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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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Útdráttur 

 

Örverur hafa alltaf verið og munu að öllum líkindum alltaf vera partur af 

lífi okkar. Í daglegu tali er fólk ekki að velta þeim mikið fyrir sér, fólk veikist, 

maturinn skemmist og fáir spá í hinum raunverulegu sökudólgum. Síðan eru 

þeir sem að leita að sökudólgunum, meta þá og leita leiða til að hemja þá eða 

drepa. Í dag eru margar aðferðir sem eru notaðar til að finna örveruhemjandi 

eða eyðandi efni. Það er þó ekki nóg að geta búið til efnin, því það þarf að vita 

hvað efnin eiga að virka á í örverunni og þar kemur greining á 

próteinmengjum með tvívíðum rafdrætti til sögunnar. 

Með því að greina próteinmengi lífvera er hægt að bera kennsl á þau 

prótein sem að lífveran er að tjá undir vissum aðstæðum. Síðan er hægt að nota 

þessi mengi til að bera saman tjáningu á próteinum við mismunandi aðstæður 

hjá sömu lífverunni og þannig má sjá hvað það er sem að breytist í 

lífeðlisfræðilegum ferlum lífverunnar við breytingar á umhverfisaðstæðum. 

Sú vitneskja sem við öðlumst með að skoða próteinframleiðslu lífvera er 

að mörgu leyti grundvöllur fyrir því að geta búið til efni sem eiga að hafa áhrif 

á lífveruna. Þegar við vitum hvaða framleiðslu í lífverunni þarf að stöðva eða 

auka til að fá þá eiginleika fram sem við viljum, þá getum við einbeitt okkur 

að því að finna þau efni sem geta haft þau áhrif. 

Í þessu verkefni var markmiðið að rækta upp S. aureus stofn sem  er 

ónæmur fyrir sýklalyfjunum, methicillin og gentamicin, einangra prótein úr 

stofninum við mismunandi ræktunarskilyrði og gera samanburð á 

próteinframleiðslu við þessi ólíku skilyrði. Þar sem aðferðafræðin sem var 

notuð í verkefninu er ekki fullkomnuð var partur af verkefninu að reyna að 

fullkomna hana ásamt því að læra á þau tæki sem  þarf að nota í ferlinu.  

Heimildarvinna skipaði einnig stóran sess þar sem nauðsynlegt var að vita 

hvar þessar rannsóknir væru staddar á þeim tímapunkti og hvað væri komið út 

úr þeim enn sem komið var.  

 

Lykilorð: Próteinmengi, próteinframleiðsla, umhverfisaðstæður,          

                 einangrun, samanburður. 
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Skilgreiningar 
 

Antistaphylococcal pencillin: Efnasambönd sem eru þolin gegn niðurbroti af 

völdum β-lactamase til dæmis methicillin. 

Kerfalíffræði: Er fræðigrein sem leitast við að leiða í ljós tjáningarmynstur 

erfðamengja lífvera óháð því hvaða tjáningarstjórnkerfi eru virk og hvernig 

samspili á milli þeirra er háttað. Aðferðafræði greinarinnar byggir á því að 

greina samtímis stór söfn af til dæmis próteinum og sjá þannig hvaða prótein 

eru tjáð og hvernig þessi tjáning breytist þegar umhverfisaðstæður breytast.  

Klassísk aðferð: Aðferð sem er notuð við próteinmengjagreiningu. Þar er beitt 

tvívíðum rafdrætti á pólýakrýlamíð gel og því fylgt eftir með auðkenningu á 

einstökum próteinum með massagreiningu á niðurbrotsafurðum þeirra. 

Prótein: Eru lífræn efnasambönd með háan mólmassa. Þau samanstanda af 

amínósýrum sem tengjast með peptíðtengjum. Prótein eru nauðsynleg fyrir 

vöxt og viðgang allra lífvera. Prótein eru greind eftir byggingu þeirra. 

Próteinmengi: Eru breytileg á milli vefja. Þau breytast í takt við tíma og 

umhverfisaðstæður og sýna þannig hvað lífveran er að gera miðað við það 

umhverfi sem hún er í á hverjum tímapunkti. 

Próteinmengjagreining: Er aðferð innan kerfalíffræðinnar sem gengur út á 

það að greina samtímis allt próteinmengi frumunnar. 

