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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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Utdrattur

Proteinmengi tiltekinnar lifveru geymir allar upplysingar um hana og breytist eftir pvi hvernig
lifveran adlagar sig ad umhverfinu. Proteinmengi bleikju hefur litid verid rannsakad og
gagnagrunnar hafa pvi litid af upplysingum um bleikjuprétein. Hjarta bleikju steekkar med
haekkandi umhverfishitastigi og hegdar sér pvi 6druvisi en i 6drum fiskum par sem hjartad
minnkar med hakkandi umhverfishita. Proteinmengjagreining er teekni sem notud er til ad
rannsaka proteinmengi lifvera og haegt er ad nota hana til pess ad kanna hvernig tjaning
préteina bregst vid breyttum adsteedum hverju sinni.

Markmid pessa verkefnis var ad rannsaka ahrif eldishitastigs & tjaningu proteina i
bleikjuhjortum. Hjartasyni ar bleikjum sem aldar h6fdu verid vido mismunandi eldishita pegar
verkefnid hofst voru til. Proteinin voru dregin Ut ar hjartavédvanum, adgreind & tvividum
rafdrattargelum, myndgreind med Progensis Samespot, tvimassagreind med LC-MS/MS og
massardfin notud vid leit ad samsvarandi préteinum i gagnabdnkunum NBCInr og Swiss Prot.
Markmid verkefnisins folst einnig i ad baeta verkferla i tvivioum rafdraetti sem og
myndgreiningu. Adgreindir deplar voru med jafnhledslupunkt (pl) a bilinu pH 4 — 7 og
molmassa (MW) & bilinu 3,5 — 260 kDa. 87 deplar sem innihéldu meira en 0,1% af
heildarpréteinmagni & geli voru teknir til frekari myndgreiningar og 17 deplar af peim syndu
mestar breytingar i préteintjaningu vid breytt hitastig. Deplarnir 17 voru Klipptir ut ar
gelunum og kennigreindir sem byggingarproétein, protein sem hafa ahrif a orkuefnaskipti og
flutningsprotein. Byggingaproteinin aktin, mydsin og tropomydsin tjadust haest vid hitastig 5
°C, pau eru einnig lykilprétein i vodvasamdratti og leida ma likur ad pvi ad um meiri
vodvasamdratt sé ad reeda vid lagan eldishiti og i minna hjarta. Lykilensim i orkuefnaskiptum
sem stadsett eru i hvatberum a bord vid endlasa, ATP synpasa og malat dehydrogenasa og
laktat dehydrdgenasa voru einnig tjad heaest vid 5 °C hita sem bendir til ad hjartad bregdist vid
leekkandi hita med aukningu i tjaningu lykilensima i ATP myndun. Flutningsprotein sem
flytja m.a. fitusyrur (fitusyrubindandi protein, apolipoprétein og albumin) kennigreindust
einnig og voru tjad i meira magni vid haan hita. Fitusyrur eru undirstodu efni i framleidslu
ATP asamt glukosa. Pessar nidurstodur benda pvi til ad aukid magn fitusyra hafi stadid steerri
hjortum til boda til orkumyndunar vid 18 °C samanborid vid adra hopa. Steerra hjarta parf
meiri orku til vidhalds sjalfu sér. Verkefnid hefur skilad af sér betri vinnubrégdum vid
préteinmengjagreiningu og meiri pekkingu a préteinmengi bleikju sem nyta ma til frekari
rannsokna m.a. uppbyggingu gagnabanka.

Lykilord: Bleikja, Hjarta, Proteinmengi, Hitastig, Proteinmengjagreining

Vi
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1 Inngangur

Verkefni petta er hluti af steerra verkefni sem nefnist ,, Ahrif hitastigs & voxt og orkubuskap
bleikju ““ og er samstarfsverkefni milli Haskélans & Holum, Matis ohf, Versins Visindagarda
ehf. og Akvaplan niva. Verkefnid sem hefur verid i gangi sidan 2010 skiptist i 3 verkpeetti; 1)
Eldi vido mismunandi hitastig, 2) Synataka og malingar og 3) Préteinmengjagreiningar (e.

Proteomics).

Meginmarkmid verkefnisins var ad meta vaxtargetu, fodurporf og orkubuskap bleikju vid
mismunandi hitastig. bar sem hitastig er s& pattur sem raedur hvad mestu um vaxtarhrada og
fodurporf bleikjunnar var einnig markmidid ad rannsaka hvada ahrif hitastig hefur & orkuporf
til vaxtar. Hluti af pvi ad meta ahrif & orkup6rf var ad meta ahrif & tjaningu proteina sem taka
patt i orkubdskap i hjarta og var pad gert med hjalp préteinmengjagreininga. Atlast er til ad
nidurstodur ar verkefninu i heild leidi til pess ad haegt verdi ad na meiri hagkveemni vid eldi &

bleikju par sem eldishiti er par helsti ahrifapatturinn.

Starfsmenn og nemar vid

Fiskeldis- og fiskaliffreedideild Hj artastuoull

Héskolans a Holum sau alfarid 0,14 -

um eldishluta verkefnisins 4samt §5§

Stefaniu Magnusdéttur, °:\: o?dé :

sumarstarfsmanni hja Matis S 8:8*; ]

(sumarid 2011) sem adstodadi g 8:82 ] uBleikja
vid synat6kur og meelingar en sa T 8:8@ ] e
ein um uppsetningu 8:8% ]

préteinmengjagreininga. o 5°C 12°C 18°C
Eldistilraunirnar folust i pvi ad Hitastig

tveir hopar af bleikju, storar Mynd 1: Munur & hjartastudli bleikju og lax.

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

tveir samanburdarhépar af laxi storir (500 g) og litlir (100 g) sem aldir h6fdu verid vid 8 °C
voru vigtadir, lengdarmeldir og hverjum hép var sidan skipt upp i fjora hdpa sem aldir voru
afram vid fjogur mismunandi hitastig (5 °C, 8 °C, 12 °C og 18 °C) i 10 vikur. Nokkrum
fiskum var slatrad til ad fjarleegja hjortu til akvordunar & pyngd til ad nota vid mat a

hjartastudli (e. heart index) og préteintjaningu adur en fiskunum var skipt upp. Hjartastudull
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er akvardadur sem hlutfall af pyngd hjarta og pyngd fisks. Voxtur, fédurnyting og
strefnisupptaka voru meeld reglulega yfir timabilid. Ad 10 vikum loknum voru fiskarnir
vigtadar og lengdarmeeldar, hjértun fjarleegd og pyngd peirra metin til ad akvarda breytingu a
hjartastudli yfir timabilid.

Hjortun voru sidan fryst vid - 80 °C par til préteinmengjagreiningar foru fram.
Proteinmengjagreiningar voru framkvaemdar & storri bleikju sem alin hafdi verid vid 5 °C, 12
°C og 18 °C par sem marktaekar nidurstodur & ahrifum hitastigs a hjartastudul fengust par
(Mynd 1) (Magnusdottir, 2011). Stefania var buin ad gera tvivio rafdrattar gel (e. Two-
dimensional electrophoresis gel, 2-DE gel), par sem préteinin voru & sterdarbilinu 3,5 - 260
kDa og med jafnhledslupunkta (pl) & bilinu pH 3-10 fyrir fjora hdpa, p.e. byrjunarhép (8°C),
sem og hdpa alda vid 5°C), 12°C og 18°C.bar sem geedin & gelunum voru ekki ndgu géo var

akvedio ad keyra gelin aftur vid breyttar adsteedur fyrir pessa ritgerd.

Rannsoknir a préteintjaningu i hjartavodva bleikju vid mismunandi eldishitastig med hjalp
préteinmengjagreininga eru uppistadan i pessari ritgerd en préteinmengjagreining er 6flug

teekni til pess ad kanna ahrif umhverfispatta a tjaningu proteina

Jafnframt var leitast vid ad beta vinnsluferla og auka pekkingu & proéteinmengjagreiningu vio

rannsoknir & bleikju.

Markmidin med pessu verkefni eru ad kennigreina hjartaprétein sem syna mismunandi
tjaningu eftir ad bleikja hefur verid alin vid mismunandi hitastig. Nidurstédur rannséknarinnar
eru mikilveegt fyrsta skref til uppbyggingar & gagnabanka fyrir proteinmengi bleikju par sem
litid er til af gognum um proteinmengjagreiningar i bleikju og hvad pa i bleikjuhjértum. Von
er ad haegt verdi ad kortleggja hjartaproteinmengi bleikju sem hagt verdi ad nyta til
aframhaldandi rannsokna og pa hvernig bleikja bregst vid hinum ymsu umhverfiséhrifum og

areiti.
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2 Bakgrunnur
2.1 Bleikja

Bleikja (Salvelinus alpinus ) (Mynd 2) er ferskvatnsfisktegund sem lifir um gj6rvalt
nordurhvel jardar og er su ferskvatnsfisktegund sem leitar nordast. Bleikja fellur undir
svokallada laxfiskaztt (salmonindae) sem skiptist i nokkrar attkvislir par & medal
bleikjuaettkvisl (salvelinus), kyrrahafslax (Oncorhynchus) og kvislina salmo par sem lax
(S.salar) og urridi (S.trutta) eru tegundir. bad sem einkennir fiska af laxaztt er ad peir hrygna
i ferskvatni og hafa veidiugga sem liggur a milli bakugga og spords. Sumar tegundir eru alltaf
i ferskvatni medan adrar fara i sj6 en koma aftur i ferskvatn til pess ad hrygna. Bleikja sem
gengur til sjavar nefnist sjobleikja (Bleikjunetid, 2004a). Adur en hin gengur til sjavar parf
han pé ad vera bdin ad mynda sjégéngubuning og seltupol og er u.p.b. 4 - 6 vikur i sjonum
yfir sumarid og & peim tima pyngist bleikjan verulega (Bleikjunetid, 2004b)

Mynd: Jon Baldur Hlidberg

Mynd 2: Bleikja (Salvelinus alpinus)

Bleikja & audvelt med ad adlagast umhverfi sinu og afbrigdi hennar eru morg. pPekkt er &
[slandi bleikjan i Pingvallavatni par sem fjorar undirtegundir lifa & mismunandi ati og vid
mismunandi adstaedur i vatninu. Undirtegundirnar sem um reaedir eru dvergbleikja er dvelur i
gjotum og sprungum, murta sem lifir & svifi, kudungableikja sem ferdast med botninum og
finnur ati par og silableikja sem lifir & fiski. Mikill munur er & pvi hvenzr bleikjan verdur
kynproska, pad sem mestu reedur par um er feduframbod og vaxtarhradi. Bleikja sem hefur
haft naega feedu getur vaxid hratt og ordid kynproska pegar hin er ordin stor (23 sm) og
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gomul en bleikja sem hefur haft minni faedu getur ordid kynproska yngri og litil (7 sm)
(Snorrason S. o.fl., 1994).

2.1.1 Hjarta og aedakerfi bleikju
Hjarta bleikju (Mynd 3) er eins og hja flestum 6drum fiskum, med svokallada einfalda
hringras og helstu hlutar pess eru gatt (e. atrium) og hvolf (e. ventricle). Sarefnissnautt bléd
kemur fra likamanum eftir stérum bldedum sem flytja pad i blaedagulp (sinus venosus) og
padan fer pad i gattina sem hefur punna veggi med mjuku frumulagi sem pekur pa. Hvolfid
tekur sidan vid blodinu fra

gattinni en veggir pess eru pykkir .
og padan fer bl6did i slagedakulu —
(bulbus arteriosus) par sem
bykkur teygjanlegur bandvefur er
adaluppistadan i veggjunum. Fra
slagaedarkulunni fer bl6did sidan i
kvidleega meginslaged sem flytur
pad ut i talknin (e. gills).

e | \_.\
| \N\\

¥ o Y

Heimild: Heart Anatomy, e.d.

Slageaedarkulan hefur ekki
samdrattarhzfileika pvi engar Mynd 3: Hjarta bleikju og peir hlutar sem pad skiptist i.
hjartavoovafrumur eru par heldur

pbenst han Ut vid samdratt hvolfsins, hins vegar hafa allir hinir hlutar hjartans
hjartavodvafrumur sem leida rafbod og drvast vegna ytra areitis sem samdreetti i

hjartavodvafrumunum (Campbell, Reece, Urry o.fl., 2008; Bleikjunetid, 2004c).

I talknunum er mikid haraedanet sem bl6did flaedir um pegar pad kemur i talknin og vid pad
fellur bl6dprystingurinn vegna pess mikla vidnams sem verdur. Ur talknunum getur bl6gid
farid aftur til hjartans med vidkomu i beinagrindavédvum eda innri liffeerum fra baklegu
meginslagadinni og padan um nyrna- og Ifrarportaedar. Einnig eru &dar sem liggja beint fra
talknum og peer flytja surefnisrikt blod til hjartans (Bleikjunetid, 2004c).

