKKa og IKKB asamt
stjornunareiningunni IKKy (NEMO). Tvenns konar ferli geta att sér stad, p.e.
klassiska ferlid og 6hefbundna ferlid. Klassiska ferlid er had IKKB og NEMO og

leidir til fosfeeringar a IkBa og flutning inn i kjarna adallega & p65 einingum NF-
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kB (Mynd 10). Ohefbundna ferli® er had IKKa midladri fosfeeringu a p100
einingu NF-kB tengdu vid RelB og leidir myndunar p52-RelB komplex. Fosfeerd
IKB proétein brotna nidur og losna fra NF-kB tvilidunni sem flytjast inn i kjarnann
(Doyle & O*Neill, 2006; Guha & Mackman, 2001; Lu o.fl.,, 2008; Oeckinghaus,
Hayden & Ghosh, 2011; Troutman o.fl., 2012).

" Frumuhimna

Nidurbrot

' Frumuhimna ' |

Bodefni:

IL-6, IL-12, TNF-q, IL-8, IL-10

Mynd 10. TLR4 bodleidir eftir bindingu vid LPS.

Pegar LPS binst TLR4 virkjast NF-kB, PI3K/Akt og MAPK bodferlar
gegnum TIRAP adldogunarprétein og MyD88. bessi virkjun leidir til
stjornunar & virkni umritunarpatta og seytingu bolgubodefna. Mynd
adlogud med godfuslegu leyfi fra Olafsdottir o.fl. (2013).
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1.3.4.Booefni

Frumubodar eru mikilveegar bodsameindir og midlar fyrir marga lifedlisfreedilega
ferla i likamanum. Onsemissvari er stjornad af frumubodum sem hafa ahrif &
fiolgun frumna (t.d. IL-2, IL-4, vaxtarhormén, TGF-B), sérhaefingu (t.d. IL-4, IL-
12), lifun (IL-7, prolaktin, FasL), vakasyningu (t.d. GM-CSF, IFN-y, IL-10) og
frumufar (t.d. flakkbodar). Asamt beinum ahrifum bodefna & proskadar frumur
Onaemiskerfisins pa er proskun 6naemisfrumna einnig had frumubodum (t.d. IL-
7, SCF, FIt-3L, SDF, IL-15). Frumubod tengja énaemiskerfid vid bolgusvar (IL-1,
IL-6, TNF) og vio midtaugakerfid (vaxtarhormon, prélaktin, IL-1) (Linossi,
Babon, Hilton & Nicholson, 2013; Durum, 2001).

Seyting bodefna spilar mikilveegt hlutverk i bdlgusvérun. Magn og
timasetning hvers bodefnis sem er losad er mikilvaegt til ad fa rétt svar par sem
of mikil eda of litil seyting getur valdid ymsum sjakdbmum en myndun er
stjornad af bodferlum (Dinarello, 2000; Stow & Murray, 2013). Bodefni hafa
mismunandi amindsyruradir og prividdarbyggingu og pvi er pad liffraedileg virkni
peirra sem gerir okkur Kleift ad flokka pau. Flest bodefni eru ekki tjdd nema

utanadkomandi 6rvun eigi sér stad (Dinarello, 2000).
1.3.4.1. IEN-y

IFN-y er adallega seytt af T frumum og NK frumum asamt pvi ad vera seytt i
minna magni af B frumum, synifrumum og NKT frumum (Gough, Levy,
Johnstone & Clark, 2008; Lippitz, 2013; Schroder, Hertzog, Ravasi & Hume,
2004; Stow & Murray, 2013). Myndun pess er stjornad af bodefnum sem
synifrumur seyta, adallega IL-12 og IL-18. Bodefni sem hafa neikvaed ahrif &
myndun IFN-y eru IL-4, IL-10 og TGF-B. IFN-y drvar storaetur sem hvetur peer til
sykladraps. Pad hefur érverudrepandi og aexlishemjandi &hrif auk pess ad yta
undir vakavinnslu og syniferli. Pad stjérnar vexti, proskun og sérhaefingu margra
frumutegunda, s.s. virkni NK frumna, B frumna og myndun motefna (Lippitz,
2013; Schroder o.fl., 2004).
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Bod fra IFN-y fara i gegnum JAK-STAT ferlio sem hefst & pvi ad pad binst
vid vidtaka & yfirbordi frumna sem nefnast IFN-yR1 og IFN-yR2. bessi binding
leidir til pess ad JAK1 og JAK2 sem eru tengd vid vidtakann feerast naer og geta
fosfeert hvort annad og innanfrumusveedi vidtakans. Fosfeering IFN-yR1 myndar
sveedi fyrir SH2 sveedi STAT1 umritunarpattarins sem er sidan fosfaerdur og
getur pvi myndad tvilidu sem losnar fra vidtakanum og flyst inn i kjarnann. par
kemur hann af stad tjaningu akvedinna gena (Gough o.fl., 2008; Murphy o.fl.,
2008; Schroder o.fl., 2004).

1.3.4.2. IL-1Ra

IL-1 er mikileegt bolgubodefni og spilar mikilveegt hlutverk i ferli sem leidir til
langvarandi bolgu (Arend, 2002; Burger & Dayer, 2001; Perrier, Darakhshan &
Hajduch, 2006). Myndun IL-1 getur verid minnkud eda virkni pess takmorkud
med bélguhemjandi bodefnun en einnig er til kréftugur hemill & IL-1 sem nefnist
IL-1Ra eda IL-1 vidtaka hindri sem tilheyrir IL-1 fjolskyldunni. Pessi hemill binst
sem samkeppnishindri vid IL-1 vidtaka an pess ad kalla fram svar (Burger &
Dayer, 2001; Perrier o.fl., 2006). Til eru prji mismunandi form af IL-1Ra, tvo
sem eru innanfrumuprotein (iclL-1Ral og iclL-1Rall) og eitt sem er seytt (slL-
1Ra) (Burger & Dyer, 2001).

IL-1Ra er m.a. seytt af einkjornungum, storaetum, daufkyrningum,
hyrnisfrumum og lifrarfrumum. Vegna pess ad tjaningu pess getur verid stjérnad
af bélguaukandi bodefnum i lifrarfrumum er pad stundum talid vera bradafasa
protein. Jafnvaegi & milli IL-1 og IL-1Ra er mjog mikilveegt pvi pegar of mikio er
til stadar af IL-1 geta bdlgu- og sjalfsonaemissjukdomar komid upp i mérgum
liffeerum, s.s. lioum, lungum, meltingarvegi, midtaugakerfi eda aedum (Arend,
2002; Perrier o.fl., 2006).

1.3.4.3. IL-6

IL-6 er yfirleitt talid vera bélguhvetjandi bodefni en getur p6 undir akvednum
kringumstaedum verid boélguhemjandi. Pad er mikilveegt bodefni i bradafasa

Onaemissvars (Stow & Murray, 2013; T. Tanaka & Kishimoto, 2012). bpad er
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myndad af einkjornungum og storsetum a fyrstu stigum sykingar eftir 6rvun TLR
viotaka med PAMPs og myndar bod med ad tengjast vid IL-6 vidtaka og gp130
a frumuhimnum (Neurath & Finotto, 2011; T. Tanaka & Kishimoto, 2012).

IL-6 er mikilveegur pattur fyrir myndun bradafasa préteina, s.s. CRP (e. C
reactive protein) og styrkur pess eykst i sermi vid brada og langvarandi
bolgusjukdoma. Pad hefur ahrif & myndun Th1l7 frumna i samvinnu vid IL-1 i
monnum en TGF-B i musum. Th17 frumur eru mikilveegar i byrjun énaemissvars
en auk pess eru pessar frumur algengar i langvarandi bdlgusjukdémum. Sé
stiornun & myndun IL-6 ekki neegjanlega g6d getur pad valdid ymsum
sjalfsoneemis- og boélgusjukdémum (Lippitz, 2013; Neurath & Finotto, 2011; T.
Tanaka & Kishimoto, 2012).

1.3.4.4. IL-10

IL-10 er bélguhemijandi bodefni sem er adallega myndad af einkjérnungum,
stéreetum og T frumum og kemur mikid vid sdgu i stjornun & bélgusvari og
onaeemisviobrogdum (de Waal Malefyt, 2001; Sabat, 2010; Stow & Murray,
2013). IL-10 hefur ahrif & prja mikilveega peetti i virkni einkjérnunga/stérseta m.a.
med pvi ad hemja tjaningu & MHC Il og hjalparsameindum og myndun
bélguhvetjandi sameinda, s.s. IL-18 og TNF-a (Lippitz, 2013; (de Waal Malefyt,
2001; Sabat, 2010; Stow & Murray, 2013). Loks hefur IL-10 ahrif & marga adra
lifedlisfreedilega ferla, s.s. eedamyndun, sexlismyndun og sykingu en ekki verdur
fario nanar i pad hér (de Waal Malefyt, 2001).

1.3.4.5. IL-12

IL-12 er bolguhvetjandi bodefni Ur tveimur mismunandi einingum, p35 og p40
sem hefur ahrif med pvi ad bindast vid sérstakan vidtaka a yfirbordi frumna og
senda bod gegnum JAK-STAT ferlid. bvi er seytt af reestum synifrumum og pa
adallega angafrumum og stérasetum. IL-12 er myndad hratt vid sykingu og hvetur
IFN-y myndun asamt pvi ad auka fjdlgun og frumudrepandi ahrif NK frumna og
T frumna. bPad Orvar einnig Thl svar og eykst vid Onaemisviobrogo (Jones,
Chaturvedi, Uyttenhove, Van Snick & Vignali, 2012; Lippitz, 2013; Esche,
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Shurinn & Lotze, 2001; Wang, Frank & Ritz, 2000). Vegna aukins Thl svars
getur IL-12 ytt undir bélgu og sjalfsonaeemissjukdoma, s.s. insulinhdda sykursyki,

maenusigg, lidagigt og nyrnahnodrabdlgu (Esche o.l., 2001).

IL-12 virdist hafa eexlishemjandi virkni sem liklega tengist auknum
frumudrepandi ahrifum NK frumna og T frumna (Jones o.fl., 2012; Wang o.fl.,
2000).

1.3.4.6. IL-23

IL-23 er bodefni sem likist IL-12 ad pvi leiti ad pau hafa sému undireininguna
p40 en sidan hefur IL-23 adra einingu, p19 sem likist p35 hja IL-12. bad er tjad
af virkjudum synifrumum og virdist yta undir IL-17 og IL-22 myndun asamt pvi
ad hafa hlutverki ad gegna i hvatningu og vidhaldi T frumu minnis (Jones o.fl.,
2012; Oppmann o.fl., 2000).

1.3.4.7. IL-27

IL27 er seytt af virkjudum synifrumum og sendir bod gegnum sérteekkan vidtaka
sem er tjaddur & 6reyndum CD4+ T frumum og NK frumum. Pagd tilheyrir IL-12
fiélskyldunni og gegnir mikilveegu hlutverki i stjornun & T frumu svari
(Larousserie o0.fl., 2006; Lucas, Ghilardi, Li & de Sauvage, 2003).

IL-27 er samsett Ur tveimur einingum, p.e. EBI3 (e. Ebstein-Barr virus
induced gene 3) sem svipar til p40 einingar IL-12 og p28 sem er hlidstaed p35
einingu 1L-12 (Larousserie o.fl., 2006; Lucas o.fl.,, 2003). bad getur samverkad
med IL-12 og ytt undir IFN-y myndun snemma i Th1 svari asamt pvi ad beela
myndun Treg frumna. P& getur pad einnig verid bolguhemjandi bodefni med pvi
ad hvetja Foxp3 Trl frumur, hamla IL-2 myndun og hindra Th17 svar (Jones
o.fl., 2012).
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2. MARKMID

Svampar innihalda gridarlega fjolbreytileg og ahugaverd fituefni, sér i lagi
fitusyrur, sfingolipid og sterdla. Nokkur slik efni hafa synt 6naemisstyrandi ahrif
in vitro. Onaemisstyrandi ahrif fitusaekinna efna Gr svdmpum sem safnad er i
islenskum sjo hafa litid verid rannsokud til pessa. Markmidid med pessu
verkefni var ad Urhluta fituseekin efni ar svompunum Halichondria sitiens og
Geodia macandrewi og meta ahrif Utdrattanna a bodefnaseytingu og virkjun

innanfrumubodleida i THP-1 einkjornungum.
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3. EFNI OG ADFERDIR

3.1. Efni

Tafla 7. Efni sem notud voru vio rannsoknir

Efni

Framleidandi

Albumin ar nautasermi

(Bovine Serum Albumin, BSA)
Akrylamid (38,5%)
Ammaoniumpersulfat
Anisaldehyod
Aseton
Bodefni (i angafrumulikani):

Recombinant human CM-CSF
Recombinant human IL-1(3
Recombinant human IL-4
Recombinant human TNF-a
Brennisteinssyra (H2SO,)

Diklorémetan

Dimetyl sulfoxio (DMSO)

Einstofna motefni (i angafrumulikani):
Mouse anti-human CD14:APC
Mouse anti-human CD86:FITC
Mouse anti-human HLA DR-PE
Mouse IgG1 negative contorl:FITC
Mouse IgG2a negative contorl:APC
Mouse IgG2a negative contorl:RPE

ELISA duoset:

Greiningarmoétefni:

Biotinylated goat anti-human IL-1ra
Biotinylated goat anti-human IL-6
Biotinylated goat anti-human IL-10
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Millipore

BioRad Laboratories
BioRad Laboratories
Sigma Aldrich

Skeljungur

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Merck

Sigma Aldrich
Riedel-de Haén

AbD Serotec
AbD Serotec
Biosciences
AbD Serotec
AbD Serotec
AbD Serotec

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems



Etandl

Biotinylated goat anti-human IL-12p40

Biotinylated goat anti-human IL-23
Biotinylated goat anti-human IL-27
Hudunarmétefni:

Purified mouse anti-human IL-1ra
Purified mouse anti-human IL-6
Purified mouse anti-human IL-10
Purified mouse anti-human IL-12p40
Goat anti-human IL-23

Goat anti-human IL-27

Stadlar:

Recombinant human IL-1ra
Recombinant human IL-6
Recombinant human IL-10
Recombinant human IL-12p40
Recombinant human IL-23
Recombinant human IL-27

(96%)

Etyl asetat
Fosfatasahindri, PhosStop

(phosphatase inhibitor cocktail tablets)

Fosférsyra ( = 85%)
Frumueeti (RPMI 1640 med L-Glutamin)
Geitasermi (Normal Goat Serum, NGS)

Glysin
Hexan

Histopaque vokvi

Hvarfefnalausn

IFN-y
Isedik

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Gamla apétekio
Sigma Aldrich
Roche

Sigma Aldrich

Gibco, Invitrogen

AbS Serotec

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

KEM EN TEC Diagnostics

(3,3,5,5'-tetrametylbenzidine og hydrogen peroxide)

isopropandl

Kalfa sermi (Fetal Bovine Serum, FBS)

Kléroform

Koltvioxio
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R&D Systems

Merck, Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Invitrogen
Sigma Aldrich
AGA



Laxerolia

Lipopolysakkarid ur E.coli (LPS)
Metanol

Moélybdatofosforik syra
Mondluolia

Natrium asio (NaN3)
Natrium dédekyl sulfat (SDS)
Natrium sulfat (Na;SO,)
Ninhydrin
Nuclear Extract kit
Page Ruler™ Prestatined protein Ladder
Penicillin/Streptomysin
Porablot PVDF himna (mdskvasteerd 0,2 um)
Proteasa hindri (complete mini)
(protease inhibitor cocktail tablets)
Saltsyra (HCI)
Segulkdlumerkt métefni:
CD14 Microbeads
Stopplausn (0,18M H,SO,)
Streptavidin-HRP
Sukrosi
TEMED
THP-1 frumulina (ACC 16)
Trizma base
Trypan blue litunarefni (0,4%)
Tween® 20
Undanrennuduft
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Ph.Eur. (Lyfjafreedideild
Haskodla Islands)

Fluka

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Ph.Eur. (Lyfjafreedideild
Haskodla Islands)
Sigma Aldrich

Sigma

Merck

Sigma Aldrich

Active Motif

Thermo Scientific
Invitrogen
Macherey-Nagel

Roche

Sigma Aldrich

Miltenyi Biotec
Oneemisfraedideild LSH
R&D Systems

Sigma Aldrich
Affymetrix USB

DSMzZ

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Mjolkursamsalan



Tafla 8. Fyrsta stigs motefni sem notud voru vid Western blettun.

Motefni gegn  Lotunumer Flokkur Pynning Framleidandi
IkBa # 4814S Mus 1:1000 Cell signaling
Technology
p38 #9212S Kanina 1:2000 Cell signaling
Technology
Fosfeaert p38 # 9216S Mus 1:2000 Cell signaling
Technology
ERK1/2 # 4696S Mus 1:2000 Cell signaling
(p44/42) Technology
Fosfeert #4370S Kanina 1:2000 Cell signaling
ERK1/2 Technology
(p44/42)
Akt #2920S Mus 1:1000 Cell signaling
Technology
Fosfeert Akt # 4060S Kanina 1:1000 Cell signaling
Technology
Lamin B1 # 332000 Mus 1:1000 Invitrogen
NFkB # SC-372 Kanina 1:500 Santa Cruz
Biotech.
COX-2 # 4842S Kanina 1:2000 Cell signaling

Technology

Tafla 9. Annars stigs métefni sem notud voru vid Western blettun.

