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Útdráttur 
Tríterpenar úr birkiberki hafa sýnt ýmiss konar lífvirkni, þ.á.m. áhugaverð ónæmisstýrandi 
áhrif, en helstu tríterpenar sem hafa fundist í birkiberki eru betúlín, betúlínsýra, lúpeol og 
oleanólínsýra.  Fyrri niðurstöður sýna að birkibarkarextrakt og fraktionir Bp3, Bp4 og Bp3.5 
bæla ræsingu angafruma. Í þessu verkefni var því ákveðið að þátta birkibörkinn enn frekar í 
von um að finna hvaða efni í berki Betula pubescens bældu ræsingu angafruma.  Notast var 
við lífvirknileidda þáttun til að einangra efni úr berkinum sem mögulega bældu ræsingu 
angafruma manna in vitro.  Birkibarkarextrakt var þáttað í misskautaðar fraktionir með VLC 
og SPE súluskiljunaðferðum sem gáfu fraktionir Bp3.1 - Bp3.8.  Bp3.4 var þáttað frekar með 
HPLC, sem gaf fraktionir Bp3.4.1 - Bp3.4.15, sem eftir sameiningu urðu ellefu fraktionir. 
Fraktionirnar voru prófaðar í in vitro angafrumulíkani. Tjáning yfirborðssameinda (CD14, 
CD86 og HLA-DR) angafruma í návist fraktionanna var metin í frumuflæðisjá.  Fimm 
fraktionir bældu tjáningu CD86 og leiddu til þess að færri angafrumur voru CD86+ en þessar 
sömu fraktionir höfðu öfug áhrif á tjáningu á HLA-DR.  Þetta er óvenjulegt og má líklega 
rekja til skemmdra flúrlita.  Boðefnaseyting (IL-10 og IL-12p40) angafruma var mæld með 
ELISA, en sömu fraktionir og höfðu áhrif á tjáningu yfirborðssameindanna virtust bæla 
seytingu á IL-10 og IL-12p40.   

Áhugavert er að svona margar fraktionir hafi áhrif og e.t.v. eru hrein efni í einhverjum  
fraktionum.  Þó getur verið að aðgreining efnanna hafi ekki tekist nógu vel.  Næst þyrfti 
líklega að ákvarða hreinleika og byggingarákvarða efnin í virku fraktionunum (Bp3.4.5 - 
Bp3.4.7, Bp3.4.10 og Bp3.4.14).  Einungis var framkvæmd ein tilraun í angafrumulíkaninu og 
niðurstöður hennar gefa einungis vísbendingar um hugsanleg bólguhemjandi áhrif efna úr 
birkiberki, en endurtaka þarf þessar tilraunir til að fá úr því skorið.  Þessi efnasambönd gætu 
e.t.v.  gagnast í framtíðinni gegn sjálfsofnæmissjúkdómum, eins og liðagigt. 

Abstract 
Triterpenes from birch bark have various bioactivity and have shown interesting effects on 
immune responses.  The major triterpenes found in birch bark are:  betulin, betulinic acid, 
lupeol and oleanolic acid.  Previous research demonstrated that birch bark extract and 
fractions Bp3, Bp4 and Bp3.5 reduced the stimulation of human dendritic cells (DCs) in vitro.  
Therefore, the aim of this project was to fractionate the birch bark further to identify which 
chemical components of Betula pubescens reduced the stimulation of human dendritic cells in 
vitro. Bioguided fractionation was used to isolate chemicals from the birch bark.  Birch bark 
extract was fractionated into eight fractions (Bp3.1 - Bp3.8) using VLC and SPE.  Bp3.4 was 
fractionated further into Bp3.4.1 - Bp3.4.15 using HPLC, and combined to eleven fractions.  
In order to screen for active fractions, DCs were cultured with or without the fractions and the 
expression of surface molecules was evaluated by flow cytometry. DCs cultured in the 
presence of five fractions had reduced expression of CD86 and lower proportion of them were 
CD86+ but had the opposite effect on the expression of HLA-DR.  This was unexpected and 



 

can be due to break down of the fluorescent dyes.  Cytokine secretion was measured by 
ELISA and the fractions which caused changes on expression of surface molecules also 
caused less secretion of IL-10 and IL-12p40 by the DCs. 

According to the results of this research, many fractions from birch bark reduced the 
stimulation of human DCs in vitro, and some fractions may contain pure compound(s).  There 
is, however, possible that the isolation of the chemical compunds was not successful in all 
cases.  It is necessary to determine the purity and structurally characterise the chemical 
components in the active fractions (Bp3.4.5 - Bp3.4.7, Bp3.4.10 and Bp3.4.14).  Although 
only one experiment was performed, the results are suggestive of possible anti-inflammatory 
effects of natural products from birch bark.  In the future, these compounds might be useful to 
treat various autoimmune diseases, such as arthritis. 
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1 Inngangur 

1.1 Náttúruefni og ónæmisstýrandi áhrif þeirra 

Í náttúrunni má finna ýmiss konar efni og hafa mörg þessara efna verið einangruð og notuð til 
lyfjagerðar (Newman og Cragg, 2007).  Efni sem eru einangruð úr náttúrunni kallast 
náttúruefni og geta þau verið virk efni eða hjálparefni (Mishra et al., 2008).  Talið er að um 
fjórðungur lyfseðilsskyldra lyfja séu upprunnin frá plöntum og að meirihluti 
krabbameinslyfja, eða um 60%, eigi uppruna sinn að rekja til náttúrunnar (Wang et al., 2007).  
Náttúruefni geta verið grunnefni (e. primary metabolites), sem eru efni sem lífverur framleiða 
og eru lífsnauðsynleg fyrir hana, t.d. prótein, kolvetni og fituefni, eða annars stigs efni (e. 
secondary metabolites), efni sem eru mynduð úr grunnefnum lífvera og eru ekki nauðsynleg 
til vaxtar og viðhalds.  Oft gegna annars stigs efni varnarhlutverki hjá lífverunni, en tilgangur 
annars stigs efna er þó ekki alltaf ljós (Stansforth, 2006).  Oft finnast virk náttúruefni í litlu 
magni í náttúrunni, en þá þarf að leita leiða til að smíða þau í stórum stíl, t.d. með hlutsmíðum 
(Newman og Cragg, 2007). 

Útdrættir ýmissa jurta sem hafa verið notaðar í alþýðulækningum hafa sýnt bólguhemjandi 
áhrif.  Nauðsynlegt er að gera rannsóknir á þessum jurtum til að finna virkni efnanna í þeim 
og  hvaða efni hafa þessi bólguhemjandi áhrif (Sosa et al., 2002).  Flest bólgueyðandi lyf sem 
eru á markaði hafa aukaverkanir (Flower et al., 1980).  Leit að bólgueyðandi efnum úr jurtum, 
sem hafa ekki þessar neikvæðu aukaverkanir, myndi auka möguleika í lyfjaframleiðslu.  Þá 
væri hægt að framleiða betri bólgueyðandi lyf með því að nota virk náttúruefni (Geetha og 
Varalakshmi, 2001). 

1.2 Birki 

Birki (Betula) er ættkvísl sem skiptist í 50 tegundir og dreifast þær um norðlæg svæði í 
heiminum (Anamthawat-Jónsson og Þórsson, 2003).  Þrjár tegundir eru þekktar í Evrópu 
(Atkinsson, 1992; de Groot et al., 1997), fjalldrapi (Betula nana), lauftré (Betula pendula) og 
ilmbjörk (Betula pubescens).  Fjalldrapi finnst norðarlega og í meiri hæð en hinar tvær 
tegundirnar.  Lauftré teygja sig til Balkanlandanna en ilmbjörk finnst hinsvegar í Norður- og 
Vestur-Evrópu, til dæmis á Íslandi (Anamthawat-Jónsson og Þórsson, 2003).  Ilmbjörk er 
mjög algeng á Íslandi og er vanalega kölluð birki hér á landi.  Birkið var útbreitt um láglendi 
landsins áður fyrr þar sem það myndaði víða samfellda skóga.  Í dag hefur birkið breitt meira 
úr sér og vex það í hlíðum allt upp í 500 metra hæð.  Birki myndar tiltölulega lágt kjarr, um 
það bil 2-3 metra hátt, við úthafsloftslag og þar sem er stormasamt, en skógurinn verður allt 
að 5-10 metra hár þar sem er meginhafsloftslag.  Íslenska birkið getur verið mismunandi að 
lit, en birkibolurinn getur verið ljósbrúnn, dökkbrúnn, rauðbrúnn eða næstum hvítur 
(Kristinsson, 2010).  Á Íslandi má einnig finna kynblending birkis og fjalldrapa og er hann 
kallaður skógviðarbróðir, en hann finnst mest þar sem er mikið af fjalldrapa, eða á 
norðurhluta landsins (Kristinsson, 2007).  
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1.3 Efnainnihald birkibarkar 

Börkur birkiplöntunnar skiptist í innri og ytri börk og hefur ytri börkurinn verið rannsakaður 
með tilliti til lífvirkni náttúruefna sem í honum er að finna.  Talið er að í birkiberkinum séu 
efni sem verji plöntuna gegn sýklum.  Því hefur verið athugað hvort umrædd efni geti einnig 
gegnt varnarhlutverki hjá mönnum og dýrum.  Efni einangruð úr birkiberki hafa ýmiss konar 
lífvirkni, m.a. ónæmisstýrandi áhrif (Krasutsky, 2006). 

Ekki hefur tekist að vinna náttúruefni úr birkiberki á iðnaðarskala, en það hefur þó ekki komið 
að sök hingað til, þar sem extrakt úr birkiberki hefur einungis verið notað í litlu magni í 
snyrtivörur, sjampó, fæðubótarefni og við alþýðulækningar (Krasutsky, 2006). 

Tríterpenar finnast í miklu magni í birkiberki og hefur þessi flokkur náttúruefna verið mikið 
rannsakaður með tilliti til lífvirkni (Krasutsky, 2006).  Terpenar, ásamt fjölda annarra efna, 
flokkast undir annars stigs lífefni (Bennett og Wallsgrove, 1994).  Tríterpenar eru myndaðir úr 
sex ísópreneiningum með 30 kolefnissameindum (Salminen et al., 2008). Tríterpenar hafa 
oftast fimmhringja byggingu og skiptast í margar undirtegundir, má þar nefna lúpan, úrsan og 
oleanan byggingar (sjá mynd 1) (Jager, Trojan, Kopp, Laszczyk og Scheffler, 2009).   

