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Let food be thy medicine and let medicine be thy food. —Hippocrates
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1 Agrip
AHRIF RESVERATROL A LYFJANAMI FRUMNA UR ILLKYNJA
STJARNFRUMUZXLUM (GLIOBLASTOMA MULTIFORME)
Sigurros Jonsdottir

Inngangur: Stéraukinn ahugi er fyrir nattiruefnum ur jurtum til leekninga sem tengist m.a.
medferdum vid krabbameini. Eitt pessara efna, resveratrol, skipar storan sess i fornri
leekningasogu Asiu. Fjolmargar rannsoknir hafa verid gerdar & virkni resveratrol vardandi
efnaskipti og sjikdoma. Hins vegar hefur hlutverk resveratrdl vid ad auka lyfjanemi illkynja
stjarnfrumuaexla (e. glioblastoma multiforme, GBM) litid verid rannsakad. GBM er 4 medal
illvigustu @xlissjukdoéma. Aukin tjdning peirra & YKL-40 hefur verid tengd vid proun exlis
og verri horfur sjuklings. Markmid pessarar rannsoknar var ad medhondla U87 glioblastoma
frumulinu med resveratr6l og meta sidan YKL-40 tjaningu hennar og nami fyrir
hefobundnum krabbameinslyfjum. P4 var einnig reynt ad snua dhrifunum af resveratrél vid
med pvi ad bada frumurnar i YKL-40. Hluti rannsoknarinnar var endurtekinn &8 GBM frumum
fra sjuklingi.

Efniviour og adferdoir: GBM frumur fra sjuklingi voru einangradar ur heilazxli fra
Landspitala. Par, dsamt U87, voru rektadar og var 20.000 frumum sad i hvern brunn 4 96
holu raektunarbokkum. P4 voru frumurnar badadar med radpynningum af resveratrol,
hefobundnum krabbameinslyfjum og loks YKL-40. Eftir 24, 48 og 72 klukkustundir i rakt
var frumulifun metin med premur mismunandi adferdum: (i) ATP-Lusiferasa, (ii) PrestoBlue
og (iii) Crystal violet. YKL-40 tjaning var metin med ELISA adferd.

Nidurstoour: Resveratrol syndi tima- og styrkhdd frumudrap hja U87 frumulinu. P4 jok
resveratrol nemi U87 fyrir krabbameinslyfjunum Temdsolomid og Cisplatin. Hja GBM
frumum sjuklings syndi resveratrdl styrkhad frumudrap en ekki tokst ad syna fram a aukid
naemi fyrir Temdsolomid med markteekum haetti. Resveratrol baeldi YKL-40 tjaningu U87 en
pegar frumurnar voru badadar i YKL-40 snerust ahrif resveratrol ekki vid.

Alyktanir: Resveratrol er talid gripa inn i bodefnaferla frumna og draga ur
krabbameinssvipgerd peirra sem m.a. endurspeglast i YKL-40 tjaningu. I kjolfarid verdur
aukning 4 lyfjanemi U87. 1 pessari rannsokn tokst ad stadfesta tima- og styrkhad frumudrap
resveratrol 4 U87 frumulinu og GBM frumur sjuklings. Resveratrol beldi YKL-40 tjaningu
US87 en YKL-40 breytti ekki dhrifum resveratrol sem bendir til pess ad ahrifum resveratrol sé
ekki miolad 1 gegnum YKL-40. Samanburdur & ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet
profum kveikti pa spurningu hvort resveratrél midli dhrifum sinum med belingu &

efnaskiptum og 1 kjo6lfarid lifvaenleika U87 frumulinunnar.
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2 Listi yfir skammstafanir

ATCC American type culture collection
ATP Adenosine-5'-triphosphate (adendsin-5'-prifosfat)
BBB Blood brain barrier (bl6d-heila hindri)

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (syklin hadur kinasa hindri 2A)
CIS Cisplatin (Cisplatin)

COX-1 Cyclo-oxygenase-1

COX-2 Cyclo-oxygenase-2

CYP3A4 Cytochrome Pyso 3A4

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle medium (Eagle @ti umbreytt af Dulbecco)
DMSO Dimethyl sulfoxide

EAC Ehrlich ascites carcinoma (kvidarholsvokva axlismédel)

EGFR Epidermal growth factor receptor (vaxtarpattavidtaki pekjufrumna)
ERK Extracellular signal-regulated kinase (kinasi styrdur af utanfrumubodum)
FBS Fetal bovine serum (nautgripafésturssermi)

HC gp-39 Human cartilage glycoprotein-39 (mannabrjosks sykruprotin 39)

Hsp90a  Heat shock protein 90a (sidgaedisprotin 90a.)

IC Inhibitory concentration (heftistyrkur)
IC50 Half maximal inhibitory concentration (halfur heftistyrkur)
IDH Isocitrate dehydrogenase

MDM2  Murine double minute 2
MDR Multi drug resistance (fjollyfjadonemi)

MGMT  O°methylguanine-DNA-methyltransferase

MI Maximum inhibition
MO No inhibition control
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
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NOS

NSAID

OD

PBS

PDGF

PDGFRa

PI3K

PKM?2

PTEN

ROS

SIRT1

TCER

™

T™Z

TRAF1

Nitric oxide synthase

Non-steroidal anti-inflammatory drug (bolgueydandi gigtarlyf)
Optical density (gleypnigildi)

Phosphate buffer saline (fosfat-salt-jafthalausn)

Platelet derived growth factor (bl60flogu vaxtarpattur)

Platelet derived growth factor receptor a (blodfloguvaxtarpattarvidtaki o)
Phosphoinositide 3-kinase

Pyruvate kinase muscle isozyme 2

Phosphatase and tensin homolog (fosfatasa og tensin samstada)
Reactive oxygen species (hvarfgjorn hettuleg millietni)

Silent mating type information regulation 2 homolog 1

Tumor cell extraction reagent (exlisfrumuttdrattarefni)
Transfer medium (flutningsaeti)

Temozolomide (Temo6s616mid)

TNF receptor-associated factor 1



3 Inngangur

Matur er mannsins megin. Fra 6rofi alda hefur madurinn safnad jurtum til atu og laekninga.
Mikid er nll rannsakad til a0 meta storauknum ahuga fyrir s.k. nattGruefnum ur jurtum (e.
phytochemicals) til lekninga og tengist pad medal annars medferdum vid krabbameini. Eitt
pessara efna er resveratrol. Markmid pessarar rannsoknar er ad meta lyfjanemisaukandi ahrif
resveratrol & krabbamein. Fyrir valinu vard illkynja stjarnfrumuaexli (e. glioblastoma

multiforme, GBM) sem er 4 medal illvigustu axlissjuikdoma.

3.1 Saga resveratrol og fyrri rannsoknir

Resveratrol var fyrst nefnt i japanskri visindagrein
arid 1939 eftir ad efnid var eingangrad Ur hinni
eitrudu  laekningajurt  Veratrum  album  (isl.
bjarthnori) (1). Efnid skipar stéran sess i fornri
leekningasogu Asiu par sem pad er betur pekkt sem

,Hu Zhang“ eda ,Ko-jo-kon“ sem er duftid af

purrkadri rét plontunnar Polygonum cuspidatum en

islenska heiti hennar er blomsira (Mynd 1). | Mynd 1: Blémstra. Resveratrol finnst {

duftinu af purrkadri rot plontunnar

Resveratr6l vakti sidan mikla athygli pegar pad Polygonum cuspidatum (isl. blomsara).

fannst 1 vinberjum arid 1976 (2) og sidar i raudvini

arid 1992 (3).

[ upphafi pessarar aldar virtust rannsoknir syna ad efnid geti leitt til allt ad tvofoldunar 4
lengd lifs hja gersveppum (Saccharomyces cerevisiae), smaormum (Caenorhabditis elegans)
og flugum (Drosophila melanogaster) (4, 5). bessar rannsoknir voktu mikla athygli ekki sist
vegna pess ad paer birtust med stuttu millibili 1 hinu virta visindatimariti Nature og alitu ymsir
ad hér veari loksins kominn til sdgunnar langlifis elixirinn sjalfur. Su tra vardi p6 ekki lengi
pvi hluti af nidurstodunum var hrakinn vegna galla i uppsetningu tilrauna. Arid 2011 birti
Nature pd enn 4 ny nidurstodur sem studdu mogulegt hlutverk resveratrél vid framlengingu
lifs (6). Lagt hefur veri0 til ad resveratrol sé skyringin & fyrirbarinu ,,French Paradox* sem er
hid o6fuga samband 4 milli hoflegrar raudvinsdrykkju og hjarta- og adasjikdéma sem
faraldsfraedilegar rannsoknir hafa stutt ad sé til stadar & medal Frakka. Allt hefur petta leitt til

storaukins dhuga 4 resveratrol medal visinda- og leikmanna og 1 kjolfarid hafa fjolmargar in



vitro, in vivo og ex vivo rannsOknir verid gerdar & virkni resveratrdl vardandi efnaskipti og

sjukdoma (Tafla 1).

Ahugi manna 4 resveratrél i sambandi vid krabbameinslyfjamedferd kviknadi eftir ad Jang
og félagar syndu fram & krabbameinshemjandi ahrif efnisins arid 1997 (7). In vitro rannsoknir
hafa stutt pa tilgadtu ad resveratrol hafi 4hrif 4 meginskrefin i krabbameinsmyndun, p.e.
upphaf, vidhald og framvindu peirra. Pau 4hrif hafa sidan verid metin i dyrum sem og
faeinum rannséknum 4 moénnum. RannsOknir 4 resveratrol stydja po ekki adeins
krabbameinshemjandi hlutverk pess heldur hefur einnig verid synt fram 4 moguleg
lyfjaneemisaukandi ahrif efnisins i medferd krabbameina (8). Hins vegar hefur hlutverk

resveratrol vid ad auka lyfjaneemi GBM litid verid rannsakad.

Tafla 1. Laekningaleg virkni resveratrol. Fjolmargar in vitro, in vivo og ex vivo
rannsoknir verid gerdar 4 virkni resveratrdl vardandi efnaskipti og sjukdoma.

Virkni gegn bakterium, sveppum og veirum (9, 10)
Andoxandi virkni (11)

Eyding hattulegra hvarfgjarnra milliefna (Reactive oxygen species, ROS) (12)
Hindrun lipid peroxunar (13)

Hindrun 4 myndun eicosanoida (14)

Hindrun 4 samlodun blodflagna (14)

Bolgueydandi virkni (7)

Adaslakandi virkni (15)

Estrogen og and-estrogen virkni (16)

Hindrun & monoaminoxidasa (17)

Hindrun 4 H'/K'-ATPasa (18)

Virkni gegn sykursyki (19)

Virkni gegn Alzheimer (20)

Virkni gegn krabbameinum (7, 21)

Tolur innan sviga visa til videigandi greina i1 heimildaskra.

