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RARCREVRI Samningur milli nemenda Haskélans 4 Akureyri og

bokasafns haskolans um medfero lokaverkefna

Eg Undirritud/adur, .........o.oovevvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeen s nemandi vid Haskoélann 4 Akureyri afhendi
hér med bdkasafni hdskélans prji eintok af lokaverkefni minu, eitt prentad og innbundid, annad

prentad og 6innbundid og pad pridja 4 geisladiski.

THHIL VETKETNIS: ...ttt ettt e e e e et ettt eeeeeeeeeeeesa s seseeesanananas
Prentud eintok:

Lokaverkefnid er lokad |:| til: dags. artal:

Ef lokaverkefnio er opid er bokasafninu heimilt ad:
ja nei

|:| |:| l4dna pad qt til nemenda eda kennara HA
|:| |:| l4na pad ut til utanadkomandi adila

|:| |:| l4dna pad til lestrar 4 stadnum

Ef lokaverkefnio er opid er heimilt:
ja nei
|:| |:| ad vitna til pess { redu og riti

IT:l ad vitna til pess { redu og riti ad fengnu sampykki minu { hverju
1Tviki

Ef lokaverkefnio er opid er heimilt:
ja nei
|:| |:| ad ljosrita takmarkada hluta pess til eigin nota

I'[:l ad ljdsrita tiltekna hluta pess ad fengnu sampykki minu { hverju
iviki

ja nei
Boékasafninu er heimilt ad ljésrita lokaverkefnid til vidhalds 4 snjddum
emtokum sinum, p6 aldrei svo ad pad eigi fleiri en tvo eintdk { senn
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Stafrent eintak:
Stafraent eintak verdur vistad 4 pdf-formi f rafreenu geymslusafni, Skemmunni. Oheimilt er ad prenta

eda afrita lokaverkefni { Skemmunni. Pad er 4 dbyrgd undirritads ad stafrent eintak sé ad fullu
samberilegt vid prentad eintak, p.e. ad pvi fylgi forsida, titilsida og 611 fylgiskjol/vidaukar.

Lokaverkefnid er lokad

ja |:| nei |:| til: dags. artal:

Lokaverkefnio er opid eda verdur opnad sidar og bokasafninu pa heimilt ad:

ja nei
|:| |:| bj6da opinn adgang ad pvi & vefnum { heild sinni til allra

|:| |:| leyfa nemendum og starfsmonnum hdaskdlans adgang med notendanéfnum og
lykilordum

Lokaverkefnio er lokad ad hluta til eda i heild og bokasafninu er heimilt ad leyfa adgang a
vefnum ad:

efnisyfirliti

heimildaskra

nei
]
|:| utdreetti
]

OO o=

Akureyri /20

nemandi bdékavordur
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Yfirlysingar

Eg 1ysi pvi yfir ad ég ein er hofundur pessa verkefnis og ad pad er afrakstur eigin rannsékna.
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Tjaning préteina i S. aureus

Abstract

Microorganism have always been a part of our lives. Most people don’t
think about them, people just get sick and food gets bad. Then on the other
hand there are people who try to find out what causes these things to happen
and what can be done to prevent or fix them. Today we have got many
methods to find microbial-moderating or depleting chemicals but it isn’t
enough to be able to make those substances. You also have to know which
part in the microorganism your substance is supposed to affect and there
proteomics and 2D dimension come in good use.

By studying the proteome of an organism we are able to identify the
proteins that it is producing under certant conditions. Then these proteomes
can be used to compare protein expression under different conditions for the
same organism and by that we can see what it is that changes in
physiologyprocesses when environmental changes are made.

The knowledge that we gain by studying proteinproduction in organisms is
mainly the foundation to be able to invent and make substances that can affect
the organism. When we know what it is in the organism’s production that we
want to stop or increase, only then can we concentrate on finding the
substances that can make the impact we are looking for.

In this project the main goal was to breed up a S. aureus that is resistant to
methicillin and gentamicin. Isolate proteins from the breed at different
envionmental stages and compare the proteinproduction at different stages.
Also was a part of the project to consummate the methodology that was being

used in it.

Keywords: Proteomics, protein production, environmental conditions,

isolate, comparison.
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Utdrattur

Orverur hafa alltaf verid og munu ad 6llum likindum alltaf vera partur af
1ifi okkar. I daglegu tali er folk ekki ad velta peim mikid fyrir sér, folk veikist,
maturinn skemmist og fdir spa i hinum raunverulegu sokudélgum. Sidan eru
peir sem ad leita ad sokudélgunum, meta pa og leita leida til ad hemja pa eda
drepa. I dag eru margar adferdir sem eru notadar til ad finna Srveruhemjandi
eda eydandi efni. Pad er p6 ekki nég ad geta biid til efnin, pvi pad parf ad vita
hvad efnin eiga ad virka 4 { Orverunni og par kemur greining 4
préteinmengjum med tvividum rafdreetti til sogunnar.

Med pvi ad greina proteinmengi lifvera er hegt ad bera kennsl 4 pau
prétein sem ad lifveran er ad tja undir vissum adstedum. Sidan er hagt ad nota
pessi mengi til ad bera saman tjaningu 4 préteinum vid mismunandi adstedur
hja somu lifverunni og pannig méd sja hvad pad er sem ad breytist {
lifedlisfredilegum ferlum lifverunnar vid breytingar 4 umhverfisadstedum.

Su vitneskja sem vid 6dlumst med ad skoda préteinframleidslu lifvera er
ad morgu leyti grundvollur fyrir pvi ad geta buid til efni sem eiga ad hafa ahrif
a lifveruna. Pegar vid vitum hvada framleidslu i lifverunni parf ad stédva eda
auka til ad fa p4 eiginleika fram sem vid viljum, pa getum vid einbeitt okkur
ad pvi ad finna pau efni sem geta haft pau 4hrif.

I pessu verkefni var markmidid ad rakta upp S. aureus stofn sem er
onemur fyrir syklalyfjunum, methicillin og gentamicin, einangra prétein ur
stofninum vid mismunandi rektunarskilyrdi og gera samanburd &
préteinframleidslu vid pessi Oliku skilyrdi. Par sem adferdafredin sem var
notud 1 verkefninu er ekki fullkomnud var partur af verkefninu ad reyna ad
fullkomna hana dsamt pvi ad lera 4 pau teki sem parf ad nota 1 ferlinu.

Heimildarvinna skipadi einnig stéran sess par sem naudsynlegt var ad vita
hvar pessar rannséknir veru staddar 4 peim timapunkti og hvad vari komid ut

ur peim enn sem komid var.

Lykilord: Préteinmengi, préoteinframleidsla, umhverfisadstadur,

einangrun, samanburdur.
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Skilgreiningar

Antistaphylococcal pencillin: Efnasambond sem eru polin gegn nidurbroti af
voldum B-lactamase til demis methicillin.

Kerfaliffraedi: Er fredigrein sem leitast vid ad leida { 1jés tjaningarmynstur
erfdamengja lifvera 6had pvi hvada tjaningarstjérnkerfi eru virk og hvernig
samspili 4 milli peirra er hattad. Adferdafredi greinarinnar byggir 4 pvi ad
greina samtimis stor sofn af til demis proteinum og sja pannig hvada protein
eru tjad og hvernig pessi tjdning breytist pegar umhverfisadstedur breytast.
Klassisk adferd: Adferd sem er notud vid préteinmengjagreiningu. Par er beitt
tvividum rafdreetti & polyakrylamid gel og pvi fylgt eftir med audkenningu &
einstokum préteinum med massagreiningu 4 nidurbrotsafurdum peirra.
Protein: Eru lifren efnasambond med hdan mdlmassa. Pau samanstanda af
aminésyrum sem tengjast med peptidtengjum. Prétein eru naudsynleg fyrir
voxt og vidgang allra lifvera. Prétein eru greind eftir byggingu peirra.
Proteinmengi: Eru breytileg 4 milli vefja. Pau breytast i takt vid tima og
umhverfisadstedur og syna pannig hvad lifveran er ad gera midad vid pad
umhverfi sem htn er { 4 hverjum timapunkti.

Proteinmengjagreining: Er adferd innan kerfaliffredinnar sem gengur ut a
pad ad greina samtimis allt préteinmengi frumunnar.

Rimlzeg hindrun: Odru nafni steric resistance kemur til pegar ad stzrd hépa
innan sameinda kemur i veg fyrir efnafredileg hvorf sem gerast i skyldum
smerri sameindum. Petta er stundum vandamal en getur einnig reynst gagnlegt
og nota visindamenn petta mikid til ad breyta virkni sameinda.
Rafhvarfspunktur (e. isoelectric point): S punktur par sem heildarhledsla

proéteins er 0.
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1. Inngangur

Vid erum { sifelldu vopnakapphlaupi vid orverur sem prifast i umhverfi
okkar. Um leid og vid finnum lyf eda lausn gegn einni 6rveru er 6nnur buin ad
finna leid til ad komast hja vornum okkar. Petta leidir af sér ad vid erum alltaf
ad leita ad nyjum adferdum, lyfjum og leidum til ad hemja og/eda drepa
Orverur.

Lyfjapol Staphylococcus aureus hefur 16ngum verid vandamal en bakterian
er einstaklega hardgerd og lifir par ad auki { okkar ndnasta umhverfi par sem
hdn er hluti af normalfléru slimhddar { nefi og 4 skinni margra einstaklinga'.

Markmidid med ad rannsaka préteinmengi S. aureus er ad fa mynd af pvi
hvada prétein bakterian framleidir pegar hiin er lyfjapolin, lyfjanem og hvort
um mismunandi prétein er ad reda pegar 6lik syklalyf eru { umhverfi hennar?.
Breytileikar 1 préteinframleidslu bakteriunnar geta leitt okkur ad pvi hvad pad
er sem veldur pvi ad hin 6dlast pol gegn dkvednum syklalyfjum. Pannig geta
pessar upplysingar gefid okkur betri moguleika 4 ad proa lyf og adferdir til ad
rdda nidurlogum bakteriunnar, { stad pess ad leita eftir einhverju sem parf ad
komast framhjd 6llum varnarkerfum bakterfunnar. Pannig getum vid einbeitt
okkur ad pvi ad finna eitthvad sem eydileggur moguleika hennar 4 ad
framleida pau prétein sem valda lyfjapolinu.

Pad ad rannsaka proteinmengi lifvera til ad skilja lifedlisfredilega
starfsemi peirra er ad minu mati mikilvagur pattur 1 liftekninni par sem ad ég
tel ad skilningur 4 starfsemi lifverunnar med tilliti til umhverfispatta sé
grundvollurinn fyrir pvi ad hagt sé ad nyta lifveruna til framleidslu eda til ad
bua til efni sem hamla voxt hennar eda framleidslu 4 6@skilegum afurdum.

Lagt var af stad med pad { upphafi bua til samanburdarrektir af DSM
11729 S. aureus, sa stofn er med pol gegn syklalyfjunum methicillin og
gentamicin, og lyfjan@mum S. aureus DSM 20231. Sidan 4tti ad einangra
préoteinin  Ur rektunum, framkvema tvividan rafdratt og bera saman

préteintjaningu sem 4 sér stad i lyfjanema og lyfjadn@ma stofninum. Par sem

! Bogi Ingimarsson. 1994:89-90
2 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003).
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adferdafredin sem var notud i pessum rannséknum er ekki fullkomnud var
hluti af verkefninu ad reyna ad fullkomna hana sem og ad lera 4 pau teki sem
ad nota parf { ferlinu. Heimildarvinna var einnig stor hluti af vinnunni par sem
naudsynlegt var ad sja hvar pessar rannsoknir og adrar samberilegar standa 4
heimsvisu og hvad hefur komid 1 Ij6s hingad til um préteinmengi og lyfjapol
S. aureus.

Vegna personulegra dstedna purfti ég ad fresta lokaverkefninu og pegar a
leid sd ég ekki lengur fram 4 ad geta kldrad verkefnid ut frd peim forsendum
sem €g lagdi af stad med { upphafi. Pess vegna var verkefninu breytt { samradi
vid leidbeinandann minn og var megindherslan pvi 16gd 4 heimildarvinnuna a
medan verklegi hlutinn var minnkadur stérlega. Pad sem kemur fram i
framkvemda- og nidurstoduhluta skyrslunnar er pvi byggt ad mestu leyti & pvi
sem ég var buin ad nd ad gera adur en ég purfti ad fresta verkefninu og pvi er
ekki haegt ad segja ad €g hafi fengid svor vid 6llum peim spurningum sem ad
ég lagdi af stad med i upphafi.

Eftir breytingu 4 verkefninu voru settar fram fleiri rannsoknarspurningar
sem midudust pa meira vid heimildaleit heldur en nidurstodur eigin rannsékna
en pau svor sem ég vildi finna voru medal annars; Hvad er buid ad koma fram
i proteinmengjarannséknum 4 S. aureus hingad til? Hvad er vitad um
lyfjapol/6nami bakteriunnar? Hvada adferdafredi hefur verid ad reynast best {
préteinmengjarannsoknum?