Proteinin sem byggja upp hjartavodvann og stjorna samdratti hans eru pykkir praedir (e. thick
filament) Ur myoésini &samt punnum pradum (e. thin filament) Ur aktini sem tengjast troponini
0g tropomyasini. Proteinpraedirnir eru byggdir upp i batum og samskeytin nefnast a ensku
intercalated discs og i pessum samskeytum eru svokoéllud gap junction. A mynd 4 ma sja

uppbyggingu hjartavédvans (Widmaier, Raff og Strang, 2008). Hjartad er mjog afmarkad
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liffeeri uppbyggt med vefjum sem allir eru svipadir. Med pad ad markmidi ad safna gégnum
um starfsemi hjartans méa skoda og skilja virkni pessara vefja med t.d. préteinmengjagreiningu
(Jager, Jungblut og Miller-Werdan, 2002).

. Meblin Tropotmyosi capZ
Z-dise Titin Troponins

Tropomodulin
“.] Fo ‘
. 2

A
-r'-l'h‘

A ik
-

7 L

Thick filament (royosi)

TEEN Ry

Thin flament (actin)

Heimild: Myosin 11, 2002
Mynd 4: Protein sem byggja upp hjartavédvann.
Til pess ad samdrattur geti ordid parf kalsium og orku & formi ATP. begar vidvi er slakur er
kalsium frumunnar geymt i frymisnetinu og styrkur kalsium i umfrymi er lagur par sem
kalsium deelur sja um ad deela kalsium ar umfrymi inn i hlidarsekki frymisnetsins. begar
bodspenna fer nidur pverpiplur losnar kalsium ar hlidarsekkjunum og kalsium styrkur i
umfrymi haekkar. Kalsium binst troponin sameindum og vid pad feerist troponin-tropomydsin
komplexinn til og bindistadir fyrir myosin & aktinpradum afhjupast svo ad aktin og mydsin
geta tengst. Eftir ad bindistadir a aktini A B
hafa afhjlpast gerist eftirfarandi. ATP @M W
klofnar par sem mydsinhausar hafa
ATPasa sem klyfur ATP i ADP + P;.

iri D
Orkan sem losnar flyst yfir i .
myadsinhausinn sem virkjast og krossbryr
myndast. Virkjadir mydsinhausar tengjast

aktinbréaum um leid o9 Heimild: Myosin I, 2012

fosfathépurinn (P;) losnar fra.
. . i Mynd 5: Krossbru i vodvasamdraetti.
Krossbryr myndast milli aktins og
myosins og myosinhausarnir slast til. ADP losnar fra mydsinhausnum sem slést til og draga
aktinpraedina med sér. begar mydsinhausarnir tengjast nyrri ATP sameind rofna krossbryrnar

5
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og kalsium deelur deela kalsium aftur inn i hlidarsekki frymisnetsins, troponin-tropomyosin
komplexinn rennur aftur yfir bindistadi fyrir aktin og krossbryr rofna (Widmaier o.fl., 2008)
(Mynd 5).

pratt fyrir ad bleikja hafi mikla adlogunarhafni er mikilveegt ad hun sé alin vid kjorhita ut fra
hagkveemnissjonarmidum i fiskeldi. Samkvaemt tilraun & vaxtarstigi bleikju vid mismunandi
hitastig sem gerd var 1993 er kjorhiti bleikju 8 - 12°C. Haekkandi eldishiti veldur pvi ad
bleikjan verdur fyrr kynproska sem leidir af sér minni markadshafni og pess vegna eru lagri
morkin aeskilegri eldishiti (Pétursdaéttir og Eyporsdéttir, 1993). Athyglisvert pykir ad med
leekkandi hitastigi minnkar hjartavodvi bleikjunnar og pvi er hjartastudull bleikju sem alin er
vid lagt hitastig laegri en hjartastudull bleikju sem alin er vid heerra hitastig. Petta er gjorolikt
6drum laxfiskum par sem fiskurinn er steerri vid heerra hitastig en steerd hjartans minnkar med
heekkandi hitastigi og pvi leekkar hjartastudullinn eftir pvi sem eldishitinn haekkar. EKKi er
vitad nakvaeemlega hvad veldur pvi ad hjarta bleikjunnar bregst 6druvisi vid en hjértu annarra
laxfiska (Gamperl og Farrell, 2004). Mikilvaegt er ad komast ad pvi hvada ahrif breytt hitastig
hefur & orkubuskapa hjartavodvans vegna hagkvemnissjonarmida. Pvi meira sem vitad eru

um orkubuskapinn pvi audveldara verdur ad finna hagkveemustu leidina.

2.1.2 Lifefnaferlar tengdir orkuefnaskiptum i hjarta.

Oll starfsemi frumna er keyrd afram af efnaskiptaferlum sem nota ATP sem orkugjafa.
Hjartad hefur sérstaklega mikla orkuporf sem kemur til vegna vidvarandi starfsemi frumuferla
a bord vio jona flutning (e. ion transport), hreyfingu vodvaprada (e. sarcomeric function) og
jafnvaegi i innanfrumu kalsium buskap (e. intracellular Ca®* homeostasis). Orkupdrf og
orkuefnabirgdir hjartans taka stédugum breytingum og par sem orkuefnabirgdir hjartans eru
af skornum skammti purfa ATP-myndandi efnaskiptaferlar ad vera i stakk bunir ad bregdast
skjott vid breytingum i orkupdrf. Timaramminn fyrir pess konar vidbrogd i efnaskiptum getur
nad fra sekundum til minatna (e. acute) upp i klukkustundir til daga (e. chronic) og felur i sér
stjornum a mérgum stigum i efnaskiptum. Stjérnunin getur verid allt fra breytingum i
styrilnemni ensima (e. allosteric) og breytinga i bodefnaflutningum (e. signal transduction)
til genatjaningu stjornunar ensima og proteina (e. rate-limiting enzymes and proteins).
Steerstur hluti ATPs i hjartanu kemur Gr oxun fitusyra og glukdsa i hvatberum, pé mest i
fitusyrum (Huss og Kelly, 2005). Fitusyrur eru oxadar i hvatberum i 3-oxun & medan glukasi
og laktat eru oxadir i svokolludum pyruvat-dehydrogenasa komplex einnig i hvatberum.
Acetyl-CoA, upprunnid ur badum pessum efnaskiptaferlum fer sidan i sitronuhringinn og
endaafurdirnar NADH eda FADH flytjast yfir i dndunarkedjuna par sem peer oxast og ATP
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myndast. A mynd 6 ma sja yfirlitsmynd af lifefnaferlum sem taka patt i orkublskap hjartans
(Huss og Kelly, 2005).

FA R FA

CAlbumin> Lipoprotein

Cardiomyocyte

Acyl-CoA Pyruvate

CPI

Mitochondrion

synthase

Cytc

Heimild: (Huss & Kelly, 2005)

Mynd 6: Lifefnaferlar i orkubuskap hjartans

2.2 Préteinmengjagreining

2.2.1 Proteinmengi

Préteinmengi er samansafn proteina i frumu eda vef & hverjum tima fyrir sig (Liebler, 2002).
Adalmunurinn & milli genamengis og préteinmengis er s& ad i genamenginu eru allar
erfoafraedilegar upplysingar um lifveruna en proteinmengid getur innihaldid upplysingar um
hinu ymsu umhverfisahrif sem viokomandi lifvera hefur ordid fyrir. Préteinmengi lifveru er

ad breytast allt hennar lif, umhverfid getur haft ahrif a hana (t.d. hiti, feediséflun) avilangt en
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einnig hefur aldur &hrif og pvi er haegt ad segja ad lifvera hafi éendanlega morg proteinmengi
a lifsleiginni @ medan genamengid er eitt og pad sama allt lifid (Jager o.fl., 2002).

Proteinmengjagreining er verkfaeri sem notad er til ad greina préteinin i préteinmenginu og
med pvi fa innsyn inn i starfsemi frumunnar. Undirtegundir proteina geta verid margar og
skilgreindar sem minnstu einingar préteinmengis vegna efnabyggingar peirra (Jager o.fl.,
2002). Proteinmengjagreiningar nytast t.d. til rannsokna & &hrifum breyttra adsteedna a
efnaskipti og &stand i fiskum (Sveinsdottir og Gudmundsdottir, 2010; Gudmundsdottir og
Sveinsdottir, 2007) og meta mismunandi stig sjukdéma t.d. hjartasjukdéma og er pad pa

vidbot vid 6nnur greiningarprof sem til eru (Chugh, Suen og Gramolini, 2010).

2.2.2 Tvividur rafdrattur

Tvividur rafdrattur er adferd sem notud er til adgreiningar & hundrud og oft pdsundum
préteina & polyakrilamid rafdrattargeli (Sveinsdéttir, Gudmundsdéttir og Vilhelmsson, 2010).
Pegar hafilegt magn af préteinlausn ur vef hefur verid fundid Gt er tvisvar sinnum notadur
rafdrattur til pess ad adgreina proteinin og nefnist pad pvi tvividur rafdrattur. Fyrst eru
préteinin adgreind eftir jafnhledslupunkti (pl) 6had mélmassa (MW) en peirri adferd var lyst
arid 1975 par sem notast var vid stlulaga gel (O'Farrel, 1975). N ordid er notast vid tilbanar
gelreemur med syrustigshalla & mismunandi pH bili (e. immobilized pH gradients gel strips,
(IPG)) (Gorg, Postel og Glinther, 1988). Synin eru latin dragast upp i reemurnar. Gelreeman er
sidan 16gd pversum & polyakrilamid rafdrattargel (Mynd 7), i stad pess ad hlada synum i
brunna eins og gert er &

einvioum rafdrattargelum.

Two Dimensional Electrophoresis

Spenna er sett & og proteinin
a gelremunni rafdragast
nidur eftir gelinu samkvaemt
molmassa sinum, léttustu
préteinin ferdast hradast og
eru pvi nedst. petta kallast
tvivitt gel og eftir litun sjast
préteindeplar vida & gelinu

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE L .
17-72 hr 6 hr en & einvidum gelum sjast

einungis bond (Sveinsdottir
Heimild: Two Dimensional Electrophoresis, 1999 0.f]., 2010)_ pad vandamal

Mynd 7: Yfirlitsmynd yfir tvividan rafdratt par sem IPG gelreema (1) er
|6g06 ofan & SDS-rafdrattargel (2).
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sem helst hair proteinmengjagreiningu eru vatnsfelin prétein sem ekki leysast upp i lausninni
sem notud vid jafnhledslustillinguna. Med pvi ad nota 6jonud eda tvijonud hreinsiefni er haegt
ad koma i veg fyrir petta vandamal. begar kortleggja a proteinmengi med jafnhledslupunkta a
storu pH bili parf annad hvort ad nota eitt gel & stoéru pH bili eda mérg gel med stuttum pH
bilum sem na saman yfir stort pH bil. Kosturinn vid morg gel er ad pa eru préteindeplarnir
skyrari og adgreindari (Mynd 8). Helsti dkosturinn er ad proteinmagnid sem er sett & gel, pvi
begar meira protein er sett a gel ma blast vid steerri deplum en pegar depillinn hafdi verid
meltur med trypsini voru langar amindsyruradir sem ekki er haegt ad greina en med tilkomu
tvofaldra massagreininga er audveldara ad greina aminésyrurnar (Vilhelmsson, Martin, Poli
og Houliha, 2005).

Heimild: http://www.bio-rad.com/
webroot/web/images/Isr/products/electrophoresis/product_overlay_content/global/lsr_increase_resolv_power.gif

Mynd 8: Gel sem syna stadsetningu depla med jafnhledslupunkta a bilinu pH & 3 — 10 eftir pvi med
hvada pH bil gelreemurnar eru.