Resveratrol er almennt talid myndast i fjolmorgum plontutegundum sem svar vid areitum a
bord vid utfjolublda geilsun, bakteriur og sveppi. Efnid er buid til i hudpekju laufblada og
hyoi vinberja en ekki i aldinkjoti peirra (10). Resveratrdl er liklega pekktast fyrir ad bera
abyrgd 4 mogulegum heilsuverndandi dhrifum raudvins. Auk vinberja og raudvins ma finna
resveratr6l 1 raudum og bleikum vinberjasafa, blaberjum, kraekiberjum, moérberjum,
tronuberjum, rabbabara, jardhnetum og kakddufti (22). Hvitvin og résavin innihalda mun
minna resveratrol heldur en raudvin enda er sd timi sem vinber eru latin gerjast med hydinu
akvardandi pattur fyrir resveratrol magnid i vini. Magn resveratrdl 1 vinberjahydi er hinsvegar

had raektunarafbrigdinu, landfredilegum uppruna og utsetningu fyrir sveppum, t.a.m.
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Bothrytis cinerea (23). Pau raudvin sem rikust eru af resveratr6l eru komin af ,,cabernet-
sauvignon®, ,,pinot-noir* og ,,mourvedre* vinpragum en pau sem innihalda minnst resveratrol
eru hinsvegar komin af ,,gamay*, ,,cabernet franc* og ,,grenache* prigum (24). b4 er talid ad
vin fra kaldari sveedum 4 bord vid Bordeaux i Frakklandi innihaldi meira resveratrél heldur en

vin fra heitari sveedum 4 bord vid Kaliforniu, Astraliu, Span og Sudur-Ameriku (25).

Resveratrol er einnig framleitt 4 rannsdknarstofum med efnasmidi eda liftekni og er auk
pess selt i storum stil sem faedubdtarefni. Flest resveratrol & markadi inniheldur kjarna
blomsururétarinnar gerjadan af sveppnum Aspergillus oryzae (26) sem Asiubuar nota til
gerjunar 4 soja en gerjad soja er enn ein uppspretta resveratrol. Resveratrol faedubotarefni
innihalda 4 bilinu 50 pg til 60 mg af resveratrdl 4 hvern skammt. S& skammtur sem @tlad er
ad purfi til ad fyrirbyggja ymsa pralata sjtkdoma i moénnum er enn opekktur. In vitro
rannsOknir hafa po bent til pess ad si& lagmarksstyrkur sem bparf til ad nad fram
krabbameinshemjandi ahrifum resveratrol sé¢ a.m.k. 5-10 uM (27). Hins vegar hafa in vivo

rannsOknir baedi & dyrum og monnum ekki ndd ad mala svo hdan blodstyrk.

3.2 Frasog og stoougleiki resveratrol

Nidurstodum in vitro og in vivo rannsokna ber ekki alltaf saman. Flestar rannsoknir & virkni
resveratrol hafa verid gerdar in vitro par sem frumur eru Utsettar fyrir Gumbrotnu efninu 1 allt
ad 10-100 sinnum herri styrk en sd hamarksstyrkur sem melst hefur i blodi manna eftir
inntoku (27). Rannsoknir & dhrifum resveratrol in vivo stranda pvi flestar 4 hinu laga adgengi
efnisins. Resveratrol fer p6 greidlega yfir bl6o-heila hindrann (e. blood brain barrier, BBB) i
musum og hefur st stadreynd ekki sist vakid dhuga 4 mogulegu hlutverku efnisins i barattunni

vi0 heilazexli (28).

begar resveratrdl er tekid inn um munn frasogast pad fra meltingarferum manna en
adgengi pess er hinsvegar lagt vegna hins hrada umbrots og utskilnadar. Efnid er umbrotid af
fasa I ensimum i picetanndl og dihydrd-resveratrdl en af fasa II ensimum i glukuronio og
sulfat (29) (Mynd 2). Rannsoknir & ménnum syna ad pad resveratrol sem melist 1 bl6oi eftir
inntoku sé ekki nema um 5% af pvi magni sem tekid var inn. Pad litla magn sem melist i
blodi er fyrst og fremst & formi afleidanna, stlfats og glukironids (30). Flestir vefir likamans
komast pvi adeins i taeri vid afleidur resveratrol ef fra er talin pekja meltingarvegarins. Litid er
vitad um virkni resveratrol afleida i likamanum en rannsokn fra 2011 syndi ad afleidur

resveratrols geti ymist haft meiri eda minni virkni en upphaflega efnid (31). b4 er ekki vitad



hvort ad akvednir vefir geti umbreytt resveratrdl afleidum i trans-resveratrél a ny (29). In vitro
rannsOknir hafa reynt ad meta ahrif resveratrol afleida og syndi ein peirra fram 4 COX-1
(cyclo-oxygenase-1) og COX-2 (cyclo-oxygenase-2) séu hindradir en SIRT1 (silent mating
type information regulation 2 homolog 1) vikjadur af badi resveratrol og stlfat afleidu pess

(32).

UMBROT
FASI 1 FASI II

o
HO~</ A\ OH
o A
H
ey~

OH

trans-resveratrol-3-O-p-d-glukaronid

OH OH
dihydré-resveratrdl trans-resveratrol-3-siilfat

UTSKILNADUR

Mynd 2: Umbrot resveratrél. | ménnum er
resveratrol umbrotio af fasa I ensimum i
picetannol og dihydro-resveratrol en af fasa I1
ensimum i resveratrdl-3-O-B-d-glukaronid og
resveratrol-3-sulfat.

Resveratrdl tilheyrir flokki polyfendla sem kallast stilben en polyfendl eiga pad
sameiginlegt ad vera komin af fenylalanini og innihalda arématiskan hring med virkum
hydroxylhop. Sameindin er fituleysanleg og kemur badi fyrir sem cis og trans isomera. Trans
isomeran er algengari, virkari og meira rannsokud heldur en cis isdémeran og pvi verdur
resveratrél haft um trans-3,4',5-trihydroxystilben ut ritgerdina. { plontum koma badar
isomerurnar fyrir sem glukésid en resveratrol-3-O-p-glukésid er kallad piesid. I raudvini er
talsvert magn af resveratrol en talid er ad pad myndist pegar sykursameindin er klofin af
piesidi 1 gerjunarferlinu (22). Samtengd form af resveratr6l, utan stlfats og glukironios,
innihalda 1-3 metyl hopa t.d. pterostilben. Afleidurnar halda eftir a.m.k. einum hydroxylhop
og hafa pvi allar andoxunarhefni. Picetanndl er nattiruleg hlidsteeda resveratrol med fjora
hydroxylhopa og p.a.l. aukna andoxunarhafni. Pa ber ad nefna ad stilben bygging resveratrol
er naskyld hinu tilbuna estrégeni dietylstilbestrol og getur efnid pvi ymist virkad sem estrogen
vidtaka Orvi (agonisti) eda hemill (antagdnisti) eftir adstedum (33) (Mynd 3). Eins hafa verid

préadar nyjar resveratrol afleidur 1 tilraun til ad auka adgengi efnisins og mé nefna sem daemi
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tetrametoxystilben en synt hefur verid fram 4 ad pad midli krabbameinshemjandi ahrifum

sinum um adra ferla en resveratrol (34).

TR o

trans-resveratrél-3-O-B-d- N‘ >
glukirénid k
%\:\ o -

e \A

trans-resveratrol

cis-resveratr6l-3-O-B-d-
glukirénid

trans-resveratrol-3-O-B-d-
ghikosid

o.

cis-resveratrol

Resveratrol

cis-resveratrol-3-O-B-d-
glikésio

pterostilben dietylstilbestrol

picetannol

Mynd 3: Efnaformulur resveratrél (3,4',5-trihydroxystilben) isémera og afleida. Resveratrdl i nattirunni
kemur bzdi fyrir sem cis- og trans-resveratrol (cis- og trans-3,4',5-trihydroxystilben). Badar isomerurnar geta
komid fyrir sem piesid (cis- og trans-resveratrol-3-O-p-d-glukosio). Samtengd form af resveratrol innihalda
glukaronid-, sulfat- eda metylhopa t.d. resveratrol-3-O-B-d-glukaronid, resveratrol-3-sulfat og pterostilben (3,5-
trimetoxy-4'-hydroxystilben). Nattaruleg hlidstada resveratrdl er picetanndl (3,4,3',5'-trans-tetrahydroxystilben).
Naskylt resveratrol er hid tilbuna estrogen dietylstilbestrol (4,4'-(3E)-hex-3-en-3,4-diyldifenol).

Rannsoknir 4 adgengi resveratrol i monnum eru 4 byrjunarstigi. I rannsékn par sem sex
heilbrigdir menn og konur toku inn 25 mg af resveratrél kom i 1j6s ad einungis 6rlitid magn af
6umbreyttu efninu fannst i bl6di. Styrkurinn 1 bl6di nddi hamarki 60 minttum eftir inntoku og
var hann pd um 2 pM (29). Sami hdmarksstyrkur maeldist eftir 30 minttur i annarri rannsékn
par sem 12 heilbrigdir menn toku inn 25 mg af resveratrol & hvert kil6 likamspyngdar. Pa er
adgengi resveratrol talid had pvi hvort ad efnid sé fengid Gr raudvini, gremetissafa eda
vinberjasafa (35) og er adgengid Ur vinberjasafa talid legra en Ur raudvini (36). P4 syndi
nyleg rannsokn ad adgengi resveratrdl ur raudvini s¢ 6had pvi hvort ad vinid sé drukkid med

mat eda 4 fastandi maga (37).

Ymsar leidir hafa verid farnar i tilraunum til pess ad auka adgengi 4 resveratrél. Medal
annars hefur efninu verid komid fyrir i burdarsameindum & bord vid lipésém, cyclodextrin og
kalsium perlur (38-40). Rannsokn fra 2011 syndi fram 4 aukid adgengi resveratrol pegar pad
var tekid inn samhlida virka efninu piperin (e. piperine) sem finnst i pipar. Adgengid jokst um
229% og hamarksstyrkurinn i bl6di um 1544% (41). Nu er i gangi slembirodud tviblind
klinisk forkonnun & 4hrifum piperin 4 adgengi resveratrdl hja 24 heilbrigdum einstaklingum

(42). ba benti in vivo rannsokn & rottum til pess ad haskammtamedferd med resveratrél (50




mg/kg) um munn auki ekki adgengi pess. Adgengid jokst heldur ekki vid pad ad gefa efnid
oftar & dag, allt ad 7 sinnum, en pegar resveratrdl var gefid i cyclodextrinum jokst baedi

frasogid og adgengid (43).