Pad sem hér fer 4 eftir er pvi heimildarritgerd med adferdum og

nidurstodum eigin ranns6kna sem mér tokst ad framkvema.

Pérunn Indiana Lathersdottir 2
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2. Meginmal

2.1. S. aureus

Staphylococcus er Gram plds og katalasa jakvadur
kokkur, um pad bil 1 um ad sterd. Bakteriurnar mynda
sambui sem minna 4 vinberjaklasa (haugkuluklasa) en
pyrpingarnar sem p@r mynda 4 agar eru lagkuptar,

hringlaga, mislitar og um pad bil 2-4 mm ad sterd.

Bakterian er lofthdd og finnst mjog vida til demis 4 hid

Mynd 1 S. aureus  manna og dyra, { ryki og matvelum. Bakterian myndar
ekki slimhjup, polhjip eda gré og hin hefur ekki svipu. Kjorhitastig hennar er
vid 37°C sem utskyrir hvers vegna hin er hluti af normalfléru slimhtdar 1 nefi
margra einstaklinga en bakterian er midlungshitaker og getur vaxid a
hitastigsbilinu 10-42°C. Einnig er bakterian mjog purrk- og saltpolin. Margar
tegundir innan @ttkvislarinnar mynda tteitur sem ad valda sjikdémum 4 bord
vid igerdir, kossageit og matareitranir { ménnum .

S. aureus er ein af 27 tegundum sem tilheyra Staphylococcus ®ttkvislinni
en tegundin skiptist nidur i sj6 undirtegundir sem mynda mismunandi uteitur.
S. aureus myndar gular pyrpingar & agar og dregur hun nafn sitt af pvi.
Tegundin er mjog utbreidd og finnst medal annars i koki og n6sum manna sem
og 4 hud en einnig prifst hin { pormum manna og dyra, jardvegi, ryki, igerdum
og sarum. Da&mi um uteitur sem tegundin framleidir er ensimid koaguilasi sem
veldur blodkekkjun, petta uteitur er notad til ad bera kennsl 4 S.aureus en hann
er ein af premur tegundum innan @ttarinnar sem ad framleidir pad. Petta er p6
ekki eina uteitrid sem bakterian framleidir en hin getur einnig framleitt
leukdsidin sem eydileggur hvit blédkorn, nekrétoxin sem eydileggur ymsar
vefjafrumur, fibrin6lysin sem leysir upp blédstorku og enterétoxin sem veldur

alvarlegum uppkostum vegna matareitrunar °.

3 Madigan, Michael T; Martinko, John M; Parker, Jack. (2003)
* Bogi Ingimarsson. (1994), 89-90
5 Madigan, Michael T; Martinko, John M; Parker, Jack. 2003
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Sérstakt pykir med S. aureus ad ef borin eru saman préteinmynstur
utanfrumupréteina mismunandi stofna kemur 1 1jés ad préteinhdpar par a
medal haemolysins, lipasa og préteasa eru framleiddir { ndnast 6llum stofnum
en aftur & moéti framleida flestir stofnarnir eitt eda fleiri einstok exoproétein
(ateitur, idraeitur, leukésidin) sem ekki sjast 1 60rum stofnum og petta gaeti
verid dstzdan fyrir mismunandi smithefnigetu hvers stofns °.

Bakterian polir mjog breytt syrustigsbil eda frd um pad bil pH 4 upp i pH 9.
S. aureus er algeng eitrunarbakteria i matvaelum en yfirleitt berst hin {
matvaelin fra starfsfélki vegna pess ad ekki er vidhaft negt hreinleti &
vinnustadnum. Astzdan fyrir pvi ad bakterfan er jafn hattuleg og raun ber
vitni { matvelum er si ad p6é svo ad bakterian sjalf poli ekki mikinn hita og
drepist vid um pad bil 70-75°C pa framleidir hiin enter6toxin sem polir sudu {
allt ad 30 mindtur. Pannig ad pé svo ad bakterian sjalf drepist pa er tteitrid fra
henni enn virkt { matvaelunum. Algengast er ad bakterian finnist i kjoti og
kjotafurdum en einnig hefur hin fundist { mj6lk og mjélkurafurdum, sésum,
salotum og ymis konar budingum. Helsta leidin til ad vernda matveli gegn
bakterfunni er mikid hreinleti en einnig ma hindra ad hdn fjolgi sér {
matvaelunum med kalingu, rotvarnarefnum og lekkun a syrustigi og med pvi
ad eyda henni med gerilsneydingu .

Seinna erfGamengisskeid S. aureus byrjadi 4rid 2001 pegar birtar voru
genamengisradir tveggja stofna. Pessar upplysingar komu af stad grunni til ad
geta hafid rannsoknir & pvi ad skilja hvad genamengi bakteriunnar inniheldur
sem sagt hvada gen kodar fyrir hverju og hvada pydingu pad hefur fyrir
bakteriuna. Genamengi S. aureus inniheldur um pad bil 2600 prétein. Ad
minnsta kosti 40% af peim préteinum sem hefur verid borin kennsl 4, syna
engin likindi vid pau prétein sem vitad er hvada hlutverki hafa ad gegna {
lifverunni. Einnig virdist um 1/3 af pessum préoteinum vera einstok fyrir
bakteriuna og pvi eru pau ventanlega g6dir kandidatar fyrir mogulega nyja
smitpatti. Tjaning 4 genum sem kéda fyrir smithaefni verdur ad vera mjog

samstillt og er framkvamd af heilum her af styripréteinum ®.

6 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
7 www.ust.is/Matvaeli/Matvaelafrettir/nr/1699
8 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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2.2. MRSA

MRSA stendur fyrir methicillin resistant Staphylococcus aureus eda
methicillin polinn S.aureus. MRSA var fyrst einangrud i Bretlandi arid 1961
en er nina buin ad dreifa sér og veldur vandamalum & sjikrahisum vidsvegar
um heiminn par sem hdn er rikjandi sykill *'°. Stofninn var upphaflega
einangradur fra S. aureus sem hafdi innlimad { sig gen sem kdédar fyrir poli
gegn Ollum pencillingerdum og er oft talad um MRSA sem stperbakteriu par
sem hun hefur gen sem kéda fyrir morgum gerdum af lyfjapoli og pvi er
bakterian fjollyfjapolin''.

bPegar MRSA kom fyrst fram 4 sjonarsvidid voru stofnarnir einsleitir og
adeins fair peirra ullu fardldrum, flestir pessir stofnar voru innan
sjukrahtisanna og barust ekki ut i samfélagid. Préunin stefnir { pd attina ad
stofnarnir verda sifellt misleitari en pad kemur medal annars til vegna pess ad
bakterian hefur einstakan adlogunarhafileika og polir mjog ofgakenndar
umhverfisadstedur og & pvi mjog audvelt med ad lifa utan hysilsins. Pvi eru
komnir upp stofnar sem ganga undir nafninu CA-MRSA (e. community-
aquried MRSA) sem 4 pa vid pa stofna sem koma fram utan sjikrahtisanna og
HA-MRSA (e. hospital-aquried MRSA) fyrir pa stofna sem finnast innan
veggja sjiikrahtsanna ">,

MRSA gengur stundum undir nafninu ORSA (e.oxacillin-resistant
Staphylococcus aureus) en samt er ekki hagt ad setja sama sem merki 4 milli
pessara tveggja stofna par sem slikt pol er oftar en ekki af mjog 6likum toga.
Stofnar sem ekki eru polnir fyrir methicillin ganga undir skammstéfuninni
MSSA (e. methicillin-susceptible Staphylococcus aureus) "

Lyfjapol S. aureus er henni ekki medfatt en bakterian 6dladist pol gegn
methicillin med ad innlima mecA gen inni erfGamengi sitt en talid er ad hin
hafi fengid genid dr annarri tegund Orvera 5. Ymis gdgn benda b6 til pess ad

mecA genid flytjist & milli mismunandi staphylococcal tegunda sem og annarra

? Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001)

10 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
' http://en.wikipedia.org/wiki/MRS A

12 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
"> Ghebremedhin, B.; Kénig, B. ofl. (2006)

" http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA

15 Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001)
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Gram jdkvedra bakteria'®. Rannséknir hafa synt ad mec genid hefur stodugt
frd 4rinu 1980 dreift sér um gjorvallt genasafn S. aureus og eru uppi
hugmyndir ad pessi dreifing eigi sér mogulega stad med hjalp samsvarandi
genaflutnings (e. homologous gene transfer) .

B-lactam pol MRSA kemur til af framleidslu 4 auka PBP, sjalfgefinu PCP2”
eda PBP2a en pessi efni hafa mjog litla seekni i bindingu vid nerri 61l B-lactam
syklalyf sem eru 1 notkun. PBP2” er k6dad af mecA sem er stadsett & SCCmec
(staphylococcal cassette chromosome mec) 4 MRSA litningnum og er
stadfesting 4 mecA notud sem greiningarpréf 4 MRSA '®.

Pencillinbindandi  prétein eru naudsynleg til ad nymyndun 4
bakteriuveggnum fari fram & réttan hatt og pegar pessi prétein eru hindrud af
pencillini pa & pessi nymyndun sér ekki stad 4 réttan hatt og bakterian leysist {
sundur. PBP2a gerir bakterfunni kleift ad nymynda vegg prétt fyrir ad pencillin
sé til stadar { umhverfinu sem sagt vegna litillar s&ekni préteinsins i pencillinid
pa nezr pencillinid ekki ad vinna sitt verk og bakterian getur haldid afram ad
fjolga sér 9.

Sumir stofnar af S. aureus oftjd ensimid p-lactamase (pencillinasa) *° og geta

2l og stundum verid

pess vegna virst vera polnir fyrir oxacillin (ORSA)
lagpolnir gegn methicillin, pratt fyrir ad vera mecA neikvedir. Fundist hafa
jadarstofnar af methicillinpolnum S. aureus en pessir stofnar framleida PBP1
og PBP2 sem eru med breytt methicillin binditengsl og offramleida PBP4. Vid
rannsOknir 4 nukle6tidrod PBP2 gensins 1 pessum stofnum fannst
punktstokkbreyting narri pencillinbindimétifi transpeptiddasans (e. penicillin-
binding motif of transpeptidase). Frekari rannsOknir 4 stokkbreytta PBP2
leiddu i 1j6s minnkandi s@&kni i methicillin og aukna losun 4 bundnu
methicillin frd PBP2 *.

Fjoldi sykinga og dédnartidni sem rekja md til MRSA hefur verid erfitt ad

meta og ekki eru til ndkvaemar tolur um pad en herri danartidni vegna

'® Ghebremedhin, B.; Kénig, B. ofl. (2006)

' Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001)
'8 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003)

" http://en.wikipedia.org/wiki/MRS A

20 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003)

! http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA

*2 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003)
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kerfisbundinna MRSA sykinga er 1jés **. Nokkrar stadreyndir eru p6 4 hreinu
og par & medal ad legusjuklingar sem eru syktir af S. aureus dvelja ad
medaltali prisvar sinnum lengur 4 sjuikrahtsi en adrir og eru i fimmfalt meiri
hattu 4 ad deyja 4 medan 4 dvol peirra stendur #,

Hingad til hafa syklalyfin vancomycin og teicoplanin verid notud gegn
MRSA sykingum en betta eru glyképeptid syklalyf ». Teicoplanin er
byggingarlega séd mjog likt vancomycin med svipad virknisvid en lengri
helmingunartima. Upptaka efnanna vid inntoku er litil sem engin og pvi eru
lyfin gefin i @3 undir strongu eftirliti til ad koma 1 veg fyrir kerfisbundnar
sykingar. Pvi midur er petta ekki eini gallinn & pessum lyfjum. Pau virka
heldur ekki eins vel og antistaphylococcal pencillin & bord vid methicillin og
nu er svo komid ad komnir eru fram stofnar af MRSA sem eru polnir gegn
pessum lyfjum (VISA eda vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus)
2027 b6 birti adeins til { mai 4rid 2006 pegar visindamenn hji Merck
Pharmaceuticals sendu fra sér ad peir hefdu uppgotvad nyja gerd af syklalyfi,
platensimycin, og ad lyfid gefi gédan arangur { bardttunni vid MRSA. Adrar
adferdir sem hafa gefid eda virdast ®tla gefa venlegan drangur 1 barattunni vid

MRSA eru notkun 4 hrdum hunangsumbddum, médkum og bakterfuveirum >*.
2.3. Lyfjapol

Lyfjapol 1 S. aureus var 1itid sem ekkert pekkt pegar pencillin kom fyrst 4
markadinn 4rid 1943 en pad 4tti eftir ad breytast. Arid 1950 var 40% af 6llum
S. aureus stofnum sem voru einangradir 4 spitdlum ordnir 6n@mir fyrir
pencillini og 4rid 1960 var hlutfallid komid upp { 80%. Nu er S. aureus ordinn
onemur fyrir fjoldanum 6llum af syklalyfjum og sem demi mé nefna ad {
Bretlandi eru adeins um 2% af einangrudum stofnum af bakteriunni vidkvamir

fyrir pencillin ¥

> Ghebremedhin, B.; Konig, B. ofl. (2006)