Métefni Lotunumer Merki Pynning Framleidandi

gegn

Kaninu IgG # 926-68021 IRDye680LT  1:15000 Li-Cor
Biosciences

Musa IgG # 926-32210 IRDye800CW 1:15000 Li-Cor
Biosciences

Musa IgG # 5257 DyLight™800 1:15000 Cell Signaling

Conjugate Technology
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3.2. Teeki og ahold

Tafla 10. Teeki og ahdld sem notud voru vid rannséknir.

Teeki/ahold

Framleidandi

96 holu ELISA-bakki med flotum botn
Ascent software version 2.6.

(Fyrir gleypnimeelingar)
CellQuest Pro (Fyrir frumufleedisja, FACS)
Countess frumutalningargler
Frostpurrkari

Coolsafe

Snijder Scientific
Frumuflaedisja (FACSCalibur)
Frumuraektunarbakkar:

96 holu bakki med kdptum botn

48 holu bakki

6 holu bakki
Frumuraektunarfléskur (75 cm?)

(EasY Cell Culture Flasks)
Frumuraektunarskapur:

(Steri-Cult CO; Incubator HEPA class 100)
Frumutalningateeki (Countess)

Frystar

Glacier -86°C

Gram
Glerplo6tur fyrir steypingu gela (1,5 mm)
Glds fyrir frumufleedisja

GraphPad Prism (To6lfraediforrit)
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Thermo Scientific

Thermo Scientific

Becton Dickinson

Invitrogen

Labogene
Snijders

Becton Dickinson

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Electron
Corporation

Invitrogen

Roche, Nuaire
Gram

BioRad
Sarstedt

GraphPad Software Inc.



Himnuskanni fyrir Western blot
HIj6dbad
Hristarar
Autovortex SA6
Vortex-Genie 2
Hverfissvalli
iBlot taeki
Image Studio (fyrir greiningu & Western blettun)
Innraudur skanni (Odyssey)
LAS V41 (forrit fyrir frumumyndatoku)
Ljosgleypnimeelir fyrir ELISA
(Original Multiscan EX)
LS*/VS" MACS slla
MACS seqgull
MACS standur
Milli Q-teeki
Neubauer (gler fyrir frumutalningu)

Novex sett fyrir iBlot flutning

Li-COR

Diogenode

Stuart Scientific
Scientific Industries
Bichi

Invitrogen

Li-Cor Biosystems
Li-Cor Biosystems
Leica

Thermo Electron
Corporation
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Milli-Q Academic
Assistent

Life Technologies

(iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular)

PCR teeki (Venti 96 well thermal cyder)
pH meelir (Orion model 410A)
Pipettustrakur
Rafdrattarteeki
(Electrophoresis power supply EPS-300)
Segulhreera
Siunarpappir nr. 1 (150 mm @)
Skilvindur:
Centrifuge 5418

40

Applied Biosystems
Thermo Scientific
Biosciences

Pharmacia Biotech

Heidolph

Whatman

Eppendorf



Heraeus Multifuge 3SR+
Heraeus Multifuge X3R+
GS-15R centrifuge
Smasijar:
Fluovert
Leica DMI 3000B Inverted Microscope
Leica DMLS
Sterill loftskapur med siudu loftstreymi
(Biological Safety Cabinets Class Il)
TLC plétur
TLC Silica gel 60 F2s4
Utfjolublar (UV) liosmeelir
Vagga
Vogir:
PB303-S Delta Range
AQg285
AND GX-4000
Sartorius 1219 MP
pvottateeki fyrir ELISA
(EIx405)
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Thermo Scientific
Thermo Scientific

Beckman

Leitz Wetzler
Leica Microsystems
Leica Microsystems

Nuaire

Sigma Aldrich
Merck
CAMAG

Stuart Scientific

Mettler-Toledo
Mettler-Toledo
A&D instruments
Sartorius

Biotek



3.3. Aoferadir
3.3.1.S6fnun

Geodia macandrewi var safnad i leidangri Meteor sem er pyskt rannséknarskip
a Greenlandsmioum 14.9.2011. Svampurinn var frostpurrkadur i 4 daga en hann
var ekki alveg purr pegar hann var tekinn af frostpurrkaranum og byrjad var ad

vinna med hann.

Halichondria sitiens var safnad i Kolbeinsey 31.mai 2012. Hann var
skorinn i smeerri bita og sidan settur i frostpurrkun og latinn vera par i u.p.b. 5
daga eda par til hann var ordinn purr i gegn.

3.3.2.Urhlutun & sequlhreeru

Eftir frostpurrkun var Geodia macandrewi svampinum skipt nidur i 2 bikarglos,
samtals 1277 g. | 6dru bikarglasinu var drhlutad med leysi sem samanstod af
metandli og diklorémetani i hlutféllunum 2:1 en i hinu bikarglasinu var notad
kléréform i stad diklorometans. Var petta vegna pess ad diklérometan er mun
Odyrari og minna eitradur leysir en klér6form en sidar var akvedid ad notast
eingdngu vid kloréform likt og segir til i adferd Bligh & Dyer. Lausnirnar voru
latnar hraerast yfir nott vio stofuhita a hradanum 250 rpm (snuningar & minatu)
0g pé siadar i gegnum siupappir. Aftur var arhlutad med metandli og kléréformi
(2:1), hreert yfir nott vid stofuhita & hradanum 250 rpm og siad. Lausnirnar sem
siadar hofou verido voru sameinadar i eina kuluflésku og leysir inngufadur fra
undir prystingi vio u.p.b. 35°C. Mjog erfidlega gekk ad inngufa leysinn fra og
gera ma rad fyrir ad vatn hafi verid til stadar sem ekki inngufast vegna pess ad
svampurinn var ekki fullkomlega purr pegar hafist var handa vid ad vinna med
hann. bvi var gripid til pess rads ad frysta pad sem ekki nadist ad inngufa med

pvi ad notast vid aseton og purris og frostpurrka aftur i u.p.b. 4 daga.

Vegin voru 183 g af Halichondria sitiens svampinum og hann Urhlutadur

med leysi sem samanstod af metanoli og diklérometani i hlutféllunum 2:1 og
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latid hreerast yfir nott & segulhreeru vid stofuhita vid 250 rpm. Lausnin var siud
og pa latinn nyr leysir og latid hreerast yfir nétt. Loks var restin siud og leysirinn
inngufadur fra undir prysingi vid u.p.b. 35°C og vegid 26,97 g.

3.3.3.Urhlutun med adferd Bligh & Dyer

Notast var vid litillega breytta adferd Bligh og Dyer (Bligh & Dyer, 1959) til ad
einangra fituefnin ar svdmpunum. Halichondria svampurinn var leystur upp i
150 ml af kléroformi og hreert vel i 30 sek. og pa voru 150 ml af eimudu vatni
beett ut i hreert i adrar 30 sek. Vokvinn var settur i skiltrekt og myndudust 2
fasar, efri fasinn var vatnsfasi og lj6s a litinn en nedri fasinn var dekkri og
innihélt kléréform asamt lipidunum og pvi var peim fasa safhad. Heegt var ad
akvarda hvor fasinn veeri hvad Gt fra edlismassa en kloréform hefur heerri
edlismassa en vatn og sekkur pvi nidur. Notast var vid natriumsulfat til ad losna
vid allt vatn ar kléréform fasanum og pad sidan siad fra og lausnin inngufud og

svampurinn veginn 5,16 g.

Sama adferd var notud vid ad einangra fituefnin Ur Geodia svampinum
nema Orlitid meira magn af klér6formi og vatni var notad, p.e. 164 ml. Mj6g
erfidlega gekk ad leysa upp og vard eftir ljosbran klessa, likt karamellu i
botninum sem leystist alls ekki. Akvedid var ad skilja pad eftir og vigta. bad sem
leystist var sett i skiltrekt svo myndudust 2 fasar, efri fasinn var glaer-/hvitleitur
en nedri fasinn beinhvitur ad lit og pykkur. Fasaskilin voru ekki alveg skyr og
bad var eins og ,sapulag“ a milli laganna. Nedri fasanum var safnad og hann

purrkadur og inngufadur a sama hatt og fyrir Halichondria synid.

Profad var ad leysa pad sem eftir var af Geodia efninu (76 g) upp i vatni
par sem pad var mjog saltlikt sem gekk vel pannig ad liklega er um ad reeda
einhvers konar solt par sem svampurinn var ekki alveg purr pegar arhlutun var

hafin.
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3.3.4.bunnlagsgreining (TLC)

Punnlagsgreining var framkveemd til ad kanna hvort fituefni veeru i raun til
stadar i utdreetti. Notast var vid alplotur sem hidadar voru med kisli. Pléturnar
voru klipptar at p.a. peer voru 10 cm a lengd og lina dregin med blyanti u.p.b. 2
cm fra brdn. Syni sem verid var ad skoda voru leyst upp i orlitlu magni af hexani
og sidan doppud a linuna med u.p.b. 1 cm millibili med mjéu glerrdri, tveir
punktar fyrir hvert syni. Platan var loks keyrd i ferdafasa og skodud i utfjolublau

lisi.

Utbanir voru nokkrar gerdir af ferdafasa sem voru misskautadir en

samsetningu peirra ma sja i toflu 11.

Tafla 11. Samsetning ferdafasa sem profadir voru i TLC greiningu.

Samsetning ferdafasa

Ferdafasi Efni Samsetning
1 Hexan:etylasetat 99:1
2 ; 90:10
3 , 85:15
4 ” 70:30
S ; 50:50
6 Diklérometan:metanol 100:1

Ut fra skodunum & pessum ferdafosum var akvedid ad notast vid ferdafasa
nr. 3 (tafla 11) fyrir frekari profanir. Notast var vio méndluoliu og laxeroliu sem

viomio.

Eftir ad buid var ad skoda ploturnar i utfidlublau ljési voru utbunir

framkollunarvokvar til ad haegt veeri ad segja til um hvers konar efni veeri ad
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reeda en notadir voru 4 mismunandi framkollunarvokvar; anisaldehyd, ninhydrin,

fosfomélydbiksyra og fosforsyra.
3.3.4.1. Anisaldehyd
Anisaldehyd lausnin var Utbuin a eftirfarandi hatt:
0,5 ml anisaldehyd
10 ml isedik
85 ml metanal
5 ml cons H,SO4

Anisaldehyd framkollunarvokvi synir tilvist fendla, terpena, stera og sykra
med pvi ad mynda fj6lublaa, blaa, rauda, graa eda greena bletti. Eftir ad TLC
plata hefur verid idud med vokvanum parf ad setja hana & hitaplatta vido 110°C

par til litirnir koma fram.

3.34.2. Ninhydrin

Ninhydrin lausn var Gtbuin & eftirfarandi hatt:
0,2 g ninhydrin
100 ml etandl

Ninhydrin greinir tilvist aminésyra, aminésykra og amina en pau litast raudleit.
Eftir ad TLC platan hefur verid toud parf ad setja hana a hitaplatta vio 110°C

par til litirnir koma fram.
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3.3.4.3. Fosfémolybdiksyra

Fosfomolydbiksyru lausn var Gtbuin & eftirfarandi hatt:
250 mg molybdatofosforiksyra
50 ml etanol

Med litun pessa framkdllunarvokva er haegt ad greina tilvist alkbéhdla, gallsyra,
lipida, fitusyra eda stera. Udanum er spreyjad a TLC plétuna og han sidan latin

liggja a hitaplatta vid 120°C par til gra- eda brunleitir flekkir myndast.
3.3.4.4. Fosférsyra
Fosférsyrulausnin var Gtbuin & eftirfarandi hatt:

20 ml 85% fosforsyra

20 ml eimad vatn

Lausninni var tdad a TLC pl6étuna og latid liggja & hitaplatta vid 120°C i u.p.b.
15 min. Sterolar, sterar og gallsyrur syna alls kyns liti baedi vid synilegt lj6s og

vid utfjolublatt ljos.

3.3.5.Frumulikdn

Notud voru tvenns konar frumulikdn til ad skoda ahrif efnanna a énaemissvor,
annars vegar var notast vio THP-1 einkjérnunga frumulinu og hins vegar
angafrumur proskadar ur einkjérnungum a monnum. Angafrumulikanid var
notad til ad skima fyrir efnum med ahugaverd ahrif & seytingu bodefna og THP-
1 likanio til ad skoda nanar ahrif efnanna a seytingu bodefna og virkjun
innanfrumubodleida. Upphaflega atti ad préfa efni Ur Halichondria sitiens og
Geodia macandrewi en ekki var haegt ad leysa efnin Ur Geodia svampinum upp

i DMSO og pvi var 4kvedio ad nota hann ekki.
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3.3.5.1. Angafrumulikan

Angafrumulikanid tok 9 daga og var pvi skipt nidur i nokkur skref. Einkjarna
frumur (PBMC) voru einangradir Ur blodi blédgjafa a4 degi 0 med Ficoll
einangrun. Peir voru sidan merktir med segulkalumerktum anti-CD14 motefnum
til ad einangra CD14" frumur med MACS adferd. Notud var LS*/VS™ MACS stila
sem komid var fyrir i segulsvidi. Neikveedu frumurnar voru skoladar i gegnum
suluna en peer jakveedu voru eftir & sulunni og voru losadar af henni eftir ad buid
var ad taka suluna Ur segulsvidinu. Pa voru CD14" frumurnar settar i eeti og a
reektunarplotu og Ut i eetid beett vaxtarpattunum IL-4 (12,5 ng/brunn) og GM-
CSF (25 ng/brunn) til ad fa sérhaefingu yfir i éproskadar angafrumur (imDC).
Loks var reektunarplatan sett inn i frumursektunarskap (95% raki, 37°C, 5%
COy,).

A degi 3-4 var frumum vidhaldid med pvi ad baeta fersku aeti Gt i brunnana

asamt sbmu vaxtarpattum og & degi O.

A degi 7 var frumunum safnad og peer taldar i smasja. beer voru sidan
spunnar nidur, eetinu hellt af og nytt seti sett Gt i pannig ad frumustyrkurinn yrdi
2,5*10° frumur/ml. Frumulausnin var sett & raektunarplétu dsamt bodefnunum
IL-18 (5 ng/brunn), TNF-a (25 ng/brunn) og LPS (0,25 ng/brunn) sem proska
Oproskadar angafrumur yfir i proskadar angafrumur (mDC). P& voru synin sett

Gt i reektina og reektunarplatan sett i frumursektunarskap.

A degi 9 voru frumurnar skodadar i smasja, peim safnad og paer spunnar
nidur. Flotinu var safnad i geymsluglés og pau geymd i frysti vid -70°C til
notkunar vid ELISA adferd. Loks voru frumurnar endurleystar i 250 pl

litunarlausn og skipt i 2 FACS glos og paer notadar til greiningar i frumuflaedisja.

3.3.5.2. THP-1 frumulikan

THP-1 frumulinunni var vidhaldid med pvi ad splitta henni tvisvar i viku og reekta
i aeti i frumuraektunarflésku i hitaskap vio 37°C, 95% raka og 5% CO,. Atid
innihélt 10% FCS, 100 U/ml penisillin og 100 pg/ml streptomysin. Splittio foér

pannig fram ad frumurnar voru skodadar i smasja til ad kanna astand peirra.
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Talning var framkveemd med pvi ad blanda saman 10 pl af trypan blue lit og 10
pl af frumulausninni og sett i talningavel. Eftir pad voru frumurnar settar i
skilvindu i 10 min & 300 g vid 4°C. Ut fra talningunni var reiknad hve mikid af
nyju eeti pyrfti ad blanda saman vid frumurnar til pess ad fa styrkinn 2,0%10°

frumur/ml.
Magn aetis = (Lifandi frumur * rimmal vokva i frumuglasi) / 2,0¥10° frumur/ml

Eftir ad frumurnar hofou verid spunnar nidur var eetinu hellt af og
frumurnar slegnar upp. Rétt magn af aeti var sett Gt i glasid og glasio hrist
adeins. P& voru frumurnar settar i frumuraektunarflosku, settar i

frumuraektunarskap og geymdar par til purfti ad nota paer.

Pegar nota atti frumurnar i tilraun var frumulausn Gtbuin & sama hatt og ad
ofan nema med styrkleikann 0,5*10%ml. Frumurnar voru nseemadar med IFN-y
sem var leyst upp i 990 pl af eeti. P& var 1 ml af frumulausn sett i hverja holu &
48 holu reektunarbakka dsamt 10 pl af IFN-y (100 U/ml) og reektunarbakkanum
komid fyrir i hitaskapnum i 3 kist.

Efnin sem profa atti voru undirbdin med pvi ad leysa pau upp i DMSO og
eeti (1:10). Vegio var 0,01483 g af efni einangrudu ar Halichondria sitiens og
pad leyst upp & eftirfarandi hatt:

Magn DMSO = (0,01483 g * 1000 mg/g) / 50 mg/ml = 0,2966 ml| =296,6 pl
Magn eetis =0,2966 ml * 9 = 2,67 ml

pa fekkst syni med styrkleika 100 pg/ml sem sidan var pynnt i hlutféllunum
1:10, 1:100 og 1:1000.

Eftir neemingu med IFN-y voru frumurnar 6rvadar med LPS sem var leyst
upp i 1320 pl af aeti og sett 10 pl i hverja holu (0,75 pg/ml) og 20 pl af synunum,
2 holur fyrir hvern styrk. Hafdir voru 2 brunnar sem innihéldu é6rvad viomid (p.e.
adeins LPS og IFN-y) og adrir 2 brunnar sem innihéldu 6rvad vidmio (0,2%
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DMSO, 0,75 pg/ml LPS og 100 U/ml IFN-y). Bakkinn var settur inn i hitaskap i
48 kist. Myndir voru teknar af frumunum eftir 24 kist og 48 kst raektun.

