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Hér med lysi ég pvi yfir ad ritgerd pessi er samin af mér og ad hin
hefur hvorki ad hluta né heild verid 16gd fram 4dur til haerri profgradu.

Johann Frimann RUnarsson



Utdrattur

Triterpenar ur birkiberki hafa synt ymiss konar lifvirkni, p.4.m. dhugaverd onamisstyrandi
ahrif, en helstu triterpenar sem hafa fundist i birkiberki eru betalin, betulinsyra, lipeol og
oleanolinsyra. Fyrri nidurstddur syna ad birkibarkarextrakt og fraktionir Bp3, Bp4 og Bp3.5
bzla reesingu angafruma. I pessu verkefni var pvi akvedid ad patta birkiborkinn enn frekar i
von um ad finna hvada efni i berki Betula pubescens bldu resingu angafruma. Notast var
vid lifvirknileidda pattun til ad einangra efni Gr berkinum sem mogulega baldu raesingu
angafruma manna in vitro. Birkibarkarextrakt var pattad i misskautadar fraktionir med VLC
og SPE suluskiljunadferoum sem gafu fraktionir Bp3.1 - Bp3.8. Bp3.4 var pattad frekar med
HPLC, sem gaf fraktionir Bp3.4.1 - Bp3.4.15, sem eftir sameiningu urdu ellefu fraktionir.
Fraktionirnar voru préfadar i in vitro angafrumulikani. Tjaning yfirbordssameinda (CD14,
CD86 og HLA-DR) angafruma i ndvist fraktionanna var metin i frumufledisjad. Fimm
fraktionir baeldu tjaningu CD86 og leiddu til pess ad fzrri angafrumur voru CD86 " en pessar
somu fraktionir hofou 6fug ahrif 4 tjaningu 4 HLA-DR. betta er 6venjulegt og mé liklega
rekja til skemmdra flarlita. Bodefnaseyting (IL-10 og IL-12p40) angafruma var mald med
ELISA, en somu fraktionir og hofou ahrif & tjaningu yfirbordssameindanna virtust bela
seytingu 4 IL-10 og IL-12p40.

Ahugavert er ad svona margar fraktionir hafi ahrif og e.t.v. eru hrein efni i einhverjum
fraktionum. Po6 getur verid ad adgreining efnanna hafi ekki tekist négu vel. Nast pyrfti
liklega a0 akvarda hreinleika og byggingarakvarda efnin i virku fraktionunum (Bp3.4.5 -
Bp3.4.7, Bp3.4.10 og Bp3.4.14). Einungis var framkvamd ein tilraun i angafrumulikaninu og
nidurstodur hennar gefa einungis visbendingar um hugsanleg bélguhemjandi ahrif efna ur
birkiberki, en endurtaka parf pessar tilraunir til ad fa ar pvi skorid. Pessi efnasambdnd gaetu
e.t.v. gagnast i framtidinni gegn sjalfsofnemissjukdomum, eins og lidagigt.

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
CDS86" 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.



Efnisyfirlit

IMLY MU coceiennneiiinreninnensnncssnncsssnecsssnncssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssns vii
TORIUT connieiniiiiiiiinieceinecneesteseestessseesseessesssesssesssssssssssssessssssssnsssassssassssssssssssansssasanns viii
Skammstafanir ). ¢
PAKKIT cuveeeniiiiiiiiniiintiineinnecnticsnnisnissesssicssnisssesssessssissssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssassssassnns X
1 INNGANGUE ccuueeiiiiriiiirininrinsttesssencssssscssssssssssessssnssssssesssssessssssssssssssssesssssessssssssssasssssssssses 1
1.1 Nattaruefni og onemisstyrandi Ahrif PEIrra .........coeceeeviierieiiieniieieeeee e, 1
L2 BIIKI ettt sttt 1
1.3 Efnainnihald birkibarkar ...........coccooiiiiiiii e, 2
L3010 BN oo 2

1.3.2 BetUIINSYTa..cceiiiiieiieeiiee ettt ettt ettt ens 3

1.3.3 LUOPCOL.c.ceiiiiieieeeeee ettt ettt et eeae e e e enneeeabaen 4

1.3.4  OleanOliNSYIa.......couiriiiirieniieieiierie ettt st 4

1.4 ONRIUSKEITIO ..o seeenaes 5
1.5 ANGATUMUL ....oiiiiiii ettt ettt et e s e e e e 7
L.5.1 FIOKKUN ..ottt s 7

1.5.2  Samskipti VI T-frUmur .....cccoooiiiiiniiniiiinteeceeeee e 8

1.6 Markmid VerkefNiSins ........cccuevieiiieiiiieieiiese e 9

P2 D i 11T T ) () 011 1 RO 10
2.1 BirkibarkareXtrakt ...........cccoeoierieiiiiienieeeeeee e 10

2 U B 2 1 TSRS URRPRSTSRI 10

2.1.2 Taeki 0Z QRO ...ccviiiiiiiicieeee e e 10

2,13 ADTCIONL ittt et ettt 11

2.2 Invitro angafrumuliKan ............ccocoiiiiiiiiiiiieiiecece e 13
B L 2 1 SRS URTRPTRSTR 13

2.2.2  Taeki 0Z ANOIA ...cccviiiiieiiicieceee e e 14

2.2.3 ADTCTOIL ..ottt ettt ettt et 15

3 NIOUTSTOOUL cceecuveriisnrcssrncsssnncsssnecsssnessssnesssssesssssessssssssssssssssasssssssssssesssssessssssssssssssssssssses 20
3.1 BirkibarkareXtrakt .........ccooiiiiiiiiiiiiiieie e 20
3.1.1 Pattun birkibarkar med VLC 0g SPE ........ccccooiiiiiiieieeeeee e 20

3.1.2  Adgreining efna i Bp3.4 med HPLC ..o 22

3.2 Invitro angafrumuliKan .............ccceeiiiiriieiieiie e 24
3.2.1 Ahrif birkibarkarfraktiona a yfirbordssameindir angafruma in vitro .......... 24

3.2.2 Ahrif birkibarkarfraktiona a bodefnaframleidslu angafruma in vitro.......... 27

4 Umraeour 08 AlYKEANIT ...ccovieiivercissnncissnicssnisssanssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 28
HEIMILAIE cooueeinniiiiiiiiiiiiniiiiiniinitinieicintnessteessnsicssssiesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 30
VIDAUKI 1 couueeeriiiiiiiiiiiinniinniinniinecsnicsnnissnssseessseessessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssass 33

vi



Myndir

Mynd 1. Efnabygging lipan, oleanan 0g Ursan............cccceecueerieriienieniieeiieeieeiee e 2
Mynd 2. Efnabyggin BEtllinS. ........ceeouiieiiiriiiiieiieeie ettt era e ens 3
Mynd 3. Betulinsyra myndud 0r betalini 1 tveimur skrefum.............c..ccoooiiiiiiiiniiin, 3
Mynd 4. Efnabygging IIPEOIS. .....cocvieiuiiiiiiiieiecteeeee ettt ens 4
Mynd 5. Efnabygging oleanOlinSYIU. ........cooiiiiiiiiiiiiieiieeieeie et 5
Mynd 6. Hlutverk mismunandi T-verkfruma. ...........ccccoceeriiieiieiiieniecie e 6
Mynd 7. Syning moétefnisvaka og hjalparbod eru naudsynleg fyrir virkjun T-frumu........... 7
Mynd 8. Bodefni i umhverfi T-fruma sem stjorna sérhafingu peirra. .........cccoeevverveenneennnnnns 8
Mynd 9. Einkjarna frumur einangradar Gr heilblOdi. ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiieee 16
Mynd 11. Einangrun segulmerktra fruma meo stlu i sterku segulsvidi.........cccccevuervenennee. 16
Mynd 12. Skematisk mynd af frumufla@disja......c.ccooeriiniiiiniiniee, 18
Mynd 13. TLC & fimm fraktionum Gr VLC (Bp1, Bp2, Bp3, Bp4, BpS). ceeecvveiieeiieen 20
Mynd 14. TLC & fimmta hverju glasi Gr SPE suluskiljun 4 fraktion Bp3............c.c.c..c..... 21
Mynd 15. TLC & dkvednum glosum ur SPE stluskiljun & fraktion Bp3........cccccooevieneeee. 22
Mynd 16. Toélfta og sidasta HPLC keyrslan a fraktion Bp3.4.......ccccooeiiininiiniininineee. 23
Mynd 18. Ahrif birkibarkarfraktiona 4 tjaningu HLA-DR 4 yfirbordi angafruma. ............ 26
Mynd 19. Ahrif birkibarkarfraktiona 4 IL-10 seytingu angafruma. .............ocococeueveeueuenn... 27
Mynd 20. Ahrif birkibarkarfraktiona a IL-12p40 seytingu angafruma...............ccccoooo....... 27

vil



Toflur

Tafla 1. Samsetning ferdafasa sem voru notadir i VLC. .......c.ccoooviiiniininiiniiniiiciceee, 12

Tafla 2. Samsetning ferdafasa fyrir SPE suluskiljun. Videigandi ferdafasar fyrir glos 1

BIL T L0 ettt 13
Tafla 3. Samsetning einstofna moétefna og viomida i FACS-glosum..........ccceeevvevieenennen. 18
Tafla 4. Fraktionir eftir SPE stluskiljun sameinadar ............ccccecevvenieninicneenenicnecneenne. 22
Tafla 5. byngd fraktiona sem fengust Ur HPLC. .........ccccoooiiiiiiiiiiiiieceeeee e, 23
Tafla 6. Numer fraktiona sem fengust ir HPLC. .......ccccocoiiiiiniiniiniiiccceceeeee 24

viii



Skammstafanir

Bp Betula pubescens fraktion

BpEE Betula pubescens extandlextrakt

DCs e. Dendritic cells (angafrumur)

DMSO Dimetylstlfoxid (e. dimethyl sulfoxide)

ELISA e. Enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Frumufladisja (e. fluorescence-activated cell sorter)
GM-CSF e. Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HPLC Haprystivokvagreining (e. high performance liquid chromatograph)
IFN Interferon (e. interferon)

IL e. Interleukin

LPS Lipopolysakkarid (e. lipopolysaccharide)

MACS Magnetic activated cell sorting

MFI Medalflurljémun (e. mean fluorescence intensity)

MHC Vefjaflokkasameindir (e. major histocompatibility complex)
PAMPs Endurtakanleg sameindamynstur

(e. pathogen-associated molecular patterns)

PRRs Vidtaki fyrir sameindamynstur (e. pattern recognition receptors)
SPE Fastfasa stluskiljun (e. solid phase extraction)

TGF- Transforming growth factor-f3

TLC Punnlagsgreining (e. thin layer chromatography)

TNF Tumor necrosis factor

VLC Vokvagreining undir loftteemi (e. vacuum liquid chromatography)

X



bpakkir

Eg vil pakka leidbeinendum minum, Jénu Freysdottur og Sesselju Sigurborgu Omarsdéttur,
kaerlega fyrir jakveaett vidmoét og frabaera leidsogn vid rannsoknina og skyrslugerd. Eydisi
Einarsdottur vil ég svo pakka kerlega fyrir 6metanlega adstod, jadkvedni og polinmadi vid
rannsoknina i Haga. Elsa Steinunn Halldorsdottir og Guobjorg Jonsdottir fa einnig bestu
pakkir fyrir hjalpina vid rannsdknina.