* http://en.wikipedia.org/wiki/MRS A

% Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005)
26 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)

7 http://en.wikipedia.org/wiki/MRS A

* http://en.wikipedia.org/wiki/MRS A

* http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
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bol S. aureus gegn pencillini fest vegna framleidslu & ensiminu pencillinasa
(form af P-lactamasa) en ensimid brytur nidur PB-lactam hring pencillin
sameindarinnar, annarrar kynslédar pencillinlyf 4 bord vid methicillin eru {
flokki svokalladra pencillinasa-polinna syklalyfja. Pol gegn methicillin kemur
til vegna mecA gensins sem ad kodar fyrir breyttu pencillinbindipréteini
(PBP). Petta breytta protein hefur minni sekni 1 bindingu vid B-lactams efni 4
bord vid pencillin, methicillin, carbapenems og fleira og veldur pannig éna&mi
gegn Ollum B-lactam syklalyfjum. Glyképeptidpol kemur til vegna yfirtoku a
vanA geninu. Genid kemur fra Entercoccus og pad kédar fyrir ensimi sem
framleidir valvirkt slimpeptid (e. peptidoglycan) en vancomycin binst ekki vid
pad 3031,

Methicillin kom & markadinn arid 1959 og var fyrsta syklalyfid sem var
notad gegn pencillin 6n@mum S. aureus en Adam var ekki lengi { paradis pvi
adeins tveimur darum seinna kom fram fyrsta tilfellid af MRSA. Pratt fyrir ad
fyrsta tilfellid af MRSA hafi komid fram 1961 var erfitt ad finna bakteriuna
jafnvel 4 sjikrahisum pangad til skyndilega arid 1990 vard sprenging { tiOni
MRSA 4 sjikrahisum og nd er MRSA landleg 4 flestum sjikrahdsum vida

um heim *.
2.4. Vancomycin

Vancomycin glycopeptid syklalyf sem
hefur verid notad sidast 1idin 30 ar sem
fyrsta medferd gegn alvarlegum ifarandi
sykingum af voldum MRSA 3
Glyképeptid syklalyf virka pannig ad pau
* bindast vid D-Ala-D-Ala svadi 4 lipid II-

tengt slimpeptid forvera sem er i myndun.

Med pessari bindingu hamla pau fj6llidun

Mynd 2. Vancomycin a fjolsykrukedjum {1 bakterfuveggnum og

% http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
3! Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003)

32 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
33 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006)
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par af leidandi krosstengslum peptidhluta slimpeptidsins **.

Pvi midur eru p6 nokkud morg vandamal sem fylgja pessum syklalyfjum
eins og ad pau verdur ad gefa { ®&d, pau eru eitrud og fylgjast verdur grannt
med dhrifum peirra med blédsynum. Einnig veldur pad dhyggjum manna ad
lyfid neer ekki ad fara ndégu djupt inn i sykta vefinn en slikt getur haft
alvarlegar afleidingar sérstaklega pegar um er ad ra@da sykingar i heila,
heilahimnu eda hjartapeli. Ekki er ®tlast til ad 1yfid sé notad gegn S. aureus
sykingum ef stofninn er n&@mur fyrir methicillin par sem ad titkoman ur pvi er
lakari medhondlun gegn sykingunni *°.

Vegna pess ad moguleiki er 4 ad MRSA muni préa med sér énemi gegn
vancomycin hefur CDC (Centers for Disease Control) gefid ut
vidmidunarreglur um hvernig 4 ad nota vancomycin. I tilvikum par sem tidni
MRSA sykinga er ha pa ma nota glycopeptid syklalyf a4 bord vid vancomycin
pangad til ad sykingarvaldurinn hefur verid fundinn. Pegar og ef stadfesting
verdur 4 ad um s€ ad reda sykingu af voldum stofns sem ekki er methicillin
6nemur pd ma breyta lyfjagjofinni yfir { B-lactam syklalyf eda jafnvel
pencillin ef pad 4 vid *°.

bol gegn vancomycin uppgdtvadist { enterococci arid 1988 og arid 1992
syndi Noble CW. fram 4 ad pol-genin (vanA og vanB) geta flust yfir { adrar
bakeriur par & medal S. aureus. Lekkandi nemni MRSA fyrir vancomycin
stefnir i heilsufars vandamal. Arid 1997 var tilkynnt frd Japan um fyrsta
stofninn (MU 3) sem var med skerta neemni fyrir vancomycin og teicoplanin.
Framan af hafa prir stofnar af VRSA (vancomycin resistant Staphylococcus
aureus) verid einangradir Ur sjiklingum { USA 37,

VISA (e. vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) var {fyrst
audkenndur 1 Japan arid 1997 en hefur eftir pad fundist vidsvegar um heiminn.
Stofninn gengur einnig undir nafninu GISA (e. glycopeptide-intermediate
Staphylococcus aureus) sem gefur til kynna ad hann sé¢ 6nemur fyrir 6llum

glyképeptid syklalyfjum .

34 Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005)
% http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

3 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

37 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006)

3 http://en.wikipedia.org/wiki/Vancomycin-resistant_Staphylococcus_aureus
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bPegar VRSA er skodud sjast nokkrar svipgerdabreytingar 1 stofninum par 4
medal; minni kélonfur, ha&gari vaxtarhradi, sterra pvermal frumanna, pykknun
i frumuvegg, aukin nymyndun { frumuvegg, aukin samruni 4 N-acetyl inni
frumuvegginn og minnkud namni fyrir lysostaphin ¥ Pessi pykknun a
frumuveggnum er talin geta valdid pvi ad vancomycin getur ekki drepid

bakterfurnar *°.

2.5. Methicillin

_O%H, Methicillin er sértekt B-lactam syklalyf af
pencillingerd og var pad fyrsta Iyfid 4

H H
-N =
Hch" / i S markadinn gegn sykingum af vOldum
0]
y M._‘h_:/>< pencillinpolins S. aureus. Hatt er ad
o
J~o

nota lyfid i kliniskum tilgangi og hafa lyfin

flucloxacillin og dicloxacillin leyst pad af
Mynd 3. Methicillin

holmi ad mestu leyti en lyfid er notad {
visindalegum tilgangi til ad meta lyfjapol { bakteriurektum. Skilgreiningin
MRSA er sidan notud til ad lysa stofnum af S. aureus sem eru 6namir fyrir
6llum pencillinum *'.

Methicillin hefur ahrif 4 nymyndun bakteriuveggjarins, pad hamlar myndun
a4 krosstengslum 4 milli linulegra slimpeptid fjollidakedja sem eru
adalbyggingarefni i bakteriuvegg Gram jdkvedra bakteria. Homlunin felst {
pvi ad methicillinid binst vid og balir algjorlega nidur transpeptiddasa ensimid
sem ad sér um ad mynda krosstengslin 4 milli peptidanna {
slimpeptidmynduninni. ~Methicillin og O6nnur f-lactam syklalyf eru
byggingarlegar hlidstedur af D-alanyl-alanin. Transpeptiddasa ensim sem ad
bindast peim eru stundum kollud PBPs  (e. pencillin binding proteins) **.

Methicillin er énemt fyrir f-lactamasa (penicillinase) ensimum sem ad
margar pencillinpolnar bakteriur seyta fra sér. Pad sem gerir lyfid énemt fyrir

B-lactamasa er dimethoxyphenyl hoépur sem er fastur vid hlidarkedju

3 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006)

40 Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005)
*! http://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin

* Gladwin, M; Trattler, B. 2004
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karbonylh6psins en pessi ensim eru frekar 6polin gegn hlidarkedju ramlegrar
hindrunar. Vegna pessa hops 4 hlidarkedjunni getur methicillin og slik lyf
bundist vid PBPs og hamlad myndun & krosstengslum 4 milli slimpeptida an
pess ad verda fyrir dhrifum af B-lactamasa s,

Vegna pess ad Iyfi0 er Ostodugt i narveru magasyra med
nidurbrotshelmingunartima uppa fimm mindtur vid pH 2 verdur ad gefa lyfid {

&0 { peim tilvikum sem pad er ennpd notad { lekningaskyni .

2.6. Gentamicin

i Gentamicin er amindglykosid syklalyf sem er notad

gegn fjolmorgum bakterfusykingum sérstaklega peim
il sem eru af voldum Gram neikvadra bakteria, fyrir utan
h sykingar sem eru af voldum Neisseria gonorrheae,

“f'|_|u Neisseria meningitidis eda  Legionella pneumophila.

Vi 4 Contamicin Lyfid virkar pannig ad pad binst 30S byggingareiningu

a bakterfuribéséminu og veldur pannig truflun & prétein
nymyndun. Gentamicin er eitt af faum syklalyfjum sem er hitastodugt og helst
pad virkt jafnvel eftir autoklaveringu en pessi eiginleiki gerir 1yfid dkaflega
gagnlegt { undirbiningi 4 dkvednu Orveruzeti s,

Lyfid virkar ekki ef pad er tekid inn vegna pess ad pad er frasogad i
smapormunum og fer padan i gegnum portedina til lifrar par sem pad er gert
ovirkt. bvi parf ad gefa pad 1 gegnum &9, vodva eda a stadbundinn hatt likt og
onnur amindglykosio . bvi midur eru &ll amindglykdsid eitrud fyrir
skynfrumur { eyrum og er gentamicin vestibulotoxin. Lyfid getur pess vegna
stundum valdid varanlegum missi 4 jafnvagisskyni sem kemur til af skada sem
lyfid veldur 4 vestibularkerfinu { innra eyra. Einnig hefur pad komid fyrir ad
lyfid valdi skertri heyrn eda jafnvel algjoru heyrnarleysi en pa hefur
sjiklingurinn yfirleitt gengist undir lyfjamedferd i tvaer vikur eda lengur /.

Astedan fyrir pvi ad gentamicin getur valdid skada 4 heyrn er si ad sumir

* http://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin

* Mitscher, L.A. 2002

* http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin

*® http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin

4 Black, F. Owen; Dobie, Robert A.; Pezsnecker, Susan C.; Stallings, Valerie L. (2006)
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einstaklingar eru med skadlausa stokkbreytingu & RNA { hvatberum. Pessi
stokkbreyting hefur engin dhrif 4 einstaklinginn nema ef peir purfa ad gangast
undir gentamicin lyfjamedferd pvi ad stokkbreytingin veldur pvi ad lyfid getur
haft dhrif 4 frumurnar { likama einstaklingsins og pa eru frumurnar i eyrum

sérstaklega vidkvamar *°.
2.7. Proteinmengjagreining

Préteinmengjagreiningu er hagt ad skilgreina sem eiginlegan og
magnbundinn samanburd 4 genamengjum vid mismunandi adstedur til ad
skilja pau frumugangvirki sem liggja ad baki liffredilegum ferlum lifverunnar
4 eda rannsoknir 4 heilu genamengi eda hlutmengjum pess en préteinmengid
nar yfir allar tjadar genaafurdir { frumunni eda vefnum & akvednum tima vid
dkvednar adstedur. Med ad greina préteinmengi lifveru vid dkvednar adstedur
ma fa g6da mynd af pvi i hvada dstandi hin er og einnig er hegt ad sja hvernig
lifefnafredileg ferli hennar breytast vid mismunandi 4reiti til demis pegar
breytt er um fedu. Pessar upplysingar geta sidan nyst okkur vid ad finna leidir
til ad hamla eda auka dkvedna afurdaframleidslu og einnig til ad skilja betur
lifsmynstur lifverunnar °*°'.

Upphaflega var svid préteinmengjagreiningarinnar ad skra préteinmoégnud
fruma og vefja en nd nar greinin yfir morg svid medal annars kerfisbundnar
rannsoknir 4 préteinbyggingu, tjdningu, samverkun, virkni, fellingar, hreinsun
og byggingar genamengja 4 samsida skala. Pess vegna er haegt ad hluta
ndlganir préteinmengjagreiningarinnar nidur i sex hluta (Mynd 5); tjaning
proteinmengja, samverkun proteina, virkni préteinmengja, byggingar
genamengja, rannsoknir 4 markpréteinum (e. proteome mining) og breytingar

4 préteinum eftir pydingu  (e. post- translational modifications) .

*® http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin

# Carbonaro, Marina. (2004)

%0 http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf

51 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
52 Carbonaro, Marina. (2004)
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Mynd 5. Hin sex svid proteinmengjagreiningarinnar

Astedan fyrir miklum dhuga 4 préteinmengjum er medal annars vegna pess
ad pau gefa okkur meiri skilning 4 lifverunni heldur en genamengi. Pegar vid
skodum préteinmengi pé sjaum vid adeins tjaningu 4 peim genum sem lifveran
parf ad nota vid dkvednar umhverfisadstedur 4 dkvednum timapunkti sem sagt
adeins hluti af genamenginu er virkur vid hverjar adstedur. Pau prétein sem
vid sjaum 1 hverju préteinmengi eru pvi framleidd i ndkvamu og vel adlogudu
magni og sidan flutt til peirra stada sem pau eru notud, hvort sem pad er innan
frumunnar eda utan hennar >°.