Eftir 48 kist voru frumurnar skodadar i smasja og framkveemt
lifveenleikapréf. Synunum var safnad i 2 ml Eppendorf glos, syni med sama
styrk sameinud i eitt glasid og pau spunnin nidur i skilvindu vid 300 g, 4°C i 10
min. Flotinu var loks safnad i 3 synaglos fyrir hvern styrk og geymt i frysti vid
-78°C.

3.3.5.2.1.  Lifvaenleikaprof

Lifveenleikaprof var framkveemt eftir reektun i 48 kist med pvi ad taka 10 pl af
frumulausn med syni &, blandad vid 10 pl af trypan blue lit og sett i frumuteljara.

Ut fra pvi fékkst hve hatt hlutfall frumna voru lifandi.

3.3.6. ELISA adferd

Bodefnastyrkur IL-1ra, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-23 og IL-27 var meeldur a floti
sem hafdi verid safnad eftir raektun & frumulinu med eda an proéfefna. | toflu 12
ma sja styrk & hudunarmétefnum, stédlum og greiningarmétefnum sem notud

voru.
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Tafla 12. Styrkur motefna og stadla.
Blandad samkvaemt leidbeiningum framleidanda. Hadunarmaotefni voru
blondud i PBS en stadlar og greiningarmotefni voru blondud i ELISA
buffer.

Styrkur

Hudunarmaotefni (ug/ml)  Stadall (ng/ml)  Greiningarmotefni (ng/ml)

IL-1Ra 1800 5 100
IL-6 2 1,2 50
IL-10 2 4 150
IL-12p40 4 8 100
IL-23 6 16 400
IL-27 0,8 20 400

Fyrsta skrefido var ad hiuda 96 holu hudunarbakka med hudunarmaétefni.
Hudunarmétefni var pynnt med PBS i 1:180, p.e. 56 pl i 10 ml (Tafla 12). 100 pl
af pvi var sidan sett i alla brunnana og bakkinn latinn standa vid herbergishita

yfir nétt. P& var hadunarlausn skvett ar brunnunum.

300 ul af blokkunarlausn var sett i alla brunnana og latid standa vid
herbergishita i 1 kist sem var gert til ad koma i veg fyrir 6sérteeka bindingu
moétefna. Blokkunarlausninni var skvett Ur brunnunum og bakkarnir pvegnir 4

sinnum med pvottalausn i pvottataeki.

Stadlar fyrir bodefnin voru pynntir & mismunandi mata med ELISA buffer
samkvaemt leidbeiningum framleidanda (Tafla 12). 100 ul af ELISA buffer var
sett i alla stadlabrunna (dalkar 1-2). P& voru 100 pl af stadli settir i efstu stadla
réd (Al og A2) og pynnt med tvofaldri radpynningu a plétunni pannig ad nedsta
réoin (H) vard blankur. Syni voru sett i videigandi brunna i pynningum fra 1/40
upp i 6pynnt eftir pvi hvada bodefni um var ad reeda og hvort var verid ad vinna

med flot ar angafrumuraektun eda THP-1 reektun. Hvert syni var sett i tvo
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brunna. Pléturnar voru latnar standa vid herbergishita i 2 kist. Eftir pad var

skvett Ur brunnunum og pléturnar pvegnar 4 sinnum med pvottalausn.

Greiningarmotefnin voru pynnt med ELISA baffer i 1:180, p.e. 56 pl i 10 ml
(Tafla 12), og 100 pl settir i alla brunnana. Greiningarmotefni fyrir IL-12p40 var
pynnt i ELISA buffer sem innihélt 2% NGS. Pléturnar voru latnar standa vio
herbergishita i 2 kist. Eftir pad var greiningarmétefninu skvett ar brunnunum og

pléturnar pvegnar 4 sinnum med pvottalausn.

Streptavidin-HRP var pynnt 1:200 i ELISA buffer, p.e. 50 pl i 10 ml og 100
ul settir i alla brunnana. Pléturnar voru latnar standa i 20 min vid herbergishita i

myrkri og pa skvett af og ploéturnar pvegnar 4 sinnum med pvottalausn.

100 pl af hvarfefni var sett i alla brunna og platan latin standa vid
herbergishita i myrkri par til blar litur kom & brunnana. P& voru 50 pl af
stopplausn settir i alla brunna og lesid strax af plétunni i [josmaeli vid 450 nm. Ut
fr4 nidurstédum ljosmeelinga var Utbuin stadalkdrva med styrk & x-as og gleypni
a y-as. Jafna bestu linu var sidan notud til pess ad reikna at styrk bodefnanna

sem seytt voru i flotinu sem skodad var.

3.3.7.Western blettun

Notast var vid Western blettun til ad akvarda virkjun og fosfeeringu kinasa par

sem baedi heilfrumulysét og kjarnalysot voru skodud.

3.3.7.1. Heilfrumulysot

THP-1 frumur voru taldar i talningavél og fundid Ut magn aetis sem purfti til ad fa
frumulausn med 1*10%ml af frumum. Frumurnar voru settar { skilvindu { 10 min
vid 300 g og 4°C. Atinu var pa hellt af, frumurnar slegnar upp og nytt seti sett &
frumurnar. P& var 2 ml af frumulausn sett i hverja holu & 6 holu bakka. IFN-y var
leyst upp i 990 ul af ati og 20 pl (100 U/ml) af pvi settir i alla brunna nema pa

sem innihéldu 66rvud syni. ba var bakkinn settur i hitaskap i 3 Kist.
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Eftir pad voru 20 pl af LPS leystu upp i 1320 pl af eeti beett ut i alla
brunnana (0,75 pug/ml) nema fyrir 66rvudu synin og 40 pl af syni sett i videigandi
brunna, 2 brunnar fyrir hvern styrkleika sem verid var ad skoda. Bakkinn var

settur inn i hitaskap i 1 kist.

Frumulausninni var sidan safnad i 2 ml Eppendorfglés og sett i skilvindu
vio 450 g, 4°C og 10 min. og floti hellt af. Frumurnar voru slegnar upp og 1 ml af
sterilu kéldu PBS hellt at i hvert glas og spunnid aftur. Flotinu var varlega
pipeterad af, frumurnar slegnar upp og 150 ul af rofbuffer (e. lysisbuffer) sett i
gl6sin til ad rjufa frumurnar. Rofbufferinn var Gtbdinn med pvi ad blanda saman
757 pl af tilbbanum rofbuffer og 243 pl af fosfatasa hindra og proteasahindra).

Synin voru geymd 4 is til ad hindra edlissviptingu préteinanna.

Synin voru sett i hljddbad sem var stillt & 30 sek. vinnu og 30 sek. pasu i 6
min. til pess ad sprengja frumurnar og na préteininu Ut ar peim. Synin voru
sidan latin standa a is i 20 min og pa spunnin nidur i skilvindu i keeli i 5 min. vid
14000 rpm. 150 ul af flotinu var pipeterad varlega yfir i nytt eppendorfglas og
sett i frysti.

3.3.7.2. Kjarnalysot
THP-1 frumur voru taldar og stilltar af med réttu magni af eeti svo styrkleikinn

veeri 1*10° frumur/ml. P& voru 2 ml af frumulausn sett i hverja holu & sex holu
bakka par sem hvert syni tok 6 holur til pess a8 fa 12*10° frumur 100 mm plétu
skv. leidbeiningum fra Active Motif. Utbdin voru 66rvud syni, 6rvud syni (0,2%
DMSO) og loks syni med 100 ug/ml af UGtdreetti ar Halichondria sitiens.
Frumurnar voru 6rvadar IFN-y 20 ul (100 U/ml) i 3 kIst. og sidan med 20 pl af
LPS (0,75 pg/ml) og 40 ul af syni i 1 kist. (fyrir utan é6rvada). Frumulausninni
var sidan safnad og hun sett i skilvindu vid 500 rpm i 5 min. vid 4°C. ba var
flotio tekid varlega af og frumurnar pvegnar med 6,8 ml af iskaldri
PBS/fosfatasahindra lausn og settar aftur i skilvindu. petta var sidan endurtekio
med 4,1 ml af sdmu lausn og flotinu sidan hellt af. Frumurnar voru endurleystar
i 682 pl af HTB, blandad vel og flutt i keelt skilvinduglas. Lausnin var sett 4 is i
15 min. og pa 25 pl af pvottalausn beett Gt i og hrist i hristara (e. vortex) & haestu

stillingu i 10 sek. Frumulausnin var sidan sett i skilvindu vid 14000 g, 4°C i 30
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sek. og flotid flutt i annad glas og fryst. Frumurnar voru endurleystar i 68 pl af
CLB rofbuffer (e. Complete lysis buffer), hrist i hristara & haestu stillingu i 10
sek. og sett & is i 30 min. & voggu vid 150 rpm. Lausnin var hrist i hristara a
haestu stillingu i 30 sek. og sett i skilvindu vid 14000 g, 4°C i 10 min. Loks var
flotinu safnad i forkeelt skilvinduglas og pad fryst til notkunar i Western blettun.

3.3.7.3. Rafdrattur

Utbuin voru gel sem voru 1,5 mm ad pykkt eftir forskrift sem sja ma i toflu 13.

Tafla 13. Gel fyrir Western blettun.
Innihaldslysing a gelum sem notud voru vid rafdratt i Western blettun.

Gel fyrir rafdratt

Efra gelio (e. stacking gel) Nedra gelid (e. resolving gel, 10%)

H.O 7,2 ml 9,6 ml
Acryl (38,5%) 1320 pl 5 ml
LBT/UBT 1360 pl (UBT) 5,2 ml (LBT)
APS (10%) 100 pl 200 pl
TEMED 10 pl 20 pl

Efnunum i t6flu 13 var blandad saman nema TEMED sem var sett i rétt
aour en steypt var. Tveer glerplotur med 1,5 mm bil & milli voru settar saman i
klemmu og festar med standi. Pa var lausninni fyrir nedra gelid hellt a milli
glerjanna upp ad u.p.b. 3/4 af glerinu. is6prépandli var sidan hellt ofan & til ad
flarleegja loftbolur. Gelid var latid standa i u.p.b. 30 min. eda par til pad var
storknad. P& var isépropandlinu hellt varlega af og lausnin fyrir efra gelid hellt
ofan 4. Greida var sett varlega ofan i lausnina fyrir efra gelid til ad mynda
brunnana sem synin foru ofan i. pPetta var sidan latid standa i u.p.b. 30 min. eda
par til gelid var storknad. Pa var pvi pakkad inn i rakan pappir og plastfiimu og

geymt i keeli yfir nétt.
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Syni voru utbuin fyrir PCR teeki med pvi ad blanda 22 pl af peim saman vid
18 ul af synabuffer (e. sample buffer) sem inniheldur m.a. glyserdl til ad synin
dragist betur nidur eftir gelinu og bromofendl bldan lit til ad sja framgang
rafdrattarins betur. Synin voru sett i PCR taeki vid 95°C i 5 min. Med pvi er verid
ao sjé til pess ad neikvaed hledsla amindsyra verdi ekki hlutleyst svo proteinid
geti flust eftir rafsvidinu i rafdreettinum. A medan voru gelin tekin ar keeli, sett i
klemmu og box og keyrslubuffer (e. running buffer) hellt Gt i boxid. ba voru
synin sett i skilvindu i keeli og stillt & 5000 rpm i 30 sek. Préteinstigi (e. Protein
ladder) var sett i fyrsta brunninn (5 pl) til vidmidunar og 40 pl af syni var sett i
videigandi brunna. Boxid var p& tengt vid rafdrattarteeki og stillt & 100 V i 3 kist.

3.3.7.4. Flutningur préteina yfir & himnu

Notadar voru tveer adferdir vid ad flytja préteinin yfir & himnu, annars vegar purr
flutningur med iBlot teeki og hins vegar blautur flutningur (e. wet transfer).
Blautflutningurinn var gerdur til ad bera hann saman vid purrflutninginn vegna

ovissu um hvort iBlot taekio veeri i lagi.
3.3.7.4.1. Purrflutningur (iBlot)

Notast var vid Novox sett fyrir iBlot. Fyrst var lagt nedra stykki i teekid sem
innihélt koparan6du nedst og sidan nitursellulésa himnu ofan & koparlaginu.
Gelid var lagt ofan a himnuna og sidar siunarpappir bleyttur i vatni lagdur ofan
a gelid. Efra stykkio var pa sett ofan & sem hefur koparkatodu og loks svampur
settur i lokid med jarni til ad leida straum. iBlot teekid var keyrt & prégrammi 3 i

ramar 6 minutur vid 20 V straum.
3.3.7.4.2. Blautur flutningur

Utbdin var samloka par sem var settur svampur nedst sem var bleyttur i
flutningsbuffer (e. transfer buffer), siunarpappir lagdur ofan & og sidan gelid
med proteinunum. Polyvinyliden fldor (PVDF) himna sem var bleytt med

flutningsbuffer var 16go ofan & gelid, sidan siunarpappir og loks aftur bleyttur
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svampur. Samlokan var sidan sett i leidsluilat sem var sett i box med klaka i og
fyllt upp ad c.a. 4/5 med flutningsbuffer. Gelin voru keyrd vio 300 mA i 1,5 Kist.

Pegar flutningi yfir a himnur var lokid voru himnurnar skornar ut, lagdar i
bleyti i 20 ml af blokkunarlausn (5% BSA i TBS) og settar & voggu i 1 kist vid
c.a. 30 veltinga/min. betta var gert til ad koma i veg fyrir ad métefnin bindist vid
himnuna ésérteekt og minnka bakgrunn. ba var blokkunarlausn hellt af og 1°
motefnablanda (1:500, 1:1000 eda 1:2000 pynning eftir hvada motefni var
notad) sett i stadinn og himnan sett & voggu inn i keeli vid 4°C yfir nott.

1° motefninu var hellt af himnunni ofan i glas og geymt i frysti. Himnurnar
voru pvegnar prisvar sinnum med 1% TBS Tween og latnar liggja & voggu i 5

min. i hvert skipti. 2° moétefni var Gtbuido & medan 4 eftirfarandi hatt:
10 ml TBS Tween
10 pl 10% SDS
0,67 ul af musa og kaninu motefni

TBS Tween var hellt af himnunum, métefnalausn hellt a i stadinn og latid a
voggu i 40 min. Pa var métefnalausninni hellt af i vaskinn og himnurnar pvegnar
prisvar sinnum med TBS Tween i 5 min. i hvert skipti. Loks voru himnurnar

pvegnar einu sinnimed TBS i 5 min.

3.3.7.5. Greining & himnum

Notast var vid skanna fra Odyssey til ad skanna inn himnurnar og paer sidan
geymdar i TBS lausn i keeli svo haegt veeri ad setja annad motefni gegn proteini
af annarri steerd a sému himnuna. Image studio greiningarforrit var notad til ad
akvardoa styrk proteinbandanna og reikna Gt hlutfall milli heildarproteins og

fosfeerds proéteins.
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3.3.7.6. Coomassie blue litun

Talid var ad iBlot teekid geeti hugsanlega verid bilad og pvi var avedid ad kanna
hvort protein veeru enn a gelinu eftir flutning med iBlot teekinu. Pad var gert med
bvi ad lita gelid eftir flutning préteinanna & himnu med Coomassie blue.
Coomassie blue lausn (0,1% Coomassie R250, 10% ediksyra, 40% metanal,
dH,0) var hellt i ilat med gelunum i og latid standa & véggu yfir nétt. ba var
Coomassie lausninni hellt af og aflitunarlausn (40% dH,O, 20% ediksyra, 40%
metandl) hellt yfir og 1atid standa a voggu par til lausnin var ordin dokkbla og pa
skipt um aflitunarlausn. petta var endurtekido nokkrum sinnum par til blai liturinn
var ad mestu leyti horfinn af gelunum. Vid petta var mogulegt ad sja hvort mikid
af préteinum veeru eftir & gelinu sem segir til um hvort flutningur préteina yfir &

himnuna hafi tekist eda ekki.

3.3.8.Frumuflaedisja

Frumufleedisja var notud til pess ad skoda tjaningu yfirbordssameindanna
CD86, CD14 og HLA.

Tilraunin var framkveemd a frumum ar angafrumulikaninu. Meaeldar voru
frumur & degi 0, 7 og 9. Unnid var med prja mismunandi gjafa, p.e. D21, D22 og
D23 en settar voru u.p.b. 100 pl af frumulausn i 6 FACS (frumuflaedisjaar) glos
til ad fa c.a. 0,5*10%ml frumur i hvert peirra. | hvert glas nr. 1-3 voru sidan settir

5 ul af premur mismunandi tegundum viomida (0sérteek musamaotefni):

e Control-IgG1-FITC (1:10 pynning)
e Control-lgG2a-PE (1:10 pynning)
e Control-lgG2a-APC (1:5 pynning)

[ hvert glas nr. 4-6 voru settir 5 pl af premur mismunandi métefnum:

e CDB86-FITC (1:10 pynning)
e HLA-DR-PE (1:5 pynning)
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e CD14-APC (1:4 pynning)

Synin voru latin standa a is i 20 min. til ad fa maétefnin til ad bindast.
Frumurnar voru pvegnar med 2 ml af litunarlausn og peer settar i skilvindu vid
4°C 4 1200 rpm i 5 min. Flotinu var hellt af, frumurnar slegnar upp med hristara
og loks var 300 pl af 1% paraformaldehyd beett ut i 6ll glosin til ad vidhalda
frumunum p.a. paer breyti sér ekki. Alpappir var settur yfir synin og pau geymd i

keeli fram ad meelingu.

