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AGRIP

Ahrif fitusyra i raekt a4 vidtakatjaningu nattirulegra

drapsfrumna

Inngangur: Nattarulegar drapsfrumur (NK frumur) eru hluti af nattarulega
Oonzmiskerfinu og gegna hlutverki i fyrstu vérnum gegn sykingum. Synt hefur verid
fram 4 ad med pvi ad auka magn 6mega-3 fitusyra i fedi manna geti pad haft hrif &
bolguhjodnunarferlid og par med komid i veg fyrir myndunar & kroniskri bolgu. Fyrri
rannsOknir & vakamidladri bolgu hafa leitt 1 1jos ad mys sem fa fiskoliurikt feedi hafa
aukid magn NK frumna snemma i bolguferlinu og einnig hradari bolguhjédnun. Ahrif
fitusyra & NK frumur i monnum hafa 1itid verid rannsakadar m.t.t. mogulegra ahrifa
peirra 4 bolguhjodnunarferlid.

Markmid: Markmid verkefnisins var ad kanna ahrif 6mega-3 og émega-6 fitusyra a
tjdningu NK frumna { ménnum 4 ymsum vidtokum sem m.a. taka patt i bolgumyndun
og bolguhjodnun.

Adferdir: NK frumur voru einangradar in vitro ur einkjarna frumum og raktadar i
navist arakidonsyru (AA), eikosapentaensyru (EPA) og dokdsahexenonsyru (DHA)
eda vidmids (DMSO) og sidan rastar med IL-12 og IL-15. Ahrif fitusyranna &
tjdningu ymissa NK frumu vidtaka var metin med frumufledisja.

Nidurstoour: Fitusyran EPA minnkadi hlutfall NK frumna sem tjadu NKG2D
samanborid vid vidmid en hafdi engin ahrif & tjdningu annara NK frumu vidtaka.
Reektun NK frumna med fitusyrunni DHA jok medalflurljomun frumna sem tjadu
vidtakana CCR7 og CD62L, en EPA jok einnig CCR7 medalflurljdomun frumnanna.
Alyktanir: bar sem 6mega-3 fitusyrurnar hakkudu ekki tjaningu 4 NKG2D eda
NKp46 viotokunum, sem badir hafa verid tengdir vid aukinn sjalfvirkan frumudauda,
verdur ad alykta ad pessir vidtakar hafi ad 6llum likindum ekki ahrif 4 aukningu &
bolguhjodnun sem sast hja misum sem voru foédradar med fiskoliuriku faedi. ba
bendir aukin tjaning 4 CCR7 og CD62L hja NK frumur rektudum i navist 6mega-3
fitusyranna EPA og DHA til pess ad par NK frumur séu liklegri til ad ferdast til eitla
par sem par geta hugsanlega komid obeint ad bolguhjodnunarferlinu i gegnum Thl

frumur.
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ABSTRACT

The effect of fatty acids on receptor expression natural Killer

cells in vitro

Introduction: Natural killer (NK) cells are part of the innate immune system and are
known to act as the first line of defence during an infection. It has been shown that
human diet, rich in omega-3 fatty acids, can affect resolution of inflammation and
thereby prevent the formation of chronic inflammation. Previous studies on antigen-
induced inflammation have shown that mice receiving dietary fish oil have increased
levels of NK cells early in the inflammatory process and more rapid resolution of
inflammation. Effects of fatty acids on NK cells in humans with regard to their
potential role in the process of resolution of inflammation has not been studied.

Aim: The aim of the study was to investigate the effect of omega-3 and omega-6 fatty
acids on expression of various receptors, e.g. involved in induction and resolution of
inflammation, in human NK cells.

Methods: Human NK cells were isolated from peripheral blood mononuclear cells
and cultured in the presence of arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA)
and docosahexaenoic acid (DHA) or control (DMSO) and then stimulated with IL-12
and IL-15. The effect of fatty acids were assessed by measuring the expression of
surface receptors by flow cytometry.

Results: NK cells cultured in the presence of EPA had decreased NKG2D expression
compared with NK cells cultured with DMSO, but the fatty acids had no other effects
on the expression of other NK cell receptors. Culturing NK cells with the fatty acids
EPA and DHA increased expression levels of the chemokine receptor CCR7, and
culturing NK cells with DHA increased also the expression levels of the homing
receptor CD62L.

Conclusion: As the omega-3 fatty acids did not cause an increase in the expression of
the apoptosis-associated receptors NKp46 and NKG2D on NK cells, it may be
concluded that the receptors are unlikely to be involved in the increase in resolution
of inflammation observed in mice fed on fish oil diet. The results suggest that NK
cells that have increased expression of CCR7 and CD62L when cultured in presence
of omega-3 fatty acids EPA and DHA are more likely travel to the lymph nodes

where they may have indirect effects on the inflammatory process through Thl cells.
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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR

AA e. Arachidonic acid; arakidonsyra

ALA e. a-linolenic acid; a-lindlensyra

ANOVA e. one-way analysis of variance between groups; einstefnu
breytileikagreining

BCR e. B cell receptor; B frumu vidtaki

BSA e. Bovine serum albumin; albimin Gr nautasermi

CLR e. C-type lectine receptor; C-typu lektin vidtaki

DAMP e. Damage-associated molecular  patterns;  vardveitt

sameindamynstur 4 vefjaskemmdum frumum

DC e. Dendritic cell; angafruma

DHA e. Docosahexaenoic acid; dokdsahexenonsyra

EDTA e. Ethylendiaminetraacetic acid; etylendiamintetraediksyra
EPA e. Eicosapentaenoic acid; eikdsapentaensyra

FACS e. Fluoresence activated cell sorter; frumuflaedisja

FBS e. Fetal bovine serum; kalfa sermi

GM-CSF e. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

IFN e. Interferon; interferon

IL e. Interleukin

ITAM e. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

ITIM e. Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

KIR e. Killer cell immunoglobulin-like receptor; drapsfrumu

immundglobulin-likur vidtaki

KLR e. Killer lectin-like receptors

LA e. Linoleic acid; lindlsyra

LCR e. Leucocyte receptor cluster

LPS e. Lipoplysaccharide; lipopolysakkarid

LT e. Leukotriene; leukotrien

MACS e. Magnetic-activated cell sorting

MFI e. Mean fluoresence intensity; medalflarljomun

Ml e. Classically activated macrophage; klassiskt virkjadur
makrofagi

M2 e. Activated macrophage; virkjadur makrofagi



MHC
NCR

NGF
NHS:NMS

NKC
NK
NLR

PAMP

PBS
PG
PMN
PRR

SEM
VEGF
TCR
TGF
TLR
TNF
TRAIL
X

e. Major histocompatibility complex; vefjaflokkasameind

e. Natural cytotoxicity receptor; nattirulegur frumudrepandi
vidtaki

e. Nerve growth factor

e. Normal human serum: normal mouse serum; manna sermi:
musa sermi

e. NK gene complex

e. Natural killer cell; natturuleg drapsfruma

e. Intracytoplasmic nucleotide oligomerization domain-like
receptor; NOD-likur vidtaki

e. Pathogen-associated molecular patterns;  vardveitt
sameindarmynstur sykla

e. Phosphate buffered saline

e. Prostaglandin; prostaglandin

e. Polymorphonuclear leukocyte; kleyfkjarna atfruma

e. Pattern recognition receptor; vidtaki sem pekkir vardveitt
sameindamynstur sykla

e. Standard error of the mean; stadalvilla medaltals

e. Vascular endothelial growth factor; @dapels vaxtarpattur

e. T cell receptor; T frumu vidtaki

e. Transforming growth factor

e. Toll-like receptor; Toll-likur vidtaki

e. Tumour necrosis factor

e. TNF-related apoptosis-inducing ligand

[¢]

. Thromboxane; promboxan
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1 INNGANGUR

1.1 Onzemiskerfio

Varnarkerfi likamans til ad verjast sykingarvoldum og takmarka skadann sem peir
geta valdid kallast 6namiskerfid. Onzmiskerfid hefur pad hlutverk ad verja lifferi,
frumur og sameindir sem vidhalda innra jafnvaegi likamans med pvi ad verjast og
Gtryma syklum. Onamissvar er svar likamans vid hugsanlegum sjikdomsvaldi en
Oonzmissvarid fer eftir tegund sykils eda efnum sem likaminn er utsettur fyrir.
Onamiskerfinu er skipt i tvennt eftir pvi hversu hratt og sértaekt 6namissvarid er en
pad samanstendur af natturulega, Osérhaefda oOnamiskerfinu og 4dunna, sérhefda
onzemiskerfinu [1].

Onazmiskerfid parf ad geta framkvamt fjogur mismunandi hlutverk svo pad geti
varid likamann gegn sjikdomum. [ fyrsta lagi er pad greining sykils (e.
immunological recognition) sem er baedi gert med hvitum blédkornum nattarulega
onamiskerfisins og eitilfrumum aunna énzmiskerfisins. { 6ru lagi parf 6nzmiskerfid
ad hefta utbreidslu sykingarinnar og, ef moguleiki er 4, Utryma henni en pad kallar &
Oonzmisvirkni (e. immune effector functions). Vid pad virkjast kompliment kerfi
likamans, eitilfrumur fara ad framleida moétefni og paer, dsamt 6drum frumum
onamiskerfisins, utryma syklinum. A sama tima 4 sér stad stjornun 4 énzmissvarinu
(e. immune regulation) en pad er leid Oonamiskerfisins til ad pekkja mun 4 eigin
sameindum og framandi. Bilun i stjornun 6n@missvars getur leitt til ofnemis eda
sjalfsofnemissjukdoms. Sidasta hlutverk onemiskerfisins er ad verja likamann gegn
endurteknum sjikdomum vegna sama sykils. Sa eiginleiki dunna Onamiskerfisins
kallast 6neemisminni (e. immune memory) [1].

begar einstaklingur verdur utsettur fyrir sykli eru fyrstu varnir likamans edlis- og
efnafraedilegar hindranir sem koma i veg fyrir ad o6rverur komist inn i likamann. Ef
sykillinn kemst fram hja pessum hindrunum taka adrir hlutar én@miskerfisins vid.
Natturulegt onemissvar gerist hratt pegar likaminn verdur utsettur fyrir sykli en aftur
4 moti tekur onamissvar dunna onzmiskerfisins nokkra daga ad proast. Aunna
Oonzmiskerfid er faert um ad koma i veg fyrir sykingar & sérteekari hatt en nattarulega

onemiskerfid [1].



1.1.1 Natturulega onemiskerfio

Natturlegt onemi (e. immunity) & sér fornan uppruna en einhvers konar nattarlega
vorn gegn sjukdomsvoldum er ad finna i Sllum dyrum og plontum. Nattarulega
Oonzemiskerfid er fyrst til ad bregdast vid fjolbreyttum hopi sjukdomsvalda eda
sykinga. Hins vegar er pad ekki sértekt fyrir dkvednum syklum og veldur ekki
langvarandi 6nemi [1].

Frumur nattarulega oOnamiskerfisins koma fra fjolvirkum (e. pluripotent)
blédmyndandi stofnfrumum i beinmerg. Pessar frumur framleida tveer tegundir
stofnfrumna, annars vegar eitilfrumuforvera (e. common lymphoid progenitors) og
hins vegar myeléioforvera (e. common myeloid progenitors). Myeldidforveri er
undanfari frumna nattirulega Onamiskerfisins, s.s. monocyta, makrofaga,
angafrumna, granuldcyta (neutrofila, eosindfila og basofila) og mastfrumna.
Nattarulegar drapsfrumur (e. natural killer cells, NK frumur) tilheyra einnig
nattarulega dnamiskerfinu en koma fra eitilfrumuforvera en per tja ekki sértekan
vakaviOtaka (e. antigen receptor) eins og adrar eitilffrumur [1]. Fjallad verdur
sérstaklega um NK frumur 1 sér kafla hér ad nedan (sja kafla 1.2).

Makroéfagar eru mikilvaeg fyrsta vorn i nattirulegu 6naemi en pa er ad finna i
nanast Ollum vefjum likamans. Makrofagar, neutrofilar og angafrumur pekkja
vardveitt sameindarmynstur sykla (e. pathogen-associated molecular patterns, PAMP)
sem greina i sundur sjalfsameindir og framandi sameindir gegnum akvedna gerd
vidtaka (e. pattern recognition receptors, PRR). PRR vidtakar pekkja dkvedna paetti i
byggingu sykla, s.s. manndsa-rik oligosakkarid (e. mannose-rich oligosaccharides),
peptidodglykanlag (e. peptidoglycans), lipopdlysakkarid (e. lipoplysaccharides, LPS)
og Ometylerad (e. unmethylated) CpG DNA [1]. Helstu gerdir PRR vidtaka
fjolskyldna sem pekkja PAMP eru Toll-likir vidtakar (e. Toll-like receptors, TLR), C-
typu lektin vidtakar (e. C-type lectine receptors, CLR) og NOD-likir vidtakar (e.
intracytoplasmic nucleotide oligomerization domain-like receptors, NLR) [2].
Binding PRR vidtaka vid PAMP rasir makréfaga til ad gleypa sykla og angafrumur
til ad reesast og verda ad synifrumum (e. antigen presenting cells). Bindingin orvar
einnig framleidslu 4 bodefnum og efnatogum sem kallar 4 adrar frumur
Oonzmiskerfisins inn i syktan vef, s.s. neutréfila og mondeyta. Petta leidir til ferlis sem
kallast bolgusvorun (e. inflammatory response) sem eru fyrstu vidbrogd likamans til

ad verjast sykli [1].



1.1.1.1 Makroéfagar

Mondcytar eru skammlifar frumur i blodi sem koma fra myeloidforvera 1 beinmerg.
Monocytar flytjast inn i vefi og sérhafast (e. differentiate) i makréfaga. Makrofagar
eru langlifar frumur en pa er ad finna i 6llum vefjum likamans [3; 4]. Makrofagar eru
mjog sérhefdar og breytilegar frumur sem taka & sig nafn eftir vefjunum sem peer
finnast 1, pannig eru makrofagar 1 beinum kalladir ostedklastar og makrofagar i lifur
Kupffer frumur [3; 5; 6]. Makréfagar gegna lykilhlutverki innan nattirlega
Oonzmiskerfisins. Peir eru fyrstir til ad rasast 4 sykingarstad, par sem peir taka patt
bolgusvorun, vidgerdum og samhaefingu 4 dunnu 6nemissvari [7].

Makrofogum ma i grofum drattum skipta i tvo hopa, annars vegar klassiskt
virkjada makrofaga (e. classically activated macrophages, M1) og hins vegar annars
konar virkjada makrofaga (e. alternatively activated macrophages, M2) en M2 er
frekar skipt nidur i M2a, M2b og M2c. M1 virkjast yfirleitt gegnum TLR fyrir tilstilli
interferon (e. interferon, IFN)-y og LPS. M2a myndast fyrir tilstilli IL (e. interleukin)-
4 eda IL-13, M2b myndast vid bindingu & on@misfléttum (e. immune complexes)
asamt IL-1B eda LPS og M2c myndast vegna IL-10, TGF (e. transforming growth
factor)-p eda sykurstera [8].

M1 og M2 makrofagar eru olikir hvad vardar virkni og tjaningu 4 vidtokum,
bodefnum og efnatogum [6]. M1 eru bélgumyndandi makréfagar og einkennast af
mikilli getu til ad framleida boélgumyndandi bodefni, eins og TNF (e. tumour necrosis
factor)-a, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23 og flakkaboda t.d. CCL5 og CXCL4. Ad auki geta
peir synt moétefnavaka, Gtrymt sykingum af voldum bakteria, veira eda sveppa og
drepid exlisfrumur. M2 eru bolgueydandi makrofagar en peir gegna mikilvaegu
hlutverki i stjornun &4 6nemissvari gegn snikjudyrjum og ofna@misvidbrogdum. Auk
pess taka peir patt i adanymyndun, vidgerdarferlum og &hrifum & framgang
@xlisvaxtar. M2 makréfagar framleida IL-10, TGF-p og IL-lra. Olikt MI

makrofogum hafa peir enga frumudrepandi eiginleika [3].

1.1.1.2 Neutrofilar

Neutrofilar er ein gerd af kleyfkjarna atfrumum (e. polymorphonuclear leukocytes,
PMN) eins og granulocytar eru stundum kalladir. Neutrofilar eru mjog mikilvaegar
frumur nattarulega 6namiskerfisins en peir taka patt 1 fyrstu vornum likamans. Peir
eru skammlifar frumu sem finnast i mjog miklu magni i blodi [9-11]. Hlutverk

neutrofila hefur lengi verid bundid vid fyrsta stigs bolgusvar og varnir gegn



utanfrumu syklum [9]. Geta neutrofila til drepa drverur mjog hratt er mikilvaeg fyrir
heilsu einstaklinga en gallar i drapsferli peirra geta valdid alvarlegum og endurteknum
sykingum [12]. Neutrofilar tala sin & milli og mota proska og virkni annarra frumna
Oonzmiskerfisins s.s. makrofaga, angafrumna, T og B frumna 4 beinan eda dbeinan
hatt 1 gegnum frumu-frumu snertingu eda med bodefnaseytingu [9; 11].

Neutrofilar koma fullproskadir frd beinmerg og sveima um i blodi en peir fara
adeins inn i vefi pegar syking er til stadar [10; 12]. Vid sykingu eykst fjoldi proskadra
neutrdfila sem koma fra beinmerg allt ad tifalt. Pegar neutrofilar f4 merki um boélgu
fra 6rverum og makroféogum fara peir inn 1 sykt svedi og gleypa sykla med frumuati
og losa ymiss konar eiturefni, s.s. virkar sirefnisameindir, sem drepa sykilinn [10].
Dréapsferli neutrofila krefst itarlegrar skipulagningar og byggist 4 floknum
bodefnaferlum. Til demis kemur 6rvun & NOD-1 viotokum & neutréfilum af stad
nattarulegu dn@missvari og bolgusvari [9; 12].

Neutrofilar voru lengi adeins taldir koma o6beint ad bolguhjodnun en nu hefur
verid synt fram a ad peir gegna par mikilvegu hlutverki. TRAIL (e. TNF-related
apoptosis-inducing ligand) bindilinn flytir fyrir og kemur af stad styroum frumudauda
neutrofila en styrdum frumudauda er stjornad i gegnum tjaningu 4 “borda mig”
bodum fra daudum frumum og vidtékum & atfrumum. Skortur & TRAIL hefur verid
tengdur vid aukningu 4 neutr6filum og bolgu. Grundvallarskref i bolguhjodnun felur i

sér eydingu neutrdfila sem hafa farid 1 gegnum styrdan frumudauda [9].

1.1.1.3 Eosindfilar
Eosinoéfilar eru grantilocytar komnir fra beinmerg. Peir eru ekki aberandi i blodi né
vefjum en eru ad jafnid 1-4% af hvitum blédkornum i blodi [13; 14]. Meiri hluta
eosindfila er ad finna i slimhud sem er i nalaeegd vid umhverfid eda i fyrsta eda annars
stigs eitilvef. Nalaegd peirra vid umhverfid setur pa i goéda stdoou til ad greina og
verjast syklum [14].

Eosinoéfilar eru pekktastir fyrir frumudrepandi virkni og pa adallega gegn sniklum
en einnig vefjum likamans sem leidir oft til ofnaemisvidbragda. Nylegar nidurstodur
syna ad eosindfilar hafa til viobotar hlutverk i bolgu, vidgerdarferlum og vid ad tengja
saman natturlegt og dunnid 6nemi. Pessir eiginleikar skyrast ut fra pvi ad eosindfilar

geta geymt bodefni, flakkaboda og vaxtarpatti sem eru tilbunir fyrir notkun [14; 15].