2.2.3 Litun

Nokkrar gerdir eru til pess ad lita gelin svo deplarnir komi i ljds, ein peirra er Coomassie Blue
G-250. Mikil proun hefur att sér stad til ad lita gel og hefur Invitrogen sett & markad
litaefnabléndu sem byggist 4 Coomassie Blue G-250 sem nefnist SimplyBlue™ Safe stain og
tekur n mun styttri tima ad lita gelin (SimplyBlue™ SafeStain e.d.). Einnig er notast vid

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


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

Pegar tvivid gel med greinilegum préteindeplum eru tilbdin parf ad skanna pau inn i tdlvu og
vista sem myndir i akvedinni upplausn. Myndunum er sidan hladid inn i myndgreiningarforrit
eins og t.d. ImageMaster fr& Amersham, PDQuest fra BioRad og ProgenisisSamespots fra
Nonlinear Dynamics. sem eru med innbyggda verkferla i hugbtinadinum (Gudmundsdéttir og
Sveinsdéttir, 2007). bar eru préteindeplarnir greindir med tilliti til magns, tjaningar og
stadsetningar & gelunum. Forritid akvardar préteinmagnid i hverjum depli Gtfra péttleika a
svaedinu sem depillinn er & en bakgrunnur gelanna er misdékkur og pvi er bakgrunnurinn
dreginn fra akvordudu préteinmagni deplanna. betta er gert til ad stadla (e. normalised
volume) gelin svo hagt sé ad bera saman préteinmagn depla @ misdékkum gelum
(Vilhelmsson, Martin, Médale, Kaushik og Houlihan, 2004).

2.2.5 Kennigreining proteindepla

pegar athyglisverdir deplar & gelunum hafa verid fundnir eru peir klipptir Ut ar gelunum og
meltir med ensimum oftast trypsini sem brjota nidur préteinin i peptid. bessi peptid eru sidan
kennigreind med t.d. MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight)
massagreiningu. Ur MALDI-TOF massagreiningunni verdur til peptidmassarof eda
peptidmassafingrafar (Vilhelmsson O. T ofl., 2004). begar buid er ad finna Gt
peptidmassarofid er ekki par med sagt ad réttar aminosyruradir séu fundnar pvi peptiomassi
med hdan massa getur stadid fyrir margar amindsyruradir sem eru fastar saman.
Tvimassagreining (MS/MS) (Tandem mass spectrometry) kom til ségunar med pad ad
markmidi ad minnka aminoésyrurnaradirnar nidur i minni einingar svo audveldara veeri ad
kennigreina peer og han hefur meira verid notud i seinni tid (Vilhelmsson, o.fl., 2005).
Tvimassavokvaskiljunargreinirinn LC-MS/MS (Liquid chromatography—tandem mass
spectrometry) er ein gerd pessara tvimassagreininga (Yates, 1998). begar pessi rof eru tilbuin
eru pau borin saman vid pekktar aminosyruradir sem hegt er ad finna med adstod leitarforrita

a netinu eins og Mascot http://www.matrixscience.com/home.html i hinum ymsu

préteingangabdnkum & netinu & bord vid National Centre for Biotechnlogy Information non
redundant (NCBInr) og SwissProt sem eru adgengilegir Expasy (www.expasy.orq) er yfirlit

yfir ymsar sidur sem tengjast préteinmengjagreiningu (Vilhelmsson, o.fl., 2005).
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Mynd 9: Ferill préteins i kennigreiningu med tvimassagreiningu.

A mynd 9 ma sja hvernig préteinlausn fer i gegnum tvimassagreiningu, fyrst eru préteinin
melt nidur i peptid og sidan brotin frekar nidur i amindsyrur og sidan kennigreind.
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Heimild: Quantitative Proteomics,e.d.

Mynd 10: Mismunandi amindsyruradir tdknadar med litum Ur mismunandi peptidum

A mynd 10 er synd mjog einféldud mynd af kennigreining en & henni eru tvé peptid med
mismunandi aminosyrur, synt er hvernig peptidin eru brotin nidur i mislangar amindsyrur og
sidan greint med litum hvada pekktu aminosyrur tilheyra hvoru peptidi.

11
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2.2.6 Proteinmengjagreiningar i rannsoknum & fiski

Proteinmengjagreining er verkfaeri sem haegt veeri ad nota til ad fylgjast med og kortleggja
heilu proteinmengin vid mismunandi adsteedur. Pessa teekni er haegt ad nota til ad skoda
breytilegar umhverfisadsteedur hja fiskum (Vilhelmsson, o.fl., 2005) og skoda hvernig

proteinin eru uppbyggd, samskipti peirra a milli, tjAningu og virkni (Carbonaro, 2004).

Protein og Kjarnsyruradir ar bleikju i gangabonkum hafa aukist undanfarin ar en eru p6 langt i
fra ad vera margar. Samkvaemt gagnabankanum NCBI 18.04.2012 eru préteinradir 682
(18.04.2012) en voru adeins 90 arid 2004 og kjarnsyruradir eru 927 en voru 251 arid 2004
(Vilhelmsson O. T. ofl. , 2005). Til samanburdar pa eru préteinradir i gagnabanka NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/) regnbogasilungi i dag 6.774 og kjarnsyruradir
140.678.

Pegar svo faar pekktar proteinradir eru til stadar pa er haegt ad nyta afleiddar aminésyruradir
og pekkar cDNA radir ar pekktum fisktegundum til pess ad framkvaema kennigreiningar
peptida en pessi adferd er ekki jafn areidanleg og ef um kennigreind peptid ar
aminosyruradgreiningum veeri ad reeda. Astaedan fyrir pvi ad cDNA er ekki jafn areidanleg er
st ad cDNA radir i gagnabdnkum eru i mérgum tilfellum stuttir DNA hlutar Ur genamengi og
gefa pvi ekki alltaf heildarmynd af geninu i heild sinni. Lesrammi DNA hlutans getur verid
rangur midad vid genid sem um radir og hlutinn getur einnig verid Ur innrédum gensins.
Heegt er p6 ad byggja upp gagnabankann med pvi ad stadfesta protein ur afleiddum
amin6syrurédum med ymsum adferdum, t.d. dnemisprykki og virknimalinum.(Sveinsdottir
o.fl., 2010) Aftur a moti getur verid ahrifarikara ad notast vio cDNA radir er &hrifarikt pegar
um heil genamengi er ad reda (McGregor og Dunn, 2006). bratt fyrir ad skortur sé & pekktum
préteinrddum hefur téluvert verid gert i préteinmengjagreiningum hja fiskum a sidustu arum

med ageetis arangri i kennigreiningarhlutfalli (Sveinsdottir og Gudmundsdéttir, 2011).

Eins og komid hefur fram er haegt skoda proteinmengid med ymislegt i huga en i pessu
verkefni verdur peirri spurningu velt upp, hvada ahrif hefur mismunandi hitastig &
proteintjaningu i proteinmengi i bleikjuhjortum og leitad verdur leida til ad komast ad pvi

med proteinmengjagreiningu.
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3 Efni og adferdir

3.1 Protein atdrattur

Hjartavefur var jafnadur ut i frumurofsdua (e.lysis buffer) (sja uppskrift 8.2.1) (7 M urea, 2 M
thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 40 mM DTT, 1% (w/v) 47 IPG buffer (GE Healthcare)), 1%
(v/v) protease inhibitor cocktail (Sigma) i hlutfallinu vefur:dui, 1:9 med hjalp mélunar Kits (e.
sample grinding kit, (GE Healthcare)). Oleysanlegar agnir voru sidan skyldar fra med
skilvindun vid 14000 rpm i 10 min. Flotid var hirt og fryst vid -80 °C par til

proteinmengjagreiningar foru fram.

3.2 Hledsla syna & gelreemur (e. Reswelling)

Sextan uL af proteinlausn var blandad saman vid 134 pL af bolgnunarduda (e. rehydration
buffer) (sja 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 pL
bromophenol blue). Eitt hundrad og fjorutiu pL af lausninni var hladid i raufar i serstokum
bakka og gelreemum (ZOOM strip 4-7,cat# ZM0012 Invitrogen, Carlsbad, CA) komid par
fyrir med gelhlidina nidur (Mynd 11) og synid dregst upp i peer vid herbergishita yfir nott i
lokudu boxi (IPG box, GE Healtcare) sem purfti ad vera & sléttum fleti svo lausnin myndi

dragast jafnt upp & gelreemurnar.

Mynd 11: Gelreamum komid fyrir i IPG boxi a sléttum fleti
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3.3 Jafnhledslustilling (e. Isoelectric focusing)

Olia var latin i serstakan bakka med nokkrum
holfum fyrir gelreemur svo jafnhledslustillingin
veeri algerlega einangrud. Midad var vid ad olian
myndi fljota yfir gelremurnar sem voru med latnar
liggja med gelhlutann upp (Mynd 12). Plusendarnir
voru latnir vera plismegin og minusendarnir latnir

vera minusmegin. A hvern enda voru settir

Mynd 12: Olia og gelreemur komnar i bakka Pappirssneplar (e. Paperwick) bleyttir milli-Q vatni
a jafnhledslutaekinu Ettan IPG phor 3 fra

GeHealtcare 0g par voru ,,tennurnar* 4 rafskautunum settar,

betta var gert til pess ad fa betri leidni og taka vid
leyfum af synunum fra gelremunum. Jafnhledslustillingin var framkveemd i Ettan IPG phor 3
fra GeHealtcare (Mynd 13) i eftirfarandi prepum
med aflidandi spennubreytingu milli prepa.
Spennubreyting jafhledslustillingarinnar var
framkveemd vid 300 V og 200Vh, 1000 V og 300
Vh, 5000 V og 4500 Vh og 5000 V og 2000 Vh.
pad tok prja klukkutima ad jafnhledslustilla
gelreemurnar og pegar pvi var lokid voru peer settar

laréttar i merkt meeliglés med tappa og gelhlidin

latin snGa upp og geymd vid -20°C. Mynd 13: Jafnhledsluteekid pegar "tennur”
eru komnar & enda gelraamanna.

3.4 Jafnveegisstilling (e. Equilibration)

Gelreemurnar voru teknar ur frysti og fyrst settar i
afoxunarlausn (mynd 14) (sja uppskrift 8.2.3) med
DTT (e. Dithiothreitol) en DTT gerir pad ad verkum
ad tvisulfiotengi proteinanna afoxast. Naest voru peer
settar i jafnveegisstillingalausn (sja uppskrift 8.2.4)

med jodacetamid sem endanlega kemur i veg fyrir ad

tvisalfidtengi myndist sem og bindst vid umfram-

magn DTT (Gudmundsdottir og Sveinsdottir, 2007). Mynd 14:Gelreemur i afoxunararlausn
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3.5 Tviviour rafdrattur

Tilgangurinn med tvividum rafdreatti er ad adgreina protein & rafdrattargel eftir molmassa (e.
MW). Keyrslubuffer er gerdur ar 40mL af tilbinum 25X MES dua fra Invitrogen og 760 mL
_ af eimudu vatni. Tvéhundrud mL af pessari lausn
voru tekin fra og beett i hana 500 pL af
andoxurnarefni fra Invitrogen og blandagd vel.
pessi lausn fer & milli gelplatnanna i keyrslunni en
afgangurinn af keyrslubuffernum fer utan med
gelplétunum. Keyrsludainn var geymdur i keeli

fyrir notkun svo keyrslan gengi vel fyrir sig.

Mynd 15: Tvividur rafdrattur hafdur & isbasi ~ Notud voru tilbdin gel (NUPAGE®Novex 4-12%
Bis-Tris ZOOM®Gels (cat# NP0330BOX)) (mynd
16) sem komid var fyrir i XCell Sure Lock™ fra Invitrogen (mynd 15). Gelreemunum &samt
stadli sem innihélt protein med pekkta molmassa (3,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 110, 160
0g 260 kDa) var komid fyrir efst & gelunum og plasendinn hafdur nast stadli og gelhlidin
naest andoxandi ddanum. Agarosi (0,5%) var settur ofan & gelreemurnar til pess ad halda peim
betur & stadnum. begar keyrsluddinn var
kominn & sinn stad var banadurinn settur i
isvatn til pess ad halda hitanum i kerfinu niori
svo hann hefdi ekki ahrif & rafdréatt
préteinanna. Pegar hitinn nadi 36°C var slokkt
a keyrslunni i nokkrar minatur til pess ad keela
kerfid nidur og sett svo i gang aftur. Gelin voru
keyrd vid 200V i u.p.b. klukkutima. Haegt var

ad keyra tvo gel i einu i bunadinum.. Alls voru  Mynd 16: Tilbtin gel inn i plastplotu eftir
rafdréatt

keyrd 11 gel, 3 fyrir upphafshép, 5.°C og
12°C. Einungis 2 gel voru keyrd fyrir hop sem alinn var vid 18°C.
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3.6 Litun

Pegar buid var ad taka gelid af plotunni var pad sett i eimad vatn til ad hreinsa SDS af
gelunum. Gelid i vatninu var sett inn i 6rbylgjuofn & hestu stillingu (800 W) i eina minGtu og
svo a hristara i eina mindtu. Nytt vatn var sett & gelid og ferlio endurtekid tvisvar sinnum. ba
var litarefninu SimplyBlue™ SafeStain (cat#LC6060) fra Invitroge) hellt yfir gelid, gelid i
litalausn var sett & haesta styrk i 6rbylgjuofni i ca. 50 sekindur eda par til lausnin var komin
ad sudu. Passa purfti ad litalausnin myndi ekki sjéda. par 4 eftir var litalausnin med gelinu sett
a hristara i 7 minuatur. Gelid var tekid 0r litalausninni og sett i eimad vatn i 10 minGtur a
hristara Gelid var sett i nytt eimad vatn yfir nott til ad losna vid umframlit. Pappirssnepill var

settur i vatnid til ad draga i sig litinn. betta var framkvaemt eins vid 611 11 gelin.