 

Mynd 1. Efnabygging lúpan, oleanan og úrsan.   
Mynd aðlöguð úr (Jager et al., 2009). 
 
Helstu tríterpenar sem hafa fundist í birkiberki og lofa góðu sem lífvirk efni eru betúlín, 
betúlínsýra, lúpeól og óleanólínsýra.  Einn kosturinn við tríterpena eru lítil eituráhrif þeirra.  
Efnin hafa þó ekki verið notuð mikið til lyfjaþróunar og þess háttar meðal annars vegna þess 
að þau hafa háan sameindaþunga og eru illvatnlseysanleg (Krasutsky, 2006).  Þó eru 
einhverjir tríterpenar í klínískum rannsóknum, til dæmis vatnsleysanlegur tríterpen-glýkósíði 
(afleiða af olenólínsýru) sem ónæmisglæðir í bóluefni (Butler, 2005; Krasutsky, 2006). 

1.3.1 Betúlín 

Betúlín, eða lúp-20(29)-ene-3β,28-díól (Sami et al., 2006) (sjá mynd 2) er náttúruefni sem 
hefur verið þekkt lengi, en það var fyrst einangrað úr birkiberki og því lýst árið 1788 
(Krasutsky et al., 2006).  Þetta vatnsfælna efni finnst í miklu magni í birki, en það getur verið 
allt að 30% af þurrvigt barkarins, og er sérstaklega mikið af því í hvítu birki (Betula alba) 
(Salminen et al., 2008; Sami et al., 2006). 
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Mynd 2. Efnabyggin betúlíns.  
Mynd aðlöguð úr (Kim et al., 1997). 

 
Betúlín er í sjálfu sér ekki mjög lífvirkt efni, en afleiður þess sýna mun meiri virkni.  Auðvelt 
er að breyta betúlíni í betúlínsýru (Sami et al., 2006) (sjá mynd 3), en betúlínsýra er mjög 
lífvirkt efni.  Betúlín hefur þó sýnt einhverja virkni gegn krabbameini og bakteríu-, sveppa- 
og veirusýkingum (Krasutsky, 2006).  Betúlín, betúlínsýra og betúlónínsýra hafa til dæmis 
virkni gegn herpes simplex virus type 1 (HSV-1) (Pavlova et al., 2003).  

1.3.2 Betúlínsýra 

Betúlínsýra er afleiða betúlíns (sjá mynd 3) og eins og áður sagði er hún með meiri lífvirkni 
en betúlín (Salminen et al., 2008). 

 

Mynd 3. Betúlínsýra mynduð úr betúlíni í tveimur skrefum.  
Mynd aðlöguð úr (Kim et al., 1997). 
 
Þetta náttúruefni og afleiður þess eru taldar geta unnið gegn ýmsum sýkingum, bólgum og 
mismunandi krabbameinum, eins og t.d. sortuæxlum (Sami et al., 2006; Takada et al., 2003).  
Betúlínsýra veldur frumudauða (e. apoptosis) hjá sortuæxlisfrumum og vinnur þannig gegn 
æxlinu.  Einnig er efnið talið stuðla að sérhæfingu í hyrnisfrumum en þessi eiginleiki 
betúlínsýru hefur vakið athygli snyrtivöruframleiðenda og hefur betúlínsýra verið notuð í 
ýmsar snyrtivörur (Galgon et al., 2005).  Ekki hefur verið sýnt fram á neikvæðar aukaverkanir 
af betúlínsýru við rannsóknir (Eiznhamer og Zu, 2004), en efnið er vatnsfælið og illleysanlegt 
þannig að það minnkar líkurnar á að efnið skili sér þangað sem það á að hafa áhrif (Krasutsky, 
2006). 
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1.3.3 Lúpeol 

Lúpeol  er vatnsfælnasta tríterpenóíðið sem finnst í birkiberki (Krasutsky, 2006) og finnst það 
í miklu magni í ýmsum tegundum ávaxta og grænmetis, eins og ólífum, fíkjum, mangó, 
hvítkáli, gúrku, tómötum og jarðarberjum.  Auk þess finnst efnið í ýmsum jurtum sem hafa 
verið notaðar til lækninga (Saleem, 2009; Salminen et al., 2008).  Efnabyggingu lúpeols má 
sjá á mynd 4.  

 

 

Mynd 4. Efnabygging lúpeols. 
Mynd aðlöguð úr (Jager et al., 2009). 

 
Geetha og samstarfsmenn notuðu músamódel til að sýna fram á að lúpeól gæti unnið gegn 
bólgumyndun í liðagigt.  Lúpeól reyndist hafa áhrif á ónæmiskerfið og myndun bólguþátta 
(Geetha et al., 2001).  Síðar var sýnt fram á að lúpeól bælir átvirkni T-eitilfruma og 
stórátfruma (e. macrophage), auk þess sem það bælir myndun boðefna (e. cytokine) miðluðum 
af CD4+ T-frumum.  Boðefni sem lúpeól virðist bæla myndun á eru meðal annars IL-2, IL-4 
og IFN-γ (Bani et al., 2006). 

Talið er að lúpeól hafi hamlandi áhrif á ýmsa boðferla, eins og Akt-háða boðferla (e. pathway) 
og boðmiðlun (e. signaling) í gegnum umritunarþáttinn NF-κB (Saleem et al., 2004), en 
líklegt er að með hamlandi áhrifum á þessa boðferla geti lúpeól unnið gegn bólgumyndun og 
krabbameini (Saleem et al., 2004; Fernández et al., 2001). 

1.3.4 Oleanólínsýra 

Oleanólínsýra finnst í tiltölulega litlu magni í birkiberki og hefur hún sýnt virkni gegn 
krabbameini og bólgumyndun auk þess sem hún vinnur gegn bakteríu- og veirusýkingum 
(Krasutsky, 2006).  Efnabyggingu efnisins má sjá á mynd 5. 
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Mynd 5. Efnabygging oleanólínsýru. 
Mynd aðlöguð (úr Jager o.fl., 2009). 

Mengoni og samstarfsmenn sýndu fram á að óleanólínsýra bælir eftirmyndun á HIV-1 og 
þeim þótti líklegt að hún bældi próteasavirkni HIV-1 (Mengoni et al., 2002).  Því er 
óleanólínsýra nokkuð góður kostur fyrir frekari rannsóknir á efnum sem nýst gætu í baráttunni 
við alnæmi (Krasutsky, 2006). 

Oleanólínsýra og afleiður hennar hafa sýnt ýmis önnur áhrif, til dæmis er hún talin stuðla að 
aukinni mótefnamyndun (Brand et al., 2004) og hefur afleiða hennar, eins og áður hefur 
komið fram, reynst góður ónæmisglæðir í bóluefni (Krasutsky, 2006). 

1.4 Ónæmiskerfið 

Ónæmiskerfið er líkamanum nauðsynlegt, en það verndar líkamann fyrir sýkingum.  Allskyns 
sýklar eru í umhverfinu en vanalega nær ónæmiskerfi í heilbrigðum einstaklingi að verjast 
þeim.  Þó getur komið fyrir að sýklarnir valdi sjúkdómum.  Ónæmiskerfi líkamans skiptist í 
ósérhæfða eða náttúrulega (e. innate) ónæmiskerfið og sérhæfða (e. adaptive) ónæmiskerfið 
(Murphy et al., 2008).  Þessi tvö kerfi vinna náið saman og eru í raun ekki tvö aðskilin kerfi, 
heldur sama kerfið. 

Þegar sýkill kemst inn í líkamann fer ósérhæfða ónæmiskerfið fyrst af stað og reynir að 
útrýma sýklinum en myndar þó ekki ónæmisminni.  Ósérhæfða ónæmiskerfinu tilheyra meðal 
annars átfrumur eins og stórátfrumur og dauffrumur (e. neutrophils).  Ef ósérhæfða 
ónæmiskerfið nær ekki að sigrast á sýklinum ræsist sérhæfða ónæmiskerfið, en því tilheyra 
tvær gerðir eitilfruma, B- og T-frumur.  Ræsing eitilfrumanna veldur ónæmisminni.  Þegar B-
frumur virkjast verða þær að plasmafrumum sem fara að framleiða mótefni.  Þegar T-frumur 
virkjast sérhæfast þær í ýmsar gerðir af T-verkfrumum, s.s. T-drápsfrumur, T-hjálparfrumur 
eða T-stýrifrumur (Murphy et al., 2008).  

T-verkfrumur eru af ýmsum gerðum og hafa þær mismunandi hlutverk (mynd 6).  T-
drápsfrumur drepa krabbameinsfrumur og veirusýktar frumur og tjá þær CD8 viðtaka á 
yfirborði sínu.  Til eru nokkrar gerðir CD4+ T-verkfruma, s.s. T hjálparfrumur (TH1-frumur, 
TH2-frumur, TH17-frumur) og T-stýrifrumur (e. regulatory T cells). TH1-frumur, TH2-frumur 
og TH17-frumur gegna ýmsum hlutverkum í ónæmissvörum (mynd 1), meðal annars hjálpa 
þær B-frumum að mynda mótefni (TH1- og TH2-frumur), örva stórátfrumur (TH1-frumur), 
hjálpa til við að draga dauffrumur að sýkingarstað (TH17-frumur) og örva aðrar T-frumur, 
eins og T-drápsfrumur (TH1-frumur).  T-stýrifrumur bæla hins vegar ónæmissvar T-fruma 
(Murphy et al., 2008). 
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Mynd 6. Hlutverk mismunandi T-verkfruma.  
Mynd aðlöguð úr (Murphy et al., 2008). 
 