Frumum var safnad med frumufleedisja. Hvert glas var hrist og sidan sett i
teekid og safnad par til komnar voru 10.000 frumur. Loks voru nidurstédur
greindar med CellQuest Pro forritinu par sem peer voru tjadar sem hlutfall

jakveedra frumna og medal flarskinsljomun (MFI).

3.3.9.Tolfreedileq urvinnsla

Nidurstodur voru unnar i forritinu GraphPad Prism og eru syndar sem medaltal
+ stadalvillu medaltals (SEM). Notast var vio parad T-prof pegar verid var ad
bera saman tveer breytur en pegar verido var ad bera saman fleiri breytur var
notast vido breytileikagreiningu (e. ANOVA). p-gildi var talid tolfreedilega
markteekt pegar p<0,05 og voru nidurstédur merktar med * ef p<0,05, ** ef
p<0,01 og *** ef p<0,001. O6rvudu synin voru ekki tekin med i tolfraedilega

atreikninga, pau voru einungis h6fd med til viomidunar.
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4. NIDURSTODUR

4.1. Urhlutun

Svampurinn Halichondria sitiens var arhlutadur eins og adur var lyst og heimtur

eftir inngufun reiknadar:
Heimtur = (5,16 g / 189,93 g (purrvigt) ) * 100% = 2,72%

Heimtur eftir drhlutun & Geodia macandrewi voru einnig reiknadar en
svampurinn var ekki alveg purr pegar Urhlutunin var gerd og pvi mjog liklegt ad
eitthvad auka magn af vatni hafi verid til stadar i upphafi. bvi eru reiknadar

heimtur ekki alveg réttar.
Heimtur = (76,04 g / 1277,05 g (purrvigt/halfblautvigt) ) * 100% = 5,95%

Ekki nddist ad arhluta fituefni Ur Geodia macandrewi pvi pad myndadist
Oleysanlegur klumpur eftir inngufun leysa og pad var ekki heaegt ad leysa upp
pad litla sem til var til notkunar i reektun & frumulikani og pvi var pad ekki notad i

frekari rannséknir heldur adeins skodud ahrif Halichondria sitiens.

4.2. bunnlagsgreining (TLC)

Fituefnin sem einangrud voru ar Halichondria sitiens og Geodia macandrewi
med adferd Bligh & Dyer voru doppud a TLC plétu og framkdllud med fjérum
mismunandi framkdllunarvokvum til ad fa& hugmynd um hvada efni veeru til

stadar og hvort einangrun fituefnanna hefdi heppnast.

Vio framkollun med anisaldehydi saust raudir, fjolublair og blair deplar
(Mynd 11, A). Vid framkollun med ninhydrin komu fram raudleitir og fjolublair
blettir (Mynd 11, B). Vid framkdllun med fosfémolydbiksyru komu fram graleitir
flekkir i Halichondria syninu en ekki i Geodia syninu (Mynd 11, C). begar

framkallad var med fosforsyru komu fram alls kyns branleitir og yfir i fjélublaa
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flekki (Mynd 11, D) og alls kyns litir vid skodun i utfjdlublau ljési vid 254 nm
(Mynd 11, F) og 366 nm (Mynd 11, E).

D E F

Mynd 11. Nidurstdédur punnlagsgreiningar.

Punnlagsgreining var framkveemd & efnum sem einangrud voru ur
Halichondria sitiens og Geodia macandrewi med adferd Bligh & Dyer.
Notadir voru fjérir mismunandi framkéllunarvdkvar: anisaldehyd (A),
ninhydrio (B), fosfémodlydbiksyra (C) og fosforsyra (D, E, F).
Ferdafasinn sem var notadur var hexan:etylasetat (85:15).

4.3. Ahrif fituefna ar Halichondria sitiens & lifveenleika og
bodefnamyndun angafrumna

Oll gildi Ur meelingum ma sja i vidauka D. Upphaflega atti ad nota
angafrumulikanid til ad skima fyrir efnum i Halichondria sitiens og Geodia
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macandrewi sem hefdu bolguhemjandi eda bolguhvetjandi ahrif en par sem ekki
var haegt ad nota efni einangrud Ur Geodia macandrewi var einungis ein tilraun
gerd & ahrifum fituefna Ur Halichondria sitiens & bodefnaseytun angafrumna.
par sem n var einungis 2 var ekki heegt ad framkveema tolfreediprof og
nidurstédurnar pvi adeins til vidmidunar. Fituefni sem voru einangrud ur
Halichondria sitiens hofdu ekki ahrif a lifveenleika angafrumna samanborid vid

00rvad og 6rvad viomid (Mynd 12).
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Mynd 12. Ahrif fituefna einangradra Gr Halichondria sitiens & lifvaenleika
pbroskadra angafrumna.

Angafrumur voru proskadar med IL-1B8, TNF-a og LPS med eda an
fituefna einangrudum Ur Halichondria sitiens i styrknum 10 eda 100
pug/ml i 48 kist. Nidurstdédur eru syndar sem medaltal hlutfalls lifandi
frumna + SEM, n=2.

Heldur minni styrkur virtist vera af IL-10 i floti angafrumna sem reektadar

voru med heaesta styrk af fituefnum ar Halichondria sitiens (~ 17%) samanborid
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Vvid drvad viomid (21356 pg/ml) (Mynd 13). Litill munur var & styrk IL-12p40 i floti
angafrumna sem raektadar voru med heerri styrkjum af fituefnum ar H. sitiens
samanborid vid o6rvad viomid (111659 pg/ml) en i styrknum 0,1 pg/ml var
leekkun um 27% midad vid 6rvad viomid (Mynd 14).
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Mynd 13. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-10 myndun
angafrumna.

Angafrumur voru proskadar med IL-1B, TNF-a og LPS med eda an
fituefna einangrudum ur Halichondria sitiens i styrkjum 0,1, 1, 10 eda
100 pg/ml i 48 kist. Nidurstddur eru syndar sem medaltal seytistuduls
(styrkur IL-10 i floti angafrumna reektadra med fituefnum deilt med

styrk IL-10 i floti angafrumna raektadra an fituefna (6rvad viomid)) +
SEM, n=2.
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Mynd 14. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens a IL-12p40 myndun
angafrumna.

Angafrumur voru proskadar med IL-1B, TNF-a og LPS med eda an
fituefna einangrudum Ur Halichondria sitiens i styrkjum 0,1, 1, 10 eda
100 pg/ml i 48 kist. Nidurstodur eru syndar sem medaltal seytistuduls
(styrkur 1L-12p40 i floti angafrumna reektadra med fituefnum deilt

med styrk IL-12p40 i floti angafrumna reektadra an fituefna (6rvad
viomid)) £ SEM, n=2.

4.4. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & lifveenleika og Gtlit
THP-1 einkjérnunga

Oll gildi ar meelingum ma sja i vidauka B. Kannad var hvort fituefnin sem
einangrud voru uUr Halichondria sitiens hefou frumudrepandi ahrif a THP-1
einkjoérnunga i einhverjum styrk med pvi ad nota Trypan blue litun. Fituefnin

hofou ekki ahrif a hlutfall lifandi frumna midad vid 6rvad viomid (Mynd 15).
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Mynd 15. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & lifveenleika THP-1
einkjérnunga.
THP-1 einkjérnungar voru neemdr med IFN-y i 3 kist og 6rvadir med
LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i 48 kist.
Nidurstodur eru syndar sem medaltal hlutfalls lifandi frumna + SEM,

n=4.

THP-1 frumur voru skodadar i ljossmasja til ad kanna ahrif fituefna ar
Halichondria sitiens & utlit peirra og Orvun. Frumurnar voru skodaodar eftir
reektun i 24 Kkist. (Mynd 16) og 48 kist. (Mynd 17). Odrvadar frumur voru
kringlottar, vel afmarkadar og lodudu ekki saman (Myndir 16 og 17, A). Frumur
sem voru 6rvadar med IFN-y og LPS voru farnar ad loda mikid saman og
mynda klasa (Myndir 16 og 17, B). Frumur sem voru drvadar i navist fituefna ar
Halichondria sitiens syndu svipada vidlooun og klasamyndun og frumur sem
voru drvadar an fituefna (Myndir 16 og 17, B og C). Hins vegar myndudu frumur
sem drvadar voru i navist fituefna ar Halichondria sitiens anga sem ekki voru

sjaanlegir i frumum sem voru drvadar an fituefnanna (Myndir 16 og 17, B og C).
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Mynd 16. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens 4 utlit THP-1 einkjérnunga
eftir 24 kist raektun.

THP-1 einkjornungar voru neemdir med IFN-y i 3 kist og drvadir med
LPS med eda an fituefna einangrudum ur Halichondria sitiens i 24
kist. Odrvadar frumur (A), orvadar frumur (B) og 6rvadar frumur i
navist 100 pug/ml af fituefnum Gr Halichondria sitiens (C). Myndirnar
eru syndar i 10x steekkun.

Mynd 17. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens a utlit THP-1 einkjérnunga
eftir 48 kst raektun.

THP-1 einkjornungar voru neemdir med IFN-y i 3 kist og drvadir med
LPS med eda an fituefna einangrudum Ur Halichondria sitiens i 48
kist. O6rvadar frumur (A), drvadar frumur (B) og orvadar frumur i
navist 100 pg/ml af fituefnum Ur Halichondria sitiens (C). Myndirnar
eru syndar i 10x staekkun.

4.5. Ahrif fituefna ar Halichondria sitiens & bodefnaseytingu
THP-1 einkjérnunga

Oll gildi Gr meelingum ma sja i vidauka B. THP-1 einkjoérnungar sem 6rvadir voru
i navist fituefna ur Halichondria sitiens myndudu minna af IL-6 en THP-1 frumur
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sem Orvadar voru an fituefna (Mynd 18). Heesti styrkur af fituefnunum (100
pg/ml) hafdi mest ahrif (75% leekkun) en i styrknum 10 pg/ml minnkudu pau IL-6
myndun THP-1 frumna um 50% midad vid 6érvad viomio (405 pg/ml) (Mynd 18).
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Mynd 18. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-6 myndun THP-1

einkjoérnunga.
THP-1 einkjornungar voru naeemdir med IFN-y i 3 kist og sidan 6rvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
48 kist. Nidurstddur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
6 i floti THP-1 einkjornunga raektadra med fituefnum deilt med styrk
IL-6 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra an fituefna (6rvad viomid)) +
SEM, n=5. Tolfreedilega marktaekur munur er syndur sem ** fyrir
p<0,01 eda *** fyrir p<0,001.

THP-1 einkjérnungar sem Orvadir voru i navist fituefna ar Halichondria
sitiens myndudu einnig minna af IL-12p40 en THP-1 frumur sem 6rvadar voru

an fituefna (Mynd 19). Ahrif fituefnanna voru styrkhad, en jafnvel i laegsta styrk
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(0,1 pg/ml) minnkudu pau myndun IL-12p40 um ~ 26% midad vid orvad viomid
(1110 pg/ml) (Mynd 19).
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Mynd 19. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-12p40 myndun THP-1

einkjérnunga.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidéan orvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
48 Kklst. Nidurstdodur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
12p40 i floti THP-1 einkjornunga raektadra med fituefnum deilt med
styrk IL-12p40 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra an fituefna (6érvad
viomid) + SEM, n=6. Tolfreedilega marktaekur munur er syndur sem **
fyrir p<0,01 eda *** fyrir p<0,001.

THP-1 einkjérnungar sem Orvadir voru i navist fituefna ar Halichondria
sitiens myndudu einnig minna af IL-27 en THP-1 frumur sem drvadar voru an
fituefna (Mynd 20). Styrkur IL-27 i floti THP-1 frumnanna var mjog lagur (63
pg/ml) fyrir 6rvad viomid. Heesti styrkur af fituefnunum (100 pg/ml) hafdi mest
ahrif en jafnvel i styrknum 0,1 pg/ml minnkudu pau IL-27 myndun THP-1 frumna
um 50% (Mynd 20).
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Mynd 20. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-27 myndun THP-1

einkjérnunga.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan orvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
48 Klst. Nidurstodur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
27 i floti THP-1 einkjornunga raektadra med fituefnum deilt med styrk
IL-27 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra an fituefna (6rvad viomid))
+ SEM, n=3. Tolfreedilega marktaekur munur er syndur sem * fyrir
p<0,05 eda ** fyrir p<0,01.

Fituefnin sem einangrud voru Ur Halichondria sitiens hofou ekki ekki ahrif
IL-1Ra og IL-23 myndun THP-1 frumna (Mynd 21 og 22). IL-23 var seytt i mjog
litlu magni eda 33 pg/ml fyrir 6rvad vidmid. Orvad vidmid seytti 11437 pg/ml af
IL-1Ra.
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Mynd 21. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-1Ra myndun THP-1

einkjérnunga.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan orvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum Gr Halichondria sitiens i
48 kist. Nidurstddur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
1Ra i floti THP-1 einkjornunga reektadara med fituefnum deilt med
styrk IL-1Ra i floti THP-1 einkjornunga raektadra an fituefna (6rvad
viomid)) + SEM, n=5.
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Mynd 22. Ahrif fituefna tr Halichondria sitiens & IL-23 myndun THP-1

einkjoérnunga.
THP-1 einkjornungar voru neemdir med IFN-y i 3 kIst og sidan érvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum r Halichondria sitiens i
48 Klst. Nidurstodur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
23 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra med fituefnum deilt med styrk
IL-23 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra an fituefna (6rvad vidmid) +
SEM, n=4.

THP-1 einkjornungar reektadir i navist 1 pg/ml af fituefnum ar Halichondria
sitiens myndudu minna af IL-10 samanborid vid 6rvad viomid (128 pg/ml) (Mynd
23). Minnkunin var litil (~ 13%) og ekki voru tolfreedilega markteek ahrif af
fituefnunum i 68rum styrkjun (Mynd 23).
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Mynd 23. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & IL-10 myndun THP-1

einkjérnunga.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan orvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum Gr Halichondria sitiens i
48 kist. Nidurstddur eru syndar sem medaltal seytistudulls (styrkur IL-
10 i floti THP-1 einkjornunga reektadra med fituefnum deilt med styrk
IL-10 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra an fituefna (6rvad viomid) +
SEM, n=5. Tolfreedilega marktaekur munur er syndur sem * fyrir
p<0,05.

4.6. Ahrif fituefna ar Halichondria sitiens & virkjun
innanfrumubodleida i THP-1 einkjornungum

Oll gildi Ur meelingum ma sja i vidauka C. Fituefni einangrud Ur Halichondria
sitiens hofou ekki ahrif a fosfaeringu MAP kinasana p38 og ERK1/2 (Myndir 24
og 25). Ekki voru heldur télfreedilega marktaek ahrif af fituefnunum a fosfaeringu
Akt kinasans sem er hluti af PI3K bodleidinni (Mynd 26).
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Mynd 24. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & fosfeeringu p38 kinasa i

THP-1 einkjérnungum.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan 6rvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
1 kist. Nidurstédur eru syndar sem medaltal bodstyrks (styrkur
fosfeerds p38 deilt med styrk heildar p38 i floti THP-1 einkjérnunga
reektadra med fituefnum, hlutfallslegt midad vid hlutfall fosfaerds p38 /
heildar p38 fyrir 6rvad viomid) + SEM, n=3.
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Mynd 25. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & fosfeeringu ERK1/2 kinasa

i THP-1 einkjornungum.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan 6rvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
1 kist. Nidurstddur eru syndar sem medaltal bodstyrks (styrkur
fosfeerds ERK1/2 deilt med styrk heildar ERK1/2 i floti THP-1
einkjérnunga reektadra med fituefnum, hlutfallslegt midad vid hlutfall
fosfeerds ERK1/2 / heildar ERK1/2 fyrir 6rvad viomid) £+ SEM, n=3.

72



Akt

g
e

=
i

|

o
(=]

Fosfart Akt /| Heildar Akt
(Hlutfallslegt midad vid érvad vidmid)
5

Brunnur: 1 2 3 4 5 6

1.-2. Obrvad vidmid
3.4. Orvad vidmid
5.-6. Fituefni ar
Halichondria sitiens
(100 pg/ml)

Akt fosfaert

Akt heildar

LPS + IFN-y - . + + + +
Fituefni ar - ; - . + s

Halichondria sitiens
(100 pg/ml)

Mynd 26. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & fosfeeringu Akt kinasa i

THP-1 einkjérnungum.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan 6rvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
1 kist. Nidurstédur eru syndar sem medaltal bodstyrks (styrkur
fosfeerds Akt deilt med styrk heildar Akt i floti THP-1 einkjérnunga
reektadra med fituefnum, hlutfallslegt midad vid hlutfall fosfaerds Akt /
heildar Akt fyrir 6rvad viomid) + SEM, n=4.
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Reynt var ad skoda ahrif fituefna ar Halichondria sitiens a nidurbrot NF-kB
hindrunarpréteinsins IkBa en 6rvun frumna leidir til fosfeeringar a IkBa og
nidurbrot pess gerir NF-kB kleyft ad feerast inn i kjarna og bindast DNA.
Einungis ein af premur tilraunum heppnadist og synir hun ad IkB var brotid nidur
pbegar frumurnar voru drvadar eins og vid var buist en fituefnin héfdu litil ahrif &
styrk IkBa midad vid orvad vidmid (Mynd 27). Einnig var reynt ad maela styrk
NF-kB i kjarnalysétum og COX-2 i frumulysétum en ekki tékst ad fa fram bond

sem haegt var ad greina.