Nokkrar astedur eru fyrir pvi hvers vegna ekki er hagt ad lesa beint tt ur
genamengjum hve mikil framleidsla 4 proteinum & sér stad. Pessar astedur
koma til af fjérum meginatridum; { fyrsta lagi pa er adeins hagt ad meta pad
groflega hvad umritun gena gefur mikid magn af efni sem er pytt yfir { prétein
en pad er vegna pess a0 mRNA er oft framleitt { miklu magni en sumt af pvi er
brotid nidur eda hefur afkastalitla pydingu sem kemur pa fram 1 pvi ad ekki er {
raun framleitt eins mikid af préteini og magn af mRNA gefur til kynna. [ 68ru
lagi verda sum proétein fyrir efnafreedilegum umbreytingum eftir pydingu sem
hafa ahrif 4 virkni peirra til demis eru sum prétein 6virk pangad til ad pau eru
fosforlerud. I pridja lagi pd gefa margar umritanir fleiri en eitt prétein en pad

gerist vegna mismunandi splesinga og efnafredilegra umbreytinga eftir

53 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003).
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pydingu. Ad lokum, p4 mynda moérg prétein komplexa vid onnur prétein eda
RNA sameindir og virka pess vegna adeins { nerveru pessara sameinda >* .
Flest protein virka i samstarfi vid Onnur prétein og eitt markmid
préteinmengjagreiningarinnar er ad komast ad pvi hvada protein starfa saman.
Nokkrar adferdir eru til ad kanna samstarf préteina en algengasta adferdin er
(veast) two hybrid screening en nyrri adferdir eru medal annars préteinorflogur
(e. protein microarrays), immunoaffinity chromatography followed by mass

7

spectrometry og blanda af adferdum 4 bord vid bakteriuveirusynd og
tolvunarfraedilegaradferdir °% .

Hid klassiska ferli vid préteinmengjagreiningu samanstendur af tvidovidum
rafdretti 4 préteinmengi (e. 2-dimensional electrophoesis) og kennigreiningu 4
einstokum préteinum med massagreiningu a trypsin-nidurbrotspeptidum peirra
(Mynd 6). Petta ferli er afkastamesta og &reidanlegasta ferlid innan
préteinmengjafredinnar en pad kemur helst til af pvi ad adferdin er tiltolulega
einfold, gefur mjog gdéda upplausn en greina ma pusundir préteina 4 sama geli
og ndkvaem massadkvordun 4 peptidum leidir til tiltdlulega druggrar greiningar

4 proteininu > 7.

MS/MS sequencing ‘ ‘ ‘ H
I

Mynd 6. Hid klassiska ferli proteinmengjagreiningar

>* Cash, Phil. (2002)

> http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics

*% http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics

7 http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf

$Carbonaro, Marina. (2004)

59 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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Hin svokallada klassiska adferd hefur verid { préun frd pvi 4 sjounda aratug
sidustu aldar en hin var upphaflega préud af Patrick O Farrell. Adferd Patrick
beitir fyrst jafnhledslustillingu (e. isoelectric focussing) en par er sululaga geli
komid fyrir { rafsvidi og préteinsynid lagt 4 siluna dsamt burdar-amfolytum (e.
carrier ampholytes), vid petta adskiljast proteinin eftir nettéhledslu. Sululaga
gelid er sidan lagt 4 kantinn & p6lyakrylamid gelplotu og hledslustillt préteinin
rafdregin, utkoman verdur sidan tvivitt kort par sem ad préteinin eiga ad
mynda depla frekar en bond. Sidan er hegt ad gera deplana synilega til demis
med litun med Coomassie blue eda silfurlitun og svo kemur geislamerking lika
til greina. Hegt er ad meta sjénrent med toluverdri ndkvemni magn
préteinanna en pad endurspeglast i ba&di sterd deplanna og litstyrk peirra.
Adferdin hefur litid breyst og er ad mestu leiti eins nema betri taki eru komin
til sogunnar og purrkadar, pH-stilltar IPG gelremur hafa leyst silugelid af .

Til ad hegt s€ ad greina préteinin nanar og tengja pau vid lifedlisfraedi
lifverunnar pd parf ad tegundagreina pau. Ahugaverdir préteindeplar sem sjdst
a gelplotunni eru pd skornir ut, meltir med hentugum préteasa til demis
trypsini og peptidin sem pa fast eru greind med massagreini. MALDI-TOF
massagreining er algengasta adferdin vid massagreiningu peptida en i stuttu
mali pa virkar hin pannig ad peptidin eru bundin vid matrixu smérra UV-
gleypandi lifrenna efnasambanda. Peptidin eru sidan jonud med Orvun fra
leysigeisla vid oOrvunarbylgjulengd matrixuefnasambandsins. Eftir petta er
peptidunum hradad i rafsvidi inn { ror par sem ad sviftimi og massi peirra er
maldur. Pannig fest peptidmassarof/peptidmassafingrafar (Mynd 7) fyrir
hvert prétein sem var skorid ut ur gelplotunni. Ro6fid er sidan nytt til
tegundagreiningar med ad leita ad pvi 1 gagnabonkum svo sem Swiss Prot en
pessir bankar innihalda melda og/eda afleidda peptidmassa. Bankarnir eru
Ollum opnir 4 Netinu og er haegt ad leita { peim med videigandi forritum sem

allir hafa adgang ad 61.62,

% http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf
®! http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf
62 Carbonaro, Marina. (2004)
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Mynd 7. Peptidmassardf préteins ur lifrarpréteinmengi regnbogasilungs

Pad er lika hagt ad rannsaka préteinblondur d4n undanfarandi adskilnadar.
Slik ferli hefjast 4 pvi ad préteinin eru melt 1 efnablondu. Peptidin sem koma
ut dr meltingunni er sprautad & HPLC silu (e. high pressure liquid
chromatography column) sem adskilur peptidin eftir vatnsfalni. Peptid sem
skolast af sulunni er hagt ad greina med tvimassagreiningu eda MS/MS.
Fyrsta stigid { MS/MS adskilur peptid jonirnar og seinna stigid brytur peptidin
i mola og notar sundrunarmynstrid til ad meta amindsyruradir peirra 63,

Morg mismunandi prétein eru i hverri lifveru og pau eru misjafnlega
adgengileg fyrir préteinmengjagreiningaradferdir. Genamengismynstur sem
treysta 4 pH-stigul frd 4 til 7 syna adeins sterstan hluta af frymispréteinum
(e. cytoplasmic proteins). Alkaline gelkerfi (upp ad pH 12) eru naudsynleg til
ad nd basiskari préteinum en pessi kerfi eru teknilega krefjandi og stadfesta
yfirleitt adeins prétein med rathvarfspunkt upp 4 um pad bil 9,5-10. Morg
protein  eru stadsett & yfirbordi frumunnar eda jafnvel seytt ut {
utanfrumurymid. Pessum fjérum gerdum af préteinum er hagt ad nd med 2DE
en innri himnuprétein med margpettum himnuhlodnum svaedum (e.
membrane-spanning domains) sleppa oft framhja 2-DE vegna pess ad pau eru
nattirulega vatnsfelin o4,

Oll adferdafrzdi { sambandi vid préteinmengjagreiningu pegar 2DE er notad

verdur erfidari pegar um er ad reda Gram jakvadar bakteriur en pad kemur til

% http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics
64 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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af pvi ad slimpeptid og himnubrot peirra eru oftar en ekki mengud med
frumupéttum. Einnig eru mjog stér eda mjog litil prétein og prétein sem eru {
litlu magni oftast ekki tekin inni préteinmengjarannséknir par sem 2DE-
adferdafredin er notud. Adrar adferdir eins og til demis ,,application of zoom
gels, low- or high-percentage gels* eda ,,chromatographic prefractionation“
hafa pvi verid notadar til ad f4 vidari upplysingar um genamengi lifvera ©.
Pratt fyrir ad 6llum ofantdldum adferdum veri beitt leyfir lifedlisfredi
frumunnar pad ekki ad haegt sé ad na 6llu proteinmenginu { einni tilraun par
sem tjaning 4 sumum genum r&edst af umhverfisadstedum og eru pessi gen pvi
pogul alveg par til ad fruman lendir 1 peim sérstoku umhverfisadstedum sem
ad kveikja 4 genunum. P6 ekki sé hagt ad sja allt proteinmengid { einni tilraun
er mjog gott ad buda til vidmidunar préteinkort en slik kort eru yfirleitt gerd
eftir frumum sem buid er ad raekta vid "stadladar adstedur". Sidan er hagt ad
rekta frumurnar undir 6likum umhverfisadstedum og sja préteinframleidslu

sem verdur til vid tjdningu 4 genum sem eru bzld vid stadladar adstzdur .

2.8. Tviviour rafdrattur

Tvidvidur rafdrattur eda 2-DE (e. two-dimensional gel electrophoresis) er
mikid notadur { préteinrannséknum par sem ad adferdin sem er ordin mjog fost
fyrir { heimi visindanna, hefur gefid mjog gédar nidurstodur. Rafdrattinum
fylgir sidan greining 4 préteindeplunum med MALDI-TOF-MS eda 6drum
MS-adferdum sem skila upplysingum um hvada prétein er ad reda. Pessar
upplysingar er sidan hagt ad tengja vid vidkomandi genamengisradir
lifverunnar ®'.

Tvividur rafdrittur hefst 4 einvidum rafdretti préteinanna yfir 4 IPG-
gelreamu, proéteinin eru sidan rafdregin 1 90° (160rétt) af remunni yfir a
gelplotu og pa erum vid komin med tvivitt préoteingel. IPG-remur hafa aukid
g&di & 2DE sem um munar med pvi ad bata greiningu 4 préteinunum, bata
endurtekningahefni (e. reproducibility) og auka pad magn af syni sem

hagt er ad hlada 4 eitt gel { einu. [ einvida rafdrattinum eru préteinin rafdregin

65 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
66 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
67 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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eftir rafthvarfspunkti (e. isoelectric point) en i seinni rafdrettinum eru pau
rafdregin eftir massa. Pad ad préteinin eru rafdregin eftir tveimur mismunandi
pattum pé er mjog 6liklegt ad einhver prétein hafi pessa tvo patti sameiginlega
og geti pvi rafdregist 4 sama hétt. Pess vegna dreifast préteinin eftir hledslu a
plétuna og vid faum einn depil fyrir hvert einstakt prétein *%°.

Til ad hagt sé ad adskilja prétein eftir rathvarfspunkti 1 fyrri rafdrettinum
pa er notadur pH-stigull og rafstraumur. Rafstraumurinn veldur pvi ad annar
endi gelsins verdur meira plishladinn en hinn endinn. Pegar straumnum er
hleypt 4 gelid pa verda oll prétein hladin 4 6llum pH-stigum nema 4 sinum
rathvarfspunkti. Ef préteinin eru jakvett hladin pa dragast pau ad negativa
hluta gelsins og 6fugt. Préteinin hreyfast sem sagt um gelid eftir hledslu og
safnast saman 4 rafhvarfspunktinum sinum par sem ad pau hafa hledsluna 0 0,

Adur en préteinin eru adskilin eftir massa { seinni rafdrattinum eru pau
medhondlud med sodium dodecyl sulfat (SDS) og 6drum efnum. SDS veldur
edlissviptingu 4 préteinunum (vindur ofan af peim svo pau verda bein) og
bindur SDS-sameindir vid préteinin { hlutfalli vid lengd peirra. Lengd préteina
og massi peirra er hlutfallslega sd sami og pvi er hagt ad segja ad SDS-
sameindirnar bindist vid proéteinin eftir massa peirra. SDS gerir préteinunum
kleift ad ferast eftir gelplotunni { seinni rafdrettinum pegar ad straumi er
hleypt & og veldur pvi ad jafnhledslupunktur préteinanna er ndnast sa sami
pannig ad proéteinin dragast 6ll ad plashlid gelsins. Nuningsmétstada 1 gelinu
virkar eins og sigti sem veldur pvi ad eftir pvi sem proteinin eru sterri pvi
styttra komast pau nidur gelid. Vid fdum bvi gelplotu par sem sterri proteinin

eru efst 1 gelinu og svo sma minnka pau nidur gelid (Mynd 8) "

% http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis
% Carbonaro, Marina. (2004)

7 http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis
! http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis
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Mynd 8. 2DE gel af védva ur mus

begar buid er ad rafdraga 1 annad sinn parf ad gera préteindeplana synilega 4
gelplotunni en til pess eru nokkrar adferdir. Mest eru notadar litunaradferdir
par sem gelin eru litud med silfri eda coomassive blue R250 eda G250. bPegar
silfurlitun er notud pa er silfurkvodulausn (e. silver colloid) latin pekja
gelpldtuna en silfrid bindst vid cystein hdpa innan préteinanna. Silfurliturinn
er sidan dekktur med ad setja gelid undir ultra-fjélublatt 1j6s. Magn
préteinanna endurspeglast svo {1 litastyrk og sterd deplanna. Litun med
coomassive blue fer fram & svipadann hétt en gelplatan er latin liggja {
litablondunni en gelid er sidan aflitad med vatni. AJ aflitun lokinni hfum vid
glert gel med blaum préteindeplum 4 og likt og pegar um silfurlitun er ad
reeda pa endurspeglast magn préteinanna { litstyrk og sterd deplanna '~

Ef préteinin hafa verid medhondlud med fldorsent lit pa er hegt ad meta
magn peirra 4 gelinu eftir rafdratt med myndavél sem er fliornem. Pad sama

er ad segja ef préteinin hafa verid geislamerkt en pa er hagt ad nd mynd af

" http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis
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gelinu 4 sérstaka filmu og myndinni er sidan komid yfir 4 sjonrent form med

fosférmyndgreini  (e. phosphoimager) .