Mynd 17: Gel eftir litun par sem préteindeplarnir eru blair

3.7 Myndgreining

Deplarnir & gelunum voru myndgreindir med myndgreiningarforritinu Progenesis Samespots
fra Nonlinear upon Typon, UK. Gelin voru skénnud i Epson perfection V750PRO skanna og
hlagid inn i télvu med pvi ad setja sma af milli-Q vatni & skannann til ad fordast ad pad
myndudust loftbolur sem myndu sjast & myndinni. Skannad var i 300 dpi upplausn sem tiff
skrd, en pad kom i ljos ad pad var of litil upplausn pvi erfitt var ad para saman deplana.

Upplausnin 800 dpi var pvi notud og reyndist pad vera naeg upplausn.i myndgreininga
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forritinu voru innbyggdir verkferlar i forritinu notadir. Nokkrar stédvar voru i forritinu og
farid verdur i gegnum peer og syndar skjdmyndir af peim.

Reference ° ..
Image Mask Of Experiment Progenesis g . L R
Image QC Selection Disinterest Alignment. Filtering Design Setup  View Results Stats Spot Picking Report non I I nea l
(] (] (] (] Q@ Q@ (+] (+] o o BV HIA M € s

Review images Addimages...
& Some images are protected from editin

12:3_uppls00 182_uppls00

Addthe images you want to analyse in this
experiment.

Ideally, yourimages should be greyscale and
scanned atthe highest bit depth your hardware
supports. For tips on image capture, click here.

S EETEETH

For help with the SameSpots workflow, click here,

Include?  ~

52_uppisoo 53_upplaoo EB-2_upplsoo B3_upplsoo
No problems found
12-2_upplaod 'S Ne problems found
12-3_uppl800 v & - N .
This image has passed the available quality control checks. Image Intensity Histogram
" Include image in analysis None of the automatic image quality checks found any problems with this image. 20000
i -
T T T What were the results of the checks? 16000-
(&) No compression which could have altered the precision was used. =
P ——— (@ The image is not saturated [help] £ 12000
() The image is greyscale. o 3
& Rotate 90° anticloclwi “ 8000
e e e () The intensity level data has a bit depth greater than 8.
= Fip vertical Q 96,07% of the available dynamic range is in use. [help) 40004
() 94,08% of the available intensity levels are in use. [help 3
A Flip harizontal () The file does not appear to have been altered in an image editing program. o : ‘ - . L ; = - - : - -
(@ The intensity level resolution is estimated to be 16-bit. 0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Dcror Pixel Value

Qrovert Section Complete (>

Mynd 18:St6din Image QC par sem myndum var hladid inn.

Myndunum var hladid inn i myndgreiningarforritid (mynd 18) & st6d sem nefnist Image QC.
A pessari stod voru gaedi myndanna metin. barna var einnig haegt ad klippa myndir til sem og,
velta peim baedi larétt og 16drétt. Ef myndin hlodst inn sem filma (e. invert) var einnig hagt
ad breyta pvi. Ef myndirnar uppfylltu ekki skilyrdi forrits pa kom pad fram i pessum glugga
og algengasta meldingin var ad myndin vari minni en 8 bit en askilegt er ad hun sé 16 bit og
sé i lit.

Eile Reference
Image Mask Of Experiment Progenesis AL X X
imageQC  Selection  Disinterest  Alignment  Filtering  DesignSetup ViewResults  Stats SpotPicking  Report non I inear

() () () (] (] © Q (*] Q@ (]

Choose reference image

4  This section is protected from editins

The reference image will be used when aligning
each of the images in your experiment.

Choosing a good reference image will help during
the alignment stage. Ideally, the reference image
should show a clear and representative spot
pattern, and have a minimum of distortion.

For experiments such as time series or dose
response, choosing the middle point tends to give
the best results.

Image Reference
B-3_uppld00 &
B-2_uppiaoo =
5800 @
18-2_uppl800 =
18_800

12-3_uppiaoo [
12-2_uppl80o &
12_800 [
5-3_upplaoo &
5-2_uppig00 =
5_800 &

Use as reference image

[l Automatically select a reference image

Section Complete (>

Mynd 19: St6din Reference image selection par sem val a samanburdargeli fer fram
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Val & samanburdargeli (e. reference gel) for fram & stod sem nefnist Reference image
selection og er framkvaemt svo hagt se ad bera hin gelin saman vid pad. Pad sem hafa purfti i
huga var ad gelid sé af godum geedum, p.e. deplar vel greinanlegir og svo var lika horft til
pbess ad deplar & 6drum gelum veeru ad finna a samanburdargeli (Mynd 19) og i pessu tilviki
var pad gel 18a og sest a myndinni.

Experiment Progenesis Tz W W W

Filtering  Design Setup  View Results Stats SpotPicking  Report non l | neai
Rectangle Elipse ¢ Select X Delete ¥) Undo O Redo

Section Complete -

Mynd 20: St6ain Mask of Disinterest par sem utilokun ad hluta af geli fér fram.

Tilgangurinn med stodinni Mask of Disinterest var ad Gtiloka hluta af geli sem ekki yrdi
tekinn med i reikninginn pegar skannad yrdi fyrir deplum & gelinu. Med pvi ad velja annad
hvort Rectangle eda Ellipse med pvi ad draga bendilinn yfir skemmdir & gelinu og velja
jadarinn eins og sést & mynd 20 var haegt ad Utiloka pann part af geli eins og sja ma a
myndinni.
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Eile Reference
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Mynd 21:St6din Alignment par sem rédun gela vid samanburdargel for fram.

Alignment er stédin par sem réoun gelanna for fram (Mynd 21). begar gelin voru i gédum
gedum og vandad hefur verid til skonnunar er haegt ad lata forritid finna depla og gera fyrir
sig vektora (Automatic Alignment) en peir eru blair @ myndinni. Raudu vektorarnir voru gerair
handvirkt. Pegar nokkrir vektorar voru gerdir handvirkt i byrjun leidir pad forritid til pess ad
rada rétt. Fjolublau deplarnir tilheyra samanburdargeli en graenu deplarnir tilheyra
vinnslugelinu sem jafnad var vid. Likja méa samanburdargeli vid slétt A4 blad en vinnslugeli
vid krumpad A4 blad sem verid er ad reyna ad slétta ur svo pessi blod falli sem best saman. Ef
vel tekst til med gelin pa lenda eins proteindeplar & sému stodum & badum gelum. Haegt var
ad stilla pad hvort deplarnir féllu strax i pad far sem pau eiga ad vera (Show Aligned) eda lata
leidina & vektorunum sjast (Show unaligned). P& er hagt ad rada steerdinni & gula rammanum
sem er a heilu myndinni (Whole image) og pa birtist han i glugganum fyrir ofan (Vector
editing). Gluggarnir haegra megin & myndinni (Transition og Checkerboard) eru notadir til ad
sja hvernig deplarnir parast saman. Alltaf var haegt ad eyda vektor sem hafdi lent vitlaust &
gelinu med pvi ad haegri smella & musina pegar bent var & vektorinn og einnig er hagt ad eyoda

steerri hop af vektorum (Remove vektors).
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Timege  MaskOf riment Progenesis
Image QC  Selection  Disinterest  Alignment  Filtering  Design Setup  View Results Stats SpotPicking  Report

() @ () @ @ @ @ ) () ()

Filter spots | @) undo || ¥ Redo | Image: Im_son v]
You can filter out spots that you do not wish to
include in your analysis by using the criteria below:

Average norm. vol. 2000000

[] Spot area | <= ~||o

Inside selected area

l Delete 2042 Matching Spots ]

I Delete 258 Non-Matching Spots I

Tips.
For best results, you should aim to delete any false
spots without deleting any of the real spots.

The types of spots to filter out may include:
* Spots in damaged areas

* Spots on the edge of the gel
« Spots outside of the gel e.g. on the scanner bed

Normalisation
Note that all remaining spots will be used in the

lisati ion. If deleting a i
number of spots, you should review the normalisation
afterwards.

r 1 (

Mynd 22:St6din Filtering med gel eftir skdnnun depla.

Eile Reference
Image Mask Of Experiment. Progenesis
image QC Selection Disinterest  Alignment. Filtering  Design Setup  View Results Stats. Spot Picking Report
o ] ] v () @ Q @ [+ (-

Filter spots ¥) Undo || (% Redo | Image: [:s_soo -
You can filter out spots that you do not wish to
include in your analysis by using the criteria below:

4] Average norm. vol. (<= ~| 10000000
[] Spot area |<= +|[o

[ Inside selected area

L Delete 65 Matching Spots J

{ Delete 48 Non-Matching Spots ]

Tips

For best results, you should aim to delete any false
spots without deleting any of the real spots.

The types of spots to filter out may include:

* Spots in damaged areas
* Spots on the edge of the gel
* Spots outside of the gel e.g. on the scanner bed

Normalisation
Note that all remaining spots will be used in the
1 n

number of spots, you should review the normalisation
afterwards.

£l

[ Reviaw narmalistion > |

Mynd 23: Sama st6d og & mynd 22, buid er ad eyda megninu af deplunum og Gtilokun steerri depla
farin af stad.

Filtering er st6d par sem komu fram allir peir deplar sem forritid fann (Mynd 22), haegt er ad
eyoa peim préteindeplum sem hofdu litid prétein eda proteindeplum sem ekki voru askilegir
og var pad gert med pvi ad haka i Average norm. vol og setja inn einhverja X télu, t.d 99999,
eins parf ad velja hvort talan atti ad vera minni eda steerri en viokomandi tala. P4 er haegt ad
ad haka i Inside selected aera og velja hluta af gelinu. beir deplar sem féllu undir
leitarskilyrdi urdu raudir og lenta i sveedi sem nefnist Delete xx Matching spot. Velja atti ad
eyoa peim eda peim sem lentu i Delete xx Non-matching spot. Eins og sést a mynd 22 eru
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raudu deplarnir sem leitarnidurstodur na yfir i Delete xx matching spot. A mynd 23 er biid ad
eyoa deplunum sem voru raudir & mynd 22 og merkja fleiri depla sem & ad eyda.

Efe feterence o0
Image Magk Of Experiment Progeness r .
imageQC  Selection  Dmnterest  Aogneent  Fillewg  Dengnietp ViewRewtts St SpotPickng  Repert nonlinea
v v v v () v
Filter spots W) Undo || % medo | imege: [18.800

You can filter out spots that you do not wish to
include in your analysis by using the crtens below:

Average norm, vel, | <=
Spot ares

Inside selected ares

| Delete 87 Mon-Matchung Spets

Tips
For best results, you should aim to delete any faise
s90ts without deleting any of the real spots.

The types of spots to filter out may nclude:
* Spots in damaged areas

* Spots on the edge of the ge!
* Spots outside of the gel e.g. on the scanner bed

Normalisation

Note that all remaming spots will be used in the
normaisation calculation. If deletng o substantial
number of spots, you should review the normalisation
afterwards.

Reviw normalisation > | Section Complete

Mynd 24: Sama st6d og a mynd 22, utilokun lokid.

A mynd 24 er buid ad eyda peim deplum sem ekki voru askilegir og eftir standa peir deplar

sem atti ad taka til nanari skodunar.

Eile Reference
Image Mask OF periment Frogenesis AT
Image QC Selection Disinterest  Alignment Filtering  Design Setup  View Results Stats ‘Spot Picking Report non I Inec
@ o ] (] ] (] (~)
New Design New @ He

Which experiment design type do you want to use for this experiment?

G0l 60
0 o| Between-subject Design 0-0| Within-subject Design
[eXe) o0

Do samples from a given subject appear in only one Have you taken samples from a given s
condition? Then use the between-subject design. different conditions} Then tse the wlthm subject design. Druga | DrgB

To set up this design, you simply group the i rding
to the cenmtmn [facmr level) of the samples The ANOVA
calculation assumes that the conditions are independent and
therefore gives a statistical test of whether the means of
the conditions ar al equal. Drugh

Note: you must have a sample from every subject for
condition to use 3 vt subject design.