Starfsfolk Haga og Rannsdknarstofu i gigtsjukdomum fzer pakkir fyrir alla adstod og hlylegt
viomot.

Eg vil pakka Pétri Halldérssyni innilega fyrir ad gefa mér bl6d fyrir rannsoknina. Einnig fer
modir min, Bjorg Guomundsdottir, keerar pakkir fyrir yfirlestur.



1 Inngangur

1.1 Nattaruefni og onaemisstyrandi ahrif peirra

[ nattarunni ma finna ymiss konar efni og hafa mérg pessara efna verid einangrud og notud til
lyfjagerdar (Newman og Cragg, 2007). Efni sem eru einangrud uUr nattGrunni kallast
nattiruefni og geta pau verid virk efni eda hjalparefni (Mishra et al., 2008). Talid er ad um
fjoroungur lyfsedilsskyldra lyfja séu upprunnin frd plontum og ad meirihluti
krabbameinslyfja, eda um 60%, eigi uppruna sinn ad rekja til nattGrunnar (Wang et al., 2007).
Nattaruefni geta verid grunnefni (e. primary metabolites), sem eru efni sem lifverur framleida
og eru lifsnaudsynleg fyrir hana, t.d. protein, kolvetni og fituefni, eda annars stigs efni (e.
secondary metabolites), efni sem eru myndud ur grunnefnum lifvera og eru ekki naudsynleg
til vaxtar og vidhalds. Oft gegna annars stigs efni varnarhlutverki hja lifverunni, en tilgangur
annars stigs efna er p6 ekki alltaf 1j6s (Stansforth, 2006). Oft finnast virk nattaruefni i litlu
magni i nattarunni, en pa parf ad leita leida til ad smida pau 1 stoérum stil, t.d. med hlutsmidum
(Newman og Cragg, 2007).

Utdraettir ymissa jurta sem hafa verid notadar i alpydulakningum hafa synt bélguhemjandi
ahrif. Naudsynlegt er ad gera rannsdknir & pessum jurtum til ad finna virkni efnanna i peim
og hvada efni hafa pessi bolguhemjandi ahrif (Sosa et al., 2002). Flest bolgueydandi lyf sem
eru &4 markadi hafa aukaverkanir (Flower et al., 1980). Leit ad bolgueydandi efnum tr jurtum,
sem hafa ekki pessar neikvedu aukaverkanir, myndi auka moguleika i lyfjaframleioslu. ba
veeri hagt ad framleida betri bolgueydandi lyf med pvi ad nota virk nattiruetni (Geetha og
Varalakshmi, 2001).

1.2 Birki

Birki (Betula) er attkvisl sem skiptist i 50 tegundir og dreifast par um nordleg svadi i
heiminum (Anamthawat-Jonsson og Porsson, 2003). Pbrjar tegundir eru pekktar i Evropu
(Atkinsson, 1992; de Groot et al., 1997), fjalldrapi (Betula nana), lauftré (Betula pendula) og
ilmbjork (Betula pubescens). Fjalldrapi finnst nordarlega og 1 meiri ha&d en hinar tveer
tegundirnar. Lauftré teygja sig til Balkanlandanna en ilmbjork finnst hinsvegar i Nordur- og
Vestur-Evropu, til demis 4 fslandi (Anamthawat-Jonsson og Pérsson, 2003). Ilmbjork er
mjog algeng 4 Islandi og er vanalega kollud birki hér 4 landi. Birkid var utbreitt um laglendi
landsins adur fyrr par sem pad myndadi vida samfellda skoga. I dag hefur birkid breitt meira
ur sér og vex pad i hlidum allt upp 1 500 metra had. Birki myndar tiltdlulega lagt kjarr, um
pad bil 2-3 metra hatt, vid Gthafsloftslag og par sem er stormasamt, en skégurinn verdur allt
ad 5-10 metra har par sem er meginhafsloftslag. Islenska birkid getur verid mismunandi ad
lit, en birkibolurinn getur verid ljosbrann, dokkbrinn, raudbrinn eda naestum hvitur
(Kristinsson, 2010). A Islandi ma einnig finna kynblending birkis og fjalldrapa og er hann
kalladur skoégvidarbrédir, en hann finnst mest par sem er mikid af fjalldrapa, eda &
nordurhluta landsins (Kristinsson, 2007).



1.3 Efnainnihald birkibarkar

Borkur birkiplontunnar skiptist 1 innri og ytri bork og hefur ytri bérkurinn verid rannsakadur
med tilliti til lifvirkni nattiruetna sem i honum er ad finna. Talid er ad i birkiberkinum séu
efni sem verji plontuna gegn syklum. bvi hefur verid athugad hvort umraedd efni geti einnig
gegnt varnarhlutverki hja ménnum og dyrum. Efni einangrud 0r birkiberki hafa ymiss konar
lifvirkni, m.a. 6na@misstyrandi ahrif (Krasutsky, 2006).

Ekki hefur tekist ad vinna nattaruefni Ur birkiberki 4 i0nadarskala, en pad hefur p6 ekki komid
a0 sok hingad til, par sem extrakt ur birkiberki hefur einungis verid notad i litlu magni i
snyrtivorur, sjampo, fedubotarefni og vid alpydulaekningar (Krasutsky, 2006).

Triterpenar finnast i miklu magni i birkiberki og hefur pessi flokkur nattaruefna verid mikid
rannsakadur med tilliti til lifvirkni (Krasutsky, 2006). Terpenar, 4samt fjolda annarra efna,
flokkast undir annars stigs lifefni (Bennett og Wallsgrove, 1994). Triterpenar eru myndadir ar
sex isopreneiningum med 30 kolefnissameindum (Salminen et al., 2008). Triterpenar hafa
oftast fimmhringja byggingu og skiptast i margar undirtegundir, ma par nefna lipan, trsan og
oleanan byggingar (sja mynd 1) (Jager, Trojan, Kopp, Laszczyk og Scheffler, 2009).

CHjy

oleanan

Mynd 1. Efnabygging lipan, oleanan og trsan.
Mynd adlogud ur (Jager et al., 2009).

Helstu triterpenar sem hafa fundist i birkiberki og lofa gédu sem lifvirk efni eru betulin,
betulinsyra, lapedl og 6leandlinsyra. Einn kosturinn vid triterpena eru litil eiturdhrif peirra.
Efnin hafa p6 ekki verid notud mikid til lyfjapréunar og pess hattar medal annars vegna pess
a0 pau hafa hdan sameindapunga og eru illvatnlseysanleg (Krasutsky, 2006). Po6 eru
einhverjir triterpenar i kliniskum rannséknum, til demis vatnsleysanlegur triterpen-glykosioi
(afleida af olendlinsyru) sem onamisgledir i boéluetni (Butler, 2005; Krasutsky, 2006).

1.3.1 Betulin

Betulin, eda 1Up-20(29)-ene-3[3,28-diol (Sami et al., 2006) (sja mynd 2) er nattiruefni sem
hefur verid pekkt lengi, en pad var fyrst einangrad ur birkiberki og pvi lyst arid 1788
(Krasutsky et al., 2006). betta vatnsfaelna efni finnst i miklu magni i birki, en pad getur verid
allt ad 30% af purrvigt barkarins, og er sérstaklega mikid af pvi i hvitu birki (Betula alba)
(Salminen et al., 2008; Sami et al., 2006).



Mynd 2. Efnabyggin betilins.
Mynd adlégud ur (Kim et al., 1997).

Betulin er i sjalfu sér ekki mjog lifvirkt efni, en afleidur pess syna mun meiri virkni. Audvelt
er ad breyta betulini i betulinsyru (Sami et al., 2006) (sj& mynd 3), en bettlinsyra er mjog
lifvirkt efni. Betalin hefur p6 synt einhverja virkni gegn krabbameini og bakteriu-, sveppa-
og veirusykingum (Krasutsky, 2006). Betulin, betulinsyra og betloninsyra hafa til demis
virkni gegn herpes simplex virus type 1 (HSV-1) (Pavlova et al., 2003).

1.3.2 Betulinsyra

Betulinsyra er afleida betulins (sja mynd 3) og eins og adur sagdi er hun med meiri lifvirkni
en bettlin (Salminen et al., 2008).

CrOy/ H,50,
- -
acetone / 0 °C

Betilin Betilinsyra

Mynd 3. Betilinsyra myndud ur betulini i tveimur skrefum.

Mynd adlogud ur (Kim et al., 1997).

betta natturuefni og afleidur pess eru taldar geta unnid gegn ymsum sykingum, bolgum og
mismunandi krabbameinum, eins og t.d. sortuexlum (Sami et al., 2006; Takada et al., 2003).
Betulinsyra veldur frumudauda (e. apoptosis) hja sortuexlisfrumum og vinnur pannig gegn
@xlinu. Einnig er efnid talid studla ad sérhafingu i hyrnisfrumum en pessi eiginleiki
bettlinsyru hefur vakid athygli snyrtivoruframleidenda og hefur betalinsyra verid notud i
ymsar snyrtivorur (Galgon et al., 2005). Ekki hefur verid synt fram & neikvadar aukaverkanir
af betulinsyru vid rannsoknir (Eiznhamer og Zu, 2004), en efnid er vatnsfzlid og illleysanlegt
pannig ad pad minnkar likurnar 4 ad efnid skili sér pangad sem pad 4 ad hafa ahrif (Krasutsky,
2006).



1.3.3 Lapeol

Lupeol er vatnsfzlnasta triterpen6idid sem finnst i birkiberki (Krasutsky, 2006) og finnst pad
i miklu magni i ymsum tegundum avaxta og graenmetis, eins og Olifum, fikjum, mango,
hvitkali, garku, tomoétum og jardarberjum. Auk pess finnst efnid i ymsum jurtum sem hafa
veri0 notadar til lekninga (Saleem, 2009; Salminen et al., 2008). Efnabyggingu lipeols ma
sja 4 mynd 4.