Milliverkanir resveratrdls vid onnur lyf eru ekki pekktar i monnum en in vitro rannsokn
benti til pess ad resveratrol geti hindrad ensimid CYP3A4 (Cytochrome Pyso 3A4). I kjolfarid
hefur verid sett af stad klinisk lyfjarannsokn til ad athuga milliverkanir vid 6nnur lyf umbrotin
af CYP3A4, par 4 medal krabbameinslyf, onemisbalandi lyf og statin lyf (44). P4 hefur verid
synt fram 4 a0 resveratrdl hindri sértekt ensimid CYP1A1 i lifrarfrumum manna (45) en 6rvi
fasa II ensim i masum (46). Ekki hefur tekist ad syna fram 4 eiturvirkni resveratrdl i ménnum
(30). Alls eru i gangi 46 kliniskar lyfjarannsdknir & resveratrol og par af 14 tengdar
krabbameini (47). Kortlagning 4 dhrifum resveratrél { ménnum getur mogulega opnad nyjar

leidir fyrir hagnytingu efnisins i forvarnir og medferd krabbameina.

3.3 Sameindaskotmork resveratrol

Krabbamein er samheiti margra og misleitra sjikdoma sem prodast eftir fjolmorgum ferlum og
pvi er haegara sagt en gert ad kortleggja ahrif resveratrél 4 hverja krabbameinsfrumu. Ahrif
resveratrol virdast felast i heilu bodefnaferlunum o6likt flestum krabbameinslyfjum sem oftast
hafa sértaekari virkni. Medferd med resveratrol hefur pannig ahrif & breitt svid bodefnaferla
sem koma ad myndun (e. initiation), vexti (e. promotion), vidhaldi, fjolgun (e. progression) og

fari (e. migration) krabbameinsfrumna (7).

Ahrif resveratrdl eru vaentanlega had skammti, timasetningu medferdar og mogulega
mismunandi svipgerd hverrar krabbameinsfrumu. /n vitro rannséknir hafa samt synt ad
resveratrol geti hamid voxt fjolda krabbameina (48-51) (Mynd 4a). Talid er ad resveratrol
midli hamlandi dhrifum sinum 4 axlisvoxt med ymsu moti: (i) stodvun frumuhrings, (ii)
virkjun & frumum Onamiskerfisins, (iii) hemlun & telomerasa virkni i exlisfrumum, (iv)
hemlun & @xlishvetjandi bolgusvari, (v) hemlun & ifarandi vexti og meinvarpamyndun, (vi)
hindrun 4 nymyndun &da, (vii) hindrun 4 DNA vidgerd, (viii) virkjun 4 styrdum frumudauda
(lat. apoptosis), (ix) hlidrun & efnaskiptum frumunnar i att ad lofthddri glykolysu og (x)
hindrun 4 framleidslu vaxtarpatta (52-54) (Mynd 4b). begar sameindaskotmork resveratrdl eru
skodud til hlidsjonar vid hin 10 kennimerki krabbameina, sem birt voru i timaritinu Cell arid
2011, pa vaknar st spurning hvort ad resveratrdl geti mogulega haft baelandi 4hrif & 61l pessi
10 kennimerki (55) (Mynd 4c). Greinin er eftir p4 Hanahan og Weinberg og er huin

endurskodun & klassiskri grein sem peir skrifdu i sama timariti rimum aratug adur (56).
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a.
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Blodruhalskirtils- . [Ristilkrabbamein|
krabbamein ‘ Resveratrol ‘ Illkynja aexli i
Brjostakrabbamein | \\ pverrdka vodvum
(Skjaldkirtilskrabbamein lllkynja beinzexli |
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B-eitilfrumuaxli
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Hvitblaedi

b. C.
;‘[:‘(N;:‘; Cyclin D1,D2,E
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PKM2 IL-2,12
IFN-y
Survivin Survivin
Bel-2,xL Bel2l,
Tel s
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PARP 5SLOX
VEGF MMP9
iNOS IL-1,6,8
Mynd 4:

a. Bzlandi ahrif resveratroél 4 ymsar krabbameinsfrumur. /z vitro rannsoknir hafa synt fram a ad resveratrol
geti hamid voxt blooruhalskirtils-, bris-, brjosta-, eggjastokks-, flogupekju-, lifrar-, maga-, ristil-, skjaldkirtils- og
vélindakrabbameina auk B-eitilfrumuaxla, mergaxla (e. Multiple myeloma), hvitbladis i merg- og eitilfrumum,
illkynja &xla i pverraka vodvum (e. Rhabdomyosarcoma), illkynja beinexla, sortuexla (e. Melanoma),
meanukimfrumuzxla (e. Medulloblastoma) og illkynja trodfrumuaxla (e. Glioma) (48-51).

b. Sameindaskotmork resveratrél. Rannsoknir benda til pess ad resveratrol midli hamlandi ahrifum sinum &
krabbameinsvoxt med stodvun frumuhrings (| cyclin D1,D2,E; | CDK 2,4,6); virkjun 4 frumum 6nzamiskerfisins
(11L-2,12 og 1IFN-y); hindrun a telomerasa; hindrun a @xlishvetjandi bolgusvari (| NF-kB, |COX1,2 og | 5-
LOX); hindrun 4 ifarandi vexti og meinvarpamyndun (| MMP9 og | IL-1,6,8); hindrun & nymyndun &da

({ VEGF og |iNOS); hindrun 4 DNA vidgerd med pvi ad kljufa PARP; virkjun & styrdum frumudauda

({ Survivin, | Bcl-2, |Bcl-xL, |IAP og | TRAF1); hindrun & PKM?2 og hlidrun 4 efnaskiptum frumunnar i att ad
lofthadri glykolysu; hindrun a framleidslu vaxtarpatta (| TNF, | EGF og | IL-1,6,8) (52-54).

¢. 10 kennimerki krabbameina. Hin 10 kennimerki krabbameina, sem birt voru i timaritinu Cell arid 2011 eru:
1. Onami fyrir vaxtarbalandi bodefnum. 2. Undanskot frd 6namiskerfi. 3. Takmarkalaus geta til fjolgunar. 4.
Zxlishvetjandi bolgusvar. 5. Ifarandi voxtur og meinvorp. 6. Nyzdamyndun. 7. Ostodugleiki erfdaefnis og
stokkbreytingar. 8. Undanskot fra styroum frumudauda. 9. Hlidrun & efnaskiptum frumunnar. 10. Sjalfberni i
framleidslu vaxtarpatta (55).
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3.4 Glioblastoma heilazxli

A lslandi eru heila- og 6nnur midtaugakerfisaexli um 3% allra greindra krabbameina. A
arunum 2002-2006 greindust drlega ad medaltali um 40 tilfelli, en aldursstadlad nygengi er
um 9 tilfelli midad vid 100.000 karla og 12 midad vid 100.000 konur. Medalaldur vid
greiningu er 53 ar en heilaexli geta p6 myndast i folki & 6llum aldri og eru pau algengustu
fostu @xli 1 bornum auk pess ad valda hja peim flestum daudsfollum vegna krabbameina.
Almennt eru heilaexli algengari hja hvita kynstofninum og danartioni er herri hja koérlum en

konum (57).

ZXxli 1 heila eru misleitur hépur @xla en uppruna peirra ma ymist rekja til heilavefjarins
sjalfs eda Ollu oftar til meinvarpa annars stadar fra, einkum fra lungna-, brjosta-, nyrna- og
hudsortuexli. £xli upprunnin i heilavef eru kollud eiginleg heilaexli og verda pau einkum til
vid illkynja ummyndun proskadra taugastodfrumna eda taugastofnfrumna. Eiginleg heilazxli

meinverpast sjaldan eda aldrei Ut fyrir midtaugakerfid en geta dreifst innan pess (58).

Algengustu og jafnframt illvigustu heilazxlin i ménnum eru GBM en pau eru samkvamt
Alpjoda heilbrigdismalastofnun (e. World Health Organization, WHO) flokkud sem fjérdu
gradu stjarnfrumuaxli (lat. astrocytoma). GBM eru eiginleg heilaexli med gridarlega misleita
svip- og sameindagerd sem endurspeglar upprunann fra 6likum proskunarstigum stjarnfrumna
(e. astrocytes), fahyrna (e. oligodendrocytes) og heilapelsfrumna (e. ependymal cells). Axlin
samanstanda p6 ad mestu af myndlausum stjarnfrumum med oreglulegan kjarna, vokvadrepi
(e. liquefactive necrosis) og auknum vexti @dapelsfrumna. Axlisfrumunar rada sér gjarnan i
kringum drepsvaedin og pa yfirleitt i heilahvelum (58). Meinafredingar flokka exlin eftir
stadsetningu, frumugerd, frumupéttleika, stigi frumskiptinga og pvi hvort akvednir

liffeerameinafradilegar eiginleikar séu til stadar vid ljossmasjarskodun eda ekki.

GBM ma skipta i ,,primer eda ,,sekinder axli a4 grundvelli préunar. ,Primer eda
sjalfsprottin IV gradu GBM hafa oft yfirtjaningu &4 EGFR (epidermal growth factor receptor)
geni, stokkbreytingu i PTEN (phosphatase and tensin homolog) geni, brottfall 4 CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), MDM2 (murine double minute 2) og INK4a genum
og tap 4 pl4 og pl6 exlisbeliprotinum. ,,Sekunder GBM byrja hinsvegar sem I-III gradu
stjarnfrumuaexli med stokkbreytingu 1 p53  @xlisbaliprotini sem veldur uppséfnun
litningagalla og proun yfir i IV gradu GBM. ,,Sekinder GBM hafa auk pess yfirtjaningu &
PDGEF (Platelet derived growth factor) og PDGFRa (platelet derived growth factor receptor o)
(59). Nylega kom i ljos stokkbreyting i IDH 1 og 2 (isocitrate dehydrogenase 1 og 2) genum i
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um 10% GBM og 80% stjarnfrumuzxla af laegri gradum (60). Tilvist stokkbreytingarinnar
hefur verid tengd betri horfum sjiklinga og efnaskiptalegri umbreytingu @&xlanna. Stokkbreytt
IDH genin tja fyrir umbreyttu ensimi i sitrénusyruhringnum sem getur breytt alfa-
ketoglutarati i R(-)-2-hydroxyglutarat en nylega var synt fram 4 ad R(-)-2-hydroxyglutarat
hindri afmetyleringu histona med peim afleidingum ad proski o6sérhaefora frumna stodvast

(61).