1.1.1.4 Basdfilar

Basofilar eins og adrir grantlocytar, adgreinast og proskast i beinmerg og dreifast um
utaedabldd. Basofilar eru minna en 1% af hvitum blodkornum i Gtedablodi og taldir
lifa einungis i nokkra daga [16]. IL-3 er adal bodefnid sem leidir til sérhafingar peirra
og er naegilegt til a0 adgreina og proa basoéfila fra stofnfrumum [16; 17]. P6 basofilar
dvelji ekki lengi 1 vefjum tja peir integrin og flakkbodavidtaka og eru peir faerir um ad
dragast inn i bélginn vef, einkum i exemhtid og dndunarveg med ofnamiseinkenni,

s.s. astma. Adalmidilinn i kornum basofila er histamin [18].

1.1.1.5 Mastfrumur

Mastfrumur og basofilar koma fra sama forvera, blodmyndandi forvera, frad beinmerg
en peim er stundum ruglad saman vegna likra ttlitseinkenna. Olikt basofilum pa
dreifast proskadar mastfrumur ekki um utedablod og ljika sérhafingu sinni 1 vefjum.
Mastfrumur geta verid mjog langlifar og vi0 vissar adstedur geta proskadar
mastfrumur fjolgad sér [16]. Mastfrumur finnast i flestum vefjum likamans en
sérstaklega 1 vefjum sem eru i ndlegd vid ytra umhverfi, s.s. i hud, ondunarvegi og
pormum [19]. Mastfrumur eru bolgufrumur sem bregdast vid merkjum fra nattirulega
og 4unna Onzmiskerfinu med losun & bolgumidlum. Mastfrumur eru
adalmeinvaldurinn 1 proun 4 bradaofnaemi en per eru einnig bendladar vid syklavarnir

likamans, sjalfsofnemissjukdoma, ofmyndun 4 bandvef og saragradslu [18].

1.1.1.6 Angafrumur

Angafrumur eiga uppruna sinn fra beinmerg en par koma bxdi fra myeldio- og
eitilfrumuforvera og eru mikilvegustu synifrumur 6nemiskerfisins. Angafrumur eru
venjulega flokkadar i tvennt, annars vegar hefdbundnar angafrumur sem eiga uppruna
sinn fra myeldioforvera og hins vegar plasmacyt6id angafrumur sem koma fra
eitilfrumuforvera [1; 20]. Hefobundnar angafrumur finnast undir flestum yfirbords
pekjuvef og einnig i flestum lifferum likamans, s.s. hjarta, lifur, nyrum og bandvef.
bProskadar hefobundnar angafrumur hafa pad meginhlutverk ad raesa oreyndar T
eitilfrumur gegnum vefjaflokkasameindir (e. major histocompatibility complex,
MHC) & yfirbordi sinu med adstod hjalparsameinda. Angafrumur eru pvi mikilvaegar i
ad resa aunnid Onzemissvar [1]. Plasmacyt6id angafrumur er adallega ad finna i
eitilvef og blodi. ber tja litid af MHC sameindum og hjalparsameindum a yfirbodi

sinu og eru pvi ekki synifrumur eins og hefobundnar angafrumur. bPar seyta hins



vegar miklu magni af IFN-a og B og eru pvi mikilvaegar i vorn gegn veirusykingum

[21; 22].

1.1.2 Aunna énzemiskerfid

Aunna énamiskerfid eda sérhafda onsemiskerfid eins og pad er stundum kallad
endurspeglar alla pa sykla sem einstaklingur hefur verid utsettur fyrir yfir @vina.
Helsta hlutverk dunna énamiskerfisins er ad mynda klon (e. clone) af frumu sem allar
bera eins vakavidtaka, p.e. hafa somu sértaekni auk pess ad framkalla dnemisminni.
Onamisminni er undirstada pess ad vid getum bolusett fyrir sjikdomum [1].

Frumur dunna 6n@miskerfisins eru sértaekar eitilfrumur, T og B frumur, sem tja
sérteka vakaviotaka en par eru af eitilfrumuforvera. T og B frumur koma fra
beinmerg og B frumur ljuka proska sinum par en T frumur ferdast til hostarkirtils og
proskast par. Vid proskun & sér stad endurrédun gena, en vid pad mynda eitilfrumur
akvedna gerd vakavidtaka, par sem peim frumum sem bindast sjalfsameindum er eytt,
en pad kallast neikvatt val (e. negative selection). Fjolbreytileiki vakavidtaka sem til
verda vid pessa endurrédun er gridarlegur og veldur pvi ad onemiskerfid getur varist
nanast hvada sykli sem er. begar eitilfrumur hafa lokid proskun sinni flytjast paer ut i
blooras sem proskadar en oreyndar eitilfrumur og hringsoéla par 4 milli eitla. Pegar
proskud eitilfruma hittir svo vaka i ttvefjaeitilvef sem vakavidtaki hennar greinir
raesist hin og fjolgar sér. Frumur dunna 6nemiskerfisins reesast pegar syking er i peim
styrk ad frumur nattirlega onemiskerfisins rdda ekki vio hana. Synifrumur nattirlega
Oonemiskerfisins midla p4 bodum sinum til frumna dunna dnamiskerfsins sem leidir
til reesingar 4 dunnu Onamissvari. Sértekar T eitilfrumur sem hafa farid 1 gegnum
raesingu og sérhafingu mata pa & sykingarstad til ad hjalpa til vio ad rada nidurlogum
sykingarinnar [1].

T frumur eru virkjadar pegar T frumu vidtaki (e. T cell receptor, TCR) bindst
peptiobroti af vaka sem er synt i MHC sameindum & synifrumum. Vid virkjun
sérhaefast per og fjolga sér i mismunandi gerdir af T verkfrumum eftir pvi hvort
hlutverk peirra er ad drepa, virkja eda stjorna. T drapsfrumur drepa smitadar frumur,
Th frumur virkja t.d. B frumur og makrofaga og T styrifrumur (Treg) bala virkni
annarra eitilfrumna og stjorna dnamissvari [1].

B frumur virkjast med pvi ad bindast vaka gegnum B frumu vidtaka (e. B cell
receptor, BCR) 4 yfirbordi sinu sem leidir til myndunar 4 plasmafrumu. Plasmafrumur

eru virka formid af B frumum og framleida motefni. Motefnin eru seytt form af BCR



og hafa somu vakasértekni og vidtakinn. Motefnin eru lika kollud Ig og beinast ad
vakanum sem fyrst virkjadi upprunalegu B frumuna. Sumar virkjadar B og T frumur
sérhaefast i minnisfrumur og eru per abyrgar fyrir langvarandi 6nemi gegn tilteknum

sykli eda boluefni [1].

1.2 NK frumur

NK frumum (mynd 1) var fyrst lyst arid 1975 og voru Natural killer (NK) cell

par flokkadar sem eitilfrumur vegna formgerdar
sinnar. Per tja hins vegar ekki sértaekan vakavidtaka &

yfirbordi sinu eins og adrar eitilfrumur og eru pvi

hluti af nattirulega 6nemiskerfinu [23]. NK frumur i f
eru storar og kornottar og koma fra beinmerg en per " {‘" '
dreifast vel um vefi likamans. Litid er af NK frumum

-
i eitlum en par er adallega ad finna Oproskada

svipgerd (e. phenotype). Vid 6rvun proskast par og | = ( i
safnast fyrir i lungum, lifur, bl6di, legi 6léttra kvenna Mynd 1: Utlit NK frumna [1].

og milta 1 haum styrk [1; 24; 25].

Helsta hlutverk NK frumna er ad eyda fjolbreyttum hopi markfrumna (e. target
cells), adallega frumum syktum med veirum eda bakterium sem og
krabbameinsfrumum. Hluti NK frumna framleidir einnig mikid magn bodefna [26].
NK frumur reesast pegar paer komast 1 snertingu vid IFN eda sérstok bodefni sem
makrofagar seyta. Drapsvirkni NK frumna eykst tuttugu til hundradfalt pegar per eru
utsettar fyrir IFN-o, IFN-f eda IL-12 en pad eru frumubodefni sem eru framleidd
snemma { morgum sykingum af angafrumum og makr6fogum [1].

NK frumur hafa einkennandi umfrymiskorn sem innihalda frumudrepandi efni,
s.s. perforin og granzym sem eru losud vid virkjun og drepa markfrumu [1; 27]. NK
frumur tja einnig bindlana (e. ligands), TRAIL og FasL, sem eru mikilvaegir fyrir
styrdan frumudauda. Bodefnaframleidslu NK frumna er hagt ad stjorna bzdi i
gegnum Orvandi og hamlandi vidtaka sem og med rasingu i gegnum bodefni. Pess
vegna geta NK frumur badi valdid 6nemisdrvandi og 6nemistemprandi dhrifum med
bodefnaframleidslu sinni, s.s. IFN-y, TNF-a, GM-CSF (e. granulocyte-monocyte
colony-stimulating factor), IL-5, IL-3, IL-10 og TGF-B [27; 28]. Mynd 2 synir ymis
bodefni og vidtaka sem Orva NK frumur og vidbrogd peirra vid Orvun, baedi

bodefnaframleidslu og sameindir sem taka patt 1 frumudrapi.



Cytokine production Target cell killing

[IFN-y Perforin
TNF-a Granzym
GM-CSF FasL
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IL-10
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IL-22

TGF-B
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Cytokine stimulation Activating NK-cell receptors

IL-2 KIR
IL-12 NKG2D
IL-15 CD94/NKG2
IL-18

Mynd 2: Ymis bodefni sem 6rva NK frumur og vidobrogd hennar vid érvun. NK fruma getur verid
virkjud med bdlguhvetjandi bodefnum og/eda bindlum sem bindast NK vidtokum. Virkjud NK fruma
getur framleitt bolgumyndandi og hamlandi bodefni eda drepid beint markfrumu [29].

NK frumur tja einnig ymsa flakkbodavidtaka (e. chemokine receptors), s.s.
CCR5, CCR7, CXCR3 og CX3CRI. Flutningur NK frumna milli stada innan
likamans er illa skilgreindur, en flakkbodar framleiddir af mismunandi frumum

liffeera virdast toga NK frumur til markliffeeris [27].

1.2.1 Undirflokkar NK frumna

Virkjun NK frumna i atvefjum getur leitt til breytinga & svipgerd peirra og virkni [29].
[ rannsoknum & NK frumum hafa mismunandi undirhopar verid skilgreindir 4
grundvelli svipgerdar, virkni og liffreedilegrar I6gunar. NK frumur i ménnum eru um
pad bil 10% af einkjarna frumum i blodi og er peim yfirleitt skipt upp i tvo undirhdpa
eftir tjaningu 4 CD56 og CD16. Venjulega eru CD56*™CD16" NK frumur sem tja
CXCR1 vidtaka { meiri hluta (90%) i bl6di en CD56"#"CD16" NK frumur sem tja
CCR7 og CDG62L vidtaka eru algengri i 2. stigs eitilvef, einkum i eitlum og
halskirtlum [1; 30-32]. Mismunurinn i undirhopunum byggist ekki bara 4 tjaningu
CD56 og CD16 heldur lika 4 frumudrepandi eiginleikum og bodefnaframleidslu [32;
33]. CD56“™CD16" NK frumur tja mikid magn af CD16 vidtokum, margar tegundir



hamlandi vidtaka fyrir MHC T og hatt magn af perforini. Ofugt vid CD56*™CD16"
NK frumur tjag CD56""¥™CD16 NK frumur litid af CD16 vidtokum, einungis
CDY94/NKG2A hamlandi vidtaka sem bindast vid HLA-E Oklassiska MHC I
sameindir og tiu sinnum minna af perforini en CD56"™CD16" NK frumur. Einnig tja
CD56™"CD16" NK frumur meira magn af bodefnavidtokum og seyta meira af IFN-
vy, TNF-a og GM-CSF en CD56%™CD16" NK frumur. Vegna pessara og annarra pétta
eru CD56""CD16" oft taldar vera frumudrepandi i utvefjum 4 medan
CD56™"CD16" NK frumur eru taldar vera sérhafdar i framleidslu bodefna og
efnatoga 1 2. stigs eitilvef og 4 bdlgustad (mynd 3) [24; 30; 31].

CD569"CD16° NK cells CD569™CD16* NK cells
Cytokine producers Killers
IFN-y  TNF GM-CSF CD56%m

CD16

a% ‘. CD5@briaht KIR

CXCR1
CXCR2

CCRS CXCR3

CCR7

CD94/NKG2 | CXCR3 CD94/NKG2

CXCR4
CD28 . CXCR4 CX3CR1
c-KIT CcDé62L
lymph node, tonsil > spleen, peripheral blood spleen, peripheral blood > lymph node, tonsil

Mynd 3: Mismunur 4 yfirbordssameindum (vidtokum), stadsetningu og virkni CD56"™CD16" og
CD56"""CD16"NK frumna [31].

1.2.2 Yfirborossameindir
Vidtokum 4 NK frumum er haegt ad skipta upp eftir virkni eda byggingu. I spendyrum

eru tveir adalflokkar NK frumu vidtaka, vidtakar sem tilheyra immunéglébulin (Ig)
storfjolskyldunni og innihalda m.a. drapsfrumu Ig-lika vidtaka (e. killer cell Ig-like
receptor, KIR) og nétturulega frumudrepandi vidtaka (e. natural cytotoxicity
receptors, NCR), s.s. NKp30, NKp44 og NKp46. Hin fjolskylda NK frumu vidtaka
samanstendur af C-typu lektin-likum préteinum og eru peir vidtakar kalladir draps
lektin-likir vidtakar (e. killer lectin-like receptors, KLR) og innihalda m.a. NKR-P1,
NKG2A (CD94) og NKG2D vidtaka fjolskyldur [1; 27]. NK frumu vidtakar geta

einnig verid flokkadir eftir virkni & grundvelli pess hvada bindill binst vidtakanum.



Meiri hluti pessara vidtaka eru umritadir i NKC (e. NK gene complex) og LCR (e.
leucocyte receptor cluster). Nokkrir NK frumu vidtakar eru einnig tjadir & 60rum

frumum, s.s. T frumum [27].

1.2.3 Raesing og virkni

Angafrumur geta rest NK frumur 1 hvild, badi beint med frumu-frumu snertingu eda
obeint med seytingu bodefna, s.s. typu 1 IFN, IL-12, IL-15 og IL-18. IL-12 eykur
seytingu IFN-y og er talid vera mikilvagasta bodefnid fyrir virkni NK frumna badi i
monnum og musum. IL-15 virdist dkvarda sérhaefingu og lifun og ytir undir voxt NK
frumna [31]. Framleidsla NK frumna & frumudrepandi bodefnum getur verid stjérnad
af typu 1 IFN og fleiri bodefnum [27; 31].

Eins og fyrr sagdi er NK frumu virkni stjornad i gegnum orvandi og hamlandi
vidtaka. Hamlandi vidtakar NK frumna pekkja fjolbreyttan hop sjalfsameinda sem
koma i veg fyrir ad paer radist & sjalfsameindir en 6rvandi vidtakar sja til pess ad NK
frumur drepi sykta markfrumu [1; 25]. Frumudrap NK frumna fer eftir jaftnvaegi 4
virkni hamlandi og Orvandi vidtaka. Virkjunin verdur fyrir tilstilli tveggja patta,
annars vegar pegar borin eru kennsl 4 breytta samsetningu yfirbords glykoproteina af
voldum efnaskipta dlags (e. metabolic stress), s.s. illkynja breytinga, veiru- eda
bakteriusykinga og hins vegar vegna breytinga 4 tjaningu MHC sameinda [1].

Tveir adalflokkar MHC sameinda eru MHC I og MHC II (mynd 4). MHC I er
tjad 4 naer 6llum frumum likamans nema raudum blédkornum 4 medan MHC II hefur
takmarkada dreifingu. Breytt tjaning MHC 1 sameinda getur verid sameiginlegur
pattur frumna sem hafa smitast af innanfrumu syklum. Einn af verkunarmatum NK

frumna er ad bera kennsl & breytingu sem 4 sér stad i tjaningu MHC I sameinda [1].

peptide-binding peptide-binding
cleft cleft
B2 a2 oy Ba-

microglobulin

Mynd 4: Bygging MHC I (vinstri) og MHC II (heegri) sameinda [1].
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Ly49 hamlandi vidtakar i nagdyrum og hamlandi KIR vidtakar i ménnum pekkja
MHC I sameindir. Orvandi vidtokum 4 NK frumum getur groflega verid skipt upp i
flokka eftir pvi hvort peir pekkja MHC I bindla eda ekki [25]. Pegar bindill binst
hamlandi KIR vidtaka, fosforylerast tyrosin & ITIM (e. immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motifs) sem getur pa bundist innanfrumu fosfatasa. Fosfatasinn
innan frumunnar [1; 25]. Orvandi vidtakarnir KIR og Ly49 eru mjdg samsvarandi
hamlandi hlidsteedum peirra, nema peir hafa stuttan innanfrumu hala sem skortir [ITIM
sem kemur i veg fyrir virkjun NK frumna. Orvandi KIR vidtakar hafa DAPI12,
himnubundid raesiprétein, sem inniheldur ITAM (e. immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs) 4 innanfrumu hala sinum og myndar distlfid bundna einsleita
tvennu (e. homodimer) i frumuhimnunni. bPegar bindill binst 6rvandi KIR vidtaka
fosforylerast tyrosin & ITAM sem kemur af stad innanfrumubodum sem virkja NK
frumu sem leidir til losunar & frumudrepandi efnum. Fosforylerad ITAM bindur

innanfrumu tyrésin kinasa sem leidir til fleiri reesiboda innan frumunnar [1].

1.2.4 In vitro NK frumulikan

Uppgodtvun af einstakri tegund eitilfrumna sem var abyrg fyrir nattarulegu og
skyndilegu frumudrapi var gerd i kringum 1970 af doktorsnemanum Rolf Kessling og
postdoktornum Hugh Pross i misum [34] og doktorsnemanum Mikael Jondal asamt
Hugh Pross i ménnum [35]. Verkefnin voru unnin undir leidsdgn professoranna Eva
Klein og Hans Wigzel i Karolinska haskélanum i Stokkho6lmi. Uppgdtvunin var
stadfest stuttu sidan af West og fleirum [36] med svipadri adferd og somu myelid
frumulinunni, K562. Aratugina 4 eftir var °'krom-losunar greining med K562
frumulinunni (e. K562 °'chromium-release assy) mjog vinsal i rannsoknum a virkni
manna NK frumna [37].

Notkun & Ficoll einangrun og sidar einstofna métefnum leiddi til skilgreiningar &
frumum sem i dag eru pekktar undir nafninu NK frumur. Virkni manna NK frumna
eftir einangrun med Ficoll var fyrst lyst af Timonen og Saksela kringum 1980. bad
var i fyrsta skipti sem NK frumur voru gerdar synilegar i smasja, sem var bylting i
rannséknum a NK frumum [38].

Enn i dag er algengast ad notast vid Ficoll einangrun i in vitro rannséknum 4 NK

frumum. Til 6rvunar 4 virkni NK frumna hefur verid notast t.d. vid bodefnin IL-2, IL-
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12, IL-15, IL-18 og IL-1f i mismunandi styrkjum en raktunartiminn er mjog
breytilegur eftir rannséknum [30; 39; 40].