T-frumur flokkast í CD4+ T-frumur og CD8+ T-frumur, en CD4 og CD8 eru hjálparviðtakar 
sem eru tjáðir á yfirborði frumanna.  Við virkjun sérhæfast CD4+ frumur í T-hjálparfrumur 
eða T-stýrifrumur en CD8+ T-frumur sérhæfast í T-drápsfrumur.  Til þess að T-frumur virkist 
þurfa þær að greina framandi mótefnavaka með sértæka vakaviðtaka sínum (boð 1).  
Sýnifrumur (e. antigen presenting cell) gegna því hlutverki að taka upp mótefnavaka og sýna 
þá fyrir T-frumum.  T-frumur geta þá sérhæfst og komið með viðeigandi ónæmissvar.  
Sýnifrumurnar sýna mótefnavakana fyrir T-frumum á yfirborði sínu með MHC 
vefjaflokkasameindum af gerð I eða II.  MHC sameind af gerð I sýnir mótefnavaka fyrir 
CD8+ T-frumum en MHC sameind af gerð II sýnir mótefnavaka fyrir CD4+ T-frumum.  Til 
eru þrjár gerðir sýnifruma: angafrumur (e. dendritic cell), stórátfrumur og B-frumur (Murphy 
et al., 2008).  Hér eftir verður lögð áhersla á angafrumur. 

Til þess að T-fruma ræsist og sérhæfist í T-drápsfrumu eða T-hjálparfrumu þarf T-fruman 
hjálparboð (e. costimulation) frá sýnifrumunni (boð 2).  T-fruman fær hjálparboð þegar CD28 
sameindin á yfirborði T-frumunnar binst CD80 eða CD86 sameindinni á sýnifrumunni (mynd 
7) (Murphy et al., 2008). 
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Mynd 7. Sýning mótefnisvaka og hjálparboð eru nauðsynleg fyrir virkjun T-frumu  
(Murphy et al., 2008). 

1.5 Angafrumur 

Angafrumur eru upprunnar frá beinmerg og finnast í flestum vefjum líkamans.  Þær gegna  
lykilhlutverki í ónæmiskerfinu. Hlutverk þeirra er í raun tvíþætt, annars vegar eru þær 
óþroskaðar angafrumur (e. immature DCs) í vefjum sem smakka á umhverfi sínu í leit að 
framandi mótefnavökum og hins vegar þroskaðar angafrumur (e. mature DCs) sem eru 
öflugar sýnifrumur sem sýna mótefnavakana fyrir T frumum, sem þá ræsast og koma með 
viðeigandi ónæmissvar.  Angafrumur eru í vefjunum á óþroskuðu (óræstu) formi. Ef 
angafrumurnar rekast á mótefnavaka í umhverfi sínu sem þær skilgreina sem hættulegan 
virkjast þær og ferðast eftir sogæðum til nærliggjandi eitils, þar sem þær sérhæfast í öflugar 
sýnifrumur sem tjá mikið magn MHC sameinda og CD86 á yfirborði sínu (Murphy et al., 
2008; Steinbrink et al., 2009).  

Til þess að angafrumur geti tekið upp sameindir úr umhverfi sínu hafa angafrumur á yfirborði 
sínu fjölda viðtaka sem taka þátt í agnaáti (e. phagocytosis) en angafrumurnar taka líka upp 
sameindir með frumudrykkju (e. macropinocytosis). Margir þessara viðtaka á yfirborði 
angafrumanna eru svokallaðir viðtakar fyrir sameindamynstur (e. pattern recognition 
receptors, PRRs) sem þekkja endurtakanleg sameindamynstur sem eru á yfirborði sýkla (e. 
pathogen-associated molecular patterns, PAMPs).  Dæmi um PAMPs eru lípópólýsakkaríð 
(LPS) og peptídóglýkan.  PAMPs eru hinsvegar ekki á yfirborði venjulegra líkamsfruma og 
því getur ónæmiskerfið greint á milli okkar eigin fruma og framandi sýkla (Janeway, 1989; 
Murphy et al., 2008).   

1.5.1 Flokkun  

Óþroskaðar angafrumur eiga uppruna sinn að rekja til eitilfrumuforvera (e. lymphoid 
progenitor) og beinmergsforvera (e. myeloid progenitor) en báðir eru þeir upprunnir frá 
blóðmyndandi stofnfrumum (e. hematopoietic stem cell) (Murphy et al., 2008). Erfitt hefur 
reynst að flokka angafrumur og er í raun hægt að flokka þær á a.m.k. þrjá mismunandi vegu.  
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Hægt er að flokka þær eftir því hvort þær eru myeloid eða plasmacytoid angafrumur (Ito et 
al., 2005).  Einnig er hægt að flokka þær eftir staðsetningu, þ.e. í vefjum annars vegar og í 
eitilvef hins vegar (Shortman og Naik, 2007) og loks eftir því hvort þær eru óþroskaðar eða 
þroskaðar angafrumur (Murphy et al., 2008), en fjallað hefur verið áður um síðastnefndu 
flokkunina. 

Samkvæmt nýlegum rannsóknum eiga plasmacytoid angafrumur uppruna sinn að rekja til 
bæði eitilfrumuforvera og beinmergsforvera (Chicha et al., 2004).  Myeloid angafrumur eru 
upprunnar frá beinmergsforvera (Ito et al., 2005).  Þessar tvær gerðir eru skilgreindar eftir því 
hvort þær tjá β2-integrinið CD11c (O’Doherty et al., 1994).  Myeloid angafrumur eru CD11c+ 
og tjá myeloid merkigen (e. marker) eins og CD13, CD11b og CD33, auk þess sem þær tjá 
HLA-DR í miklu magni.  Plasmacytoid angafrumur eru hinsvegar CD11c- og tjá ekki þessi 
myeloid merkigen, en þær tjá HLA-DR (Ito et al., 2005; O’Doherty et al., 1994).  Myeloid 
angafrumur þekkja aðallega bakteríur og framleiða frumuboða á borð við IL-6, TNF-α og IL-
12.  Plasmacytoid angafrumur þekkja veirur og framleiða IFN af gerð I í miklu magni þegar 
veirusýkingar verða (Ito et al., 2005). 

Angafrumur geta verið í vefjum þar sem þær smakka á umhverfi sínu og ferðast svo í gegnum 
sogæðar í næsta eitil ef þær rekast á framandi mótefnavaka.  Þær sýna mótefnavakana fyrir T-
frumum og virkja þær.  Dæmi um þessa gerð angafruma eru Langerhansfrumur og 
angafrumur í húð.  Í eitilvef er einnig að finna angafrumur sem ferðast ekki, heldur eru kyrrar 
í eitlinum.  Þessar frumur smakka á umhverfi sínu í eitlinum og leita að mótefnavökum þar til 
þess að sýna T-frumum.  Dæmi um þessa gerð fruma eru angafrumur í hóstarkirtli og milta 
(Shortman og Naik, 2007). 

1.5.2 Samskipti við T-frumur  

Angafrumur er öflugustu sýnifrumur ónæmiskerfisins.  Þær ræsa óreyndar (e. naive) T-frumur 
í eitilvef í gegnum boð 1 og 2.  Auk þessara boða fá óreyndu T-frumurnar boð 3 sem felst í 
boðum frá boðefnum í umhverfi þeirra.  Flestum þessara boðefna er seytt af angafrumunum.  
Það fer eftir því hvaða boðefni eru í umhverfi óreyndu T-frumanna, þegar þær eru að ræsast, 
eftir hvaða braut þær sérhæfast (mynd 8) (Murphy et al., 2008). 

 

Mynd 8. Boðefni í umhverfi T-fruma sem stjórna sérhæfingu þeirra. 
Mynd aðlöguð úr (Murphy et al., 2008). 
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Snemma í sýkingarferlinu er IL-6 framleitt af angafrumum, en IL-6, ásamt IL-1β, stuðlar að 
sérhæfingu óreyndra T-fruma úr mönnum í TH17-frumur.  TH17-frumur framleiða IL-17 og 
það er talið að þær taki þátt í að draga dauffrumur að sýkingarstað.  Ræstar angafrumur 
framleiða IL-12 í miklu magni, en IL-12 stuðlar að sérhæfingu óreyndra T-fruma í TH1-
frumur sem framleiða IL-2 og IFN-γ, boðefni sem stuðla að TH1-sérhæfingu og fjölgun.  TH1-
frumurnar virkja stórátfrumur og aðstoða B-frumur við mótefnaframleiðslu.  Ef IL-12 er ekki 
til staðar sérhæfast T-frumurnar frekar í TH2-frumur, en IL-4 stuðlar að TH2-
frumusérhæfingu.  TH2-frumur örva B-frumur til að mynda mótefni. Ýmis boðefni hafa 
bælandi áhrif á TH17-frumusérhæfingu, t.d. IFN-γ, IL-12 og IL-4.  IL-10 stuðlar svo að 
sérhæfingu T-stýrifruma (TR1- eða TH3-fruma).   TH3-frumur framleiða IL-10, TGF-β og IL-4 
en TR1-frumur framleiða hinsvegar bara IL-10 og TGF-β (Murphy et al., 2008). 

1.6 Markmið verkefnisins 

Náttúruefni í birkiberki, einkum tríterpenar, hafa sýnt ónæmisstýrandi áhrif.  Helstu 
tríterpenar sem hafa verið greindir í birkiberki eru betúlín, betúlínsýra, lúpeol og 
oleanólínsýra.   

Þetta rannsóknarverkefni er hluti af stærri rannsókn þar sem skoðuð eru áhrif birkibarkar á 
ónæmissvör, með það að leiðarljósi að finna efni í berkinum sem geta hugsanlega verið 
gagnleg gegn liðagigt í mönnum.  Fyrri rannsóknir sýna að efni í birkiberkinum bæla ræsingu 
angafruma manna in vitro.  Markmið verkefnisins er að nota lífvirknileidda þáttun til að finna 
og greina efni í birkiberkinum sem bæla ræsingu angafruma manna in vitro. 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Birkibarkarextrakt 

2.1.1 Efni 

• Birkibörkur, Betula pubescens, safnað á svæði Skógræktar ríkisins við Mógilsá í ágúst 
2009.   