2.9. MALDI-TOF

MALDI-TOF-MS (e. matrix-assisted  laser
: _ desorption-ionization time-of-flight mass
spectrometry) er greiningartekni sem er mikid notud
i proteinmengjagreiningu. Taknin er 16ngu buin ad
sanna sig sem Oflugt teki til ad leysa liffredileg
vandamal, greina prétein og peptid og pykir henta
vel { rannséknum 4 utdrattum dr orverum ', Pegar
dhugaverdir proteindeplar sjast 4 gelplotum er hagt

ad skera p4a ut og melta med ensimum til demis

trypsini pannig ad vid stondum uppi med peptid.
Mynd 9. MALDI-TOF . s
Peptidin eru sidan greind . (Mynd 10)

PROTEIN IDENTIFICATION BY MASS SPECTROMETRY

GEL DATABASE

TRYPSIN l l (THEQRETICAL)

= G38,1 === B12,6 -~ G648,5 «w=~3514,2
MASS —1272,5 - 1432,3 ewel271,7 —=+2837,1

SPECTRO- wp 4026 wwrw3127,1 o 4032 W™ 2639
METRY

= 2978,9 me 0DG,8——2976,3 ™= 1474
= §83,2 = 7024 =~ 8826 ==1423,7
m~ 1649 = 3641 =~ 4906

~we2748,2 == 5489 = 142,3

31288 == 640,8

COMPARE |

L
‘@} Is IDEN{I'I;CAL T0 @

PROTEIN IDENTIFICATION

Mynd 10. Préteingreining med MS

73 Carbonaro, Marina. (2004)
74 Fox, A.J.; Jackson, Kathryn A.; Edwards-Jones, V.; Sutton, C.W. (2005)
75 Carbonaro, Marina. (2004)
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begar verid er ad greina peptidin pa eru pau sett 4 matrixu sem veldur pvi ad
pau mynda kristalla. Leysigeisla er beint 4 matrixuna og breytileg spenna er
notud til ad skjota jonunum daleidis ad nema. Sa timi sem tekur hverja jén ad
komast ad nemanum fer eftir massa jonarinnar sem sagt pvi meiri massi pvi
lengri tima tekur pad jonina ad komast ad nemanum. MALDI-TOF getur
einnig vikid fra jonunum med rafgildum endurkastara (e. electrostatic
reflector) en pa fara jonirnar ad nema nimer tvo sem getur metid med mjog
mikilli ndkvaemni massa hverrar jonar. Pessar ndkve@mu massamalingar geta
leitt 1 Ij6s ndkvema efnasamsetningu peptidanna og par af leidandi um hvada
peptid er ad reda '* 7.

Matrixan samanstendur af kristolludum sameindum en vid val 4 efnum sem
nota 4 { matrixur parf ad hafa nokkur atridi { huga; sameindirnar purfa ad hafa
lagan sameindamassa til ad hindra ekki uppgufun en samt vera pad storar ad
per gufi ekki upp 4 medan 4 undirbining synanna stendur eda 4 medan paer
standa 1 litréfsmalinum (e. spectrometer). I 6dru lagi purfa paer ad vera strar
til ad standa undir pvi ad vera préténugjafar. I pridja lagi verda peaer ad geta
gleypt UV-1jés til ad geta gleypt 1 sig geislun frd leysinum. Ad lokum verda
peer ad hafa skautada hépa til ad hagt sé ad nota peer { vatnslausnum ">7°.

Matrixlausnin er blondud vid synid. Lifreni leysirinn gerir vatnsfeelnum
sameindum kleift ad leysast upp i lausninni 4 medan ad vatnid i lausninni gerir
slikt hid sama fyrir vatnsleysnu sameindirnar. Blandan er sidan blettud yfir 4
MALDI plétu og leysunum breytt i gufu. Eftir situr endurkristéllud matrixa
sem inniheldur synasameindirnar sem eru dreifdar vidsvegar um kristallana *.

MALDI teknin var fundin upp 4rid 1985 af Franz Hillenkamp, Michael
Karas og adstodarmonnum peirra. Peir fundu it ad audveldara var ad jona
amindsyruna alanin ef henni var blandad saman vid amindsyruna tryptéfan og
geislud med 266 nm leyser. Tryptéfan amindsyran drakk i sig orkuna dr
leysinum sem hjalpadi til vid ad jona alaninid sem drekkur ekki { sig orkuna.
Gridarlegur 4rangur nddist 4rid 1987 pegar ad Koichi Tanaka og

samstarfsmenn hans notudu "extra fina malm/vokva matrixu adferd" en pessi

"®Carbonaro, Marina. (2004)

"7 http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics
8Yates, John R. (1998)

7 http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF
% http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF
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adferd sameinadi 30 nm kdbaltagnir 1 glyserdli med 337 nm nitrégenleysi fyrir
jonunina. Med pvi ad nota pennan leysi og matrixblonduna tékst peim ad jona
lifsameindir svo stérar sem 34,372 Da prétein 81,

Pad hvernig synin eru unnin er mikilvegur pattur { pvi hve g6d syni vid
fium tr MALDIL. Olifreen solt sem eru partur af préteindrdrattinum hafa dhrif
a jonunarferlid. Soltin eru fjarlegd med til demis dsogsadferd eda med pvotti {
vatnslausn. Badar pessar adferdir geta einnig fjarlegt onnur efni dr syninu.
Onnur atridi sem einnig geta haft dhrif 4 gdi og 4dreidanleika svaranna sem
vid faum dr MALDI eru medal annars; tof & milli leysiskota, tof a
hrodunarkraftinum, bylgjulengd leysirsins, orkupéttleiki leysirsins og
hogghorn leysirsins 4 skotmarkid 2.

St6dlud adferd fyrir greiningu & MRSA med MALDI var birt { byrjun arsins
2005 af Kathryn Jackson, V. Edwards-Jones, C.W. Sutton og A.J. Fox 8,

2.10. Kerfaliffraeoi

Kerfaliffredi er hugtak sem er notad vidsvegar { lifvisindaheiminum en pad
er po tiltdlulega nytt af ndlinni. Einn frumkvodull kerfaliffredinnar Denis

Noble lysti kerfaliffredinni 4 pennan hatt:

Systems biology...is about putting together rather than taking apart,
integration rather than reduction. It requires that we develop ways of
thinking about integration that are as rigorous as our reductionist
programmes, but different....It means changing our philosophy, in the full
sense of the term. (bls 21).

Kerfaliffredi beinir sjénum sinum ad kerfisbundnum (e. system-level)
skilning 4 liffreedilegum kerfum. Pad ad geta lyst dyrum og 6drum lifverum 4
kerfisbundinn hatt hefur verid draumur margra i langan tima en framan af var

ekki moguleiki & pvi ad lysa lifverum nema 4 fyrirberafredilegan hatt

8 http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF
82 http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF
83 Fox, A.J.; Jackson, Kathryn A.; Edwards-Jones, V.; Sutton, C.W. (2005)
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(e. phenomenological) par sem sameindaliffredin var adeins stutt a veg
komin **.

A sidast 1idnum drum hefur visindunum fleygt fram og hafa lifvisindamenn
adferdir sem hafa ordid til pess ad afkastageta innan lifvisindanna hefur
margfaldast. Ut frd pessari auknu afkastagetu vard kerfaliffradin til en pessari
nyju grein var @tlad ad taka saman pekkingu & hinum ymsu kerfum og
hvarfardsum lifefnafraedinnar til ad fa heildstett yfirlit yfir hverja lifveru a
akvednum timapunkti 8

Kerfaliffredin byggir pannig 4 grunni tveggja framfara { heimi
sameindaliffreda og lifefnafreda. Annars vegar eru pad haafkasta-adferdir til
Oflunar og drvinnslu gagna er varda tjdningu gena en slikar adferdir gefa ur
einni tilraun yfirlit yfir 61l tjad gen lifveru og med einfoldum samanburdi er
haegt ad sja hvada gen eru tjad vid hvada adstedur og hvort munur sé a
tjdningarmagni einstakra gena og genahdépa 4 milli adstedna. Hinn hluti
grunnsins sem kerfaliffredin byggir & er 6ll radgreiningarvinnan sem hefur
verid framkvemd 4 lidnum drum. Segja ma ad erfdamengid sé dtgangspunktur
kerfaliffredanna pad er ad segja partalisti lifverunnar en & pessum lista ma
finna lysingu 4 6llum hennar bygginareiningum og peim tekjum og télum sem
hin hefur yfir ad rdda. Parna mé einnig finna allar par upplysingar um hvad
lifveran parf 4 ad halda til ad geta stjornad genatjaningu sinni. Kerfalifredinni
er medal annars @®tlad ad segja til um hvad lifveran er ad gera hina og pessa

stundina og hvernig hin mun bregdast vid til deemis umhverfisareiti *°.

2.11. Stada pekkingar

Fra pvi ad fyrsta tilfellid af lyfjapolnum S. aureus kom fram i byrjun
sjounda dratugar sidustu aldar hafa protlausar rannsOknir verid i gangi 4
pessum lyfjapolnu stofnum og 6dru pvi tengdu.

Erfdafredilegur bakgrunnur og svipgerd MSSA og MRSA stofna sem voru
einangradir 4 sama timabili (1961-1963) { Danmorku og Bretlandi voru bornir

saman og midadir vid genasnid nulifandi farséttarklona af MRSA. Vid pennan

8 http://www.systems-biology.org/000/
8 Oddur Vilhelmsson (2007)
8 Odddur Vilhelmsson (2007)
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samanburd kom {1 1j6s a® MRSA endurspegladi ad morgu leyti MSSA medal
annars 1 sambandi vid bakterfuveirur, polni gegn 6drum syklalyfjum ( til
demis pencillini, streptomycin og tetracyclin), gerd erfdamengis samkvamt
pulsed-field gel electrophoresis adferd og spaA typu og fjolsetaradartypu.
Midad vid pessar nidurstodur ma gera rad fyrir pvi ad MSSA sé afkomandi
stofns sem var einn af fyrstu S. aureus stofnunum sem voru polnir gegn
methicillin { Evropu. Einnig var erfafredilegur bakgrunnur MSSA mjog likur
erfOafredisnidi MRSA kl6nanna sem bendir til pess ad farséttar smithafni
pessara stofna hafi vardveist vegna hins mjog svo hefa nilifandi MRSA
ettleggs 8,

Onnur einkenni en methicillin 6nzmid sem erfdabreytingin veldur 4
svipgerd MRSA hafa fundist, par 4 medal; minnkandi ne&mni fyrir
lysostaphini, skortur & préteini A og breytingar 4 yfirbordsnettéhledslu
frumanna. Einnig hafa rannséknir synt ad med pvi ad breyta vaxtarskilyrdum
MRSA ma hafa ahrif 4 pol hennar fyrir methicillin. Pad sem virtist bera hvad
bestan 4rangur er ad rakta bakteriuna vid lagt pH eda 1 ndvist
ethylenediaminetetraacetate en pessi skilyrdi virdast bala nidur methicillinpol
MRSA. Adrar rannséknir syna ad minnsta kosti sumir stofnar af MRSA geta
ekki synt fullt pol gegn methicillin ef peir eru raktadir upp i syklalyfjafriu
umhverfi og sidan settir yfir & agarskdlar sem innihalda methicillin. Med pvi
ad bata dkvednum efnum uti agarinn til demis sikrésa i hdum styrk eda
sodium klérid eda med pvi ad setja skdlarnar { rektun vid annad hitastig heldur
en kjorthitastigid til demis 30°C, vard til pess ad stofnarnir nddu bata og féru
aftur ad hegda sér einsog demigerd svipgerd af MRSA. R6d sykinga og
einangranna i vidurvist B-lactam hafdi somu ahrif og hugtakid "misleitni"
(e. heterogeneity) er notad til ad visa til pessa fyrirbrigdis **.

