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Abstract 

The proteome is the entire set of proteins expressed by a genome, cell, tissue or organism. 

Unlike the genome, the proteome varies among tissues, as well as with time, reflecting the 

organism's environment and its adaptation thereto. These properties make proteomics the 

ideal approach in tackling such questions as what biochemical processes are affected by 

environmental stimuli, such as variations in ambient temperature.  

At low temperatures the growth response of Arctic char (Salvelinus alpinus) heart differs 

from other salmonids as it decreases while the heart in other salmonids shows increased 

growth at cold temperature. 

The aim of this project was to apply proteome analysis to study the influence of different 

rearing temperatures on biochemical pathways of the heart, with an emphasis on key proteins 

in energy metabolism. Arctic char (500 g fish) was reared at three temperatures (5, 12 and 18 

°C) for 10 weeks. The fish was then killed and the heart removed for heart index (heart 

weight: fish weight) determination and proteomic studies. The results demonstrated a 

decrease in heart index at lower temperatures (5 °C). The proteome analysis detected changes 

in the abundance of 17 protein spots in the char heart among the three groups. Several key 

contractile proteins, including actin and myosin were up-regulated in fish reared at 5 °C 

indicating a stronger contraction in smaller hearts. Also, mitochondrial proteins of the energy 

metabolism such as ATP synthase and malate dehydrogenase were expressed in increased 

abundance at lower temperatures Fatty acid transporting proteins like apolipoprotein and 

muscle fatty acid binding protein displayed up-regulation at higher temperatures (12 and 18 

°C) indicating increased fatty acid availability for ATP production in larger hearts. The results 

presented in this thesis provide an important first step in constructing a database for the 

proteome of the heart of Arctic char. It also gives valuable information on the variability of 

proteins in the proteome in response to different temperatures. 

Keywords: , Arctic char, Heart proteome, Temperature, Proteome analysis, 2-DE 
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Útdráttur 

Próteinmengi tiltekinnar lífveru geymir allar upplýsingar um hana og breytist eftir því hvernig 

lífveran aðlagar sig að umhverfinu. Próteinmengi bleikju hefur lítið verið rannsakað og 

gagnagrunnar hafa því lítið af upplýsingum um bleikjuprótein. Hjarta bleikju stækkar með 

hækkandi umhverfishitastigi og hegðar sér því öðruvísi en í öðrum fiskum þar sem hjartað 

minnkar með hækkandi umhverfishita. Próteinmengjagreining er tækni sem notuð er til að 

rannsaka próteinmengi lífvera og hægt er að nota hana til þess að kanna hvernig tjáning 

próteina bregst við breyttum aðstæðum hverju sinni.  

Markmið þessa verkefnis var að rannsaka áhrif eldishitastigs á tjáningu próteina í 

bleikjuhjörtum. Hjartasýni úr bleikjum sem aldar höfðu verið við mismunandi eldishita þegar 

verkefnið hófst voru til. Próteinin voru dregin út úr hjartavöðvanum, aðgreind á tvívíðum 

rafdráttargelum, myndgreind með Progensis Samespot, tvímassagreind með LC-MS/MS og 

massarófin notuð við leit að samsvarandi próteinum í gagnabönkunum NBCInr og Swiss Prot. 

Markmið verkefnisins fólst einnig í að bæta verkferla í tvívíðum rafdrætti sem og 

myndgreiningu. Aðgreindir deplar voru með jafnhleðslupunkt (pI) á bilinu pH 4 – 7 og 

mólmassa (MW) á bilinu 3,5 – 260 kDa. 87 deplar sem innihéldu meira en 0,1% af 

heildarpróteinmagni á geli voru teknir til frekari myndgreiningar og 17 deplar af þeim sýndu 

mestar breytingar í próteintjáningu við breytt hitastig. Deplarnir 17 voru klipptir út úr 

gelunum og kennigreindir sem byggingarprótein, prótein sem hafa áhrif á orkuefnaskipti og 

flutningsprótein. Byggingapróteinin aktín, mýósín og trópómýósín tjáðust hæst við hitastig 5 

°C, þau eru einnig lykilprótein í vöðvasamdrætti og leiða má líkur að því að um meiri 

vöðvasamdrátt sé að ræða við lágan eldishiti og í minna hjarta. Lykilensím í orkuefnaskiptum 

sem staðsett eru í hvatberum á borð við enólasa, ATP synþasa og malat dehýdrógenasa og 

laktat dehýdrógenasa voru einnig tjáð hæst við 5 °C hita sem bendir til að hjartað bregðist við 

lækkandi hita með aukningu í tjáningu lykilensíma í ATP myndun. Flutningsprótein sem 

flytja m.a. fitusýrur (fitusýrubindandi prótein, apólípóprótein og albúmín) kennigreindust 

einnig og voru tjáð í meira magni við háan hita. Fitusýrur eru undirstöðu efni í framleiðslu 

ATP ásamt glúkósa. Þessar niðurstöður benda því til að aukið magn fitusýra hafi staðið stærri 

hjörtum til boða til orkumyndunar við 18 °C samanborið við aðra hópa. Stærra hjarta þarf 

meiri orku til viðhalds sjálfu sér. Verkefnið hefur skilað af sér betri vinnubrögðum við 

próteinmengjagreiningu og meiri þekkingu á próteinmengi bleikju sem nýta má til frekari 

rannsókna m.a. uppbyggingu gagnabanka. 

Lykilorð: Bleikja, Hjarta, Próteinmengi, Hitastig, Próteinmengjagreining  
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Hitastig 

Hjartastuðull 

Bleikja

Lax

1 Inngangur 

Verkefni þetta er hluti af stærra verkefni sem nefnist „Áhrif hitastigs á vöxt og orkubúskap 

bleikju“ og er samstarfsverkefni milli Háskólans á Hólum, Matís ohf, Versins Vísindagarða 

ehf. og Akvaplan niva. Verkefnið sem hefur verið í gangi síðan 2010 skiptist í 3 verkþætti; 1) 

Eldi við mismunandi hitastig, 2) Sýnataka og mælingar og 3) Próteinmengjagreiningar (e. 

Proteomics). 

Meginmarkmið verkefnisins var að meta vaxtargetu, fóðurþörf og orkubúskap bleikju við 

mismunandi hitastig. Þar sem hitastig er sá þáttur sem ræður hvað mestu um vaxtarhraða og 

fóðurþörf bleikjunnar var einnig markmiðið að rannsaka hvaða áhrif hitastig hefur á orkuþörf 

til vaxtar. Hluti af því að meta áhrif á orkuþörf var að meta áhrif á tjáningu próteina sem taka 

þátt í orkubúskap í hjarta og var það gert með hjálp próteinmengjagreininga. Ætlast er til að 

niðurstöður úr verkefninu í heild leiði til þess að hægt verði að ná meiri hagkvæmni við eldi á 

bleikju þar sem eldishiti er þar helsti áhrifaþátturinn. 

Starfsmenn og nemar við 

Fiskeldis- og fiskalíffræðideild 

Háskólans á Hólum sáu alfarið 

um eldishluta verkefnisins ásamt 

Stefaníu Magnúsdóttur, 

sumarstarfsmanni hjá Matís 

(sumarið 2011) sem aðstoðaði 

við sýnatökur og mælingar en sá 

ein um uppsetningu 

próteinmengjagreininga. 

Eldistilraunirnar fólust í því að 

tveir hópar af bleikju, stórar 

(500 g) og litlar (100 g) sem og 

tveir samanburðarhópar af laxi stórir (500 g) og litlir (100 g) sem aldir höfðu verið við 8 °C 

voru vigtaðir, lengdarmældir og hverjum hóp var síðan skipt upp í fjóra hópa sem aldir voru 

áfram við fjögur mismunandi hitastig (5 °C, 8 °C, 12 °C og 18 °C) í 10 vikur. Nokkrum 

fiskum var slátrað til að fjarlægja hjörtu til ákvörðunar á þyngd til að nota við mat á 

hjartastuðli (e. heart index) og próteintjáningu áður en fiskunum var skipt upp. Hjartastuðull 

Mynd 1: Munur á hjartastuðli bleikju og lax. 
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er ákvarðaður sem hlutfall af þyngd hjarta og þyngd fisks. Vöxtur, fóðurnýting og 

súrefnisupptaka voru mæld reglulega yfir tímabilið. Að 10 vikum loknum voru fiskarnir 

vigtaðar og lengdarmældar, hjörtun fjarlægð og þyngd þeirra metin til að ákvarða breytingu á 

hjartastuðli yfir tímabilið.  

Hjörtun voru síðan fryst við - 80 °C þar til próteinmengjagreiningar fóru fram. 

Próteinmengjagreiningar voru framkvæmdar á stórri bleikju sem alin hafði verið við 5 °C, 12 

°C og 18 °C þar sem marktækar niðurstöður á áhrifum hitastigs á hjartastuðul fengust þar 

(Mynd 1) (Magnúsdóttir, 2011). Stefanía var búin að gera tvívíð rafdráttar gel (e. Two-

dimensional electrophoresis gel, 2-DE gel), þar sem próteinin voru á stærðarbilinu 3,5 - 260 

kDa og með jafnhleðslupunkta (pI) á bilinu pH 3-10 fyrir fjóra hópa, þ.e. byrjunarhóp (8°C), 

sem og hópa alda við 5°C), 12°C og 18°C.Þar sem gæðin á gelunum voru ekki nógu góð var 

ákveðið að keyra gelin aftur við breyttar aðstæður fyrir þessa ritgerð. 

Rannsóknir á próteintjáningu í hjartavöðva bleikju við mismunandi eldishitastig með hjálp 

próteinmengjagreininga eru uppistaðan í þessari ritgerð en próteinmengjagreining er öflug 

tækni til þess að kanna áhrif umhverfisþátta á tjáningu próteina 

Jafnframt var leitast við að bæta vinnsluferla og auka þekkingu á próteinmengjagreiningu við 

rannsóknir á bleikju. 

Markmiðin með þessu verkefni eru að kennigreina hjartaprótein sem sýna mismunandi 

tjáningu eftir að bleikja hefur verið alin við mismunandi hitastig. Niðurstöður rannsóknarinnar 

eru mikilvægt fyrsta skref til uppbyggingar á gagnabanka fyrir próteinmengi bleikju þar sem 

lítið er til af gögnum um próteinmengjagreiningar í bleikju og hvað þá í bleikjuhjörtum. Von 

er að hægt verði að kortleggja hjartapróteinmengi bleikju sem hægt verði að nýta til 

áframhaldandi rannsókna og þá hvernig bleikja bregst við hinum ýmsu umhverfisáhrifum og 

áreiti. 
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2 Bakgrunnur 

2.1 Bleikja 

Bleikja (Salvelinus alpinus ) (Mynd 2) er ferskvatnsfisktegund sem lifir um gjörvalt 

norðurhvel jarðar og er sú ferskvatnsfisktegund sem leitar norðast. Bleikja fellur undir 

svokallaða laxfiskaætt (salmonindae) sem skiptist í nokkrar ættkvíslir þar á meðal 

bleikjuættkvísl (salvelinus), kyrrahafslax (Oncorhynchus) og kvíslina salmo þar sem lax 

(S.salar) og urriði (S.trutta) eru tegundir. Það sem einkennir fiska af laxaætt er að þeir hrygna 

í ferskvatni og hafa veiðiugga sem liggur á milli bakugga og sporðs. Sumar tegundir eru alltaf 

í ferskvatni meðan aðrar fara í sjó en koma aftur í ferskvatn til þess að hrygna. Bleikja sem 

gengur til sjávar nefnist sjóbleikja (Bleikjunetið, 2004a). Áður en hún gengur til sjávar þarf 

hún þó að vera búin að mynda sjógöngubúning og seltuþol og er u.þ.b. 4 - 6 vikur í sjónum 

yfir sumarið og á þeim tíma þyngist bleikjan verulega (Bleikjunetið, 2004b) 

 

Mynd: Jón Baldur Hlíðberg  

Mynd 2: Bleikja (Salvelinus alpinus) 

Bleikja á auðvelt með að aðlagast umhverfi sínu og afbrigði hennar eru mörg. Þekkt er á 

Íslandi bleikjan í Þingvallavatni þar sem fjórar undirtegundir lifa á mismunandi æti og við 

mismunandi aðstæður í vatninu. Undirtegundirnar sem um ræðir eru dvergbleikja er dvelur í 

gjótum og sprungum, murta sem lifir á svifi, kuðungableikja sem ferðast með botninum og 

finnur æti þar og sílableikja sem lifir á fiski. Mikill munur er á því hvenær bleikjan verður 

kynþroska, það sem mestu ræður þar um er fæðuframboð og vaxtarhraði. Bleikja sem hefur 

haft næga fæðu getur vaxið hratt og orðið kynþroska þegar hún er orðin stór (23 sm) og 
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gömul en bleikja sem hefur haft minni fæðu getur orðið kynþroska yngri og lítil (7 sm) 

(Snorrason S. o.fl., 1994). 