A Rannsoknarstofu i gigtsjikdomum 4 Landspitalanum var sett upp in vitro NK
frumulikan sem byggir 4 pvi ad einangra NK frumur ur bl6di med Ficoll einangrun.
Naudsynlegt var ad préa o6rvun og raektunaradstedur NK frumna til ad geta rannsakad

ahrif fitusyra & yfirbordssameindir NK frumna.

1.3 Fitusyrur

Fitusyrur hafa margbreytilega liffredilega virkni. ber eru karboxylsyrur med
kolefniskedjur sem eru fra 4 til 36 kolefnasameindir ad lengd. Fitusyrur eru
audkenndar eftir fj6lda kolefna i kedjunni, fj6lda tvitengja og stadsetningu fyrsta
tvitengis fra metylenda (6mega enda) fitusyrunnar. Fitusyrur skiptast upp i prjd megin
flokka, mettadar (e. saturated), eindmettadar (e. monounsaturated) og fjolomettadar
(e. polyunsaturated) fitusyrur (mynd 5). Mettadar fitusyrur hafa fullmettada
kolefniskedju med hamarksfjolda vetnisatdbma og innihalda parf af leidandi engin
tvitengi. EinOmettadar fitusyrur innihalda eitt tvitengi i kolefniskedjunni en
fjolomettadar fitusyrur innihalda tvo eda fleiri tvitengi i sinni kolefniskedju.
Fjolomettadar fitusyrur eru flokkadar enn frekar i 6mega-3 (n-3) eda 6mega-6 (n-6)
fitusyrur eftir pvi hvort fyrsta tvitengi peirra er stadsett & pridja eda sjotta kolefni talid
fra 6megaenda [41-43].

Omegaendi o)

ch/\/\/\/\/\/\/U\OH

Mettada fitusyran myristylsyra (14:0)

O
H,C /\/\/\/\—/\/\/\/U\_OH
9
Einomettada fitusyran oliusyra (18:1n-9)
6 9 O

H3CW/\/\/\/I\

Fjolomettada fitusvran lindlsyra (18:2n-6)

OH

Mynd 5: Mismunandi bygging mettadra, eindmettadra og fjolomettadra fitusyra. Mynd adlogud
fra Runolfsdottir [44].

Tver tegundir fjolomettadra fitusyra eru okkur lifsnaudsynlegar (e. essential fatty
acids) par sem frumur likamans geta ekki buid peer til. Linolsyra (LA, 18:2, n-6) er

lifsnaudsynleg 6mega-6 fitusyra sem vid faum adallega ur kornmeti og jurtaolium.
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Hin lifsnaudsynlega fjolomettada fitusyran er 6mega-3 fitusyra og heitir a-lindlensyra
(ALA, 18:3, n-3) en hana faum vid adallega ur valhnetum og sojabaunum.
Lifsnaudsynlegu fitusyrurnar gangast undir r60 mettunar, afmettunar og lengingar i
likamanum sem leida til myndunar 4 lengri fj6lomettudum fitusyrum. LA er m.a
breytt i arakidonsyru (AA, 20:4, n-6) sem er forveri bélgumidlandi eikdsandioda, s.s.
PG (e. prostaglandin; prostaglandin) E,, TX (e. thromboxane; promboxan) A, og LT
(e. leukotriene; leukotrien) B4, ALA er haegt ad breyta i eikosapentaensyru (EPA,
20:5, n-3) sem er forveri minna virkra eik6sano6ida og efna sem hamla boélgu, s.s.
PGE;, TXAj3 og LTBs. Meirihluti EPA og dokosahexendnsyru (DHA, 22:6, n-3), sem
einnig er 16ng fjolomettud fitusyra, er poé fenginn beint Gr fedu og pa adallega ur fiski
og fiskoliu [41; 42; 45]. Frumur 6na@miskerfisins innihalda almennt herra hlutfall af
n-6 en n-3 fitusyrum og er framleidsla eikdsandida pvi adallega komin fra AA. Synt
hefur verid fram 4 ad ef vid aukum magn n-3 fitusyra i fedu keppa paer vid n-6

fitusyrur um upptoku 1 frumuhimnur og sem forverar fyrir eik6san6id. Par af leidandi

minnkar magn virkra bolgu-

midland eikosandioa og fstadimn | 1[I HOHERASARTTR
eykst myndun minna virkra | MUSUURSDEAKREARULMEIALY

eikdsan6ida. Med bpvi ad auka )Ph‘“"""""“‘“"c
et , ARA EPA
hlutfall n-3 fjolomettadra fitusyra
LOX /COX
i fedu okkar getum vid pannig
. . . PGE, LTBy PGE; LTBs
breytt jafnveeginu 4 framleidslu TXA; TXAs
Pro-inflammatory Anti-inflammatory

milli bélgumidlandi og bolgu-

hamlandi eikésanadida og par Mynd 6: Myndun eikésanéida ur fitusyrum. ARA er
forveri bolgumidlandi efna & bord vid PGE,, TXA, og
LTBy4. EPA er forveri minna virkra efna og efna sem hamla

med haft dhrif 4 bolgumyndun

1.4 Bolga

Bolga er edlilegt vidbragd dnamiskerfisins til ad vernda likamann gegnum syklum og
00rum sjukdomsvoldum. Nattarulega onemiskerfid er sa hluti 6nemiskerfisins sem
kemur mest ad bolgusvari likamans. Bolgusvar likamans skipist i prju skref. I fyrsta
lagi ad koma frumum tr blodi 4 bolgustad og auka par drép a sykingarvaldinum. 1
00rum lagi ad orva til staObundinnar blédstorknunar, sem kemur i veg fyrir ttbreidslu

sykingarinnar til blodrasarinnar og i pridja lagi ad koma af stad vidgerdarferli i

skoddudum vef [1].
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Bolgusvar einkennist af verk, roda, hita og bolgu & sykingarstad en pad kallar
fram flokna r6d atburda sem felur i sér bolgumyndun (e. induction of inflammation)
og svo bolguhjoonun (e. resolutaion of inflammation). Bélga er mikilvaeg i barattunni
gegn sykingum en pad er jafn mikilvegt ad ferli bolguhjoonunar taki vid eftir ad
sykingu hefur verid eytt og ad bolgufrumur yfirgefi stadinn. Bilun i
bolguhjodnunarferlinu er talin vera helsta orsok margra sjukdoma, s.s. lidagigtar,
@0akolkunar, tannholdsbolgu, krabbameins, hjarta- og @dasjukdoma og Alzheimer

sjukdomsins. [1; 47].

1.4.1 Bolgumyndun

Damigerd bolgumyndun samanstendur af fjorum pattum: boélgudrvurum (e. inducers),
bolguskynjurum (e. sensors) sem nema Orvunina, bélgumidlum (e. mediators) sem eru
orvadir vegna bolguskynjara og markvefjum sem verda fyrir ahrifum af bélgumidlum.
Hver pattur kemur i moérgum formum og samsetning peirra veldur mismunandi
bolgusvari [48]. Bolgudrvar, t.d. bakteriur, veirur og adrar 6rverur, hafa PAMP en
frumur O6namiskerfisins pekkja PAMP i gegnum PRR vidtaka. PRR vidtakar bera
einnig kennsl & vardveitt sameindamynstur 4 vefjaskemmdum frumum (e. damage-
associated molecular patterns; DAMP) [49].

PRR vidtakar eru tjadir 4 frumum nattarulega dnemiskerfisins, s.s. makrofogum,
neutrofilum og angafrumum. Skynjun PRR 4 PAMP leidir til 6rvunar 4 umritun gena
sem taka patt i bolgusvari sem hvetur framleidslu bolgumidla, s.s. bolgubodefnum,
t.d. TNF-q, IL-1, IL-6, efnatogunum CCL2 og CXCLS, og PG eik6san6idoum. TNF-a
leidir til pess ad gegndraepi ®d0a og tjdning 4 vidlodunarsameindum eykst &
sykingarstad. TNF-a studlar einnig ad hitamyndun og getur pvi verid skadlegt ef pad
er framleitt i of miklu magni. CXCLS er flakkbodi sem dregur neutéfila, basofila og T
frumur 4 sykingarstad og 4asamt CCL2 og kompliment peptidbrotinu C5a virkja
neutrdfila og makrofaga til ad berjast gegn syklum. IL-1p virkjar @dapelid sem eykur
adgengi T verkfrumna ad bolgustad asamt pvi ad auka framleidslu 4 IL-6. IL-6 studlar
ad hitamyndun og virkjar einnig eitilfrumur i framleidslu & métefnum. IL-12 virkjar
NK frumur sem studla ad sérhaefingu CD4 T frumna i Thl frumur. Eik6san6idin, LT
og PG, studla einnig ad bolgusvorun, par sem PGE,; og LTB4 eru o6flugustu
bolgumidlarnir [50].

Bolgumyndun er hagt ad skipta upp 1 tvo fasa. Fasi eitt felur i sér ad makrofagar

og méndcytar sem eru fyrir & sykingarstad bera kennsl & sykilinn eda vefjaskemmdir
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og kalla a narliggjandi neutréfila med bodefnum og flakkbodum. I fasa tvo verdur
mikid innfledi neutrofila & sykingarstad og fara peir ad losa protein, t.d. virkar
surefnis- og kofnunarefnissameindir, préteasa og elastasa. Peir utryma
sykingarvaldinum/skemmda vefnum og lada bolguhvetjandi moéndeyta 4 stadinn
(mynd 7) [47; 48].

a Phase | 'b Phase Il i c Phase Il i d Phase IV

Macrophages and apoptotic
neutrophils prevent further

i
|
|
|

Inflammatol 0 Sl
Patroli Neutrophil i &/ i neutrophil infiltration
ooy i Lrecruitment | rocryitment | 5\ g
monocyte ! 0

| :
° |
i

p— 1}@:

Clearance of apoptotic
neutrophils promotes
‘anti-inflammatory’
macrophage response

Mynd 7: Fasar bolgumyndunar og bélguhjoonunar. A) Fasi I: Makrofagar draga neutrofila a
bolgustad. B) Fasi II: Neutrofilar draga bolguhvetjandi mondcyta & bolgustad. C) Fasi I1I: Faekkun a
PAMP/DAMP minnka innfladi neutrofila a bolgustad. D) Fasi IV: Makrofagar endurheimta jafnveaegi i
vefnum [47].
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1.4.2 Bolguhjodnun

Adur fyrr var talid ad bolguhjodnun veri ferli innan likamans sem veeri framkvamt
med ovirkum hetti (e. passive process). I dag er vitad ad bolguhjodnun er virkt ferli
(e. active process) par sem vidtakar eru virkjadir og seytun bodefna og flakkboda
leidir til pess ad ferri bolgufrumur koma & bdlgustad og ad apoptétiskar frumur séu
fjarleegdar [51].

[ fasa prju i bolgusvari likamans faekkar PAMP eda DAMP sameindum 4
bolgustad (mynd 7). Pad slokknar 4 framleidslu bolgumidla, s.s. flakkbodunum CCL3
og CCLS, en framleidsla 4 bolgueydandi midlum hefst. betta stig felur i sér seytingu
a bodefnum sem leida til pess ad innfledi neutrdfila & bolgustad hettir og peir
neutrdfilar sem eru til stadar fara i styrdan frumudauda. Ad lokum fara makrofagar ad
hreinsa upp per frumur sem hafa farid i gegnum styrdan frumudauda. Fasi fjogur
felur 1 sér ad makrofagar slokkva alveg 4 bodum sem yta undir bolgusvar likamanns

en peir senda bodin fra sér pegar peir fara ad hreinsa upp neutrofila i styrdum
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frumudauda. Makrofagar koma aftur 4 jafnvaegi i vefnum par sem bolgan 4tti sér stad
med pvi ad hreinsa ut daudar frumur, m.a. med 6rvun 4 TGF-f framleidslu. Adapelid
losar lika @davaxtarpatti (e. vascular endothelial growth factor, VEGF) og adra
vaxtarpaetti sem eru mikilvegir fyrir vidgerdarferla innan vefsins (mynd 7) [47].

NK frumur eru virkar i boélgumyndun en per geta einnig tekid patt i
bolgudhjodnun [52]. I boélgumyndum framleida NK frumur IFN-y og GM-CSEF til ad
beta lifun neutrofila. I bolguhjodnun geta NK frumur studlad ad styrdum frumudauda
neutrdfila og fjarlegt pa af bolgustad 1 gegnum NKp46 vidtakann 4 NK frumum [53].
Ahrif 6mega-3 fitusyra 4 bolguhjodnun voru skodud i rannsokn Valgerdar
Toémasdottur og fleiri [54]. Nidurstodur hennar syndu ad i misum sem fengu fiskoliu
vard aukin bolguhjoonun og einnig aukning i fjolda NK frumna fljotlega eftir ad
vakamiolud boélga var sett af stad sem ekki sdst i misum sem voru & vidmidunar
(vestreenu) fodri [54]. Pa syndi nyleg rannsokn Osk Anuforo ad NK frumur eru

naudsynlegar fyrir bolguhjodnun vakamidladrar bolgu i miisum [55].
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2 MARKMID

Synt hefur verid fram 4 ad 6mega-3 fitusyrur i feedi musa auki fjolda NK frumna
snemma i bolgu og auki einnig bjolguhjédnun [54]. Ahrifin & boélguhjodnunina gaetu
verid vegna dhrifa 4 fjolda NK frumna, par sem buid er ad syna ad NK frumu feekkun
hamlar bolguhjodnun [55] og/eda vegna ahrifa & virkni NK frumna.

Markmid verkefnisins var ad kanna ahrif 6mega-3 og 6mega-6 fitusyra 4 tjdningu
NK frumna i ménnum & ymsum vidtokum sem m.a. taka patt i bolgumyndun og

bolguhjodnun.
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3 EFNI OG ADPFERPIR

3.1 Efni

Vid framkvaemd verkefnisins var blod fengid fra blodbanka Landspitalans. Onnur efni

eru utlistud i toflu 1.

Tafla 1: Efni sem notud voru vio rannsoknir.

Efni Framleidandi
Afjonad vatn; dH,0 Onazmisf.deild LSH
Albiimin ar nautasermi Millipore

(e. Bovine serum albumin, BSA)
Arakidonsyra; AA
Bodefni:

Cayman Chemical Company
Recombinant human IL-2 R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

Recombinant human IL-12
Recombinant human IL-15
Thermo Fisher Scientific

Sigma- Aldrich

Brennisteinssyra, HySO4
DMSO; Dimethyl sulfoxide

Dokosahexendnsyra; DHA Cayman Chemical Company

Einstofha moétefni:

Mouse anti-human CCR7 (CD197): PE Biolegend
Mouse anti-human CD16: APC Biolegend
Mouse anti-human CD27: PE-Cy7 Biolegend
Mouse anti-human CD56: PE eBioscience
Mouse anti-human CD62L: APC Biolegend
Mouse anti-human CD107a: FITC Biolegend

Mouse anti-human CX3CR1: FITC

R&D systems

Mouse anti-human CXCR3 (CD183): PE-Cy7  Biolegend
Mouse anti-human NKG2A (CD94): APC Biolegend
Mouse anti-human NKG2D (CD314): PE eBioscience
Mouse anti-human NKp46 (CD335): PE-Cy7  Biolegend
Mouse IgG1 negative controle: APC Biolegend
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Mouse IgG1 negative controle: FITC
Mouse IgG1 negative controle: PE-Cy7
Mouse IgG1 negative controle: PE
Mouse IgG2a negative controle: PE
EDTA, Etyleniamintetraediksyra
ELISA duoset:
Greiningarmotefni:
IFN-y
TNF-a

Hudunarmétefni:
IFN-y

TNF-a

Stadlar:

Recombinant human TNF-a

Recombinant human TNF-y
Eikosapentaensyra; EPA
Frumuzti (RPMI 1640 med L-Glutamin)
Histopaque vokvi
Hvarfefnalausn; 3,3°5,5" -Tetrametylbenzidin
Kalium klério, KCI (e. Potassium chloride)
Kalium tvihydrogenfosfat, KH,PO,

(e. Potassium dihydrogen phosphate)
Kalfa sermi (e. Fetal bovine serum, FBS)
Kofnunarefni; N,

Manna sermi: musa sermi

Biolegend
Biolegend
BD Bioscience
Biolegend
Sigma-Aldrich

R&D Systems
R&D Systems

R&D Systems
R&D Systems

R&D Systems

R&D Systems

Cayman Chemical Company
Gibco, Invitogen
Sigma-Aldrich

Kem-En-Tec Diagnosticas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Gibco, Invitogen
ISAGA
Onamisf.deild LSH

(e. Normal human serum: normal mouse serum, NHS:NMS)

NazHPO4 X 2H20

Sigma-Aldrich

(e. Sodium monohydrogen phosphate heptahydrate)

Natrium klo6rid, NaCl (e. Sodium chloride)
Paraformaldehydlausn
Penicillin/Streptomysin

Segulktilumerkt moétefni:

NK cell Biotin-Antibody Cocktail, human
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J.T.Baker
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NK cell Microbead Cocktail, human
Sukrosi
Streptavidin-HRP
TRIS Buffer Saline
Tryptan blue litarefni (0,4%)
Tryptan blue litarefni (0,4%); fyrir frumutalningartaeki

Tween® 20

Miltenyi Biotec
Sigma-Aldrich
R&D Systems
Onazmisf.deild LSH
Sigma Aldrich
Invitogen

Sigma Aldrich

3.1.1 Framleiosluforskriftir

1% Paraformaldehyo
- 20 ml af 10% paraformaldehydlausn
- 180 ml af PBS
- Geymt i keeli

20% BSA i PBS

- 40 g BSA leyst upp i PBS ad 180 ml og 14tid jafna sig yfir nott

- Fyllt upp a0 200 ml marki daginn eftir med PBS

- Lausnin siud med 0,22 siu yfir i fjogur steril 50 ml glos

- Geymt i keeli

20 mM EDTA
- 3,72 ¢ EDTA
- 500 ml PBS
- Gufusaft

Blokkunarlausn
- 5gBSA
- 25 g sukroési
- 0,25 g NaN;
- 500 ml PBS

Geymt i keeli
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ELISA buffer

2 g BSA
200 ml PBS
Geymt i keeli

FACS litunarlausn

440 ml PBS

12,5 ml 20% BSA i PBS
50 ml NaN;

Geymt i keeli

MACS buffer

440 ml sterilt PBS

12,5 ml 20% BSA i PBS
50 ml sterilt 20 mM EDTA
Geymt i keeli

PBS pH 7,4, sterilt

80 g NaCl

2 g KCI

14 g Na,HPO4 x 2H»0

2 g KH,PO,

Fyllt upp ad 500 ml med dH,O
Gufusaft

RPMI ti

RPMI 1640 ti

50 ml af FBS (10%)

5 ml af Penicillin/Streptomysin
Geymt i keeli
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Stopplausn (0,18M H,S0,)

20 ml 0,5M H,S0,
35,5 ml dH,0

TRIS ELISA buffer

0,2 g BSA

0,1 ml Tween® 20

200 ml TRIS Buffer Saline
Geymt i keeli

Pvottalausn, PBS med 0,05% Tween® 20

500 ml PBS pH 7,4
5 ml Tween® 20
dHOuppad 10 L
Geymt i keeli
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3.2 Teki og ahold

Tafla 2: Teeki og 4hold sem notud voru vid rannséknina.