Vidmidunarkort eru mjog gagnlegur byrjunarpunktur pegar verid er ad
skoda genamengi lifvera med tilliti til lifedlisfreedilegra patta. Vidmidunarkort
af frymispréteinum S. aureus stofnanna COL og 8325 voru birt af Cordwell.

(Mynd 11) *,

87 Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001).
88 Hartman, Barry og Tomasz, Alexander. (1981)
89 Cordwell, S.J.; Larsen, M.R. ofl (2002)
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Mynd 11. Vidmidunarkort af S. aureus 8325.

[ somu rannsékn var synt fram 4 ad med Triton X-100 veri hagt ad minnka
pol S. aureus gegn methicillin nidur 1 sama pol og methicillin n@mir stofnar
hafa. Pegar petta var gert fékkst ut proteinmengjagreiningar undirskrift sem
innihélt morg eintdk af o° og sarA yfirgengjum sem tengdi pessa tvo patti enn
frekar vid syklalyfjapol S. aureus. Athygli var vakin a pvi ad pessi undirskrift
var Orlitid 6druvisi en hja sidustu polnu stofnum pegar peir voru bornir saman
vid nema stofna og pessi mismunur nadi til ensima sem umritunarprétein sem
tengjast frumuveggnum og slimpeptid tillifun (e. peptidoglycan biosynthesis)
par 4 medal GImM (phosphoglucosamine mutase) %,

Tenging ¢ vid pol S. aureus gegn methicillin og teicoplanin er fundin { 1j6si
pess ad stokkbreyttir stofnar um o® eru mun vidkvemari fyrir pessum
syklalyfjum en 6stokkbreyttir og stofnar sem offramleida o° verda ofurpolnir
gegn syklalyfjunum. SarA gegnir lykilhlutverki i tjdningu margra smithafni
gena sem framleida naudsynlega petti fyrir vidlodun vid hysilfrumur,
undanbrogd 4 hysilvarnarkerfinu, vefskemmdir eda vefinnrasir. Tjaning a

pessum genum er styrt 4 medan 4 vaxtarfasanum stendur sem tryggir voxt og

%0 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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fleira 4 utanfrumu smithafnipattum eftir veldisvaxtarfasa pegar fullum
kritiskum frumupéttleika hefur verid ndd. SarA er DNA-bindi prétein sem
virkjar umritun 4 nokkrum markgenum par 4 medal spa sem kodar fyrir
prétein A, fnb sem kddar fyrir fibrinbindandi prétein eda jafnvel agr sjélft o
Lyfjapolnir og Ilyfjan@mir stofnar virdast vera mjog vardveittir 4
préteinmengjasvidinu og pvi er talid mjog liklegt ad byggingarhlutar
frumuveggjar, sem eru il greinanlegir med adferdum
préteinmengjagreiningarinnar, geti haft einhver svor um astedur lyfjapols {
pessum stofnum. Ut frd pessu er oll préun 4 adferdafredi sem beinist ad

préteinmengjagreiningu 4 extra vatnsfelnum préteinum talin mjog aridandi 2.

ot Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
92 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)
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3. Framkvaemd

Framkvamdin fér fram 4 timabilinu 9/1 til 2/2 2007 en seinni rafdratturinn 4
IEF r&munum yfir 4 gelplotu for ekki fram fyrr en { jili en remurnar voru
geymdar vid -80°C fram ad pvi. Nokkrar lotur voru framkvemdar en hér a
eftir ®tla €g ad rekja pa adferdafraedi sem ég tel ad myndi nytast best { pessum
rannséknum. I vidaukum 1-7 md finna ndmeradar verklysingar sem verdur
visad { til ndnari ttskyringa 4 einstokum adferdum og { vidauka 8 ma finna
molmassatodflu fyrir pau efni sem eru notud i per lausnir sem eru bunar til {

tilrauninni.

3.1. Raktun S. aureus

Daginn 4dur en saning fér fram voru buin til &ti, PCA (Difco) (23,5 g/L
samkvemt leidbeiningum framleidanda) 1 flosku med skriftappa og TSB
(Difco) (30 g/ samkvamt leidbeiningum framleidanda) en settir voru 10 ml
0g 9 ml {1 gl6s. Glosin og flaskan voru autoklaverud. PCA agarnum var hellt &
skdlar og par latnar storkna. Skdlunum var sidan radad upp og settar i poka.
Skalarnar og TSB glosin voru geymd vid 4°C pangad til pau voru notud.

A fyrsta degi var adalrzkt ttbdin med ad setja 20 ul af DSM 11729 S.
aureus 1 10 ml af TSB. Glasid var sett { hitaskdp vid 35°C og raektad i ~ 24
klst. Ljosgleypni raektarinnar var meld vid 600 nm til ad fa ut vaxtarkirfu
fyrir bakterfuna. TSB var notad sem blankur. Fyrsta maling var gerd 2 klst.
eftir sdningu en eftir pad 4 klst. fresti. Eftir ad fyrsta maling yfir 0 fékkst pa
var malt 4 30 min. fresti eda pangad til ad gleypnin for yfir 1.

A 60rum degi var sad vr adalraektinni yfir 4 PCA skilar og per litnar {
rektun vid 35°C 1 24 klst. Petta var gert til ad tryggja ad um einsleita rekt veeri
ad reda.

A Dridja degi var tekin ein kélonia af sitthvorri skalinni og peim s&d {
sitthvort TSB glasid sem pd voru forrektirnar. Glosin voru sidan sett { rektun
vid 35°C 1 24 klst. PCA skalarnar voru settar aftur { rektun vid 35°C { adrar 24
klst.
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A fjérda degi, eftir ad PCA skalarnar voru samtals bunar ad vera { reektun vid
35°C 1 48 klst. var peim lokad med parafilmu og settar i geymslu vid 4°C.
Raktunum 4 pessum skdlum 4 svo ad endursd 4 2 vikna fresti til ad tryggja ad
um sama stofn sé ad raeda ut alla tilraunina. 2nd (10'1) rekt var utbuiin med ad
taka 3 x 1 ml ur forrekt og setjai 3 x 9 ml af TSB, glosin med 2nd rektinni
voru svo sett 1 rektun vid 35°C { 24 klist. Ljésgleypnimaling var gerd a forrakt
med TSB sem blank og einnig var sid 4 PCA skalar 1 ml og 0,1 ml tr forrakt
fyrir talningu en skalarnar voru settar { rektun vid 35°C.

A fimmta degi voru kélonfur 4 forreektar PCA skdlum taldar. Pynningar
voru gerdar 4 2nd rakt uppi 10" (notad var TSB til ad pynna itf). S40 var 0,1
ml dr pynningum 107- 107'° yfir 4 PCA skélar og par settar f rektun vid 35°C
i 24 klst. Ljosgleypnimaling var gerd & pynningunum og var TSB notad sem
blankur.

A sjotta degi var voxtur 4 PCA skdlum athugadur og kélonfur taldar. Ef
enginn voxtur var synilegur voru skalarnar hafdar afram i rektun vid 35°C {

adrar 24 klst og koloniur taldar eftir pann tima.

3.2. Vinnsla a raektum

A fimmta degi voru bunar til 50 mM burlausn af Tris- HCI pH 7,4 (0,788 g
Trizma-HCI, 100 ml H,O) og 30 mM burlausn af EDTA ( 0,55836 g EDTA,
50 ml H>,0O). Ad lokum voru bunir til 50 ml af Extraction buffer C (10 mM
Tris-HCI1 pH 7,4, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl, x 6H,0) og peir geymdir vid 4°
C 1 lokadri flosku. Undirbiningur synanna og proteindrdrittur var
framkvemdur en verklysinguna ma sjd { vidauka III. Préteinmagnmeling med
BSA, samkvaemt verklysingu i vidauka IV, var framkvaemd 4 degi fimm eda
sex. Bunar voru til tvaer gerdir af Reswelling buffer; Reswelling buffer Jenny
50 ml ( 7M Urea, 2 M Thiourea, 4% Triton X-100, 20 mM DTT) og
Reswelling buffer I ( 7M Urea, 2 M Thiourea, 4% Triton X-100, 20 mM DTT,
250 ul Pharmalytes pH 4-6,5). Pessir bufferar voru geymdir i keli vid 4°C.
(Vidauki III).

A degi 6 voru synin hreinsud med 2D clean up kit, pad var gert til ad geta

aukid hledslumagn synis yfir & IPG r@murnar, (vidauki IV). Hreinsudu
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synunum var hladid yfir & IPG r@murnar, (vidauki V) og reswelling ferlid
(12,5 kIst 4 0 V vid 15°C og 3 klst 4 30 V vid 15°C) sett af stad { I[EF-tekinu
og latid ganga yfir nott.
A degi 7 var IEF-ferlid keyrt. I pessu tilviki var eftirfarandi ferli notad:
1,5 klst 4 300 V
0,5 klst 4 1000 V
1,5 klst 4 3500 V
1,0 klst 4 5000 V
AQ rafdrattinum loknum voru remurnar settar { jafnvegisbuffer, (vidauki VI).
A degi 8 var farid yfir { seinni rafdréttinn, litun 4 gelpldtu og aflitun 4

gelplotu, (vidauki VII).

Pérunn Indiana Lathersdottir 29



Héskdlinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild
Tjaning préteina i S. aureus

4. Nidurstoour
4.1. Proéteinmagnmeeling

Samkvaemt préteinmagnmalingu med BSA mé gera rad fyrir ad ca. 5 pug af

préteini séu 1 hverjum 50 ul af syni.
4.2. Talning @ PCA-skalum

Allar skdlar sem sad var 4 voru 6teljanlegar sem gefur okkur pad ad ekki er
porf 4 ad sd 1 ml & skdlar og einnig borgar sig ad pynna raektina upp { ad

minnst kosti 107,

4.3. Vaxtarkurfa

[ 1j6s kom ad pegar vaxtarkirfa S. aureus er mzld er porf 4 ad meala
ljésgleypnina 4 um pad bil 30 mindtna fresti eftir ad voxtur verdur synilegur {
rektinni vegna pess ad pegar voxturinn er kominn af stad er rektin mjog flj6t
ad na péttleika yfir einn. Ekki var buin til vaxtarkudrfa fyrir pessa malingu par
sem melt var 4 klukkustundarfresti og pvi er vart haegt ad segja ad nidurstadan

s€ marktaek.

Tafla 1. Ljésgleypnimeeling fyrir vaxtarkurfu

2 -0,0241
3 -0,0314
4 -0,0069
5 -0,0022
7 0,4146
8 1,1532
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4.4. 2D-gel

A mynd 12 ma sjd gelpldtu med préteindeplum 4. Pessi gelplata fékkst
pegar 125 pl af hreinsudu syni var hladid & IPG-remu og rafdregid samkvaemt
ferli i framkvemdarkaflanum. Tveir mjog greinilegir og adskildir deplar
fengust vinstra megin ofarlega 4 gelinu en fjérir mjog daufir deplar fengust
lika en ekki gekk négu vel ad nd peim 4 mynd. Engir deplar fengust hagra

megin vid préteinrdndina sem nadi nestum pvert yfir gelid.

Mynd 12. Gelplata med proteindeplum ur S. aureus
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5. Umraeoda

Greinilegt er ad einhverjir vankantar eru ennpd 4 adferdafredinni sem var
notud 1 pessu verkefni en allt bendir p6 til pess ad pessir vankantar liggi 1 fyrri
rafdrettinum og pvi sé vonandi hagt ad reida sig & pad ad adrir verkpettir séu
komnir ad mestu leyti & hreint. Ekki fékkst nytileg gelplata en synilegir
proteindeplar fengust po erfitt veri ad nd peim 4 mynd, midad vid hvernig
pessi gelplata kom 1t pa er augljost ad vandamalid liggur i pvi ad préteinin
virdast ekki dreifast um gelplotuna heldur renna pau saman 1 rendur. Einnig er
ekki vist ad tekist hafi ad hlada nagu syni 4 [PG-gelremuna bréatt fyrir ad
hreinsun med 2D clean up kit hafi farid fram 4 syninu adur en pvi var hladid a
og pvi veri @skilegt ad leitast vid ad finna adferd til ad geta hladid meira
magni af syni 4 hverja remu.

Orsokin fyrir pessari randamyndun er ekki alveg 1j6s en ma p6 ad 6llum
likindum rekja til pess ad pegar verid er ad rafdraga IPG-gelremurnar pa
bélgna par 1 annan endann (+ endann) og sumar peirra brenna. Matti pa @tla
ad préteinin ndi ekki ad jafnast dt um alla gelremuna heldur hladast pau
prétein upp sem @ttu ad vera 4 bdlgu/brunasvadinu, vid byrjunarmork
boélgunnar/brunans. Sidan pegar seinni rafdratturinn 4 sér stad pa kemur rond
pvert i gegnum gelplotuna par sem ad préteinhaugurinn er en sd hluti
gelremunnar sem er bélginn/brunninn inniheldur sennilega engin prétein og
pvi er gelplatan aud 4 peim enda sem er samsvarandi vid bélgu/brunaendann 4
gelremunni.

bar rannséknir sem hafa verid gerdar 4 sidustu arum samhlida gridarlegum
framforum 4 peirri tekni sem er nytt { préteinmengjarannséknum eru bunar ad
gefa okkur ddgéda mynd af pvi hvernig starfsemi S. aureus er hattad og
komnar eru fram 4 sjonarsvidid nokkrar hugmyndir um hvada pattir pad eru
sem helst valda lyfjapoli 1 pessari tegund.