• Leysar 
o Asetónítríl, C2H3N, Sigma-Aldrich 
o Brennisteinssýra, H2SO4, Merck 
o Díklórómetan, CH2Cl2, Sigma-Aldrich 
o Eimað vatn, H2O, Hagi 
o Etanól, C2H6O, Sigma-Aldrich 
o Metanól, C6H14, Sigma-Aldrich 
o Síað vatn, H2O, Academic Milli-Q 

• Föst efni 
o Anísaldehýð, C8H8O2, Sigma-Aldrich 
o Betúlín, Sigma-Aldrich 
o Betúlínsýra, Sigma-Aldrich 
o Kísilgel 60H, SiO2, Merck 
o Kísilgúr, Merck 
o Lúpeól, Sigma-Aldrich 
o Oleanolínsýra, Sigma-Aldrich 

2.1.2 Tæki og áhöld 

Vigtun 
Vog: Mettler toledo AG285 
Inngufun 
• Hverfisvali (e. rotavapor): BÜCHI, Rotavapor 
• Hverfisvali (e. rotavapor): BÜCHI, Rotavapor RII 
Vökvagreining með lofttæmi (VLC) 
• Büchner flaska: 1000 ml 
• Filterpappír: nr. 2, Whatman Vat No. 1002 150 
• Glerfiltertrekt: 3891 III, 26G4 Schott u.Gen. Jen Glas 26G4 
Þunnlagsgreining (TLC) 
• Hitaplata: Desaga Sarstedt – Gruppe Thermoplate 
• Kar fyrir TLC-plötur: CAMAG 
• Skannforrit: HP Solution Center 
• Skanni: HP Scanjet 2800 
• TLC-plötur: TLC Silica gel 60 F254, Merck 
• Tölva: Dell, Optiplex GX620 



11 

• UV-ljósmælir: CAMAG 
Fastfasa (SPE) súluskiljun 
• Loftþéttikassi: Supelco visiprepTM Cat. No. 5-7030 
• Pumpa: Millipora LL 02.02.132 
• Súla: Strata SI-1 silica, 50g/150 ml Giga tubes.  Part No. 8B-S012-YFF 
• Tilraunaglös: Pyrex 
Háþrýstivökvagreining (HPLC) 
• HLPC-tæki: Agilent 1100 Series 
• Sía: Whatman, 0,2 μm, 92332A 
• Sprauta: B⏐Braun Injekt® Tuberkulin, 1mlSúla: Phenomenex ® Gemini, 5 µm, 250 x 

21,2, mm 
• Súla: Phenomenex®, Gemini 5µm, 250 x 21,2 mm  

2.1.3 Aðferðir 

Etanólextrakt birkibarkar útbúinn 

Vigtuð voru 250 g af birkiberki og mældir voru 4500 ml af etanóli (C2H6O).  Birkiberkinum 
og etanólinu var komið fyrir í Erlenmeyerflösku.  Erlenmeyerflaskan var sett á segulhræru í 
24 klukkustundir.  Að þessu loknu var etanólextraktið síað með síupappír og leysir inngufaður 
frá.  

Vökvagreining með lofttæmi (VLC) 

Vökvagreining með lofttæmi (e. vacuum liquid chromatography, VLC) er fljótleg og auðveld 
aðferð meðal annars til grófhreinsunar á plöntuextröktum.  BpEE var fraktionerað með VLC.  

Byrjað var á að húða sýnið. 15 g af BpEE voru vigtuð í kúluflösku og leyst upp í litlu magni 
af leysi (díklórómetan).  15 g af kísilgúr var svo bætt út í kúluflöskuna og leysir inngufaður 
frá..  Húðaður extraktinn var svo skafinn úr kúluflöskunni og malaður í mortéli. 

Því næst var súlunni pakkað. Síupappír nr. 4 var settur í botninn á glerfiltertrekt og var hún 
svo pökkuð með kísilgeli 60H.  Pökkun súlunnar fór fram undir sogi.  Sett var lítið magn af 
kísilgeli í einu og því þjappað með glertappa þar til yfirborðið var orðið jafnt og þétt.  Um 2/3 
hlutar súlunnar voru fylltir með kísilgeli og loks var settur síupappír nr. 2 ofan á kísilgelið.  
Því næst var litlu magni af díklórómetani (CH2Cl2) hellt ofan á síupappírinn til að þjappa 
kísilgelinu enn betur.  Þegar búið var að pakka súlunni og hún var orðin þurr var húðað 
plöntuefnið sett ofan á kísilgelið undir sogi og síupappír nr. 1 settur efst til að eyðileggja ekki 
yfirborðið þegar ferðafösunum var hellt ofan á. 

Útbúnir voru 5 misskautaðir ferðafasar (sjá töflu 1), 250 ml af hverjum fasa, og litlu magni af 
minnst skautaða leysinum (CH2Cl2) var hellt í trektina til að bleyta örugglega í kíslinum.  
Framkvæmdar voru 5 keyrslur og byrjað var á að keyra minnst skautaða ferðafasann (CH2Cl2) 
í gegnum súluna.  Síðasta keyrslan var með mest skautaða ferðafasanum (CH3OH).  Út úr 
þessum keyrslum komu fimm misskautaðar fraktionir, en þeim var safnað saman og þær loks 
inngufaðar. 
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Tafla 1. Samsetning ferðafasa sem voru notaðir í VLC. 

 
Keyrsla 

Ferðafasi 

Hlutföll (%) Efni 
1 100 CH2Cl2 

2 75:25 CH2Cl2 : CH3OH  

3 50:50 CH2Cl2 : CH3OH 

4 25:75 CH2Cl2 : CH3OH 

5 100 CH3OH 

 

Þunnlagsgreining (TLC) 

Þunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) er ágætis aðferð til að greina hvaða 
efni eru í sýninu, umfang hvers efnis og hreinleika þeirra.  Næmni þunnlagsgreiningar er þó 
takmarkað og því er ekki hægt að treysta á hana eingöngu til að greina efni.  Til að fá 
nákvæmari greiningu verður að nota aðrar næmari aðferðir. 

Hvert sýni var leyst upp í örlitlu magni af leysi (díklórómetani) og komið fyrir í tilraunaglasi.  
Nokkrir μl af hverju sýni voru settir á TLC plötu (álplata húðuð með kísilgeli) í nokkrum 
skömmtum, en þetta var gert með mjóum glerrörum.  Passað var að hafa blettina eins litla og 
mettaða og hægt var.  Platan var loks keyrð í ferðafasa (97 : 3, CH2Cl2 : CH3OH).  Eftir 
keyrsluna var platan skoðuð undir UV-ljósi (254 nm og 366 nm) þar sem flúrljómandi efni 
sjást greinilega og teiknaður var hringur utan um þau efni á plötunni,. Loks var platan 
framkölluð með því að úða anísaldehýðlausn á hana og hita hana svo í nokkra stund á 
hitaplötu (110°C).   

Gerðar voru þrjár þunnlagsgreiningar.  Fyrsta þunnlagsgreiningin var gerð eftir VLC, en þá 
var blettað í tveim styrkjum.  Einnig voru gerðar tvær þunnlagsgreiningar eftir fastfasa (SPE) 
súluskiljun á fraktion Bp3, sýni var tekið úr fimmta hverju glasi og ef með þurfti úr öðrum 
glösum þar á milli. Sameinað var innihald þeirra glasa sem virtust hafa svipaða 
efnasamsetningu.  Í fyrri þunnlagsgreiningunni eftir SPE súluskiljun var extrakt notað sem 
viðmið og í þeirri seinni voru betúlínsýru- lúpeol- og olenaolínsýrustaðlar auk extrakts notaðir 
sem viðmið.  Framkallað var með anísaldehýðlausn í öllum þremur þunnlagsgreiningunum. 

Fastfasa (SPE) súluskiljun 

Fastfasa (e. solid phase extraction, SPE) súluskiljun er notuð til frekari hreinsunar á 
efnablöndum sem fást með VLC.  Notaðar voru einnota súlur sem búið var að pakka með 
kísilgeli og ofan á kísilgelinu var svo síupappír. 

Eftir að BpEE hafði verið þáttað með VLC var SPE súluskiljun var notuð til að aðskilja efnin 
úr Bp3.  Útbúnir voru þrír misskautaðir ferðafasar (tafla 2).  Eitthundrað og tíu tilraunaglösum 
var komið fyrir í loftþéttikassa í nokkrum lotum.  Því næst var súlan sett fyrir ofan fyrsta 
tilraunaglasið, ofan á loftþéttikassann.  SPE súlan var skoluð í gegn með hentugum fasa.  
Kveikt var á pumpu og passað að þrýstingur væri um 5 mm Hg. Því næst var súlan bleytt með 
ferðafasanum undir sogi.  Þegar súlan var orðin mettuð af ferðafasanum var Bp3 extraktið sett 
á súluna.  Passað var upp á að hafa yfirborðið jafnt og sog var sett rólega á þannig að extraktið 
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færi rólega að yfirborðinu.  Þegar extraktið var komið að yfirborðinu var nokkrum dropum af 
ferðafasa bætt ofan á extraktið.  Þetta var endurtekið nokkrum sinnum þangað til um það bil 5 
ml af ferðafasa voru komnir í gegnum súluna (í glas 1).  Þá var skipt um glas og þetta 
endurtekið upp í glas númer 110.  Ferðafasarnir þrír voru notaðir, hver ferðafasi fyrir ákveðið 
mörg SPE glös (tafla 2).   

Tafla 2. Samsetning ferðafasa fyrir SPE súluskiljun. Viðeigandi ferðafasar fyrir glös 1 til 110. 

Glös Ferðafasi 

Hlutföll Efni 
1 - 80 99 : 1 CH2Cl2 : CH2OH 

81 - 105 95 : 5 CH2Cl2 : CH2OH 

106 - 110 100% CH2OH 

 

Eins og áður kom fram voru gerðar þunnlagsgreiningar á fraktionum sem komu út úr SPE 
súluskiljun.  Fyrst var gerð þunnlagsskiljun á fimmta hverju glasi og svo á ákveðnum glösum 
á milli þeirra til að ákvarða hvaða fraktionir skyldi sameina.  Í töflu 3 má sjá fraktionir sem 
voru sameinaðar eftir SPE súluskiljun.  Fraktionirnar voru svo inngufaðar og settar í brún 
skrúfutappaglös.  Ákveðið var að vinna áfram með fraktion Bp3.4 (sjá síðar). 

Háþrýstivökvagreining (HPLC) 

Háþrýstivökvagreining (e. high performance liquid chromatography, HPLC) er góð aðferð til 
þess að aðskilja efnablöndur og er hún mikið notuð.  Fraktion B3.4 var keyrð á HPLC í þeim 
tilgangi að aðgreina efnin í fraktioninni betur.  Í keyrslunum var notaður eftirfarandi ferðafasi: 
asetónítríl:vatn:maurasýra (86:14:0,1).  Notuð var Phenomenex®, Gemini 5µm, 250 x 21,2 
mm súla.  Fyrir keyrslurnar voru 5 mg af fraktion Bp3.4 leyst upp í 1 ml blöndu af metanóli 
og ferðafasa (50:50).  0,8 ml af uppleystri fraktioninni var svo sprautað inn á 1 ml lykkju.  
Keyrðar voru 12 HPLC keyrslur í heildina.  Flæðihraðinn var stilltur á 10 ml/mín og 
bylgjulengdin á 210 nm. 