5

L o
w2

For example, you would choose this type of design for a Person 1
time series experiment where every subject has been S i
sampled at each time point.

To set up this design, you tell the software not only which s
condition (factor level) each i longs to but also B

O

i
R NE

which subject it came from. The software will then perform
a repeated measures ANOVA.

oreec A standard ANOVA is not appropriate because the data

violates the ANOVA assumption of independence. Viith a Person 3

repeated measures ANOVA individual differences can be
iminated or reduced as a source of between condition

differences (which helps to create a more powerful test).

3
i

The within-subject design can be thought of as an extension
of the paired-samples t-test to include comparison between
more than two repeated measures.

Mynd 25:St6din Experiment Design Setup par sem val & hopum fer fram.

Experiment Design Setup er su stod par sem fer fram val & stil eftir pvi hve breyturnar voru
margar (mynd 25). Heegt var ad velja marga valkosti (A,B,C) sem medhondladir voru eins,
t.d. eins og i pessu verkefni pegar mismunandi hitastig voru til skodunar og gerd voru prju
samberileg gel af hverju hitastigi (Between-subject Design). Svo er valkosturinn (Within-
subject Design) par sem margir valkostir eru til skodunar og mismundandi adferoum eda
efnum er beitt, t.d. skodad hvernig fjorir sjuklingar bregdist misjafnlega vid premur
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mismunandi lyfjum.pegar dkvedid var hvada stil etti ad nota birtist mynd 26 og parna voru
gel af sama hitastigi valin saman.

Eile

Reference
Image Mask Of Experiment Progensesis
Image QC Selection Disinterest Alignment Filtering Design Setup  View Results Stats Spot Picking Report
MNew Design [ * Mew
iti mages Ay Selected Images to Condition -
Setup conditions Imag dd sel d d

Setup the conditions that you want to compare below
{e.g., control, drug A, etc), and then assign each of

wvour samples to the correct condition. 18_800 18-2_UDD|800

Upphaf Delete | " 4 :
B_800 Remove 2 Taias

B-Z_uppl800 Remove

B-3_uppl800 Remove
Hiti 5 Delete
5_800 Remove
5-2_uppl800 Remove
5-3_uppl800 Remove
Hiti 12 Delete
12_800 Remove
12-2 uppl800 Remove
12-3_uppl800 Remove
Hiti 18 Delete

Add condition...

Mynd 26: Sama st6d og a mynd 25 par sem gel vido sému hitastig voru valin saman.

A mynd 27 er stédin View Results par sem nidurstoédur voru skodadar og farid var yfir pa
depla sem eftir eru. Utlinur sumra deplanna voru sleemar og demi voru um pad ad forritid
skipti depli i tvennt og keemi fram sem tveir deplar en var i rauninni einn. pPetta er haegt ad
laga & pessari stéd med pvi ad sameina (e. Merge) depla, beeta vid ( e. Add), eyda ( e. Delete)

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

Eile Reference
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Contrast:
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Montage size:

Wie e rozam

Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

Section Complete

Mynd 27: St6din View results par sem frekari Grvinnsla & deplum fér fram.
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A pessari stod var einnig haegt ad sja hvernig hver depill fyrir sig var & gelunum & myndum og
& linuriti par sem nidurstédur ar anovaproéfi voru syndar. Nedst i haegra horni var yfirlitsmynd
af samanburdargelinu par sem haegt var ad sja hvar viokomandi depill var stadsettur. Haegt var
ad dekkja og lysa myndinar (e. Contrast) og hafa myndirnar af deplunum mismunandi storar
(e. Montage size).barna var einnig tafla med numerum allra deplanna, nidurstoédur ar

anovaprofi peirra, sterdarmunur (e. fold), reitir par sem haegt er ad velja deplana afram og

thugasemdadalkur
Eile Reference o

image Mask Of Experiment Progenesis al XX
Image QC Selection Disinterest Alignment Filtering Design Setup  View Results Stats Spot Picking Report n o n | I n ea ’

Review Spots

Detected spots are listed below. You should tick anyspots you
want to take forward for further analysis.

Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

No filter applied

| create...

# Anova (p) Fod  Tag v Notes

719 0,000108 3,6 v la | Hitahdd 1

1347  0,00272 2,8 la| Add note.

311 0,000708 2,8 [l Hitahad 5

337 0,000231 25 la] Hitahad 5
v

287  0,00189 2,3 la] Hitahad 5

r

+ Include 1 spot in results

X Don't include 1 spot in resuits

) Monkagei 3D Montage | Ful Image | CV. Gvaan'; Expression Profile | Spot Details

7] Show all outlines
Rotate

Peak scale: U

[7] Contour map:

Log Hormalised Volume

W f et 1rssn

Select images...

Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

Section Complete (3

Mynd 28: Sama st6d og mynd 27 med depli i prividd

Mynd 28 er af somu stdd og synd er a mynd 27 nema pad er blid ad velja prividdargluggann
(e. 3D Montage). Pannig ad haegt var ad sja deplana i pvividd og sami depill er & myndum 27

0g 28 en i mismunandi vidd.
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Mynd 29: Sama st6d og & myndum 27 og 28 og buid er ad velja fravikahlutfall fra medaltali préteins.

Mynd 29 synir sému st6d og synd er & myndum 27 og 28 en ndna er bdid ad velja CV

(e.Coefficient of variation) grafid sem synir hversu mikid fravikshlutfall fra medaltali proteins

i hverjum punkti (Gudmundsdottir og Sveinsdottir, 2007), pad er lika haegt ad sja steerri

myndir af gelunum med pvi ad velja ,,Full Image “.

Esperiment.
Fisering  Design Setup Vi mmlts

g OO Taactian Drresss Asgrma Statx pars Prricing. Fpart
Quastion: Dendragram
treupmp sgels atiinng be husa wedar U1 enpreiaen
prottms are.

What's this? L
n reuton feily s 1 Cvaae the
S —

eragran. H

s v

Standardised Expression Profiles -

Ha % H 12

Mynd 30: St6din Progenesis Stats sem synir depla i samanburdi.

s8Qas

nonlineai

Section Complete -

Mynd 30 synir st6d sem nefnist Progenesis stats. og haegt var ad skoda linurit af einum depli

og hvar hann var staddur & tré (e. Dendrogram) sem greinir deplana Gt fra pvi hvernig peir eru

tjadir og sja samband milli depla. bessi akvedni depill sem syndur er & mynd 30 er tjadur har

vid hitastig 18.
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Mynd 31: Sama st6d og a mynd 30 en hérna synir hin PCA graf.

Mynd 31 synir somu st6d og & mynd 30 nema ndna er na er bdid ad velja prinsipal
components analysis (PCA) sem gefur til kynna sambandid & milli Principal Components
Analysis 1 sem mjog liklega er magn préteins i deplum og Principal Components Analysis 2.
PCA- Principal component analyze er adferd sem notud er til pess ad finna markteekar
tolfraedilegar breytingar sem byggjast a t-testi og log Normalized spot volumes ((Uwins,
Deitrich o.fl., 2006). Einnig er synt linurit af premur svipad tjadum deplum og eru a svipudum
stad & PCA grafinu. Punktarnir sem eru i mismunandi litum tkna hitann og peir punktar sem
valdir eru sjast a PCA grafinu eru & svipudum slédum og gefid er til kynna ad peir hafi

eitthvad sameiginlegt.

Elle Feference
mage Mask Of Expariment Frogenests
Image QC  Sewction  Dinterest  Aigement  Filedng  DesgnSetp VewResits St SootPicing  Regort n
L o L o v o o v L
pl & MW Calibration "

Right-ciick on the image to mark postions whose o1
303 MW you know. Your 590ts will then be calibrated
accordingly.

1f you import protaing fram fle, thair imported pl and
MW values will set the default values used when
3dding the markers.,

Flace markers on:

| 83_vppssn

Spots:
v Mo fiitar agplied
Cl Proteinpl - MW Proteinmw  Ta
w L0 " -
w7 5 155
m 519 154 -—
"o 567 0
9%a a0 %
L) (Y -
«

0 8% -

Interpolation methods
The following interpolation methods are being used
for calibration:

ol Poecme Linesr 44

NW: Precrwne Lineer &)

<« Back to Spot Picking

Mynd 32: Stéain Spot pickling par sem mélmassi og jafnhledslupunktar eru dkvardadir
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Spot Pickling er stdd par sem pekktir mélmassar proteina voru settir inn og notast var vid
proteinin Ur stadlinum (mynd 32). barna var lika haegt ad setja inn i jadra gelsins pH gildin
sem voru & gelremunum sem notadir voru. Einnig er haegt ad setja inn steerd og pH gildi 4 a
préteinum i gelinu ef pad eru pekktar steerdir. Forritid reiknar Ut jafnhledslupunkta og

madlmassasteerd Ut fra gefnum punktum.

File Reference
Image Mask Of Experiment Progenesis
Image QC Selection Disinterest Alignment Filtering Design Setup  View Results Stats Spot Picking Report
@
Spots Report Design
Mo filter applied
Create... | Title  Bleikjuhjértu-pH-4-7-feb

# Anova (p) Fold Tag |~ MNotes Select the sections you wish to include in your report:
719 0,000108 3,6 __J Hitahaa 1 ¥) [l Reference image

337 0,000231 2,5 _J Hitahaa £ ) @] Experiment design

311 0,000708 2,8 __J Hitahaa & ) [ 5pot table

287  0,00189 2,3 | Hitahda v | || Spot details

2063 0,00225 1,5 | broskaha .Create Reporl|

2480 0,005 1,5 il

2461 0,0136 1.4 | Hitahaa 1

981 0,0148 1,5 al

2486 0,016 1,2 al

1426 0,0192 1,5 | Hitahda 1

1002 0,0231 1,5 |

1906 0,0367 1,5 |

968 0,0379 1,4 J

2455 0,001 1,3 |

1174 0,183 1,6 |

1400 0,422 1,3 J

1589 0,945 1.1 |

Mynd 33: Stodin Report par er haegt ad nalgast skyrslur & html formi.

Sidasta stodin nefnist Report en par er haegt ad bua til skyrslur sem birtast sem html skjal.
Mynd af samanburdargelinu er haegt ad fa& med nimerudum deplum, sér mynd af hverjum
depli fyrir sig 4samt steerd, jafnhledslupunkti og magni proteins. Ymsar adrar upplysingar er

heegt ad fa a pessari stoo.
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3.8 Klipping depla

Mynd 34: 2DE gel med mdlmassa 3,5-260 kDa og jafnhledslupunkta pH 4-7, préteindeplar sem péttu
ahugaverdir voru skornir Ur eru numeradir.

peir deplar sem valdir voru til pess ad klippa ut ar geli eftir myndgreiningu voru skilgreindir
sem protein had hita en einnig atti ad klippa Ut stora préoteindepla sem myndgreining gaf til

kynna ad innihéldu mikid protein.

Vid Klippingu var notadur glerplatti til ad skera &, skurdhnifur (e. scalpel) til ad skera i
kringum valda depla, skorid var vel alla kanta &dur en reynt var ad lyfta depli upp.
Gelbdturinn med préteindepli var settur i 0,5 ml eppendorf glas med 120 ul af MilliQ vatni,
adalatrioid var ad vatn flyti yfir gelbdtinn. Eppendorfglésunum var pakkad i fraudkassa asamt
isklokum og voru sendir Gt til proteinmengjagreiningadeildar haskdlans i Aberdeen i
Skotlandi. Samkvaemt télvuposti fra lan Davidson sérfraedingi vid préteinmengjadeildina er
best ad klippa depla sem fyrst Ur geli og senda synin & purris en pad var ekki leyfilegt hja
flutningsadila. Ef af einhverjum astaedum er ekki haegt ad klippa strax Gt depla skal geyma
gelin i isskéap en til lengri tima i frysti vid -20°C (munnleg heimild, 27.febrtar 2012).
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3.9 Kennigreining

Kennigreining for fram vid proteinmengjagreiningardeild haskolans i Aberdeen.
Proteindeplarnir voru brotnir nidur i peptid med ensiminu trysini sem sidan voru greind med
massagreininum LC-MS/MS. Tilgangurinn med massagreiningu var ad umbreyta syni i jonir,
skanna par med tilliti til massa og hledslu (m/z) pannig ad hagt veeri ad bera kennsl &
peptidin og p.a.l. préteinin i syninu (Liebler, 2002). Peng og félagar (2003) sem og Xu og
félagar (2012) greina skref fyrir skref hvada efni og adferd & vid LC-MS/MS i greinum sinum.