Buid er ad sanna ad SarA og mecA eru gen taka patt { smithefni S. aureus
og pvi @tti ad vera praktiskt og skynsamlegt ad hefja ndnari rannséknir a
pessum genum og leita leida til ad jafnvel bala tjaningu 4 peim algjorlega eda

koma 1 veg fyrir ad afurdir peirra geti sinnt peim verkum sem peim er &tlad.

Pérunn Indiana Lathersdottir 32



Héskdlinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild
Tjaning préteina i S. aureus

Gagnlegt framtak gati verid ad utbua gagnabanka med vidmidunarkortum
af préteinmengjum lifvera par sem haegt vari ndlgast kort til ad gera
samanburd. Vidmidunarkort af hinu "edlilega" astandi lifverunnar koma ad
g6dum notum pegar verid er ad skoda préteinmengi 4 til demis stokkbreyttum
stofnum.

Aframhaldandi tzknipréun er naudsynleg par sem niverandi tekni fyrir
tvividan rafdratt virdist ekki nd ad greina prétein { mjog litlu magni og einnig
hafa komid upp vandamal par sem ad sum prétein til demis { frumuveggnum
ndst illa fram med peim adferdum sem verid er ad nota.

Stofnar af S. aureus a bord vid VISA eru farnir ad 6gna oryggi mannkynsins
toluvert mikid par sem sifellt fleiri tilvik koma fram par sem um er ad r&da
stofna sem eru 6n®mir eda mjog polnir fyrir 6llum pekktum syklalyfjum. P6
ad ekki sé beinlinis hatta 4 faroldrum pa skapar petta mikla hattu inn a
sjukrahiisum par sem sjuklingar med adrar sykingar eiga 4 hattu ad smitast af
pessum polnu stofnum sem gerir pd medgongu og lekningu sjukdémsins mun
erfidari en ella. Einnig eru sjuklingar med veiklad on@miskerfi, 4 bord vid
HIV-sjiklingar, mun vidkvaemari fyrir sykingum af voldum pessara stofna og
oruggt er ad danartidni hja pessum einstaklingum er heerri vegna slikra

sykinga.
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6. Samantekt

Pykknun 4 frumuveggnum virdist eiga stéran patt i pvi ad sifellt fleiri
stofnar af S. aureus eru ad préa med sér onemi gegn syklalyfjum 4 bord vid
vancomycin og methicillin. Pad er pvi mjog liklegt ad pad gati gefid gdda
raun ad rannsaka hvada prétein standa ad pessari pykknun og pa reyna ad finna
leid til ad bakterian geti ekki framleitt pau.

Nokkur gen hafa komid { 1j6s sem eru talin standa & bak vid smith®fni og
syklalyfjapol S. aureus og eru ndnari rannsOknir & peim og peirra afurdum
mjog eskilegar.

begar litid er pessa rannsékn sést ad naudsynlegt er ad halda dfram ad prufa
sig afram med reswellingferli og IEF-ferli par sem ad liklegast er ad par liggi
hundurinn grafinn. En fremur er sennilegt ad betri nidurstodur faist ef ad synin
og gelremurnar eru frystar sem minnst en vegna timaskorts var mikid um pad
ad synin veru fryst og pydd upp aftur.

Pad ad IPG-remurnar skuli brenna og bdlgna i endana er vandamdl sem
veri ef til vill hegt ad f4 lausn & med pvi ad hafa samband vid framleidanda
eda jafn vel einhvern af hinum f{jolmorgu visindamonnum sem ad hafa verid
ad stunda pessar rannsoknir & sidstu darum.

Eitt er 1jost ad 4 komandi &rum mun margt nytt koma { 1j6s 1 sambandi vid
S. aureus og pol hans gegn syklalyfjum. Erfdateknin og lifteknin dsamt
00rum greinum munu og purfa ad haldast fast i hendur til ad haegt verdi ad

snua 4 smithafileika og pol bakteriunnar.
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Vioaukar

Vidauki |

1. 9 ml af TSB broth sett { tilraunaglos
2. Glosin sett { autoklava

3. Glosin tekin dr autoklavanum og sett 1 keeli vid 4°C.

Byrjunarrekt ubuin med ad setja 20 pl af DSM 11729 S. aureus uti hvert glas
af TSB (pa verda ad vera 10 ml af TSB {1 hverju glasi). Sett i rektun vid 35°C {
24 Klst.

S40 4 PCA skalar ur byrjunarrekt, skdlarnar rektadar vid 35°C { 48 klist og
sidan lokad med parafilmu og geymdar { keli (4°C). Umsad 4 2 vikna fresti.
Ein kolonia tekin af byrjunarrektar PCA skdlum og settar { 10 ml TSB broth
og pad sett i rektun vid 35°C { 24 klst, pad er pa forrektin okkar.

PCA agar 700 ml eru bunir til og settir 4 skdlar (ca. 10 ml 4 skal parf 54 skélar)
betta parf ad gera bara einu sinni { fyrsta hollinu par sem ég er med allar prjér
reektirnar. Eftir pad er bara studst vid ljosgleypnimalingu.
Lausnir utbunar (méa gera a degi 2)
1. Extraction buffer C ttbiinn (50 ml):
10 mM Tris pH 7,4
1 mM EDTA
5 mM MgCl,.6H,O

Blanda b4 saman:
10 ml Tris pH 7,4 10mM
1,67 ml EDTA 30 mM
0,050825 g MgCl,.6H,O
38,33 ml H,O

Tris pH 7,4 lausn, 50 mM birlausn (100 ml):
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0,788g HCI

100 ml eimad vatn.

Syrustig stillt af med NaCl og NaOH

EDTA lausn, 30 mM burlausn (50 ml):
0,55836 g EDTA

50 ml eimad vatn

Jafnvegisbuffer utbdinn (haegt ad skipta upp i glos og geyma { frysti vid -
20°0).

50 mM Tris-HCI pH 8,8
6 M Urea

30% Glyserol

2% SDS

Trace Bromophenol blue (nokkur korn)

1% DTT eda 2,5% iodoacetamide sett uti hvert glas rétt 4dur en pad 4 ad nota
pau.
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Vidauki

2nd rzkt af S. aureus.

1. 1 ml af forraekt sett Gti hvert 9 ml TSB-glas. (p4 eru samtals 10 ml { glasinu
og petta er pynning 1/10). Fint ad gera 3 glos af hverri gerd s.s. 3 glos af Sa.,
3 ¢los af Sag og 3 glos af Sam

2. Syklalyfjum bett dti en notad er hamarksmagn.

3. Sett{raktun vid 35°C { 24 Kklst.

Ljosgleypnimzeling a forraekt.
1. Taka 1 ml af forrektinni og setja { maliglas
2. Mela ljosgleypnina vid 600nm med @ti sem blank

3. Setja forraktina { eydingu.

I fyrsta hollinu par sem ég er med allar 3 raktirnar par parf ég ad sd dr
forraktinni og pynningum uppi 10° 4 PCA skalar 1 ml og 0,1 ml og setja {
rektun vid 35°C 1 24 klist (pa tékka 4 vexti ef enginn voxtur pa lata vaxa { 48

klst). Telja svo af skdlunum eftir 24 eda 48 klst.
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Vidauki Il

Ljosgleypnimzeling.
1. Bua til pynningar uppi 10° (pa er forrektin 1/1 og raktin frd degi 2 1/10 svo
ég geri pynningar fra 107 til 10° . N6g er ad gera pynningu dr einu glasi af

hverri gerd af rekt.

\ Sample to
) be counted

Dilution —>

1 mi 1 ml

MM W W

REEEEL

1/10 1/100 1710 17104 1/10° 1/108
10 (103 (1078 (10 (1079 (1079)

Plate 1-ml samples

0
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count
159 x 10° = 1.59 x 10°
Plate  Dilution Cells (colony-
count factor forming units) per

milliliter of original
sample

2. Mezla ljésgleypnina vid 600 nm 4 pynningum 107 til 10°® og nota @ti sem
blank.
3. Bua til linurit og bera nidurstddurnar saman vid talningu 4 fyrstu PCA

skalunum.

Heildarfjoldi bakteria skodadur
(petta er adeins gert i fyrsta hollinu par sem ad ég er med allar gerdir af
raektum)

1. Heildarfjoldi tr rektum athugadur eftir 24 klst med saningu & PCA skalar.

2. DPynningarnar eru gerdar uti 9 ml af TSB broth og 2nd raktirnar notadar lika.

3. Taka 1 ml og 0,1 ml dr hverri pynningu og lika ur 2nd rekt og setja a skélar
med PCA agar

4. Sett i rektun vid 35°C 1 hitaskdp 4 hvolfi.
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5. Tékkad & skdlum eftir 24 kist og ef go6dur voxtur pa telja & skdlum pa
(teljanlegur fjoldi kolonia er 25-250 koloniur). Ef enginn voxtur pa lita
skdlarnar bida 1 24 klst { vidbot og telja eftir pad.

6. Telja af skalum eftir 48 klst.

7. Setja upp nidurstodur 1 toflu og nota i dframhaldandi ljésgleypnimalingum.

Lesa af PCA skalum forraekt
Tékka 4 PCA forrektarskdlunum ef enginn vOxtur pa lata vaxa i 24 klst {

vidbot.

Aframhaldandi 2D medferd

1. Eftir 24 kist 1 rektun eru 1,5 ml teknir Gr 2nd raktinni og settir {
eppendorfglos. (gott er ad taka sléttan fjolda af eppendorfglésum 10 af hverri
gerd af rakt)

Glosin eru sidan spunnin vid 7000x g 1 10 min, flotid tekid af og hent.

1 ml af iskoldu PSB er sett 1 hvert glas.

Sett 4 vortex 1 30 sek

Spunnid vid 7000x g i 10 min, flotid tekid af og hent

Lidir 3-5 endurteknir

S LR

ATH. Frumur ur nokkrum eppendorfglosum sameinadar { eitt glas. En pa eru
bara settir 0,5 ml af PBS uti hvert glas 1 1id 3 (i 1 umferd) og sett & vortex og
pipetterud strax og eru eins glos sameinud 1 eitt eppendorfglas sidan er farid

yfir 1 1id 5 og haldid dfram einsog venjulega.

Proteinutdrattur (extraction)

1. 1 ml af extraction buffer C settur 1 hvert glas og blandad 4 vortex i 30 sek.

2. 10 einingar af lysostaphin sett { hvert glas (10 einingar per 1 ml buffer) ték 10
mikrolitra ur glosunum sem ad Jenny var buin ad dtbda og voru i frosti.

3. Setti37°C hitaskap i 1 klst (hér er hagt ad fara yfir { ad blanda lausnir).

4. Lausnin er sidan sett i sonicatorinn (hatidnihlj6dbylgjuvél). Vélin er stillt &

ampl 25% og hvert pulse on/off er 5 sek. Tekid er 1dtid sprengja 5 sinnum
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5. Glosin spunnin vid 15000x g 1 90 min. Hendi botnfalli og hirdi flotid. (g set
petta & 13000x g 1 99 min).

Setja 110 pl af floti 1 sér glas fyrir magnmelinguna.

HZEGT AP FRYSTA GLOSIN HERNA VID -80°C EDA HALDA AFRAM.

Lausnir atbdnar

Reswelling buffer Jenny:.
™ Urea
2 M Thiourea
4% Triton X-100
20 mM DTT

Pa er blandad saman (50 ml):
21,021 g Urea
7,612 g Thiourea
2ml  Triton X-100
0,15425 g DTT

48 ml eimad vatn

A hverja IPG-gelremu eru notadir ca. 125 ul af buffer.

Bufferunum ma skipta nidur { rétta skammta og geyma vid -20°C
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Vidauki IV

Proteinmagnmaeling

Mela préteinmagn i synum med 2D Quant Kit. Petta er gert { hverju holli s.s

eitt glas fyrir hverja gerd af rekt (mest 3 glos).

1. Workingcolour lausn utbiin med ad blanda { plastglas. 100 hlutar color
reagent A 4 méti 1 hluta color reagent B (s.s ef pad 4 ad bua til 10 ml pa eru
pad 9,9 ml af A og 0,1 ml af B). Magn sem blandad fer eftir pvi hve morg glos
4 ad lj6sgleypnimela en 1 ml af pessari lausn er naudsynlegur { hvert glas.

2. Stadalkurfa ttbdin med ad blanda eftirfarandi lausnir { eppendorfglos:

Glas nr. 1 2 3 4 5 6
Magn BSA Opul | Sul 10ul [ 15ul |20l |25 ul
lausn

Proteinmagn | Opg | 10pg |20 pug |30 pug {40 pg | SO pg

1-50 pl af syni settir { eppendorfglas. Gera tvofalda dkvordun af hverju syni.