Teeki Framleidandi
Analysuvog Kern
ELISA plétur, 96 brunna, U-laga; MaxiSorp Nunc

ELISA plétu innsigli; BarSeal
ELISA pvottateki
Eppendorf glds (0,5 ml, 1,5 ml)
FACS glos (5 ml)
Frumufladisja; Navios Flow Cytometer
Frumurflaedisjar tolvuforrit; Kaluza®
Frumuhuadd
Frumuraktunarpldtur; 96 brunna U-botna plotur
Frumuraktunarskapur; Steri-Cult CO; incubator
Frumutalningargler; Countess
Frumutalningargler; Neubauer Improved
Frumutalningartaeki; Countess
Frystir; -80°C
Gufusafir (e. Autoclave)
MACS sett:

Segull: MACS Midi

Standur; MACS Multi Stand

Stlur; MACS Seperation Colums 25 LS
Meliglos:

15 ml

50 ml
Melipipettur (10 ml, 25 ml)
Hristari; Vortex-2 Genie
Pasturpipetta; Transfer pipette
Pipettur:

0,5-10 ul

5-50 pul
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Thermo Scientific; Nunc

BioTek
Sarstedt
Sarstedt
Becman Coulter
Becman Coulter
NuAire

Thermo Scientific

Termo Electron Corporatoin

Invitrogen
Assistent
Invitrogen
NuAire

Astell Scientific

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

BD Falcon

Sarstedt

Sarstedt

Scientific Industries

Sarstedt

Finnpipette
Finnpipette



10-100 pl

20-200 pl

50-200 pl

100-1000 pl
Pipettustrakur; Pipetboy
Pipettuoddar
Skilvinda; Heraeus Multifage 3SR + Centrifuge
Smasjé; Leitz Fluovert
Smaésja; DMLS
Smasja; DMI3000 B
Synaglds fyrir frumuflot (2 ml)
Uppgufunarteki (e. Evaporator)
UV-ljésmelir; Origina Multiskan EX

Finnpipette
Finnpipette
Finnpipette
Finnpipette
Integra Biosiences
Sarstedt

Thermo Scentific
Leica

Leica

Leica

Sarstedt

Pierce

Termo Electron Corporatoin
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3.3 Aoferoir

3.3.1 NK frumulikan

Fyrir hverja tilraun var bl6d pantad frd Blodbankanum og sétt daginn eftir, en alls var
notast vid bloo fra atta gjofum fyrir rannsoknina en fyrir hverja préun 4 6rvunar- og
reektunaradstedum var notast vid blod fra tveimur til premur gjofum. Hver tilraun i
NK frumulikaninu tok prja daga og skiptist upp i nokkur skref. A degi null voru
einkjarna frumur einangradar, NK frumur einangradar fra einkjarna frumum og settar
i rekt med fitusyrum. A degi eitt (18 timum eftir ad fitusyrurnar voru settar i rakt
med NK frumum) voru NK frumurnar érvadar. A degi prju (48 timum eftir ad pear
voru Orvadar) var NK frumum og frumufloti saftnad, en frumuflotid var notad i ELISA
bodefnamalingar (e. Enzyme-linked immunosorbent assay) en NK frumur notadar til

ad skoda yfirbordssameindir i frumuflaedisja.

3.3.1.1 Einangrun einkjarna frumna

Einkjarna frumur voru einangradar med Ficoll einangrun. Bl6d fra Blodbankanum var
sett 1 steril 50 ml glds. Teknir voru 15 ml af blodi og pynnt med 30 ml af sterilu PBS
(e. phosphate buffered saline). 11 ml af pynntu bl6di voru settir varlega ofan & 10 ml
af Histopaque vokva i Universal glasi, alls fjogur glos fyrir hvern blédgjafa. Glosin
voru sidan sett i skilvindu vid 400g i 30 minutur vid 22°C an bremsu. Eftir
skilvinduna myndadist hvitt einkjarna frumulag milli Histopaque vdkvans og
plasmans en raud blodkorn og granuldcytar s6fnudust fyrir & botninum (mynd 8).
Frumulagid fra hverjum gjafa var fjarlegt med plast pasteurpipettu og komid fyrir i
sterilu 50 ml glasi. Einkjarna frumur voru pvegnar prisvar med pvi ad fylla gldsin ad
50 ml marki med MACS buffer og glosin skilin vid 300 g i 10 minatur vid 4°C med
bremsu. Fyrir seinasta pvott voru frumurnar taldar, en pa voru teknir 25 pl af
frumulausn og pynnt i 225 pl af 0,4% Trypan blue (tifold pynning). Frumur voru
taldar 1 smasja ur fjérum hornum 4 Improved Neubauer gleri. Til ad reikna ut fjolda
frumna 4 milliliter af frumulausn var notast vid eftirfarandi j6tnu:
- Frumur/ml = Talning/4 * Pynning * Rimmal einkjarna frumna * 10°

Eftir seinasta pvott var frumulausnin pynnt i MACS buffer pannig ad styrkur hennar
yrdi 25 x 107 frumur 4 millilitra, eda 1 x 107 frumur per 40 pl. Teknir voru 680 pl af

frumulausninni til einangrunar NK frumna.
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-Bléb Spunnid i skilvindu

Einkjarna frumur

Histopaque
vokvi Raud blédkorn
og granulécytar

Mynd 8: Einangrun einkjarna frumna. Lagskipting eftir ad buid er ad spinna punnt blod i
skilvindu.

3.3.1.2 Einangrun NK frumna

Notast var vid NK cell Isolation Kit fra Miltenyi Biotec til ad einangra NK frumur
med neikvedu vali frd einkjarna frumum. Biotin-merkt moétefni (e. NK cell Biotin-
Antibody Coctail) var bztt Gt i frumulausnina i hlutfollunum '/s (10 pl per 40 ul af
frumulausn) og 14tid bindast 4 is i 5 minatur. Eftir pad var baett ut i frumulausnina 30
ul af MACS buffer fyrir hverja 40 pl af frumulausn og svo var segulkilumerktum
métefnum 1 hlutfollunum */; (20 pl per 10 pl af biotin-merktum moétefnum) baett ut i
og 1atid bindast 4 is i 10 minatur. Samkvamt upplysingum fra framleidanda bundust
biotin-merktu moétefnin vokum sem eru ekki tjadir & NK frumum en eru tjadir & T
frumum, B frumum, stofnfrumum, angafrumum, moéndcytum, grantlocytum og
raudum bldéokornum (e. erythroid cells). Frumulausnin var ad lokum pynnt med 500
ul af MACS buffer fyrir hverjar 1 x 10° frumur,

NK frumur voru pvi nast einangradar fra einkjarna frumunum med MACS adferd
(e. Magnetic-activated cell sorting). Notast var vid LS” MACS sulu sem komid var
fyrir 1 segulsvidi. Sulan var fyrst pvegin med 3 ml af MACS buffer 4dur en
frumulausnin var sett 4 stiluna og NK frumur latnar renna i gegnum stluna, en allar
adrar frumur (ekki-NK frumur) bundust sulunni i segulsvidinu fyrir tilstilli
segulktilumerktu motefnanna. NK frumurnar voru skoladar i gegnum stluna tvisvar
sinnum med 3 ml af MACS buffer. Haegt var ad safna merktum frumum med pvi ad

taka stluna ar segulsvidi, setja 5 ml af MACS buffer & stluna og prysta frumunum i
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gegnum suluna med stlustimpli. Frumurnar voru sidan taldar eins og adur & Improved
Neubauer gleri og ad lokum voru par spunnar nidur vid 300g i 10 minatur vid 4°C
med bremsu. Eftir skilvindu var vokva hellt ofan af og frumurnar hristar upp. NK
frumurnar voru pa tilbunar fyrir nasta skref. Nidurstodur einangrunar ma sja i

vidauka A.

3.3.1.3 Proun a érvun og raektunaradstseeoum fyrir in vitro NK frumulikan

Adur en sjalf tilraunin for fram vard ad setja upp NK frumulikanid par sem NK
frumur voru raektadar i RPMI @ti og profadar ymsar 6rvunar- og raektunaradstadur.
Profad var ad 6rva NK frumur med IL-2 1 styrkjunum 0 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml og
100 ng/ml, IL-12 { styrkjunum 2 ng/ml og 50 ng/ml og IL-15 1 styrkjunum 10 ng/ml
og 50 ng/ml. Préfad var ad resa med bodefnunum einum og sér og einnig voru ymsar
samsetningar 4 pessum bodefnum profadar. Til ad dkveda timalengd Orvunar var
einnig profad ad orva NK frumurnar 1 24, 48, 72 og 96 klukkustundir. Tveir
frumustyrkir voru profadir, en byrjad var ad notast vid 5 x 10° frumur/ml en sidan var
styrkurinn aukinn i 1 x 10° frumur/ml. Nidurstodur fyrir uppsetningu NK

frumulikansins ma sjé i vidauka B.

3.3.1.4 Reaektun NK frumna meo fitusyrum

Eftir einangrun voru frumurnar pynntar i RPMI ti, pannig ad styrkur peirra yrdi 1 x
10° frumur & milliliter. P4 voru 100 pl af frumulausn settir i tvo FACS glos fyrir
hvern gjafa og geymd & is fyrir frumufledisjarlitun til ad stadfesta hreinleika NK
frumnanna (sja kafla 3.3.2.1). Neast voru 100 pl af frumulausn settir i 96 brunna U-
laga rektunarplotu og 95 pl af RPMI @ti beett ut 1.

NK frumur voru raektadar med 6mega-6 fitusyrunni AA og émega-3 fitusyrunum
EPA og DHA eda med DMSO sem var notad sem vidomid (sja kafla 3.3.1.4.1). Buid
var a0 syna fram 4 ad ekki var markteekur munur 4 seytun bodefna hvort heldur sem
NK frumurnar voru raektadar bara med @ti eda i navist DMSO (sja vidauka C).
Klukkan 15:00 hvern rektunardag voru fitusyrur og viomio tekid ur frysti og pynnt i
RPMI @ti og 14tid standa 1 1 klukkustund fyrir samraekt. betta gerdi fitusyrunum kleift
ad bindast vi0 kalfa albumin. P4 voru 5 pl af videigandi fitusyru/DMSO beett 1t i
brunna med NK frumum pannig styrkur fitusyrunnar i brunninum yrdi 50 uM. Loka
rammalid i hverjum brunni vard pvi 200 pl og 1 x 10° frumur/ml i hverjum brunni.

Ad lokum var raektunarplatan sett inn i frumuraektunarskap vid 37°C, 5% CO, og 95%
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raka. NK frumurnar voru raektadar med fitusyrunum (eda DMSO) i 18 klukkustundir

4dur en par voru drvadar. Oll framkvaemd 4 degi ntll var unnin vid sterilar adstedur.

3.3.1.4.1 Undirbuningur fitusyra/DMSO

AA, EPA og DHA voru fengnar fra Cayman Chemical. Fitusyrurnar komu i 1 ml
ampulum i styrknum 500 pg/ml i etandli. Byrjad var & pvi ad brjota toppinn af
ampulunum og fitusyrurnar pippetteradar yfir i 1,5 ml Eppendorf glas med mjorri
glerpipettu. Etan6lid var pvi nast 14tid gufa upp af fitusyrunum undir kéfnunarefni.
Eftir pad voru 20 pl af DMSO pipetteradir yfir i Eppendorf glosin med fitusyrunum
og pipetterad upp og nidur til ad leysa fitusyrurnar i DMSOinu. 5 pl af pynntum
fitusyrum voru pipetteradir yfir i 4 steril 0,5 ml Eppendorf glds. Einnig voru 5 pl af
DMSO pipetteradir yfir i 4 steril 0,5 ml Eppendorf glos til ad hafa samraemi milli
fitusyra og viomids (DMSO). Glosin voru sidan fryst vid -70°C fram ad notkun.

3.3.1.5 Orvun og reektun NK frumna

Eftir préun & 6rvunar- og reektunaradsteedum var dkvedio 6rva NK frumurnar med IL-
12 i styrknum 2 ng/ml og IL-15 1 styrknum 10 ng/ml i 48 klukkustundir.

Eftir samrekt NK frumna og fitusyra var bodefnunum IL-12 og IL-15 batt i
brunnanna, en i likamanum er pessum bodefnum seytt af angafrumum og
makrofogum og orva pau virkni, sérhaefingu og lifun NK frumna [23; 25; 31]. IL-15
(25 pg/ml lausn) var pynnt med 615 pl af RPMI @ti pannig styrkur lausnarinnar yroi
400 ng/ml. IL-12 (25 pg/ml lausn) var pynnt med 3115 pl af RPMI @ti pannig styrkur
lausnarinnar yrdi 80 ng/ml. Bodefnunum var sidan blandad saman i hlutféllunum 1:1 1
sterilt 15 ml glas. 10 ul af bodefnablondunni var beaett ut i hvern brunn &
reektunarplotunni og vard pvi lokastyrkurinn 2 ng/ml af IL-12 og 10 ng/ml af IL-15.
A0 lokum var rektunarplatan sett aftur inn i frumuraktunarskap vio 37°C, 5% CO,
og 95% raka og NK frumurnar reestar 1 48 klukkustundir. Ol framkvamd 4 degi 1 var
unnin vid sterilar adsteedur. Uppsetningu a reektunarplotu ma sja i vidauka D.

Eftir 48 klukkustundir i reektun voru frumurnar skodadar i smésja og framkvamt
lifveenleikaprof (sja kafla 3.3.1.6). Nest var videigandi frumum safnad saman med
pipettu i Eppendorf glos sem voru svo spunnin nidur i skilvindu vid 1200 rpm, 4°C i
10 minGtur med bremsu. Frumufloti var safnad af Ingunni Horpu Bjarkardottir MS
nema i lyfjafredi sem framkvemdi sidan ELISA bodefnamalingar (kafli 3.3.2.3).
Frumurnar voru endurleystar i FACS litunarlausn og 100 pl settir i fimm FACS glos

sem geymd voru & is fyrir frumufledisjaarlitun (sja kafla 3.3.2.1).
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3.3.1.6 Lifvaenleikaprof

Lifvaenleikaprof var framkvemt eftir ad btid var ad resa NK frumurnar i 48
klukkustundir til ad meta lifvaenleika NK frumanna. Teknir voru 20 pl af frumulausn
ur einum brunni af hverri fitusyru og vidmidi og blandad vid 20 pl af 0,4% Trypan
blue lit (tvofold pynning). Tiu pl af frumulausninni var sidan komid fyrir & Countess
frumutalningargleri sem var sett i Countess frumutalningarteki. Taekid gefur upp

hlutfall lifandi frumna sem présentu.

3.3.2 Greining yfirbordssameinda

Frumufladisja greining er adferd sem gerir okkur kleift, med pvi ad lita frumurnar
med flurmerktum moétefnum gegn yfirbordssameindum, ad fylgjast med baedi
prosentu frumna sem tja dkvedna yfirbordssameind og einnig ad meta
medalflurljdomun (e. mean fluoresence intensity, MFI), sem gefur til kynna hve mikid
af yfirbordssameindinni er tjad & frumunum.

Syni voru tekin af NK frumum eftir einangrun 4 degi null og skodud tjaning a
CD56, CD16, CD107a og CD27 til ad meta hvernig einangrun NK frumanna hefoi
gengid. A degi 3 var skodud tjaning NK frumna 4 CD56, CD16, CD107a, CD27,
CX3CRI1, NKG2D (CD314), NKp46 (CD335), NKG2A (CD9Y%4), CCR7 (CD197),
CXCR3 (CD183) og CD62L (tafla 3). Nanari upplysingar um klénur métefnanna og

seljendur ma sja i kafla 3.1.

3.3.2.1 Frumuflaedisjarlitun

Frumulausn sem buid var ad endurleysa i litunarlausn var sett i FACS glos, 100 pl 1
hvert glas. 2 ul af manna sermi:musa sermi (1:1) var bett ut i hvert glas og geymt & is
i 10 minutur til ad koma i veg fyrir osérteka bindingu moétefnanna. bPvi nast var
videigandi magn af flurmerktum einstofna moétefnum, sem hofou verid pynnt
samkvemt leidbeiningum framleidenda, baett i hvert glas. Til vidmidunar voru
frumurnar litadar med 6sérteekum musamotefnum af somu iso6typu og motefnin (tafla
3). Glosin voru svo geymd & is i 20 minatur og motefnunum leyft ad bindast
frumunum. Ad bid lokinni voru frumurnar pvegnar med 2 ml af litunarlausn, glosin
sidan spunnin nidur i skilvindu vid 1200 rpm, 4°C 1 5 minGtur med bremsu og
litunarlausninni sidan hellt ofan af frumunum. Beett var 1t i 61l glésin 300 pl af 1%

paraformaldehydlausn til ad vidhalda frumunum og voru frumurnar sidan hristar upp.
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Alpappir var sidan settur yfir 611 glosin og frumurnar geymdar i kzli par til greining i

frumufledisja var framkvaemd, p6 aldrei lengur en 1 viku.

Tafla 3: Samsetning flirmerktra métefna til greiningar a yfirbordssameindum NK frumna.
Isétypa 1 var notud sem vidmid fyrir glas 1 og iso6typa 2 var notud sem vidmid fyrir glds 2 og 3.

Isétypa 1 Glas 1 Isétypa 2 Glas 2 Glas 3
Control-IgG1-FITC CD107a-FITC  Control-IgG1-FITC CX3CRI-FITC

Control-I1gG1- CD56- Control-1gG2a- NKG2D - CCR7-
Control-I1gG1- CD27- Control-I1gG1- NKp46- CXCR3-
Control-IgG1-APC CD16-APC Control-IgG1-APC NKG2A-APC CD62L-APC

3.3.2.2 Frumuflaedisja

Frumufladisja (e. Fluoresence activated cell sorter, FACS) greinir badi sterd frumna
og kyrningu. Frumurnar fleda i einfrumulausn i gegnum leysigeisla sem beint er ad
peim og melt er pad magn 1joss sem dreifist og endurkastast fra frumunum. bad 1j6s
sem dreifist beint afram (e. forward-scattered) er 1 réttu hlutfalli vid steerd frumnanna
og pad 1j6s sem endurkastast til hlidar (e. side-scattered) er i réttu hlutfalli vid
kyrningu peirra. Auk pess greinir frumufledisjain styrk flarljomunar sem er i réttu
hlutfalli vid bindingu métefna vid yfirbordssameindir (mynd 9). Til ad greina pessar
upplysingar var notast vid frumufladisjar télvuforritid Kaluza®. Ur hverju syni var
safnad 20.000 frumum og var prosenta jakvadra frumna sem tja videigandi
yfirbordssameind fengin med pvi ad bera saman vid frumur litadar med isotypu
vidmidum. Nidurstddurnar voru annars vegar gefnar upp sem prosentuhlutfall, sem er
prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja sameindina deilt med prosentu
frumna reektadra an fitusyra sem tja sameindina, og hins vegar sem MFI hlutfall, sem
er medalflirljomun & frumum raektudum med fitusyrum deilt med medalflirljomun &
frumum raektudum an fitusyra. Pessi framsetning & nidurstddunum var gerd til ad
draga Ur ahrifum & breytileika & tjaningu milli einstaklinga og leggja 4herslu 4 4hrif

fitusyranna 4 tjdninguna midad vid vidomidid.
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Mynd 9: Uppbygging frumufladisjar adferdar [1].

3.3.2.3 ELISA booefnamaling

Styrkur bodefna i frumufloti var maldur med samloku ELISA adferd (mynd 10) og
notast vid DuoSet” fra R&D Systems. Vid préun 4 NK frumulikani var styrkur TNF-
a og IFN-y maldur i NK frumufloti sem safnad var eftir reektun i 24, 48, 72 og 96
klukkutima og eftir mismunandi bodefnadrvun. I t6flu 4 méa sja styrk a

htdunarmétefnum, st6dlum, greiningarmdtefnum og pynningu syna sem notud var.