Nidurstodur um hvada aminosyrur veeri ad reda fengust & mgf skdarformi og & pvi formi voru

beer settar inn i leitarvél a netinu (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html)

par sem valid var MS/MS lon Search. Forsendurnar sem notadar voru til pess ad fa

leitarnidurstddur voru:

Ensim: Trypsin, Attbogi (Taxanomy): Geisluggi (e. Actinopteryggii), Peptid fravik (Peptid
tol): +/- 1,2 Da, #*C: 0, MS/MS tol +/-: 0,6, Peptid hledsla (Peptid charge): 2* og 3", fastar
breytingar (Fixed modification): Carbamidamethyl (C) og breytilegar breytingar (Variable

modification): Oxidation (M).

Leita purfti ad hverri skra tvisvar par sem notadir voru tveir gagnabankar en pad voru NCBInr

0g SwissProt. Par nidurstddur sem gafu hasta skorid i hvorri leit voru valdar.

3.10 Ferill depils

Hér eftir verdur rakid hvernig depill nimer er skodadur i myndgreiningaferlinu. A mynd 35
ma sja viokomandi depil & rafdrattargeli med jafnhledslupunkt pH 3-10, hann var mjog
greinilegur og hafdur er raudur hringur i kringum hann til ad afmarka hann fra 6drum deplum

a gelinu.
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Mynd 35: Depill namer 1426 & geli med jafnhledslupunkta a bilinu pH 3-10.
A mynd 36 er gel med jafnhledslupunkta & bilinu pH 4-7 og depillinn sem sem var & geli &
mynd 35 er ordinn ad tveimur deplum par sem meira plass var & gelinu og hann adgreindist

betur.

Mynd 36: Depill nUmer 1426 & geli med jafnhledslupunkta pH 4-7.

A mynd 37 er mynd af deplinum 6llum gelunum og greina ma med augun mismuninn &
préteinmagni i depli. Parna sést ad litid préteinmagn er i depli & gelum vid upphafshitastig og
5 °C en meira vid hitastig 12 °C og 18 °C.
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Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

Mynd 37: Skjamynd af sama depli & 6llum gelum i tvividd.
A mynd 38 er depillinn syndur vid mismunandi hitastig i prividd, parna ma einnig greina
sjonraent hversu mikid proteinmagn er i hverjum depli, pvi haerra sem kafurinn er pvi meira

prétein er i deplinum. Parna greinist orlitid meira proteinmagn vid hitastig 18°C.

Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

Mynd 38: Skjamynd af sama depli vid 6ll hitastig i prividd.
A mynd 39 er linurit sem synir tjaningu hvers depils, linan er hast vid hitastig 18 °C sem

segir ad tjaningin er mest vid hitastig 18°C.
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Upphaf Hiti & Hiti 12 Hiti 18

Mynd 39: Tjaningarmunstur depils par sem proteinio er tjad mest vid 18°C

Nidurstodur ar leitarforritinu Mascot par sem leitad var i gagnabénkunum NCBI og SwissProt
(Tafla 1) gafu til kynna ad préteindepillinn hafi molmassann i kringum 28 kDa , mascot
skorid er 98 og 108. Peptiomassasamsvorunin er 6 af 20 og 2 af 11, amindsyrusamsvorun er
40% og 25% og proéteinid sem greindist var ap6lipoproétein. Pad protein sem hafdi flestu
mascot stigin og samsvorun var akvardad sem viokomandi prétein og i pessu tilfelli var pad
Apolipoprotein

Tafla 1: Leitarnidurstédur ir NCBI og SwissProt

APA1l ONCMY Mass: 29686 Score: 108 Matches: 22(6) Sequences: 10(4)

Apolipoprotein A-1-1 OS=0Oncorhynchus mykiss PE=2 SV=1

0i|209737406 Mass: 27657 Score: 98  Matches: 11(2) Sequences: 8(2)

Apolipoprotein A-I-1 precursor [Salmo salar]
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4 Nidurstoour
4.1 Myndgreining gela

=¥
.

Mynd 40: beir 87 deplar sem uppfylltu lagmarksskilyrdi.

Mynd 40 synir pa 87 depla sem greindir voru par sem peir h6fdu meira proteinmagn en 0,1%
af heildarpréteinmagni a geli. bessir 87 deplar voru med préteinmagn fra 0,12 - 15,83% af
heildarproteinmagni & geli. A grundvelli nidurstadna Gr myndgreiningu voru 17 deplar valdir
til kennigreininga. Heildarproteinmagn pessara 17 depla var & bilinu 54,70 - 65,16% og
medaltalid 59,43% og stadalfravikid 3,24%. Deplarnir sem voru kennigreindir voru med
daetladan molmassa & bilinu 10 - 155 kDa og azltladan pl & bilinu pH 4,61 - 6,82 (Tafla 3).
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MM

kDa
260

Mynd 41: Préteindeplar sem voru kennigreindir.

Proteinin sem voru kennigreind voru sett i fimm mismunandi hopa eftir tjaningarmunstri
peirra. A mynd 41 ma sja hvernig hopar préteindeplanna var skipt nidur med litum. Litirnir
eru appelsinugulur, raudur, skergrann, ljésblar og fjélublar.

Principal Components Analysis
08 T

06 +

I 1589 1400
0.4 117
1426 i
02 1906 . %JPT
21 2063 . ° 281 ]
0,0 2461

o8
® Jag0
02 T 719 * 1002 §

2455

04 I 2486

[¢] Principal Component 2 [#] 21.25%

06 T

o984+t —+——+—————

08 0,6 0.4 0,2 0,0 02 04 06 08
- Principal Component 1 > 5078%

Mynd 42: Préteindeplar adgreindir & PCA grafi.

mynd 42 eru préteindeplarnir syndir a PCA grafi og sja ma ad peir deplar sem eru med

svipada tjaningu eru a svipudum stad & grafinu. Eins er haegt ad sja a mynd 43 ad deplar med
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svipada tjaningu lenda a svipudum stad a greiningartrénu.Litirnir sem notadir eru til ad greina

deplana nidur i hopa eru peir smu og & mynd 42.

719 -1906-2063-1426— 2455-2486— 981 -2480-1002 - 2461- 968  2BY - 357-311- 1585-1400-1174

Mynd 43: Greiningartré sem greinir nidur proéteindepla eftir mismunandi tjaningu. i boxinu undir
greiningatrénu eru nimer deplanna sem hver grein stendur fyrir.

4.2 Kennigreining gela

A grundvelli nidurstadna Gr LC-MS/MS massagreiningunni nadist & kennigreina alla 17
deplanna. I flestum tilfellum fannst samsvérun vid prétein Ur laxfiskum en p6 aldrei ar
bleikju.

4.2.1 Hitahad hjartaproétein
Mydsin

Deplar numer 287, 311 og 337 voru allir & svipudum stad & gelinu 0.p.a.l.med svipadan
mdélmassa og jafnhledslupunkt. bad er pvi liklega um samsatuprétein (e. isoforms) ad reeda.
Myndgreining benti til ad tjaning préteinanna sem er ad baki deplunum veeri had eldishita par
sem tjaninginu greindist markvert (p < 0,05) heerri vid 5°C eldishita samanborid vid 12 °C og
18°C (mynd 44). Nidurstddur ar kennigreiningu deplanna bentu allar til ad um myosin veeri
ad reeda par sem allar leitarnidurstodur gafu til kynna pungu kedju myosin dr mismunandi
fisktegundum & bord vid villikarpa (Cyprinus carpio), sebrafisk (Danio rerio), Nilartilapia

(Oreochromis niloticus).
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Mynd 44: Tjaning depla ndmer 287, 311 og 337.

Depill nimer 1400 var einnig kennigreindur sem myosin. Depillinn syndi fram & hitahdda
tjdningu par sem aukin tjaning var greind vid 5 °C samanborid vid 12°C og 18°C (Mynd 45).
Munurinn var pé ekki marktaekur (p = 0,42).

Depill nimer 1589 var talin &hugaverdur par sem tjaningarmunstur hans svipadi til 1400
(Mynd 45) en samt mun minni télfreedilegur munur (p = 0,95) & milli hopa. Ur
kennigreiningunni fengust adeins leitarnidurstodur ef leitad var i gagnabankanum NCBI en
peer bentu til ad um veeri ad reeda léttar myosin kedjur ur Geddu (Esox lucius) og Japdnskum

hrisfiski (Oryzias latipes) sem eru litid skyldir laxfiskum.
Tropomyosin

Proteindepill nimer 1174 hegdadi ser mjog svipad og depill 1400 (Mynd 45) og var heldur
ekki haegt ad greina marktaekni (p < 0,18) & milli hitastiga. Nidurstodur ar kennigreiningu

syndu ad um tropomyosin (e. tropomyosin) Ur urrida veeri ad reda.

Mynd 45: Tjaning depla nimer 1174, 1400 og 1589

AlbUumin

Myndgreining benti einnig til pess ad tjaning proéteinsins ad baki depli numer 719 veaeri had
eldishita par sem tjaningin vart markvert (p < 0,05) haedst vid 18°C eldishita (Mynd 46).

Proteinid sem kennigreiningin gaf til kynna var sermis albimin ar Atlandshafslaxi.
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Apolipoproétein

Myndgreining af deplum nimer 2063 og 1426 gaf til kynna ad um svipada tjaningu veeri ad
reeda og hja depli 719 (Mynd 46). Tjaningin var tolfreedilega markteekt (p < 0,05) heerri vid
hitastig 18 °C hja badum deplunum samanborid vid 12 °C og 5 °C. Nidurstodur Ut

kennigreiningu deplanna bentu til ad um proéteinin apolipoproteinin A-1 ur Atlandshafslaxi

(depill 1426) og apolipoproteinin A-2 Ur regnbogasilungi (depill 2063) veeri ad reda.

Fitusyru-bindandi protein

Nidurstodur ar myndgreiningu fyrir depil 1906 gafu visbendingar um ad tjaning depilsins geeti
verid hitahad par sem tjaningin jokst markvert (p < 0,05) med haekkandi eldishita (Mynd 46).
Kennigreiningar depilsins gafu til kynna ad um veeri ad raeda fitusyru-bindandi prétein annad

hvort ur regnbogasilungi (Oncorhynchus mykiss) eda Atlantshafsporski.

Mynd 46: Tjaning depla nimer 719, 1426, 1906 og 2063.

ATP synpasi

Depill nmer 968 var kennigreindur par sem nidurstédur ir myndgreiningu syndu ad
préteinmagn hans veeri i harri kantinum vid 6ll hitastig en markverd (p < 0,05) minnkun &
tjaningu atti sér stad vid 12°C og 18°C eldishita. Nidurstadan ur kennigreingreiningunni gaf

til kynna ad um hvatberaensimid ATP synpasa Ur Atlandshafslaxi veeri ad reeda.
[sositrat dehydrogenasi

Myndgreining benti til ad depill nimer 1002 vaeri hadur eldishita par sem tjaning préteinsins
var marktaekt (p < 0,05) heerri vid 5°C samanborid vid hitastig 12°C og 18°C (Mynd 47).
Nidurstodurnar ut kennigreiningu depilsins bentu til ad um ensimi hvatbera isositrat

dihydrdégenasa (e. isocitrate dehydrogenase) ur Atlantshafslaxi veeri ad raeda.
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Laktat dehydrogenasi / Malat dehydrdgenasi

Myndgreining syndi ad tjaningarmunstur depla nimer 2480 og 1002 var svo ad segja eins
(Mynd 47). Nidurstddur ur kennigreiningu depils numer 2480 samkvaemt NCBInr og Swiss-
Prot gagnabdnkunum leiddu i 1jés ad um L-laktat dihydrégeneaa (e. L-lactate dehydrogenase)
ur Altlandshafslaxi og sebrafiski veeri ad reeda & medan BLAST greining fann samsvérun vid
cDNA ur hvatberaensiminu malat dihydrogenasa (e. malate dehydrogenase ) ur
Atlantshafslaxi)

Enolasi

Depill nimer 981 var valinn par sem myndgreining syndi fram & mjog svipad
tjAningarmunstur og deplar 2480 og 1002 (Mynd 47). Nidurstadan Ur kennigreiningunni gaf
til kynna ad um veeri ad reda ensimid endlasa (e. enolase) Ur Atlandshafslaxi.

Mydglobin

Depill nimer 2461 syndi likt og deplar nimer 968, 2480, 1002 og 981 eldishitahada tjaningu
par sem eldishiti vid 5 °C syndi markteakt (p < 0,05) hastu tjaninguna samanborid vid
eldishita vid 12 °C og 18 °C (Mynd 47). Tjaningarmunstrid var likast tjaningarmunstri depils
namer 968 eins og sést a mynd 47. Samkveemt nidurstddum kennigreiningar er liklega um

strefnisflutnings proteinid myoglébin (e. myoglobin) ur regnbogasilungi ad raeda.