Mynd 4. Efnabygging lipeols.
Mynd adlogud ur (Jager et al., 2009).

Geetha og samstarfsmenn notudu musamodel til ad syna fram 4 ad lipedl gaeti unnid gegn
bolgumyndun 1 lidagigt. Lupedl reyndist hafa ahrif 4 6nemiskerfid og myndun bolgupatta
(Geetha et al., 2001). Sidar var synt fram & ad lapedl belir atvirkni T-eitilffruma og
storatfruma (e. macrophage), auk pess sem pad belir myndun bodefna (e. cytokine) midludum
af CD4" T-frumum. Bodefni sem lapedl virdist baela myndun 4 eru medal annars IL-2, IL-4
og IFN-y (Bani et al., 2006).

Talid er ad lupedl hafi hamlandi ahrif & ymsa bodferla, eins og Akt-hada bodferla (e. pathway)
og bodmidlun (e. signaling) i gegnum umritunarpattinn NF-xB (Saleem et al., 2004), en
liklegt er a0 med hamlandi dhrifum 4 pessa bodferla geti lipeodl unnid gegn bolgumyndun og
krabbameini (Saleem et al., 2004; Fernandez et al., 2001).

1.3.4 Oleandlinsyra

Oleanolinsyra finnst i tiltdlulega litlu magni i birkiberki og hefur hun synt virkni gegn
krabbameini og bolgumyndun auk pess sem hun vinnur gegn bakteriu- og veirusykingum
(Krasutsky, 2006). Efnabyggingu efnisins ma sja & mynd 5.
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Mynd 5. Efnabygging oleanélinsyru.
Mynd adlégud (ur Jager o.fl., 2009).

Mengoni og samstarfsmenn syndu fram 4 ad oOleanolinsyra belir eftirmyndun 4 HIV-1 og
peim potti liklegt ad hun beaeldi préteasavirkni HIV-1 (Mengoni et al., 2002). bvi er
6leanolinsyra nokkud gédur kostur fyrir frekari rannsoknir 4 efnum sem nyst getu i barattunni
vi0 alnzemi (Krasutsky, 2006).

Oleanolinsyra og afleidur hennar hafa synt ymis onnur ahrif, til demis er hun talin studla ad
aukinni moétefnamyndun (Brand et al.,, 2004) og hefur afleida hennar, eins og adur hefur
komid fram, reynst godur dnaemisglaedir i boluetni (Krasutsky, 2006).

1.4 Onaemiskerfid

Onamiskerfid er likamanum naudsynlegt, en pad verndar likamann fyrir sykingum. Allskyns
syklar eru i umhverfinu en vanalega nar onemiskerfi i heilbrigdum einstaklingi ad verjast
peim. P6 getur komid fyrir ad syklarnir valdi sjikdomum. Onaemiskerfi likamans skiptist i
Osérhefoa eda nattirulega (e. innate) dnaemiskerfid og sérhafda (e. adaptive) dnemiskerfid
(Murphy et al., 2008). Pessi tvd kerfi vinna naid saman og eru i raun ekki tvo adskilin kerfi,
heldur sama kerfid.

begar sykill kemst inn i likamann fer o6sérhefoa onaemiskerfid fyrst af stad og reynir ad
Gtryma syklinum en myndar p6 ekki 6naemisminni. Osérhzfda énzmiskerfinu tilheyra medal
annars atfrumur eins og storatfrumur og dauffrumur (e. neutrophils). Ef 6sérhefoa
onemiskerfid naer ekki ad sigrast 4 syklinum raesist sérhaefda onemiskerfid, en pvi tilheyra
tveer gerdir eitilfruma, B- og T-frumur. Rasing eitilfrumanna veldur 6n@misminni. Pegar B-
frumur virkjast verda paer ad plasmafrumum sem fara ad framleida motefni. begar T-frumur
virkjast sérhaefast peer 1 ymsar gerdir af T-verkfrumum, s.s. T-drapsfrumur, T-hjalparfrumur
eda T-styrifrumur (Murphy et al., 2008).

T-verkfrumur eru af ymsum gerdum og hafa par mismunandi hlutverk (mynd 6). T-
drapsfrumur drepa krabbameinsfrumur og veirusyktar frumur og tja paer CD8 vidtaka &
yfirbordi sinu. Til eru nokkrar gerdir CD4" T-verkfruma, s.s. T hjalparfrumur (Tyl-frumur,
Tu2-frumur, Tyl7-frumur) og T-styrifrumur (e. regulatory T cells). Tyl-frumur, Ty2-frumur
og Tyl7-frumur gegna ymsum hlutverkum i 6nemissvéorum (mynd 1), medal annars hjalpa
per B-frumum ad mynda métefni (Tyl- og Tu2-frumur), 6rva stératfrumur (Tyl-frumur),
hjalpa til vido ad draga dauffrumur ad sykingarstad (Tyl7-frumur) og 6rva adrar T-frumur,
eins og T-drapsfrumur (Tyl-frumur). T-styrifrumur bela hins vegar onemissvar T-fruma
(Murphy et al., 2008).
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Mynd 6. Hlutverk mismunandi T-verkfruma.
Mpynd adlégud ur (Murphy et al., 2008).

T-frumur flokkast i CD4" T-frumur og CD8" T-frumur, en CD4 og CDS eru hjalparvidtakar
sem eru tjadir 4 yfirbordi frumanna. Vid virkjun sérhaefast CD4" frumur i T-hjalparfrumur
eda T-styrifrumur en CD8" T-frumur sérhaefast i T-drapsfrumur. Til pess ad T-frumur virkist
purfa paer ad greina framandi moétefnavaka med sérteeka vakavidtaka sinum (bod 1).
Synifrumur (e. antigen presenting cell) gegna pvi hlutverki ad taka upp moétefnavaka og syna
pa fyrir T-frumum. T-frumur geta pa sérhaefst og komid med videigandi Onamissvar.
Synifrumurnar syna motefnavakana fyrir T-frumum 4 yfirbordi sinu med MHC
vefjaflokkasameindum af gerd I eda II. MHC sameind af gerd I synir moétefnavaka fyrir
CDS8" T-frumum en MHC sameind af gerd II synir motefnavaka fyrir CD4" T-frumum. Til
eru prjar gerdir synifruma: angafrumur (e. dendritic cell), storatfrumur og B-frumur (Murphy
et al., 2008). Hér eftir verdur 16g0 ahersla & angafrumur.

Til pess a0 T-fruma resist og sérheefist i T-drapsfrumu eda T-hjalparfrumu parf T-fruman
hjalparbod (e. costimulation) fra synifrumunni (bod 2). T-fruman fer hjalparbod pegar CD28
sameindin & yfirbordi T-frumunnar binst CD80 eda CD86 sameindinni 4 synifrumunni (mynd
7) (Murphy et al., 2008).



T-cell activation requires both antigen and co-stimulatory signals

Both antigen and
co-stimulation

foreign

APC g

@ antibody @ prthogEn
T-cell MHC CcD4a

receptor class Il Ug CD8o

T-cell or CD86
receptor CcD28 CD2s

No antigen No co-stimulation

R4

No activation
T cell becomes T-cell activation
unresponsive

No antigenic peptide
No response

Figure 2-23 Immuncbiclogy, 7ed.(© Garland Science 2008)

Mynd 7. Syning métefnisvaka og hjalparbod eru naudsynleg fyrir virkjun T-frumu
(Murphy et al., 2008).

1.5 Angafrumur

Angafrumur eru upprunnar fra beinmerg og finnast i flestum vefjum likamans. baer gegna
lykilhlutverki 1 6namiskerfinu. Hlutverk peirra er i raun tvipeett, annars vegar eru par
Oproskadar angafrumur (e. immature DCs) i vefjum sem smakka & umhverfi sinu i leit ad
framandi moétefnavokum og hins vegar proskadar angafrumur (e. mature DCs) sem eru
Oflugar synifrumur sem syna moétefnavakana fyrir T frumum, sem pa resast og koma med
videigandi Onemissvar. Angafrumur eru i vefjunum & 6proskudu (oraestu) formi. Ef
angafrumurnar rekast & motefnavaka i umhverfi sinu sem per skilgreina sem hattulegan
virkjast paer og ferdast eftir sogaedum til narliggjandi eitils, par sem paer sérhafast i 6flugar
synifrumur sem tja mikid magn MHC sameinda og CD86 a yfirbordi sinu (Murphy et al.,
2008; Steinbrink et al., 2009).

Til pess ad angafrumur geti tekid upp sameindir ur umhverfi sinu hafa angafrumur 4 yfirbordi
sinu fjolda vidtaka sem taka patt i agnaati (e. phagocytosis) en angafrumurnar taka lika upp
sameindir med frumudrykkju (e. macropinocytosis). Margir pessara vidtaka a yfirbordi
angafrumanna eru svokalladir vidtakar fyrir sameindamynstur (e. pattern recognition
receptors, PRRs) sem pekkja endurtakanleg sameindamynstur sem eru a yfirbordi sykla (e.
pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Dami um PAMPs eru lipopdlysakkarid
(LPS) og peptidoglykan. PAMPs eru hinsvegar ekki a yfirbordi venjulegra likamsfruma og
pvi getur onemiskerfid greint & milli okkar eigin fruma og framandi sykla (Janeway, 1989;
Murphy et al., 2008).

1.5.1 Flokkun

Oproskadar angafrumur eiga uppruna sinn ad rekja til eitilfrumuforvera (e. lymphoid
progenitor) og beinmergsforvera (e. myeloid progenitor) en badir eru peir upprunnir fra
blédmyndandi stofnfrumum (e. hematopoietic stem cell) (Murphy et al., 2008). Erfitt hefur
reynst ad flokka angafrumur og er i raun hagt ad flokka paer 4 a.m.k. prja mismunandi vegu.



Hegt er ad flokka per eftir pvi hvort paer eru myeloid eda plasmacytoid angafrumur (Ito et
al., 2005). Einnig er hagt ad flokka paer eftir stadsetningu, p.e. i vefjum annars vegar og i
eitilvef hins vegar (Shortman og Naik, 2007) og loks eftir pvi hvort par eru 6proskadar eda
proskadar angafrumur (Murphy et al., 2008), en fjallad hefur verid 40ur um sidastnefndu
flokkunina.