Streptavidin'HRP

Greiningarmotefni
(biotinylated goat anti-human)

\\

J l Hadunarmotefni (anti-human) |

N=== ==

Samloku ELISA

Mynd 10: Uppbygging samloku ELISA aoferdar [56].
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Tafla 4: Styrkur métefna, stadla og pynning syna.

Styrkur Styrkur Pynning syna . ,
Booefni hudunar- fttggll; ur greiningar- — Tilraunir E’Eﬁ:g:)ﬁg
motefna motefna All og AI2 "
IFN-y 4 pg/ml 2 ng/ml 50 ng/ml 1/10 1/4
TNF-a 4 pg/ml 2 ng/ml 500 ng/ml 1/10 1/4

Daginn 40ur en framkvama atti ELISU voru 96 holu ELISA plétur hiidadar med
hadunarmotefnum, pynntum i PBS i videigandi styrkleika og 100 pl settir i alla
brunna. ELISA plotu innsigli voru sett ofan & pldturnar og peer geymdar vid
herbergishita yfir nott.

Daginn eftir var htdunarlausninni skvett Gr brunnunum og 300 pl af
blokkunarlausn settir i alla brunna til ad koma 1 veg fyrir 6sérteeka bindingu moétefna.
Innsigli var 1atid ofan 4 ploturnar og peer latnar standa vid herbergishita i eina
klukkustund. Eftir bid voru pldturnar pvegnar fjorum sinnum med pvottalausn i
ELISA pvottataeki.

Stadlar voru pynntir i videigandi styrk, TNF-a i ELISA buffer og IFN-y i TRIS
ELISA buffer. 100 pl af videigandi buffer voru settir i alla stadalbrunna (dalkur 1 og
2 4 ELISA plétu). I efstu stadalbrunnana voru settir 100 pl af stadli og pynnt med
tvofaldri radpynningu, pannig ad alls voru 100 pl i hverjum brunni. Frumuflot var
pynnt i videigandi pynningar i buffer og 100 pl af syni settir i hvern brunn. beir
brunnar sem innihéldu eingdngu buffer voru notadir sem blankur (e. blanks). A0 pvi
loknu var innsigli sett ofan 4 ploturnar og par latnar standa vid herbergishita i tver
klukkustundir. Ad bid lokinni var skvett Ur plétunum og par pvegnar fjorum sinnum
eins og adur.

100 pl af bidtinmerktu greiningarmoétefni, sem baid var ad pynna i buffer, var
batt ut i alla brunna. Ploturnar voru latnar standa i1 tvaer klukkustundir vid
herbergishita og sidan pvegnar eins og adur.

Streptavidin-HRP 1:200 var pynnt i buffer og 100 pl settir i alla brunna.
Ploturnar voru latnar standa vid herbergishita i 20 minatur i myrkri. A9 bid lokinni
var skvett ir brunnunum og pldturnar pvegnar eins og adur.

100 pl af litlausri hvarfefnalausn voru settir i alla brunna og pldturnar latnar
standa 1 myrkri par til dokkur blar litur hafdi myndast i efstu stadalbrunnunum.

Ensimhvarfid var pa stoppad med 50 pl af stopplausn sem sett var i hvern brunn og
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breytti blaa litnum i gulan. Ljésgleypni var sidan lesin strax i ljosmaeli vid 450 nm. Ut
fra stodlum voru ttbunar stadalkurfur i Microsoft Excel par sem styrkur stadals var
syndur 1 pg/ml 4 x-4s og ljosgleypni & y-as. Jafna bestu linu var fengin og styrkur

bodefna i frumufloti reiknadur 0t fra henni.

3.3.3 Tolfradi urvinnsla

Unnid var ur nidurstodum i Microsoft Excel par sem reiknad var medaltal malinga og
stadalvilla medaltals (e. standard error of the mean, SEM). Vid tolfraedi utreikninga
var notast vid forritid GraphPad Prims. Utlagaprof var framkvaemt 4 nidurstodum og
ef utlagi var til stadar var hann fjarlegdur. Samanburdur nidurstadna var metinn
annad hvort med einstefnu breytileikagreiningu (e. one-way analysis of variance
between groups, ANOVA) eda Mann-Whitney profi eftir pvi sem vid atti. P-gildi <
0,05 var metid tolfredilega marktaekt. Nidurstodur voru merktar med * ef p < 0,05, **
ef p <0,01 og *** ef p < 0,001 fyrir samanburd vid vidmid (DMSO). Nidurstddur eru
merktar (#) ef p <0,1 og # ef p < 0,05 fyrir samanburd milli fitusyra.
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4 NIDURSTODUR

4.1 Ahrif 6rvunar a tjaningu yfirbordssameinda NK frumna
Ahrif 6rvunar med IL-12 (2 ng/ml) og IL-15 (10 ng/ml) 4 tjaningu yfirbordssameinda
a4 NK frumum voru metin med pvi ad mela tjaningu yfirbordssameindanna CD56,
CD16, CD27 og CD107a med frumuflaedisjar adferd. Gognin i heild sinni ma sja i
vidauka E.

Hlutfall NK frumna sem tjadu CD56 og CD16 minnkadi eftir 6rvun (mynd 11A)
Medalflarljémun frumnanna 4 CD56 jokst litillega en medalflarljomun fyrir CD16
minnkadi um meira en helming (mynd 11B). Orvunin hafdi engin ahrif 4 hlutfall
frumna sem tjadu CD107a en minnkadi hlutfall frumna sem tjadu CD27 (mynd 11A).

Medalflarljémun CD107a og CD27 jokst eftir 6rvunina (mynd 11B).
A Hlutfall NK frumna sem tja CD56, CD16, CD107a og CD27
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Mynd 11: Ahrif érvunar 4 tjaningu NK frumna 4 CD56, CD16, CD107a og CD27. Tjining &
yfirbordssameindunum var meld & NK frumum fyrir og eftir 6rvun i 48 klst med IL-15 (10 ng/ml) og
IL-12 (2 ng/ml). Nidurstddurnar eru syndar sem hlutfall jakveedra frumna (A) og medalflurljomun (B).
Munur milli hlutfalls frumna sem tja akvedna yfirbordssameind fyrir og eftir orvun og
medalflirljomunar fyrir og eftir 6rvun var metinn med Mann-Whitney tolfraedi profi. Tolfraedilega
marktekur munur er tilgreindur med ** fyrir p-gildi < 0,01 og *** fyrir p-gildi < 0,001.
Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM; n = 8, nema fyrir CD16 i MFI var n =7.
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4.2 Ahrif fitusyra 4 NK frumur i raekt

Nidurstodur Gr skimunar tilraunum voru notadar til ad akveda hvad Orvunar- og
rektunaradstaedur skyldu vera notadar vid rannsoknir 4 ahrifum fitusyranna AA, EPA
og DHA 4 tjaningu yfirbordssameinda NK frumna. Akvedid var ad 6rva NK frumur
med 2 ng/ml af IL-12 og 10 ng/ml af IL-15. Ahrif 4 tjaningu yfirbordssameinda voru

metin med frumuflaedisjar adferd. Gognin 1 heild sinni ma sja 1 vidauka F.

4.2.1 Ahrif fitusyra 4 lifvaenleika NK frumna i raekt
Reaktun og 6rvun NK frumna med 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi
engin ahrif 4 lifvaenleika peirra (mynd 12).

Lifvaenleiki frumna

Hlutfall lifandi frumna %
wn
S

Vidmid AA EPA DHA

Mynd 12: Ahrif fitusyra a lifveenleika NK frumna i raekt. NK frumur voru rektadar an fitusyra
(vidmid) eda med 50 uM AA, EPA, eda DHA i 18 kist og sidan drvadar med IL-15 (10 ng/ml) og IL-
12 (2 ng/ml) i 48 klst. Lifveenleiki frumna var meldur i Countess frumutalningarteeki. Nidurstodurnar
eru gefnar upp sem hlutfall lifandi frumna (%). Tolfredileg marktekni var metin med einstefnu
breytileikagreiningu. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM; n = 8.
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4.2.2 Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 yfirbordssameindum

Ahrif fitusyranna AA, EPA og DHA 4 tjaningu NK frumna 4 yfirbordssameindunum
CD56, CD16, CD107a, CD27, NKG2D (CD314), NKp46 (CD335), NKG2A (CD9%4),
CX3CR1, CCR7 (CD197), CXCR3 (CDI183) og CD62L voru metin med
frumufledisjar adferd. Gognin 1 heild sinni ma sja i vidauka G og par kemur fram

raunverulegt hlutfall frumna sem tja videigandi sameind og medalflarljomunin.

4.2.2.1 Einkennis- og virknisameindir a yfirboroi NK frumna
Rektun NK frumna med 50 pM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin ahrif &
hlutfall NK frumna sem tjadu einkennissameindirnar CD56, CD16, CD107a og

CD27, né & medalflarljdémun frumnanna & pessum sameindum (myndir 13 - 16A og

B).

A CDSé6
1.4
1.2
= 1 —_—
=
= 08
=
g 0.6
L
& 0.4
0.2
0
Vidmid AA DHA
B CD56
1.4
1.2
— l — —
=
£ 08
=
= 0.6
=
4
0.2
0
Vidmid AA EPA DHA

Mynd 13: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD56. NK frumur voru rektadar
an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA i 18 klst og sidan 6rvadar med IL-15
(10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klst. Tjaning CD56 & yfirbordi frumnanna var metin
med frumuflaedisjar adferd. Nidurstddurnar eru gefnar upp sem prosentuhlutfall (A),
sem er prosenta frumna raktadra med fitusyrum sem tja CD56 deilt med prosentu
frumna rektadra an fitusyra sem tja CD56, og sem MFI hlutfall (B), sem er
medalflirljomun CD56 & frumum raektudum med fitusyrum deilt med medalflarljomun
CD56 & frumum reektudum an fitusyra. Tolfraedileg markteekni var metin med einstefnu
breytileikagreiningu. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM; n = 8, nema fyrir
MFT hlutfall f AA og DHA varn="7.
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Mynd 14: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD16. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klist. Tjaning CD16 & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja CD16
deilt med prosentu frumna raektadra an fitusyra sem tja CD16, og sem MFI hlutfall
(B), sem er medalflurljomun CD16 & frumum raektudum med fitusyrum deilt med
medalflirljomun CD16 & frumum rektudum an fitusyra. Tolfreedileg marktaekni var
metin med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal +
SEM; n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall { EPA varn = 7.
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Mynd 15: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD107a. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klist. Tjaning CD107a & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
CD107a deilt med présentu frumna raektadra an fitusyra sem tja CD107a, og sem
MFI hlutfall (B), sem er medalflirljomun CD107a & frumum raektudum med
fitusyrum deilt med medalflarljomun CD107a 4 frumum rektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktekni var metin @ med einstefnu  breytileikagreiningu.
Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM; n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall i
AA, EPA og DHA varn=17.
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Mynd 16: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD27. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klist. Tjaning CD27 & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja CD27
deilt med prosentu frumna raektadra an fitusyra sem tja CD27, og sem MFI hlutfall
(B), sem er medalflirljomun CD27 & frumum raektudum med fitusyrum deilt med
medalflirljomun CD27 & frumum rektudum an fitusyra. Tolfreedileg marktaekni var
metin med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal +
SEM n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall i DHA varn = 7.
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4.2.2.2 Draps- og balissameindir a yfirboroi NK frumna

Reaktun NK frumna med 50 pM af fitusyrunni EPA minnkadi présentuhlutfall frumna
sem tjadu NKG2D (CD314) en raektun med 50 uM af AA og DHA hafdi ekki ahrif &
hlutfall frumna sem tjadu NKG2D (mynd 17A). Rektun NK frumna med fitusyrunum
hafodi engin ahrif 4 medalflarljémun fyrir NKG2D (mynd 17B).
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Mynd 17: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 NKG2D. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klst. Tjaning NKG2D & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
NKG2D deilt med prosentu frumna racktadra an fitusyra sem tja NKG2D, og sem
MFI hlutfall (B), sem er medalflirljomun NKG2D & frumum rektadum med
fitusyrum deilt med medalflurljomun NKG2D & frumum rektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktaekni var metinn med einstefnu breytileikagreiningu og er
tilgreindur med * fyrir p-gildi < 0,05. Nidurstoournar eru syndar sem medaltal +
SEM; n = 8, nema fyrir MFI hlutfall i EPA og DHA varn="7.
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Raektun NK frumna med 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin
ahrif 4 hlutfall frumna sem tjadu NKp46 (CD335) og NKG2A (CD9%4), né a
medalflurljdomun frumnanna 8 NKp46 og NKG2A (myndir 18 - 19A og B).
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Mynd 18: Ahrif fitusyra a tjaningu NK frumna 4 NKp46. NK frumur voru
reektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 kist. Tjaning NKp46 a yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
NKp46 deilt med prosentu frumna rektadra an fitusyra sem tja NKp46, og sem MFI
hlutfall (B), sem er medalflurljomun Nkp46 a frumum raektudum med fitusyrum
deilt med medalflurljomun NKp46 a frumum rektudum an fitusyra. Tolfredileg
marktaekni var metin med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstodurnar eru syndar
sem medaltal + SEM n = 8.
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Mynd 19: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 NKG2A. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 kist. Tjaning NKG2A & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
NKG2A deilt med prosentu frumna racktadra an fitusyra sem tja NKG2A, og sem
MFI hlutfall (B), sem er medalflarljomun NKG2A & frumum raektudum med
fitusyrum deilt med medalflurljomun NKG2A 4 frumum rektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktekni var metin @ med einstefnu  breytileikagreiningu.
Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall i
AAvarn=7.
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4.2.2.3 Flakkbooa- og raesisameindir a yfirboroi NK frumna
Rektun NK frumna med 50 pM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin ahrif &
hlutfall frumna sem tjadu CCR7 (CD197) (mynd 20A). Rektun NK frumna med 50

puM af fitusyrunum EPA og DHA jok meodalflurljomun frumnanna & CCR7
samanborid vid vidmid, en reektun med AA hafdi engin 4hrif (mynd 20B).
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Mynd 20: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CCR7. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klst. Tjaning CCR7 & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna reektadra med fitusyrum sem tja CCR7
deilt med prosentu frumna rektadra an fitusyra sem tja CCR7, og sem MFI hlutfall
(B), sem er medalflurljomun CCR7 & frumum raktudum med fitusyrum deilt med
medalflirljomun CCR7 & frumum raektudum an fitusyra. Tolfredilega marktaekur
munur var metinn med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstodur er tilgreindar
med * fyrir p-gildi < 0,05 og *** fyrir p-gildi < 0,001 samanborid vid vidmid og
med # fyrir p < 0,05 samanbord vid AA. Nidurstddurnar eru syndar sem medaltal +
SEM; n=8.
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Raektun NK frumna med 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin
ahrif 4 hlutfall frumna sem tjadu CD62L (mynd 21A). Rektun NK frumna med 50
puM af DHA jok medalflarljdomun frumnanna & CD62L en raektun med AA og EPA
hafdi engin ahrif (mynd 21B).
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Mynd 21: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD62L. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 kist. Tjaning CD62L a yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
CD62L deilt med prosentu frumna reektadra an fitusyra sem tja CD62L, og sem MFI
hlutfall (B), sem er medalflurljomun CD62L & frumum rektudum med fitusyrum
deilt med medalflurljomun CD62L 4 frumum raktudum an fitusyra. Tolfraedilega
markteekur munur var metinn med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstodur er
tilgreindur med * fyrir p-gildi < 0,05 samanborid vid vidmid og med (#) fyrir p <0,1
4 samanbord vid AA. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM; n = 8, nema
fyrir MF hlutfall i DHA varn=7.
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Raektun NK frumna med 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin
ahrif 4 hlutfall frumna sem tjadu CX3CR1 og CXCR3, né 4 medalflurljomun
frumnanna 4 CX3CR1 og CXCR3 (myndir 22 - 23A og B).
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Mynd 22: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CX3CR1. NK frumur voru
reektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klst. Tjaning CX3CRI1 & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
CX3CRI deilt med prosentu frumna reektadra an fitusyra sem tja CX3CR1, og sem
MFI hlutfall (B), sem er medalflurljomun CX3CR1 & frumum rektudum med
fitusyrum deilt med medalflirljomun CX3CR1 & frumum rektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktekni var metin @ med einstefnu  breytileikagreiningu.
Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall i
AAvarn=7.
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Mynd 23: Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CXCR3. NK frumur voru
rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA 1 18 klst og sidan drvadar
med IL-15 (10 ng/ml) og IL-12 (2 ng/ml) i 48 klst. Tjaning CXCR3 & yfirbordi
frumnanna var metin med frumufleedisjar adferd. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem
prosentuhlutfall (A), sem er prosenta frumna raektadra med fitusyrum sem tja
CXCR3 deilt med prosentu frumna rektadra an fitusyra sem tja CXCR3, og sem
MFI hlutfall (B), sem er medalflurljomun CXCR3 & frumum raektudum med
fitusyrum deilt med medalflirljomun CXCR3 & frumum raektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktekni var metin @ med einstefnu  breytileikagreiningu.
Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal + SEM n = 8, nema fyrir prosentuhlutfall i
AAvarn=7.
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5 UMRAZDUR

Synt hefur verid fram 4 ad 6mega-3 fitusyrur auki fjolda NK frumna snemma i bolgu
og auki einnig bolguhjéonun i musum [54]. Einnig er buid ad syna ad fekkun 4 NK
frumum leidir til aukins magn neutrdfila i vakamioladri kvidarholsbolgu i masum
[55]. Markmid verkefnisins var ad kanna &hrif 6mega-3 og Omega-6 fitusyra a
tjdningu NK frumna { ménnum 4 ymsum vidtokum sem m.a. taka patt i bolgumyndun
og bolguhjodnun.

Helsta hlutverk NK frumna er ad eyda fjolbreyttum hopi markfrumna, adallega
frumum syktum med veirum eda bakterium sem og krabbameinsfrumum. Hluti NK
frumna framleidir einnig mikid magn bodefna [1; 26].

Adur en tilraunin gat hafist vard ad setja upp in vitro NK frumulikan og pad sidan
notad til a0 meta 4hrif 6mega fitusyra & tjdningu NK frumu vidtaka i ménnum sem

studla ad bolgumyndun annars vegar og ad bolguhjoonun hins vegar.

5.1 Ahrif 6rvunar 4 tjaningu yfirbordssameinda NK frumna

Hlutfall CD56 og CD16 jakvadra frumna var melt 4 degi null til ad meta arangur
einangrunarinnar, en pessar sameindir eru einkennandi fyrir NK frumur og greina peer
i CD56“™CD16" NK frumur, sem eru um 90% af NK frumum i bl6di og sja um
frumudréap, og CD56"€"CD16  NK frumur, sem helst taka patt i framleidslu bodefna
og efnatoga a bolgustad [30; 31]. Um pad bil 85% frumanna tjadu CD56 en alls 96%
tjadu CD16. Ymis vandamal voru med moétefni gegn CD56 i pessari rannsokn og pratt
fyrir ad nokkrar gerdir af métefnum hafi verid profadar reyndist aldrei haegt ad fa
haerra hlutfall en 85% af CD56 jadkvaedum frumum. Pad geti hugsanlega einnig verid
skyring pess ad i rannsokninni var ekki hagt ad greina tvo hopa af NK frumum i
grundvelli CD56 tjaningar. Hins vegar er liklegt ad brédurpartur NK frumnanna hafi
verid CD56%™ pvi frumurnar voru nar allar CD16 jdkvedar. Vid 6rvun med IL-15 og
IL-12 var @tlunin ad fa NK frumurnar til ad sérhefast meira yfir i CD56™"CD16"
NK frumur. Sem fyrr var ekki hagt ad greina i sundur CD56"™ og CD56™#" NK
frumur, en hlutfall CD56 jékvedra frumna sem og hlutfall CD16 frumna lekkadi i
kjolfar resingar. Ef CDI6 tjaning er notud til ad skilgreina CD56™¢"CDI16
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bodefnamyndandi NK frumur pa hefur hlutfall CD56™€"CD16™ NK frumna aukist vid
raesingu, p.e. ur 4% 1 63%.