Mynd 47: Tjaning depla niumer 968, 981, 1002, 2461 og 2480.

Aktin

Adalastedan fyrir pvi ad depill nimer 2455 var kennigreindur var vegna pess ad hann var
steerstur allra depla a gelinu (Mynd 40). Adeins var tolfreedilega markverdur (p < 0,05) munur
i tjaningu vid 12°C og 18°C eldishita en myndgreining syndi ad um minni tjaningu veeri ad
reeda vio pann eldishita (Mynd 48). Nidurstodur ar kennigreiningunni bentu allar til pess ad

um aktin veeri ad raeda Ur Atlantshafslaxi.
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Desmin

Myndgreining & depli nimer 2486 benti til ad tjaning préteinsins sé had eldishita par sem
tjaningin minnkadi markvert (p < 0,05) med haekkandi hita likt og hja 2455 (Mynd48).
Nidurstodur ar kennigreiningu depilsins gafu til kynna ad um tvo svipud protein geeti verid

um ad reeda en pau eru desmin og vimentin Ur regnbogasilungi.

Mynd 48: Tjaning depla nimer 2455 og 2486.
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5 Umreeda

par sem deplar sem héfou minna en u.p.b. 0,1% af heildarpréteinmagni & geli voru utilokadir
fr& myndgreiningu voru adeins 87 préteindeplar (Mynd 42) teknir voru til nanari skodunar i
myndgreiningunni. Tjaningarmunstur pessara 87 depla var skodad og péa var helst horft til
tjaningar sem var had hita og ad endingu voru 17 proteindeplar valdir til kennigreininga. Allir
pessir sautjan deplar fundust & 6llum gelunum en mismikid préteinmagn var i peim.
Nidurstddur ar massagreiningum voru notadar vid leit ad pekktum préteinum i gagnabdnkum.
Notast var vid leitarforritid Mascot og fékkst samsvdrun i 6llum tilfellum pegar leitad var i
leitarbanka NCBI og i 13 tilfella af 17 i leitarbanka SwissProt. Fra préteinmengja-
greiningadeild Haskolans i Aberdeen i Skotlandi komu nidurstodur par sem buid var ad bera
saman amindsyruradirnar vid cDNA radir. bessum leitarnidurstéoum bar saman i flestum
tilfellum. Mascot og blast skor var i 8llum tilfellum hearra en 63 stig nema einu en pa komu
ekki sdmu nidurstodur ar gagnabdnkunum. Yfirleitt hfdu samsvarandi protein verid
skilgreind ur laxfiskum og pvi um fiska mjég skyldum bleikju ad reeda. Pad ma pvi reikna

med ad nidurstddurnar seu nokkud areedanlegar.

Proteinin sem komu Gt Ur kennigreiningunni voru sett nidur i nokkra hdpa eftir hlutverkum

peirra. Hér a eftir verdur fjallad um hvern flokk fyrir sig.
Byggingar- og samdrattar protein

Fyrst ber ad nefna mydsin- og aktinprétein sem i sameiningu gegna lykilhlutverki i byggingu
hjartavodvans, framkalla samdratt sem veldur hreyfingu hans og skiptingu fruma (Warrick og
Spudich, 1987). Einnig greindist tropomyadsin sem vinnur med myasini og aktini ad samdreetti
og hreyfingu (Lindqvist o.fl., 2012)

Desmin eru undirtegundir af sterri hop préteina sem nefnast intermediate filament sem eru
hlutar af i hinum ymsu védvum. Desmin préteinpraedir tengja saman svokallada Z-diska vid
frumuhimnu. Meginhlutverk desmin proteinprada er byggingalegur pattur og framkveaemir ad
hluta til samdreetti i vddvum. Meira magn desmin finnst i hjartavodva en i venjulegum védva
(Paulin og Li, 2004).

Tjaningin hja byggingar- og samdrattar proteinum var mest vid 5°C og bendir pad til ad
hugsanlega sé meiri samdrattur i hjartavodva bleikju vid 5 °C par sem hjartad er minna en
parf hugsanlega ad dela sama magni af blddi ut i vefina. Vitad er ad hjartslattur haegist vid
lzegra hitastig p6 svo ad slagkraftur geti verid meiri (Keen og Farrell, 1994) bessar
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nidurstodur geta ad einhverju leyti skyrt pad ad hjarta bleikju sé minna vid leegra hitastig
(Gamperl og Farrell, 2004) par sem minnkun a vodvavef er liklega hluti af orkusparnadi par

sem pad kallar & minna vidhald bygginga- og samdrattarproteina.
Proétein sem taka patt i orkuefnaskiptum

Toluvert af proteinum greindust sem gegna mikilveegum hlutverkum i orkuefnaskiptum i
hjartavodvanum. Pessi protein eiga pad sameiginlegt ad vera tjad minna vid 12 °C og 18 °C
samanborid vid upphafshop og 5 °C og pvi ma leida likur ad pvi ad orkupdrf sé meiri vid
leegra hitastig. Endlasi var einn pessara proteina en hann tilheyrir hépi lyasa og hlutverk hans
er ad hvata efnahvarfi i glykolysu og taka péatt proskun vodva (Merkulova o.fl., 2000).

ATP synpasi hvatar efnahvarf ADP i ATP pannig ad orka verid til i frumum vodvans og er
notud pegar & parf ad halda (Huss og Kelly, 2005). betta protein fannst einnig i meira magni
vid kalt hitastig. Einnig kennigreindust proteinin laktat dehydrogenasi og malat
dehydrogenasi Gr sama deplinum sem einnig syndi aukna tjaningu vid kalt hitastig. Par sem
bessi tvo prétein lika byggingu er pad sennilega astaedan fyrir pvi ad pau kennigreindust ur
sama deplinum. Laktat dehydrdgenasi hefur pad hlutverk ad breyta pyruvat i laktat pegar um
loftfirrdar adsteedur eru til stadar, eins getur laktat dregid Ur breytingu pyruvats ef styrkur
laktat verdur of har (Adams o.fl., 1973). Ensimid malat dehydrdgenasi hvatar hins vegar
hvarfid malat i oxaloasetat og svo 6fugt i sitronuhringnum (Goward og Nicholls, 1994).
Ensimid isositrat dehydrogenasi hvatar einnig efnahvarf i sitronuhringnum (Haselbeck og
McAlister-Henn, 1993). Myoglobin er sarefnisbindandi og heldur uppi sarefnisprystingi i
vefjum. Af pessum nidurstddum ma draga alyktun ad hjartad bregdist vid leegra hitastig med
pbvi ad fjolga hvatberum og p.a.l. lykilensimum i ATP myndun og nai pannig ad anna aukinni
eftirspurn eftir orku pratt fyrir ad vodvavefurinn sé minni. Aukning i tjaningu myégléalins
bendir til aukins flutnings surefnis til hvatberanna. Vitad er ad neemni vidtaka fyrir bodefni
sem taka patt i vodvasamdreetti eykst vid lagt hitastig (Keen, Vianzon, Farrell og Tibbits,

1993) pannig ad minna areiti parf til ad auka slagkraft.
Fituflutningsprotein

Fitusyrubindandi protein og Apolipdprotein er pekkt flutningsprotein fyrir fitu. Pessi protein
voru bzdi tjad mest vid 18 °C. Fitusyru-bindandi prétein er stadsett i umfrymi frumunnar og
tekur m.a. patt i flutningi lengri fitusyra til hvatbera fyrir oxun og er frekar eldsneyti

hjartavddva en glukosi (Huss og Kelly, 2005)
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Apolipoprotein bindur lipid i form lipdproteina sem gerir peim kleift ad ferdast um eitla og
blodrasarkerfi (Smith, Wood, Cash, Diao og Part, 2005). Albdmin greindist einnig en albdmin
er algengasta plasmaproéteinid og sér um ad vidhalda osmotiskum prystingi i bl6di med pvi ad
binda vatn, steinefni (Ca**, Na* og K*) fitusyrur, horména og fleira. Albimin er pvi einnig
mikilveegt flutningsprétein fyrir m.a. fitusyrur (Chen, 1967). Fitusyrur eru undirstodu efni i
framleidslu ATP &samt glukosa. bessar nidurstddur benda pvi til ad aukid magn fitusyra hafi
verid flutt inn i hjarta fiska til ATP framleidslu sem aldnir voru vid 18 °C samanborid vid

adra hopa. Steerra hjarta parf meiri orku til ad vidhalda sjalfu sér og sleer hradar.

Ut fra nidurstddunum ma alykta ad bleikja hefur einstaka adlogunarhafni sem felur m.a. i sér
ad pegar hun er alin vio mjog kaldar adsteedur pa dregst voxtur hjartans saman til ad spara
orku og hjartad sleer haegar. Slagkrafturinn eykst med aukinni tjaningu & samdréattarpréteinum

og til ad bregdast vid orkuporf i minnkandi vef fjolgar liklegast hvatberum.
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6 Lokaoro

Segja ma ad markmidin sem lagt var upp med i byrjun hafi naddst. Nadst hefur arangur ad
vinnuferli vid tvividan rafdratt pvi & 6llum gelum sem keyrd voru fengust vel adgreindir
proteindeplar, einnig voru Klipptir ut proteindeplar ar gelum sem ekki hafdi verid gert adur
vid & rannsoknarstofu Matis & Saudarkroki. Ny uppfersla af myndgreiningarforritinu kom a
medan verkefninu stdd og var talsvert 6druvisi en su eldri. Vel gekk ad lzera a badar
uppferslur og fékkst god reynsla vid myndgreiningu gela pvi baedi voru eldri gelin greind i
eldri uppferslu af forriti og nyju gelin i nyrri uppfeerslu. Adalmunurinn a uppferslunum er ad

nana eru stodvar i forriti adgengilegri og pad mun notendaveaenna en adur.

Nidurstodur kennigreininga gafu til kynna ad flutningsprotein eru i meira magni vid harri hita
en byggingar og orkuefnaskiptaprétein vid leegri hita. Leida ma likur ad pvi ad
flutningsprotein tjaist i meira magni vid 18 °C vegna pess ad hjartad er steerra i bleikju vid
pad hitastig. Pegar hjartad er minna ma gera rad fyrir meiri samdratti i hjartavodvanum til
pess ad koma sarefni til vefja bleikjunnar. Petta geeti verid asteedan fyrir pvi ad
byggingarproétein tjaist i meiri magni vid 5 °C, pegar hjartad er minna. par sem leitt er likum
ad pvi ad i hjartanu sé meiri samdrattur vid 5 °C ma gera rad fyrir ad meiri orkuporf sé i

vodvum sem leidir af ser fjélgun hvatbera og fjoldi hvatbera aukist pvi vid leegra hitastig.

Verkefnid hefur pvi skilad af sér betri vinnubrégdum vid proteinmengjagreiningu og meiri
bekkingu & proteinmengi bleikju sem nyta ma til frekari rannsékna m.a. uppbyggingu

gagnabanka.
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8 Vidauki

8.1 Proteindeplar

Tafla 2: Jafnhledslupunktur, steerd og medalpréteinmagn allra préteindepla sem teknir voru til
skodunar radad upp eftir proteinmagni. Raud ndmer eru deplarnir sem valdir voru (0t til

kennigreiningar.