Samkvaemt nylegum rannsoknum eiga plasmacytoid angafrumur uppruna sinn ad rekja til
badi eitilfrumuforvera og beinmergsforvera (Chicha et al., 2004). Myeloid angafrumur eru
upprunnar fra beinmergsforvera (Ito et al., 2005). bessar tver gerdir eru skilgreindar eftir pvi
hvort peer tja P,-integrinid CD11c (O’Doherty et al., 1994). Myeloid angafrumur eru CD11c"
og tja myeloid merkigen (e. marker) eins og CD13, CD11b og CD33, auk pess sem bpar tja
HLA-DR i miklu magni. Plasmacytoid angafrumur eru hinsvegar CD11c og tja ekki pessi
myeloid merkigen, en par tjd HLA-DR (Ito et al., 2005; O’Doherty et al., 1994). Myeloid
angafrumur pekkja adallega bakteriur og framleida frumuboda 4 bord vid IL-6, TNF-a og IL-
12. Plasmacytoid angafrumur pekkja veirur og framleida IFN af gerd I i miklu magni pegar
veirusykingar verda (Ito et al., 2005).

Angafrumur geta verid i vefjum par sem paer smakka 4 umhverfi sinu og ferdast svo 1 gegnum
sogedar i nasta eitil ef par rekast 4 framandi métefnavaka. bear syna moétefnavakana fyrir T-
frumum og virkja per. Dami um pessa gerd angafruma eru Langerhansfrumur og
angafrumur i hud. I eitilvef er einnig ad finna angafrumur sem ferdast ekki, heldur eru kyrrar
i eitlinum. Pessar frumur smakka & umhverfi sinu i eitlinum og leita ad métefnavokum par til
pess ad syna T-frumum. Daemi um pessa gerd fruma eru angafrumur i hostarkirtli og milta
(Shortman og Naik, 2007).

1.5.2 Samskipti vio T-frumur

Angafrumur er 6flugustu synifrumur 6nemiskerfisins. Per resa oreyndar (e. naive) T-frumur
i eitilvef i gegnum bod 1 og 2. Auk pessara boda fa 6reyndu T-frumurnar bod 3 sem felst i
bodum fra bodefnum i umhverfi peirra. Flestum pessara bodefna er seytt af angafrumunum.
bag fer eftir pvi hvada bodefni eru i umhverfi 6reyndu T-frumanna, pegar paer eru ad resast,
eftir hvada braut peer sérhaefast (mynd 8) (Murphy et al., 2008).

‘ Bodefnii umhvefi T-fruma sem stjorna sérheefingu peirra
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Mynd 8. Bodefni i umhverfi T-fruma sem stjérna sérhafingu peirra.
Mynd adlogud ur (Murphy et al., 2008).



Snemma i sykingarferlinu er IL-6 framleitt af angafrumum, en IL-6, dsamt IL-1p, studlar ad
sérhefingu oreyndra T-fruma Gr moénnum i Tyl7-frumur. Tyl7-frumur framleida IL-17 og
pad er talid ad peaer taki patt i ad draga dauffrumur ad sykingarstad. Reestar angafrumur
framleida IL-12 i miklu magni, en IL-12 studlar ad sérheefingu oreyndra T-fruma 1 Tyl-
frumur sem framleida IL-2 og IFN-y, bodefni sem studla ad Ty 1-sérhaefingu og fjolgun. Tyl-
frumurnar virkja storatfrumur og adstoda B-frumur vid moéteftnaframleidslu. Ef IL-12 er ekki
til stadar sérhefast T-frumurnar frekar 1 Ty2-frumur, en IL-4 studlar ad Ty2-
frumusérhaefingu. Ty2-frumur 6rva B-frumur til ad mynda motefni. Ymis bodefni hafa
balandi ahrif 4 Tyl7-frumusérhaefingu, t.d. IFN-y, IL-12 og IL-4. IL-10 studlar svo ad
sérheefingu T-styrifruma (Tgr1- eda Ty3-fruma). Ty3-frumur framleida IL-10, TGF-B og IL.-4
en Tr1-frumur framleida hinsvegar bara IL-10 og TGF- (Murphy et al., 2008).

1.6 Markmio verkefnisins

Nattaruefni 1 birkiberki, einkum triterpenar, hafa synt Onamisstyrandi ahrif. Helstu
triterpenar sem hafa verid greindir i birkiberki eru betalin, betilinsyra, lapeol og
oleanolinsyra.

betta rannsoknarverkefni er hluti af staerri rannsékn par sem skodud eru ahrif birkibarkar a
Onemissvor, med pad ad leidarljosi ad finna efni i berkinum sem geta hugsanlega verid
gagnleg gegn lidagigt i monnum. Fyrri rannsoknir syna ad efni i birkiberkinum bela rasingu
angafruma manna in vitro. Markmid verkefnisins er ad nota lifvirknileidda pattun til ad finna
og greina efni 1 birkiberkinum sem bzla reesingu angafruma manna in vitro.



2 Efni og adferoir

2.1 Birkibarkarextrakt

2.1.1 Efni

e Birkiborkur, Betula pubescens, sathad a svedi Skograktar rikisins vid Mogilsa 1 agust
2009.

e Leysar

o Asetonitril, C;H3N, Sigma-Aldrich
Brennisteinssyra, H,SO.4, Merck
Diklérometan, CH,Cl,, Sigma-Aldrich
Eimad vatn, H,O, Hagi
Etanol, C,H¢O, Sigma-Aldrich
Metanol, C¢H 4, Sigma-Aldrich
Siad vatn, H,O, Academic Milli-Q
o Fost efni
Anisaldehyd, CsHgO,, Sigma-Aldrich
Betulin, Sigma-Aldrich
Betulinsyra, Sigma-Aldrich
Kisilgel 60H, SiO,, Merck
Kisilgur, Merck
Luapedl, Sigma-Aldrich
Oleanolinsyra, Sigma-Aldrich

O O O O O O

O O O O O O O

2.1.2 T=eki og ahold

Vigtun
Vog: Mettler toledo AG285

Inngufun

e Hverfisvali (e. rotavapor): BUCHI, Rotavapor

e Hverfisvali (e. rotavapor): BUCHI, Rotavapor RII
Vokvagreining med loftteemi (VLC)

e Biichner flaska: 1000 ml

e Filterpappir: nr. 2, Whatman Vat No. 1002 150

o Glerfiltertrekt: 3891 III, 26G4 Schott u.Gen. Jen Glas 26G4
bunnlagsgreining (TLC)

Hitaplata: Desaga Sarstedt — Gruppe Thermoplate
Kar fyrir TLC-plotur: CAMAG

Skannforrit: HP Solution Center

Skanni: HP Scanjet 2800

TLC-plotur: TLC Silica gel 60 Fas4, Merck

Tolva: Dell, Optiplex GX620
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e UV-ljosmezlir: CAMAG

Fastfasa (SPE) stluskiljun

e Loftpéttikassi: Supelco visiprep' ™ Cat. No. 5-7030

e Pumpa: Millipora LL 02.02.132

e Sula: Strata SI-1 silica, 50g/150 ml Giga tubes. Part No. 8B-S012-YFF

e Tilraunaglos: Pyrex

Héprystivokvagreining (HPLC)

e HLPC-taki: Agilent 1100 Series

e Sia: Whatman, 0,2 um, 92332A

e Sprauta: B | Braun Injekt® Tuberkulin, 1mlSula: Phenomenex ® Gemini, 5 um, 250 x
21,2, mm

e Sula: Phenomenex®, Gemini Spm, 250 x 21,2 mm

2.1.3 Adferdir

Etandlextrakt birkibarkar Utbuinn

Vigtud voru 250 g af birkiberki og meldir voru 4500 ml af etanoli (C,H¢O). Birkiberkinum
og etandlinu var komid fyrir i Erlenmeyerflosku. Erlenmeyerflaskan var sett & segulhreru i
24 klukkustundir. A0 pessu loknu var etandlextraktid siad med siupappir og leysir inngufadur
fra.

Vékvagreining med loftteemi (VLC)

Vokvagreining med loftteemi (e. vacuum liquid chromatography, VLC) er fljotleg og audveld
adferd medal annars til grothreinsunar 4 plontuextroktum. BpEE var fraktionerad med VLC.

Byrjad var 4 ad huda synid. 15 g af BpEE voru vigtud i kaluflésku og leyst upp i litlu magni
af leysi (diklorometan). 15 g af kisilgar var svo bett ut 1 ktillufloskuna og leysir inngufadur
fra.. Hudadur extraktinn var svo skafinn ur kalufloskunni og maladur i mortéli.

bvi nast var stlunni pakkad. Siupappir nr. 4 var settur i botninn & glerfiltertrekt og var hiin
svo pokkud med kisilgeli 60H. Pokkun sulunnar for fram undir sogi. Sett var 1itid magn af
kisilgeli 1 einu og pvi pjappad med glertappa par til yfirbordid var ordid jafnt og pétt. Um 2/3
hlutar sulunnar voru fylltir med kisilgeli og loks var settur siupappir nr. 2 ofan 4 kisilgelio.
bvi naest var litlu magni af diklérometani (CH,Cl,) hellt ofan 4 siupappirinn til ad pjappa
kisilgelinu enn betur. Pegar buid var ad pakka stlunni og hun var ordin purr var hudad
plontuefnid sett ofan 4 kisilgelid undir sogi og siupappir nr. 1 settur efst til ad eydileggja ekki
yfirbordid pegar ferdafosunum var hellt ofan 4.

Utbtnir voru 5 misskautadir ferdafasar (sja toflu 1), 250 ml af hverjum fasa, og litlu magni af
minnst skautada leysinum (CH,Cl,) var hellt i trektina til ad bleyta drugglega i kislinum.
Framkvaemdar voru 5 keyrslur og byrjad var 4 ad keyra minnst skautada ferdafasann (CH,Cl,)
i gegnum stluna. Sidasta keyrslan var med mest skautada ferdafasanum (CH;OH). Ut ur
pessum keyrslum komu fimm misskautadar fraktionir, en peim var safnad saman og per loks
inngufadar.
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Tafla 1. Samsetning ferdafasa sem voru notadir i VLC.

Feroafasi

Keyrsla

Hlutfoll (%) Efni
1 100 CH,Cl,
2 75:25 CH,Cl, : CH;0H
3 50:50 CH2C12 . CH3OH
4 25:75 CH2C12 . CH3OH
5 100 CH;0OH

Punnlagsgreining (TLC)

bunnlagsgreining (e. thin layer chromatography, TLC) er agetis adferd til ad greina hvada
efni eru i syninu, umfang hvers efnis og hreinleika peirra. Naemni punnlagsgreiningar er po
takmarkad og pvi er ekki heegt ad treysta 4 hana eingdngu til ad greina efni. Til ad fa
nakvemari greiningu verdur ad nota adrar neemari adferdir.