[ pessari rannsokn tjadi leegra hlutfall NK frumna CD27 vid 6rvun med IL-12 og
IL-15 en hlutfall NK frumna sem tjadi CD107a var Obreytt. Hins vegar jokst
medalflurljomun beggja sameinda eftir 6rvun. Par sem CD27 og CDI107a eru
virknividtakar, sem eru tjadir 4 eitilfrumum eftir ad paer hafa verid 6rvadar [1] gefa
pessar nidurstodur til kynna ad Srvunin sem notud var i pessari rannsokn hafi ekki
haft teljandi ahrif 4 tjaningu pessara sameinda. Ef auka etti tjaningu pessara sameinda
meira vaeri naudsynlegt ad préa drvunar- og raektunaradstedur betur. Mogulega veri
haegt ad profa ad 6rva NK frumur med samsetningu af bodefnunum IL-12 og IL-18 en
IL-18 er bolguhvetjandi bodefni sem hefur reynst vel i ad fa NK frumur til ad
framleida meira af IFN-y [31; 39].

5.2 Abhrif fitusyra 4 NK frumur i raekt

begar rannsaka 4 ahrif fitusyra & frumuraekt verour ad ganga ur skugga um ad styrkur
fitusyranna valdi ekki auknum frumudauda midad vio vidmid sem i pessari rannsékn
var leysirinn DMSO. Pvi var framkvemt lifvaenleikaprof & NK frumnum i rekt med
fitusyrunum. Nidurstodur gefa til kynna ad 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA
valda litlum sem engum frumudauda NK frumna og ekki meiri frumudauda en sast
hja vidmidi (DMSO).

Akvednar yfirbordssameindir voru maldar til geta hugsanlega metid tjaningu
einstakra sameinda 4 bxdi CD56""CD16" og CD56™#"CD16" NK frumum eftir
reektun med fitusyrum og érvun. Fyrri rannsoknir hafa synt ad 4 CD56™CD16" NK
frumum er adallega ad finna CD62L, CCR7 og NKG2A. CD56""¥"CD16 tj adallega
drapsfrumu vidtakana, NKG2D og NKp46 og einnig NKG2A en p6 i mun minna
magni en CD56"™CD16" NK frumur. Per tja einnig meira af flakkbodavidtokum, s.s
CXCR1, CXCR3 og CX3CRI1 (mynd 3). Ut fra nidurstodum i pessari rannsokn er
erfitt a0 meta hvor undirgerdin er i meira magni en hugsanlega er um einhverskonar
blondu af pessum tveimur undirgerdum ad raeda. Pad virdist hins vegar vera ad
fitusyrurnar hafi meiri ahrif 4 tjaningu yfirbordssameinda CD56™#"CD16~ NK
frumna, s.s. CD62L og CCR7, en paer eru ad finna i meira magni 4 bolgustad.

Rektun NK frumna med 50 uM af fitusyrunum AA, EPA og DHA hafdi engin
ahrif & hlutfall né medalflirljomun flestra sameinda sem maldar voru i pessari

rannsokn, s.s. CD56, CD16, CD107a, CD27, NKp46, NKG2A, CXCR31 og CXCR3
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a yfirbordoi NK frumna. Par sem 50 pM er styrkur sem oftast notadur i in vitro
frumuraektun [57; 58] er oliklegt ad engin breyting & tjaningu pessara sameinda sé
vegna skorts & fitusyrum. Pad verdur pvi ad draga pa alyktun ad tjaning pessara
sameinda 4 restum NK frumum sé 6had magni fitusyranna AA, EPA og DHA i
frumuhimnunni.

Fitusyran EPA minnkadi hlutfall NK frumna sem tjadu NKG2D vidtakann en
engin af fitusyrunum premur hafdi ahrif 4 tjaningu né medalflirljomun NK frumna &
NKp46 og NKG2A. Fyrri rannsOknir hafa synt ad styrt frumudrdp neutrdfila og
flutningur peirra fra boélgustad er had vidtokunum NKG2D og NKp46 4 NK frumum
[52; 53] par sem blokkun 4 NKG2D vidtakanum leiddi til seinkunar & flutningi
neutrdfila af bolgustad og haegdi par af leidandi & bolguhjodnunar ferlinu [52]. Einnig
hefur verid synt ad feekkun 4 NK frumum i vakamidladri kvidarholsbolgu i misum
hafoi ahrif & bolguhjoonun par sem uppsdfnun vard 4 neutrofilum i kvidarholi sem
sast ekki 4 viomidunar misum [55]. Nidurstodur i pessari rannsokn gefa til kynna ad
rektun NK frumna med EPA minnki hlutfall NK fruma sem tjadu NKG2D sem var
ofugt vid pad sem buist var vid pegar nidurstoour Valgerdar Tomasdottur og félaga
eru hafdar 1 huga en par leiddi f6drun musa 4 fiskoliuriku faedi til aukinnar tjaningar &
NK frumum og aukinni b6lguhjéonun [54]. Pvi ma draga pa alyktun ad 6liklegt sé ad
NK frumur hafi ahrif 4 bélguhjodnunar ferlid i gegnum NKG2D vidtakann.

Rektun NK frumna med fitusyrunni DHA jok medalflarljdémun frumna sem tjadu
vidtakana CCR7 og CD62L, en EPA jok einnig medalflirljomun NK frumna & CCR7
vidtakanum. CCR7 og CD62L eru hvoru tveggja sameindir sem draga frumur inn i
eitilvef [1] og benda pessar nidurstodur til pess ad NK frumur sem hafa verid
reektadar 1 navist 6mega-3 fitusyranna EPA og DHA séu liklegri til ad ferdast til
eitilvefs. bar geta NK frumur ytt undir sérhaefingu CD4 T frumna i Thl frumur med
seytingu & IFN-y [1; 50]. Thl frumur seyta bodefnum og tja sameindir sem orva
virkni makréfaga. Hvort ad st virkni hafi hlutverki ad gegna i O6rvun 4 ati a
neutrofilum 1 styroum frumudauda og par af leidandi til uppratingar & bolgu er
hugsanlegur moguleiki. Pvi matti ihuga hvort NK frumur koma o&beint ad
bolguhjodnunarferlinu 1 gegnum Thl frumur en naudsynlegt veri ad rannsaka pa

tilgatu nénar.
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5.3 Takmarkanir

Ymsar takmarkanir voru vid framkvaemd pessara rannsoknar. Hafa parf i huga ad i
pessari rannsokn takmarkadist fjoldi tilrauna mjog tolfredilegan utreikning og
marktaekni nidurstadna. Eftirsoknarvert vaeri ad geta framkvaemt fleiri tilraunir til ad
fa betri og hugsanlega marktaekari nidurstodur. Einangrun NK frumna reyndist erfid
par sem fjoldi NK frumna sem fékkst Gr hverjum blodgjafa var mjog breytilegur. Pad
gerdi pad ad verkum ad erfitt var a0 meta hversu mikid af blodi @tti ad vinna med til
a0 fa4 naxgilegt magn NK frumna fyrir skimunartilraunir. Pessi breytileiki
endurspeglast i hversu mikid heimildir um fjolda NK frumna i bl6di skarast. I pessari
rannsokn var bara verid a0 skoda eina tegund frumna énamiskerfisins sem takmarkar
moguleikana 4 ad talka nidurstodurnar yfir 1 pad sem gerist 1 likamanum. Hins vegar
gera paer kleyft ad draga alyktanir fyrir bein ahrif fitusyranna & NK frumurnar.
Nidurstodur Ur in vitro NK frumulikani geta gefid dkvedna visbendingu um hvernig
NK frumur raektadar i navist fitusyranna AA, EPA og DHA munu koma til med ad

bregdast vid in vivo.
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6 ALYKTANIR

Nidurstodur rannsoknarinnar benda til pess ad ekki s¢ hagt ad skyra aukningu a
bolguhjodnun hja misum sem fodradar voru & fiskoliuriku feedi med aukningu a
tjaningu NK frumna & NKG2D eda NKp46 vidtokunum. P4 mé draga pa alyktun ad
aukin tjaning & CCR7 og CD62L hja NK frumur rektudum i navist 6mega-3 fitusyra
EPA og DHA bendi til pess ad paer NK frumur séu liklegri til ad ferdast til eitla par
sem par geta hugsanlega komid 6beint ad bolguhjodnunar ferlinu i gegnum Thl
frumur. Par sem CD62L og CCR7 eru meira tjadar 4 yfirbordi CD56"¥"CD16™ NK
frumna méa gera rad fyrir ad 6mega-3 fitusyrur hafi meiri hrif 4 CD56™€"CD16"
undirgerd NK frumna.

[ framhaldinu af pessari rannsokn vzri ahugavert ad kanna pa tilgatu hvort ad
aukin tjaningu &4 CCR7 og CD62L hja NK frumur og frumufar peirra til eitilvefs geti
haft obein ahrif 4 bolguhjoonun gegnum aukna sérhefingu & Thl frumum sem
hugsanlega gaetu haft ahrif 4 makrofaga 4 bolgustad. betta vaeri t.d. hagt ad kanna
med pvi ad rekta saman NK frumur og T frumur og sja hvort NK frumur auki

sérhaefingu T frumna yfir i Thl frumur.
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9 VIDPAUKAR

9.1 Vioauki A — Einangrun NK frumna

Fyrir hverja einangrun voru teknir 680 pl af frumulausn i styrknum 25 x 107 frumur a
millilitra. Par sem NK frumur eru um pad bil 10% af einkjarna frumum i blodi pa
hefdi matt baast vid pvi ad fa 17 x 10° NK frumur fra hverjum blédgjafa eftir
einangrun [1; 59]. Fj6ldi NK frumna fra hverjum blédgjafa reyndist vera mjog

breytilegur. Medaltalid var 11,3 x 107 frumur en samkvamt pvi er fjoldi NK frumna i

Fjoldi einangraora NK frumna
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Fjoldi NK frumna einangradra ur blédi hvers blodgjafa. Nidurstoour eru syndar sem medaltal +

stadalvilla medaltals (SEM).

Fjoldi frumna [1 x 109]




9.2 Vioauki B — Skimunartilraunir fyrir proun a in vitro NK

frumulikani

Fjoldi skimunar tilrauna voru sjo, prjar tilraunir par sem Orvunar- og
rektunaradstedur fyrir NK frumulikan voru akvardadar og fjorar tilraunir fyrir
uppsetningu a frumufladisjar adferd til greiningar a yfirbordssameindum. Ahrif &
orvunar- og rektunaradstedna voru metin med mealingum & IFN-y og TNF-a.
Nidurstodur fyrir uppsetningu & frumuflaedisjar adferd eru ekki syndar.

f tilraun AIl var profad ad 6rva NK frumur med IL-2 i styrkjunum 0, 10, 50 og
100 ng/ml i 48, 72 og 96 klukkustundir (mynd A). I tilraun AI2 var préfad ad 6rva NK
frumur med IL-2 1 styrkjunum 10 og 50 ng/ml og IL-12 i styrkjunum 2 og 10 ng/ml {
24, 48 og 72 klukkustundir (mynd B). Bodefnaseytunin virtist vera meiri eftir 48 og
96 klukkustundir heldur en 24 og 96 klukkustundir (myndir A og B). I tilraun AI3 var
profad ad orva NK frumur med IL-2 1 styrkjunum 10 og 50 ng/ml, IL-12 { styrkjunum
2 og 10 ng/ml og IL-15 1 syrkjunum 10 og 50 ng/ml i 48 og 72 klukkustundir (mynd C
og D). Bodefnadrvunin med 10 ng/ml IL-2, 10 ng/ml IL-15 og 2 ng/ml IL-12 virtist
veita agaetis bodefnaseytun & baedi 4 [FN-y og TNF-a eftir rektun NK frumna i 48
klukkustundir (X 4 myndum C og D), og atti ad notast vid hana fyrir 4framhaldandi
rannsOknir. Pegar Ingunn Harpa, MS nemi i lyfjafredi, for ad skima fyrir seytingu
fleiri bodefna en bara IFN-y og TNF-a var akvedid ad notast vid bodefnadérvunina 2

ng/ml IL-12 og 10 ng/ml IL-15 (XX 4 mynd C og D).



Tilraun AIl: Styrkur TNF-a
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Mynd A: Ahrif 6rvunar- og reektunaradstzedna 4 framleidsla NK frumna 4 TNF-q, tilraun AIl.
NK frumur voru 6rvadar med IL-2 i styrkjunum 0, 10, 50 og 100 ng/ml i 48, 72 og 96 klukkustundir.
Nidurstédurnar eru gefnar upp sem styrkur [pg/ml] & TNF-a. Tolfreedileg marktackni var ekki metin par
sem einungis er um einn bloédgjafa ad raeda; n =1.

Tilraun AI2: Styrkur IFN-y
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Mynd B: Ahrif 6rvunar- og reektunaradstzedna a framleidsla NK frumna 4 IFN-y, tilraun AI2.
NK frumur voru érvadar med mismunandi styrk af IL-2 i styrkjunum 10 og 50 ng/ml og IL-12 i
styrkjunum 2 og 10 ng/ml, einum og sér eda saman, i 24, 48 og 72 klukkustundir. Nidurstodurnar eru
gefnar upp sem styrkur [pg/ml] & IFN-y. Tolfredileg marktaekni var ekki metin par sem einungis er um
einn blodgjafa ad reeda; n =1.



Tilraun AI3: Styrkur IFN-y
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Mynd C: Ahrif 6rvunar- og raektunaradstzedna 4 framleidslu NK frumna 4 IFN-y, tilraun AI3. NK
frumur voru drvadar med mismunandi styrk af IL-2 i styrkjunum 10 og 50 ng/ml, IL-12 i styrkjunum 2 og 10
ng/ml og IL-15 i styrkjunum 10 og 50 ng/ml, einum og sér eda saman, i 48 og 72 klukkustundir.
Nidurstodurnar eru gefnar upp sem medaltal + SEM sem styrkur [pg/ml] & IFN-y. X gefur til kynna
bodefnadrvunina 10 ng/ml af IL-2, 10 ng/ml af IL-15 og 2 ng/ml af IL-12 sem atti upphaflega ad nota. XX
stendur fyrir bodefnadérvunina 10 ng/ml af IL-15 og 2 ng/ml af IL-12 sem var notud i rannsoknina.
Tolfreedileg marktekni var ekki metin par sem einungis er um 1-2 blédgjafa ad reda; n = 1-2, par sem SEM
er ekki synt er um 1 blédgjafa ad rada.



Tilraun AI3: Styrkur TNF-a
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Mynd D: Ahrif 6rvunar- og raektunaradstzedna 4 framleidsla NK frumna 4 bodefninu TNF-a,
tilraun AI3. NK frumur voru 6rvadar med mismunandi styrk af IL-2 i styrkjunum 10 og 50 ng/ml, IL-
12 i styrkjunum 2 og 10 ng/ml og IL-15 i styrkjunum 10 og 50 ng/ml, einum og sér eda saman, i 48 og
72 klukkustundir. Nidurstédurnar eru gefnar upp sem medaltal + SEM sem styrkur [pg/ml] & TNF-a. X
gefur til kynna bodefnadrvunina 10 ng/ml af IL-2, 10 ng/ml af IL-15 og 2 ng/ml af IL-12 sem atti
upphaflega ad nota. XX stendur fyrir bodefnadrvunina 10 ng/ml af IL-15 og 2 ng/ml af IL-12 sem var
notud i rannsoknina. Tolfreedileg marktekni var ekki metin par sem einungis er um 1-2 blodgjafa ad
reeda; n = 1-2, par sem SEM er ekki synt er um 1 bl6dgjafa ad raeda.



9.2.1 Hra gogn fyrir bodefnamelingar a skimunartilraunir

IFN-y og TNF-a bodefnaseytun var mald hja NK frumum 6rvudum med mismunandi
styrk bodefnanna IL-2, IL-12 og IL-15, einum sér eda saman, i 24, 48, 72 og 96
klukkustundir.