IxkBa

lxBo./ Lamin B1
(Hlutfallslegt midad vid orvad vidmid)

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. Gorvad vidmid
2.-3. Orvad vidmid
4.-5. Fituefni ar
Halichondria sitiens
(100 pg/ml)

IkBa

Lamin B1

LPS + IFN-y - + + + +
Fituefni ar - - - + +
Halichondria sitiens

(100 pg/ml)

Mynd 27. Ahrif fituefna Gr Halichondria sitiens & nidurbrot IkBa i THP-1

einkjérnungum.
THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan 6rvadir
med LPS med eda an fituefna einangrudum ar Halichondria sitiens i
1 Kist. Nidurstdodur eru syndar sem bodstyrkur (styrkur fosfeerds IkBa
deilt med styrk Lamin B1 i floti THP-1 einkjérnungum med fituefnum,
hlutfallslegt midad vid styrk i floti THP-1 einkjérnunga raektadra an
fituefna (6rvad viomidid)), n=1.
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5. UMRADUR

Markmidid med pessu verkefni var ad Urhluta fituefni dar svompunum
Halichondria sitiens og Geodia macandrewi og skoda ahrif Gtdrattana a
bodefnaseytingu og virkjun innanfrumubodleida i THP-1 einkjérnungum. Ymis
spennandi fituefni hafa fundist i svémpum sem hafa synt 6naemisstyrandi virkni,
s.s. sterarnir kontignasterél og xestobergsterdl, ymis sfingélipio og fitusyrur
(Ayyad o.fl., 2009; D‘Orazio o.fl., 2012; Pereira o.fl., 2014).

Fituleysanleg efni voru drhlutud ar svdmpunum med adferd Bligh & Dyer
og punnlagsgreining notud til pess ad f& hugmynd um fjélda og hvers konar efni
hefdu dregist ut. Vid framkollun med anisaldehyd framkdéllunarvokva sdust mjog
sterkir fj6lublair og blair deplar og jafnvel orlitid Ut i rauda flekki sem bendir til
pess ad fendlar, terpenar, sterar eda sykrur séu til stadar i Utdreettinum. Vid
framkoéllun med ninhydrin komu fram raudleitir, ljos bleikir og fj6lublair blettir
sem gefur tilkynna tilvist amindsyra, amina eda aminésykra. Vid framkoéllun med
fosfomolydbik syru komu fram ljosir gréleitir flekkir i Halichondria syninu en ekki
i Geodia syninu. Asteeda pess ad ekki komu fram deplar i Geodia syninu er
liklega heegt ad rekja til pess ad erfidlega gekk ad drhluta pad og mikil
kekkjamyndun &tti sér stad. Liklegt ma telja ad Urhlutunin hafi ekki heppnast
vegna pess ad svampurinn var ekki ordinn alveg purr pegar Urhlutun var hafin
og erfitt reyndist ad losna vid allt vatn ar drhlutuninni. Pessir ljésu graleitu deplar
i utdreettinum ar Halichondria sitiens benda til pess ad alkéhdl, gallsyrur,
fitusyrur eda sterar geetu verid til stadar. begar framkallad var med fosforsyru
komu fram alls kyns brunleitir og yfir i fjolublaa flekki og alls kyns litir vid skodun
i atfiélublau ljési vid 254 nm og 366 nm sem bendir til pess ad sterdlar, sterar
eda gallsyrur finnist i Gtdreettinum. Pessar nidurstodur benda til pess ad i
Gtdreettinum sé til stadar einhvers konar sterar/sterOlar og fitusyrur sem

ahugavert veeri ad greina nanar i framtidinni.

Fituefni sem einangrud voru Ur Halichondria sitiens hofou ekki ahrif a
lifveenleika angafrumna eda THP-1 einkjornunga. Lifveenleiki frumnanna hélst i
kringum 80% likt og hja 6é6rvudu og 6rvudu vidmidunum og reyndist pad vera
0h&od styrk utdréattarins sem notadur var. Pegar THP-1 frumurnar voru naemdar
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med IFN-y og LPS loddu paer saman og myndudu klasa og paer frumur sem
voru orvadar i navist fituefnis ar Halichondria sitiens gerdu pad einnig, en paer
myndudu lika litla anga, sem ekki voru til stadar i 6rvada viomidinu. EKkki er ljost
hvada pydingu pessir angar hafa, en peir geta verid merki um ad
einkjornungarnir séu ad proskast yfir i stéreetur. Angamyndun & THP-1 frumum
hefur einnig sést i rannsékn par sem THP-1 frumur voru 6rvadar i navist
oxysterolsins 7-ketdsterdls. Rannsoknin syndi ad eftir 6rvun i navist 7-
ketosterdls i 24 kist féru frumurnar ad loda saman og eftir 7 daga i reektun féru
frumurnar ad steekka og mynda anga sem gerdist ekki hja frumum sem voru
reektadir i navist kolesterdls (Hayden o.fl., 2002). Veeri pvi spennandi ad skoda

nanar pessa angamyndun hja fituefnunum i Halichondria sitiens.

Orvun THP-1 einkjornunga i navist fituefna Gr Halichondria sitiens dr6 Gr
seytingu IL-6, IL-12p40 og IL-27. IL-6 er talid vera bolguhvetjandi bodefni en
hefur p6 einnig synt bolguhemjandi eiginleika. Pad eykur tjaningu C-
vidbragsnaems proteins (CRP) sem er merki um bdlgu (Scheller, Chalaris,
Schmidt-Arras & Rose-John, 2011; T. Tanaka & Kishimoto, 2012). Aukin
myndun pess hefur verid tengd vid ymsa sjalfsénaemissjukdéma, s.s. lidagigt og
heila- og maenusigg (MS, e. Multiple sclerosis) dsamt pvi ad vera heekkad i
aedakolkun og hafa verid tengt vid kroniska bolgusjukdéma og pvi er mikilvaegt
ad geta hamid myndun pess. Kliniskar rannséknir hafa synt ad blokkun a IL-6
geti komid ad gagni vid medferd & kroniskum bdlgusjukdomum (Feldmann,
Brennan & Maini, 1996; Hartman & Frishman, 2014; Tanaka & Kishimoto, 2014;
Zhang & Wang, 2008). Omettadar fitusyrur i Marthasterias glacialis krossfiskum
og fitusyrur Ur raudporungnum Gracilaria verrucosa minnka myndun IL-6 hja
RAW 264.7 storeetu frumulinu en pad bendir til pess ad fitusyrur hafi
hugsanlega laekkandi &hrif & IL-6 seytingu storeeta og ahugavert veeri ad sja
hvort fitusyrur Ur Halichondria sitiens hafi samskonar ahrif (Dang o.fl., 2008;
Pereira o.fl., 2014). IL-12p40 er boélguhvetjandi bodefni sem myndast hratt vid
sykingu og oOrvar Thl svar en petta aukna svar getur ytt undir bélgu- og
sjalfsoneemissjukdéma, s.s. insulinhdda sykursyki og lidagigt (Esche o.fl.,
2001). Sterar og 0ligoglykdosio ur krossfisknunum Astropecten polycanthus og

Asterna batheri hafa synt hamlandi ahrif a LPS hvatta tjaningu 1L-12p40 og IL-6
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i angafrumum Ur beinmerg (Thao o.fl., 2013a; Thao o.fl., 2013b). IL-27 getur
samverkad med IL-12p40 og pannig verid bolguhvetjandi bodefni eda verid
bolguhemjandi bodefni med pvi m.a. ad hindra Th17 svar. bvi er erfitt ad segja
med fullri vissu hvort ahrifin af fituefnunum séu bolguhvetjandi eda
bélguhemjandi og pyrfti ad skoda pad nanar (Jones o.fl., 2012). Mjdg litil seyting
var & IL-23 baedi hja frumum 6rvudum i navist fituefna ar Halichondria sitiens og
frumum 6rvudum an pessara fituefna og pvi erfitt ad talka paer nidurstdédur en
IL-23 tilheyrir fjolskyldu IL-12 bodefna asamt IL-12 og IL-27 (Jones o.l., 2012).

Engin é&hrif saust a seytingu bodefnanna IL-1Ra og IL-10. IL-10 er
mikilveegt bodefni sem hefur bélguhemjandi ahrif med pvi ad hemja myndun
bodefna likt og TNF (Stow & Murray, 2013). IL-1Ra er hemill & bolguhvetjandi
bodefnid IL-1 og hefur pvi lika bolguhemjandi &hrif (Burger & Dayer, 2001). bvi
er mikilveegt ad ekki sjaist leekkun & peim samfara lsekkun & bolguhvetjandi
bodefnum, pegar THP-1 einkjérnungar eru raektadir med fituefnum ar

Halichondria sitiens.

Ekki saust nein &hrif af fituefnum ar Halichondria sitiens a virkjun
innanfrumubodferla en framkveema pyrfti fleiri tilraunir til ad fullreyna hvort efnin
hafi i raun ahrif & ferlana. P6 ekki hafi verid tolfreedilega markteek aukning i
fosfeerdu Akt i THP-1 frumum raektudum med fituefnunum var tilhneiging i att ad
aukinni virkjun Akt i peim frumum sem voru reektadar med fituefnunum
samanborid vid orvad viomid. Mogulegt er pvi ad med fleiri tilraunum ksemi
télfreedilega marktaek aukning i virkjun Akt eftir reektun THP-1 einkjérnunga med
fituefnunum en i pessu verkefni var n adeins 3. bar sem aukin virkjun a Akt
getur dregid ur myndun bélguaukandi bodefna likt og IL-6 og IL-12p40 er
maogulegt ad pad sé astaeeda minni myndunar pessara bodefna i THP-1 frumum
reektudum med fituefnum ar Halichondria sitiens (Fallah o.fl., 2011). Engin ahrif
saust & MAP kinasana p38 og ERK1/2.

Einnig var profad ad meela fosfeert IkBa, fosfeert NF-kB og COX-2 en ekki
tokst ad fa nidurstédur Ur peim rannsdknum. Adeins tokst ad fa notheef bond

fyrir IkBa i einni tilraun sem framkveemd var og pvi var ekki haegt ad
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framkveema tolfreediprof og ekki haegt ad tulka nidurstodurnar. Ekki tokst ad fa
nein notheef bond pegar verid var ad skoda NF-kB og COX-2. Vandamélin voru
m.a. ad engin bond saust, of mikill bakgrunnur var til stadar eda ad pad saust
skrytin eda 6pekkt bond & himnunum. Ymsar astaedur geta legid ad baki pegar
engin bond sjast m.a. getur verido ad moétefnio sé ekki ad virka, ad pad sé i of
lagum styrk eda ad lausnir sem notadar voru hafi verid of gamlar. Erfidlega gekk
ad flytja proéteinin yfir a himnuna. Profad var ad nota blautan flutning til ad kanna
hvort gengi betur ad flytja préteinin en vio Coomassie litun sast ad talsvert af
proteini var enn eftir & geli eftir flutning beaedi vid purrflutning og blautan flutning.
P& er hugsanlegt ad of litid af préteini hafi verio til stadar i lysétum sem voru
Gtbuin og pvi hafi ekki komid fram bond vid greiningu. Mikill bakgrunnur getur
lika verido vegna pess ad lausnir voru of gamlar eda of mikill styrkur motefnisins
sem getur pa frekar bundist 6sérhaeft vio himnuna. bar getur hjalpad ad pvo
himnurnar betur. | sumum tilfellum saust skrytin eda 6pekkt bond sem veeri
haegt ad beeta med pvi ad nota annad moétefni. P& geeti verid ad loftbolur hafi
verid til stadar sem trufla rafdratt (Mahmood & Yang, 2012). Ekki er heldur haegt
ad utiloka pad ad mannleg mistdk hafi verio gerd vid framkveemd tilrauna. EKKki
gafst timi til ad prdéa ndgu goda adferd til ad fa bond fyrir pessi prju prétein og
bvi eru engar nidurstodur fyrir pau. Pad er sérstaklega midur ad ekki hafi verio
haegt ad meela NF-kB pvi pad eykur tjaningu bélguaukandi bodefna, s.s. IL-6 og
IL-12p40 og pvi hefdi verid spennandi ad sja hvort minnkud myndun pess

tengist minni virkjun & NF-kB (Yamamoto & Gaynor, 2004).

THP-1 einkjornungar eru mikid notadir vid bolgurannsoknir in vitro en
kosturinn vid ad nota pessa frumulinu er ad audvelt er ad vidhalda henni og han
getur fjblgad sér endalaust vio rétt skilyrdi asamt pvi ad peer likjast
einkjérnungum i blddi (Qin, 2012; Schildberger o.fl., 2013). Gallar vid notkun
pessarar frumulinu er ad hun virdist ekki svara areiti vegna LPS naegjanlega vel
vegna litillar tjaningar & CD14 en med pvi ad nota IFN-y samhli®da ma fa fram
aukin ahrif. P& verdur ad hafa i huga ad frumurnar verda aldrei nakveemlega

eins og einkjornungar og stéreetur i monnum (Tamai o.fl., 2003). In vitro

rannsoknir gefa dkvedna hugmynd um verkun en erfitt getur verid ad Yyfirfeera
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ahrif ar peim yfir & menn og pvi parf ad geeta pess ad oftulka ekki

nidurstodurnar.

Nidurstodur verkefnisins syna ad fituefnin sem voru drhlutud ar
Halichondria sitiens drogu ur myndun THP-1 einkjérnunga a bodefnum sem
hafa adallega verid tengd bélguhvatningu. Hins vegar hafa tvo peirra, IL-6 og IL-
27, einnig verid tengd vido temprun a bolgu og pvi er nidurstédurnar ekki
Otvireedar. Fituefnin hofou engin ahrif a bodefni sem eru talin bélguhemjandi
eins og IL-10 og IL-1Ra en mikilvaegt er ad ekki sjaist minnkun a peim samfara
minnkun & bolguhvetjandi bodefnum. Ahugavert veeri ad einangra frekar og
byggingargreina fituefnin til vita hvada efni eru i utdreettinum og skoda ahrifin a
seyti bodefna enn frekar. Ahugavert veeri einnig ad skoda frekar virkjun
innanfrumubodferlana til ad kanna hvort minnkun & seyti bolguhvetjandi
bodefna sé til komin vegna minni virkjunar pessa ferla. ba veeri athyglisvert ad
skoda frekar angamyndunina sem atti sér stad vid reektun i navist
fituefnannanna Ur Halichondria sitiens. Einnig hefdi verid betra ef Grhlutun a
fituefnum Ur Geodia macandrewi hefdi tekist betur og haegt hefdi verid ad skoda

ahrif peirra efna & sému ferla.
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6. ALYKTANIR

Rannsdknin leiddi ahugaverdar nidurstodur i ljds. Svo virdist sem fitusaekinn
atdrattur ar svampinum Halichondria sitiens hafi énaemisstyrandi eiginleika,
liklega i att ad bolguhemjandi ahrifum. Pad veeri po aeskilegt ad framkveema
fleiri tilraunir, sérstaklega vido skodun & virkjun innanfrumubodleida, til ad fa
betur Gr um pad skorid hver ahrifin eru. Einnig veeri athyglisvert ad skoda fleiri
bodefni og innanfrumubodferla.

Neestu skref veeru ad einangra frekar fituefnin Gr svampinum og
byggingagreina pau. Til ad greina fitusyrur veeri haegt ad sapa fitu-utdratt til
pbess ad brjéta fituefnin nidur i glyserdl og frjalsar fitusyrur og sidan metylera
fitusyrurnar. Pa er haegt ad greina fitusyrurnar med pvi ad bera pser saman vid
stadla t.d. med pvi ad nota gasskiljun. Hins vegar eru fitusyrur ar svémpum oft
Olikar peim sem finnast i 6drum lifverum og pvi erfitt ad nalgast stadla. b.a.l.
veeri best ad byrja a ad einangra fituefnin med suluskiljun og greina pau med
massagreiningu og kjarnsegulgreiningu. Onaemisstyrandi ahrif hreinna og vel
skilgreindra fituefna veeru sidan profud.
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9. VIDAUKI
A. Forskriftir fyrir buffera

Blokkunarlausn fyrir ELISA
e 500 ml PBS
e 5gBSA
e 25 g sukrési
e 0,25 g NaN3
20% BSA i PBS*
e 40gBSA
e LeystuppiPBS ad 180 ml
e LA&tid jafna sig yfir nott
e Fyllt upp ad 200 ml marki med PBS daginn eftir
e Siad med 0,22 um filter i 4 steril 50 ml glos
Complete lysis buffer (CLB)
e 10%-10 mMDTT
e 89% - Lysis buffer AM1
e 1% - Proteasa hemla blanda
20 nM EDTA*
e 500 ml PBS
e 3,72gEDTA
e Sett i gufuseevi
Elisubuffer
e 500 ml PBS
e 5gBSA
1X Hypéténiskur buffer (HTB)
e 10% - 10X hypotoniskur buffer
e 90% - Afj6bnad vatn



LBT lausn
e 36,33 g Trizma base leyst upp i dH,O upp ad 170 ml
e 8ml10% SDS
e pH stillt & 8,8 med 37% HCI
e Fyllt upp ad 200 ml med dH,O
e Sett i gufuseevii 3 kst
Litunarlausn fyrir FACS*
e 440 ml sterilt PBS
e 12,5ml20% BSA iPBS
e 50ml 20 nM EDTA
e 5ml10% NaN-
Rofbuffer*
e 25 ml 1M Trizma base, pH stillt & 7,4 med HCI
e 15 ml 5M NaCl
e 5mlNP-40
e 455 ml dH,O
MACS buffer*
e 440 ml sterilt PBS
e 12,5ml20% BSA i PBS
e 50 ml20 nM EDTA
1% paraformaldehyo*
e 20 ml 10% paraformaldehydlausn
e 180 ml PBS

e 80 g NaCl

e 2gKCl

e 14 g Na;HPO,4 x 2H,0

e 2gKH,PO,

e Fyllt upp ad 500 ml med dH,O

e Sett i gufusaevii 20 min



PBS/fosfathindra lausn
e 10% - 10X PBS
e 85% - Afjénad vatn
e 5% - Fosfatasahindri
RPMI aeti
e RPMI 1640 eeti med L-Glutamin
e 50mlFCS
e 5 ml Penicillin/Streptomycin
10X Keyrslubuffer
e 109 SDS
e 144 g Glysin
e 30 g Trizma base
e 1LdHO
2X Synabuffer*
e 4 ml 1M Trizma base, pH stillt & 7 med HCI
e 8 ml Glyserdl
e 16 ml 10% SDS
e 4 ml 14M 2-Beta Mercatoetanol
e 2 ml mettad Bromofenol blar
e 6 mldH,O
10X TBS*
e 88 g NaCl
e 24 g Trizma base
e pH stillta 7,6 med 37% HCI
e 1LdH0
TBS-Tween
e 1XTBS
e 0,1% Tween 20



10X Flutningsbuffer
e 7,25 Trizma base
e 36 g Glysin
e 500 ml dH,0O

UBT lausn*

e 12,12 g Trizma base

e 8ml10% SDS

e pH stillt & 6,8 med 37% HCI

e Fyllt upp ad 200 ml med dH,O

e Settigufuseevii 3 kist
pvottalausn fyrir ELISU

e 500 ml 20x PBS

e Fyllt upp ad 10 L med dH,O

e 5 mlTween 20

*Lausnir sem voru blandadar af Astridi Olafsdottur og Hildi Steingrimsdéttur og

bvi eru efnin Ur peim ekki talin med & efnalista.