2.1.1 Hjarta og æðakerfi bleikju 

Hjarta bleikju (Mynd 3) er eins og hjá flestum öðrum fiskum, með svokallaða einfalda 

hringrás og helstu hlutar þess eru gátt (e. atrium) og hvolf (e. ventricle). Súrefnissnautt blóð 

kemur frá líkamanum eftir stórum bláæðum sem flytja það í bláæðagúlp (sinus venosus) og 

þaðan fer það í gáttina sem hefur þunna veggi með mjúku frumulagi sem þekur þá. Hvolfið 

tekur síðan við blóðinu frá 

gáttinni en veggir þess eru þykkir 

og þaðan fer blóðið í slagæðakúlu 

(bulbus arteriosus) þar sem 

þykkur teygjanlegur bandvefur er 

aðaluppistaðan í veggjunum. Frá 

slagæðarkúlunni fer blóðið síðan í 

kviðlæga meginslagæð sem flytur 

það út í tálknin (e. gills). 

Slagæðarkúlan hefur ekki 

samdráttarhæfileika því engar 

hjartavöðvafrumur eru þar heldur 

þenst hún út við samdrátt hvolfsins, hins vegar hafa allir hinir hlutar hjartans 

hjartavöðvafrumur sem leiða rafboð og örvast vegna ytra áreitis sem samdrætti í 

hjartavöðvafrumunum (Campbell, Reece, Urry o.fl., 2008; Bleikjunetið, 2004c). 

Í tálknunum er mikið háræðanet sem blóðið flæðir um þegar það kemur í tálknin og við það 

fellur blóðþrýstingurinn vegna þess mikla viðnáms sem verður. Úr tálknunum getur blóðið 

farið aftur til hjartans með viðkomu í beinagrindavöðvum eða innri líffærum  frá baklægu 

meginslagæðinni og þaðan um nýrna- og lfrarportæðar. Einnig eru æðar sem liggja beint frá 

tálknum og þær flytja súrefnisríkt blóð til hjartans (Bleikjunetið, 2004c). 

Próteinin sem byggja upp hjartavöðvann og stjórna samdrætti hans eru þykkir þræðir (e. thick 

filament) úr mýósíni ásamt þunnum þráðum (e. thin filament) úr aktíni sem tengjast trópóníni 

og trópómýósíni. Próteinþræðirnir eru byggðir upp í bútum og samskeytin nefnast á ensku 

intercalated discs og í þessum samskeytum eru svokölluð gap junction. Á mynd 4 má sjá 

uppbyggingu hjartavöðvans (Widmaier, Raff og Strang, 2008). Hjartað er mjög afmarkað 

Heimi ld: Heart  Anatomy, e.d .  

Mynd 3: Hjarta bleikju og þeir hlutar sem það skiptist í.  
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líffæri uppbyggt með vefjum sem allir eru svipaðir. Með það að markmiði að safna gögnum 

um starfsemi hjartans má skoða og skilja virkni þessara vefja með t.d. próteinmengjagreiningu 

(Jäger, Jungblut og Müller-Werdan, 2002). 

 

Heimi ld: Myosin II,  2002 

Mynd 4: Prótein sem byggja upp hjartavöðvann. 

Til þess að samdráttur geti orðið þarf kalsíum og orku á formi ATP. Þegar vöðvi er slakur er 

kalsíum frumunnar geymt í frymisnetinu og styrkur kalsíum í umfrymi er lágur þar sem 

kalsíum dælur sjá um að dæla kalsíum úr umfrymi inn í hliðarsekki frymisnetsins. Þegar 

boðspenna fer niður þverpíplur losnar kalsíum úr hliðarsekkjunum og kalsíum styrkur í 

umfrymi hækkar. Kalsíum binst trópónín sameindum og við það færist trópónín-trópómýósín 

komplexinn til og bindistaðir fyrir mýósín á aktínþráðum afhjúpast svo að aktín og mýósín 

geta tengst. Eftir að bindistaðir á aktíni 

hafa afhjúpast gerist eftirfarandi. ATP 

klofnar þar sem mýósínhausar hafa 

ATPasa sem klýfur ATP í ADP + Pi. 

Orkan sem losnar flyst yfir í 

mýósínhausinn sem virkjast og krossbrýr 

myndast. Virkjaðir mýósínhausar tengjast 

aktínþráðum um leið og 

fosfathópurinn (Pi) losnar frá. 

Krossbrýr myndast milli aktíns og 

mýósíns og mýósínhausarnir slást til. ADP losnar frá mýósínhausnum sem slást til og draga 

aktínþræðina með sér. Þegar mýósínhausarnir tengjast nýrri ATP sameind rofna krossbrýrnar 

Heimi ld: Myosin II,  2012  

Mynd 5: Krossbrú í vöðvasamdrætti. 
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og kalsíum dælur dæla kalsíum aftur inn í hliðarsekki frymisnetsins, trópónín-trópómýósín 

komplexinn rennur aftur yfir bindistaði fyrir aktín og krossbrýr rofna (Widmaier o.fl., 2008) 

(Mynd 5). 

Þrátt fyrir að bleikja hafi mikla aðlögunarhæfni er mikilvægt að hún sé alin við kjörhita út frá 

hagkvæmnissjónarmiðum í fiskeldi. Samkvæmt tilraun á vaxtarstigi bleikju við mismunandi 

hitastig sem gerð var 1993 er kjörhiti bleikju 8 - 12°C. Hækkandi eldishiti veldur því að 

bleikjan verður fyrr kynþroska sem leiðir af sér minni markaðshæfni og þess vegna eru lægri 

mörkin æskilegri eldishiti (Pétursdóttir og Eyþórsdóttir, 1993). Athyglisvert þykir að með 

lækkandi hitastigi minnkar hjartavöðvi bleikjunnar og því er hjartastuðull bleikju sem alin er 

við lágt hitastig lægri en hjartastuðull bleikju sem alin er við hærra hitastig. Þetta er gjörólíkt 

öðrum laxfiskum þar sem fiskurinn er stærri við hærra hitastig en stærð hjartans minnkar með 

hækkandi hitastigi og því lækkar hjartastuðullinn eftir því sem eldishitinn hækkar. Ekki er 

vitað nákvæmlega hvað veldur því að hjarta bleikjunnar bregst öðruvísi við en hjörtu annarra 

laxfiska (Gamperl og Farrell, 2004). Mikilvægt er að komast að því hvaða áhrif breytt hitastig 

hefur á orkubúskapa hjartavöðvans vegna hagkvæmnissjónarmiða. Því meira sem vitað eru 

um orkubúskapinn því auðveldara verður að finna hagkvæmustu leiðina.  

2.1.2 Lífefnaferlar tengdir orkuefnaskiptum í hjarta. 

Öll starfsemi frumna er keyrð áfram af efnaskiptaferlum sem nota ATP sem orkugjafa. 

Hjartað hefur sérstaklega mikla orkuþörf sem kemur til vegna viðvarandi starfsemi frumuferla 

á borð við jóna flutning (e. ion transport), hreyfingu vöðvaþráða (e. sarcomeric function) og 

jafnvægi í innanfrumu kalsíum búskap (e. intracellular Ca
2+

 homeostasis). Orkuþörf og 

orkuefnabirgðir hjartans taka stöðugum breytingum og þar sem orkuefnabirgðir hjartans eru 

af skornum skammti þurfa ATP-myndandi efnaskiptaferlar að vera í stakk búnir að bregðast 

skjótt við breytingum í orkuþörf. Tímaramminn fyrir þess konar viðbrögð í efnaskiptum getur 

náð frá sekúndum til mínútna (e. acute) upp í klukkustundir til daga (e. chronic) og felur í sér 

stjórnum á mörgum stigum í efnaskiptum. Stjórnunin getur verið allt frá breytingum í 

stýrilnæmni ensíma (e. allosteric) og breytinga í boðefnaflutningum (e. signal transduction) 

til genatjáningu stjórnunar ensíma og próteina (e. rate-limiting enzymes and proteins). 

Stærstur hluti ATPs í hjartanu kemur úr oxun fitusýra og glúkósa í hvatberum, þó mest í 

fitusýrum (Huss og Kelly, 2005). Fitusýrur eru oxaðar í hvatberum í β-oxun á meðan glúkósi 

og laktat eru oxaðir í svokölluðum pyruvat-dehýdrogenasa komplex einnig í hvatberum. 

Acetyl-CoA, upprunnið úr báðum þessum efnaskiptaferlum fer síðan í sítrónuhringinn og 

endaafurðirnar NADH eða FADH flytjast yfir í öndunarkeðjuna þar sem þær oxast og ATP 
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myndast. Á mynd 6 má sjá yfirlitsmynd af lífefnaferlum sem taka þátt í orkubúskap hjartans 

(Huss og Kelly, 2005). 

 

Heimi ld: (Huss & Kelly,  2005) 

Mynd 6: Lífefnaferlar í orkubúskap hjartans 

 

2.2 Próteinmengjagreining 

2.2.1 Próteinmengi 

Próteinmengi er samansafn próteina í frumu eða vef á hverjum tíma fyrir sig (Liebler, 2002). 

Aðalmunurinn á milli genamengis og próteinmengis er sá að í genamenginu eru allar 

erfðafræðilegar upplýsingar um lífveruna en próteinmengið getur innihaldið upplýsingar um 

hinu ýmsu umhverfisáhrif sem viðkomandi lífvera hefur orðið fyrir. Próteinmengi lífveru er 

að breytast allt hennar líf, umhverfið getur haft áhrif á hana (t.d. hiti, fæðisöflun) ævilangt en 
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einnig hefur aldur áhrif og því er hægt að segja að lífvera hafi óendanlega mörg próteinmengi 

á lífsleiðinni á meðan genamengið er eitt og það sama allt lífið (Jäger o.fl., 2002). 

Próteinmengjagreining er verkfæri sem notað er til að greina próteinin í próteinmenginu og 

með því fá innsýn inn í starfsemi frumunnar. Undirtegundir próteina geta verið margar og 

skilgreindar sem minnstu einingar próteinmengis vegna efnabyggingar þeirra (Jäger o.fl., 

2002). Próteinmengjagreiningar nýtast t.d. til rannsókna á áhrifum breyttra aðstæðna á 

efnaskipti og ástand í fiskum (Sveinsdóttir og Guðmundsdóttir, 2010; Guðmundsdóttir og 

Sveinsdóttir, 2007) og meta mismunandi stig sjúkdóma t.d. hjartasjúkdóma og er það þá 

viðbót við önnur greiningarpróf sem til eru (Chugh, Suen og Gramolini, 2010). 

2.2.2 Tvívíður rafdráttur 

Tvívíður rafdráttur er aðferð sem notuð er til aðgreiningar á hundruð og oft þúsundum 

próteina á pólýakrílamíð rafdráttargeli (Sveinsdóttir, Guðmundsdóttir og Vilhelmsson, 2010). 

Þegar hæfilegt magn af próteinlausn úr vef hefur verið fundið út er tvisvar sinnum notaður 

rafdráttur til þess að aðgreina próteinin og nefnist það því tvívíður rafdráttur. Fyrst eru 

próteinin aðgreind eftir jafnhleðslupunkti (pI) óháð mólmassa (MW) en þeirri aðferð var lýst 

árið 1975 þar sem notast var við súlulaga gel (O'Farrel, 1975). Nú orðið er notast við tilbúnar 

gelræmur með sýrustigshalla á mismunandi pH bili (e. immobilized pH gradients gel strips, 

(IPG)) (Görg, Postel og Günther, 1988). Sýnin eru látin dragast upp í ræmurnar. Gelræman er 

síðan lögð þversum á pólýakrílamíð rafdráttargel (Mynd 7), í stað þess að hlaða sýnum í 

brunna eins og gert er á 

einvíðum rafdráttargelum. 