Booefnamelingar a IFN-y i frumufloti, tilraun AIl

Uppsetning 4 ELISA plotu

IFN-y 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
A Stadall 1  D1-Ong/ml IL2 48h D1-Ong/ml IL2 72h D1-0Ong/ml IL2 96h
B Stadlall 2  D1-10ng/ml IL2 48h D1-10ng/ml IL2 72h D1-10ng/ml IL2 96h
C Stadall 3 D1-50ng/ml IL2 48h D1-50ng/ml IL2 72h D1-50ng/ml IL2 96h
D Stadall4  D1-100ng/ml IL2 48h  D1-100ng/mlIL2 72h  D1-100ng/ml IL2 96h
E Stadall 5  D2-Ong/ml IL2 48h D2-0Ong/ml IL2 72h D2-0Ong/ml IL2 96h
F Stadall 6  D2-10ng/ml IL2 48h D2-10ng/ml IL2 72h D2-10ng/ml IL2 96h
G Stadall 7  D2-50ng/ml IL2 48h D2-50ng/ml IL2 72h D2-50ng/ml IL2 96h
H Blankur D2-100ng/ml IL2 48h  D2-100ng/ml IL2 72h  D2-100ng/ml IL2 96h
UV-ljésmeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,285 0,989 0,078 0,072 0,075 0,071 0,074 0,066 0,072 0,062 0,069 0,069
B 1,241 1,04 0,257 0,157 0,101 0,093 0,088 0,077 0,07 0,064 0,072 0,067
C 0,979 0,763 0,267 0,208 0,164 0,143 0,17 0,146 0,1 0,087 0,1 0,093
D 0,625 0,566 0,242 0,236 0,188 0,179 0,186 0,182 0,155 0,165 0,155 0,176
E 0,485 0,378 0,202 0,2 0,249 0,201 0,194 0,193 0,218 0,165 0,167 0,191
F 0,445 0,295 0,262 0,2 0,189 0,188 0,219 0,169 0,098 0,111 0,099 0,108
G 0,245 0,172 0,208 0,209 0,143 0,126 0,101 0,098 0,075 0,073 0,073 0,074
H 0,143 0,086 0,133 0,128 0,084 0,075 0,07 0,075 0,065 0,062 0,069 0,06

Medaltal blanka:0.1145




Staodlar

IFN-y Stadalkurfa

pg/ml  OD-blank 09 -
1000 1,0225 0.8 -
500 1,026 7
0.6 1
250 0,7565 § 05 1|
125 0,481 S o4
62,5 0317 - Y as ) °
31,25 0,2555 01 1
15,625 0,094 0 ; ; ‘ : ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300
Styrkur [pg/mL]

Bodefnameelingar 4 TNF-a i frumufloti, tilraun AIl

Uppsetning 4 ELISA plétu
TNF-a 1-2 34 5-6 7-8 9-10 11-12
A Stadall 1  D1-Ong/ml IL2 48h D1-Ong/ml IL2 72h D1-Ong/ml IL2 96h
B Stadlall 2  D1-10ng/ml IL2 48h D1-10ng/ml IL2 72h D1-10ng/ml IL2 96h
C Stadall3  D1-50ng/ml IL2 48h D1-50ng/ml IL2 72h D1-50ng/ml IL2 96h
D Stadall4  DI1-100ng/ml IL2 48h  DI1-100ng/ml IL2 72h  D1-100ng/ml IL2 96h
E Stadall 5  D2-Ong/ml IL2 48h D2-0Ong/ml IL2 72h D2-0Ong/ml IL2 96h
F Stadall 6  D2-10ng/ml IL2 48h D2-10ng/ml IL2 72h D2-10ng/ml IL2 96h
G Stadall 7  D2-50ng/ml IL2 48h D2-50ng/ml IL2 72h D2-50ng/ml IL2 96h
H Blankur D2-100ng/ml IL2 48h  D2-100ng/ml IL2 72h  D2-100ng/ml IL2 96h

UV-ljésmeeling

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
A 2,874 2,971 0,48 0,393 0,339 0,255 0,206 0,234 0,219 0,145 0,141 0,136
B 2,193 2398 0,405 0,394 0373 0,37 0,312 0,264 0,307 0,195 0,239 0,256
C 1,353 1,564 0,353 0397 0,361 0375 0,377 0,343 0,352 0,335 0,335 0,291
D 0,696 0925 0,272 0,349 0325 0322 0339 0,287 0,239 0,272 0257 0,253
E 0,383 0,553 0,223 0,284 0,269 0,241 0,169 0,137 0,096 0,134 0,1 0,149
F 0,225 0,356 0,193 0,202 0,178 0,148 0,12 0,077 0,065 0,07 0,065 0,08
G 0,099 0,181 0,148 0,124 0,097 0,079 0,07 0,061 0,059 0,06 0,056 0,062
H 0,056 0,1 0,088 0,068 0,061 0,056 0,055 0,054 0,055 0,056 0,054 0,054




Medaltal blanka:0,078

Stadlar . TNF-a Stadalkirfa
pg/ml  OD-blank '
14

1000 2,8445 ]
500 22175 |

[—J

w
250 1,3805 é 0.8 -
125 0,7325 0.6 -

| y = 0.00549x + 0.02323
62,5 0,39 04 R2=0.99651
31,25 02125 0.2 7
0 T T T T T 1

15,625 0,062 0 50 100 150 200 250 300

Styrkur [pg/mL]



Boodefnamealingar a IFN-y i frumufloti, tilraun AI2

Uppsetning 4 ELISA plétu

IFN-y 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
D1-10ng/ml D1-10ng/ml D1-10ng/ml D2-2ng/ml
A Stadall 1
IL2 24h IL2 48h IL2 72h IL12 24h
D1-50ng/ml D1-50ng/ml D1-50ng/ml D2-10ng/ml
B Stadlall 2
IL2 24h IL2 48h IL2 72h IL12 24h
DI-2ng/ml DI-2ng/ml DI-2ng/ml D2-2ng/ml
C Stadall 3
IL12 24h IL12 48h IL12 72h IL12 48h
D1-10ng/ml D1-10ng/ml D1-10ng/ml D2-10ng/ml
D Stadall 4
IL12 24h IL12 48h IL12 72h IL12 48h
D1-10ng/ml IL2 og D1-10ng/ml IL2 og D1-10ng/ml IL2 0og 10 ~ D2-2ng/ml
E Stadall 5
10 ng/ml IL-12 24h 10 ng/ml IL-1248h  ng/ml IL-12 72h IL12 71h
D1-50ng/ml IL2 og D1-50ng/ml IL2 og D1-50ng/ml IL2 og D2-10ng/ml
F Stadall 6
10ng/ml IL-12 24h 10ng/ml IL-12 48h 10ng/ml IL-12 72h IL12 72h
D1-10ng/ml IL2 o D1-10ng/ml IL2 o D1-10ng/ml IL2 o
G Stadall 7 & & & & & s Blank
2ng/ml IL-12 24h 2ng/ml IL-12 48h 2ng/ml IL-12 72h
D1-50ng/ml IL2 o D1-50ng/ml IL2 o D1-50ng/ml IL2 o
H Blankur & s s s s s Blank
2ng/ml IL-12 24h 2ng/ml IL-12 48h 2ng/ml IL-12 72h
UV-ljésmeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 3,111 2,997 0,25 0,248 0,22 0,205 0,203 0,182 0,182 0,147 1,052 0,961
B 2,333 2,396 0,226 0,202 0,18 0,211 0,201 0,071 0,163 0,156 0,619 0,613
C 1,375 1,565 0,236 0,209 0,183 0,212 0,18 0,163 0,196 0,154 0,412 0,389
D 0,79 0,845 0,234 0,268 0,167 0,199 0,172 0,17 0,185 0,156 0,263 0,284
E 0,474 0,557 0,286 0,291 0,264 0,255 0,25 0,226 0,157 0,152 0,191 0,202
F 0,374 0,323 0,241 0,196 0356 0,343 0,358 0313 0,172 0,139 0,157 0,166
G 0,313 0,296 0,214 0,222 0,257 0,251 0,218 0,207 0,157 0,182 0,169 0,178
H 0,236 0,19 0,252 0,214 0,303 0,301 0,257 0,197 0,176 0,153 0,186 0,181

Medaltal blanka:0.1645




Staodlar

IFN-y Stadalkurfa

pg/ml  OD-blank 14
1000 2,8445 -
500 22175 N
250 1,3805 =
w 0.8
125 07325 3
0.6
2
62.5 0.39 0.4 y=0.00503x + 0.03935
31,25 0,2125 02 R?=0.99896
15,625 0,062 .
0 50 100 150 200 250 300
Styrkur [pg/mL]
Bodefnameelingar 4 TNF-a i frumufloti, tilraun AI2
Uppsetning 4 ELISA plétu
TNF-0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
D1-10ng/ml D1-10ng/ml D1-10ng/ml D2-2ng/ml
A Stadall 1
IL2 24h IL2 48h IL2 72h IL12 24h
D1-50ng/ml D1-50ng/ml D1-50ng/ml D2-10ng/ml
B Stadlall 2
IL2 24h IL2 48h IL2 72h IL12 24h
DI1-2ng/ml DI1-2ng/ml DI-2ng/ml D2-2ng/ml
C Stadall 3
IL12 24h IL12 48h IL12 72h IL12 48h
D1-10ng/ml D1-10ng/ml D1-10ng/ml D2-10ng/ml
D Stadall 4
IL12 24h IL12 48h IL12 72h IL12 48h
D1-10ng/ml IL2 og  D1-10ng/ml IL2 og D1-10ng/mlIL2 0og 10 ~ D2-2ng/ml
E Stadall 5
10 ng/ml IL-12 24h 10 ng/ml IL-1248h  ng/ml IL-12 72h IL12 71h
D1-50ng/ml IL2 og  D1-50ng/ml IL2 og D1-50ng/ml IL2 og D2-10ng/ml
F Stadall 6
10ng/ml IL-12 24h  10ng/ml IL-12 48h 10ng/ml IL-12 72h IL12 72h
D1-10ng/ml IL2 og  D1-10ng/ml IL2 og D1-10ng/ml IL2 og
G Stadall 7 Blank
2ng/ml IL-12 24h 2ng/ml IL-12 48h 2ng/ml IL-12 72h
D1-50ng/ml IL2 og  D1-50ng/ml IL2 og D1-50ng/ml IL2 og
H Blankur Blank

2ng/ml IL-12 24h

2ng/ml IL-12 48h

2ng/ml IL-12 72h




UV-ljésmeeling

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2909 3,016 0,294 0,235 0,303 0,209 0,255 0,245 0,126 0,158 0,102 0,1
B 2732 275 0371 0289 0394 0292 0338 0333 022 0279 0218 0,179
C 2,181 2379 0386 0318 0445 0393 0391 0455 0361 0353 0327 0,295
D 1,578 1,546 0,383 0,321 0431 035 0424 0389 0442 0335 0378 0,35
E 1041 1025 038 036 0381 0326 0345 032 0321 0276 0281 0281
F 0679 0644 0357 0334 028 0286 0271 0252 0223 0212 023 0269
G 0,518 0,38 0,291 0,28 0,194 0211 0,191 0,149 0,124 0,235 0,161 0,188
H 0351 0222 0254 0218 0,147 0,158 0,161 0,13 [0,107 0,158 0,106 0,129

Medaltal blanka:0,1325
Staolar ]

pgiml OD-blank o TNF-o Stadalkurfa

1000 2,83 14

500 2,6085 12

250 2,1475 s 14

125 1,4295 é 08 -

62,5  0,9005 06 1 Y o

3125 0,529 ]

0.2 A
15,625 0,3195 , | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140

Styrkur [pg/mL]



Boodefnamealingar a IFN-y i frumufloti, tilraun AI3 — bloogjafi 1

Uppsetning 4 ELISA plétu

IFN-y 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
A Stadall 1  48h 2 ng/ml IL12 48h 50 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 10 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
B Stadlall 2 48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
C Stadall 3  50ng/mlIL2 10 ng/mlIL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
D Stadall4 50ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72k 10 ng/ml IL-2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
E Stadall 5 10ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 10 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48 h 72h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
F Stadall 6 10 ng/ml IL2 10 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 50 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48h 72h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 72h 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
G Stadall 7 10ng/mlIL12 10 ng/ml IL2 2ng/mlI-12 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 72h 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
H Blankur | 10 ng/mlIL12 50 ng/ml IL2 2ng/mlIL12 72h 10 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
UV-ljésmeeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,644 2,723 0,106 0,148 0,17 0,151 0,133 0,107 0,088 0,087 0,14 0,099
B 1,609 1,62 0,115 0,119 0,164 0,17 0,148 0,122 0,089 0,083 0,15 0,124
C 1,108 1,106 0,128 0,144 0,296 0,286 0,153 0,115 0,106 0,109 0,273 0,235
D 0,624 0,617 0,145 0,123 0,232 0,222 0,144 0,134 0,132 0,129 0,313 0,294
E 0,325 0,304 0,111 0,121 0,222 0,204 0,101 0,102 0,223 0,146 0,177 0,192
F 0,199 0,184 0,106 0,108 0,188 0,159 0,084 0,084 0,135 0,081 0,082 0,089
G 0,145 0,106 0,179 0,113 0,122 0,103 0,061 0,061 0,099 0,066 0,054 0,058
H 0,063 0,059 0,092 0,066 0,068 0,06 0,048 0,051 0,055 0,052 0,049 0,048




Meoaltal blanka:0.061

Stadlar IFN-y Stadalkurfa
pg/ml  OD-blank "2
1000  2,6225 7
500 1,5535 0.8 1
@

250 1,046 é 0.6 1
125 0,5595

04 - y = 0.00422x + 0.00177
62,5 0,2535 R>=0.99816

0.2 -
31,25 0,1305

O T T T T T 1

15,625 0,0645 0 50 100 150 200 250 300

Styrkur [pg/mL]



Booefnamealingar 4 TNF-a i frumufloti, tilraun AI3 — bloogjafi 1

Uppsetning 4 ELISA plétu

TNF-a 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
A Stadall 1  48h 2 ng/ml IL12 48h 50 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 10 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
B Stadlall 2 48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
C Stadall 3  50ng/mlIL2 10 ng/mlIL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
D Stadall4 50ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72k 10 ng/ml IL-2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
E Stadall 5 10ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 10 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48 h 72h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
F Stadall 6 10 ng/ml IL2 10 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 50 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48h 72h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 72h 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
G Stadall 7 10ng/mlIL12 10 ng/ml IL2 2ng/ml1-1272h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 72h 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
H Blankur | 10 ng/mlIL12 50 ng/ml IL2 2ng/mlIL12 72h 10 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
UV-ljésmeeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,732 2,697 0,25 0,26 0,241 0,227 0,206 0,165 0,143 0,131 0,103 0,081
B 2,048 1,972 0,262 0296 0,275 0,258 0,239 0,232 0,172 0,171 0,148 0,142
C 1,297 1,287 0,24 0,23 0,245 0,249 0,219 0,189 0,207 0,206 0,205 0,188
D 0,75¢ 0,736 0,219 0,233 0,201 0,198 0,229 0,197 0,207 0,212 0,219 0,196
E 0,427 0408 0,163 0,166 0,172 0,141 0,144 0,161 0,205 0,169 0,181 0,127
F 0,279 0,28 0,156 0,137 0,137 0,091 0,096 0,142 0,158 0,093 0,122 0,077
G 0,192 0,14 0,094 0,097 0,082 0,073 0,068 0,067 0,085 0,061 0,058 0,053
H 0,088 0,065 | 0,061 0,062 0,058 0,053 0,05 0,048 0,051 0,05 0,047 0,05




Medaltal blanka:0.0765

Stadlar TNF-0 Staoalkarfa
pg/ml  OD-blank ha
1000 2,038 2]
500 19335 ) "
250 12155 -G

o 0.6
125 0,6705

04 1 y =0.00475x + 0.04440
62,5 0,341 R2=0.99717
3125  0,2055 027
0 T T T T T 1

15,625 0,0895 0 50 100 150 200 250 300

Styrkur [pg/mL]



Booefnamelingar a IFN-y i frumufloti, tilraun AI3 — blodgjafi 2

Uppsetning 4 ELISA plétu

IFN-y 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
A Stadall 1  48h 2 ng/ml IL12 48h 50 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 10 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
B Stadlall 2 48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
C Stadall 3  50ng/mlIL2 10 ng/mlIL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
D Stadall4 50ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72k 10 ng/ml IL-2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
E Stadall 5 10ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 10 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48 h 72h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
F Stadall 6 10 ng/ml IL2 10 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 50 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48h 72h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 72h 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
G Stadall 7 10ng/mlIL12 10 ng/ml IL2 2ng/mlI-12 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 72h 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
H Blankur | 10 ng/mlIL12 50 ng/ml IL2 2ng/mlIL12 72h 10 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
UV-ljésmeeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,006 2,016 0,105 0,102 0,747 0,772 0,624 0,599 0,097 0,094 0,639 0,546
B 1,092 1,056 0,104 0,108 0,663 0,658 0,606 0,605 0,1 0,088 0,614 0,671
C 0,583 0,525 0,104 0,104 0,84 0,827 0,099 0,1 0,101 0,1 1,074 1,187
D 0,334 0,32 0,1 0,099 0,582 0,595 0,086 0,093 0,092 0,094 1,087 0,894
E 0,186 0,18 0,087 0,091 0,587 0,558 0,074 0,074 0,558 0,501 0,557 0,369
F 0,121 0,111 0,089 0,076 0,405 0,38 0,061 0,06 0,355 0,274 0,232 0,16
G 0,087 0,091 0,346 0346 0,21 0,17 0,054 0,056 0,159 0,126 0,096 0,11
H 0,062 0,058 0,233 0,228 0,12 0,111 0,054 0,053 0,156 0,116 0,129 0,091




Medaltal blanka:0,060

Stadlar IFN-y Stadalkurfa
pg/ml  OD-blank 297
1000 1,951 2 A
500 1,014
S 15
250 0,494 -
o
1 -
125 0,267 y=0.00196x + 0.00676
62,5 0,123 05 R2=0.99950
31,25 0,056
0 - T T T T T 1
15,625 0,029 0 200 400 600 800 1000 1200

Styrkur [pg/mL]



Booefnamealingar 4 TNF-a i frumufloti, tilraun AI3 — bloogjafi 2

Uppsetning 4 ELISA plétu

TNF-a 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
A Stadall 1  48h 2 ng/ml IL12 48h 50 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 10 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
B Stadlall 2 48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL2 50 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
10 ng/ml IL12 48h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
C Stadall 3  50ng/mlIL2 10 ng/mlIL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15
D Stadall4 50ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL2 72k 10 ng/ml IL-2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
E Stadall 5 10ng/mlIL2 50 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 10 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48 h 72h 2 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
F Stadall 6 10 ng/ml IL2 10 ng/ml IL2 Blankur 10 ng/ml IL12 50 ng/ml IL2
48h 10 ng/ml IL12 48h 72h 2 ng/ml IL12 72h
10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 10 ng/ml IL15 72h 10 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
G Stadall 7 10ng/mlIL12 10 ng/ml IL2 2ng/ml1-1272h 50 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15 72h 50 ng/ml IL15 50 ng/ml IL15
H Blankur | 10 ng/mlIL12 50 ng/ml IL2 2ng/mlIL12 72h 10 ng/ml IL2
48h 2 ng/ml IL12 48h 10 ng/ml IL12 72h
UV-ljésmeeling
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,024 1,613 0,144 0,128 0,125 0,093 0,087 0,081 0,075 0,078 0,068 0,067
B 1,65 1,578 0,203 0,167 0,126 0,105 0,106 0,135 0,109 0,093 0,093 0,07
C 1,25 1,22 0,238 0,251 0,236 | 0,154 0,15 0,194 0,186 0,165 0,188 0,111
D 0,785 0,699 0,209 0,219 0,242 0,235 0,199 0,22 0,224 0,18 0,316 0,183
E 0,544 0496 0,238 0,254 0,362 0,243 0,223 0,238 0,277 0,244 0,351 0,304
F 0,383 0,349 0,252 0,267 0,234 0,257 0,221 0,222 0,318 0,214 0,239 0,193
G 0,29 0,294 0,293 0,256 0,206 0,226 0,221 0,2 0,321 0,177 0,273 0,19
H 0,238 0,297 0,293 0,307 0,172 0,352 0308 0,333 0,337 0,15 0,34 0,178




Meodaltal blanka:0,172

Staolar
pg/ml  OD-blank
1000 1,6465
500 1,442
250 1,063
125 0,57
62,5 0,348
31,25 0,194
15,625 0,12

0D450

1.2 4
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y =0.00397x + 0.07404

R?=0.99834
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9.3 Vidauki C —- DMSO sem viomio

[ tilraun AI7 var skodad hvort DMSO hefdi ahrif 4 tjaningu yfirbordssameinda 4 NK

frumum. Nidurstodurnar syna ad ekki var tolfreedilega marktekur munur 4 pvi ad nota

&tl eda DMSO.

Samanburour 4 DMSO og ti fyrir akvednnar

yfirborossameindir

1.20
_ 100 -
=
el
£ 0.80 -
=
2 0.60 -
=
Y
& 0.40 -
|1
A

0.20 -

0.00

DMSO DMSO DMSO DMSO
CD107a | CD56 | CD16 CXCR3

Hlutfall NK frumna sem tja CD107a, CD56, CD16 og CXCR3 i navist ztis eda DMSO. Nidurstodur syna
medaltal + SEM; n=3. Tolfredileg markteekni var metin med Mann-Whitney tolfradi profi.

Ati



9.4 Vioauki D — Uppsetning a raektunarplotu

Skematisk uppsetning syna 4 96 brunna U-laga raektunarplétu sem notud var i ad
reekta NK frumur med fitusyrum eda DMSO. Ein plata fyrir hvern blédgjafa, samtals

atta rektunarplotur.

Uppsetning syna 4 96 brunna U-laga raktunarplotu

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
A DMSO AA EPA DHA
B DMSO AA EPA DHA
C DMSO AA EPA DHA
D DMSO AA EPA DHA
E DMSO AA EPA DHA
F DMSO AA EPA DHA
G DMSO AA EPA DHA
H DMSO AA EPA DHA

*NK frumur einangradar ur blédgjafa 7 dugdu bara i 8 brunna fyrir DMSO, AA EPA og einungis 7

brunna fyrir DHA, samtals 31 brunn.