2.2 In vitro angafrumulíkan 

2.2.1 Efni 

• Blokkunarlausn fyrir ELISA: Rannsóknarstofa í gigtsjúkdómum 
• Blóð: 

o Heilblóð úr einum heilbrigðum einstaklingi 
• Boðefni, R&D Systems, England: 

o GM-CSF: Recombinant human GM-CSF 
o IL-4: Recombinant human IL-4 
o TNF-α: Recombinant human TNF-α 
o IL-1β: Recombinant human IL-1β 

• BSA: Bovine serum albumin, MP Biomedicals, USA 
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• Einstofna mótefni fyrir flæðifrumusjá: 
o Mouse anti-human HLA DR-PE, BD Biosciences, USA 
o Mouse anti-human CD14-APC, AbD Serotec, England 
o Mouse anti-human CD86-FITC, AbD Serotec, England 
o Mouse IgG1 negative control-FITC, AbD Serotec, England 
o Mouse IgG2a negative control-PE, AbD Serotec, England 
o Mouse IgG2a negative control-APC, AbD Serotec, England 

• Ficoll vökvi: Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare, Svíþjóð 
• FCS: Foetal calf serum, Invitrogen, Gibco, England 
• Frumuæti: RPMI æti m. L-glutamine, Invitrogen, Gibco, England 
• Greiningarmótefni, R&D Systems 

o Biotinylated goat anti-human IL-10 
o Biotinylated goat anti-human IL-12 

• Húðunarmótefni, R&D Systems 
o Purified mouse anti-human IL-10, clone 23738 
o Purified mouse anti-human IL-12 p40, clone 31052 

• Hvarfefni: TMB Microwell Peroxidase Substrate, KLP, USA 
• Litur fyrir frumutalningu: Trypan blue, Invitrogen, Gibco, England  
• NGS: Normal Goat Serum, AbD Serotec, England 
• Paraformaldehyde, Rannsóknarstofa í gigtsjúkdómum, LSH 
• Penicillin/Streptomycin: Invitrogen, Gibco, England 
• Prófefni: 

o Birkibörkur – sjá síðar 
• Segulkúlumótefni: CD14 MicroBeads, Miltenyi, Þýskaland 
• Staðlar fyrir ELISA, R&D Systems, England 

o Recombinant human IL-10 
o Recombinant human IL-12 p40 

• Stopplausn fyrir ELISA: Rannsóknarstofa í gigtsjúkdómum, LSH 
• Streptavidin-HRP, R&D Systems, England 
• Viðmiðunarefni: 

o LPS: Lipopolysaccharide from E. coli, Fluka 

2.2.2 Tæki og áhöld 

• EDTA blóðtökuglös:10 ml, BD Vacutainer systems, England 
• Flæðifrumusjá: Becton Dickinson FACSCalibur, BD Bioscience 
• Frumuhúdd:  Nuaire, Biological Safety Cabinets, Class II, Model no. NU-425-400E.  

Serial no. 70875 AEM 
• Frumuræktunarbakkar: 48 brunna, Nunc, Danmörk 
• Frumuræktunarskápur: Thermo Electron Corporation, Steri-Cult CO2 Incubator, Hepa, 

Class 100 
• Glös fyrir frumuflæðisjárlitun: Falcon, BD Bioscience, USA 
• MACS sett: Miltenyi, Þýskaland 
• MACS súla: LS+/VS+, Miltenyi, Þýskaland 
• Pasteurpípettur: Sarstedt 
• Pipetboy: IBS, Integra Biosciences  
• Pípettur á Pipetboy: Serological pipette, 2ml og 10 ml 
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• Skilvindur:  
o Thermo Scientific.  Multifuge 3SR+ Centrifuge 
o Sorvall T6000B Centrifuge 

• Smásjár: 
o Fluovert 
o Leica DMLS 

• Talningagler 
o Improved Neubauer 
o CountessTM cell counting chambers, Molecular probesTM, Invitrogen, Gibco, 

England. 
• Universal glös fyrir blóðskiljun: 50 ml. 

2.2.3 Aðferðir 

Í þessum hluta tilraunarinnar voru þættir einangraðir úr útdrætti af birkiberki prófaðir í 
angafrumulíkani sem hefur verið þróað á Rannsóknarstofu í gigtsjúkdómum á Landspítala 
(Omarsdottir et al., 2006; Freysdottir et al., 2008).  Í þessu líkani er notast við mónócýta sem 
eru einangraðir úr heilblóði heilbrigðra einstaklinga.  Mónócýtar eru forverar óþroskaðra 
angafruma og sýnt hefur verið fram á að mónócýtarnir þroskist í óþroskaðar angafrumur í 
nærveru GM-CSF og IL-4 (Sallusto et al., 1994).   

Vinnsla angafrumulíkansins tekur 9 daga og skiptist í nokkur skref.  Í upphafi, á degi 0, var 
blóð tekið úr einum heilbrigðum einstaklingi og einkjarna frumur einangraðar úr blóðinu.  Því 
næst voru CD14+ mónócýtar einangraðir úr einkjarna frumublöndunni og þeir sérhæfðir í 
óþroskaðar angafrumur með því að bæta GM-CSF og IL-4 út í ætið.  Á degi 7 voru óþroskuðu 
angafrumurnar örvaðar yfir í þroskaðar angafrumur með því að setja TNF-α, IL-1β og LPS út 
í ætið.  Á þessu stigi var prófefnunum (birkibarkarþáttum) bætt út í frumuræktina til að kanna 
áhrif þeirra á örvun angafrumanna.  Á degi 9 var frumum og frumufloti safnað og áhrif 
prófefnanna á þroska angafrumanna metin með því að mæla yfirborðssameindir með 
flúrskinsónæmislitun og frumuflæðisjárgreiningu og frumuboðaseytingu með ELISA aðferð.  
Prófefnin í þessari tilraun voru þættir úr birkiberki (sjá lið 2.1). 

Einangrun einkjarna fruma 
Tilraunin byrjaði á degi 0, en þá var tekið 120 ml af blóði í EDTA glös úr einum heilbrigðum 
einstaklingi.  Búið er að fá leyfi Vísindasiðanefndar til að taka blóð í þessa rannsókn og búið að 
tilkynna rannsóknina til Persónuverndar.  10 ml af Ficoll-Paque vökva voru settir í Universal glös 
og 12 ml af heilblóði pípetteraðir varlega ofan á Ficoll-Paque vökvann, og vandlega var passað 
upp á að heilblóðið blandaðist ekki Ficoll-Paque vökvanum.  Universal glösin voru spunnin í 
skilvindu við 400 g (∼1600 rpm) í 30 mínútur við 22°C án bremsu.  Eftir spuna höfðu rauð 
blóðkorn og kleyfkjarna átfrumur (e. granulocytes) fallið til botns, þar ofan á var Ficoll-Paque 
vökvinn en plasma var þar ofan á.  Á milli plasma og Ficoll-Paque lagsins voru einkjarna frumur 
(mónócýtar og eitilfrumur) (mynd 9).  Þetta má útskýra með því að eðlisþyngd Ficoll-Paque 
vökvans er meiri en einkjarna fruma og því liggja þær ofan á vökvanum.  Einkjarna frumulagið 
var fjarlægt með plast-pasteurpípettu og sett í 2 steríl 50 ml glös.   

Næst voru einkjarna frumurnar þvegnar með MACS buffer (fosfatbufferað saltvatn (PBS) 
með 0,5% BSA og 2 mM EDTA) með því að fylla glösin að 50 ml marki og þau svo spunnin í 
skilvindu við 300 g (∼1300 rpm) í 10 mínútur við 4°C.  Vökvanum var svo hellt af og frumur 
hristar upp.  Þetta var endurtekið tvisvar sinnum.  Frumur voru taldar með því að blanda 50 µl 
af frumum við 200 µl af trypan blue lausn og sett á Improved Neubauer gler. 
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Mynd 9. Einkjarna frumur einangraðar úr heilblóði.   
Vinstri mynd: fyrir skilvindun.  Hægri mynd: eftir skilvindun (Murphy et al., 2008). 
 

Einangrun CD14+ mónócýta 

CD14+ mótócýtar voru einangraðir úr einkjarna 
frumunum.  Einkjarna frumurnar voru þynntar í 12,5 x 
107 frumur á millilítra (1 x 107 frumur á hverja 80 μl) 
í MACS buffer.  Mónócýtarnir tjá CD14 á yfirborði 
sínu og því var CD14 MicroBeads, mótefnum gegn 
CD14 sem búið var að hengja segulkúlur á, bætt út í 
frumulausnina í hlutföllunum 20:80.  Mótefnin voru 
látin bindast frumunum á ís í 15 mínútur.  Frumurnar 
voru næst þvegnar með 20 ml af MACS buffer, þær 
spunnar í skilvindu við 300 g í 10 mínútur við 4°C, 
flotinu hellt ofan af frumunum og frumurnar hristar 
upp.  Því næst var 500 μl af MACS buffer bætt út í 
frumurnar fyrir 1 x 108 frumur.   

MACS súlu var komið fyrir í sterku segulsviði og hún 
þvegin með MACS buffer.  Frumulausnin var sett á 
súluna.  CD14- frumurnar voru látnar renna í gegnum 
súluna en CD14+ mónócýtarnir festust í segulsviðinu.  
Súlan var skoluð þrisvar sinnum með MACS buffer til 
þess að skola CD14- frumurnar í gegnum súluna.  
Súlan var því næst tekin úr segulsviðinu og þvegin en  
þá skoluðust CD14+ mónócýtarnir í gegnum súluna og 
var einangrun þeirra því lokið (mynd 10).  Frumurnar 
voru taldar eins og áður var lýst. 
 