Orsakir heilazxla eru mjog 4 huldu. Siaukin notkun pradlausra sima og farsima hefur vakid
ahyggjur margra og mikid er rannsakad i peim efnum, en pad hefur ekki att vid rok ad stydjast
ad rafsegulbylgjur séu &dhattupéttur (62). P4 hefur fjoldi efna og efnasambanda verid
athugadur vegna mogulegs sambands atvinnu og myndunar heilazxla. Sem demi ma nefna
efnid vinylklorid sem notad er { jarQoliu- og jardgasvinnslu, landbunadi (skordyraeitur) og
gimmiidnadi en ekki hefur heldur tekist a0 syna fram 4 klart orsakasamband par (63).
Stadfest hefur verid orsakasamband 4 milli jénandi geislunar og heilazxla (64). Rannsokn fra
arinu 2006 syndi samband heilazxla og utsetningar fyrir blyi & vinnustad (65) og nylega
uppgdtvudust hugsanleg tengsl vid alkéholneyslu (66). Demi um 6breytanlega dhattupaetti
eru haekkandi aldur, hvitur kynpattur og saga um heilazxli i fjolskyldunni en erfoafradilegir

&ttir eru taldir hata ahrit 1 1nnan vi o1 nja heilagexla .
i 1dir hafa ahrif 1 i 10 1% illkynja heil la (63

Klinisk einkenni heilaxla stafa yfirleitt af auknum innankupuprysting vegna ifarandi
@xlisvaxtar 1 nalegan heilavef og sérstaklega vegna medfylgjandi dreps, boélgusvorunar og
bjugmyndurnar. Helstu klinisku einkennin eru hofudverkur, o6gledi, uppkost, sjontruflanir,
personuleikabreytingar, minnistruflanir, jafnvaegisskerding, heyrnarskerding, flog og skert

medvitund. Hofudverkur er oftast fyrsta einkenni heilazexlis eda i um 35 % tilfella (58).

GBM eru 4 medal erfidustu krabbameinssjukdoma vegna pess hve hratt og ifarandi pau
vaxa, hve liti0 pau svara geisla- og lyfjamedferd, ennfremur hve erfitt er ad fjarlegja pau ad
Ollu med skurdadgerd og hve skammur timi lidur fra greiningu ad erfidSum einkennum eins og
krompum og personuleikabreytingum og ad lokum andlati. Nylegar rannsdknir syna ad medal
lifun GBM sjuklinga er um eitt ar eftir fulla medferd en an nokurrar medferdar lifa faestir
lengur en O6rfda manudi (67). Dreemur 4rangur lyfjamedferdar stafar vafalaust ad verulegu
leyti af misleitri gerd GBM. Fruma i misleitu @xli parf ekki ad innihalda sama safn
stokkbreytinga og naesta fruma en fjoldi frumusvipgerda i heilaexli getur verid mikill og
jafnvel numid pusundum (68). Akvednar frumur innan sxlisins geta pvi verid énzemar fyrir

tilteknu lyfi en adrar ekki. Sumar frumur skipta sér sjaldan og pa hafa krabbameinslyf sem
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hindra frumuskiptingu litil dhrif. [ pessum tilvikum getur verid til litils ad beita frumudrepandi

krabbameinslyfjum.

3.5 Krabbameinslyfin Cisplatin og Temo6s6l0mio

Lyfjamedferd vio GBM var fyrst kynnt til sdgunnar 4 niunda éaratugnum med flokki
alkylerandi krabbameinslyfja par sem Cisplatin (CIS) var fremst i flokki (59). Skurd- og
geislamedferd voru p6 afram rddandi i barattunni vid heilaexli og illa gekk ad syna fram &

gagnsemi lyfjamedferdar sem vidbotarmedferd (69).

Arid 2005 kom fram slembir6dud lyfjarannsokn med 573 pattakendum par sem synt var
fram 4 aukna lifun hja sjuklingum sem hlutu lyfjamedferd med lyfinu Temo6s6lomid (TMZ),
sem gefid var samhlida og i kjolfar geislamedferdar, pegar st ndlgun var borin saman saman
vid geislamedferd eina og sér. Um 25% peirra sem toku Temo6s616mid voru 4 lifi 2 arum eftir
ad medferd hofst borid saman vid 10% hja peim sem ekki fengu Temosolomid (70). 1
kjolfarid hefur radandi medferd vid GBM verid pripaett fra arinu 2005. Fyrsta medferd er
nanast undantekningarlaust skurdadgerd, sé axlid stadsett pannig ad hegt s¢ ad komast ad
pvi, en i kjolfarid geislamedferd samhlida lyfjamedferd. Eftirmedferd med Temdsolomio er i
dag hefobundin medferd, sem verid er ad reyna ad beata frekar. Pegar Temdsolémid gagnast

ekki er er oft studst vid dnnur lyf eins og Cisplatin.

Cisplatin var fyrsta krabbameinslyfid i flokki platinum sambanda. Lyfid myndar krosstengi
vid DNA og hindrar i kjolfarid jafnskiptingu frumunnar (e. mitosis), kallar 4 DNA vidgerd og
studlar ad styrdum frumudauda pegar vidgerdin tekst ekki. Lyfid er gefid i &0 i skamman
tima en 6nami gegn lyfinu myndast fljott. Lagt hefur verid til ad fruman myndi 6nemi med
pvi ad breyta upptoku og utskilnadi sinum a lyfinu, hindra styrdan frumudauda og auka DNA
vidgerd (71). Sértaek aukaverkun af Cisplatin er nyrnaskadi og pvi parf ad fylgjast vel med
nyrnastarfsemi 4 medan medferd er beitt. Til ad lagmarka nyrnaskada en hamarka lythrif er
gjarnan notast vid pvagrasingu asamt vokvagjof. Nyrnaskadinn virdist fyrst og fremst stafa af
myndun hattulegra hvarfgjarnra milliefna og skommu eftir tilkomu lyfsins kom upp st
hugmynd ad gefa andoxunarefni samhlida Cisplatin medferd til ad koma i1 veg fyrir
nyrnaskada (72). I pvi samhengi ber ad nefna ad rannsokn fra 2010 syndi ad andoxunarefnid
resveratrol hefoi marktekt meiri belandi ahrif 4 voxt EAC (Ehrlich ascites carcinoma)
a&xlismodels 1 masum heldur en Cisplatin. Pegar hvort tveggja var gefid saman kom 1 1j6s ad

resveratrol jok ahrifin af Cisplatin (73).
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Temo6so6lomid er annarrar kynslodar alkylerandi krabbameinslyf Gr 160 imidasétetrasina (e.
imidazotetrazine). Lyfid hefur reynst vel vid GBM bar sem pad er nanast 100% frasogad, fer
greidlega yfir blod-heila hindra og nazr fullum drapsstyrk (e. inhibitory concentration, IC)
innan heilans (74). Rannsoknir hafa synt ad Temdsolomid Orvi styrdan frumudauda (75),
sjalfsat (e. autophagy) (76), stoovun frumuhrings og valdi pvi ad jafnskipting frumunnar
kemst i uppnam (e. mitotic catastrophe) (77). Einnig hefur verid synt fram 4 ad lyfid virki
frekar 4 GBM stofnfrumur heldur en sérhaefoar frumur (78). b4 hefur verid synt fram & virkni
lyfsins baedi hja nygreindum og endurkomu GBM tilfellum (70). Aftursyn rannsokn fra 2012
stadfestir fyrri rannsoknir um aukna lifun GBM sjuklinga eftir viobotarmedferd med

Temoso6lomid (79).

Flestir sjuklingar pola Temds6lomid tiltdlulega vel en 4 moti kemur ad @xlin mynda oftast
fremur fljott pol gegn lyfinu. Einn pekktur pattur sem studlar ad polmynduninni er metylering
4 styrir6d MGMT (O°-metylgiianin-DNA-metyltransferasa) gensins sem leidir til minnkadrar
tjdningar & MGMT vidgerdarprétini. Alkylerandi krabbameinslyf 4 hindra eftirmyndun DNA
med pvi ad binda alkylhopa a nukle6tid i DNA, t.a.m. 4 O° gaanin. MGMT vidgerdarprotinid
fjarlaegir alkyl hopa af O°-guanin og hafa rannsoknir synt ad ofmetylering 4 styrirddinni og
minnkud tjdning prétinsins leidi til aukinnar virkni alkylerandi lyfja & bord vid Temdsolomid

og Cisplatin (80).

bratt fyrir framfarir i myndgreiningu, skurdlekningum, geisla-, lyfja- og stodmedferdum
hafa lifshorfur GBM sjuklinga einungis litid batnad og flest @xlin préa med sér minnkad
lyfjanemi, sem oftast leidir til endurkomu exlisins. Til ad snia vid minnkudu lyfjanemi
GBM frumna hafa menn einbeitt sér ad skotmoérkum & bord vid Hsp90a sidgedisprotin,
EGFR vaxtarpattarvidtaka, axlisbeli- og MDR-gen, DNA vidgerd (MGMT), telomerasa og
GBM stofnfrumur (59). Porfin fyrir Grraedi sem eykur lyfjanemi GBM er augljos.

3.6 Lyfjanzemisprof a heilazexlum og klinisk pyding peirra

Skommu eftir tilkomu lyfjamedferdar vid krabbameini uppgdétvudu menn ad sjuklingar med
somu sjukdomsgreiningu syndu misgoda svorun vid somu lyfjamedferd. ba kviknadi ahugi
manna fyrir lyfjanzemisprofunum axlisfrumna ex vivo. I kjélfarid hofu menn ad proa ymis
lyfjanemisprof (e. chemosensitivity testing) til ad sannreyna mogulega einstaklingsbundna

krabbameinslyfjamedferd.

begar kemur a0 pvi ad velja hentugt lyf fyrir krabbameinssjukling purfa leeknar ad treysta a
nidurstodur kliniskra rannsdkna asamt eigin pekkingu og reynslu. Krabbameinslaeknir getur
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pvi adeins vitad hvada lyf eru liklegust til pess ad virka hverju sinni. Slikar upplysingar naegja
ekki alltaf einar og sér par sem breytileikinn 4 milli sjiklinga er eins mikill og raun ber vitni.
Breytileikinn milli einstaklinga, @®xla og jafnvel innan axlis stafar medal annars af
erfoafredilegri misleitni @xlisfrumna. Porfin fyrir ad sérsnida medferd ad hverjum GBM
sjuklingi er gridarleg i 1josi pess a0 GBM eru medal misleitustu @&xla sem finnast i ménnum
(81).

Til ad hagt s¢ ad framkvama lyfjanemisprof & krabbameinsaxli parf fyrst ad taka syni Ur
@xlinu og einangra Ur pvi krabbameinsfrumurnar. Frumurnar eru raektadar i tilsvarandi @ti i
hitaskap vid 37°C og 5% CO, til ad reyna ad likja eftir adstedum innan likamans. P4 er
frumunum deilt & lyfjabakka med peim lyfjum sem préfa skal. Ad dkvednum tima lionum eru
frumurnar taldar og/eda efnaskipti peirra maeld og ahrif mismunandi krabbameinslyfja metin
utfra hlutfallslegu frumudréapi. Mat & lifun méd framkvema med ymsum préfum en
Tilgangurinn er ad meta hvada lyf og/eda lyfjastyrkur hefur mest frumudrepandi ahrif og um

leid ad utiloka pau lyf sem ekki eru likleg til ad vinna & krabbameininu.