Spenna er sett á og próteinin 

á gelræmunni rafdragast 

niður eftir gelinu samkvæmt 

mólmassa sínum, léttustu 

próteinin ferðast hraðast og 

eru því neðst. Þetta kallast 

tvívítt gel og eftir litun sjást 

próteindeplar víða á gelinu 

en á einvíðum gelum sjást 

einungis bönd (Sveinsdóttir 

o.fl., 2010). Það vandamál Heimi ld: Two Dimensional Electrophoresis ,1999 

Mynd 7: Yfirlitsmynd yfir tvívíðan rafdrátt þar sem IPG gelræma (1) er 
lögð ofan á SDS-rafdráttargel (2). 
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sem helst háir próteinmengjagreiningu eru vatnsfælin prótein sem ekki leysast upp í lausninni 

sem notuð við jafnhleðslustillinguna. Með því að nota ójónuð eða tvíjónuð hreinsiefni er hægt 

að koma í veg fyrir þetta vandamál. Þegar kortleggja á próteinmengi með jafnhleðslupunkta á 

stóru pH bili þarf annað hvort að nota eitt gel á stóru pH bili eða mörg gel með stuttum pH 

bilum sem ná saman yfir stórt pH bil. Kosturinn við mörg gel er að þá eru próteindeplarnir 

skýrari og aðgreindari (Mynd 8). Helsti ókosturinn er að próteinmagnið sem er sett á gel, því 

þegar meira prótein er sett á gel má búast við stærri deplum en þegar depillinn hafði verið 

meltur með trypsíni voru langar amínósýruraðir sem ekki er hægt að greina en með tilkomu 

tvöfaldra massagreininga er auðveldara að greina amínósýrurnar (Vilhelmsson, Martin, Poli 

og Houliha, 2005). 

 

Heimi ld: ht tp:/ /www.bio-rad.com/ 

webroot/web/images/ lsr/products/electrophoresis/product_overlay_content/global/ lsr_increase_resolv_power.gif  

Mynd 8: Gel sem sýna staðsetningu depla með jafnhleðslupunkta á bilinu pH á 3 – 10 eftir því með 
hvaða pH bil gelræmurnar eru. 

 

2.2.3 Litun 

Nokkrar gerðir eru til þess að lita gelin svo deplarnir komi í ljós, ein þeirra er Coomassie Blue 

G-250. Mikil þróun hefur átt sér stað til að lita gel og hefur Invitrogen sett á markað 

litaefnablöndu sem byggist á Coomassie Blue G-250 sem nefnist SimplyBlue
TM 

Safe stain og 

tekur nú mun styttri tíma að lita gelin (SimplyBlue™ SafeStain e.d.). Einnig er notast við 

silfurlitun og flúrljómandi litun eins og Cy (cyane) og SYPRO (McGregor og Dunn, 2006). 

http://www.bio-rad.com/
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2.2.4 Myndgreining 

Þegar tvívíð gel með greinilegum próteindeplum eru tilbúin þarf að skanna þau inn í tölvu og 

vista sem myndir í ákveðinni upplausn. Myndunum er síðan hlaðið inn í myndgreiningarforrit 

eins og t.d. ImageMaster frá Amersham, PDQuest frá BioRad og ProgenisisSamespots frá 

Nonlinear Dynamics. sem eru með innbyggða verkferla í hugbúnaðinum (Guðmundsdóttir og 

Sveinsdóttir, 2007). Þar eru próteindeplarnir greindir með tilliti til magns, tjáningar og 

staðsetningar á gelunum. Forritið ákvarðar próteinmagnið í hverjum depli útfrá þéttleika á 

svæðinu sem depillinn er á en bakgrunnur gelanna er misdökkur og því er bakgrunnurinn 

dreginn frá ákvörðuðu próteinmagni deplanna. Þetta er gert til að staðla (e. normalised 

volume) gelin svo hægt sé að bera saman próteinmagn depla á misdökkum gelum 

(Vilhelmsson, Martin, Médale, Kaushik og Houlihan, 2004). 

2.2.5  Kennigreining próteindepla 

Þegar athyglisverðir deplar á gelunum hafa verið fundnir eru þeir klipptir út úr gelunum og 

meltir með ensímum oftast trypsíni sem brjóta niður próteinin í peptíð. Þessi peptíð eru síðan 

kennigreind með t.d. MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) 

massagreiningu. Úr MALDI-TOF massagreiningunni verður til peptíðmassaróf eða 

peptíðmassafingrafar (Vilhelmsson O. T ofl., 2004). Þegar búið er að finna út 

peptíðmassarófið er ekki þar með sagt að réttar amínósýruraðir séu fundnar því peptíðmassi 

með háan massa getur staðið fyrir margar amínósýruraðir sem eru fastar saman. 

Tvímassagreining (MS/MS) (Tandem mass spectrometry) kom til sögunar með það að 

markmiði að minnka amínósýrurnaraðirnar niður í minni einingar svo auðveldara væri að 

kennigreina þær og hún hefur meira verið notuð í seinni tíð (Vilhelmsson, o.fl., 2005). 

Tvímassavökvaskiljunargreinirinn LC-MS/MS (Liquid chromatography–tandem mass 

spectrometry) er ein gerð þessara tvímassagreininga (Yates, 1998). Þegar þessi róf eru tilbúin 

eru þau borin saman við þekktar amínósýruraðir sem hægt er að finna með aðstoð leitarforrita 

á netinu eins og Mascot http://www.matrixscience.com/home.html í hinum ýmsu 

próteingangabönkum á netinu á borð við National Centre for Biotechnlogy Information non 

redundant (NCBInr) og SwissProt sem eru aðgengilegir Expasy (www.expasy.org) er yfirlit 

yfir ýmsar síður sem tengjast próteinmengjagreiningu (Vilhelmsson, o.fl., 2005). 

http://www.matrixscience.com/home.html
http://www.expasy.org/
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Heimi ld: Motoyama & Yates,  2008 

Mynd 9: Ferill próteins í kennigreiningu með tvímassagreiningu. 

Á mynd 9 má sjá hvernig próteinlausn fer í gegnum tvímassagreiningu, fyrst eru próteinin 

melt niður í peptíð og síðan brotin frekar niður í amínósýrur og síðan kennigreind.  

 

Heimi ld: Quanti tat ive Proteomics,e.d.  

Mynd 10: Mismunandi amínósýruraðir táknaðar með litum úr mismunandi peptíðum 

Á mynd 10 er sýnd mjög einfölduð mynd af kennigreining en á henni eru tvö peptíð með 

mismunandi amínósýrur, sýnt er hvernig peptíðin eru brotin niður í mislangar amínósýrur og 

síðan greint með litum hvaða þekktu amínósýrur tilheyra hvoru peptíði. 
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2.2.6 Próteinmengjagreiningar í rannsóknum á fiski 

Próteinmengjagreining er verkfæri sem hægt væri að nota til að fylgjast með og kortleggja 

heilu próteinmengin við mismunandi aðstæður. Þessa tækni er hægt að nota til að skoða 

breytilegar umhverfisaðstæður hjá fiskum (Vilhelmsson, o.fl., 2005) og skoða hvernig 

próteinin eru uppbyggð, samskipti þeirra á milli, tjáningu og virkni (Carbonaro, 2004). 

Prótein og kjarnsýruraðir úr bleikju í gangabönkum hafa aukist undanfarin ár en eru þó langt í 

frá að vera margar. Samkvæmt gagnabankanum NCBI 18.04.2012 eru próteinraðir 682 

(18.04.2012) en voru aðeins 90 árið 2004 og kjarnsýruraðir eru 927 en voru 251 árið 2004 

(Vilhelmsson O. T. ofl. , 2005). Til samanburðar þá eru próteinraðir í gagnabanka NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/) regnbogasilungi í dag 6.774 og kjarnsýruraðir 

140.678.  

Þegar svo fáar þekktar próteinraðir eru til staðar þá er hægt að nýta afleiddar amínósýruraðir 

og þekkar cDNA raðir úr þekktum fisktegundum til þess að framkvæma kennigreiningar 

peptíða en þessi aðferð er ekki jafn áreiðanleg og ef um kennigreind peptíð úr 

amínósýruraðgreiningum væri að ræða. Ástæðan fyrir því að cDNA er ekki jafn áreiðanleg er 

sú að cDNA raðir í gagnabönkum eru í mörgum tilfellum stuttir DNA hlutar úr genamengi og 

gefa því ekki alltaf heildarmynd af geninu í heild sinni. Lesrammi DNA hlutans getur verið 

rangur miðað við genið sem um ræðir og hlutinn getur einnig verið úr innröðum gensins. 

Hægt er þó að byggja upp gagnabankann með því að staðfesta prótein úr afleiddum 

amínósýruröðum með ýmsum aðferðum, t.d. ónæmisþrykki og virknimælinum.(Sveinsdóttir 

o.fl., 2010) Aftur á móti getur verið áhrifaríkara að notast við cDNA raðir er áhrifaríkt þegar 

um heil genamengi er að ræða (McGregor og Dunn, 2006). Þrátt fyrir að skortur sé á þekktum 

próteinröðum hefur töluvert verið gert í próteinmengjagreiningum hjá fiskum á síðustu árum 

með ágætis árangri í kennigreiningarhlutfalli (Sveinsdóttir og Guðmundsdóttir, 2011). 

Eins og komið hefur fram er hægt skoða próteinmengið með ýmislegt í huga en í þessu 

verkefni verður þeirri spurningu velt upp, hvaða áhrif hefur mismunandi hitastig á 

próteintjáningu í próteinmengi í bleikjuhjörtum og leitað verður leiða til að komast að því 

með próteinmengjagreiningu.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Prótein útdráttur 

Hjartavefur var jafnaður út í frumurofsdúa (e.lysis buffer) (sjá uppskrift 8.2.1) (7 M urea, 2 M 

thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 40 mM DTT, 1% (w/v) 4–7 IPG buffer (GE Healthcare)), 1% 

(v/v) protease inhibitor cocktail (Sigma) í hlutfallinu vefur:dúi, 1:9 með hjálp mölunar kits (e. 

sample grinding kit, (GE Healthcare)). Óleysanlegar agnir voru síðan skyldar frá með 

skilvindun við 14000 rpm í 10 mín. Flotið var hirt og fryst við -80 °C þar til 

próteinmengjagreiningar fóru fram. 

3.2 Hleðsla sýna á gelræmur (e. Reswelling) 

Sextán µL af próteinlausn var blandað saman við 134 µL af bólgnunardúa (e. rehydration 

buffer) (sjá uppskrift 8.2.2) (7 M urea, 2 M thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 40 mM DTT, 1% (v/v) 

4–7 IPG buffer (GE Healthcare), 1% (v/v) protease inhibitor cocktail (Sigma), 5 µL 

bromophenol blue). Eitt hundrað og fjörutíu µL af lausninni var hlaðið í raufar í sérstökum 

bakka og gelræmum (ZOOM strip 4-7,cat# ZM0012 Invitrogen, Carlsbad, CA) komið þar 

fyrir með gelhliðina niður (Mynd 11) og sýnið dregst upp í þær við herbergishita yfir nótt í 

lokuðu boxi (IPG box, GE Healtcare) sem þurfti að vera á sléttum fleti svo lausnin myndi 

dragast jafnt upp á gelræmurnar.  

Mynd 11: Gelræmum komið fyrir í IPG boxi á sléttum fleti 
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3.3 Jafnhleðslustilling (e. Isoelectric focusing) 

Olía var látin í sérstakan bakka með nokkrum 

hólfum fyrir gelræmur svo jafnhleðslustillingin 

væri algerlega einangruð. Miðað var við að olían 

myndi fljóta yfir gelræmurnar sem voru með látnar 

liggja með gelhlutann upp (Mynd 12). Plúsendarnir 

voru látnir vera plúsmegin og mínusendarnir látnir 

vera mínusmegin. Á hvern enda voru settir 

pappírssneplar (e. Paperwick) bleyttir milli-Q vatni 

og þar voru „tennurnar“ á rafskautunum settar, 

þetta var gert til þess að fá betri leiðni og taka við 

leyfum af sýnunum frá gelræmunum. Jafnhleðslustillingin var framkvæmd í Ettan IPG phor 3 

frá GeHealtcare (Mynd 13) í eftirfarandi þrepum 

með aflíðandi spennubreytingu milli þrepa. 

Spennubreyting jafhleðslustillingarinnar var 

framkvæmd við 300 V og 200Vh, 1000 V og 300 

Vh, 5000 V og 4500 Vh og 5000 V og 2000 Vh. 

Það tók þrjá klukkutíma að jafnhleðslustilla 

gelræmurnar og þegar því var lokið voru þær settar 

láréttar í merkt mæliglös með tappa og gelhliðin 

látin snúa upp og geymd við -20°C.  