B. Lifveenleikameelingar og ELISA &4 THP-1 einkjérnungum

B.1. Lifveenleikamaelingar

Tafla B.1.1. Nidurstédur lifveenleikatalningar THP-1 einkjérnunga sem
framkveemdar voru med Countess frumutalningarvél. H stendur fyrir fituefni sem
einangrud voru ur Halichondria sitiens i styrkleikanum 0,1, 1, 10 eda 100 pg/ml.

Lifveenleiki

Tilraun 1 Tilraun 2  Tilraun 4  Tilraun 5 Medaltal
Oorvad 63% 94% 79% 81% 79%
Orvad 70% 90% 72% 82% 79%
HO,1 59% 77% 80% 85% 75%
H1 75% 95% 86% 86% 86%
H10 76% 91% 73% 84% 81%
H100 72% 71% 85% 85% 78%




B.2. IL-1Ra

Stadalkarva fyrir IL-1ratilraun 1

16 1
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Mynd B.2.1. Stadalkdrvur sem

Stadalkarva fyrir IL-1ratilraun 2
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R® =0,9994
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T
300
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voru vid utreikninga fyrir

bodefnaseytingu IL-1Ra. Pynnt 1:2 i ELISA buffer.



Tafla B.2.1. Stadlar fyrir IL-1Ra reiknadir Gt fr4 blanki (T1=0,1325; T2=0,1325;

T4=0,1205; T5=0,1105; T6=0,1205; T7=0,1055). bynning 1:2.

pg/ml

2500
1250
625
312,5
156,25
78,125
39,0625

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2  Tilraun 4  Tilraun5  Tilraun 6  Tilraun 7
1,074 1,074 1,727 1,069 1,727 0,757
0,542 0,542 0,931 0,552 0,931 0,374
0,264 0,264 0,499 0,253 0,499 0,177
0,106 0,106 0,264 0,118 0,264 0,073
0,044 0,044 0,147 0,063 0,147 0,034
0,014 0,014 0,126 0,039 0,126 0,031
0,025 0,025 0,106 0,023 0,106 0,020

Tafla B.2.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-1Ra par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ur

Halichondria sitiens og eru i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:2.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 1
1,916 1,882
1,940 1,954
1,989 1,892
1,976 1,893
1,823 1,869
1,826 1,713

Tilraun 2
2,052 1,798
1,957 1,787
2,051 1,758
2,137 1,806
1,946 1,938
1,872 1,547

2,899
2,659
2,494
2,519
2,383
2,163

Tilraun 4

2,887
2,734
2,572
2,559
2,399
2,191

2,008
1,817
1,637
1,921
1,448
1,594

Tilraun 5

2,075
1,822
1,555
1,500
1,568
1,302

2,789
2,924
3,045
3,188
2,856
2,866

Tilraun 6

3,008
2,843
2,863
2,912
2,726
2,582

1,635
1,483
1,413
1,664
1,542
1,389

Tilraun 7

1,544
1,498
1,283
1,466
1,288
1,180

Ekki haldid afram med petta pvi gildin voru &ll fyrir ofan stadalkarvu og pvi purfti

ad pynna synin meira.




Stadalkiarva fyrir IL-1Ra tilraun 1
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Mynd B.2.2. Stadalkdurvur sem

Stadalkiarva fyrir IL-1Ratilraun 2
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Stadalkarva fyrir IL-1Ratilraun 5

y=0,0002x.0871
Rz =0,9973
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500

Stadalkarva fyrir IL-1Ra tilraun 6

y= ?E_UE}U 2508
R®=0,9999

notadar

500 1000 1500 2000 2500

styrkur[pg/mi]
voru vid utreikninga fyrir

bodefnaseytingu IL-1Ra. bPynnt 1:10 i ELISA buffer.



Tafla B.2.3. Stadlar fyrir IL-1Ra reiknadir ut fra blanki (T1=0,112; T2=0,112;
T4=0,119; T5=0,0995; T6=0,1615; T7=0,1115). bynning 1:10.

pg/mi

2500
1250
625
312,5
156,25
78,125
39,0625

1,686
0,630
0,301
0,146
0,068
0,065
0,033

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
1,686 1,555 1,036 1,189 1,226
0,630 0,714 0,463 0,506 0,583
0,301 0,323 0,236 0,210 0,267
0,146 0,135 0,115 0,089 0,132
0,068 0,072 0,066 0,045 0,061
0,065 0,047 0,025 0,025 0,041
0,033 0,030 0,056 0,061 0,033

Tafla B.2.4. Nidurstddur gleypnimeelinga fyrir IL-1Ra par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og eru i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:10.

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
Oorvad | 0,655 0,616 | 0,128 0,109 | 0,847 1,297 |0,651 0,305|0,819 0,733 | 0,653 0,637
Orvad |0,708 0,745 0,697 0,641 [0,790 0,731|0,341 0,498|0,623 0,661 | 0,627 0,561
HO,1 0,810 0,797 0,615 0,522 | 0,936 0,642 0,454 0,422,0,736 0,625 0,474 0,464
H1 0,798 0,823 |0,686 0,598 |0,673 0,689 0,443 0,479|0,768 0,718 | 0,600 0,555
H10 0,662 0,730 0,672 0,578 | 0,589 0,568 |0,441 0,416|0,725 0,705 | 0,499 0,472
H100 0,565 0,596 | 0,585 0,508 |0,513 0,51 {0,355 0,332|0,709 0,681 |0,463 0,447
Tafla B.2.5. Styrkur IL-1Ra seytis i pg/ml reiknadur at fra jofnu linu i
stadalkarvu. Medaltal er reiknad at fra 6llum tilraununum nema tilraun 2 sem
reyndist hafa Utlaga og pvi sleppt. H stendur fyrir Gtdratt ar Halichondria sitiens
og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:10.
Styrkur (pg/ml)

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7 |Medaltal
O6rvad 9766 212 17586 11775 14231 13063 13284
Orvad 11109 10553 12402 10061 11690 11923 11437
HO,1 12215 8862 12887 10605 12433 9077 11443
H1 12314 10102 11036 11279 13616 11551 11959
H10 10664 9818 9239 10326 13089 9457 10555
H100 8932 8486 8040 7803 12710 8753 9247
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Mynd B.2.3. THP-1 einkjérnungar voru neemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
orvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstdédur eru syndar sem medaltal styrks IL-1Ra
seytingu £ SEM, n=5.

Tafla B.2.6. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-1Ra i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-1Ra i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af 6llum
tilraununum nema tilraun 2 sem reyndist hafa Gtlaga. H stendur fyrir fituefni sem
einangrud voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml.

Pynning 1:10.

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

Obrvad 0,879
Orvad 1,000

HO,1 1,100
H1 1,109
H10 0,956

H100 0,804

0,020
1,000
0,840
0,957
0,930
0,804

Seytistudull
1,418 1,170
1,000 1,000
1,039 1,054
0,890 1,121
0,745 1,026
0,648 0,776

1,217
1,000
1,064
1,165
1,120
1,087

1,096
1,000
0,761
0,969
0,793
0,734

Medaltal
1,156
1,000
1,004
1,051
0,928
0,810




B.3.IL-6

Stadalkirva fyrir IL-6 tilraun 1

Stadalkdarva fyrir IL-6 tilraun 2
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Mynd B.3.1. Stadalkurvur sem notadar voru Vvid (treikninga fyrir

bodefnaseytingu IL-6. bynnt 1:5 i ELISA buffer.



Tafla B.3.1. Stadlar fyrir IL-6 reiknadir ut fra blanki (T1=0,077; T2=0,077;
T4=0,0685; T5=0,085; T6=0,0685; T7=0,07). Pynning 1:5.

pg/mi

600
300
150
75
37,5
18,75
9,375

OD-blankur

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

2,047
1,347
0,777
0,436
0,236
0,141
0,077

2,047 2,268
1,347 1,367
0,777 0,768
0,436 0,409
0,236 0,216
0,141 0,099
0,077 0,050

2,415 2,268 1,686
1,612 1,367 1,037
0,985 0,768 0,647
0,530 0,409 0,393
0,266 0,216 0,182
0,163 0,099 0,120
0,087 0,050 0,057

Tafla B.3.2. Nidurstodur gleypnimaelinga fyrir IL-6 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og eru i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:5.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 1
0,866 0,880
1,106 1,207
0,880 0,781
0,741 0,700
0,545 0,505
0,421 0,400

Tilraun 2
0,465 0,470
0,732 0,648
0,429 0,423
0,565 0,651
0,383 0,368

0,200 0,210

0,337
0,327
0,317
0,299
0,196
0,117

Tilraun 4

0,320
0,326
0,300
0,312
0,174
0,112

Tilraun 5
0,578 0,474
0,422 0,387
0,450 0,477
0,339 0,418
0,242 0,267
0,148 0,178

Tilraun 6
0,950 0,885
0,700 0,721
0,715 0,658
0,977 0,961
0,482 0,455
0,307 0,299

Tilraun 7
0,454 0,409
0,456 0,433
0,255 0,281
0,428 0,430
0,254 0,271
0,166 0,159

Tafla B.3.3. Styrkur IL-6 seytis i pg/ml reiknadur Gt fra j6fnu linu i stadalkarvu.
Medaltal er reiknad ut fra dllum tilraununum nema tilraun 1 sem reyndist hafa
Gtlaga og pvi sleppt. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ur Halichondria
sitiens og eru i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:5.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Styrkur (pg/ml)

Tilraun 1  Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

484
243
735
609
395
278

330
568
288
478
238
86

234
233
217
214
107
43

306
211
256
192
102
42

857
627
600
916
368
202

372
388
181
369
175
73

Medaltal
420
405
309
434
198

89
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Mynd B.3.2. THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
drvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstédur eru syndar sem medaltal styrks IL-6

seytingu £ SEM, n=5.

Tafla B.3.4. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-6 i floti frumna med fituefnum
deilt med styrk IL-6 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af ollum tilraununum
nema tilraun 1 sem reyndist hafa Utlaga. H stendur fyrir fituefni sem einangrud
voru ur Halichondria sitiens og eru i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:5.

Seytistudull
Tilraun 1  Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
Oorvad 1,988 0,580 1,008 1,447
Orvad 1,000 1,000 1,000 1,000
HO,1 3,019 0,506 0,932 1,214
H1 2,501 0,841 0,920 0,907
H10 1,623 0,419 0,459 0,483
H100 1,141 0,151 0,185 0,199

1,369
1,000
0,958
1,462
0,588
0,323

0,959
1,000
0,468
0,951
0,453
0,189

Medaltal
1,072
1,000
0,816
1,016
0,480
0,209
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Tafla B.4.1. Stadlar fyrir IL-10 reiknadir ut fra blanki (T1=0,2; T2=0,1415;
T4=0,153; T5=0,1065; T6=0,1455; T7=0,1525). Opynnt.

pg/ml

2000
1000
500
250
125
62,5
31,25

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2  Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6  Tilraun 7
2,455 1,655 2,009 1,472 1,589 1,850
1,666 1,034 1,213 0,879 0,822 0,974
1,026 0,542 0,755 0,495 0,469 0,536
0,591 0,280 0,378 0,275 0,252 0,287
0,323 0,147 0,187 0,158 0,120 0,123
0,187 0,142 0,091 0,085 0,063 0,072
0,112 0,068 0,044 0,055 0,048 0,031

Tafla B.4.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-10 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
Oorvad | 0,581 0,584 (0,305 0,288|0,217 0,222| 0,162 0,191/0,334 0,342|0,181 0,298
Orvad | 0,597 0,592|0,328 0,263|0,249 0,272| 0,108 0,1110,288 0,309 |0,294 0,284
HO,1 0,555 0,561|0,256 0,238|0,273 0,261| 0,169 0,156|0,288 0,284 0,237 0,247
H1 0,616 0,6010,255 0,243|0,244 0,257| 0,156 0,157|0,285 0,258|0,273 0,282
H10 0,500 0,534|0,229 0,234|0,209 0,246| 0,148 0,139|0,264 0,265|0,216 0,250
H100 0,616 0,660|0,243 0,235|0,221 0,177 0,366 0,163|0,306 0,287|0,270 0,279
Tafla B.4.3. Styrkur IL-10 seytis i pg/ml reiknadur Gt fra jofnu linu i stadalkarvu.
Medaltal er reiknad ut fra 6llum tilraununum nema tilraun 5 sem reyndist hafa
utlaga og pvi sleppt. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru Ur Halichondria
sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Styrkur (pg/ml)

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7 | Medaltal
Odrvad 151 136 46 49 191 77 120
Orvad 157 135 74 1 151 122 128
HO,1 139 91 78 38 139 80 105
H1 163 92 67 33 124 112 112
H10 120 77 52 23 117 72 88
H100 178 83 32 129 149 109 110
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Mynd B.4.2. THP-1 einkjérnungar voru neemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
drvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstdédur eru syndar sem medaltal styrks IL-10
seytingu £ SEM, n=5.

Tafla B.4.4. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-10 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-10 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af ollum
tilraununum nema tilraun 5 sem reyndist hafa Utlaga. H stendur fyrir fituefni sem
einangrud voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml.
Opynnt.

Seytistudull

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7 | Medaltal
Obrvad 0,963 1,007 0,626 41,656 1,263 0,633 0,898
Orvad 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

HO,1 0,889 0,670 1,059 31,984 0,917 0,651 0,837
H1 1,043 0,683 0,909 27,968 0,821 0,915 0,874
H10 0,767 0,566 0,700 19,580 0,774 0,584 0,678
H100 1,135 0,616 0,437 109,216 0,987 0,892 0,814
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Tafla B.5.1. Stadlar fyrir IL-12p40 reiknadir ut fra blanki (T1=0,279; T2=0,2735;
T4=0,232; T5=0,1835; T6=0,192; T7=0,2025). bynnt 1:2.

pg/ml

4000
2000
1000
500
250
125
62,5

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

2,065
1,409
0,944
0,541
0,273
0,163
0,083

OD-blankur

1,572 1,781
0,952 1,081
0,575 0,599
0,299 0,324
0,154 0,143
0,065 0,072
0,036 0,033

1,277 1,451 1,608
0,807 0,768 0,959
0,498 0,486 0,578
0,271 0,233 0,302
0,136 0,113 0,163
0,108 0,054 0,080
0,064 0,041 0,045

Tafla B.5.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-12p40 par sem hvert syni var
gert tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru
ar Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. bynnt 1:2.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 1
1,033 1,052
1,243 1,111
1,074 1,033
1,085 0,973
0,820 0,806
0,688 0,618

Tilraun 2
0,590 0,587
0,658 0,542
0,492 0,538
0,496 0,514
0,511 0,472

0,347 0,378

0,438
0,424
0,408
0,393
0,291
0,253

Tilraun 4

0,476
0,412
0,432
0,405
0,302
0,240

Tilraun 5
0,341 0,359
0,297 0,296
0,272 0,295
0,267 0,292
0,231 0,238
0,197 0,203

Tilraun 6
0,786 0,814
0,539 0,578
0,488 0,473
0,511 0,556
0,422 0,389
0,357 0,366

Tilraun 7
0,542 0,556
0,510 0,487
0,330 0,344
0,442 0,461
0,350 0,361

0,308 0,295

Tafla B.5.3. Styrkur IL-12p40 seytis i pg/ml reiknadur at fra jofnu linu i
stadalkarvu. Medaltal er reiknad ut fra 6llum tilraununum. H stendur fyrir fituefni
sem einangrud voru ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml.
Pynnt 1:2.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Styrkur (pg/ml)

Tilraun 1  Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

1580
1998
1613
1540
942
562

1028
1073
748
711
662
227

734
604
611
541
199
32

599
396
347
332
169
51

2855
1582
1197
1457
842
644

1196
1006
425
833
489
304

Medaltal
1332
1110

823
902
551
303
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Mynd B.5.2. THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
drvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstédur eru syndar sem medaltal styrks IL-

12p40 seytingu + SEM, n=6.