Rannsoknir hafa synt a0 pad lyf sem hefur besta virkni i lyfjanemisprofi virki a
sjuklinginn 1 um 65% tilvika og ad versta lyfid i sliku profi virki einmitt ekki 1 yfir 90%
tilvika (82). Pannig er med 90% oOryggi haegt ad segja til um hvada lyf muni reynast gagnslaus
vid krabbameinsmedferd og um leid sparast sjuklingnum hlidarverkanir vidkomandi lyfja. ba
synir rannsokn fra 2010 ad pad geti verid efnahagslegur &vinningur af innleidingu
lyfjanemisprofa fyrir dkvednar gerdir krabbameina (83). In vitro lyfjanemisprofanir eru enn &
tilraunastigi en porf er & frekari kliniskum rannséknum til ad stadfesta mogulegt notagildi

peirra.

3.7 YKL-40 og krabbamein

YKL-40, einnig kallad HC gp-39 (human cartilage glycoprotein-39), er seytt glykoprotin sem
fyrst var borid kennsl & fyrir rimum dratug vid rekt MG63 frumulinu (illkynja beinexlis
frumulina) (84). YKL-40 er seytt af fjolda frumugerda og getur badi verid vaxtarpattur (85)
og vidlodunarsameind (86). Protinid tilheyrir fjolskyldu kitinasa likra prétina sem hafa
vardveitt kitinbindiset sin en misst ensimvirknina vegna farslu einnar aminésyru i
virknisetinu (87). Hlutverk YKL-40 i proun krabbameina er enn ad miklu leyti 6ljést en
rannsOknir hafa bent til pess ad YKL-40 stydji vid voxt og proskun krabbameinsfrumna med
pvi ad hindra styrdan frumudauda en studla ad edanymyndun, umsetningu utanfrumuefnis og

myndun meinvarpa (88, 89).
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Rannsoknir hafa synt fram & aukna tjaningu YKL-40 hja ymsum krabbameinum og hefur hin
verid sett i samhengi vid préun &xlis og verri horfur sjuklings. YKL-40 er pad prétin sem tjad
er i einna mestu yfirmagni i GBM en pad er ekki tjad i heilbrigdum heilavef (90). begar YKL-
40 tjaning er slegin ut hja GBM-frumum stodvast paer i G1 fasa og verda minna ifarandi og
nemari fyrir krabbameinslyfjum og geislun (90). Enn fremur var nylega synt fram 4 ad
resveratrol geti dregid ur YKL-40 tjaningu GBM-frumna 1 rakt (91). P4 lofar godu ad mela
YKL-40 med ELISA adferd i peim tilgangi ad spé fyrir um horfur hja GBM sjuklingum (92).
YKL-40 er pvi adladandi skotmark i préun nyrra medferda vid GBM og vid krabbameini

almennt.

3.8 Markmio rannsoknarinnar

Resveratr6l er pannig talid gripa inn {1 bodefnaferla frumnanna og draga ur
krabbameinssvipgerd peirra, sem leidir m.a. af sér a0 homlum er aflétt fyrir styrdum
frumudauda. { kjolfarid verdur aukning & lyfja- og geislanzemi krabbameinsfrumnanna.
Markmid okkar rannsoknar var ad medhondla U87 glioblastoma frumulinu i raekt med
resveratrol og meta sidan YKL-40 tjaningu hennar og nami fyrir hefobundnu
krabbameinslyfjunum Temo6s6lomid og Cisplatin. P4 var reynt ad snua ahrifunum af
resveratrol vid med pvi ad bada frumurnar i YKL-40. Rannséknin var sidan endurtekin &

frumum fra GBM sjuklingi (Mynd 5).

Resveratrol

Glioblastoma
frumulina
(U-87)

Glioblastoma
frumur sjuklings
(GBM-S)

E Hefdbundin krabbameinslyf j

(Cisplatin og Temozolomide)

PrestoBlue prof Eykur resvergtrél
lyfjaneemi
glioblastoma
frumna i reekt?

Crystal violet prof @
ATP-Lusiferasa prof

Dregur resveratrol ur
YKL-40 ELISA mzling @ YKL-40 tjaningu U87
frumulinu i reekt?

Mynd S. Uppsetning rannséknarinnar.
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4 Efniviour og aoferoir

4.1 Efniog ahold
Manna glioblastoma frumulina, U87, var fengin fr& ATCC (American Type Culture
Collection). GBM-S frumulinan var einangrud Ur fersku GBM syni sem fengid var fra

taugaskurddeild Landspitalans eftir tilskilin leyfi Visindasidanefndar og Personuverndar.

Rektunarfloskur, flatir 96 holu rektunarbakkar, 15 og 50 mL tibur voru fra Falcon Bd
bioscience. 10 og 25 mL glerpipettur voru fra Sarstedt. Vinnsla & frumurektum og
vefjasynum for fram i Labcaire Vertical Laminar Flow rannsoknarskap med Ovation
stafrenum pipettum og pipettuoddum frad VistaLab en Pipetboy acu rafmagnspipettu fra
Integra. Spuni & frumulausnum for fram i Sorvall Legend RT kelanlegri skilvindu fra Kendro

Laboratory Products.

Frumutalningar voru gerdar med Bio-Rad TCI10 sjalfvirkum frumuteljara & Bio-Rad
talningaglerjum. Frumur voru skodadar med Olympus CK40 vidsnlinni 1jossmasja. Myndir
voru teknar af frumunum med Leica DFC480 stafrenni myndavél. Vid birtumelingar var
notast vid Orion L birtumeli fra Berthold Detection Systems GmbH og voru gdgnin lesin af

Simplicity 4.20 hugbunadi.

Vio gleypnimalingar var notast vid MultiScan MCC/340 og HTS 7000 meli fra Perkin
Elmer og voru pau gogn lesin af HtsOle hugbtinadi. MicroVue YKL-40 ELISA profid var fra
Quidel. YKL-40 var fengid fra Bjarna Por Sigurdssyni, meistaranema i lifeindafredum vid

Leknadeild Haskola Islands.

Krabbameinslyfin Cisplatin (innrennslisstofn, 1 mg/ml) og Tem6s6lomid (Temodal, 250
mg hart hylki) voru fengin frd Landspitala. Lusiferin-lusifera lausnin og TCER (Tumor cell
extraction reagent) lausnin voru blandadar af starfsfolki ValaMed. Resveratrél og
Temo6s6lémid voru leyst i dimetylsulfoxidi (DMSO) sem blandad var & rannsoknarstofu
ValaMed. Crystal violet, Ficoll péttilausn, resveratrél, Trypan blue (0,4%) og trypsin voru fra
Sigma-Aldrich. DMEM frumueti (Dulbecco’s modified Eagle medium), FBS (fetal bovine
serum) nautgripafostursermi, PBS (Phosphate buffer salin) fosfat-salt-jafnalausn, penicillin-

streptomycin syklalyf og PrestoBlue lausnin voru frd GIBCO Invitrogen.
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4.2 Rannsoknarsnio og framkvaemd

4.2.1 Undirbuningur U87 frumulinu

U87 frumulinan fra ATCC var upphaflega einangrud ur sjuklingi med GBM. Frumulinan
hafoi verid fryst i fljotandi nitri og hana purfti pvi ad afpyda adur en frumunum var sagd i
reektunarfloskur med sermisati (DMEM frumueti, 10% FBS nautgripafostursermi og 1%
penicillin-streptomycin syklalyf). Paer voru latnar vaxa i 3 daga i senn i rektunarskap vid
37°C og 5% COqz. Eftir pann tima voru per ordnar 70-90% pekjandi, h6fdu myndad anga og
fest sig nidur & botn raektunarflaskna. Frumurnar voru pa skoladar med flutningsati (e.
transfer medium, TM) og var trypsin notad til ad losa paer fyrir tilraunir og endursaningu a

nyjar reektunarfloskur 1 hlutfallinu 1:4.

4.2.2 Undirbuningur glioblastoma frumna sjuklings

Syni ar GBM heilazxli var fengio af Landspitala. Syninu var gefid dulkédunarnumer til ad
ekki veeri hagt ad rekja pad aftur til sjuklings. Fyrsta skrefid var ad skera synid i nokkra buta
sérhver um1 mm® ad staerd og lata pad meltast i 0,1% kollagenasalausn yfir nott. Hrist var upp
i syninu eftir porfum. Synid var pa spunnid i skilvindu 1 sj6 minutur vid 300 x g. Flotinu var
hellt af og pellettan (samsafn frumnanna) leyst upp i TM. Aftur var spunnid og pellettan leyst
upp i TM. Pa var frumulausnin spunnin gegnum ficoll péttilausn med edlispéttnina 1.077

g/em’ i 30 minGtur vid 400 x g.

Vid petta myndadist frumulag milli péttilausnar og frumulausnar. Frumulagid var
einangrad og frumurnar pvegnar tvisvar upptur TM. I seinna skiptid var pellettan leyst upp i
sermiseti. Pa voru frumurnar taldar med sjalfvirkum frumuteljara sem notar utilokunaradferd
byggda 4 trypan bladum lit og reyndust per vera 2,5 milljon talsins. Ad lokum voru frumurnar
settar 4 rektunarflosku og henni komid fyrir i reektunarskap 1 sélarhring vid 37°C og 5% COx.

Frumurnar festu sig ekki nidur 4 botn raektunarfloskunnar svo ekki var porf 4 ad losa paer med

trypsini.

4.2.3 Undirbuningur resveratrol og krabbameinslyfja

Resveratrél var leyst upp i DMSO til ad utbua 100 mM stofnlausn. Stofnlausnin var sidan
pynnt med sermisati fyrir notkun & frumur. Notast var vid pynningarnar 100; 50; 25; 12,5;
6,25 og 3,125%. 100% styrkur fyrir resveratrdl var 100 pM. Styrkur DMSO 1 hverjum brunni
for pvi aldrei yfir 0,1%.
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Cisplatin var & innrennslisformi og var stofnlausnin i styrknum 1 mg/ml. Temdsolomid
faest bedi 4 sprautuformi og i hylkjum en hylkin eru mun algengari. Innihald 250 mg hylkis
var leyst i DMSO til ad f4 20 mg/ml stofnlausn. Stofnlausnirnar voru pynntar med sermisati

fyrir notkun { tilraunir.

Badi lyfin voru notud 1 styrkjum fra IC50 (e. half maximal inhibitory concentration) og
voru lausnirnar radpynntar nidur i 6% af upphaflegum styrk. Akvérdun var tekin um ad notast
vid pa IC50 styrki sem birtir hafa verid fyrir U87 frumulinu til ad tryggja ad krabbameinslyfin
myndu ekki drepa frumurnar. 100% styrkur (IC50) fyrir Cisplatin var pvi 0,9 uM en 390 uM
fyrir Tem6s6lomid (93, 94).