3.4 Jafnvægisstilling (e. Equilibration) 

Gelræmurnar voru teknar úr frysti og fyrst settar í 

afoxunarlausn (mynd 14) (sjá uppskrift 8.2.3) með 

DTT (e. Dithiothreitol) en DTT gerir það að verkum 

að tvísúlfíðtengi próteinanna afoxast. Næst voru þær 

settar í jafnvægisstillingalausn (sjá uppskrift 8.2.4) 

með joðacetamíð sem endanlega kemur í veg fyrir að 

tvísúlfíðtengi myndist sem og bindst við umfram-

magn DTT (Guðmundsdóttir og Sveinsdóttir, 2007). 

Mynd 12: Olía og gelræmur komnar í bakka 
á jafnhleðslutækinu Ettan IPG phor 3 frá 
GeHealtcare 

Mynd 13: Jafnhleðslutækið þegar "tennur" 
eru komnar á enda gelræmanna. 

Mynd 14:Gelræmur í afoxunararlausn 
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3.5 Tvívíður rafdráttur 

Tilgangurinn með tvívíðum rafdrætti er að aðgreina prótein á rafdráttargel eftir mólmassa (e. 

MW). Keyrslubuffer er gerður úr 40mL af  tilbúnum 25X MES dúa  frá Invitrogen og 760 mL 

af eimuðu vatni. Tvöhundruð mL af þessari lausn 

voru tekin frá og bætt í hana 500 µL af 

andoxurnarefni frá Invitrogen og blandað vel. 

Þessi lausn fer á milli gelplatnanna í keyrslunni en 

afgangurinn af keyrslubuffernum fer utan með 

gelplötunum.  Keyrsludúinn var geymdur í kæli 

fyrir notkun svo keyrslan gengi vel fyrir sig. 

Notuð voru tilbúin gel (NuPAGE®Novex 4-12% 

Bis-Tris ZOOM®Gels (cat# NP0330BOX)) (mynd 

16) sem komið var fyrir í XCell Sure Lock
TM

 frá Invitrogen (mynd 15). Gelræmunum ásamt 

staðli sem innihélt prótein með þekkta mólmassa (3,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 110, 160 

og 260 kDa) var komið fyrir efst á gelunum og plúsendinn hafður næst staðli og gelhliðin 

næst andoxandi dúanum. Agarósi (0,5%) var settur ofan á gelræmurnar til þess að halda þeim 

betur á staðnum. Þegar keyrsludúinn var 

kominn á sinn stað var búnaðurinn settur í 

ísvatn til þess að halda hitanum í kerfinu niðri 

svo hann hefði ekki áhrif á rafdrátt 

próteinanna. Þegar hitinn náði 36°C var slökkt 

á keyrslunni í nokkrar mínútur til þess að kæla 

kerfið niður og sett svo í gang aftur. Gelin voru 

keyrð við 200V í u.þ.b. klukkutíma. Hægt var 

að keyra tvö gel í einu í búnaðinum.. Alls voru 

keyrð 11 gel, 3 fyrir upphafshóp, 5.°C og 

12°C. Einungis 2 gel voru keyrð fyrir hóp sem alinn var við 18°C.  

  

Mynd 15: Tvívíður rafdráttur hafður á ísbaði 

Mynd 16: Tilbúin gel inn í plastplötu eftir 
rafdrátt 
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3.6 Litun 

Þegar búið var að taka gelið af plötunni var það sett í eimað vatn til að hreinsa SDS af 

gelunum. Gelið í vatninu var sett inn í örbylgjuofn á hæstu stillingu (800 W) í eina mínútu og 

svo á hristara í eina mínútu. Nýtt vatn var sett á gelið og ferlið endurtekið tvisvar sinnum. Þá 

var litarefninu SimplyBlue™ SafeStain (cat#LC6060) frá Invitroge) hellt yfir gelið, gelið í 

litalausn var sett á hæsta styrk í örbylgjuofni í ca. 50 sekúndur eða þar til lausnin var komin 

að suðu. Passa þurfti að litalausnin myndi ekki sjóða. Þar á eftir var litalausnin með gelinu sett 

á hristara í 7 mínútur. Gelið var tekið úr litalausninni og sett í eimað vatn í 10 mínútur á 

hristara Gelið var sett í nýtt eimað vatn yfir nótt til að losna við umframlit. Pappírssnepill var 

settur í vatnið til að draga í sig litinn. Þetta var framkvæmt eins við öll 11 gelin.  

 

Mynd 17: Gel eftir litun þar sem próteindeplarnir eru bláir 

 

3.7 Myndgreining 

Deplarnir á gelunum voru myndgreindir með myndgreiningarforritinu Progenesis Samespots 

frá Nonlinear upon Typon, UK. Gelin voru skönnuð í Epson perfection V750PRO skanna og 

hlaðið inn í tölvu með því að setja smá af milli-Q vatni á skannann til að forðast að það 

mynduðust loftbólur sem myndu sjást á myndinni. Skannað var í 300 dpi upplausn sem tiff 

skrá, en það kom í ljós að það var of lítil upplausn því erfitt var að para saman deplana. 

Upplausnin 800 dpi var því notuð og reyndist það vera næg upplausn.Í myndgreininga 
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forritinu voru innbyggðir verkferlar í forritinu notaðir. Nokkrar stöðvar voru í forritinu og 

farið verður í gegnum þær og sýndar skjámyndir af þeim.  

 

Mynd 18:Stöðin Image QC þar sem myndum var hlaðið inn. 

Myndunum var hlaðið inn í myndgreiningarforritið (mynd 18) á stöð sem nefnist Image QC. 

Á þessari stöð voru gæði myndanna metin. Þarna var einnig hægt að klippa myndir til sem og, 

velta þeim bæði lárétt og lóðrétt. Ef myndin hlóðst inn sem filma (e. invert) var einnig hægt 

að breyta því. Ef myndirnar uppfylltu ekki skilyrði forrits þá kom það fram í þessum glugga 

og algengasta meldingin var að myndin væri minni en 8 bit en æskilegt er að hún sé 16 bit og 

sé í lit. 

 

Mynd 19: Stöðin Reference image selection þar sem val á samanburðargeli fer fram 
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Val á samanburðargeli (e. reference gel) fór fram á stöð sem nefnist Reference image 

selection og er framkvæmt svo hægt sé að bera hin gelin saman við það. Það sem hafa þurfti í 

huga var að gelið sé af góðum gæðum, þ.e. deplar vel greinanlegir og svo var líka horft til 

þess að deplar á öðrum gelum væru að finna á samanburðargeli (Mynd 19) og í þessu tilviki 

var það gel 18a og sést á myndinni. 

 

Tilgangurinn með stöðinni Mask of Disinterest var að útiloka hluta af geli sem ekki yrði 

tekinn með í reikninginn þegar skannað yrði fyrir deplum á gelinu. Með því að velja annað 

hvort Rectangle eða Ellipse með því að draga bendilinn yfir skemmdir á gelinu og velja 

jaðarinn eins og sést á mynd 20 var hægt að útiloka þann part af geli eins og sjá má á 

myndinni.  

Mynd 20: Stöðin Mask of Disinterest þar sem útilokun að hluta af geli fór fram. 
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Mynd 21:Stöðin Alignment þar sem röðun gela við samanburðargel fór fram. 

Alignment er stöðin þar sem röðun gelanna fór fram (Mynd 21). Þegar gelin voru í góðum 

gæðum og vandað hefur verið til skönnunar er hægt að láta forritið finna depla og gera fyrir 

sig vektora (Automatic Alignment) en þeir eru bláir á myndinni. Rauðu vektorarnir voru gerðir 

handvirkt. Þegar nokkrir vektorar voru gerðir handvirkt í byrjun leiðir það forritið til þess að 

raða rétt. Fjólubláu deplarnir tilheyra samanburðargeli en grænu deplarnir tilheyra 

vinnslugelinu sem jafnað var við. Líkja má samanburðargeli við slétt A4 blað en vinnslugeli 

við krumpað A4 blað sem verið er að reyna að slétta úr svo þessi blöð falli sem best saman. Ef 

vel tekst til með gelin þá lenda eins próteindeplar á sömu stöðum á báðum gelum. Hægt var 

að stilla það hvort deplarnir féllu strax í það far sem þau eiga að vera (Show Aligned) eða láta 

leiðina á vektorunum sjást (Show unaligned). Þá er hægt að ráða stærðinni á gula rammanum 

sem er á heilu myndinni (Whole image) og þá birtist hún í glugganum fyrir ofan (Vector 

editing). Gluggarnir hægra megin á myndinni (Transition og Checkerboard) eru notaðir til að 

sjá hvernig deplarnir parast saman. Alltaf var hægt að eyða vektor sem hafði lent vitlaust á 

gelinu með því að hægri smella á músina þegar bent var á vektorinn og einnig er hægt að eyða 

stærri hóp af vektorum (Remove vektors). 
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Mynd 22:Stöðin Filtering með gel eftir skönnun depla. 

 

Mynd 23: Sama stöð og á mynd 22, búið er að eyða megninu af deplunum og útilokun stærri depla 
farin af stað. 

 

Filtering er stöð þar sem komu fram allir þeir deplar sem forritið fann (Mynd 22), hægt er að 

eyða þeim próteindeplum sem höfðu lítið prótein eða próteindeplum sem ekki voru æskilegir 

og var það gert með því að haka í Average norm. vol  og setja inn einhverja X tölu, t.d 99999, 

eins þarf að velja hvort talan ætti að vera minni eða stærri en viðkomandi tala. Þá er hægt að 

að haka í Inside selected aera og velja hluta af gelinu. Þeir deplar sem féllu undir 

leitarskilyrði urðu rauðir og lenta í svæði sem nefnist Delete xx Matching spot. Velja átti að 

eyða þeim eða þeim sem lentu í Delete xx Non-matching spot. Eins og sést á mynd 22 eru 
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rauðu deplarnir sem leitarniðurstöður ná yfir í Delete xx matching spot. Á mynd 23 er búið að 

eyða deplunum sem voru rauðir á mynd 22 og merkja fleiri depla sem á að eyða. 

 

Mynd 24: Sama stöð og á mynd 22, útilokun lokið. 

Á mynd 24 er búið að eyða þeim deplum sem ekki voru æskilegir og eftir standa þeir deplar 

sem átti að taka til nánari skoðunar. 

 

Mynd 25:Stöðin Experiment Design Setup þar sem val á hópum fer fram. 

Experiment Design Setup er sú stöð þar sem fer fram val á stíl eftir því hve breyturnar voru 

margar (mynd 25). Hægt var að velja marga valkosti (A,B,C) sem meðhöndlaðir voru eins, 

t.d. eins og í þessu verkefni þegar mismunandi hitastig voru til skoðunar og gerð voru þrjú 

sambærileg gel af hverju hitastigi (Between-subject Design). Svo er valkosturinn (Within-

subject Design) þar sem margir valkostir eru til skoðunar og mismundandi aðferðum eða 

efnum er beitt, t.d. skoðað hvernig fjórir sjúklingar bregðist misjafnlega við þremur 
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mismunandi lyfjum.Þegar ákveðið var hvaða stíl ætti að nota birtist mynd 26 og þarna voru 

gel af sama hitastigi valin saman. 

 

Mynd 26: Sama stöð og á mynd 25 þar sem gel við sömu hitastig voru valin saman. 

Á mynd 27 er stöðin View Results þar sem niðurstöður voru skoðaðar og farið var yfir þá 

depla sem eftir eru. Útlínur sumra deplanna voru slæmar og dæmi voru um það að forritið 

skipti depli í tvennt og kæmi fram sem tveir deplar en var í rauninni einn. Þetta er hægt að 

laga á þessari stöð með því að sameina (e. Merge) depla, bæta við ( e. Add), eyða ( e. Delete) 

og skipta (e. Split) depli í tvennt ef forritið hefur greint tvo depla sem einn.

 

Mynd 27: Stöðin View results þar sem frekari úrvinnsla á deplum fór fram. 



Háskólinn á Akureyri   Guðrún Kristín Eiríksdóttir 

 

23 

 

Á þessari stöð var einnig hægt að sjá hvernig hver depill fyrir sig var á gelunum á myndum og 

á línuriti þar sem niðurstöður úr anovaprófi voru sýndar. Neðst í hægra horni var yfirlitsmynd 

af samanburðargelinu þar sem hægt var að sjá hvar viðkomandi depill var staðsettur. Hægt var 

að dekkja og lýsa myndinar (e. Contrast) og hafa myndirnar af deplunum mismunandi stórar 

(e. Montage size).Þarna var einnig tafla með númerum allra deplanna, niðurstöður úr 

anovaprófi þeirra, stærðarmunur (e. fold), reitir þar sem hægt er að velja deplana áfram og 

athugasemdadálkur. 