Hvert syni var leyst upp 1 orlitlu magni af leysi (diklérometani) og komid fyrir i tilraunaglasi.
Nokkrir ul af hverju syni voru settir & TLC plotu (alplata hidud med kisilgeli) i nokkrum
skommtum, en petta var gert med mjéum glerrérum. Passad var ad hafa blettina eins litla og
mettada og hegt var. Platan var loks keyrd i ferdafasa (97 : 3, CH,Cl, : CH;0H). Eftir
keyrsluna var platan skodud undir UV-ljési (254 nm og 366 nm) par sem flarljomandi efni
sjast greinilega og teiknadur var hringur utan um pau efni 4 plotunni,. Loks var platan
framko6llud med pvi ad 0da anisaldehydlausn & hana og hita hana svo i nokkra stund a
hitaplétu (110°C).

Gerdar voru prjar punnlagsgreiningar. Fyrsta punnlagsgreiningin var gerd eftir VLC, en pa
var blettad i tveim styrkjum. Einnig voru gerdar tver punnlagsgreiningar eftir fastfasa (SPE)
suluskiljun 4 fraktion Bp3, syni var tekio ar fimmta hverju glasi og ef med purfti Gr 66rum
glosum par 4 milli. Sameinad var innihald peirra glasa sem virtust hafa svipada
efnasamsetningu. 1 fyrri punnlagsgreiningunni eftir SPE stluskiljun var extrakt notad sem
vidmid og 1 peirri seinni voru betalinsyru- lapeol- og olenaolinsyrustadlar auk extrakts notadir
sem vidmid. Framkallad var med anisaldehydlausn 1 6llum premur punnlagsgreiningunum.

Fastfasa (SPE) suluskiljun

Fastfasa (e. solid phase extraction, SPE) suluskiljun er notud til frekari hreinsunar &
efnablondum sem fast med VLC. Notadar voru einnota sulur sem buid var ad pakka med
kisilgeli og ofan a kisilgelinu var svo siupappir.

Eftir a0 BpEE hafdi verid pattad med VLC var SPE stluskiljun var notud til ad adskilja efnin
tr Bp3. Utbunir voru prir misskautadir ferdafasar (tafla 2). Eitthundrad og tiu tilraunaglosum
var komid fyrir i loftpéttikassa i nokkrum lotum. Pvi nest var stlan sett fyrir ofan fyrsta
tilraunaglasid, ofan a loftpéttikassann. SPE sulan var skolud i gegn med hentugum fasa.
Kveikt var &4 pumpu og passad ad prystingur veri um 5 mm Hg. Pvi nast var sulan bleytt med
ferdafasanum undir sogi. begar sulan var ordin mettud af ferdafasanum var Bp3 extraktid sett
a stluna. Passad var upp 4 ad hafa yfirbordid jafnt og sog var sett rolega 4 pannig ad extraktid
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feeri rolega ad yfirbordinu. Pegar extraktid var komid ad yfirbordinu var nokkrum dropum af
ferdafasa beett ofan 4 extraktid. Petta var endurtekid nokkrum sinnum pangad til um pad bil 5
ml af ferdafasa voru komnir i gegnum suluna (i glas 1). P& var skipt um glas og petta
endurtekid upp 1 glas numer 110. Ferdafasarnir prir voru notadir, hver ferdafasi fyrir akvedid
morg SPE glos (tafla 2).

Tafla 2. Samsetning ferdafasa fyrir SPE suluskiljun. Videigandi ferdafasar fyrir glos 1 til 110.

Glos Feroafasi
Hlutfoll Efni
1-80 99 :1 CH,Cl, : CH,OH
81 -105 95:5 CH,Cl, : CH,OH
106 - 110 100% CH,OH

Eins og adur kom fram voru gerdar punnlagsgreiningar 4 fraktionum sem komu ut Gr SPE
suluskiljun. Fyrst var gerd punnlagsskiljun 4 fimmta hverju glasi og svo 4 dkvednum glésum
4 milli peirra til ad dkvarda hvada fraktionir skyldi sameina. I toflu 3 ma sja fraktionir sem
voru sameinadar eftir SPE suluskiljun. Fraktionirnar voru svo inngufadar og settar i brin
skrafutappaglos. Akvedid var ad vinna afram med fraktion Bp3.4 (sja sidar).

Haprystivokvagreining (HPLC)

Haprystivokvagreining (e. high performance liquid chromatography, HPLC) er go6d adferd til
bess ad adskilja efnablondur og er hiin mikid notud. Fraktion B3.4 var keyrd 4 HPLC 1 peim
tilgangi ad adgreina efnin i fraktioninni betur. { keyrslunum var notadur eftirfarandi ferdafasi:
asetonitril:vatn:maurasyra (86:14:0,1). Notud var Phenomenex®, Gemini Spum, 250 x 21,2
mm sula. Fyrir keyrslurnar voru 5 mg af fraktion Bp3.4 leyst upp i 1 ml blondu af metano6li
og ferdafasa (50:50). 0,8 ml af uppleystri fraktioninni var svo sprautad inn 4 1 ml lykkju.
Keyrdar voru 12 HPLC keyrslur i heildina. Fladihradinn var stilltur 4 10 ml/min og
bylgjulengdin 4 210 nm.

2.2 In vitro angafrumulikan

2.2.1 Efni

e Blokkunarlausn fyrir ELISA: Rannsdknarstofa i gigtsjukdomum
e BIoo:
o Heilblod r einum heilbrigdum einstaklingi
e Bodefni, R&D Systems, England:
o GM-CSF: Recombinant human GM-CSF
o IL-4: Recombinant human IL-4
o TNF-a: Recombinant human TNF-a
o IL-1B: Recombinant human IL-1f3
e BSA: Bovine serum albumin, MP Biomedicals, USA

13



e FEinstofna motefni fyrir fledifrumusja:
o Mouse anti-human HLA DR-PE, BD Biosciences, USA
Mouse anti-human CD14-APC, AbD Serotec, England
Mouse anti-human CD86-FITC, AbD Serotec, England
Mouse IgG1 negative control-FITC, AbD Serotec, England
Mouse IgG2a negative control-PE, AbD Serotec, England
o Mouse IgGG2a negative control-APC, AbD Serotec, England
Ficoll vokvi: Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare, Svipjod
FCS: Foetal calf serum, Invitrogen, Gibco, England
Frumueti: RPMI &ti m. L-glutamine, Invitrogen, Gibco, England
Greiningarmoétetni, R&D Systems
o Biotinylated goat anti-human IL-10
o Biotinylated goat anti-human IL-12
e Hudunarmotefni, 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, Rannsoknarstofa i gigtsjatkdomum, LSH
Penicillin/Streptomycin: Invitrogen, Gibco, England
Profefni:
o Birkiborkur — sja sidar
Segulkilumotefni: CD14 MicroBeads, Miltenyi, Pyskaland
e Stadlar fyrir ELISA, R&D Systems, England
o Recombinant human IL-10
o Recombinant human IL-12 p40
e Stopplausn fyrir ELISA: Rannsoknarstofa i gigtsjukdémum, LSH
e Streptavidin-HRP, R&D Systems, England
e Vidmidunarefni:
o LPS: Lipopolysaccharide from E. coli, Fluka

o O O O

2.2.2 Teeki og ahold

e EDTA blodtokuglos:10 ml, BD Vacutainer systems, England

e Fledifrumusja: Becton Dickinson FACSCalibur, BD Bioscience

e Frumuhudd: Nuaire, Biological Safety Cabinets, Class I, Model no. NU-425-400E.
Serial no. 70875 AEM

e Frumuraktunarbakkar: 48 brunna, Nunc, Danmork

Frumuraktunarskapur: Thermo Electron Corporation, Steri-Cult CO, Incubator, Hepa,

Class 100

Gl6s fyrir frumuflaedisjarlitun: Falcon, BD Bioscience, USA

MACS sett: Miltenyi, Pyskaland

MACS sula: LS"/VS", Miltenyi, Pyskaland

Pasteurpipettur: Sarstedt

Pipetboy: IBS, Integra Biosciences

Pipettur a Pipetboy: Serological pipette, 2ml og 10 ml
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Skilvindur:
o Thermo Scientific. Multifuge 3SR+ Centrifuge
o Sorvall T6000B Centrifuge
Smasjar:
o Fluovert
o Leica DMLS
Talningagler
o Improved Neubauer
o Countess™ cell counting chambers, Molecular probesTM, Invitrogen, Gibco,
England.
Universal glos fyrir bl6dskiljun: 50 ml.

2.2.3 Adferoir

[ pessum hluta tilraunarinnar voru pettir einangradir Gr utdratti af birkiberki profadir i
angafrumulikani sem hefur verid préad & Rannsoknarstofu i gigtsjakdomum & Landspitala
(Omarsdottir et al., 2006; Freysdottir et al., 2008). | pessu likani er notast vid mondcyta sem
eru einangradir ur heilblodi heilbrigdra einstaklinga. Monocytar eru forverar dproskadra
angafruma og synt hefur verid fram 4 ad moénocytarnir proskist i 6proskadar angafrumur i
narveru GM-CSF og IL-4 (Sallusto et al., 1994).

Vinnsla angafrumulikansins tekur 9 daga og skiptist i nokkur skref. I upphafi, & degi 0, var
bloo tekid ur einum heilbrigdum einstaklingi og einkjarna frumur einangradar ur bl6dinu. Pvi
naest voru CD14" méndcytar einangradir r einkjarna frumubléndunni og peir sérhaefdir i
oproskadar angafrumur med pvi ad bata GM-CSF og IL-4 Ut { tid. A degi 7 voru 6proskudu
angafrumurnar 6rvadar yfir i proskadar angafrumur med pvi ad setja TNF-a, IL-1 og LPS ut
i @tid. A pessu stigi var profefnunum (birkibarkarpattum) batt it i frumuraktina til ad kanna
ahrif peirra 4 6rvun angafrumanna. A degi 9 var frumum og frumufloti safnad og &hrif
profefnanna 4 proska angafrumanna metin med pvi ad meala yfirbordssameindir med
flarskinsénaemislitun og frumuflaedisjargreiningu og frumubodaseytingu med ELISA adferd.
Profefnin 1 pessari tilraun voru peettir Ur birkiberki (sja 1i0 2.1).