CD14+ mónócýtar sérhæfðir yfir í óþroskaðar angafrumur 

CD14+ mónócýtarnir voru settir í æti (RPMI með 10% FCS og sýklalyfjum) þannig að 
styrkur þeirra yrði 0,5 x 106 frumur á millilítra.  Frumulausnin var sett á 48 brunna 
ræktunarplötu, 1 ml í hvern brunn.  Í brunnana voru einnig sett boðefnin GM-CSF og IL-4 til 
að þroska mónócýtanna yfir í óþroskaðar angafrumur.  GM-CSF var sett í brunnana í 
styrknum 1,25 μg/ml og IL-4 í styrknum 2,5 μg/ml.  Að lokum var ræktunarplatan sett í 
frumuræktunarskáp (5% CO2, 37°C, 95% raki).  Á degi 3 var 500 μl af æti og sama magni af 

 (Murphy et al., 2008). 

Mynd 10. Einangrun segulmerktra
fruma með súlu í sterku segulsviði 
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GM-CSF og IL-4 og var sett út í á degi 0 bætt út í hvern brunn.  Frumurnar voru svo ræktaðar 
áfram að degi 7. 

Óþroskaðar angafrumur örvaðar yfir í þroskaðar angafrumur 

Á degi 7 voru frumurnar skoðaðar í smásjá og lífvænleiki þeirra metinn.  Frumum og 
frumufloti var safnað með pípettu í glös og frumur taldar eins og áður var lýst.  Frumur voru 
spunnar niður við 300 g í 10 mínútur við 4°C, floti hellt af og botnfall hrist upp.  Að þessu 
loknu voru óþroskaðar angafrumur þynntar í æti í styrkinn 2,5 x 105 frumur á millilítra og 500 
μl af frumum settir í hvern brunn á 48 brunna ræktunarplötu.  Boðefnin IL-1β og TNF-α 
ásamt LPS, sem  örva óþroskaðar angafrumur yfir í þroskaðar angafrumur, voru sett í alla 
brunna, 5 µg/brunn af IL-1β, 25 µg/brunn af TNF-α og 500 µg/ml af LPS.  Að lokum voru 
prófefni í styrkjunum 50 µg/ml og 5 µg/ml sett í brunnana og frumurnar svo ræktaðar áfram 
að degi 9.   Prófefnin voru leyst upp í 5% DMSO og 95% æti áður en þau voru sett út í 
brunnana. 

Á degi 9 voru frumurnar skoðaðar í smásjá og lífvænleiki þeirra metinn.  Frumum og 
frumufloti var svo safnað með pípettu í eppendorfglös sem voru höfð á ís.  Glösin voru svo 
spunnin við 300 g í 10 mínútur við 4°C.  Eftir spuna var flotinu úr glösunum safnað í 3 
geymsluglös (sem voru höfð á ís) og þau fryst við -70°C.  Frumurnar voru endurleystar í 150 
μl af staining buffer, frumurnar taldar  og síðan skipt í 2 FACS glös. 

Frumur litaðar með flúrmerktum mótefnum og yfirborðssameindir greindar 
í frumuflæðisjá 

Sýni voru tekin fyrir frumuflæðisjá á degi 9 þegar búið var að örva óþroskuðu angafrumurnar 
yfir í þroskaðar angafrumur til að meta áhrif birkibarkarþáttana á þroskunina. 

Með flæðifrumusjá (e. flow cytometry, FACS) er hægt að flokka frumur eftir stærð, kyrningu 
(e. granularity) og tjáningu yfirborðssameinda.  Frumurnar eru fyrst merktar með flúrmerktum 
mótefnum gegn yfirborðssameindum frumanna.  Frumurnar eru svo látnar fara í gegnum 
leysigeisla og nemur tækið dreifingu og endurkast ljóssins, en það gefur upplýsingar um stærð 
og kyrningu frumanna.  Tækið nemur einnig endurkast flúrljómunarinnar, sem gefur 
upplýsingar um hvaða flúrmerktu mótefni hafa bundist yfirborðssameindum hverrar frumu og 
því hvaða yfirborðssameindir er að finna á frumunni (Mynd 11) (Murphy et al., 2008).  Í 
þessari tilraun voru notuð flúrmerkt mótefni sem flúrljómuðu appelsínugulum (phycoerythrin, 
PE), grænum (fluorescein, FITC) og rauðum (allophycocyanin, APC) lit. 
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Mynd 11. Skematísk mynd af frumuflæðisjá  
(Murphy et al., 2008). 

 
Einstofna flúrmerkt mótefni gegn CD14, CD86 og HLA-DR voru sett í annað glasið, 5 μl af 
hverju mótefni í þynningu skv. leiðbeiningum frá framleiðanda (sjá nánar töflu 1).  Í hitt 
glasið voru sett 5 µl af ísótýpu viðmiðum.  Þegar mótefnin höfðu verið sett í FACS glösin 
voru glösin sett á ís í 20 mínútur þar sem mótefnunum var leyft að bindast 
yfirborðssameindum á frumunum.  Því næst voru frumurnar þvegnar með 2 ml af 
litunarbuffer (PBS með 0,5% BSA, 20 mM EDTA, 0,1% NaN2) og glösin spunnin við 1200 
rpm í 5 mínútur við 4°C.  Hellt var ofan af frumunum, þær hristar upp og að lokum voru 
frumurnar endurleystar og fixeraðar með því að bæta 300 μl af 1% paraformaldehýði út í öll 
glösin.  Frumurnar voru geymdar í kæli fram að mælingu í frumuflæðisjá. 

Tafla 3. Samsetning einstofna mótefna og viðmiða í FACS-glösum. 

Glas 1 Glas 2 
IgG1-FITC - Viðmið Anti-CD86-FITC 
IgG2a-PE - Viðmið Anti-HLA-DR-PE 

IgG2a-APC - viðmið Anti-CD14-APC 
 

Safnað var 10 þúsund frumum og angafrumurnar greindar eftir stærð og kyrningu. 
Niðurstöður voru sýndar sem prósent jákvæðra fruma (miðað við frumur litaðar með ísótýpu 
viðmiði) og meðalflúrljómun (e. mean fluorescence intensity, MFI).  

Boðefni í frumufloti mælt með ELISA aðferð 

ELISA mæling var gerð á frumuflotinu af angafrumunum til þess að mæla styrk IL-10 og IL-
12p40 sem þroskuðu angafrumunar seyttu og því hvaða áhrif prófefnin höfðu á þroska þeirra.  
Húðunarmótefnin anti-IL-10 og anti-IL-12 p40 voru þynnt í PBS í viðeigandi þynningum eftir 
upplýsingum frá framleiðanda.  100 μl af öllum mótefnunum voru settir í alla brunna á ELISA 
plötum og látið standa við herbergishita yfir nótt.  Húðunarlausn var skvett úr brunnunum 
daginn eftir, en brunnarnir ekki þvegnir. 300 μl af blokkunarlausn voru settir í alla brunna og 
látið standa við herbergishita í 1 klukkustund.  Að því loknu voru plöturnar þvegnar 4 sinnum 
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með þvottalausn (PBS með 0,05% Tween-20). Staðlar fyrir IL-10 og IL-12 p40 voru þynntir í 
ELISA-bufferlausn (PBS með 1% BSA) í 7 tvöföldum þynningum samkvæmt leiðbeiningum 
frá framleiðanda.  Tveir brunnar innihéldu einungis ELISA-bufferlausn og voru þessir 
brunnar notaðir sem viðmið.  Sýni fyrir IL-10 voru mæld óþynnt en sýni fyrir IL-12p40 voru 
mæld þynnt 1:10.  100 µl af staðalþynningum eða sýnum voru sett í tvo brunna (e. duplicate)  
og plöturnar látnar standa í herbergishita í 2 klukkustundir. Því næst voru plöturnar þvegnar 4 
sinnum með þvottalausn. 

Bíótínmerkt IL-10 og IL-12 greiningarmótefni voru þynnt í ELISA-bufferlausn eftir 
upplýsingum frá framleiðanda.  100 μl af greiningarmótefnunum voru svo settir í viðeigandi 
brunna og plöturnar látnar standa við herbergishita í 2 klukkustundir og síðan þvegnar 4 
sinnum með þvottalausn.  Streptavidin-HRP var þynnt í ELISA-bufferlausn og 100 μl af því 
var sett í alla brunna.  Plöturnar voru látnar standa við herbergishita í 20 mínútur og þvegnar 4 
sinnum með þvottalausn.  100 μl af hvarfefnislausn var bætt út í alla brunna og plöturnar 
látnar standa við herbergishita (ekki í ljósi) þar til litur hafði komið nokkuð vel upp á efsta 
staðli.  Þá var 50 μl af stopplausn bætt út í alla brunna og  gleypni gula litarins sem myndaðist 
lesinn strax í ljósmæli við 450 µm.  Staðalkúrfur voru gerðar þar sem styrkur staðals var á X-
ás og ljósgleypni á Y-ás og styrkur boðefnanna í frumuflotinu reiknaður út frá jöfnu línunnar 
og gefinn upp í pg/ml.  
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3 Niðurstöður 

3.1 Birkibarkarextrakt 

3.1.1 Þáttun birkibarkar með VLC og SPE 

Birkibarkaretanólextrakt var útbúið í upphafi tilraunar og var vökvagreining undir lofttæmi 
(VLC) notuð til þess að þátta extraktið í fimm misskautaðar fraktionir.  Misskautaðir 
ferðafasar voru notaðir til þessa, en þeir voru með mismunandi hlutföll af díklórómetani og 
metanóli. Fimmtán grömm af extrakti voru notuð í VLC og úr greiningunni komu fraktionir 
Bp1 til Bp5.  Mynd 12 sýnir þunnlagsgreiningu (TLC) sem var gerð á þessum fimm 
fraktionum.  Ákveðið var að vinna áfram með fraktion B3 þar sem fyrri rannsóknir höfðu sýnt 
fram á að hún hefði mesta virkni í angafrumulíkaninu (Sigurpálsson et al., 2009).  Þyngd 
fraktionar B3 var 4,33 g, en hinar fraktionirnar voru ekki vigtaðar. 

 

 

Mynd 12. TLC á fimm fraktionum úr VLC (Bp1, Bp2, Bp3, Bp4, Bp5).  
Blettað í tveim styrkjum: B=lægri styrkur, B*=hærri styrkur.  
Díklórómetan:metanól (97:3) notað sem ferðafasi. Framkallað  
með anísaldehýðlausn. 
 