Til ad mela moguleg samverkandi ahrif resveratrol og lyfjanna tveggja voru utbunar tver
mismunandi lausnir med resveratrdl og hvoru krabbameinslyfi til helminga i sému
upphafsstyrkjum og fyrr. Par lausnir voru svo radpynntar nidur i 6% af upphaflegum styrk.
P4 voru utbunar viomidunarlausnir af DMSO 1 somu styrkjum og resveratrél annars vegar og
Temosolomid hinsvegar til ad mala moguleg ahrif af DMSO. ber lausnir voru radpynntar &

sama hatt og hinar, nidur 1 6% af upphaflegum styrk.

4.2.4 Profun resveratrol og krabbameinslyfja

Til ad utbta 96 holu rektunarbakka med 20.000 frumum i hverjum brunni purfti fyrst ad telja
frumurnar, spinna per sidan nidur og leysa paer upp i videigandi rammali af sermisati. ba
fékst frumulausn sem heegt var ad deila jafnt & 96 holur bakkans svo ad 20.000 frumur yrdu i
hverjum brunni. U87 frumulinan var latin vaxa i 24 klst 4 bakkanum svo ad par nedu
botnfestu 40ur en efnunum var batt &. GBM frumur sjiklings purftu ekki pennan vaxtartima
enda eru paer ekki taldar festa sig jafn mikid og efnin matti pvi setja 4 frumurnar sama dag og

peim var sad 4 bakkann.

Resveratrol var baett 1 videigandi brunna & premur bokkum og var radpynnt sex sinnum.
Hver bakki var maldur ad dkvednum tima lidnum, sa fyrsti eftir 24 klst, annar eftir 48 klst og
s& pridji eftir 72 klst, pritekid fyrir hvern timapunkt. Cisplatin og Temdso6ldmid ymist med
eda an resveratrdl var batt i videigandi brunna 4 60rum bdkkum og var radpynnt sex sinnum,

pritekid fyrir hvert lyf/efnablondu. Peir bakkar voru maldir ad 72 klst lionum.

Resveratrél og Temdsolomid stofnlausnirnar hofou verid blandadar i DMSO og pvi var
tilsvarandi styrkur af DMSO hafdur sem vidmid i peim malingum. I 6llum malingum voru

almennir vidmidunarbrunnar hafodir efst (maximum inhibition, MI) og nedst (no inhibition
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control, M0). I MI var sett Triton X-100 sapulausn til ad fa algjort frumudrap en i MO

eingdngu frumur og ti til ad fa fulla frumulifun.

4.2.5 Mat a lifveenleika med ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet profum
Ymis prof hafa verid proud til ad meta lifvaenleika eftir ad frumur hafa verid utsettar fyrir
lyfjum in vitro. Préfin eru allt frd einfoldun frumutalningum til ébeinna melinga & bord vid

hin svoko6lludu ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet prof.

ATP-Lusiferasa profid byggir & efninu lusiferin sem er nattarulegt efni i eldflugum.
Lusiferin hvarfast vio surefni og gefur fra sér ljos fyrir tilstilli efnahvatans lusiferasi (ATPasi).
Ljosmagnid er i réttu hlutfalli vid pad magn ATP sem lusiferasinn nytir og endurspeglar pvi
lifveenleikann. Til ad melingin verdi marktaek parf p6 ad tryggja ad allt ATP innan frumu sé
meelt. I pessari rannsokn var pvi notud TCER (Tumor cell extraction reagent) sprengilausn,
honnud af professor lan Cree. Lausnin inniheldur Triton X-100 til ATP utdrattar og Vanadat
til samkeppnishindrunar 4 ATP6sum. P4 var fj6lrdsa pipetta notud til ad setja 50 pL af

lusiferasa lausn 1 hvern brunn og ljdsmagnid melt i Orion L birtumeli.

Undirstada PrestoBlue lausnarinnar er efnid resazurin sem nytir afoxunarheefni lifandi
frumna til a0 endurspegla lifvaenleika frumulausnar. Efnid er frumugegndrapt og blatt 4 lit en
pegar pvi er beett ut 4 lifandi frumur afoxast pad, tekur 4 sig raudan lit og verdur flurljomandi.
bessi breyting var mald med HTS 7000 Perkin Elmer gleypnimeli vid 590 nm bylgjulengd.
Fjolrasa pipetta var notud til ad setja 10 pL af PrestoBlue lausn i hvern brunn og gleypnin
meld innan 1-2 minatna. Lengri bidtimi hefdi orsakad minni flurljomun og skekkt malinguna

talsvert.

Crystal violet litar adeins paer frumur sem eru lifandi og var st litun pvi notud i kjolfarid af
PrestoBlue til ad meta frumulifun. Hver brunnur raektunarbakkanna var pveginn tvisvar med
200 pL af fosfat-salt-jafnalausn (e. Phosphate buffer saline, PBS) og frumurnar litadar med
100 pL af 0.25% Crystal violet lausn 1 10 minutur. Bakkarnir voru pa pvegnir med eimudu
vatni og 100 pL af 33% ediksyru settir i hvern brunn til ad leysa upp litinn 1 hverri holu.
Gleypnin var meld vid 540 nm bylgjulengd i MultiScan MCC/340 gleypnimali.

4.2.6 Me=ling a YKL-40 tjaningu U87 frumulinu med ELISA adfero
Settur var upp rektunarbakki med ymist 100 uM resveratrdl, 390 uM Temodso6lomid (IC50)
eda einungis sermisati, pritekid fyrir hverja breytu. Til ad mela tjaningu U87 frumulinu &

YKL-40 prétini var @ti safnad ur hverjum brunni bakkans og var magnid af seyttu YKL-40
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metid med ELISA adferd samkvamt leidbeiningum framleidanda (Quidel). Gleypni var maeld
med MultiScan MCC/340 mali vid 405 nm bylgjulengd og utbuin stadalkurfa til ad reikna
YKL-40 magnid i ng/mL.

4.2.7 Profun a ahrifum YKL-40 4 U87 frumulinu

Framkvaemd var preifirannsdkn par sem reynt var ad sntia vid lyfjanemisaukandi ahrifum
resveratrol 4 U87 frumulinu med pvi ad bada frumurnar i YKL-40. Settur var upp
reektunarbakki med 100 uM resveratrol og 390 uM Temdsolomid (IC50) saman eda einungis
sermisati og var 100 ng af YKL-40 bett ta, pritekid fyrir hverja breytu. Ahrifin voru meld

med ATP-Lusiferasa profi og var notast vid Orion L birtumeeli.

4.3 Urvinnsla

Vio tolfrediarvinnslu var notast vid forritin SigmaPlot 12.2 og Microsoft Excel 14.1.0. Grof
voru unnin i SigmaPlot og Microsoft Excel og toflur i Microsoft Excel og Microsoft Word
14.1.0. Myndir voru unnar i Mindjet MindManager 9.0.194. Gognin voru normaldreifd og
tolfraeedileg marktaekni 4 milli fleiri en tveggja hopa var pvi dkvordud med notkun einhlida
dreifigreiningar (e. analysis of variance, ANOVA). Tolfredileg marktekni & milli tveggja

hopa var akvordud med notkun t-profs. Markteknimork voru midud vid p<0,05.
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5 Niourstoour

5.1 Resveratrol synir tima- og styrkhada hindrun a vexti U87 frumulinu

US87 frumulina sem skipti sér eftir veldisfalli var medhondlud med radpynningum af
resveratrol 1 24, 48 og 72 klst. Notast var vid pynningarnar 100; 50; 25; 12.5; 6,25 og 3,125
uM. Styrkur DMSO 1 hverjum brunni for aldrei yfir 0,1%. Hlutfallsleg frumulifun var reiknud
sem hlutfall af fullri frumulifun. Nidurstodurnar eru medaltdl Gr priteknum melingum med
PrestoBlue maliadferd. Einsog sést & Mynd 6a, syndi resveratrdl badi tima- og styrkhaoda
hindrun 4 vexti U87 frumulinu. Eftir 72 klst maldist markteekur munur & medhondlun med
resveratrol 1 styrkjunum 50 og 100 puM borid saman vid 0 uM vidmidunarhop. Eftir 72 klst
medhondlun med 100 uM resveratrdl borid saman vid 0 uM vidmidunarhop meldist munur
uppa 7093 gleypnigildi vid 590 nm bylgjulengd. S& munur var jafnframt hinn mesti sem
meldist i tilrauninni. Pvi voru teknar myndir af frumunum fyrir og eftir 72 klst medferd med
100 uM resveratrol (Mynd 6b). A myndunum ma sja greinilegan vaxtarmun. Pegar athugud
voru ahrif laegri styrkja af resveratrol (25; 12,5; 6,25 og 3,125 uM) maldist marktaekur munur
a 24 klst medhondlun med resveratrol i styrknum 25 pM borid saman vid 100 uM og 25 uM
borid saman vid 0 uM (p<0,001). 24 klst medhondlun med resveratrdl i styrknum 25 pM
virtist hinsvegar gleda lifvenleika frumnanna (Mynd 6¢). Medhondlun med 12,5; 6,25 og
3,125 uM resveratrdl hafoi engin marktek ahrif 4 lifvaenleika U87 frumulinu.
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Mynd 6:

a. Tima- og styrkhao hindrun resveratrol a vexti U87 frumulinu. Medhondlun U87 frumna med 100 uM og
50 uM pynningum af RES, resveratrol i 24, 48 og 72 klst. Lifvenleiki frumna var metinn med PrestoBlue.
Hlutfallsleg frumulifun var reiknud sem hlutfall af fullri frumulifun, MO (p<0.05).

b. Vaxtarmunur U87 frumna. Utlit U7 frumna fyrir og eftir 72 klst medferd med 100 uM resveratrdl séd
undir vidsniinni ljéssmasja. Upphafleg steekkun: 40x.

c. bversagnakennd ahrif resveratrol a voxt U87 frumulinu. Eftir 24 kist meldist markteekur munur &
medhondlun med resveratrdl i styrknum 100 uM borid saman vid 25 uM (p<0,001) sem virtist gleeda lifvaenleika
frumnanna. bPa maldist einnig marktaekur munur & medhondlun med resveratroél i styrknum 25 pM borid saman
vid 0 uM (p<0,001).
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Utbtinar voru vidmidunarlausnir af DMSO i somu styrkjum og resveratrél annars vegar og
Temosolomid hinsvegar til ad mala moguleg ahrif af DMSO. ber lausnir voru radpynntar &
sama hatt og hinar, nidur i 6% af upphaflegum styrk. Vid samanburd allra breyta i 6llum
styrkjum maldust engin marktek adhrif af DMSO med PrestoBlue. Nidurstodur Gr samanburdi
a ahrifum resveratrdl og DMSO 4 lifvaenleika U87 frumulinu eftir 72 klst eru syndar & Mynd
7. Myndin synir ad DMSO hafoi ekki marktaek ahrif &4 nidurstéduna (p<0,001).