Einangrun einkjarna fruma

Tilraunin byrjadi & degi 0, en pa var tekid 120 ml af blodi i EDTA glds tr einum heilbrigdum
einstaklingi. Buid er ad fa leyfi Visindasidanefndar til ad taka blod i pessa rannsokn og btid ad
tilkynna rannsoknina til Personuverndar. 10 ml af Ficoll-Paque vokva voru settir i Universal glos
og 12 ml af heilbl6di pipetteradir varlega ofan & Ficoll-Paque vokvann, og vandlega var passad
upp a ad heilbl6did blandadist ekki Ficoll-Paque vokvanum. Universal glosin voru spunnin i
skilvindu vid 400 g (~1600 rpm) i 30 minatur vid 22°C an bremsu. Eftir spuna hofou raud
blodkorn og kleyftkjarna atfrumur (e. granulocytes) fallid til botns, par ofan & var Ficoll-Paque
vokvinn en plasma var par ofan 4. A milli plasma og Ficoll-Paque lagsins voru einkjarna frumur
(méndeytar og eitilfrumur) (mynd 9). betta ma utskyra med pvi ad edlispyngd Ficoll-Paque
vokvans er meiri en einkjarna fruma og pvi liggja per ofan 4 vokvanum. Einkjarna frumulagid
var fjarleegt med plast-pasteurpipettu og sett i 2 steril 50 ml glos.

Neast voru einkjarna frumurnar pvegnar med MACS buffer (fosfatbufferad saltvatn (PBS)
med 0,5% BSA og 2 mM EDTA) med pvi ad fylla glosin ad 50 ml marki og pau svo spunnin i
skilvindu vid 300 g (~1300 rpm) i 10 minutur vid 4°C. Vokvanum var svo hellt af og frumur
hristar upp. Petta var endurtekid tvisvar sinnum. Frumur voru taldar med pvi ad blanda 50 pl
af frumum vid 200 pl af trypan blue lausn og sett & Improved Neubauer gler.
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Mynd 9. Einkjarna frumur einangradar tr heilbl6di.
Vinstri mynd: fyrir skilvindun. Heegri mynd: eftir skilvindun (Murphy et al., 2008).

Einangrun CD14* moéndcyta e s et o el
paramagnetic particles or beads and
poured over an iron wool mesh

CD14" métocytar voru einangradir ur einkjarna
frumunum. Einkjarna frumurnar voru pynntar i 12,5 x
107 frumur 4 millilitra (1 x 10" frumur & hverja 80 ul)
i MACS buffer. Monocytarnir tja CD14 & yfirbordi
sinu og pvi var CD14 MicroBeads, motefnum gegn R —
CD14 sem buid var ad hengja segulkulur &, baett ut i ﬂﬁﬁ:}:ﬁ?ﬁ:ﬁaﬂ‘
frumulausnina i hlutféllunum 20:80. Moétefnin voru

latin bindast frumunum 4 is i 15 mintur. Frumurnar
voru nast pvegnar med 20 ml af MACS buffer, par
spunnar i skilvindu vid 300 g i 10 minttur vio 4°C,
flotinu hellt ofan af frumunum og frumurnar hristar
upp. Pbvi nast var 500 pul af MACS buffer batt ut i 2

frumurnar fyrir 1 x 10® frumur. iy S wiod i

MACS sulu var komid fyrir i sterku segulsvidi og hiin
pvegin med MACS buffer. Frumulausnin var sett a
stiluna. CDI14" frumurnar voru latnar renna i gegnum
stuluna en CD14" moénocytarnir festust i segulsvidinu.
Stulan var skolud prisvar sinnum med MACS buffer til
pess ad skola CDI14  frumurnar i gegnum suluna.
Sulan var pvi nast tekin Gr segulsvidinu og pvegin en
b4 skoludust CD14" méndcytarnir 1 gegnum stiluna og
var einangrun peirra pvi lokid (mynd 10). Frumurnar
voru taldar eins og adur var lyst.

Figure A-27 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Mynd 10. Einangrun segulmerktra
fruma med sulu i sterku segulsvioi

(Murphy et al., 2008).

CD14" mdndcytar sérheaefdir yfir i dproskadar angafrumur

CD14" ménocytarnir voru settir i ati (RPMI med 10% FCS og syklalyfjum) pannig ad
styrkur peirra yroi 0,5 x 10° frumur 4 millilitra. Frumulausnin var sett 4 48 brunna
raektunarplotu, 1 ml i hvern brunn. I brunnana voru einnig sett bodefnin GM-CSF og IL-4 til
ad proska moénodcytanna yfir i Oproskadar angafrumur. GM-CSF var sett i brunnana i
styrknum 1,25 pg/ml og IL-4 1 styrknum 2,5 pg/ml. Ad lokum var raektunarplatan sett i
frumuraktunarskap (5% CO,, 37°C, 95% raki). A degi 3 var 500 pl af zti og sama magni af
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GM-CSF og IL-4 og var sett ut i 4 degi 0 baett Gt i hvern brunn. Frumurnar voru svo raektadar
afram ad degi 7.

Obroskadar angafrumur 6rvadar yfir i proskadar angafrumur

A degi 7 voru frumurnar skodadar i smésja og lifvaenleiki peirra metinn. Frumum og
frumufloti var sathad med pipettu 1 glos og frumur taldar eins og adur var lyst. Frumur voru
spunnar nidur vid 300 g i 10 minutur vid 4°C, floti hellt af og botnfall hrist upp. Ad pessu
loknu voru éproskadar angafrumur pynntar i ati i styrkinn 2,5 x 10° frumur 4 millilitra og 500
ul af frumum settir i hvern brunn 4 48 brunna rektunarplétu. Bodefnin IL-13 og TNF-a
asamt LPS, sem 0Orva oproskadar angafrumur yfir i proskadar angafrumur, voru sett i alla
brunna, 5 pg/brunn af IL-1B, 25 pg/brunn af TNF-a og 500 pg/ml af LPS. Ad lokum voru
profefni i styrkjunum 50 pg/ml og 5 pg/ml sett i brunnana og frumurnar svo rektadar afram
ad degi 9. Proéfefnin voru leyst upp 1 5% DMSO og 95% eti adur en pau voru sett ut i
brunnana.

A degi 9 voru frumurnar skodadar i smasja og lifvaenleiki peirra metinn. Frumum og
frumufloti var svo safhad med pipettu i eppendorfglos sem voru hofo 4 is. Glosin voru svo
spunnin vid 300 g i 10 minatur vid 4°C. Eftir spuna var flotinu Gr glosunum safnad i 3
geymsluglos (sem voru hofod 4 is) og pau fryst vid -70°C. Frumurnar voru endurleystar i 150
ul af staining buffer, frumurnar taldar og sidan skipti2 FACS glos.

Frumur litadar med flurmerktum moétefnum og yfirbordssameindir greindar
i frumuflzaedisja

Syni voru tekin fyrir frumufledisja & degi 9 pegar btiid var ad o6rva 6proskudu angafrumurnar
yfir 1 proskadar angafrumur til ad meta ahrif birkibarkarpattana 4 proskunina.

Med fledifrumusja (e. flow cytometry, FACS) er haegt ad flokka frumur eftir steerd, kyrningu
(e. granularity) og tjaningu yfirbordssameinda. Frumurnar eru fyrst merktar med flarmerktum
motefnum gegn yfirbordssameindum frumanna. Frumurnar eru svo latnar fara i gegnum
leysigeisla og nemur tekid dreifingu og endurkast 1jossins, en pad gefur upplysingar um staerd
og kyrningu frumanna. Takid nemur einnig endurkast flarljdmunarinnar, sem gefur
upplysingar um hvada flarmerktu moétefni hafa bundist yfirbordssameindum hverrar frumu og
pvi hvada yfirbordssameindir er ad finna 4 frumunni (Mynd 11) (Murphy et al., 2008). |
pessari tilraun voru notud flirmerkt métefni sem flurljdémudu appelsinugulum (phycoerythrin,
PE), greenum (fluorescein, FITC) og raudum (allophycocyanin, APC) lit.
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Mynd 11. Skematisk mynd af frumufleedisja
(Murphy et al., 2008).

Einstofna flirmerkt motefni gegn CD14, CD86 og HLA-DR voru sett i annad glasid, 5 ul af
hverju métefni i pynningu skv. leidbeiningum fra framleidanda (sja nanar toflu 1). T hitt
glasid voru sett 5 pl af is6typu vidmidoum. Pegar moétefnin hofou verid sett i FACS glosin
voru glésin sett 4 is i 20 minGtur par sem moétefnunum var leyft ad bindast
yfirbordssameindum 4 frumunum. bPvi nast voru frumurnar pvegnar med 2 ml af
litunarbuffer (PBS med 0,5% BSA, 20 mM EDTA, 0,1% NaN;) og glésin spunnin vid 1200
rpm i 5 mintatur vid 4°C. Hellt var ofan af frumunum, paer hristar upp og ad lokum voru
frumurnar endurleystar og fixeradar med pvi ad bata 300 ul af 1% paraformaldehydi ut i 6ll
glosin. Frumurnar voru geymdar i keeli fram ad malingu 1 frumufladisja.

Tafla 3. Samsetning einstofna motefna og viomida i FACS-glosum.

Glas 1 Glas 2
IgG1- - Viomid Anti-CD86-
IgG2a-PE - Viomid Anti-HLA-DR-PE
IgG2a-APC - vidmid Anti-CD14-APC

Safnad var 10 pusund frumum og angafrumurnar greindar eftir sterd og kyrningu.
Nidurstodur voru syndar sem prosent jakvaedra fruma (midad vid frumur litadar med isotypu
vidomioi) og medalflurljdomun (e. mean fluorescence intensity, MFI).

Bodefni i frumufloti maelt med ELISA adferd

ELISA meling var gerd 4 frumuflotinu af angafrumunum til pess ad mela styrk IL-10 og IL-
12p40 sem proskudu angafrumunar seyttu og pvi hvada ahrif préfefnin hofou 4 proska peirra.
Hudunarmotefnin anti-IL-10 og anti-IL-12 p40 voru pynnt i PBS 1 videigandi pynningum eftir
upplysingum fra framleidanda. 100 pl af 6llum métefnunum voru settir i alla brunna 4 ELISA
plotum og 1atid standa vid herbergishita yfir nétt. Hudunarlausn var skvett ur brunnunum
daginn eftir, en brunnarnir ekki pvegnir. 300 ul af blokkunarlausn voru settir i alla brunna og
14ti0 standa vid herbergishita i 1 klukkustund. Ad pvi loknu voru pléturnar pvegnar 4 sinnum
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med pvottalausn (PBS med 0,05% Tween-20). Stadlar fyrir IL-10 og IL-12 p40 voru pynntir {
ELISA-bufferlausn (PBS med 1% BSA) i 7 tvofoldum pynningum samkvemt leidbeiningum
fra framleidanda. Tveir brunnar innihéldu einungis ELISA-bufferlausn og voru pessir
brunnar notadir sem vidmid. Syni fyrir IL-10 voru mald 6pynnt en syni fyrir IL-12p40 voru
meld pynnt 1:10. 100 pl af stadalpynningum eda synum voru sett i tvo brunna (e. duplicate)
og ploturnar latnar standa 1 herbergishita 1 2 klukkustundir. Pvi neest voru ploturnar pvegnar 4
sinnum med pvottalausn.