Tafla B.5.4. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-12p40 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-12p40 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af 6llum
tilraununum nema tilraun 2 sem reyndist hafa Gtlaga. H stendur fyrir fituefni sem
einangrud voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml.

Pynnt 1:2.
Seytistudull
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7

Oorvad 0,791 0,958 1,215 1,513
Orvad 1,000 1,000 1,000 1,000
HO,1 0,807 0,697 1,011 0,878
H1 0,771 0,663 0,895 0,840
H10 0,471 0,617 0,329 0,428
H100 0,281 0,211 0,054 0,128

1,805
1,000
0,756
0,920
0,532
0,407

1,188
1,000
0,422
0,828
0,486
0,302

Medaltal
1,245
1,000
0,762
0,820
0,477
0,231
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Tafla B.6.1. Stadlar fyrir IL-23 reiknadir ut fra blanki (T1=0,1375; T2=0,1375;
T4=0,1645; T5=0,1385; T6=0,1645; T7=0,168). Opynnt.

pg/ml

8000
4000
2000
1000
500
250
125

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
2,817 2,205 2,817 2,462
2,478 1,380 2,478 1,697
1,679 0,779 1,679 0,971
1,000 0,404 1,000 0,582
0,567 0,207 0,567 0,329
0,364 0,103 0,364 0,177
0,265 0,051 0,265 0,105

2,672 2,672
2,020 2,020
1,155 1,155
0,643 0,643
0,376 0,376
0,227 0,227
0,138 0,138

Tafla B.6.2. Nidurstddur gleypnimeelinga fyrir IL-23 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 1
0,180 0,193
0,175 0,180
0,156 0,170
0,158 0,167
0,157 0,164
0,147 0,148

Tilraun 2
0,180 0,176
0,207 0,194
0,169 0,162
0,155 0,162
0,153 0,159
0,143 0,145

Tilraun 4

0,291
0,273
0,221
0,204
0,210
0,168

0,283
0,246
0,222
0,223
0,204

0,203

Tilraun 5
0,135 0,140
0,120 0,119
0,120 0,127
0,124 0,108
0,114 0,107
0,108 0,099

Tilraun 6
0,331 0,305
0,298 0,282
0,330 0,326
0,304 0,287
0,255 0,256
0,273 0,265

Tilraun 7
0,211 0,167
0,201 0,202
0,204 0,169
0,195 0,175
0,197 0,186
0,192 0,223

Tafla B.6.3. Styrkur IL-23 seytis i pg/ml reiknadur Gt fra j6fnu linu i stadalkarvu.
Medaltal er reiknad ut fra dllum tilraununum nema tilraun 4 sem reyndist vera
utan stadalkdrvu og tilraun 5 par sem ekki var heegt ad reikna at ur pvi. H
stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ur Halichondria sitiens og er i
styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

O6rvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Styrkur (pg/ml)

Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 6 Tilraun 7 | Medaltal

30
23
12
12
11
3

23

43

14
9

48
33
54
36
19
24

18
32
16
14
21
39

30
33
24
18
14
17
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Mynd B.6.2. THP-1 einkjornungar voru naemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
drvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstdédur eru syndar sem medaltal styrks IL-23
seytingu £ SEM, n=4.

Tafla B.6.4. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-23 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-23 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af 6llum
tilraununum nema tilraun 4 sem reyndist vera utan stadalkdrvu og tilraun 5 par
sem ekki var heegt ad reikna at ar pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud
voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Seytistudull
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 6 Tilraun 7 |Medaltal
Oorvad 1,325 0,542 1,443 0,569 0,970
Orvad 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
HO,1 0,536 0,325 1,619 0,488 0,742
H1 0,522 0,218 1,081 0,440 0,565
H10 0,465 0,183 0,557 0,651 0,464
H100 0,147 0,043 0,716 1,220 0,532
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Tafla B.7.1. Stadlar fyrir IL-27 reiknadir Ut fra blanki (T1=0,233; T2=0,233;
T4=0,282; T5=0,218; T6=0,282; T7=0,2255). bynnt 1:2.

pg/ml

10000
5000
2500
1250

625
312,5
156,25

2,636
2,219
1,498
0,876
0,517
0,282
0,171

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
2,670 2,693 2,670 2,713
2,584 2,548 2,584 2,406
1,765 1,756 1,765 1,489
0,973 1,077 0,973 0,938
0,524 0,644 0,524 0,540
0,283 0,341 0,283 0,295
0,160 0,221 0,160 0,196

2,636
2,219
1,498
0,876
0,517
0,282
0,171

Tafla B.7.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-27 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynnt 1:2.

Odbrvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 1
0,243 0,252
0,281 0,249
0,236 0,233
0,223 0,224
0,234 0,223
0,229 0,242

Tilraun 2

0,207
0,264
0,224
0,229
0,199
0,217

0,207 | 0,295
0,228 | 0,296
0,24 |0,288
0,224 0,310
0,228 (0,275
0,210 0,253

Tilraun 4

0,317
0,283
0,299
0,308
0,279
0,263

Tilraun 5
0,371 0,229
0,242 0,291
0,235 0,235
0,222 0,213
0,215 0,191
0,207 0,194

Tilraun 6
0,317 0,317
0,358 0,376
0,316 0,310
0,296 0,307
0,308 0,312
0,304 0,320

Tilraun 7

0,309
0,321
0,272
0,292
0,273
0,286

0,287
0,314
0,277
0,285
0,258
0,265

Akvedid var ad préfa ad framkveema ELISA & 6pynntum sinum par sem mjog

litil seyting virtist vera.
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Tafla B.7.3. Stadlar fyrir IL-27 reiknadir ut fra blanki (T1=0,126; T2=0,126;
T4=0,1525; T5=0,1655; T6=0,1525; T7=0,181). Opynnt.

pg/ml

10000
5000
2500
1250

625
312,5
156,25

OD-blankur
Tilraun 1 Tilraun 2 Tilraun 4 Tilraun 5 Tilraun 6 Tilraun 7
2,305 2,305 2,510 2,125 2,510 2,211
1,708 1,708 2,128 1,642 2,128 1,714
1,243 1,243 1,489 1,292 1,489 1,242
0,670 0,670 0,897 0,810 0,897 0,768
0,438 0,438 0,557 0,530 0,557 0,409
0,267 0,267 0,397 0,369 0,397 0,301
0,229 0,229 0,273 0,234 0,273 0,212

Tafla B.7.4. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-27 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Tilraun 4
0,358 0,367
0,336 0,326
0,351 0,296
0,322 0,305
0,303 0,263
0,260 0,268

Tilraun 2
0,244 0,272
0,282 0,219
0,176 0,175
0,208 0,200
0,164 0,161
0,191 0,170

Tilraun 1
0,219 0,172
0,238 0,179
0,205 0,156
0,211 0,192
0,231 0,167
0,270 0,222

0,293
0,272
0,195
0,178
0,161
0,172

Tilraun 5

0,236
0,206
0,225
0,171
0,164
0,165

Tilraun 6
0,281 0,374
0,34 0,350
0,300 0,259
0,29 0,299
0,308 0,272
0,318 0,288

Tilraun 7
0,288 0,295
0,307 0,284
0,278 0,249
0,285 0,252
0,267 0,236
0,252 0,260

Tafla B.7.5. Styrkur IL-27 seytis i pg/ml reiknadur Gt fra j6fnu linu i stadalkarvu.
Medaltal er reiknad ut fra 6llum tilraununum nema tilraun 1, 2 og 5 var sleppt
pbar sem gildi peirra féllu utan stadalktrvu. H stendur fyrir fituefni sem einangrud
voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Oorvad
Orvad
HO,1
H1

H10
H100

Styrkur (pg/ml)

Tilraun 4  Tilraun 6 Tilraun 7 | Medaltal
93 65 39 66
68 79 42 63
63 35 21 40
56 44 24 41
37 41 15 31
27 49 17 31
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Mynd B.7.3. THP-1 einkjérnungar voru neemdir med IFN-y i 3 kist og sidan
orvadir med LPS med eda an fituefna ar Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1,
10 eda 100 pg/ml i 48 kist. Nidurstéour eru syndar sem medaltal styrks IL-27
seytingu £ SEM, n=3.

Tafla B.7.6. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-27 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-27 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid af ollum
tilraununum nema tilraun 1, 2 og 5 var sleppt par sem gildi peirra féllu utan
stadalkurvu. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru Ur Halichondria sitiens
og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Seytistudull

Tilraun 4 Tilraun 6 Tilraun 7 | Medaltal
Oorvad 1,371 0,831 0,927 1,043
Orvad 1,000 1,000 1,000 1,000
HO,1 0,920 0,446 0,500 0,622
H1 0,818 0,554 0,566 0,646
H10 0,544 0,520 0,359 0,474
H100 0,401 0,620 0,409 0,477
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C. Western blettun & THP-1 einkjérnungum

C.1.p38

Brunnur:

1.-2. Orvad viamio

(0,2 % DMSO)

3.-4. Fituefni einangrad
ur Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 3

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. Oorvad vidmid

2.-3. Orvao viamio
(0,2 % DMSO)

4.-5. Fituefni
einangrad ur
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 8

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. O6rvad viomio

2.-3. Orvad viamio
(0,2 % DMSO)

4.-5, Fituefni
einangrad ur
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 9

Mynd C.1.1. Bond sem fengust vid Western blettun. Raudu bondin eru heildar
prétein og graenu bondin fosfeerd proétein.

Tafla C.1.1. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud Ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem fosfeert p38 deilt med heildar p38.

Tilraun 3 Tilraun 8

Heildar Fosfeaert Heildar Fosfeert
(700 nm) (800 nm) Hlutfall [ (700 nm) (800 nm) Hlutfall

Odrvad | 239000 2820  0,0118 | 709000 9170  0,0129
Odrvad | 375000 5000 0,0133
Orvad | 528000 23900 0,0453 | 491000 34700  0,0707
Orvad | 413000 16800  0,0407 | 491000 34000 0,0692
H100 | 427000 12300 0,0288 | 693000 45000  0,0649
H100 | 387000 11500 0,0297 | 343000 25800 0,0752

BB



Tafla C.1.2. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud Ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hiutfallio er
reiknad sem fosfaert p38 deilt med heildar p38.

Tilraun 9

Heildar Fosfeert
(700 nm) (800 nm) Hlutfall

Oo6rvad | 425000 4270  0,0100
Oobrvad

Orvad | 509000 20400 0,0401
Orvad | 439000 20900 0,0476
H100 | 386000 22500 0,0583
H100 | 385000 19100  0,0496

Tafla C.1.3. Medaltal hlutfalls bodstyrks ar t6flum C.1.1. og C.1.2.

Medaltal hlutfalls
Tilraun 3 Tilraun 8 Tilraun 9 |Medaltal
Oo6rvad  0,0126 0,0129 0,0100 | 0,0118
Orvad 0,0430 0,0700 0,0438 0,0523
H100 0,0293 0,0701 0,0540 | 0,0511

CC
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Mynd C.1.2. Medaltal fosfeerds p38 deilt med heildar p38 + SEM, n=3.

Tafla C.1.4. Medaltal hlutfalls bodstyrks (styrkur fosfeerds p38 deilt med styrk
heildar p38 i floti THP-1 einkjornunga raektadra med fituefnum, hlutfallslegt
midad vid hlutfall fosfeerds p38 / heildar p38 fyrir 6rvad vidmio).

Medaltal hlutfalls midad vid 6rvad viomiod

Tilraun 3 Tilraun 8 Tilraun 9 |Medaltal
Oorvad  0,2924 0,1849 0,2292 | 0,2355
Orvad 1,0000 1,0000 1,0000 | 1,0000
H100 0,6809 1,0017 1,2305 | 0,9710
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C.2. ERK1/2

Brunnur: 1 2 3 4
1. Oorvad viamio
2. Orvad vidmia (0,2 %
DMSO)

3.-4. Fituefni einangrud ar Tilraun 6
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Brunnur: 1 2 3 4 5 6

1.-2. O6rvad viamiod

3.-4. Orvao viomia (0,2 %
DMSO)

5.-6. Fituefni einangrud ur
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 8a

Brunnur:

1. Oorvad viomiod

2.-3. Orva viomia (0,2 %
DMSO)

4.-5. Fituefni einangrud ur
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 9a

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. 06rvad vidmid

2.-3. Orvao viomia (0,2 %
DMSO)

4.-5. Fituefni einangrud ur
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

Tilraun 10

Mynd C.2.1. Bond sem fengust vido Western blettun. Graenu bdndin eru heildar
prétein og raudu bondin fosfeerd protein.

Tafla C.2.1. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud Ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem fosfeert ERK1/2 deilt med heildar ERK1/2.

Tilraun 6 Tilraun 8a

Heildar Fosfeaert Heildar Fosfeert
(800 nm) (700 nm) Hlutfall | (800 nm) (700 nm) Hlutfall

Obrvad 97600 = 125000 1,2807 | 46400 52300 1,1272

Oobrvad 53600 157000 2,9291
Orvad 70800 84000 1,1864 | 39700 @ 132000 3,3249
Orvad 36400 80400 2,2088

H100 63500 141000 2,2205| 45600 @ 126000 2,7632
H100 45400 122000 2,6872 | 37400 86700 2,3182

EE



Tafla C.2.2. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem fosfeert ERK1/2 deilt med heildar ERK1/2.

Tilraun 9a Tilraun 10

Heildar Fosfeert Heildar Fosfeert
(800 nm) (700 nm) Hlutfall | (800 nm) (700 nm) Hilutfall

Oo6rvad 28400 102000 3,5915| 399000 522000 1,3083
Orvad 30100 60000 1,9934 | 693000 1450000 2,0924
Orvad 33000 150000 4,5455| 669000 1850000 2,7653
H100 25400 180000 7,0866 | 584000 1320000 2,2603
H100 26500 157000 5,9245| 582000 1140000 1,9588

Tafla C.2.3. Medaltal hlutfalls bodstyrks ar téflum C.2.1. og C.2.2.

Medaltal hlutfalls
Tilraun 6a Tilraun 8a Tilraun 9a Tilraun 10 | Medaltal
Oo6rvad  1,2807 2,0281 3,5915 1,3083 2,3093
Orvad 1,1864 2,7669 *4,5455 2,4288 3,2471
H100 2,4538 2,5407 6,5056 2,1095 3,7186

FF



ERK

Fosfeert ERK1/2 / Heildar ERK1/2

Mynd C.2.2. Medaltal fosfeerds ERK1/2 deilt med heildar ERK1/2 + SEM, n=3.

Tafla C.2.4. Medaltal hlutfalls bodstyrks (styrkur fosfeeros ERK1/2 deilt med
styrk heildar ERK1/2 i floti THP-1 einkjérnunga reektadra med fituefnum,
hlutfallslegt midad vid hlutfall fosfeerdos ERK1/2 / heildar ERK1/2 fyrir 6rvad

Vidmid).

Medaltal hlutfalls midad vid 6rvad viomiod

Tilraun 6a Tilraun 8a Tilraun 9a Tilraun 10
Oorvad  1,0795 0,7330 0,7901 0,5386
Orvad 1 1 1 1
H100 2,0682 0,9182 1,4312 0,8685

Medaltal
0,6873
1
1,0727
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C.3. Akt

Brunnur: 1 2 3 4 ]

1. Odrvaa viamia

2.-3. Orvaa viamia

(0,2 % DMS0)

4.-5. Fituefni einangrud ar
Halichondria sitiens | styrk
100 pgiml

Tilraun 10a '

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. OBrvaa viamia

2.-3. Orvaa viemia

(0,2 % DMS0)

4.-5, Fituefni einangrus ur
Halichondria sitiens i styrk
100 po/mil

Tilraun 9

Brunnur: 1 2 3 4 5 b

1.-2. Odrvaa viamia

3.-4. Orvaa vismia (0,2 %
DAMSO)

5.-6. Fituefni einangrud ar
Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/mil

Tilraun &a

Brunnur: 1 2 3 4

1. Obrvaa viamia

2. Orvas viamia (0,2 %
DM S0)

3.-4, Fituefni einangrug
ur Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/mil

Tilraun 6a

Mynd C.3.1. Bond sem fengust vid Western blettun. Graenu bdndin eru heildar
prétein og raudu bondin fosfeerd protein.

Tafla C.3.1. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem fosfeert Akt deilt med heildar Akt.

Tilraun 6a Tilraun 8a

Heildar Fosfeert Heildar Fosfeert
(800 nm) (700 nm) [Hlutfall | (800 nm) (700 nm) [Hlutfall

Oorvad 128000 = 54300 |0,42422| 98900 101000 |1,02123

Oobrvad 91000 130000 |1,42857
Orvad 54000 44700 |0,82778| 92500 224000 |2,42162
Orvad 85300 190000 |2,22743

H100 74100 111000 [1,49798| 91200 200000 |2,19298
H100 104000 124000 |1,19231| 83800 209000 |2,49403




Tafla C.3.2. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem fosfeert Akt deilt med heildar Akt.