Samanburour 4 dahrifum resveratrél og DMSO
(PrestoBlue maeling eftir 72 klst)

Lifvzenleiki
frumna (%)
120

100

80
“FRES

60 *DMSO
40

20

0
0 3,125 625 12,5 25 50 100

% Lyfjastyrkir (pynningarkvaroi)

Mynd 7: Samanburdur a dhrifum resveratrél og DMSO 4 lifveenleika U87 frumulinu eftir 72 klst. DMSO
hafoi ekki marktaek ahrif & lifvenleika U87 (p<0,001). Lifveenleiki frumna var metinn med PrestoBlue.
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5.2 Resveratrol eykur neemi U87 frumulinu fyrir Temo6s6l0mio

Til ad mala moguleg samverkandi ahrif resveratrol og Temos6lomid var U87 frumulina
medhondlud med ymist 100 uM resveratrdl, 390 pM Temos6lomid (IC50) eda hvoru tveggja
saman i 72 klst. Allar lausnir voru radpynntar nidur i 6% af upphaflegum styrk, pritekid fyrir
hvert lyf/efnablondu. Lifvenleiki frumna var metinn med PrestoBlue (Mynd 8). Marktakur
munur meldist & RES+TMZ og TMZ 1 3,125; 6,25; 12.,5; 25; 50 og 100% styrkjum efna.
Munurinn var mestur uppa 29,5% lekkun & lifvaenleika vid 100% styrki efnanna (p<0,001).
b4 maeldist marktekur munur 4 6llum styrkjum borid saman vid engan styrk efna (0% styrkur

efna) (p<0,001).

Ahrif resveratrél 4 nzemi U87 frumulinu fyrir Temozolomide
(PrestoBlue maling eftir 72klst)

Lifvaenleiki
frumna (%) “<RES (100pM)
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Mynd 8: Ahrif resveratrél 4 naemi U87 frumulinu fyrir TMZ med PrestoBlue mzelingu eftir 72 Klst.
Marktaekur munur maeldist 4 RES+TMZ og TMZ i 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 og 100% af upphafsstyrkjum
efnanna. Munurinn var mestur uppa 29,5% lakkun & lifveenleika vido 100% styrki efnanna (p<0,001).
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5.3 Resveratrol eykur neemi U87 frumulinu fyrir Cisplatin i heerri styrkjum

Til ad mala moguleg samverkandi ahrif resveratrél og Cisplatin var U87 frumulina
medhondlud med ymist 100 uM resveratrol, 0,9 uM Cisplatin (IC50) eda hvort tveggja saman
i 72 klst. Allar lausnir voru radpynntar nidur i 6% af upphaflegum styrk, pritekid fyrir hvert

lyt/efnablondu. Lifvenleiki frumna var metinn med PrestoBlue (Mynd 9).

Marktaekur munur meldist & 6llum styrkjum efna innan hvers hops (RES, CIS, RES+CIS)
en pegar hoparnir voru bornir saman meldist adeins marktekur munur & RES+CIS og CIS 1
25% og 50% styrkjum. S& munur var uppa 15% lakkun 4 lifveenleika vid 25% styrk efnanna
og 5,39% laekkun vid 50% styrk. P4 maeldist markteekur munur & 6llum styrkjum borid saman
vid engan styrk efna. Vio 100% styrk efna var enginn munur 4 medferd med RES, CIS eda
RES+CIS (»p<0,001).

Ahrif resveratrél 4 nzzmi U87 frumulinu fyrir Cisplatin
(PrestoBlue meling eftir 72Kklst)

Lifvaenleiki
frumna (%) “<RES (100pM)

100 (IS (IC50)
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Mynd 9: Ahrif resveratrél 4 neemi U87 frumulinu fyrir CIS med PrestoBlue mzlingu eftir 72 klst.
Marktaekur munur maeldist 4 RES+CIS og CIS i 25% og 50% af upphaflegum styrkjum efnanna. Munurinn var
uppa 15% laekkun a lifveenleika vid 25% styrki og 5,39% lakkun vid 50% styrki (p<0,001).
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5.4 Resveratrol bzelir YKL-40 tjaningu U87 frumulinu

Seytt magn U87 &4 YKL-40 eftir 24 klst medferd med ymist 100 uM resveratrol, 390 uM
Temo6solomid (IC50) eda einungis sermisati var metid med ELISA adferd. Mynd 10 synir ad
pegar pessum styrkjum af resveratrdl eda Temo6s6lomid var beett Gtd U887 minnkadi seytt
magn YKL-40 marktakt borid saman vid U87 hop par sem eingunis @ti hafoi verid beett uta

frumurnar.

Meling 4 YKL-40 tjaningu U87 eftir 24 klst
med ELISA adfero

YKL-40
(ng/mL)

0.016
0.014 (

RES (100pM)
TMZ (IC50)

0.012
0.01

0.008 J .

0.006

0.004

0.002
0

——

Us87 U87+RES U87+TMZ

Mynd 10: Mzling 4 YKL-40 tjaningu U87 frumulinu eftir 24 kist med ELISA aéferd. Seytt magn U87 4
YKL-40 eftir medferd med einungis sermiseti, 100 uM resveratr6l; RES eda 390 uM TMZ (IC50) var metid
med ELISA adferd. Utbhin var stadalkurfa til ad reikna YKL-40 magnid i ng/mL (y-as).
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5.5 YKL-40 snyr ekki vio lyfjaneemisaukandi ahrifum resveratrol a U87
frumulinu

Framkvaemd var preifirannsokn par sem U87 var medhdndlud med ymist 100 uM resveratrol,
390 uM Temo6solomid (IC50), 100 ng af YKL-40 og eda einungis sermisati. Ekki maldist
marktekur munur 4 lifvaenleika frumnanna eftir viobot 100 ng af YKL-40, hvorki pegar pvi
var batt itd U87 med @ti né pegar pvi var batt itd U7 med resveratrol og Temdsolomid

(Mynd 11).

Ahrif YKL-40 4 U87 frumulinu
(ATP meeling eftir 24 Kklst)

Lifveenleiki
frumna (%)
120

100
80
60
40 =
20

0

H

——

A » 4% »
@ 4 &@ 4

Mynd 11: Ahrif YKL-40 4 U87 frumulinu. Ekki maeldist marktaekur munur 4 lifvaenleika U87 eftir vidbot 100
ng af YKL-40, hvorki pegar pvi var batt utd U87 med ati (MO) né pegar pvi var beett itda U87 med 100 uM
resveratrol (RES) og 390 uM TMZ (IC50). Lifveenleiki frumna var metinn med ATP-Lusiferasa malingu eftir
24 klst (p<0,001).
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5.6 Samanburour ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet profa

Allar tilraunir & U87 voru endurteknar prisvar sinnum til ad geta malt med hverju hinna
priggja profa, ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet. A Mynd 12 mé sja nidustodur
allra priggja profa eftir 72 klst medferd med 12,5; 25 og 100 uM resveratrol. Med PrestoBlue
og ATP-Lusiferasa préfum meldist marktekur munur 4 medferdum med 25 og 100 uM
resveratrol (p<0,001). Med Crystal violet maldist enginn marktekur munur 4 medferoum

med 12,5; 25 og 100 uM resveratrol.

Samanburdur 4 ATP, PrestoBlue og Crystal violet

(U87 frumulina)
Lifvaenleiki B ATP (efnaskipti)
frumna 100 o - O PB (afoxunarhzaefni)
(%) ~ 0¢V (lifun)

80
60
40
20

0

12,5 25 100

Styrkur resveratrol (uM)

Mynd 12: Samanburour ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet profa.

Nidustoour ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet profa eftir 72 klst medferd med 12,5; 25 og 100 uM
resveratrol.
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5.7 Abhrif resveratrél 4 glioblastoma frumur sjuklings

GBM frumur sjuklings voru einangradar og kom i 1j6s ad par voru adeins 2,5 milljonir
talsins. bvi var dkvedid ad nyta frumurnar i melingar 4 samverkandi ahrifum resveratrol og

Temo6s616mid par sem par melingar h6fou komid best Gt hja U87 frumulinu (Kafli 5.2).

GBM frumur sjuklings voru pvi medhondladar &4 sama hatt og U87 med ymist 100 uM
resveratrol, 390 pM Temods6lomid (IC50) eda hvoru tveggja saman i 72 klst. Notast var vid
somu styrki og fyrir U87 til ad geta borid saman nidurstodurnar. Allar lausnir voru radpynntar
nidur 1 6% af upphaflegum styrk, pritekid fyrir hvert lyf/efnablondu. Lifvaenleiki frumna var

metinn med PrestoBlue malingu eftir 72 klst.

Marktekur munur maldist & medferd med resveratrol i 12,5; 25; 50 og 100% styrkjum
efna (»p<0,001). Ekki meldist marktekur munur 4 medferd med mismunandi styrkjum

Temo6s6l6mid eda Temos616mid dsamt resveratrol (Mynd 13).

Ahrif resveratrél 4 lyfjanzemi zexlisfrumna
GBM sjuklings
(PrestoBlue mzeling eftir 72 Kklst)

Lifveenleiki
fumna (%)
ERES (100uM)
200 OTMZ (IC50)
RES+TMZ
150 ]
100
50
0 -
12,5 25 50 100

% Styrkir efna (pynningarkvaroi)

Mynd 13: Ahrif resveratrél 4 glioblastoma frumur sjiklings. Hindrun 4 lifvaenleika GBM frumna sjiklings
eftir 72 klst medferd med resverartol (RES: 100 uM), TMZ (IC50 fyrir U87: 390 uM) og hvoru tveggja saman.
Lifveenleiki frumna var metinn med PrestoBlue mzlingu.




6 Umraour og alyktanir

6.1 Helstu nidurstoour

Resveratrél syndi tima- og styrkhada hindrun 4 vexti U87 frumulinu. P4 jok resveratrdl nemi
U87 frumulinu fyrir hefdbundna krabbameinslyfinu Temdso6lémid 1 6llum maldum styrkjum
og er pad i samraemi vid nidurstodur rannsOknar sem birtar voru fyrr & pessu ari (93).
Resveratrol jok p6 adeins nemi frumulinunnar fyrir Cisplatin i 25 og 50% styrkjum. DMSO

hafoi ekki marktak ahrif 4 nidurstddurnar.

Resveratrol beldi YKL-40 tjaningu U87 frumulinunnar og voru par med stadfestar
nidurstodur nylegrar rannsdknar (91). Pegar frumurnar voru badadar i YKL-40 snerust
lyfjanemisaukandi ahrif resveratrél ekki vid. Hja GBM frumum sjuklings syndi resveratrol
styrkhad frumudrap og virtist pad auka naemi fyrir Temdsolomid pott ekki hafi tekist ad syna

fram & pad med marktekum hatti.