Bidtinmerkt IL-10 og IL-12 greiningarmétefni voru pynnt i ELISA-bufferlausn eftir
upplysingum fra framleidanda. 100 pl af greiningarmétefnunum voru svo settir 1 videigandi
brunna og ploturnar latnar standa vid herbergishita i 2 klukkustundir og sidan pvegnar 4
sinnum med pvottalausn. Streptavidin-HRP var pynnt i ELISA-bufferlausn og 100 ul af pvi
var sett 1 alla brunna. Ploturnar voru latnar standa vid herbergishita i 20 minttur og pvegnar 4
sinnum med pvottalausn. 100 pl af hvarfefnislausn var batt t i alla brunna og pléturnar
latnar standa vid herbergishita (ekki i ljosi) par til litur hafdi komid nokkud vel upp & efsta
stadli. ba var 50 pl af stopplausn beett Ut i alla brunna og gleypni gula litarins sem myndadist
lesinn strax i ljosmeeli vid 450 um. Stadalkarfur voru gerdar par sem styrkur stadals var & X-
as og ljosgleypni & Y-as og styrkur bodefnanna i frumuflotinu reiknadur Ut fra jofnu linunnar
og gefinn upp 1 pg/ml.
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3 Nidurstoodur

3.1 Birkibarkarextrakt

3.1.1 battun birkibarkar med VLC og SPE

Birkibarkaretanolextrakt var utbid i upphafi tilraunar og var vokvagreining undir lofttemi
(VLC) notud til pess ad patta extraktid i fimm misskautadar fraktionir. Misskautadir
ferdafasar voru notadir til pessa, en peir voru med mismunandi hlutfoll af diklérometani og
metandli. Fimmtan gromm af extrakti voru notud i VLC og Ur greiningunni komu fraktionir
Bpl til BpS. Mynd 12 synir punnlagsgreiningu (TLC) sem var gerd a4 pessum fimm
fraktionum. Akvedid var ad vinna afram med fraktion B3 par sem fyrri rannséknir hofou synt
fram & ad hun hefdi mesta virkni 1 angafrumulikaninu (Sigurpalsson et al., 2009). Pyngd
fraktionar B3 var 4,33 g, en hinar fraktionirnar voru ekki vigtadar.

£ ® @ L a - L
Bpl Bpl* Bp2 Bp2* Bp3 Bp3* Bp4 Bp4* Bp5 Bp5*
Mynd 12. TLC 4 fimm fraktionum ur VLC (Bp1, Bp2, Bp3, Bp4, Bp5).
Blettad 1 tveim styrkjum: B=lcegri styrkur, B*=hcerri styrkur.
Diklorometan:metandl (97:3) notad sem ferdafasi. Framkallad
meo anisaldehydlausn.
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Fastfasa (SPE) suluskiljun var gerd 4 fraktion Bp3 til ad fraktionera hana enn frekar. Notadir
voru prir misskautadir ferdafasar: diklorometan:metanol (99:1), diklorémetan:metandl (95:5)
og metanol (100%). Fraktionum ar SPE var safnad saman i 110 glés. TLC var gert til ad
akvarda hvada fraktionir skyldi sameina, fyrst & fimmta hverju glasi og svo 4 akvednum
glosum 4 milli peirra. A mynd 13 sjast nidurstddur TLC 4 fimmta hverju glasi, en BpEE var
notad til vidmidunar. A mynd 14 ma sja nidurstédur TLC & akvednum glosum & milli fimmta
hvers glass og par voru BpEE, lapeol, oleandlinsyra og bettlinsyra notud sem vidmid. A
myndinni sést ad flest vidmidunarefnin eru til stadar i glosum 26, 28, 46 og 48. Akvedid var
ad sameina pau glos sem innihéldu nanast sému efnin. 1 toflu 4 ma sja fraktionir sem voru
sameinadar eftir SPE stluskiljun, en Gr urdu atta fraktionir sem voru nefndar Bp3.1 til Bp3.8.
Leysir var loks inngufadur fra fraktionunum og per settar { bran skrafutappaglos. 1 toflu 4
sést hvada glos voru sameinud i fraktionir. Akvedid var ad vinna afram med fraktion B3.4,
sem innihélt fraktionir ur glosum 26 til 45 Gr SPE (grent i toflu 4) par sem fyrri nidurstodur
ho6fou synt ad fraktionir 4 pessu bili voru med mikla virkni i angafrumulikaninu (Adalheidur
Eggertsdottir et al, dbirtar nidurstddur).

510 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 E

Mynd 13. TLC 4 fimmta hverju glasi ur SPE stluskiljun 4 fraktion Bp3.
Alls voru eitthundrad og tiu glos 1 suluskiljuninni. Extrakt (E) var notad sem viomio. Diklorometan:metanol
(97:3) notad sem ferdafasi. Framkallad med anisaldehydlausn.
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Mynd 14. TLC 4 dkvednum glosum ur SPE suluskiljun 4 fraktion Bp3
Alls voru eitthundrad og tiu glos 1 suluskiljuninni. Extrakt (E), lupeol (L),
oleanolinsyra (O) og betulinsyra (BS) voru notud sem viomio.
Diklorometan:metandl (97:3) notad sem ferdafasi. Framkallad med
anisaldehydlausn.

Tafla 4. Fraktionir eftir SPE siluskiljun sameinadar
i atta fraktionir, Bp3.1 - Bp3.8.

Fraktion nimer | Sameinud glos

B3.1 0-15

B3.2 16-20
B3.3 21-25
B3.5 46-57
B3.6 58-87
B3.7 89-95
B3.8 96-110

3.1.2 Adgreining efna i Bp3.4 med HPLC

Til ad adgreina efnin Ur fraktion Bp3.4 var framkvemd magnbundin haprystivokvagreining
(HPLC). Asetonitril:vatn:maurasyra (86:14:0,1) var notad sem ferdafasi. Keyrdar voru
nokkrar keyrslur 1 upphafi til ad proa goda adferd fyrir fraktion Bp3.4. Erfidleikar voru i
upphafi par sem fraktionin var torleyst, en loks fannst hentugur leysir, metandl:ferdafasi
(50:50). Pa voru keyrdar 12 keyrslur og efnunum safnad i glés. Einnig voru lupeol,
betulinsyra og betalin keyrd 4 sulunni sem vidmid. Ut tr keyrslunum a 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

22



Bp3.4.12 voru p6 sameinadar pannig ad ur urdu i raun 11 fraktionir. A mynd 14 sést sidasta
HPLC keyrslan 4 Bp3.4. 1 toflu 5 ma sja pyngd fraktionanna eftir frostpurrkun. Einnig sést
par pyngd glass sem inniheldur allar fraktionir, en pad gleymdist ad vigta glasid tomt pannig
a0 ekki er vitad hvad synid vog mikid. Minusgildi var 4 pyngd fraktiona Bp3.4.5 og Bp3.4.13
(rautt 1 toflu), en liklega ma rekja pad til 6stodugrar vogar. Heildarheimtur voru 33,33 mg.

Extract20-45_Sellon
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Mkt = 10000
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Mynd 15. Toélfta og sidasta HPLC keyrslan 4 fraktion Bp3.4.
Fleedihradi: 10 ml/min. Bylgjulengd: 210 nm.

Tafla 5. Pyngd fraktiona sem fengust ir HPLC.

T T T T T
5,0 @5 400 425 450

byngd glass

Fraktion Pyngd glass med fraktion | bPyngd 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 angafrumulikan

3.2.1 Ahrif birkibarkarfraktiona a yfirbordssameindir angafruma in
vitro

Eins og adur sagdi fengust 15 fraktionir ur HPLC en 4dkvedid var ad sameina fraktionir
Bp3.4.1 til Bp3.4.4 og Bp3.4.11 til Bp3.4.12. Pba stodu eftir 11 fraktionir, nimeradar fra 1 til
11 (tafla 6). Syni nimer 12 innihélt svo allar fraktionirnar saman. bessar fraktionir voru
leystar upp 1 5% DMSO og 95% @ti pannig ad lokastyrkur peirra yrdi 2,5 mg/ml og profadar i
angafrumulikani med pad ad markmidi ad kanna hvada ahrif par geetu haft 4 tjaningu
yfirbordssameinda angafrumanna og seytingu bodefna.

Tafla 6. Nimer fraktiona sem fengust ir HPLC.

Fraktionirnar voru numeradar fra 1 til 11 (B3.4.1- B3.4.15) og einnig var aukaglas med
ollum fraktionum (numer 12). Pyngd fraktiona er gefin upp auk heildarmagns cetis og
DMSO sem purfii til ad leysa fraktionir upp fyrir tilraunir d angafrumum.

Nuiumer Fraktion Vigt Magn ztistDMSO
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 3,0l 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 | ~442mg 1,768 ml

Frumur voru litadar med flurmerktum moétefnum og tjaning yfirbordssameindanna CD14,
CD86 og HLA-DR metin i frumuflaedisja. Nokkud margar fraktionir virtust bela tjaningu
CD86 1 haerri styrk (50 pg/ml) en fraktionirnar virtust hins vegar ekki hafa mikil ahrif 1 laegri
styrk (5 pg/ml). Fraktionirnar sem baeldu tjaningu CD86 voru Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7,
Bp3.4.10 og Bp3.4.14 (sjd mynd 15 og vidauka A).
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Mynd 16. Ahrif birkibarkarfraktiona 4 tjaningu CD86 4 yfirbordi angafruma.
Fraktionir [ tveim styrkjum, 50 ug/ml (A) og 5 ug/ml (B). Nidurstédur eru gefnar upp i prosentum fruma sem tjd
CD86 (efri mynd) og medalflurljomun (MFI, nedri mynd). LPS notad sem vidmid.