Gudran Kristin Eiriksdéttir

# Anova | Fold pl MW | Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18
P
2455 0,091 13 523 | 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 15 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 13 504 | 25 4,16% 4,83% 4,52% 4,44%
968 0,038 14 4,82 | 50 4,42% 4,52% 3,88% 3,89%
287 0,002 | 23 531 | 155 | 1,84% 3,39% 2,40% 1,66%
1589 0,945 1,1 472 | 18 3,17% 3,26% 3,62% 3,39%
337 0,000 | 25 523 | 151 | 1,42% 2,85% 1,87% 1,31%
1426 0,019 15 519 | 25 1,72% 1,65% 2,16% 2,79%
2472 0,786 11 530 | 43 2,17% 2,23% 2,31% 2,32%
1002 0,023 15 6,56 | 47 2,17% 2,13% 1,81% 1,63%
311 0,001 | 28 519 | 154 | 0,91% 2,10% 1,41% 0,86%
1016 0,125 14 6,65 | 46 2,05% 1,42% 1,69% 1,68%
2467 0,419 14 6,28 | 38 1,76% 1,33% 1,91% 2,13%
2486 0,016 1,2 540 | 54 1,87% 1,54% 1,67% 1,61%
2063 0,002 19 551 | 10 0,97% 0,97% 1,44% 1,92%
719 0,000 | 3,6 567 | 70 1,02% 0,43% 0,74% 1,75%
2478 0,610 1.2 585 | 49 1,43% 1,52% 1,44% 1,51%
1906 0,037 15 507 | 13 1,06% 1,08% 1,60% 1,70%
981 0,015 15 6,60 | 49 1,44% 1,49% 1,34% 1,13%
861 0,156 1,4 523 | 58 1,35% 1,03% 1,63% 1,53%
1185 0,451 13 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 1.2 530 | 58 1,13% 1,06% 1,02% 1,16%
912 0,037 1.2 551 | 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 13 585 | 70 0,90% 0,88% 0,82% 0,80%
717 0,089 1,2 523 | 70 0,90% 0,73% 0,86% 1,00%
1030 0,071 15 6,55 | 45 0,87% 0,55% 0,66% 0,60%
866 0,586 13 6,37 | 57 0,84% 0,66% 0,72% 0,69%
640 0,008 18 579 | 79 0,47% 0,57% 0,57% 0,88%
1129 0,424 13 562 | 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 1,1 592 | 51 0,74% 0,71% 0,82% 0,85%
917 0,005 15 559 | 54 0,77% 0,53% 0,58% 0,78%
2462 0,897 1,1 559 | 63 0,75% 0,70% 0,73% 0,72%
950 0,748 13 506 | 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 14 6,45 | 49 0,71% 0,69% 0,65% 0,54%
2305 0,008 1,8 632 | 6 0,41% 0,50% 0,80% 0,64%
587 0,185 13 513 | 89 0,69% 0,63% 0,60% 0,58%
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949 0,034 185 6,66 | 52 0,48% 0,65% 0,62% 0,48%
2476 0,784 13 507 | 45 0,59% 0,61% 0,60% 0,53%
2286 0,000 19 480 | 7 0,39% 0,32% 0,71% 0,55%
2370 0,090 15 592 | 5 0,43% 0,50% 0,69% 0,54%
1316 0,519 12 6,34 | 30 0,51% 0,46% 0,66% 0,52%
913 0,692 11 597 | 54 0,51% 0,48% 0,57% 0,62%
624 0,082 16 6,66 | 82 0,56% 0,46% 0,38% 0,42%
933 0,446 11 6,13 | 53 0,53% 0,46% 0,54% 0,59%
689 0,057 2,1 561 | 72 0,40% 0,31% 0,27% 0,55%
1184 0,875 11 550 | 35 0,52% 0,43% 0,54% 0,51%
654 0,414 12 594 | 77 0,43% 0,39% 0,51% 0,54%
1345 0,323 13 4,64 | 28 0,39% 0,41% 0,55% 0,49%
1076 0,490 13 6,02 | 43 0,44% 0,47% 0,50% 0,41%
942 0,406 13 570 | 52 0,43% 0,45% 0,41% 0,50%
876 0,201 14 574 | 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 18 6,05 | 77 0,29% 0,42% 0,28% 0,33%
862 0,027 14 543 | 58 0,39% 0,29% 0,38% 0,47%
783 0,258 12 545 | 64 0,43% 0,37% 0,41% 0,40%
701 0,167 15 556 | 71 0,29% 0,31% 0,34% 0,46%
888 0,371 13 6,52 | 55 0,37% 0,32% 0,40% 0,45%
664 0,008 16 529 | 75 0,38% 0,39% 0,31% 0,28%
1380 0,010 18 4,84 | 26 0,24% 0,28% 0,45% 0,37%
1347 0,003 2,8 578 | 28 0,41% 0,14% 0,31% 0,28%
721 0,013 2 537 | 70 0,24% 0,19% 0,28% 0,43%
921 0,240 14 6,22 | 54 0,33% 0,32% 0,31% 0,41%
924 0,366 12 564 | 53 0,34% 0,34% 0,34% 0,41%
1309 0,692 11 525 | 31 0,34% 0,34% 0,41% 0,40%
878 0,604 13 6,12 | 57 0,30% 0,25% 0,29% 0,38%
2469 0,633 1.2 557 | 16 0,30% 0,30% 0,38% 0,35%
649 0,835 11 6,24 | 78 0,32% 0,30% 0,35% 0,37%
731 0,155 13 597 | 69 0,31% 0,31% 0,29% 0,30%
1351 0,050 16 536 | 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 14 596 | 132 | 0,28% 0,30% 0,24% 0,25%
998 0,285 12 6,17 | 48 0,29% 0,25% 0,31% 0,33%
1665 0,068 16 6,35 | 16 0,25% 0,17% 0,34% 0,26%
1620 0,418 15 544 | 17 0,21% 0,24% 0,34% 0,29%
694 0,037 18 573 | 72 0,17% 0,19% 0,18% 0,31%
639 0,016 1,6 585 | 79 0,18% 0,22% 0,19% 0,31%
1359 0,131 18 6,29 | 27 0,23% 0,15% 0,31% 0,27%
1909 0,033 17 4,90 | 13 0,17% 0,24% 0,31% 0,21%
702 0,010 13 592 | 71 0,24% 0,21% 0,30% 0,24%
1189 0,027 13 555 | 35 0,19% 0,18% 0,28% 0,27%
780 0,325 11 540 | 64 0,25% 0,23% 0,25% 0,25%
100% 100% 100% 100%
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Tafla 3: Préteinmagn peirra depla sem kennigreindir voru Gt & 6llum gelunum

Upphaf Hiti 5 Hiti 12 Hiti 18

# Anova Fold a b c a b c a b c a b Medal Stadal

(p) tal fravik
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 | 04215 | 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%
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3 Aku reyri LOK 1123 og 1223
Tafla 4: Leitarnidurstodur Ur kennigreiningu.
Aberdeen Proteomics NCBI Swiss Prot
NG | pl M Tjaning Protein Protein Tegund Blast | Proétein Protein Tegund M Mol Ndamer Prétein Tegund M MM
mer M namer skor namer as- | massi as- | (kDa)
depl (kD cot | (kDa) cot
is a) sk sk
or or
287 |5, | 155 | Havid5°C gi[34854 | Myoésin Oreochromi | 306 gi[16364 | Myosin Danio rerio 23 | 224 MYSS_CYP Myésin Cyprinus 74 | 222
31 6257 s niloticus 4263 6 CA carpio
311 | 5 | 154 | Havid5°C gi[34854 | Myoésin Oreochromi | 306 gi[87116 | Myobsin Cyprinus 21 | 223 MYSS_CYP Myésin Cyprinus 81 | 222
19 6257 s niloticus 414 carpio 8 CA carpio
337 |5 | 151 | Havid5°C gi[34854 | Myésin Oreochromi | 306 gi[15903 | Myo6sin Danio rerio 27 | 222 MYSS_CYP Myésin Cyprinus 94 | 222
23 6257 s niloticus 2468 4 CA carpio
719 |5, | 70 Ha vid 18°C gi|/18513 | AlbUmin Salmo salar | 1176 gi|18513 | Albdmin Salmo salar 21 | 69 ALBU1_SAL | Albimin Salmosalar | 30 | 69
67 2509 2509 8 SA 7
968 | 4, 50 Minnkun vid 12°C og 0i|19828 | ATP synpasi Salmo salar | 433 0i|19828 | ATP synpasi Salmo salar 10 | 53 ATPB_CYPC | ATP Synpasi Cyprinus 13 | 55
82 18°C 5477 5477 99 A carpio 42
981 | 6, | 49 Minnkun vid 12°Cog | gi[21351 | Endlasi Salmo salar | 394 gi[21351 | Endlasi Salmo salar 36 | 48 Engin
60 18°C 3724 3724 8 samsvorun
100 | 6, | 47 Minnkun vid 12°Cog | gi[21351 | Isositrat Salmo salar | 537 gi[21351 | Isositrat Salmo salar 37 | 51 CISY_DANR | Sitrat synpasi Danio rerio 82 | 52
2 56 18°C 4332 dehydrégenasi 4332 dehydrégenasi 6 E
117 | 4, | 37 Aukin vid 5°C gi|10452 | Tropémydsin Salmo 307 gi|10452 | Tropémyésin Salmo trutta | 27 | 33 TPM1_DAN Tropomysin a- Danio rerio 11 | 33
4 61 94 trutta 94 6 RE kedja 6
140 | 5, | 25 Aukin vig 5°C gi[21351 | Myésin Salmo salar | 317 gi[21351 | Mydsin Salmo salar 23 | 22 MLE1_LIZR Myésin Lizaramada | 63 | 20
0 04 4966 4966 0 A
142 | 5, | 25 Ha vid 18°C gi[20973 | Apdlipoprétein Salmo salar | 377 gi[20973 | Apdlipoprotein Salmo salar 98 | 28 APA11_ONC | Apolipoprotein Oncorhynch | 10 | 30
6 19 7406 7406 MY us mykiss 8
158 | 4, | 18 Aukin vid 5°C gi[22571 | Myésin Esox lucius | 332 gi[22557 | Mydsin Oryzias 17 | 19 Engin
9 72 6122 9088 latipes 9 samsvorun
190 | 5 | 13 Heekkadi med gi[18513 | Fitusyru- Salmo salar | 256 gi|18513 | Fitusyru- Salmo salar 38 | 15 FABPH_ON Fitusyru- Oncorhynch | 25 | 15
6 07 heekkandi hita 4100 bindandi prétein 4100 bindandi protein 0 CMY bindandi prétein | us mykiss 4
206 |5 |10 Ha vid 18°C gi[23881 | Apolipoprotein Oncorhync | 182 gi[23881 | Apolipoprétein Oncorhynch | 18 | 16 Engin
3 51 4310 hus mykiss 4310 us mykiss 5 samsvorun
245 |5, |41 Ha vid 5°C, litil vid gi[18513 | Aktin Salmo salar | 764 gi[18513 | Aktin Salmo salar 69 | 42 ACTC_TAK Aktin Takifugu 10 | 42
5) 23 12°C og 18°C 3138 3138 7 RU rubripes 78
246 | 6, | 12 Minnkun vid 12°C og | gi|28452 | Mydglébin Oncorhync | 266 gi[28452 | Mydglébin Oncorhynch | 13 | 16 MYG_CYPC | Mydglébin Cyprinus 10 | 16
1 20 18°C 0897 hus mykiss 0897 us mykiss 1 A carpio 0
248 | 6, | 36 Minnkun vid 12°Cog | gi|19763 | Malat Salmo salar | 542 gi[21351 | Laktat Salmo salar 41 | 36 Laktat Danio rerio 22 | 36
0 51 18°C 2449 dehydrdgenasi 4660 dehydrogenasi 4 LDHBA DA | dehydrogenasi 4
NRE
248 | 5, | 54 Ha vid 5°C, litil vid gi[17221 | Desmin Oncorhync | 724 gi[17221 | Desmin Oncorhynch | 31 | 52 VIME_ONC Vimentin Oncorhynch | 29 | 53
6 40 12°C og 18°C 340 hus mykiss 340 us mykiss 4 MY us mykiss



http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxEaO.dat&hit=gi%7c163644263&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxEwe.dat&hit=MYSS_CYPCA&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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http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120319/FtGtSxHmS.dat&hit=gi%7c159032468&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/FtGtSxHmS.dat&hit=gi%7c159032468&db_idx=1&px=1&ave_thresh=42&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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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
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxEmL.dat#Hit1
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http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=..%2Fdata%2F20120319%2FFtGtSxHTS.dat#Hit1
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 Frumurofsdui (Lysis buffer):

Vidskipta- og raunvisindadeild 2012

LOK 1123 0g 1223

Urea (MW=60,06) ™ 2,1021 g
Thiourea (MW=76,12) 2M 0,7612 g

CHAPS 4% (Wiv) 0,24

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

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

Protease inhibitor cocktail 1% (v/Iv) 0,05 mL
Milli-Qvatn Fyllt upp i 5,0 mL

8.2.2 Bodlgnunardui (Rehydrating buffer):

Urea (MW=60,06) 7™ 10,5105 g
Thiourea (MW=76,12) 2M 3,806 g

CHAPS 4% (wiv) 059

Milli-Q vatn Fyllt upp i 25 mL

Eftirfarandi uppskrift er sidan notud i eina einingu.

Pessum 25 mL er skipt nidur i 2,5 mL einingar og geymdar vid 21°C.

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 SuL

8.2.3 Afoxunarlausn (LDS sample buffer med reducing agent)

2,5mL

NuPAGE®LDS Sample Buffer

30,8 mg

DTT

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

8.2.4 Jafnveegisstillingalausn (LDS sample buffer alkylating agent)

2,5mL

NuPAGE®LDS Sample Buffer

232 mg

Jodacetamid