4. Bata 500 pl af precipitant i 6ll glosin, setja & vortex 1 15 sek og lata glosin
standa { 2-3 min vid stofuhita.

5. Bata 500 pul af co-precipitant 1 61l glosin og snd glosunum & hvolf nokkrum
sinnum.

6. Spinna glosin vid 10000x g 1 5 min.

7. Taka glosin Ur strax og pessu likur og hella flotinu af.

8. Setja glosin aftur 1 spinningartekid og lata hjorina 4 glosunum snda tt. Spinna
aftur { ca 10 sek.

9. Taka glosin ur tekinu og fjarlegja allan vokva med pipettu. AJd pessu loknu a
ekki ad sjast neinn vokvi 1 glasinu

10. Beta 100 pl af koparlausn og 400 ul af eimudu vatni uti hvert glas. Setja 4
vortex 1 ca 5 sek.

11. Beta 1 ml af workingcolour lausn (btin til 1 lid 1) 1 hvert glas og snda hverju
glasi vid nokkrum sinnum um leid og buid er ad setja efnid uti.

12. Lata standa vid stofuhita { 15-20 min.
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13. Setja 1 ljosgleypnimaeli vid 480 nm. Stilla malinn af med vatni.
Ljosgleypnimzela verdur 61l glosin innan 40 min fra pvi ad workingcolour

er baett ati.

Hreinsun a syni med 2D Cleanup kit

Leidbeiningar A eru fyrir 1-100 ul af syni sem innihalda 1-100 pug af préteini
og leidbeiningar B eru fyrir syni sem innihalda meira en 100 pg af préteini.
betta er gert til ad minnka styrk préteina i syninu svo ad pad sé hagt ad hlada

meira 4 gelremuna en ella.

A)

Setja 300 ul af syni i 1,5 ml eppendorfglas.

Setja 300 ul af precipitant Gti og blanda vel & vortex. Setja 4 is 1 15 min.
Setja 300 ul af co-precipitant tti og blanda stuttlega a vortex.

Spinna glosin vid min. 12000x g { 5 min. Léta hjorina 4 lokinu snua ut.

TAKA GLOSIN STRAX UR. Pipettera eda hella { burtu { 6llum vokva. bad

A N A e

m4 alls ekki snerta botnfallid.

6. Spinna glosin i nokkrar sekindur med hjorina 4 lokinu ut. Fjarlegja allan
vokva sem er eftir med pipettu. Pad 4 ekki ad vera neinn sjdanlegur vokvi eftir
i glasinu.

7. Setja 40 ul af co-precipitant ofan 4 botnfallid. PETTA PARF ADb GERA
MJOG VARLEGA PVi PETTA A EKKI AP BLANDAST VID
BOTNFALLID. Setja 4 is i 5 minutur.

8. Spinna vid 12000x g i 5 min. L4ta hjarirnar snua tt.

9. Fjarlegja flotid med pipettu.

10. Setja 25 ul af eimudu vatni ofand botnfallid. Setja & vortex i 5-10 sek.
Botnfallid 4 ekki ad leysast upp heldur adeins losna fra glasinu.

11. Setja 1 ml af wash buffer (PARF AD VERA BUINN AP VERA AMK. 1
KLST VID -20°C ADUR EN HANN ER NOTADPUR) og 5 ul wash additive
uti. Setja 4 vortex pangad til ad botnfallid er ordid uppleyst.

12. Setja glosin 1 -20°C { amk 30 min setja 4 vortex i 20-30 sek i einu 4 10 min
fresti. (Hér er haegt ad lata glosin vera vid -20°C { allt ad eina viku 4n
skemmda)

13. Spinna glosin vid min. 12000x g 1 5 min
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14. Fjarlegja flotid.

15. Leyfa botnfallinu ad loftpurrkast (EKKI LENGUR EN 5 MIN)

16. Setja 125 ul af reswellingbuffer uti hvert glas. Setja 4 vortex { min. 30 sek.
Lata standa vid herbergishita. Setja aftur 4 vortex eda pipettera til ad leysa
botnfallid fullkomlega upp. (Ef illa gengur ad leysa upp botnfallid pa er haegt
ad nota sonicatiorinn eda sample grinding kit til ad flyta fyrir)

17. Spinna gl6sin vid min. 12000x g i 5 min.

18. Flotid er hagt ad taka og setja beint 4 gelremurnar eda setja yfir { ny
eppendorfglos og frysta vid -80°C.

Ma setja flotid beint yfir 4 gelreemur eda setja pad i frost vio -
80°C til geymslu.

Hér parf a0 athuga ef pad er hagt ad keyra gelid daginn eftir og halda
beint afram i 2D-rafdratt pa skal fara yfir i reswellingferlid pvi ad pao
tekur alveg 12 kist og pvi gott ad gera pad yfir nétt. Ef madur sé fram a ad
geta ekki haldid afram med rafdrattin nsestu 2 daga a eftir pa borgar sig
ad frysta synid og taka pad upp kvoldid adur en madur aetlar ad fara ad

rafdraga.
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Vidauki V

Stripholders eru pvegnir eftir hverja notkun.

Skola vel med eimudu vatni

Setja nokkra dropa af strip holder cleaning solution 4 hvert stykki
Bursta vel med td. tannbursta

Skola vel med eimudu vatni

LA S A

Setja 4 pappir og lata loftborna
HOLDERARNIR VERDA AD VERA ALVEG PURRIR PEGAR PEIR ERU
NOTADIR

Hledsla syna

Notadar verda 7 cm remur med pH 5-8.

1. Synid og reswellingbuffer (ef hann er ekki i syninu fyrir) samtals 125 pl eru
pipetterud 4 milli elektrédanna { strip holder. PASSA AD LATA PAD EKKI
FARA YFIR ELEKTRODURNAR OG LENGRA TIL HLIDAR PVI PA
TAPAST SYNIL

2. Plastid er fjarlegt af gelstrimlinum frd + enda til — enda.

3. Gelid snyr nidur. + endinn er settur nidur { lausnina fyrst, hann snyr ad
oddmjoéa endanum a holderinum (+ i +)og strimlinum er ytt fram og tilbaka
upp og nidur til ad tryggja ad synid dreifist jafn undir allt gelid. Sidan er —
endinn latinn siga nidur.

PASSA VERDUR AD GELID SNERTI BADAR ELEKTRODPURNAR OG
ENGAR LOFTBOLUR MEGA VER UNDIR RAMUNNI.

4. Cover fluid settur yfir med ad lata dropa fyrst i + endann pangad til ca.
helmingurinn af strimlinum er pakinn, pa er 1atid dropa { hinn endann pangad
til ad vokvinn ne@r saman { midjunni.

5. Stripholderarnir settir i rafdrattartekid pannig ad minus-endi gelramunnar sé

stadsettur yfir minus hluta rafdrattarekisins.
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6. Gott er ad lata reswelling ferlid ganga yfir nétt eda 1 ca. 12-14 klst (10 klst er
algjort lagmark).

Til ad reyna ad koma { veg fyrir ad endarnir 4 gelstrimlunum porni er hagt ad
prufa ad setja pappir undir strimlana pad er pa gert eftir ad reswelling likur,
adur en rafdrétturinn er keyrdur.
1. Hledslupappir er skipt nidur { tvo hluta pannig ad hann passi { holderana.
2. Pappirinn er lagdur { bleyti { eimudu vatni og sidan dampadur 4 pappir pangad til ad
hann er adeins ordinn rakur.
3. Pappirinn er stadsettur yfir elektr6durnar, cover fluid sett yfir en pad 4 ad reyna ad

setja sem minnst 4 pappirinn sjalfann.
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Vidauki VI

AN LI S

IEF stillt og sett af stad. Pad er mjog misjafnt hvernig ferlin eru og pad er
undir hverjum og einum komid hvada ferli hann kys ad nota.

begar IEF er buid pa er farid yfir { jafnvegingu.

Jafnvaeging

Jafnvegisbuffer tekinn upp ur frysti og latinn pidna (2 glos per remu)

1% DTT (100 ul) baett uti annad glasid og r&eman sett oni pad er hagt ad setja
amk 2 remur oni hvert glas ef pad er sama syni 4 peim.

Latid standa vid herbergishita i 30-45 min.

2,5% 1odoacetamide (250 pl) sett uti hitt glasid

Raman tekin uppur buffernum og faerd yfir i nyja glasid.

Latid standa vid herbergishita i 30-45 min.

HER ER HEGT AP TAKA GELREAMURNAR OG FRYSTA PZAR VID -
80°C PANGAD TIL AP 2D RAFDRATTURINN ER FRAMKVZAMDUR
EDA HALDA AFRAM.

Ef remurnar eru frystar pa parf ad pakka peim inni alpappir.
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Vidauki VI

AMK 1 KLST ADUR EN 2D ER KEYRT PARF AD BUA TIL GELIN.

Motin fyrir gelid sett saman og sidan er gellausnin og yfirlagid blandad {

sitthvorri kolbunni.

Polvacrylamide Gel magn fyrir ca 1 gel
- 250 ul 10% SDS
- 6.25 ml1.5M Tris pH8.8

- 7.5 ml 40% Acrylamide/bis-acrylamide
- 10.8 ml eimad vatn

- 15ul TEMED

- 175 pl 10% Ammonium persulfate

Gel Yfirlag magn fyrir ca. 1 gel
- 2.4 ml 1.5M Tris pH8.8
- 0.1 ml 10% SDS
- 7.5 ml Distilled water

1. Gellausnin pipetterud yfir i métid (skilid ca. 0,5 cm eftir upp ad brin) og
yfirlagid notad til ad fylla upp ad toppi. Passa ad engar loftbdlur séu 1 gelinu
sjalfu en pad er i lagi i yfirlaginu. Gelbrinin parf ad vera sem sléttust.

2. Rafdréttarbuffer buinn til:

Electrophoresis Buffer 1L (burlausn 10x):
10 g SDS
250 uM Tris
144,13 g Glysine

1000 ml eimad vatn

Blandan i rafdrattartaekio:
130 ml rafdrattarbuffer (10x)
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1170 ml eimad vatn

3. Hella yfirlaginu af. Yfirbord gelsins skolad 3var sinnum med
rafdrattarbuffernum.

4. Gelreman er sett ond gelplotuna og einsog sést & myndinni hér fyrir nedan.

5. Stykkid sem heldur glerplotunni er 14tid vera opid til halfs ad nedan og fest {
stora boxid. Ca. 1200 ml af rafdrattarbuffer hellt oni sterra boxid,
rafdrattarbuffer pipetteradur til ad fylla uppi 4 milli glerjanna og ca. 100 ml af
rafdréttarbuffer hellt { minna holfid. Lokid sett 4 og tekid stillt:

25 mA
300 v
klukkan er I4tin vera 4 0

6. Teakid latid ganga 1 klukkustund en pé er gelid skodad og athugad hvar blda
linan er. Yfirleitt er passlegt ad lata ferlid ganga i 1,5 klst en pad fer eftir pvi
hvad gelid er stort. Taekid er stoppad rétt 4dur en blda linan fer nidur dr gelinu.

7. A medan 4 rafdrattinum stendur er gott ad ttbua fixative lausnina, hin er bara
blondud 1 bakkanum og svo er hegt ad geyma hana pangad til ad rafdratturinn
klarast med ad strengja parafilmu yfir bakkann. Hin er blondud svona (100
ml):

45 ml metandl
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8.

10.

1.

1 ml ediksyra

54 ml eimad vatn

Strax ad rafdratti loknum er gelid tekid af plotunum og lagt { bleyti { fixative
lausn 1 amk 20 min. til ad festa préteinin.( Jafnvel gott ad lata petta liggja yfir
nott.)
A medan ad gelid liggur { fixative-lausninni er haegt ad blanda coomassie blue
R250 litablonduna:

50% Metandl

10% ediksyra (acetic acid)

0,1% Coomassie Blue R250

i 100 ml:

50 ml metandl

10 ml ediksyra

1 mg coommassie Blue R250

40 ml eimad vatn

Gelid tekid uppur fixative lausninni og sett { coomassivelitalausnina og er 1atid
vera par { 18-24 klst.

Gelid tekid uppur coomassivelausninni og sett { bakka med eimudu vatni.
Skipt er 4 vatninu 4 20 min fresti pangad til ad gelid hefur misst blda litinn en
préteinin eru ennpd sem bldar doppur 4 gelinu. Hella bara vatninu af gelinu
med pvi ad halda pvi nidri { botninum med hanska. skipta 4 vatninu fyrstu 2-3
skiptin 4 20 min fresti eftir pad er allt { lagi ad skipta um vatn sjaldnar. Tekur

ca. 2-3 tima ad aflita gelid.
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Vidauki VIii

Tris-HCI 157,60
EDTA 372,24
MgCl,xH,0 203,30
Urea 60,06
Thiourea 76,12
DTT 154,25
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