    Bp1  Bp1*   Bp2    Bp2*  Bp3    Bp3*    Bp4  Bp4*   Bp5 Bp5* 
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Fastfasa (SPE) súluskiljun var gerð á fraktion Bp3 til að fraktionera hana enn frekar.  Notaðir 
voru þrír misskautaðir ferðafasar: díklórómetan:metanól (99:1), díklórómetan:metanól (95:5) 
og metanól (100%).  Fraktionum úr SPE var safnað saman í 110 glös.  TLC var gert til að 
ákvarða hvaða fraktionir skyldi sameina, fyrst á fimmta hverju glasi og svo á ákveðnum 
glösum á milli þeirra.  Á mynd 13 sjást niðurstöður TLC á fimmta hverju glasi, en BpEE var 
notað til viðmiðunar.   Á mynd 14 má sjá niðurstöður TLC á ákveðnum glösum á milli fimmta 
hvers glass og þar voru BpEE, lúpeol, oleanólínsýra og betúlínsýra notuð sem viðmið.  Á 
myndinni sést að flest viðmiðunarefnin eru til staðar í glösum 26, 28, 46 og 48.  Ákveðið var 
að sameina þau glös sem innihéldu nánast sömu efnin.  Í töflu 4 má sjá fraktionir sem voru 
sameinaðar eftir SPE súluskiljun, en úr urðu átta fraktionir sem voru nefndar Bp3.1 til Bp3.8.  
Leysir var loks inngufaður frá fraktionunum og þær settar í brún skrúfutappaglös.  Í töflu 4 
sést hvaða glös voru sameinuð í fraktionir.  Ákveðið var að vinna áfram með fraktion B3.4, 
sem innihélt fraktionir úr glösum 26 til 45 úr SPE (grænt í töflu 4) þar sem fyrri niðurstöður 
höfðu sýnt að fraktionir á þessu bili voru með mikla virkni í angafrumulíkaninu (Aðalheiður 
Eggertsdóttir et al, óbirtar niðurstöður). 

 

Mynd 13.   TLC á fimmta hverju glasi úr SPE súluskiljun á fraktion Bp3. 
Alls voru eitthundrað og tíu glös í súluskiljuninni.  Extrakt (E) var notað sem viðmið. Díklórómetan:metanól 
(97:3) notað sem ferðafasi.  Framkallað með anísaldehýðlausn. 
 

5   10     15    20      25    30    35     40    45   50    55    60    65    70     75    80     85    90      95    100   105  110     E
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Mynd 14. TLC á ákveðnum glösum úr SPE súluskiljun á fraktion Bp3 
Alls voru eitthundrað og tíu glös í súluskiljuninni.  Extrakt (E), lúpeol (L),  
oleanolínsýra (O) og betúlínsýra (BS) voru notuð sem viðmið.  
Díklórómetan:metanól (97:3) notað sem ferðafasi.  Framkallað með 
anísaldehýðlausn. 
 

Tafla 4. Fraktionir eftir SPE súluskiljun sameinaðar  
í átta fraktionir, Bp3.1 - Bp3.8. 

Fraktion númer Sameinuð glös 
B3.1 0-15 
B3.2 16-20 
B3.3 21-25 
B3.4 26-45 
B3.5 46-57 
B3.6 58-87 
B3.7 89-95 
B3.8 96-110 

 

3.1.2 Aðgreining efna í Bp3.4 með HPLC 

Til að aðgreina efnin úr fraktion Bp3.4 var framkvæmd magnbundin háþrýstivökvagreining 
(HPLC).  Asetónítríl:vatn:maurasýra (86:14:0,1) var notað sem ferðafasi.  Keyrðar voru 
nokkrar keyrslur í upphafi til að þróa góða aðferð fyrir fraktion Bp3.4.  Erfiðleikar voru í 
upphafi þar sem fraktionin var torleyst, en loks fannst hentugur leysir, metanól:ferðafasi 
(50:50).  Þá voru keyrðar 12 keyrslur og efnunum safnað í glös.  Einnig voru lúpeol, 
betúlínsýra og betúlín keyrð á súlunni sem viðmið.  Út úr keyrslunum á Bp3.4 komu 15 
fraktionir, nefndar Bp3.4.1 til Bp3.4.15.  Fraktionir Bp3.4.1 til Bp3.4.4 og Bp3.4.11 til 

  17  22    26   28    46   48    57   82     97    102   E    L       O    BS 
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Bp3.4.12 voru þó sameinaðar þannig að úr urðu í raun 11 fraktionir.  Á mynd 14 sést síðasta 
HPLC keyrslan á Bp3.4.  Í töflu 5 má sjá þyngd fraktionanna eftir frostþurrkun.  Einnig sést 
þar þyngd glass sem inniheldur allar fraktionir, en það gleymdist að vigta glasið tómt þannig 
að ekki er vitað hvað sýnið vóg mikið.  Mínusgildi var á þyngd fraktiona Bp3.4.5 og Bp3.4.13 
(rautt í töflu), en líklega má rekja það til óstöðugrar vogar.  Heildarheimtur voru 33,33 mg. 

 

Mynd 15. Tólfta og síðasta HPLC keyrslan á fraktion Bp3.4. 
Flæðihraði: 10 ml/mín.  Bylgjulengd: 210 nm. 
 

Tafla 5. Þyngd fraktiona sem fengust úr HPLC. 

Fraktion Þyngd glass 
Þyngd glass 
með fraktion Þyngd fraktionar 

Bp3.4.1 - Bp3.4.4 4923,38 mg 4924,94 mg 1,56 mg 
Bp3.4.5 4883,26 mg 4883,06 mg -0,2 mg 
Bp3.4.6 4861,23 mg 4862,95 mg 1,72 mg 
Bp3.4.7 4823,00 mg 4825,74 mg 2,74 mg 
Bp3.4.8 4903,81 mg 4906,82 mg 3,01 mg 
Bp3.4.9 4865,55 mg 4880,42 mg 14,87 mg 
Bp3.4.10 4865,10 mg 4865,77 mg 0,67 mg 
Bp3.4.11 - Bp3.4.12 4883,63 mg 4888,05 mg 4,42 mg 
Bp3.4.13 4859,25 mg 4859,04 mg -0,21 mg 
Bp3.4.14 4932,79 mg 4934,44 mg 1,65 mg 
Bp3.4.15 4885,80 mg 4888,49 mg 2,69 mg 
Bp3.4.1 - Bp3.4.15 ? 4897,79 mg ? 
    Samtals 33,33 mg 
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3.2 In vitro angafrumulíkan 

3.2.1 Áhrif birkibarkarfraktiona á yfirborðssameindir angafruma in 
vitro 

Eins og áður sagði fengust 15 fraktionir úr HPLC en ákveðið var að sameina fraktionir 
Bp3.4.1 til Bp3.4.4 og Bp3.4.11 til Bp3.4.12.  Þá stóðu eftir 11 fraktionir, númeraðar frá 1 til 
11 (tafla 6).  Sýni númer 12 innihélt svo allar fraktionirnar saman.  Þessar fraktionir voru 
leystar upp í 5% DMSO og 95% æti þannig að lokastyrkur þeirra yrði 2,5 mg/ml og prófaðar í 
angafrumulíkani með það að markmiði að kanna hvaða áhrif þær gætu haft á tjáningu 
yfirborðssameinda angafrumanna og seytingu boðefna. 

Tafla 6. Númer fraktiona sem fengust úr HPLC. 
Fraktionirnar voru númeraðar frá 1 til 11 (B3.4.1- B3.4.15) og einnig var aukaglas með  
öllum fraktionum (númer 12).  Þyngd fraktiona er gefin upp auk heildarmagns ætis og  
DMSO sem þurfti til að leysa fraktionir upp fyrir tilraunir á angafrumum. 

Númer Fraktion Vigt  Magn ætis+DMSO 
1 Bp3.4.1 - Bp3.4.4 1,56 mg 0,624 ml 
2 Bp3.4.5 0,85 mg 0, 340 ml 
3 Bp3.4.6 1,72 mg 0,688 ml 
4 Bp3.4.7 2,74 mg 1,096 ml 
5 Bp3.4.8 3,01 mg 1,204 ml 
6 Bp3.4.9 14,87 mg 5,948 ml 
7 Bp3.4.10 0,67 mg 0,268 ml 
8 Bp3.4.11 -  Bp3.4.12 4,42 mg 1,768 ml 
9 Bp3.4.13 0,56 mg 0,224 ml 
10 Bp3.4.14 1,65 mg 0,660 ml 
11 Bp3.4.15 2,69 mg 1,076 ml 
12 Bp3.4.1 - Bp3.4.15 ∼4,42 mg 1,768 ml 
 

Frumur voru litaðar með flúrmerktum mótefnum og tjáning yfirborðssameindanna CD14, 
CD86 og HLA-DR metin í frumuflæðisjá.  Nokkuð margar fraktionir virtust bæla tjáningu 
CD86 í hærri styrk (50 µg/ml) en fraktionirnar virtust hins vegar ekki hafa mikil áhrif í lægri 
styrk (5 µg/ml).  Fraktionirnar sem bældu tjáningu CD86 voru Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7, 
Bp3.4.10 og Bp3.4.14 (sjá mynd 15 og viðauka A). 
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Mynd 16. Áhrif birkibarkarfraktiona á tjáningu CD86 á yfirborði angafruma. 
Fraktionir í tveim styrkjum, 50 µg/ml (A) og 5 µg/ml (B).  Niðurstöður eru gefnar upp í prósentum fruma sem tjá 
CD86 (efri mynd) og meðalflúrljómun (MFI, neðri mynd).  LPS notað sem viðmið. 
 

Nokkrar fraktionir juku tjáningu á HLA-DR og voru það aðallega sömu fraktionir og bældu 
tjáningu á CD86 (mynd 16 og viðauki A), þ.e. fraktionir Bp3.4.5., Bp3.4.6, Bp3.4.7 og 
Bp3.4.10.  Fraktion Bp3.4.11-Bp3.4.12 jók einnig tjáningu á HLA-DR. 
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Mynd 17. Áhrif birkibarkarfraktiona á tjáningu HLA-DR á yfirborði angafruma. 
Fraktionir í tveim styrkjum, 50 µg/ml (A) og 5 µg/ml (B).  Niðurstöður eru gefnar upp í prósentum fruma sem tjá 
HLA-DR (efri mynd) og meðalflúrljómun (MFI, neðri mynd).  LPS notað sem viðmið. 
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3.2.2 Áhrif birkibarkarfraktiona á boðefnaframleiðslu angafruma 
in vitro 

Áhrif fraktionanna ellefu á boðefnaframleiðslu angafruma in vitro voru einnig könnuð, en það 
var gert með ELISA mælingu þar sem framleiðsla og styrkur boðefnanna IL-10 og IL-12p40 
var mældur. 