 

 

Mynd 28: Sama stöð og mynd 27 með depli í þrívídd 

Mynd 28 er af sömu stöð og sýnd er á mynd 27 nema það er búið að velja þrívíddargluggann 

(e. 3D Montage). Þannig að hægt var að sjá deplana í þvívídd og sami depill er á myndum 27 

og 28 en í mismunandi vídd. 
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Mynd 29: Sama stöð og á myndum 27 og 28 og búið er að velja frávikahlutfall frá meðaltali próteins. 

Mynd 29 sýnir sömu stöð og sýnd er á myndum 27 og 28 en núna er búið að velja CV 

(e.Coefficient of variation) grafið sem sýnir hversu mikið frávikshlutfall frá meðaltali próteins 

í hverjum punkti (Guðmundsdóttir og Sveinsdóttir, 2007), það er líka hægt að sjá stærri 

myndir af gelunum með því að velja „Full Image“. 

 

Mynd 30: Stöðin Progenesis Stats sem sýnir depla í samanburði. 

Mynd 30 sýnir stöð sem nefnist Progenesis stats.‘ og hægt var að skoða línurit af einum depli 

og hvar hann var staddur á tré (e. Dendrogram) sem greinir deplana út frá því hvernig þeir eru 

tjáðir og sjá samband milli depla. Þessi ákveðni depill sem sýndur er á mynd 30 er tjáður hár 

við hitastig 18. 
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Mynd 31: Sama stöð og á mynd 30 en hérna sýnir hún PCA graf. 

Mynd 31 sýnir sömu stöð og á mynd 30 nema núna er nú er búið að velja prinsipal 

components analysis (PCA) sem gefur til kynna sambandið á milli Principal Components 

Analysis  1 sem mjög líklega er magn próteins í deplum og Principal Components Analysis 2. 

PCA- Principal component analyze er aðferð sem notuð er til þess að finna marktækar 

tölfræðilegar breytingar sem byggjast á t-testi og log Normalized spot volumes ((Uwins, 

Deitrich o.fl., 2006). Einnig er sýnt línurit af þremur svipað tjáðum deplum og eru á svipuðum 

stað á PCA grafinu. Punktarnir sem eru í mismunandi litum tákna hitann og þeir punktar sem 

valdir eru sjást á PCA grafinu eru á svipuðum slóðum og gefið er til kynna að þeir hafi 

eitthvað sameiginlegt.

 

Mynd 32: Stöðin Spot pickling þar sem mólmassi og jafnhleðslupunktar eru ákvarðaðir 



Háskólinn á Akureyri   Guðrún Kristín Eiríksdóttir 

 

26 

 

Spot Pickling er stöð þar sem þekktir mólmassar próteina voru settir inn og notast var við 

próteinin úr staðlinum (mynd 32). Þarna var líka hægt að setja inn í jaðra gelsins pH gildin 

sem voru á gelræmunum sem notaðir voru. Einnig er hægt að setja inn stærð og pH gildi á á 

próteinum í gelinu ef það eru þekktar stærðir. Forritið reiknar út jafnhleðslupunkta og 

mólmassastærð út frá gefnum punktum. 

 

Mynd 33: Stöðin Report þar er hægt að nálgast skýrslur á html formi. 

Síðasta stöðin nefnist Report en þar er hægt að búa til skýrslur sem birtast sem html skjal. 

Mynd af samanburðargelinu er hægt að fá með númeruðum deplum, sér mynd af hverjum 

depli fyrir sig ásamt stærð, jafnhleðslupunkti og magni próteins. Ýmsar aðrar upplýsingar er 

hægt að fá á þessari stöð. 
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3.8 Klipping depla 

 

Mynd 34: 2DE gel með mólmassa 3,5-260 kDa og jafnhleðslupunkta pH 4-7, próteindeplar sem þóttu 
áhugaverðir voru skornir úr eru númeraðir. 

Þeir deplar sem valdir voru til þess að klippa út úr geli eftir myndgreiningu voru skilgreindir 

sem prótein háð hita en einnig átti að klippa út stóra próteindepla sem myndgreining gaf til 

kynna að innihéldu mikið prótein. 

Við klippingu var notaður glerplatti til að skera á, skurðhnífur (e. scalpel) til að skera í 

kringum valda depla, skorið var vel alla kanta áður en reynt var að lyfta depli upp. 

Gelbúturinn með próteindepli var settur í 0,5 ml eppendorf glas með 120 µl af MilliQ vatni, 

aðalatriðið var að vatn flyti yfir gelbútinn. Eppendorfglösunum var pakkað í frauðkassa ásamt 

ísklökum og voru sendir út til próteinmengjagreiningadeildar háskólans í Aberdeen í 

Skotlandi. Samkvæmt tölvupósti frá Ian Davidson sérfræðingi við próteinmengjadeildina er 

best að klippa depla sem fyrst úr geli og senda sýnin á þurrís en það var ekki leyfilegt hjá 

flutningsaðila. Ef af einhverjum ástæðum er ekki hægt að klippa strax út depla skal geyma 

gelin í ísskáp en til lengri tíma í frysti við -20°C (munnleg heimild, 27.febrúar 2012). 
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3.9 Kennigreining 

Kennigreining fór fram við próteinmengjagreiningardeild háskólans í Aberdeen. 

Próteindeplarnir voru brotnir niður í peptíð með ensíminu trysíni sem síðan voru greind með 

massagreininum LC-MS/MS. Tilgangurinn með massagreiningu var að umbreyta sýni í jónir, 

skanna þær með tilliti til massa og hleðslu (m/z) þannig að hægt væri að bera kennsl á 

peptíðin og þ.a.l. próteinin í sýninu (Liebler, 2002). Peng og félagar (2003) sem og Xu og 

félagar (2012) greina skref fyrir skref hvaða efni og aðferð á við LC-MS/MS í greinum sínum. 

Niðurstöður um hvaða amínósýrur væri að ræða fengust á mgf skáarformi og á því formi voru 

þær settar inn í leitarvél á netinu (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) 

þar sem valið var MS/MS Ion Search. Forsendurnar sem notaðar voru til þess að fá 

leitarniðurstöður voru: 

Ensím: Trypsín, Ættbogi (Taxanomy): Geisluggi (e. Actinopteryggii), Peptíð frávik (Peptid 

tol): +/- 1,2 Da, #
13

C: 0, MS/MS tol +/-: 0,6, Peptið hleðsla (Peptid charge): 2
+ 

og 3
+
, fastar 

breytingar (Fixed modification): Carbamidamethyl (C) og breytilegar breytingar (Variable 

modification): Oxidation (M). 

Leita þurfti að hverri skrá tvisvar þar sem notaðir voru tveir gagnabankar en það voru NCBInr 

og SwissProt. Þær niðurstöður sem gáfu hæsta skorið í hvorri leit voru valdar. 

3.10 Ferill depils 

Hér eftir verður rakið hvernig depill númer er skoðaður í myndgreiningaferlinu. Á mynd 35 

má sjá viðkomandi depil á rafdráttargeli með jafnhleðslupunkt pH 3-10, hann var mjög 

greinilegur og hafður er rauður hringur í kringum hann til að afmarka hann frá öðrum deplum 

á gelinu.  

http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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Mynd 35: Depill númer 1426 á geli með jafnhleðslupunkta á bilinu pH 3-10. 

Á mynd 36 er gel með jafnhleðslupunkta á bilinu pH 4-7 og depillinn sem sem var á geli á 

mynd 35 er orðinn að tveimur deplum þar sem meira pláss var á gelinu og hann aðgreindist 

betur.  

 

Mynd 36: Depill númer 1426 á geli með jafnhleðslupunkta pH 4-7. 

Á mynd 37 er mynd af deplinum öllum gelunum og greina má með augun mismuninn á 

próteinmagni í depli. Þarna sést að lítið próteinmagn er í depli á gelum við upphafshitastig og 

5 °C en meira við hitastig 12 °C og 18 °C. 
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Mynd 37: Skjámynd af sama depli á öllum gelum í tvívídd. 

Á mynd 38 er depillinn sýndur við mismunandi hitastig í þrívídd, þarna má einnig greina 

sjónrænt hversu mikið próteinmagn er í hverjum depli, því hærra sem kúfurinn er því meira 

prótein er í deplinum. Þarna greinist örlítið meira próteinmagn við hitastig 18°C. 

 

Mynd 38: Skjámynd af sama depli við öll hitastig í þrívídd. 

Á mynd 39 er línurit sem sýnir tjáningu hvers depils, línan er hæst við hitastig 18 °C sem 

segir að tjáningin er mest við hitastig 18°C.  



Háskólinn á Akureyri   Guðrún Kristín Eiríksdóttir 

 

31 

 

 

Mynd 39: Tjáningarmunstur depils þar sem próteinið er tjáð mest við 18°C 

Niðurstöður úr leitarforritinu Mascot þar sem leitað var í gagnabönkunum NCBI og SwissProt 

(Tafla 1) gáfu til kynna að próteindepillinn hafi mólmassann í kringum 28 kDa , mascot 

skorið er 98 og 108. Peptíðmassasamsvörunin er 6 af 20 og 2 af 11, amínósýrusamsvörun er 

40% og 25% og próteinið sem greindist var apólípóprótein. Það prótein sem hafði flestu 

mascot stigin og samsvörun var ákvarðað sem viðkomandi prótein og í þessu tilfelli var það 

Apólípóprótein  

Tafla 1: Leitarniðurstöður úr NCBI og SwissProt 

APA11_ONCMY    Mass: 29686    Score: 108    Matches: 22(6)  Sequences: 10(4) 

Apolipoprotein A-I-1 OS=Oncorhynchus mykiss PE=2 SV=1 

gi|209737406    Mass: 27657    Score: 98     Matches: 11(2)  Sequences: 8(2) 

Apolipoprotein A-I-1 precursor [Salmo salar] 

  

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxEnm.dat&hit=APA11_ONCMY&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxEtO.dat&hit=gi%7c209737406&db_idx=1&px=1&ave_thresh=43&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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4 Niðurstöður 

4.1 Myndgreining gela 

 

Mynd 40: Þeir 87 deplar sem uppfylltu lágmarksskilyrði. 

Mynd 40 sýnir þá 87 depla sem greindir voru þar sem þeir höfðu meira próteinmagn en 0,1% 

af heildarpróteinmagni á geli. Þessir 87 deplar voru með próteinmagn frá 0,12 - 15,83% af 

heildarpróteinmagni á geli. Á grundvelli niðurstaðna úr myndgreiningu voru 17 deplar valdir 

til kennigreininga. Heildarpróteinmagn þessara 17 depla var á bilinu 54,70 - 65,16% og 

meðaltalið 59,43% og staðalfrávikið 3,24%. Deplarnir sem voru kennigreindir voru með 

áætlaðan mólmassa á bilinu 10 - 155 kDa og áæltlaðan pI á bilinu pH 4,61 - 6,82 (Tafla 3). 
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Mynd 41: Próteindeplar sem voru kennigreindir. 

Próteinin sem voru kennigreind voru sett í fimm mismunandi hópa eftir tjáningarmunstri 

þeirra. Á mynd 41 má sjá hvernig hópar próteindeplanna var skipt niður með litum. Litirnir 

eru appelsínugulur, rauður, skærgrænn, ljósblár og fjólublár. 

 

Mynd 42: Próteindeplar aðgreindir á PCA grafi. 

mynd 42 eru próteindeplarnir sýndir á PCA grafi og sjá má að þeir deplar sem eru með 

svipaða tjáningu eru á svipuðum stað á grafinu. Eins er hægt að sjá á mynd 43 að deplar með 
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svipaða tjáningu lenda á svipuðum stað á greiningartrénu.Litirnir sem notaðir eru til að greina 

deplana niður í hópa eru þeir sömu og á mynd 42. 

 

Mynd 43: Greiningartré sem greinir niður próteindepla eftir mismunandi tjáningu. Í boxinu undir 
greiningatrénu eru númer deplanna sem hver grein stendur fyrir. 

 

4.2 Kennigreining gela 

Á grundvelli niðurstaðna úr LC-MS/MS massagreiningunni náðist á kennigreina alla 17 

deplanna. Í flestum tilfellum fannst samsvörun við prótein úr laxfiskum en þó aldrei úr 

bleikju. 