6.2 Tulkun nidurstada

Samkvaemt 6llum premur maliadferdum virtust sterkustu ahrifin af resveratrél & U87 koma
fram eftir 72 kist sem er i samraemi vid nidurstodur fyrri rannsoknar (93). Ahugavert var ad
eftir 24 klst medhdndlun virtust dhrif resveratrol vera pveréfug og hreinlega auka lifvenleika
frumnanna i 25 og 50 uM styrkjum. Ahrif resveratrol virdast pvi vera mjog timahad en
styrkhad ahrif resveratrdl eru hinsvegar vel pekkt. Talid er ad laegri styrkir resveratrol hamli
styroum frumudauda en ad herri styrkir aflétti peim homlum. Rannsoknum ber hinsvegar
ekki saman um hverjir styrkirnir eru (95). I okkar rannsokn virtust hair styrkir, 50 og 100 pM,
valda mestri balingu 4 lifvenleika U87 frumulinu. Pau ahrif geetu verid tilkomin vegna

afléttingar & homlum fyrir styrdum frumudauda.

Helsti styrkleiki rannsdknarinnar er s ad synt var a0 resveratrol geti aukid naemi hja U87
frumulinu in vitro fyrir Temosolomio 1 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 og 100% styrkjum. Vert er ad
nefna ad 100 pM resveratrol hafdi meiri balandi ahrif & lifvaenleika U87 heldur en halfur
drapsstyrkur af Temo6s6lomid. Ahugavert vaeri ad bera saman ahrifin i heerri styrkjum af
Temos6lomid.

Temo6s6lomid var blandad i DMSO en pekkt er ad DMSO sé frumudrepandi. Tryggt var
ad styrkur DMSO feri ekki yfir 0,1% i kerfinu og 1 kjolfarid mealdust engin ahrif af DMSO.
bar af leidandi var tilokad a0 DMSO hefdi skekkt nidurstddurnar.
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Nidurstodur rannsoknar frd 2012 benda til pess ad resveratrél auki nemi GBM fyrir
Temo6s6lomid in vitro og in vivo med pvi ad hindra sjalfsat (93). Samkvemt peim
nidurstodum olli Temo6s6lomid beaedi styrdum frumudauda og frumuverndandi sjalfsati
midludu af myndun hattulegra hvarfgjarnra milliefha (ROS) og virkjun ERK kinasa.
ROS/ERK bodleidin var hinsvegar bald med resveratrdl og leiddi pad til minnkads sjalfsats
og aukins styrds frumudauda. Petta bendir til pess ad resveratrol geri GBM namari fyrir
Tem6s6lomid-styrdum frumudauda med pvi ad bzla frumuverndandi sjalfsat. 1 1j6si pessa
veri athyglisvert ad skoda hvort ad resveratrol geri GBM nemari fyrir Cisplatin-styroum

frumudauda med sama haetti.

[ okkar tilraun tokst adeins ad syna fram & aukid lyfjanaemi fyrir Cisplatin i 25% og 50%
styrkjum eftir medhondlun med resveratrol 1 72 klst. Vid 100% styrk efna var hinsvegar
enginn munur 4 medferd med resveratrol, Cisplatin eda resveratrol og Cisplatin. Vert vaeri ad

skoda nanar hver ahrifin verda pegar farid er yfir 100% styrki efnanna.

Resveratrol er talid gripa inn i bodefnaferla frumna og draga Gr krabbameinssvipgerd
peirra sem m.a. endurspeglast i YKL-40 tjaningu. I kjolfarid verdur aukning & lyfjanaemi
GBM frumna (90). Resveratrol bazldi YKL-40 tjaningu U87 en YKL-40 breytti ekki
lyfjanemisaukandi dhrifum resveratrél. Af pvi drogum vid péa alyktun ad lyfjanemisaukandi
ahrifum resveratrol sé ekki midlad i gegnum YKL-40. begar YKL-40 einu og sér var batt Ut &
U87 mealdist heldur ekki marktaekur munur 4 lifvaenleika frumnanna. I 1josi pess ma aatla ad
U87 frumulinan framleidi ndgu mikid YKL-40 til ad metta kerfid og vidbot YKL-40 hafi par

af leidandi engin ahrif 4 lifvenleika frumnanna.

begar nidurstodur r ATP-Lusiferasa, PrestoBlue og Crystal violet préfum, eftir 72 klst
medferd 4 US7 med 12,5; 25 og 100 uM resveratrél, voru bornar saman kom 1 1j6s ad sldandi
munur var 4 nidurstodum Crystal violet borid saman vid ATP-Lusiferasa og PrestoBlue.
Crystal violet litar adeins lifandi frumur en ATP-Lusiferasa og PrestoBlue profin mala
lifveenleika frumna med 6beinum hatti, byggt & pattum sem tengjast efnaskiptum frumunnar.
Samanburdur profanna priggja kveikti pa spurningu hvort resveratrdl midli dhrifum sinum
fyrst og fremst med balingu a efnaskiptum og 1 kjolfarid lifvenleika U87 frumulinunnar. Pad
veri 1 samremi vid nybirtar nidurstodur pess eOlis ad reveratrdl hindri efnaskipti
krabbameinsfrumna med pvi ad hindra ensimid PKM2 (pyruvate kinase muscle isozyme 2) en

pad ensim er talid hliora efnaskiptum krabbameinsfrumna 1 att ad lofthadri glykolysu (54).
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Til ad meta hvort réttleetanlegt sé ad nota profin prjh in vitro til ad spa fyrir um ttkomu in
vivo metti e.t.v. nota allar prjar meliadferdir og bera saman 4hrifin i frumulinum annars vegar
og & tilsvarandi frumum fra sjiklingum hinsvegar. Nidurstodum in vitro og in vivo rannsdkna
ber p6 ekki alltaf saman. Flestar rannsoknir & virkni resveratr6l hafa verid gerdar in vitro par
sem frumur eru utsettar fyrir Gumbrotnu efninu 1 margfalt haerri styrk en s4 hamarksstyrkur
sem malst hefur i blodi manna eftir inntoku (27). I pessari rannsékn virtust 50 og 100 uM
styrkir resveratrol valda mestri baelingu & lifveenleika U87 en pad er 25-50 sinnum heerri
styrkur en hefur nokkurn timann mlst i blodi (29). Ymsar leidir hafa verid farnar i tilraun til
ad auka adgengi resveratrdl en porf er & fleiri og staerri framsynum slembirddudum kliniskum
lyfjarannsoknum par sem meld eru ahrifin af auknu adgengi efnisins. P4 verdur ahugavert ad

fylgjast med ttkomu rannsdkna & ahrifum resveratrdl afleida i ménnum.

Resveratrol getur bedi vikad sem oxunar- og andoxunarefni, allt eftir pvi hvada frumugerd
a 1 hlut, 1 hvada styrk og hve lengi efnid er notad (95). Skammtimamedferd med resveratrol i
lagum skOmmtum gaeti samkvemt okkar nidurstodum verid varasom og hreinlega gleett
lifveenleika krabbameinsfrumna. Ad meohondla krabbamein med resveratrol samhlida
hefobundnum krabbameinslyfjlum getur pvi verid einsog tvieggja sverd. Tryggja parf ad

notadir séu skammtar sem ekki valda pessum pversagnakenndu ahrifum.

b4 ber a0 nefna ad stilben bygging resveratrol er naskyld hinu tilbuna estrogeni
dietylstilbestrol og getur efnid pvi ymist virkad sem estrégen agonisti eda antagonisti eftir
adstedum (33). Pann eiginleika resveratr6l metti mogulega nyta til medferdar &

hormonahadum krabbameinum.

Rannsoknir hafa auk pess synt ad resveratrol geti hindrad ensimid CYP3A4 in vitro. |
kjolfarid hefur verid sett af stad klinisk lyfjarannsokn til ad athuga milliverkanir vid 6nnur lyf
umbrotin af CYP3A4, par & medal krabbameinslyf (44). Athyglisvert verdur ad fylgjast med
nidurstodum peirrar rannsoknar, en ef resveratrol hindrar CYP3A4 i ménnum matti mogulega
nyta pad til ad draga Gr umbroti peirra krabbameinslyfja sem einnig nyta CYP3A4 ensimio.
Pannig metti mogulega lengja pann tima sem 4kvedin krabbameinslyf eru Gumbrotin 1 blodi
og mogulega notast vid legri skammta og minnka um leid per aukaverkanir sem

krabbameinssjuklingar purfa ad pola.

Helsti veikleiki rannsOknarinnar var s ad hin var had pvi a0 GBM syni myndu berast fra
Landspitala en slik &xli voru 6venju f4 4 rannsdknartimabilinu. Adeins barst eitt syni undir

lok rannsoknartimabils og var pad fremur smatt. Ekki nadist ad fa fram nema um 2,5 milljonir
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GBM frumna. Pad stod til ad endurtaka rannsoknina & frumum fré fleiri sjuklingum en s6kum
pess hve synid gaf ryran @xlisfrumufjolda var valid ad nyta frumurnar i melingar &
samverkandi dhrifum resveratrol og Temds6lomid par sem par melingar hofou komid best ut

hja U87 frumulinu.

Adeins litill hluti malinganna reyndist marktekur og pvi er 1itid hegt ad fullyrda utfra
peim pott nidustddurnar bendi til pess ad resveratrdl geti aukid naemi fyrir Temo6s6lomio hja
GBM frumum fra sjuklingum. Melingum verdur pé haldid afram pegar fleiri syni berast og

verda pa profadir peir styrkir krabbameinslyfja og resveratrol sem malst hafa i bl601 manna.

6.3 Nastu skref

Nidurstodur ur rannsokninni verda notadar til endurbotar og adframhaldandi préunar 4 in vitro
lyfjanemisprofunum hja ValaMed. Til ad svara spurningum um nami og sérteki
meliadferdanna priggja verdur i framhaldinu gerdur samanburdur & fleiri frumulinum med
adferounum premur. Pa stendur til ad framkvaema fleiri maelingar med resveratrol samhlida
efninu kurkimin, imperatorin sem er firankimarinefni ur etihvonn fra Saga Medica og
kitésan fra Genis ehf og bera saman ahrifin & YKL-40 tjaningu og lyfjanemi nokkurra

frumulina.

6.4 Lokaoro
In vitro lyfjanemisprofanir eru enn & tilraunastigi. Porfin fyrir einstaklingsmidadar
krabbameinslyfjamedferdir er hinsvegar augljos 1 1j0si pess hve breytileikinn 4 milli svipgerda

a&xlisfrumna, innan &xlis og 4 &xlum fra mismunandi sjuklingum, er mikill.

bratt fyrir framfarir i myndgreiningu, skurdlekningum, geisla-, lyfja- og stodmedferdum
hafa lifshorfur GBM sjuklinga einungis litid batnad og flest @xlin préa med sér minnkad
lyfjanemi, sem oftast leidir til endurkomu @xlisins. Porf er fyrir urreedi sem eykur lyfjanemi
GBM. Rannsoknin okkar synir ad resveratrol geti aukid nemi U87 glioblastoma frumulinu

fyrir krabbameinslyfinu Temds616mid, in vitro.
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