Nokkrar fraktionir juku tjaningu & HLA-DR og voru pad adallega somu fraktionir og baldu
tjaningu & CD86 (mynd 16 og vidauki A), p.e. fraktionir Bp3.4.5., Bp3.4.6, Bp3.4.7 og
Bp3.4.10. Fraktion Bp3.4.11-Bp3.4.12 jok einnig tjaningu 4 HLA-DR.
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Mynd 17. Ahrif birkibarkarfraktiona 4 tjaningu HLA-DR 4 yfirbordi angafruma.
Fraktionir i tveim styrkjum, 50 ug/ml (4) og 5 ug/ml (B). Nidurstédur eru gefnar upp i prosentum fruma sem tjd
HLA-DR (efri mynd) og medalflurliomun (MFI, nedri mynd). LPS notad sem viomio.
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3.2.2 Ahrif birkibarkarfraktiona & bodefnaframleidslu angafruma
in vitro

Ahrif fraktionanna ellefu 4 bodefnaframleidslu angafruma in vitro voru einnig konnud, en pad

var gert med ELISA malingu par sem framleidsla og styrkur bodefnanna IL-10 og IL-12p40
var maldur.

Nokkrar fraktionir h6fou balandi ahrif & bodefnaframleidslu angafrumanna og voru pad oftast
somu fraktionir sem baeldu framleidslu 4 IL-10 og IL-12p40 (myndir 17 og 18 og vidauki A).
b6 vard nokkud meiri beeling a4 IL-10 en IL-12p40. Fraktionirnar sem h6fou balandi ahrif &
framleidslu IL-10 og IL-12p40 voru Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7 og Bp3.4.10. Do virtist
fraktion Bp3.4.14 einungis bela framleidslu & IL-10 en ekki IL-12p40. Fraktionirnar héfou
adallega ahrif 1 heerri styrknum (50 pg/ml).

IL-10

3000 +
2500 -
2000 -

1500 -

pg/ml

1000 -

500 -

LPS 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B 6A 6B 7A 7B 8A 8B OS9A 9B 10A 10B 11A 11B 12A 12B

Mynd 18. Ahrif birkibarkarfraktiona 4 IL-10 seytingu angafruma.

Fraktionir [ tveim styrkjum, 50 ug/ml (4) og 5 ug/ml (B). Nidurstodur eru gefnar upp i pg/ml.
LPS notad sem viomid.

IL-12p40

30000 -
25000 -
20000 -

15000 -
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5000 -

LPS 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B 5A 5B 6A 6B 7A 7B 8A 8B 9A 9B 10A 10B 11A 11B 12A 12B

Mynd 19. A’hrif birkibarkarfraktiona a 1L-12p40 seytingu angafruma
Mpynd 18. Ahrif birkibarkarfraktiona a IL-12p40 seytingu angafruma. Fraktionir i tveim styrkjum,
50 ug/ml (4) og 5 ug/ml (B). Nidurstoour eru gefnar upp i pg/ml. LPS notad sem viomio.
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4 Umraadur og alyktanir

betta rannsoknarverkefni er hluti af sterri rannsokn par sem skodud eru ahrif birkibarkar &
onemissvor, med pad ad markmidi ad finna efni 1 berkinum sem geta hugsanlega unnid gegn
lidagigt i ménnum. [ rannsokninni var athugad hvort efni Gr birkiberki baeldu rasingu
angafruma manna in vitro. Til ad finna og greina efni i birkiberkinum sem bela resingu
angafruma var notast vid lifvirknileidda pattun.  Fyrri rannsOknir syna ad badi
birkibarkarextrakt og fraktionir Bp3 og Bp4 bala raesingu angafruma in vitro. Ef angafrumur
voru proskadar med birkibarkarextrakti og Bp3 og Bp4 dr6 pad ur seytingu bodefnanna IL-6,
IL-10 og IL-12p40 og hafdi belandi ahrif 4 tjaningu yfirbordssameindanna CD86, CD197
(CCR7) og CD209 (DC-SIGN) (Sigurpalsson et al., 2009). Adalheidur Eggertsdottir,
meistaranemi i lyfjafraedi, pattadi fraktion Bp3 enn frekar og gaf su pattun tiu fraktionir,
Bp3.1 til Bp3.10 par sem fraction Bp3.5 var lang virkust i balingu angafruma (Adalheidur
Eggertsdottir et al., obirtar nidurstodur). Nidurstodur benda til ad pessi virka fraktion
innihaldi ad minnsta kosti triterpenana betdlin, betdlinsyru, lupeol og oleandlinsyru
(Aoalheidur Eggertsdottir et al., dbirtar nidurstdour).

Markmid pessa rannsoknarverkefnis var ad nota lifvirknileidda pattun til ad patta birkibork
med pad ad leidarljosi ad einangra efnasambond ur birkiberkinum sem hefou baelandi ahrif &
resingu angafruma. Birkibarkaretanolextrakt, sem var utbuid i upphafi tilraunar, var pattad
nidur 1 fimm misskautadar fraktionir, Bp1 til Bp5, med vokvagreiningu undir loftteemi (VLC).
Fraktion Bp3 var svo fraktionerud enn frekar med fastfasa (SPE) stluskiljun sem gaf atta
fraktionir, Bp3.1 til Bp3.8. Fraktion Bp3.4 var svo fraktionerud enn frekar, par sem fyrri
nidurstodur hofdu synt ad fraktionir & pessu bili voru med mikla virkni i angafrumulikaninu
(Aodalheidur Eggertsdottir et al., Obirtar nidurstodur). Magnbundin héprystivokvagreining
(HPLC) var notud til ad adgreina efnin tr fraktion Bp3.4 og gaf greiningin fimmtan fraktionir,
Bp3.4.1 til Bp3.4.15. Fraktionir Bp3.4.1 til Bp3.4.4 voru p6 sameinadar sokum pess hversu
likar paer voru, sem og fraktionir Bp3.4.11 og Bp3.4.12, pannig ad ttkoman vard i raun ellefu
fraktionir sem voru svo profadar i in vitro angafrumulikani.

Fraktionirnar ellefu voru proéfadar med tilliti til ahrifa peirra 4 tjdningu yfirbordssameindanna
CD14, CD86 og HLA-DR hja angafrumum, en pessi tjaning var metin i frumuflaedisja. Mjog
faar frumur tjadu CD14 og engin breyting var 4 tjaningu milli fraktiona. Hinsvegar hofou
fimm fraktionir ahrif 4 tjdningu CD86 og HLA-DR, en pad virdist sem ahrif fraktionanna
komi einungis fram pegar fraktionirnar eru i haerri styrknum. Fraktionirnar hofou balandi
ahrif 4 tjaningu CD86 en pessar somu fraktionir juku tjdningu HLA-DR. betta er erfitt ad
utskyra par sem haekkun og lekkun 4 tjaningu pessara sameinda eru yfirleitt tengd (Murphy et
al, 2008). Pvi midur voru synin ordin gdmul pegar pau foru i frumufledisjdna og moguleiki
er a ad flarlitirnir hafi verid farnir ad skemmast sem hafi haft dhrif 4 greiningu litanna.

ELISA malingar voru gerdar til ad mala bodefnaseytingu angafrumanna til ad meta ahrif
fraktionanna & proska frumanna. Bodefni sem rastar angafrumur seyta in vivo geta haft mikil
ahrif 4 sérhafingu T-fruma. IL-12 skiptir til deemis miklu mali vardandi sérhefingu 6reyndra
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T-fruma { Ty-frumur og IL-12 studlar einnig ad fjolgun frumanna (Murphy et al, 2008). |
pessari rannsokn syndu ELISA malingar ad fraktionirnar fimm sem hofou ahrif 4 tjaningu
yfirbordssameindanna CD86 og HLA-DR ho6fou einnig balandi ahrif & seytingu IL-12p40.
Efnasambond sem bala IL-12 seytingu angafruma og draga pannig ur sérhaefingu og rasingu
Tyl-fruma geta haft bolguhemjandi ahrif.

Einungis var gerd ein tilraun i angafrumulikaninu og pvi gefur rannsoknin ekki afgerandi
nidurstéour. Hins vegar gefur hun ymsar visbendingar um ahrif fraktiona ur birkiberki a
raesingu angafruma. bad er dhugavert ad svona margar fraktionir hafi dhrif ef um hrein efni er
ad reeda i hverri fraktion. Astadan fyrir pessu getur verid st ad petta eru byggingarlega mjog
lik efnasambdnd sem e.t.v. hafa svipada verkun. Einnig geeti verid ad i hverri fraktion séu
fleiri en eitt efni, en haegt ad kanna pad med mismunandi greiningaradferdum eins og t.d.
kjarnsegulgreiningu og massagreiningu. Engin af fraktionunum haf6i eins afgerandi ahrif og
hofou sést fyrir fraktion Bp3.4. Pad er hugsanlegt ad ahrifin sem saust i peirri fraktion hafi
verid vegna samlegdardhrifa fleiri en eins efnis, p.e. ad dkvednar fraktionir innihaldi
efnasambond sem hafa kannski ekki svo mikil 4hrif ein og sér, en dhrifin komi i 1jés pegar
pau eru ad vinna saman.

Liklegt pykir ad fraktionir Bp3.4.7 og Bp3.4.8 innihaldi betulinsyru, en fraktion Bp3.4.7
virtist einmitt draga Gr bodefnaseytingu og tjdningu yfirbordssameinda. bessi fraktion olli
toluveroum frumudauda og getur pvi lekkun i bodefnaseytun og tjdningu yfirbordssameinda
verid vegna pess ad lifandi frumur eru faerri. Talid er ad fraktion Bp3.4.9 innihaldi betdlin, en
st fraktion hafdi engin 6naemisbalandi ahrif i pessari tilraun sem er i samremi vid fyrri
nidurstddur (Sigurpalsson et al, 2009). Mestar heimtur urdu lika 4 Bp3.4.9 sem samramist
pvi ad betulin finnst i miklu magni i birkiberki (Abyshev o.fl. 2009). Ekki var unnt ad greina
ut fra viomidum i hdprystivokvagreiningunni i hvada fraktionum lupeol og oleanolinsyru var
a0 finna.

Neastu skref 1 rannsdknarverkefninu veru vantanlega ad 4kvarda hreinleika og
byggingaakvarda efnin i fraktionunum sem syndu ahrif (Bp3.4.5, Bp3.4.6, Bp3.4.7, Bp3.4.10
og Bp3.4.14), athuga aftur ahrif peirra i in vitro angafrumulikani og bera saman vid
nidurstodur ur pessari rannsékn. bPad parf ad endurtaka slikar tilraunir til pess ad peer
nidurstodur teljist marktaekar, en eins og &4d0ur sagdi eru nidurstddurnar Ur pessari tilraun
frekar visbendingar en areidanlegar nidurstodur. Pessi tilraun stadfesti po enn frekar
hugsanleg bolguhemjandi ahrif efna r birkiberki og getur pessi vitneskja reynst gagnleg i
framtidinni vid medhdndlun ymissa sjalfsofneemissjikddma, eins og lidagigtar.
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