 

4.2.1 Hitaháð hjartaprótein 

Mýósín 

Deplar númer 287, 311 og 337 voru allir á svipuðum stað á gelinu o.þ.a.l.með svipaðan 

mólmassa og jafnhleðslupunkt. Það er því líklega um samsætuprótein (e. isoforms) að ræða. 

Myndgreining benti til að tjáning próteinanna sem er að baki deplunum væri háð eldishita þar 

sem tjáninginu greindist markvert (p < 0,05) hærri við 5°C eldishita samanborið við 12 °C og 

18°C (mynd 44). Niðurstöður úr kennigreiningu deplanna bentu allar til að um mýosín væri 

að ræða þar sem allar leitarniðurstöður gáfu til kynna þungu keðju mýósín úr mismunandi 

fisktegundum á borð við villikarpa (Cyprinus carpio), sebrafisk (Danio rerio), Nílartilapía 

(Oreochromis niloticus). 
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Mynd 44: Tjáning depla númer 287, 311 og 337. 

Depill númer 1400 var einnig kennigreindur sem mýósín. Depillinn sýndi fram á hitaháða 

tjáningu þar sem aukin tjáning var greind við 5 °C samanborið við 12°C og 18°C (Mynd 45). 

Munurinn var þó ekki marktækur (p = 0,42).  

Depill númer 1589 var talin áhugaverður þar sem tjáningarmunstur hans svipaði til 1400  

(Mynd 45) en samt mun minni tölfræðilegur munur (p = 0,95) á milli hópa. Úr 

kennigreiningunni fengust aðeins leitarniðurstöður ef leitað var í gagnabankanum NCBI en 

þær bentu til að um væri að ræða léttar mýosín keðjur úr Geddu (Esox lucius) og Japönskum 

hrísfiski (Oryzias latipes) sem eru lítið skyldir laxfiskum. 

Trópómýósín 

Próteindepill númer 1174 hegðaði sér mjög svipað og depill 1400 (Mynd 45) og var heldur 

ekki hægt að greina marktækni (p < 0,18) á milli hitastiga. Niðurstöður úr kennigreiningu 

sýndu að um trópómýosín (e. tropomyosin) úr urriða væri að ræða.  

 

Mynd 45: Tjáning depla númer 1174, 1400 og 1589 

 

Albúmín 

Myndgreining benti einnig til þess að tjáning próteinsins að baki depli númer 719 væri háð 

eldishita þar sem tjáningin vart markvert (p < 0,05) hæðst við 18°C eldishita (Mynd 46). 

Próteinið sem kennigreiningin gaf til kynna var sermis albúmín úr Atlandshafslaxi.  
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Apólípóprótein 

Myndgreining af deplum númer 2063 og 1426 gaf til kynna að um svipaða tjáningu væri að 

ræða og hjá depli 719 (Mynd 46). Tjáningin var tölfræðilega marktækt (p < 0,05) hærri við 

hitastig 18 °C hjá báðum deplunum samanborið við 12 °C og 5 °C. Niðurstöður út 

kennigreiningu deplanna bentu til að um próteinin apolipoproteinin A-1 úr Atlandshafslaxi 

(depill 1426) og apolipoproteinin A-2 úr regnbogasilungi (depill 2063) væri að ræða.  

 

Fitusýru-bindandi prótein 

Niðurstöður úr myndgreiningu fyrir depil 1906 gáfu vísbendingar um að tjáning depilsins gæti 

verið hitaháð þar sem tjáningin jókst markvert (p < 0,05) með hækkandi eldishita (Mynd 46). 

Kennigreiningar depilsins gáfu til kynna að um væri að ræða fitusýru-bindandi prótein annað 

hvort úr regnbogasilungi (Oncorhynchus mykiss) eða Atlantshafsþorski. 

 

Mynd 46: Tjáning depla númer 719, 1426, 1906 og 2063. 

 

ATP synþasi 

Depill númer 968 var kennigreindur þar sem niðurstöður úr myndgreiningu  sýndu að 

próteinmagn hans væri í hærri kantinum við öll hitastig en markverð (p < 0,05) minnkun á 

tjáningu átti sér stað við 12°C og 18°C eldishita. Niðurstaðan úr kennigreingreiningunni gaf 

til kynna að um hvatberaensímið ATP synþasa úr Atlandshafslaxi væri að ræða.  

Ísósítrat dehýdrógenasi 

Myndgreining benti til að depill númer 1002 væri háður eldishita þar sem tjáning próteinsins 

var marktækt (p < 0,05) hærri við 5°C samanborið við hitastig 12°C og 18°C (Mynd 47). 

Niðurstöðurnar út kennigreiningu depilsins bentu til að um ensími hvatbera ísósítrat 

díhýdrógenasa (e. isocitrate dehydrogenase) úr Atlantshafslaxi væri að ræða. 
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Laktat dehýdrógenasi / Malat dehýdrógenasi 

Myndgreining sýndi að tjáningarmunstur depla  númer 2480  og 1002 var svo að segja eins 

(Mynd 47). Niðurstöður úr kennigreiningu depils númer 2480 samkvæmt NCBInr og Swiss-

Prot gagnabönkunum leiddu í ljós að um L-laktat díhýdrógeneaa (e. L-lactate dehydrogenase) 

úr Altlandshafslaxi  og sebrafiski væri að ræða á meðan BLAST greining fann samsvörun við 

cDNA úr hvatberaensíminu malat díhydrogenasa (e. malate dehydrogenase ) úr 

Atlantshafslaxi)  

Enólasi 

Depill númer 981 var valinn þar sem myndgreining sýndi fram á mjög svipað 

tjáningarmunstur og deplar 2480 og 1002 (Mynd 47). Niðurstaðan úr kennigreiningunni gaf 

til kynna að um væri að ræða ensímið enólasa (e. enolase) úr Atlandshafslaxi. 

Mýóglóbín 

Depill númer 2461 sýndi líkt og deplar númer 968, 2480, 1002 og 981 eldishitaháða tjáningu 

þar sem eldishiti við 5 °C sýndi marktækt (p < 0,05) hæstu tjáninguna samanborið við 

eldishita við 12 °C og 18 °C (Mynd 47). Tjáningarmunstrið var líkast tjáningarmunstri depils 

númer 968 eins og sést á mynd 47. Samkvæmt niðurstöðum kennigreiningar er líklega um 

súrefnisflutnings próteinið mýoglóbín (e. myoglobin) úr regnbogasilungi að ræða.  

 

Mynd 47: Tjáning depla númer 968, 981, 1002, 2461 og 2480. 

 

Aktín 

Aðalástæðan fyrir því að depill númer 2455 var kennigreindur var vegna þess að hann var 

stærstur allra depla á gelinu (Mynd 40). Aðeins var tölfræðilega markverður (p < 0,05) munur 

í tjáningu við 12°C og 18°C eldishita en myndgreining sýndi að um minni tjáningu væri að 

ræða við þann eldishita (Mynd 48). Niðurstöður úr kennigreiningunni bentu allar til þess að 

um aktín væri að ræða úr Atlantshafslaxi.  
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Desmín 

Myndgreining á depli númer 2486 benti til að tjáning próteinsins sé háð eldishita þar sem 

tjáningin minnkaði markvert (p < 0,05) með hækkandi hita líkt og hjá 2455 (Mynd48). 

Niðurstöður úr kennigreiningu depilsins gáfu til kynna að um tvö svipuð prótein gæti verið 

um að ræða en þau eru desmín og vímentín úr regnbogasilungi. 

 

Mynd 48: Tjáning depla númer 2455 og 2486. 
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5 Umræða 

Þar sem deplar sem höfðu minna en u.þ.b. 0,1% af heildarpróteinmagni á geli voru útilokaðir 

frá myndgreiningu voru aðeins 87 próteindeplar (Mynd 42) teknir voru til nánari skoðunar í 

myndgreiningunni. Tjáningarmunstur þessara 87 depla var skoðað og þá var helst horft til 

tjáningar sem var háð hita og að endingu voru 17 próteindeplar valdir til kennigreininga. Allir 

þessir sautján deplar fundust á öllum gelunum en mismikið próteinmagn var í þeim. 

Niðurstöður úr massagreiningum voru notaðar við leit að þekktum próteinum í gagnabönkum. 

Notast var við leitarforritið Mascot og fékkst samsvörun í öllum tilfellum þegar leitað var í 

leitarbanka NCBI og í 13 tilfella af 17 í leitarbanka SwissProt. Frá próteinmengja- 

greiningadeild Háskólans í Aberdeen í Skotlandi komu niðurstöður þar sem búið var að bera 

saman amínósýruraðirnar við cDNA raðir. Þessum leitarniðurstöðum bar saman í flestum 

tilfellum. Mascot og blast skor var í öllum tilfellum hærra en 63 stig nema einu en þá komu 

ekki sömu niðurstöður úr gagnabönkunum. Yfirleitt höfðu samsvarandi prótein verið 

skilgreind úr laxfiskum og því um fiska mjög skyldum bleikju að ræða. Það má því reikna 

með að niðurstöðurnar séu nokkuð áræðanlegar. 

Próteinin sem komu út úr kennigreiningunni voru sett niður í nokkra hópa eftir hlutverkum 

þeirra. Hér á eftir verður fjallað um hvern flokk fyrir sig. 

Byggingar- og samdráttar prótein 

Fyrst ber að nefna mýósín- og aktínprótein sem í sameiningu gegna lykilhlutverki í byggingu 

hjartavöðvans, framkalla samdrátt sem veldur hreyfingu hans og skiptingu fruma (Warrick og 

Spudich, 1987). Einnig greindist trópómýósín sem vinnur með mýósíni og aktíni að samdrætti 

og hreyfingu (Lindqvist o.fl., 2012) 

Desmín eru undirtegundir af stærri hóp próteina sem nefnast intermediate filament sem eru 

hlutar af í hinum ýmsu vöðvum. Desmín próteinþræðir tengja saman svokallaða Z-diska við 

frumuhimnu. Meginhlutverk desmin próteinþráða er byggingalegur þáttur og framkvæmir að 

hluta til samdrætti í vöðvum. Meira magn desmín finnst í hjartavöðva en í venjulegum vöðva 

(Paulin og Li, 2004). 

Tjáningin hjá byggingar- og samdráttar próteinum var mest við 5°C og bendir það til að 

hugsanlega sé meiri samdráttur í hjartavöðva bleikju við 5 °C þar sem hjartað er minna en 

þarf hugsanlega að dæla sama magni af blóði út í vefina. Vitað er að hjartsláttur hægist við 

lægra hitastig þó svo að slagkraftur geti verið meiri (Keen og Farrell, 1994) Þessar 
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niðurstöður geta að einhverju leyti skýrt það að hjarta bleikju sé minna við lægra hitastig 

(Gamperl og Farrell, 2004) þar sem minnkun á vöðvavef er líklega hluti af orkusparnaði þar 

sem það kallar á minna viðhald bygginga- og samdráttarpróteina. 

Prótein sem taka þátt í orkuefnaskiptum 

Töluvert af próteinum greindust sem gegna mikilvægum hlutverkum í orkuefnaskiptum í 

hjartavöðvanum. Þessi prótein eiga það sameiginlegt að vera tjáð minna við 12 °C og 18 °C 

samanborið við upphafshóp og 5 °C og því má leiða líkur að því að orkuþörf sé meiri við 

lægra hitastig. Enólasi var einn þessara próteina en hann tilheyrir hópi lýasa og hlutverk hans 

er að hvata efnahvarfi í glýkólýsu og taka þátt þroskun vöðva (Merkulova o.fl., 2000).  

ATP synþasi hvatar efnahvarf ADP í ATP þannig að orka verið til í frumum vöðvans og er 

notuð þegar á þarf að halda (Huss og Kelly, 2005). Þetta prótein fannst einnig í meira magni 

við kalt hitastig. Einnig kennigreindust próteinin laktat dehýdrógenasi og malat 

dehýdrógenasi úr sama deplinum sem einnig sýndi aukna tjáningu við kalt hitastig. Þar sem 

þessi tvö prótein líka byggingu er það sennilega ástæðan fyrir því að þau kennigreindust úr 

sama deplinum. Laktat dehýdrógenasi hefur það hlutverk að breyta pýruvat í laktat þegar um 

loftfirrðar aðstæður eru til staðar, eins getur laktat dregið úr breytingu pýruvats ef styrkur 

laktat verður of hár (Adams o.fl., 1973). Ensímið malat dehýdrógenasi hvatar hins vegar 

hvarfið malat í oxaloasetat og svo öfugt í sítrónuhringnum (Goward og Nicholls, 1994). 