9.5 Vidauki E — Ahrif 6rvunar 4 tjaningu yfirbordssameinda

NK frumna

NK frumur voru 6rvadar med 2 ng/ml af IL-12 og 10 ng/ml af IL-15 og tjaning

yfirbordssameinda meald med frumufledisja. Til samanburdar var meald tjaning

yfirbordssameinda 4 66rvudum frumum.

Hlutfall NK frumna (%) sem tja CD107a, CD56, CD27 og CD16. Tolfredileg marktekni var metin
med Mann-Whitney tolfreedi profi. Nidurstodurnar eru syndar sem medaltal og SEM; n = 3.

Oobrvadar NK frumur

Orvadar NK frumur

CD107a CD56 CD27 CD16 CD107a CD56 CD27 CDI16
Gjafi 1 75,41 89,30 10,47 97,54 56,33 46,16 0,56 13,05
Gjafi 2 72,65 90,79 437 97,53 67,03 63,89 046 33091
Gjafi3 69,61 88,38 2,73 9898 57,89 54,56 0,30 22,86
Gjafi 4 55,25 60,18 3,65 98,20 58,38 44,06 0,33 15,57
Gjafi 5 61,12 71,84 854 9545 4338 71,90 0,74 61,78
Gjafi 6 43,34 88,41 6,77 93,58 95,73 81,25 0,44 48,93
Gjafi 7 60,51 90,74 13,89 90,45 50,87 57,16 0,63 30,50
Gjafi 8 81,93 92,62 3,01 9835 3485 87,66 0,38 71,40
Medaltal 64,98 84,03 6,68 96,26 58,06 63,33 0,48 37,25
SEM 4,38 4,11 1,42 1,04 6,42 5,62 0,05 7.59
Mann-
Whitney <0,01 <0,001 <0,001

Medaltjaning CD107a, CD56, CD27 og CD16 (MFI) 4 NK frumum. Tolfredileg marktekni var

metin med Mann-Whitney tolfraeedi profi. Nidurstddurnar eru syndar sem medaltal og SEM; n =3

Oobrvadar NK frumur

Orvadar NK frumur

CD107a CDS6 CD27 CD16 CD107a CDS6 CD27 CD16
Gjafi 1 0,43 0,47 2,24 55,04 2,72 0,70 32,31 6,92
Gjafi 2 0,43 0,49 2,08 50,75 2,10 0,69 13,92 12,84
Gjafi 3 0,40 0,44 1,64 41,03 3,68 0,88 28,23 13,11
Gjafi 4 0,43 0,32 246 5145 1,91 0,56 13,96 26,44
Gjafi 5 0,37 0,43 3,13 4943 1,94 0,87 8,45 24,01
Gjafi 6 0,35 0,47 2,69 39,32 3,06 0,94 10,99 20,28



Gjafi 7 0,35 0,57 3,50 54,04 2,13 0,77 16,69 11,23
Gjafi 8 0,33 0,49 224 81,05% 1,84 1,26 9,39 74,14*
Meoaltal 0,39 0,46 2,50 48,72 2,42 0,83 16,74 16,40
SEM 0,01 0,03 0,21 2,18 0,24 0,07 3,12 2,56
Mann-
<0,001 <0,01 <0,001 <0,001
Whitney
*Utlagi



9.6 Vidauki F — Ahrif fitusyra 4 NK frumur i raekt

Ahrif fitusyra 4 lifvaenleika NK frumna i raekt

Nidurstodur ur lifvenleikaprofi NK frumna i reektun med 50 pM af fitusyrunum AA,
EPA og DHA samanborid vid vidomid (DMSO).

Ahrif fitusyra 4 lifveenleika NK frumna i rzekt. Nidurstodurnar eru gefnar upp sem hlutfall lifandi
frumna (%). Tolfreedileg marktaeekni var metin med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstddurnar eru
syndar sem medaltal og SEM; n =8.

DMSO AA EPA DHA
Blodgjafi 1 84,5 88,0 85,5 94,0
Blodgjafi 2 82,5 81,0 79,5 91,5
Blodgjafi 3 85,0 93,5 87,0 89,0
Blodgjafi 4 87,0 91,0 86,5 90,5
Blodgjafi 5 86,5 90,0 83,5 85,5
Blodgjafi 6 79,0 85,0 85,0 86,0
Blodgjafi 7 87,0 91,0 86,5 89,0
Blodgjafi 8 88,0 85,0 90,0 87,0
Medaltal 84,9 88,1 85,4 89,1
Stadalfravik 3,0 4,1 3,0 2,9
SEM 1,0 1,5 1,1 1,0

ANOVA - - - -




Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 yfirbordssameindum

Ahrif fitusyranna AA, EPA og DHA 4 tjaningu NK frumna 4 CD56, CD16, CD107a,
CD27, NKG2D (CD314), NKp46 (CD335), NKG2A (CD9%4), CX3CR1, CCR7
(CD197), CXCR3 (CD183) og CD62L var metinn med frumufledisja.

NK frumur voru rektadar an fitusyra eda med 50 uM af AA, EPA og DHA.
Nidurstodurnar eru gefnar upp sem hlutfall jdkvedra frumna sem tja
yfirbordssameindina (%) og medaltjaningu yfirbordssameindarinnar (MFI).
Nidurstodurnar eru einnig gefnar upp sem prosentuhlutfall, sem er prosenta frumna
rektadra med fitusyrum sem tjad yfirbordssameindina deilt med prosentu frumna
rektadra an fitusyra sem tja yfirbordssameindina, og sem MFI hlutfall, sem er
medalflurljdomun fyrir yfirbordssameindina 4 frumum raektudum med fitusyrum deilt
med medalflurljomun fyrir yfirbordssameindina 4 frumum raektudum an fitusyra.
Tolfredileg marktaekni var metin med einstefnu breytileikagreiningu. Nidurstddurnar

eru syndar sem medaltal og SEM; n = 8.

Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna a CD56.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CD56 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 46,16 1,00 0,88 0,86 0,98 0,70 1,00 0,97 0,99 1,00
Gjafi 2 63,89 1,00 0,88 0,97 0,96 0,69 1,00 1,00 1,04 1,07
Gjafi3 54,56 1,00 0,95 0,95 1,07 0,88 1,00 0,95 091 1,00
Gjafi 4 44,06 1,00 1,04 0,97 1,10 0,56 1,00 1,04 1,05 1,07
Gjafi 5 71,90 1,00 1,02 1,08 1,00 0,87 1,00 0,97 0,92 0,98
Gjafi 6 81,25 1,00 0,68 0,93 0,95 0,94 1,00 1,50* 1,06 1,00
Gjafi7 57,16 1,00 1,06 1,05 0,83 0,77 1,00 0,96 0,96 1,19*%
Gjafi 8 87,66 1,00 1,00 1,01 0,97 1,26 1,00 1,02 094 1,02
Medaltal 63,33 1,00 0,94 0,98 0,98 0,83 1,00 0,99 098 1,02
SEM 5,62 0,00 0,04 0,02 0,03 0,07 0,00 0,01 0,02 0,01
ANOVA - - - - - - - - - -
*Utlagi



Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna a CD16.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CD16 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 13,05 1,00 0,94 0,70* 0,84 6,92 1,00 0,60 1,40 0,94
Gjafi 2 33,91 1,00 0,80 1,03 0,96 12,84 1,00 0,89 0,73 0,96
Gjafi3 22,86 1,oo 1,04 1,03 1,20 13,11 1,00 0,90 1,02 0,92
Gjafi 4 15,57 1,00 0,96 0,89 0,90 26,44 1,00 0,71 1,04 0,78
Gjafi 5 61,78 1,00 1,00 1,03 1,04 24,01 1,00 0,94 097 0,92
Gjafi 6 48,93 1,00 0,90 096 0,92 20,28 1,00 098 1,06 1,15
Gjafi 7 30,50 1,00 0,99 1,00 0,97 11,23 1,00 0,70 0,81 0,86
Gjafi 8 71,40 1,00 0,96 096 0,98 74,14 1,00 1,02 1,04 0,94
Medaltal 37,25 1,00 0,95 098 0,98 23,62 1,00 0,84 1,01 0,93
SEM 7,59 0,00 0,03 0,02 0,04 7,60 0,00 0,05 0,07 0,04
ANOVA - - - - - - - - - -
*Utlagi
Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD107a.
Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CD107a DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 56,33 1,00 0,99 0,96 0,97 2,72 1,00 0,81 0,84 1,09
Gjafi 2 67,03 1,00 0,92 1,00 0,98 2,10 ,oo 1,07 1,11 1,13
Gjafi3 57,89 1,00 0,98 0,89 1,06 3,68 1,00 0,89 0,88 0,92
Gjafi 4 58,38 1,00 0,98 0,98 1,03 1,91 Lo 1,19 1,20 1,44
Gjafi 5 43,38 1,00 1,01 0,96 0,93 1,94 1,00 1,05 1,07 1,15
Gjafi 6 95,73 1,00 0,97 0,52* 0,52* 3,06 1,00 1,47 0,76 0,73
Gjafi7 50,87 1,00 1,10* 1,03 0,95 2,13 1,00 0,99 1,04 1,09
Gjafi 8 34,85 1,00 0,98 091 1,02 1,84 1,00 1,04 1,20 1,14
Medaltal 58,06 1,00 0,98 0,96 0,99 2,42 1,00 1,06 1,01 1,09
SEM 6,42 0,00 0,01 0,02 0,02 0,24 0,00 0,07 0,06 0,07
ANOVA - - - - - - - - - -
*Utlagi



Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna a CD27.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CD27 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 0,56 1,00 0,89 0,54 0,84 32,31 1,00 0,61 0,68 0,84
Gjafi 2 0,46 1,00 0,70 1,28 0,76 13,92 1,00 0,83 0,99 1,22
Gjafi3 0,30 1,00 1,57 1,10 2,27* 28,23 1,00 0,83 0,64 1,11
Gjafi 4 0,33 1,00 1,30 1,58 1,33 13,96 1,00 1,57 1,09 1,34
Gjafi 5 0,74 1,00 1,30 0,77 1,09 8,45 1,00 0,97 1,14 1,00
Gjafi 6 0,44 1,00 1,34 093 0,84 10,99 1,00 1,23 0,87 1,13
Gjafi7 0,63 1,00 1,00 1,10 1,30 16,69 1,00 0,88 0,95 0,91
Gjafi 8 0,38 1,00 1,37 1,08 0,92 9,39 1,00 0,82 1,10 0,75
Meadaltal 0,48 1,00 1,18 1,05 1,01 16,74 1,00 0,97 093 1,04
SEM 0,05 0,00 0,10 0,11 0,08 3,12 0,00 0,11 0,07 0,07
ANOVA - - - - - - - - - -
*Utlagi

Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 NKG2D.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall

NKG2D DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 2,73 1,oo 0,63 0,88 0,84 0,80 1,00 1,05 098 0,99
Gjafi 2 6,76 1,00 046 0,60 0,38 0,83 1,00 0,92 095 0,96
Gjafi3 4,86 1,oo 035 043 0,73 0,76 1,00 1,17 1,21* 1,20*
Gjafi 4 1,80 1,oo 096 0,59 0,84 0,78 1,00 0,94 1,04 1,04
Gjafi 5 49,25 1,oo 092 093 094 0,88 1,00 0,90 091 095
Gjafi 6 31,01 1,oOo 094 0,73 0,94 0,98 1,00 0,96 1,01 0,93
Gjafi7 8,53 1,oo 092 0,89 1,09 0,71 1,00 1,00 1,01 1,06
Gjafi 8 50,75 1,00 0,99 0,80 0,81 0,76 1,00 091 093 1,00
Medaltal 19,46 1,oo 0,77 0,73 0,82 0,81 1,00 0,98 0,98 0,99
SEM 7,42 0,00 0,09 0,06 0,07 0,03 0,00 0,03 0,02 0,02

ANOVA - - - <005 - - - - - -

*Utlagi



Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 NKp46.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
NKp46 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafi1l 1,21 ,oo 0,82 1,11 0,79 10,44 1,00 0,96 0,78 1,05
Gjafi 2 15,35 1,00 0,67 0,76 0,52 6,55 1,00 0,88 0,93 0,94
Gjafi3 5,50 1,00 0,76 091 1,30 9,10 1,00 0,82 0,86 0,93
Gjafi 4 2,39 1,00 092 0,65 0,73 7,36 1,00 0,99 1,03 1,09
Gjafi 5 8,40 1,00 0,87 0,83 0,98 5,17 1,00 1,01 1,08 1,02
Gjafi 6 8,27 1,00 0,99 1,21 1,05 7,16 1,00 1,00 0,88 0,94
Gjafi7 8,40 1,00 1,00 0,80 1,26 7,13 1,00 098 1,09 0,92
Gjafi 8 20,90 1,00 0,90 0,86 0,76 3,94 1,00 1,07 1,04 1,05
Meadaltal 8,80 1,00 0,87 0,89 0,92 7,11 1,00 0,96 096 0,99
SEM 2,31 0,00 0,04 0,07 0,10 0,72 0,00 0,03 0,04 0,02
ANOVA - - - - - - - - - -
Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 NKG2A.
Prosentuhlutfall MFI hlutfall
NKG2A DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 71,70 1,00 1,01 1,04 1,03 5,72 1,00 098 091 0,97
Gjafi 2 71,55 1,00 0,93 095 0,92 6,98 1,00 0,72 0,80 0,68
Gjafi3 74,42 1,00 0,89 0,92 0,96 4,15 1,00 1,02 1,13 1,12
Gjafi 4 43,61 1,00 1,24* 1,14 1,16 5,43 1,00 0,60 0,68 0,65
Gjafi 5 92,43 1,00 1,01 1,01 1,00 11,65 1,00 1,00 1,01 0,96
Gjafi 6 80,94 1,00 0,97 091 0,87 10,64 L,oo 1,10 1,18 1,28
Gjafi7 69,49 1,00 0,98 0,98 0,96 5,94 1,00 1,04 1,00 1,03
Gjafi 8 89,33 1,00 1,01 0,99 0,98 8,68 1,00 1,00 0,97 0,80
Medaltal 74,18 1,00 0,97 0,99 0,99 7,40 1,00 0,93 096 0,94
SEM 531 0,00 0,02 0,03 0,03 0,94 0,00 0,06 0,06 0,08
ANOVA - - - - - - - - - -
*Utlagi

BB



Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CX3CRI.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CX3CR1 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 1,07 1,00 1,28 1,06 0,93 0,86 1,00 0,97 0,97 1,00
Gjafi 2 1,51 Lo 1,25 0,89 0,84 0,71 ,oo 1,10 1,10 1,15
Gjafi3 1,40 ,oo 091 0,81 1,18 0,92 ,oo 1,10 1,22 1,02
Gjafi 4 1,10 ,oo 1,11 1,14 1,20 0,84 1,00 1,06 1,00 1,06
Gjafi 5 1,30 1,00 1,41 1,12 1,14 0,61 1,00 0,89 0,98 0,93
Gjafi 6 1,73 1,00 0,76 0,66 0,78 0,63 ,oo 1,08 1,21 1,17
Gjafi 7 1,29 1,00 092 0,83 1,36 0,80 1,oo 1,05 1,06 1,30
Gjafi 8 1,86 1,00 0,66 0,58 0,98 0,55 1,00 1,09 1,05 0,96
Medaltal 1,41 Lo 1,04 0,88 1,05 0,74 1,00 1,04 1,07 1,08
SEM 0,05 0,00 0,09 0,07 0,07 0,94 0,00 0,03 0,03 0,04
ANOVA - - - - - - - - - -
Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CCR7.
Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CCR7 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafi 1 34,42 1,00 0,86 096 1,09 1,43 1,00 0,98 1,00 1,03
Gjafi 2 35,69 1,00 1,06 1,03 1,00 1,27 1,00 1,01 1,13 1,11
Gjafi3 44,51 1,00 0,92 0,99 1,04 1,47 1,00 1,05 1,16 1,14
Gjafi 4 38,77 1,00 1,01 0,99 1,05 1,24 1,00 1,02 1,12 1,06
Gjafi 5 32,09 1,00 1,02 0,96 0,94 1,23 1,00 1,11 1,15 1,07
Gjafi 6 30,46 ,oo 1,15 0,97 1,01 1,29 1,00 1,09 1,13 0,97
Gjafi 7 38,22 1,00 0,99 0,92 0,95 1,21 1,00 1,01 1,02 1,06
Gjafi 8 23,62 ,oo 1,19 1,02 1,19 1,16 1,00 1,01 1,09 1,09
Medaltal 34,72 1,00 1,02 098 1,03 1,29 1,00 1,03 1,10 1,07
SEM 2,21 0,00 0,04 0,01 0,03 0,04 0,00 0,02 0,02 0,02
ANOVA - - - - - - - - <0,001 <0,05
ANOVA - - - - - - - - <0,05* -

*Samanborio vio AA

CC



Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CXCR3.

Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CXCR3 DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafi1l 21,42 Lo 0,95 1,17 1,14 18,23 1,00 0,85 0,77 1,12
Gjafi 2 32,07 1,00 1,08 0,99 0,94 9,74 1,00 091 1,06 1,24
Gjafi3 28,19 1,00 1,06 1,22 1,25 19,68 1,00 0,81 0,83 0,85
Gjafi 4 29,72 1,00 1,01 093 1,04 12,31 Lo 0,97 1,13 1,12
Gjafi 5 22,78 1,00 1,00 1,00 0,99 10,40 1,00 1,05 1,46 1,07
Gjafi 6 19,98 ,oo 1,17 1,12 1,03 14,37 1,00 1,05 094 0,93
Gjafi7 22,48 1,00 0,93 0,84 1,00 14,29 1,00 0,90 1,03 0,85
Gjafi 8 20,17 1,00 1,06 1,02 1,18 9,05 Lo 1,15 1,09 1,14
Meadaltal 24,60 1,00 1,03 1,04 1,07 13,51 1,00 0,96 1,04 1,04
SEM 1,66 0,00 0,03 0,04 0,04 1,38 0,00 0,04 0,07 0,05
ANOVA - - - - - - - - - -
Ahrif fitusyra 4 tjaningu NK frumna 4 CD62L.
Prosentuhlutfall MFI hlutfall
CD62L. DMSO(%) DMSO AA EPA DHA DMSOMFI) DMSO AA EPA DHA
Gjafil 6,23 1,00 0,80 091 0,89 8,66 1,00 1,00 0,90 1,09
Gjafi 2 9,73 1,00 0,90 1,02 1,08 3,83 1,00 091 1,01 1,07
Gjafi3 8,16 1,00 0,73 0,86 0,99 3,46 1,00 1,01 1,20 1,35
Gjafi 4 10,87 1,00 0,76 0,77 0,70 6,81 1,00 0,99 1,16 1,16
Gjafi 5 20,83 1,00 1,00 1,08 1,07 3,24 1,00 0,99 1,06 1,17
Gjafi 6 25,90 ,o0 091 0,85 0,77 6,72 1,00 1,09 1,42  1,74*
Gjafi7 7,72 1,00 0,89 093 1,04 4,09 1,00 1,10 0,97 1,14
Gjafi 8 11,35 1,00 1,02 1,10 1,20 2,31 1,00 0,94 1,12 1,06
Medaltal 12,60 1,00 0,88 0,94 0,97 4,89 1,00 1,00 1,11 1,15
SEM 2,47 0,00 0,04 0,04 0,06 0,78 0,00 0,02 0,06 0,04
ANOVA - - - - - - - - - <0,05
ANOVA - - - - - - - - - <0,1 **
*Utlagi
**Samanborid vid AA

DD