Nokkrar fraktionir höfðu bælandi áhrif á boðefnaframleiðslu angafrumanna og voru það oftast 
sömu fraktionir sem bældu framleiðslu á IL-10 og IL-12p40 (myndir 17 og 18 og viðauki A).  
Þó varð nokkuð meiri bæling á IL-10 en IL-12p40.  Fraktionirnar sem höfðu bælandi áhrif á  
framleiðslu IL-10 og IL-12p40 voru Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7 og Bp3.4.10.  Þó virtist 
fraktion Bp3.4.14 einungis bæla framleiðslu á IL-10 en ekki IL-12p40.  Fraktionirnar höfðu 
aðallega áhrif í hærri styrknum (50 µg/ml). 
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Mynd 18. Áhrif birkibarkarfraktiona á IL-10 seytingu angafruma. 
Fraktionir í tveim styrkjum, 50 µg/ml (A) og 5 µg/ml (B).  Niðurstöður eru gefnar upp í pg/ml.   
LPS notað sem viðmið. 
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Mynd 19. Áhrif birkibarkarfraktiona á IL-12p40 seytingu angafruma 
Mynd 18.  Áhrif birkibarkarfraktiona á IL-12p40 seytingu angafruma. Fraktionir í tveim styrkjum,  
50 µg/ml (A) og 5 µg/ml (B).  Niðurstöður eru gefnar upp í pg/ml.  LPS notað sem viðmið. 
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4 Umræður og ályktanir 
Þetta rannsóknarverkefni er hluti af stærri rannsókn þar sem skoðuð eru áhrif birkibarkar á 
ónæmissvör, með það að markmiði að finna efni í berkinum sem geta hugsanlega unnið gegn 
liðagigt í mönnum.  Í rannsókninni var athugað hvort efni úr birkiberki bældu ræsingu 
angafruma manna in vitro.  Til að finna og greina efni í birkiberkinum sem bæla ræsingu 
angafruma var notast við lífvirknileidda þáttun.  Fyrri rannsóknir sýna að bæði 
birkibarkarextrakt og fraktionir Bp3 og Bp4 bæla ræsingu angafruma in vitro.  Ef angafrumur 
voru þroskaðar með birkibarkarextrakti og Bp3 og Bp4 dró það úr seytingu boðefnanna IL-6, 
IL-10 og IL-12p40 og hafði bælandi áhrif á tjáningu yfirborðssameindanna CD86, CD197 
(CCR7) og CD209 (DC-SIGN) (Sigurpalsson et al., 2009).  Aðalheiður Eggertsdóttir, 
meistaranemi í lyfjafræði, þáttaði fraktion Bp3 enn frekar og gaf sú þáttun tíu fraktionir, 
Bp3.1 til Bp3.10 þar sem fraction Bp3.5 var lang virkust í bælingu angafruma (Aðalheiður 
Eggertsdóttir et al., óbirtar niðurstöður).  Niðurstöður benda til að þessi virka fraktion 
innihaldi að minnsta kosti tríterpenana betúlín, betúlínsýru, lúpeol og oleanólínsýru 
(Aðalheiður Eggertsdóttir et al., óbirtar niðurstöður). 

Markmið þessa rannsóknarverkefnis var að nota lífvirknileidda þáttun til að þátta birkibörk 
með það að leiðarljósi að einangra efnasambönd úr birkiberkinum sem hefðu bælandi áhrif á 
ræsingu angafruma.  Birkibarkaretanólextrakt, sem var útbúið í upphafi tilraunar, var þáttað 
niður í fimm misskautaðar fraktionir, Bp1 til Bp5, með vökvagreiningu undir lofttæmi (VLC).  
Fraktion Bp3 var svo fraktioneruð enn frekar með fastfasa (SPE) súluskiljun sem gaf átta 
fraktionir, Bp3.1 til Bp3.8.  Fraktion Bp3.4 var svo fraktioneruð enn frekar, þar sem fyrri 
niðurstöður höfðu sýnt að fraktionir á þessu bili voru með mikla virkni í angafrumulíkaninu 
(Aðalheiður Eggertsdóttir et al., óbirtar niðurstöður).  Magnbundin háþrýstivökvagreining 
(HPLC) var notuð til að aðgreina efnin úr fraktion Bp3.4 og gaf greiningin fimmtán fraktionir, 
Bp3.4.1 til Bp3.4.15.  Fraktionir Bp3.4.1 til Bp3.4.4 voru þó sameinaðar sökum þess hversu 
líkar þær voru, sem og fraktionir Bp3.4.11 og Bp3.4.12, þannig að útkoman varð í raun ellefu 
fraktionir sem voru svo prófaðar í in vitro angafrumulíkani. 

Fraktionirnar ellefu voru prófaðar með tilliti til áhrifa þeirra á tjáningu yfirborðssameindanna 
CD14, CD86 og HLA-DR hjá angafrumum, en þessi tjáning var metin í frumuflæðisjá.  Mjög 
fáar frumur tjáðu CD14 og engin breyting var á tjáningu milli fraktiona.  Hinsvegar höfðu 
fimm fraktionir áhrif á tjáningu CD86 og HLA-DR, en það virðist sem áhrif fraktionanna 
komi einungis fram þegar fraktionirnar eru í hærri styrknum. Fraktionirnar höfðu bælandi 
áhrif á tjáningu CD86 en þessar sömu fraktionir juku tjáningu HLA-DR.  Þetta er erfitt að 
útskýra þar sem hækkun og lækkun á tjáningu þessara sameinda eru yfirleitt tengd (Murphy et 
al, 2008).  Því miður voru sýnin orðin gömul þegar þau fóru í frumuflæðisjána og möguleiki 
er á að flúrlitirnir hafi verið farnir að skemmast sem hafi haft áhrif á greiningu litanna.   

ELISA mælingar voru gerðar til að mæla boðefnaseytingu angafrumanna til að meta áhrif 
fraktionanna á þroska frumanna.  Boðefni sem ræstar angafrumur seyta in vivo geta haft mikil 
áhrif á sérhæfingu T-fruma.  IL-12 skiptir til dæmis miklu máli varðandi sérhæfingu óreyndra 
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T-fruma í TH-frumur og IL-12 stuðlar einnig að fjölgun frumanna (Murphy et al, 2008).  Í 
þessari rannsókn sýndu ELISA mælingar að fraktionirnar fimm sem höfðu áhrif á tjáningu 
yfirborðssameindanna CD86 og HLA-DR höfðu einnig bælandi áhrif á seytingu IL-12p40.  
Efnasambönd sem bæla IL-12 seytingu angafruma og draga þannig úr sérhæfingu og ræsingu 
TH1-fruma geta haft bólguhemjandi áhrif.   

Einungis var gerð ein tilraun í angafrumulíkaninu og því gefur rannsóknin ekki afgerandi 
niðurstöður.  Hins vegar gefur hún ýmsar vísbendingar um áhrif fraktiona úr birkiberki á 
ræsingu angafruma.  Það er áhugavert að svona margar fraktionir hafi áhrif ef um hrein efni er 
að ræða  í hverri fraktion.  Ástæðan fyrir þessu getur verið sú að þetta eru byggingarlega mjög 
lík efnasambönd sem e.t.v. hafa svipaða verkun. Einnig gæti verið að í hverri fraktion séu 
fleiri en eitt efni, en hægt að kanna það með mismunandi greiningaraðferðum eins og t.d. 
kjarnsegulgreiningu og massagreiningu.  Engin af fraktionunum hafði eins afgerandi áhrif og 
höfðu sést fyrir fraktion Bp3.4.  Það er hugsanlegt að áhrifin sem sáust í þeirri fraktion hafi 
verið vegna samlegðaráhrifa fleiri en eins efnis, þ.e. að ákveðnar fraktionir innihaldi 
efnasambönd sem hafa kannski ekki svo mikil áhrif ein og sér, en áhrifin komi í ljós þegar 
þau eru að vinna saman.  

Líklegt þykir að fraktionir Bp3.4.7 og Bp3.4.8 innihaldi betúlínsýru, en fraktion Bp3.4.7 
virtist einmitt draga úr boðefnaseytingu og tjáningu yfirborðssameinda.  Þessi fraktion olli 
töluverðum frumudauða og getur því lækkun í boðefnaseytun og tjáningu yfirborðssameinda 
verið vegna þess að lifandi frumur eru færri. Talið er að fraktion Bp3.4.9 innihaldi betúlín, en 
sú fraktion hafði engin ónæmisbælandi áhrif í þessari tilraun sem er í samræmi við fyrri 
niðurstöður (Sigurpálsson et al, 2009).  Mestar heimtur urðu líka á Bp3.4.9 sem samræmist 
því að betúlín finnst í miklu magni í birkiberki (Abyshev o.fl. 2009).  Ekki var unnt að greina 
út frá viðmiðum í háþrýstivökvagreiningunni í hvaða fraktionum lúpeol og oleanolínsýru var 
að finna. 

Næstu skref í rannsóknarverkefninu væru væntanlega að ákvarða hreinleika og 
byggingaákvarða efnin í fraktionunum sem sýndu áhrif (Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7, Bp3.4.10 
og Bp3.4.14), athuga aftur áhrif þeirra í in vitro angafrumulíkani og bera saman við 
niðurstöður úr þessari rannsókn.  Það þarf að endurtaka slíkar tilraunir til þess að þær 
niðurstöður teljist marktækar, en eins og áður sagði eru niðurstöðurnar úr þessari tilraun 
frekar vísbendingar en áreiðanlegar niðurstöður.  Þessi tilraun staðfesti þó enn frekar 
hugsanleg bólguhemjandi áhrif efna úr birkiberki og getur þessi vitneskja reynst gagnleg í 
framtíðinni við meðhöndlun ýmissa sjálfsofnæmissjúkdóma, eins og liðagigtar. 
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