Ensímið ísósítrat dehýdrógenasi hvatar einnig efnahvarf í sítrónuhringnum (Haselbeck og 

McAlister-Henn, 1993). Mýóglóbín er súrefnisbindandi og heldur uppi súrefnisþrýstingi í 

vefjum. Af þessum niðurstöðum má draga ályktun að hjartað bregðist við lægra hitastig með 

því að fjölga hvatberum og þ.a.l. lykilensímum í ATP myndun og nái þannig að anna aukinni 

eftirspurn eftir orku þrátt fyrir að vöðvavefurinn sé minni. Aukning í tjáningu mýóglóúlíns 

bendir til aukins flutnings súrefnis til hvatberanna. Vitað er að næmni viðtaka fyrir boðefni 

sem taka þátt í vöðvasamdrætti eykst við lágt hitastig (Keen, Vianzon, Farrell og Tibbits, 

1993) þannig að minna áreiti þarf til að auka slagkraft. 

Fituflutningsprótein 

Fitusýrubindandi prótein og Apólípóprótein er þekkt flutningsprótein fyrir fitu. Þessi prótein 

voru bæði tjáð mest við 18 °C. Fitusýru-bindandi prótein er staðsett í umfrymi frumunnar og 

tekur m.a. þátt í flutningi lengri fitusýra til hvatbera fyrir oxun og er frekar eldsneyti 

hjartavöðva en glúkósi (Huss og Kelly, 2005) 
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Apólípóprótein bindur lípíð í form lípópróteina sem gerir þeim kleift að ferðast um eitla og 

blóðrásarkerfi (Smith, Wood, Cash, Diao og Pärt, 2005). Albúmin greindist einnig en albúmín 

er algengasta plasmapróteinið og sér um að viðhalda osmótískum þrýstingi í blóði með því að 

binda vatn, steinefni (Ca
2+

, Na
+
 og K

+
) fitusýrur, hormóna og fleira. Albúmín er því einnig 

mikilvægt flutningsprótein fyrir m.a. fitusýrur (Chen, 1967). Fitusýrur eru undirstöðu efni í 

framleiðslu ATP ásamt glúkósa. Þessar niðurstöður benda því til að aukið magn fitusýra hafi 

verið flutt inn í hjarta fiska til ATP framleiðslu sem aldnir voru við 18 °C samanborið við 

aðra hópa. Stærra hjarta þarf meiri orku til að viðhalda sjálfu sér og slær hraðar.  

Út frá niðurstöðunum má álykta að bleikja hefur einstaka aðlögunarhæfni sem felur m.a. í sér 

að þegar hún er alin við mjög kaldar aðstæður þá dregst vöxtur hjartans saman til að spara 

orku og hjartað slær hægar. Slagkrafturinn eykst með aukinni tjáningu á samdráttarpróteinum 

og til að bregðast við orkuþörf í minnkandi vef fjölgar líklegast hvatberum. 
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6 Lokaorð 

Segja má að markmiðin sem lagt var upp með í byrjun hafi náðst. Náðst hefur árangur að 

vinnuferli við tvívíðan rafdrátt því á öllum gelum sem keyrð voru fengust vel aðgreindir 

próteindeplar, einnig voru klipptir út próteindeplar úr gelum sem ekki hafði verið gert áður 

við á rannsóknarstofu Matís á Sauðárkróki. Ný uppfærsla af myndgreiningarforritinu kom á 

meðan verkefninu stóð og var talsvert öðruvísi en sú eldri. Vel gekk að læra á báðar 

uppfærslur og fékkst góð reynsla við myndgreiningu gela því bæði voru eldri gelin greind í 

eldri uppfærslu af forriti og nýju gelin í nýrri uppfærslu. Aðalmunurinn á uppfærslunum er að 

núna eru stöðvar í forriti aðgengilegri og það mun notendavænna en áður. 

Niðurstöður kennigreininga gáfu til kynna að flutningsprótein eru í meira magni við hærri hita 

en byggingar og orkuefnaskiptaprótein við lægri hita. Leiða má líkur að því að 

flutningsprótein tjáist í meira magni við 18 °C vegna þess að hjartað er stærra í bleikju við 

það hitastig. Þegar hjartað er minna má gera ráð fyrir meiri samdrætti í hjartavöðvanum til 

þess að koma súrefni til vefja bleikjunnar. Þetta gæti verið ástæðan fyrir því að 

byggingarprótein tjáist í meiri magni við 5 °C, þegar hjartað er minna. Þar sem leitt er líkum 

að því að í hjartanu sé meiri samdráttur við 5 °C má gera ráð fyrir að meiri orkuþörf sé í 

vöðvum sem leiðir af sér fjölgun hvatbera og fjöldi hvatbera aukist því við lægra hitastig.  

Verkefnið hefur því skilað af sér betri vinnubrögðum við próteinmengjagreiningu og meiri 

þekkingu á próteinmengi bleikju sem nýta má til frekari rannsókna m.a. uppbyggingu 

gagnabanka. 
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8 Viðauki 

8.1 Próteindeplar 

Tafla 2: Jafnhleðslupunktur, stærð og meðalpróteinmagn allra próteindepla sem teknir voru til 
skoðunar raðað upp eftir próteinmagni. Rauð númer eru deplarnir sem valdir voru út til 
kennigreiningar. 

# Anova   

(p) 

Fold pI MW Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18 

2455 0,091 1,3 5,23 41 13,03% 11,70% 11,06% 10,41% 

2461 0,014 1,4 6,20 12 9,03% 8,77% 7,07% 8,44% 

2480 0,005 1,5 6,51 36 7,47% 7,93% 6,48% 6,06% 

1174 0,183 1,6 4,61 37 4,12% 4,90% 3,97% 3,40% 

1400 0,422 1,3 5,04 25 4,16% 4,83% 4,52% 4,44% 

968 0,038 1,4 4,82 50 4,42% 4,52% 3,88% 3,89% 

287 0,002 2,3 5,31 155 1,84% 3,39% 2,40% 1,66% 

1589 0,945 1,1 4,72 18 3,17% 3,26% 3,62% 3,39% 

337 0,000 2,5 5,23 151 1,42% 2,85% 1,87% 1,31% 

1426 0,019 1,5 5,19 25 1,72% 1,65% 2,16% 2,79% 

2472 0,786 1,1 5,30 43 2,17% 2,23% 2,37% 2,32% 

1002 0,023 1,5 6,56 47 2,17% 2,13% 1,81% 1,63% 

311 0,001 2,8 5,19 154 0,91% 2,10% 1,41% 0,86% 

1016 0,125 1,4 6,65 46 2,05% 1,42% 1,69% 1,68% 

2467 0,419 1,4 6,28 38 1,76% 1,33% 1,91% 2,13% 

2486 0,016 1,2 5,40 54 1,87% 1,54% 1,67% 1,61% 

2063 0,002 1,9 5,51 10 0,97% 0,97% 1,44% 1,92% 

719 0,000 3,6 5,67 70 1,02% 0,43% 0,74% 1,75% 

2478 0,610 1,2 5,85 49 1,43% 1,52% 1,44% 1,51% 

1906 0,037 1,5 5,07 13 1,06% 1,08% 1,60% 1,70% 

981 0,015 1,5 6,60 49 1,44% 1,49% 1,34% 1,13% 

861 0,156 1,4 5,23 58 1,35% 1,03% 1,63% 1,53% 

1185 0,451 1,3 6,66 35 1,14% 1,20% 1,42% 1,52% 

1563 0,052 1,4 6,03 19 0,94% 0,77% 1,28% 1,10% 

849 0,150 1,2 5,30 58 1,13% 1,06% 1,02% 1,16% 

912 0,037 1,2 5,51 54 1,03% 0,83% 0,95% 1,10% 

628 0,259 1,6 6,48 82 1,02% 0,76% 0,77% 0,67% 

725 0,358 1,3 5,85 70 0,90% 0,88% 0,82% 0,80% 

717 0,089 1,2 5,23 70 0,90% 0,73% 0,86% 1,00% 

1030 0,071 1,5 6,55 45 0,87% 0,55% 0,66% 0,60% 

866 0,586 1,3 6,37 57 0,84% 0,66% 0,72% 0,69% 

640 0,008 1,8 5,79 79 0,47% 0,57% 0,57% 0,88% 

1129 0,424 1,3 5,62 38 0,73% 0,76% 0,73% 0,65% 

1323 0,040 1,7 6,24 30 0,58% 0,44% 0,88% 0,67% 

2471 0,952 1,1 5,92 51 0,74% 0,71% 0,82% 0,85% 

917 0,005 1,5 5,59 54 0,77% 0,53% 0,58% 0,78% 

2462 0,897 1,1 5,59 63 0,75% 0,70% 0,73% 0,72% 

950 0,748 1,3 5,06 52 0,58% 0,71% 0,81% 0,79% 

2475 0,718 1,1 5,33 55 0,73% 0,64% 0,74% 0,79% 

986 0,080 1,4 6,45 49 0,71% 0,69% 0,65% 0,54% 

2305 0,008 1,8 6,32 6 0,41% 0,50% 0,80% 0,64% 

587 0,185 1,3 5,13 89 0,69% 0,63% 0,60% 0,58% 
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949 0,034 1,5 6,66 52 0,48% 0,65% 0,62% 0,48% 

2476 0,784 1,3 5,07 45 0,59% 0,61% 0,60% 0,53% 

2286 0,000 1,9 4,80 7 0,39% 0,32% 0,71% 0,55% 

2370 0,090 1,5 5,92 5 0,43% 0,50% 0,69% 0,54% 

1316 0,519 1,2 6,34 30 0,51% 0,46% 0,66% 0,52% 

913 0,692 1,1 5,97 54 0,51% 0,48% 0,57% 0,62% 

624 0,082 1,6 6,66 82 0,56% 0,46% 0,38% 0,42% 

933 0,446 1,1 6,13 53 0,53% 0,46% 0,54% 0,59% 

689 0,057 2,1 5,61 72 0,40% 0,31% 0,27% 0,55% 

1184 0,875 1,1 5,50 35 0,52% 0,43% 0,54% 0,51% 

654 0,414 1,2 5,94 77 0,43% 0,39% 0,51% 0,54% 

1345 0,323 1,3 4,64 28 0,39% 0,41% 0,55% 0,49% 

1076 0,490 1,3 6,02 43 0,44% 0,47% 0,50% 0,41% 

942 0,406 1,3 5,70 52 0,43% 0,45% 0,41% 0,50% 

876 0,201 1,4 5,74 57 0,35% 0,30% 0,38% 0,49% 

1462 0,001 2,1 6,08 23 0,22% 0,22% 0,39% 0,49% 

651 0,251 1,8 6,05 77 0,29% 0,42% 0,28% 0,33% 

862 0,027 1,4 5,43 58 0,39% 0,29% 0,38% 0,47% 

783 0,258 1,2 5,45 64 0,43% 0,37% 0,41% 0,40% 

701 0,167 1,5 5,56 71 0,29% 0,31% 0,34% 0,46% 

888 0,371 1,3 6,52 55 0,37% 0,32% 0,40% 0,45% 

664 0,008 1,6 5,29 75 0,38% 0,39% 0,31% 0,28% 

1380 0,010 1,8 4,84 26 0,24% 0,28% 0,45% 0,37% 

1347 0,003 2,8 5,78 28 0,41% 0,14% 0,31% 0,28% 

721 0,013 2 5,37 70 0,24% 0,19% 0,28% 0,43% 

921 0,240 1,4 6,22 54 0,33% 0,32% 0,31% 0,41% 

924 0,366 1,2 5,64 53 0,34% 0,34% 0,34% 0,41% 

1309 0,692 1,1 5,25 31 0,34% 0,34% 0,41% 0,40% 

878 0,604 1,3 6,12 57 0,30% 0,25% 0,29% 0,38% 

2469 0,633 1,2 5,57 16 0,30% 0,30% 0,38% 0,35% 

649 0,835 1,1 6,24 78 0,32% 0,30% 0,35% 0,37% 

731 0,155 1,3 5,97 69 0,31% 0,31% 0,29% 0,30% 

1351 0,050 1,6 5,36 28 0,27% 0,19% 0,36% 0,34% 

607 0,518 1,2 6,59 85 0,32% 0,25% 0,29% 0,28% 

388 0,372 1,4 5,96 132 0,28% 0,30% 0,24% 0,25% 

998 0,285 1,2 6,17 48 0,29% 0,25% 0,31% 0,33% 

1665 0,068 1,6 6,35 16 0,25% 0,17% 0,34% 0,26% 

1620 0,418 1,5 5,44 17 0,21% 0,24% 0,34% 0,29% 

694 0,037 1,8 5,73 72 0,17% 0,19% 0,18% 0,31% 

639 0,016 1,6 5,85 79 0,18% 0,22% 0,19% 0,31% 

1359 0,131 1,8 6,29 27 0,23% 0,15% 0,31% 0,27% 

1909 0,033 1,7 4,90 13 0,17% 0,24% 0,31% 0,21% 

702 0,010 1,3 5,92 71 0,24% 0,21% 0,30% 0,24% 

1189 0,027 1,3 5,55 35 0,19% 0,18% 0,28% 0,27% 

780 0,325 1,1 5,40 64 0,25% 0,23% 0,25% 0,25% 

     100% 100% 100% 100% 
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Tafla 3: Próteinmagn þeirra depla sem kennigreindir voru út á öllum gelunum 

  Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18   

# Anova 
(p) 

Fold a b c a b c a b c a b Meðal 
tal 

Staðal 
frávik 

287 0,0019 2,3 2,06% 1,66% 1,78% 3,12% 2,70% 4,33% 2,52% 2,28% 2,42% 1,61% 1,72% 2,41% 0,81% 

311 0,0007 2,8 0,95% 0,88% 0,90% 2,47% 1,54% 2,29% 1,59% 1,19% 1,45% 0,99% 0,74% 1,38% 0,58% 

337 0,0002 2,5 1,32% 1,45% 1,48% 3,15% 2,20% 3,20% 1,98% 1,81% 1,81% 1,28% 1,33% 1,93% 0,69% 

719 0,0001 3,6 0,93% 0,87% 1,28% 0,47% 0,46% 0,36% 0,83% 0,67% 0,73% 1,79% 1,71% 0,90% 0,48% 

968 0,0379 1,4 5,00% 4,03% 4,22% 5,21% 4,02% 4,34% 4,29% 3,80% 3,56% 4,06% 3,72% 4,22% 0,51% 

981 0,0148 1,5 1,28% 1,71% 1,34% 1,34% 1,61% 1,52% 1,29% 1,34% 1,38% 1,18% 1,07% 1,37% 0,18% 

1002 0,0231 1,5 2,16% 2,31% 2,03% 1,70% 2,13% 2,56% 1,77% 1,79% 1,87% 1,57% 1,69% 1,97% 0,31% 

1174 0,1830 1,6 5,05% 4,23% 3,05% 5,71% 5,55% 3,46% 4,04% 4,31% 3,52% 3,60% 3,20% 4,19% 0,92% 

1400 0,4215 1,3 4,88% 4,05% 3,54% 5,79% 4,97% 3,76% 4,37% 5,15% 3,98% 4,57% 4,31% 4,50% 0,67% 

1426 0,0192 1,5 1,97% 1,60% 1,59% 1,90% 1,67% 1,37% 2,26% 2,13% 2,09% 2,83% 2,74% 2,00% 0,47% 

1589 0,9452 1,1 3,64% 2,78% 3,08% 3,87% 3,46% 2,46% 4,03% 3,78% 3,03% 3,74% 3,06% 3,35% 0,51% 

1906 0,0367 1,5 1,12% 1,27% 0,78% 1,08% 1,10% 1,07% 1,62% 1,58% 1,60% 1,61% 1,80% 1,32% 0,32% 

2063 0,0023 1,9 0,93% 0,93% 1,04% 1,20% 0,86% 0,84% 1,37% 1,40% 1,56% 1,82% 2,01% 1,25% 0,40% 

2455 0,0910 1,3 12,15% 11,14% 15,83% 10,40% 11,21% 13,45% 10,80% 11,48% 10,87% 10,31% 10,52% 11,68% 1,66% 

2461 0,0136 1,4 8,46% 9,65% 9,00% 9,39% 9,41% 7,51% 6,68% 7,88% 6,60% 8,27% 8,59% 8,35% 1,06% 

2480 0,0050 1,5 7,42% 7,93% 7,04% 6,94% 7,82% 9,02% 6,35% 6,57% 6,52% 5,80% 6,32% 7,11% 0,92% 

2486 0,0160 1,2 1,95% 1,78% 1,87% 1,42% 1,52% 1,67% 1,71% 1,59% 1,72% 1,71% 1,52% 1,68% 0,16% 

Alls 61,27% 58,27% 59,85% 65,16% 62,25% 63,20% 57,48% 58,76% 54,70% 56,73% 56,06% 59,61% 3,24% 

 



 Viðskipta- og raunvísindadeild 2012 

  LOK 1123 og 1223 

  

 

 

Tafla 4: Leitarniðurstöður úr kennigreiningu. 

    Aberdeen Proteomics NCBI   Swiss Prot   

Nú

mer 

depl
is 

pI M

M 

(kD

a) 

Tjáning Prótein 

númer 

Protein Tegund Blast 

skor 

Prótein 

númer 

Prótein Tegund M

as-

cot 

sk

or 

Mól 

massi 

(kDa) 

Númer Prótein Tegund M

as- 

cot 

sk

or 

MM 

(kDa) 

287 5,

31 

155 Há við 5°C gi|34854

6257 

Mýósín Oreochromi

s niloticus 

306 gi|16364

4263 

Mýósín Danio rerio 23

6 

224 MYSS_CYP

CA 

Mýósín Cyprinus 

carpio  

74 222 

311 5,

19 

154 Há við 5°C gi|34854

6257  

Mýósín Oreochromi

s niloticus 

306 gi|87116

414 

Mýósín Cyprinus 

carpio 

21

8 

223 MYSS_CYP

CA 

Mýósín Cyprinus 

carpio  

81 222 

337 5,

23 

151 Há við 5°C gi|34854

6257  

Mýósín Oreochromi

s niloticus 

306 gi|15903

2468 

Mýósín Danio rerio 27

4 

222 MYSS_CYP

CA 

Mýósín Cyprinus 

carpio  

94 222 

719 5,

67 

70 Há við 18°C gi|18513

2509 

Albúmín Salmo salar 1176  gi|18513

2509 

Albúmín Salmo salar 21

8 

69 ALBU1_SAL

SA 

Albúmín Salmo salar  30

7 

69 

968 4,
82 

50 Minnkun við 12°C og 
18°C 

gi|19828
5477 

ATP synþasi Salmo salar 433  gi|19828
5477 

ATP synþasi Salmo salar 10
99 

53 ATPB_CYPC
A 

ATP Synþasi Cyprinus 
carpio  

13
42 

55 

981 6,

60 

49 Minnkun við 12°C og 

18°C 

gi|21351

3724  

Enólasi Salmo salar 394  gi|21351

3724 

Enólasi Salmo salar 36

8 

48 Engin 

samsvörun 

        

100

2 

6,

56 

47 Minnkun við 12°C og 

18°C 

gi|21351

4332 

Ísósítrat 

dehýdrógenasi 

Salmo salar 537  gi|21351

4332 

Ísósítrat 

dehýdrógenasi  

Salmo salar 37

6 

51 CISY_DANR

E 

Sítrat synþasi Danio rerio 82 52 

117

4 

4,

61 

37 Aukin við 5°C gi|10452

94 

Tropómýósín Salmo 

trutta 

307  gi|10452

94 

Tropómýósín Salmo trutta 27

6 

33 TPM1_DAN

RE 

Tropomýsín α-
keðja 

Danio rerio  11

6 

33 

140

0 

5,
04 

25 Aukin við 5°C gi|21351
4966  

Mýósín Salmo salar 317  gi|21351
4966 

Mýósín Salmo salar 23
0 

22 MLE1_LIZR
A 

Mýósín Liza ramada 63 20 

142

6 

5,

19 

25 Há við 18°C gi|20973

7406  

Apólípóprótein  Salmo salar 377  gi|20973

7406 

Apólípóprótein  Salmo salar 98 28 APA11_ONC

MY 

Apólípóprótein Oncorhynch

us mykiss 

10

8 

30 

158

9 

4,

72 

18 Aukin við 5°C gi|22571

6122 

Mýósín Esox lucius 332  gi|22557

9088 

Mýósín Oryzias 

latipes 

17

9 

19 Engin 

samsvörun 

        

190

6 

5,
07 

13 Hækkaði með 
hækkandi hita 

gi|18513
4100  

Fitusýru-
bindandi prótein 

Salmo salar 256  gi|18513
4100 

Fitusýru-
bindandi prótein 

Salmo salar 38
0 

15 FABPH_ON
CMY 

Fitusýru-
bindandi prótein 

Oncorhynch
us mykiss  

25
4 

15 

206

3 

5,

51 

10 Há við 18°C gi|23881

4310 

Apólípóprótein  Oncorhync

hus mykiss 

182  gi|23881

4310 

Apólípóprótein  Oncorhynch

us mykiss 

18

5 

16 Engin 

samsvörun 

        

245

5 

5,

23 

41 Há við 5°C, lítil við 

12°C og 18°C 

gi|18513

3138 

Aktín Salmo salar 764 gi|18513

3138 

Aktín Salmo salar 69

7 

42 ACTC_TAK

RU 

Aktín Takifugu 

rubripes  

10

78 

42 

246

1 

6,

20 

12 Minnkun við 12°C og 

18°C 

gi|28452

0897  

Mýóglóbín Oncorhync

hus mykiss 

266  gi|28452

0897 

Mýóglóbín Oncorhynch

us mykiss 

13

1 

16 MYG_CYPC

A 

Mýóglóbín Cyprinus 

carpio 

10

0 

16 

248

0 

6,

51 

36 Minnkun við 12°C og 

18°C 

gi|19763

2449 

Malat 

dehýdrógenasi 

Salmo salar 542 gi|21351

4660 

Laktat 

dehýdrógenasi 

Salmo salar 41

4 

36  

LDHBA_DA
NRE     

Laktat 

dehýdrógenasi 

Danio rerio  22

4 

36 

248

6 

5,

40 

54 Há við 5°C, lítil við 

12°C og 18°C 

gi|17221

340 

Desmín Oncorhync

hus mykiss 

724 gi|17221

340 

Desmín Oncorhynch

us mykiss 

31

4 

52 VIME_ONC

MY 

Vímentín Oncorhynch

us mykiss 

29 53 
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxTaR.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxTaR.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxEmR.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxEmR.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxEmL.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxEmL.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxHSL.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxHSL.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxHTh.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxHTh.dat#Hit1
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxSSe.dat&hit=gi%7c213514660&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxSSe.dat&hit=gi%7c213514660&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxSSE.dat&hit=LDHBA_DANRE&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxSSE.dat&hit=LDHBA_DANRE&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxSSE.dat&hit=LDHBA_DANRE&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSfsnL.dat&hit=gi%7c17221340&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSfsnL.dat&hit=gi%7c17221340&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSfsSR.dat&hit=VIME_ONCMY&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSfsSR.dat&hit=VIME_ONCMY&db_idx=1&px=1&ave_thresh=27&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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8.2 Uppskriftir 

8.2.1 Frumurofsdúi (Lysis buffer): 

Urea (MW=60,06) 7M 2,1021 g 

Thiourea (MW=76,12) 2M 0,7612 g 

CHAPS 4% (w/v) 0,2 g 

DTT (MW=154,24) 40mM 30,848 g 

Carrier ampholyte (pH 4-7) 1% (v/v) 0,05 mL 

Protease inhibitor cocktail 1% (v/v) 0,05 mL 

Milli-Qvatn  Fyllt upp í 5,0 mL 

 

8.2.2 Bólgnunardúi (Rehydrating buffer): 

Urea (MW=60,06) 7M 10,5105 g 

Thiourea (MW=76,12) 2M 3,806 g 

CHAPS 4% (w/v) 0,5 g 

Milli-Q vatn  Fyllt upp í 25 mL 

Þessum 25 mL er skipt niður í 2,5 mL einingar og geymdar við 21°C. 

Eftirfarandi uppskrift er síðan notuð í eina einingu. 

Carrier ampholyte (pH 4-7) 1% (v/v) 0,05 mL 

Protease inhibitor cocktail 1% (v/v) 0,05 mL 

DTT (MW=154,24)  7 mg 

Bromophenol Blue  5 µL 

 

8.2.3 Afoxunarlausn (LDS sample buffer með reducing agent) 

2,5 mL NuPAGE®LDS Sample Buffer 

30,8 mg DTT 

Fyllt upp í 10 mL af deionized water (milli-Q) 

 

8.2.4 Jafnvægisstillingalausn (LDS sample buffer alkylating agent) 

2,5 mL NuPAGE®LDS Sample Buffer 

232 mg Joðacetamið 

 