Tilraun 9 Tilraun 10a

Heildar Fosfeert Heildar Fosfeert
(800 nm) (700 nm) |Hlutfall |(800 nm) (700 nm) |Hlutfall

Obrvad 146000 74700 |0,51164| 114000 90500 |0,79386
Orvad = 156000 @ 262000 (1,67949| 175000 219000 |1,25143
Orvad = 139000 @ 172000 |1,23741| 140000 = 230000 |1,64286
H100 125000 = 302000 |2,41600| 119000 221000 | 1,85714
H100 145000 @ 499000 |3,44138| 152000 216000 |1,42105

Tafla C.3.3. Medaltal hlutfalls bodstyrks ar t6flum C.3.1. og C.3.2.

Medaltal hlutfalls
Tilraun 6a Tilraun 8a Tilraun 9 Tilraun 10a | Medaltal
Oo6rvad 0,424219 1,224902 0,511644 0,793860 |0,738656
Orvad 0,827778 2,324527 1,458449 1,447143 |1,514474
H100 1,345142 2,343508 2,928690 1,639098 |2,064109




Akt

Fosfeert Akt / Heildar Akt

Mynd C.3.2. Medaltal fosfeerds Akt deilt med heildar Akt + SEM, n=4.

Tafla C.3.4. Medaltal hlutfalls bodstyrks (styrkur fosfeerds p38 deilt med styrk
heildar p38 i floti THP-1 einkjornunga raektadra med fituefnum, hlutfallslegt

midad vid hlutfall fosfeerds p38 / heildar p38 fyrir 6rvad viomid).

Medaltal hlutfalls midad vid 6rvad viomiod

Tilraun 6a Tilraun 8a Tilraun 9 Tilraun 10a
Ooérvad 0,5125 0,5269 0,3508 0,5486
Orvad 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
H100 1,6250 1,0082 2,0081 1,1326

Medaltal
0,4847
1,0000
1,4435

1




C.4. IkBa

Brunnur: 1 2 3 4 5

1. 06rvad viomid

2.-3. Orvad viamia (0,2 %
DMSO)

4.-5. Fituefni einangruo
ur Halichondria sitiens i
styrk 100 pg/ml

kB

LaminB1

Mynd C.4.1. Bond sem fengust vid Western blettun.

Tafla C.4.1. Bodstyrkur banda vid Western blettun drvinnslu. H stendur fyrir
fituefni einangrud ur Halichondria sitiens i styrknum 100 pg/ml. Hlutfallid er
reiknad sem styrkur fosfeerds IkBa deilt med lamin B1.

Tilraun 10
IkBa Lamin B1 Hlutfall
Oorvad 251000 14200 17,676
Orvad 49800 15200 3,2763
Orvad = 42400 12100 3,5041
H100 28200 12700 2,2205
H100 25100 12000 2,0917

Tafla C.4.2. Medaltal hlutfalls bodstyrks ar téflu C.4.1.

Medaltal hlutfalls
Obrvad 17,676
Orvad 3,3902
H100 2,1561

KK
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Mynd C.4.2. Medaltal fosfeerds IkBa deilt med lamin B1, n=1.

Tafla C.4.3. Medaltal hlutfalls bodstyrks (styrkur fosfeerds IkBa deilt med styrk
lamin B1 i floti THP-1 einkjornunga reektadra med fituefnum, hlutfallslegt midad

vid hlutfall fosfaerds IkBa /lamin B1 fyrir 6rvad viomio).

Medaltal hlutfalls midad
vio Orvad viomio

Oobrvad 5,213831
Orvad 1
H100 0,635967

LL



D. Lifveenleikameelingar og ELISA & angafrumum

D.1. Lifveenleikameaelingar

Tafla D.1. Nidurstodur lifveenleikatalningar proskadra angafrumna par sem
lifandi og daudar frumur voru taldar med smasja. H stendur fyrir fituefni sem
einangrud voru ur Halichondria sitiens i styrkleikanum 10 eda 100 pg/ml.

Lifveenleiki
Gjafi 22 Gjafi 23 Medaltal
Oorvad 82% 82% 82%
Orvad 93% 83% 88%
H10 91% 83% 87%
H100 89% 83% 86%

D.2.1L-10

Tafla D.2.1. Stadlar fyrir IL-10 reiknadir Gt fra blanki (=0,1295). Opynnt.

pg/ml  OD-blankur
4000 1,014
2000 0,604
1000 0,331

500 0,177
250 0,089
125 0,053

62,5 0,0205

IL-10
1,2 -
l 4
0,8 1 y = 0,0005x0:9215
Q _
uazo 5 Rz =10,9941
o)
0,4 A
0,2

2000 3000 4000
Styrkur [pg/ml]

0 1000

Mynd D.2.1. Stadalkdrva sem notadar voru fyrir Gtreikninga a bodefnaseytingu
11-10. Opynnt.
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Tafla D.2.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-10 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Opynnt.

Gjafi 22 Gjafi 23

Orvad 2,184 2,235 1,983 1,969
HO,1 2,226 2,234 2,068 0,726
H1 2,185 2,156 1,803 1,511
H10 2,232 2224 2009 1,981
H100 254 2,078 1,93 1,947

Gildin voru utan stadalkirvu og pvi var tilraunin endurtekin med aukinni

pynningu.

Tafla D.2.3. Stadlar fyrir IL-10 reiknadir ut fra blanki (=0,104). Pynning 1:5

pg/ml OD-blankur
4000 0,928
2000 0,512
1000 0,297
500 0,159
250 0,077
125 0,051
62,5 0,016
IL-10
1.2 4
14  y=0,0002x
08 - R? = 0,9885
3
306
o
04 -
0,2

2000 3000 4000

Styrkur [pg/mL]

0 1000

Mynd D.2.2. Stadalkdrva sem notadar voru fyrir Gtreikninga a bodefnaseytingu
[I-10. Pynning 1:5.

NN



Tafla D.2.4. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-10 par sem hvert syni var gert
tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ar
Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:5

Gjafi 22 Gjafi 23

Orvad 1,072 1,124 0,720 0,917
HO,1 0,926 1,028 0,890 0,782
H1 1,258 1,203 0,734 0,791
H10 1,047 1,189 0879 0,947
H100 0,953 0,946 0591 0,778

Tafla D.2.5. Styrkur IL-10 seytis i pg/ml reiknadur at fra jofnu linu i stadalkdrvu.
Medaltal var tekid. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru Ur Halichondria
sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynnt 1:5.

Styrkur (pg/ml)
Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal
Orvad 24850 17863 | 21356

HO,1 21825 18300 | 20063
H1 28163 16463 | 22313
H10 25350 20225 | 22788

H100 21138 14513 17825
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Mynd D.2.3. Angafrumur voru proskadar med IL-18, TNF-a og LPS med eda an
fituefna einangrudum Ur Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1, 10 eda 100
pug/ml i 48 kist. Nidurstéour eru syndar sem medal styrks bodefnaseytingu IL-10
+ SEM. Notast var vid tvo gjafa og pvi n=2.

Tafla D.2.6. Seytistudull var reiknadur sem styrkur IL-10 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-10 i 6rvudu viomidi. Medaltal var tekid. H stendur
fyrir fituefni sem einangrud voru Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum
0,1-100 pg/ml. bynnt 1:5.

Seytistudull
Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal
Orvad 1,000 1,000 1,000

HO,1 0,878 1,024 0,951
H1 1,133 0,922 1,027
H10 1,020 1,132 1,076

H100 0,851 0,812 0,832
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D.3. IL-12p40

Tafla D.3.1. Stadlar fyrir IL-12p40 reiknadir ut fra blanki (=0,104). bynnt 1:2.

pg/ml  OD-blankur
4000 0,9815
2000 0,713
1000 0,441
500 0,2195
250 0,1075
125 0,034
62,5 0,0115
IL-12p40
1,6 -
14 -
12 | y = 0,0002x10737
' Rz =0,9609
o 17
u530,8
o
0,6
0,4 -
0,2

0 1000 2000 3000 4000

Styrkur [pg/ml]

Mynd D.3.1. Stadalkarva sem notadar voru fyrir Utreikninga & bodefnaseytingu
[I-12p40. bynnt 1:2.

Tafla B.3.2. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-12p40 par sem hvert syni var
gert tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru
ar Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. bynnt 1:2.

Gjafi 22 Gjafi 23

Orvad 1,473 1445 1171 1,172
HO,1 1,455 1,439 1,143 1,124
H1 1,466 1,405 1,178 1,176
H10 1,441 1,387 1,133 1,141
H100 1,368 1,365 1,070 1,089
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Gildin voru utan stadalkarvu og pvi var tilraunin endurtekin med aukinni

pynningu.

Tafla D.3.3. Stadlar fyrir IL-12p40 reiknadir Gt fra blanki (=0,2185). bynning

1:40
pg/ml  OD-blankur
4000 1,163
2000 0,7255
1000 0,3725
500 0,2225
250 0,1165
125 0,083
62,5 0,0275
14 -
1,2 |
11
go,s ]
00,6 -
0,4
0,2

IL-12p40

y = 0,0014x0812
R? = 0,9959

1000 2000 3000 4000
Styrkur [pg/ml]

Mynd D.3.2. Stadalkirva sem notadar voru fyrir Utreikninga a bodefnaseytingu
[1-12p40. bynning 1:40.

Tafla B.3.4. Nidurstodur gleypnimeelinga fyrir IL-12p40 par sem hvert syni var
gert tvisvar og medaltal tekid af pvi. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru
ar Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:40.

Orvad
HO,1
H1
H10
H100

Gjafi 22
1,169 1,300
1,031 0,975
1,213 1,284
1,226 1,165
1,169 1,190

Gjafi 23
0,839 1,073
0,871 0,707
0,927 1,084
0,823 0,876
0,751 0,864
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Tafla B.3.5. Styrkur IL-12p40 seytis i pg/ml reiknadur ut fra jofnu linu i
stadalkarvu. Medaltal er reiknad ut. H stendur fyrir fituefni sem einangrud voru

e

Ur Halichondria sitiens og er i styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Orvad viémid
inniheldur 0,2% DMSO. Pynning 1:40.

Styrkur (pg/ml)
Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal
Orvad 133404 89914 111659
HO,1 97022 65539 81281
H1 135672 97403 116537
H10 127126 74201 100664
H100 124567 68167 96367
IL-12p 40
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2 500001
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Mynd B.3.3. Angafrumur voru proskadar med IL-1B, TNF-a og LPS med eda an
fituefna einangrudum Ur Halichondria sitiens i styrknum 0,1, 1, 10 eda 100
pg/ml i 48 kist. Nidurstéour eru syndar sem medal styrkur bodefnaseytis IL-
12p40 + SEM. Notast var vid tvo gjafa og pvi n=2.
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Tafla B.3.6. Seytistudull reiknadur sem styrkur IL-12p40 i floti frumna med
fituefnum deilt med styrk IL-12p40 i 6rvudu vidmidi. Medaltal var reiknad. H
stendur fyrir fituefni sem einangrud voru ur Halichondria sitiens og er i
styrkleikanum 0,1-100 pg/ml. Pynning 1:40.

Seytistudull
Gjafi 22 Gjafi 23 Medaltal
Orvad 1,000 1,000 1,000
HO,1 0,727 0,729 0,728
H1 1,017 1,083 1,050
H10 0,953 0,825 0,889
H100 0,934 0,758 0,846
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E. Nidurstédur ar frumuflaedisja fyrir angafrumur

Tafla E.1. Hlutfall jakveedra frumna asamt medal flarljomun (MFI) fyrir viomid

FITC.
Hlutfall jAkvaedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal | Gjafi 21 Gjafi 22 Gijafi 23 | Medaltal
MC 1,94 1,61 1,53 1,69 3,66 3,83 3,81 3,77
imDC 2,49 2,89 2,79 2,72 28,77 30,28 33,77 30,94
Oobrvad 3,84 4,13 3,99 38,48 52,29 45,39
Orvad 4,21 4,28 4,25 38,40 50,71 44,56
HO,1 3,73 3,57 3,65 36,90 49,97 43,44
H1 4,59 4,61 4,60 43,60 51,44 47,52
H10 3,81 3,60 3,71 40,38 49,67 45,03
H100 4,09 3,69 3,89 43,40 50,57 46,99
Vidmid FITC Vidmid FITC
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Mynd E.1. Hlutfall jakveedra frumna (til vinstri) og medal flarljdmum (MFI, til

haegri) fyrir viomio FITC.
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Tafla E.2. Hlutfall jakveedra frumna asamt medal flarljomun (MFI) fyrir vidmid
APC.

Hlutfall jAkvaedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gijafi 23 |Medaltal |Gjafi 21 Gijafi 22 Gjafi 23 | Medaltal
MC 1,62 1,71 2,07 1,80 1,55 1,57 1,55 1,56
imDC 2,83 3,69 2,64 3,05 1,79 1,83 1,87 1,83
Oorvad 3,57 4,83 4,20 2,03 2,25 2,14
Orvad 3,78 3,83 3,81 2,10 2,31 2,21
HO,1 4,67 4,17 4,42 2,31 2,55 2,43
H1 3,93 3,58 3,76 5,61 6,00 5,81
H10 3,42 4,42 3,92 2,35 2,57 2,46
H100 3,09 3,78 3,44 2,22 6,01 4,12
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Mynd E.2. Hlutfall jakveedra frumna (til vinstri) og medal flurljomum (MFI, til
haegri) fyrir viomid APC.
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Tafla E.3. Hlutfall jakveedra frumna asamt medal flarljomun (MFI) fyrir vidmid
PE.

Hlutfall jakveedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 |Medaltal |Gjafi 21 Gjafi 22 Gijafi 23 | Medaltal
MC 1,78 1,58 1,90 1,75 4,01 3,84 4,56 4,14
imDC 3,13 3,56 2,72 3,14 42,54 44,01 52,25 46,27
Oorvad 3,41 4,41 3,91 57,18 79,77 68,48
Orvad 4,04 4,05 4,05 58,43 78,25 68,34
HO,1 3,48 3,63 3,56 56,02 77,53 66,78
H1 3,78 4,34 4,06 64,18 79,51 71,85
H10 3,6 4,34 3,97 61,23 77,57 69,40
H100 4,29 4,08 4,19 67,15 81,03 74,09
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Mynd E.3. Hlutfall jakveedra frumna (til vinstri) og medal flarljdmum (MFI, til
haegri) fyrir viomid PE.
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Tafla E.4. Tjaning angafrumna & yfirbordsameindinni CD86 gefid upp sem
hlutfall jakveedra frumna og medal flurljomun (MFI).

Hlutfall jakveedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal | Gjafi 21 Gjafi 22 Gijafi 23 | Medaltal
MC 15,13 5,93 5,59 8,88 6,65 6,22 6,37 6,41
imDC 3,43 6,74 15,13 8,43 29,73 33,47 44,77 35,99
Oorvad 90,15 87,32 88,74 157,21 222,03 | 189,62
Orvad 88,96 91,00 89,98 168,19 245,29 | 206,74
HO,1 80,7 88,57 84,64 117,27 218,98 | 167,13
H1 85,31 92,58 88,95 154,45 239,11 | 196,78
H10 88,94 90,49 88,72 162,54 241,76 | 202,15
H100 93,42 88,4 90,91 194,89 2117 203,30
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Mynd E.4. Tjaning angafrumna & yfirbordsameindinni CD86 gefid upp sem
hlutfall jakvaedra frumna (til vinstri) og medal flarljdmun (MFI, til haegri).
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Tafla E.5. Tjaning angafrumna & yfirbordsameindinni HLA-DR gefid upp sem
hlutfall jakveedra frumna og medal flurljomun (MFI).

Hlutfall jAkvaedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal | Gjafi 21 Gjafi 22 Gijafi 23 | Medaltal
MC 14,96 26,40 4,11 15,16 10,32 9,17 8,03 9,17
imDC 97,29 78,64 81,86 80,25 | 478,36 284,39 494,60 | 381,38
Oobrvad 99,95 99,27 99,95 1546,20 2341,92 | 1546,15
Orvad 99,69 99,79 99,69 1278,70 2786,29 | 1278,67
HO,1 97,50 99,48 97,50 601,23 2395,00 | 601,23
H1 99,64 99,78 99,64 884,54 2040,15 | 884,54
H10 98,98 99,62 98,98 832,20 2997,52 | 832,20
H100 99,47 99,26 99,41 1006,70 2916,89 | 1961,79
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Mynd E.5. Tjaning angafrumna a yfirborésameindinhi HLA-DR gefid upp sem
hlutfall jakvaedra frumna (til vinstri) og medal flarljomun (MFI, til haegri).
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Tafla E.6. Tjaning angafrumna & yfirbordsameindinni CD14 gefid upp sem
hlutfall jakveedra frumna og medal flurljomun (MFI).

Hlutfall jakveedra frumna MFI
Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 |Medaltal | Gjafi 21 Gjafi 22 Gjafi 23 | Medaltal
MC 47,39 49,05 44,51 46,98 3,61 4,45 3,40 3,82
imDC 2,04 3,44 2,52 2,67 1,76 1,83 1,85 1,81
Oorvad 2,89 4,10 3,50 1,99 2,21 2,10
Orvad 2,77 2,85 2,81 2,01 2,27 2,14
HO,1 3,97 4,43 4,20 2,29 2,60 2,45
H1 3,69 3,17 3,43 5,72 5,51 5,62
H10 1,70 4,53 3,12 2,17 2,59 2,38
H100 1,90 3,33 2,62 2,20 5,52 3,86
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Mynd E.6. Tjaning angafrumna & yfirbordsameindinni CD14 gefid upp sem
hlutfall jakvaedra frumna (til vinstri) og medal flarljdmun (MFI, til haegri).
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