Rúmlæg hindrun: Öðru nafni steric resistance kemur til þegar að stærð hópa 

innan sameinda kemur í veg fyrir efnafræðileg hvörf sem gerast í skyldum 

smærri sameindum. Þetta er stundum vandamál en getur einnig reynst gagnlegt 

og nota vísindamenn þetta mikið til að breyta virkni sameinda. 

Rafhvarfspunktur (e. isoelectric point): Sá punktur þar sem heildarhleðsla 

próteins er 0. 
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1.  Inngangur 
 

Við erum í sífelldu vopnakapphlaupi við örverur sem þrífast í umhverfi 

okkar.  Um leið og við finnum lyf eða lausn gegn einni örveru er önnur búin að 

finna leið til að komast hjá vörnum okkar. Þetta leiðir af sér að við erum alltaf 

að leita að nýjum aðferðum, lyfjum og leiðum til að hemja og/eða drepa 

örverur.  

Lyfjaþol Staphylococcus aureus hefur löngum verið vandamál en bakterían 

er einstaklega harðgerð og lifir þar að auki í okkar nánasta umhverfi þar sem 

hún er hluti af normalflóru slímhúðar í nefi og á skinni margra einstaklinga1. 

Markmiðið með að rannsaka próteinmengi S. aureus er að fá mynd af því 

hvaða prótein bakterían framleiðir þegar hún er lyfjaþolin, lyfjanæm og hvort 

um mismunandi prótein er að ræða þegar ólík sýklalyf eru í umhverfi hennar2.  

Breytileikar í próteinframleiðslu bakteríunnar geta leitt okkur að því hvað það 

er sem veldur því að hún öðlast þol gegn ákveðnum sýklalyfjum. Þannig geta 

þessar upplýsingar gefið okkur betri möguleika á að þróa lyf og aðferðir til að 

ráða niðurlögum bakteríunnar, í stað þess að leita eftir einhverju sem  þarf að 

komast framhjá öllum varnarkerfum bakteríunnar. Þannig getum við einbeitt 

okkur að því að finna eitthvað sem  eyðileggur möguleika hennar á að 

framleiða þau prótein sem valda lyfjaþolinu. 

Það að rannsaka próteinmengi lífvera til að skilja lífeðlisfræðilega 

starfsemi þeirra er að mínu mati mikilvægur þáttur í líftækninni þar sem að ég 

tel að skilningur á starfsemi lífverunnar með tilliti til umhverfisþátta sé 

grundvöllurinn fyrir því að hægt sé að nýta lífveruna til framleiðslu eða til að 

búa til efni sem hamla vöxt hennar eða framleiðslu á óæskilegum afurðum. 

Lagt var af stað með það í upphafi  búa til samanburðarræktir af DSM 

11729  S. aureus, sá stofn er með þol gegn sýklalyfjunum methicillin og 

gentamicin, og lyfjanæmum S. aureus DSM 20231. Síðan átti að einangra 

próteinin úr ræktunum, framkvæma tvívíðan rafdrátt og bera saman 

próteintjáningu sem á sér stað í lyfjanæma og lyfjaónæma stofninum. Þar sem 

                                                 
1 Bogi Ingimarsson. 1994:89-90 
2 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003). 
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aðferðafræðin sem var notuð í þessum rannsóknum er ekki fullkomnuð var 

hluti af verkefninu að reyna að fullkomna hana sem og að læra á þau tæki sem 

að nota þarf í ferlinu. Heimildarvinna var einnig stór hluti af vinnunni þar sem 

nauðsynlegt var að sjá hvar þessar rannsóknir og aðrar sambærilegar standa á 

heimsvísu og hvað hefur komið í ljós hingað til um próteinmengi og lyfjaþol  

S. aureus.    

Vegna persónulegra ástæðna þurfti ég að fresta lokaverkefninu og þegar á 

leið sá ég ekki lengur fram á að geta klárað verkefnið út frá þeim forsendum 

sem ég lagði af stað með í upphafi. Þess vegna var verkefninu breytt í samráði 

við leiðbeinandann minn og var megináherslan því lögð á heimildarvinnuna á 

meðan verklegi hlutinn var minnkaður stórlega. Það sem kemur fram í 

framkvæmda- og niðurstöðuhluta skýrslunnar er því byggt að mestu leyti á því 

sem ég var búin að ná að gera áður en ég þurfti að fresta verkefninu og því er 

ekki hægt að segja að ég hafi fengið svör við öllum þeim spurningum sem að 

ég lagði af stað með í upphafi. 

Eftir breytingu á verkefninu voru settar fram fleiri rannsóknarspurningar 

sem miðuðust þá meira við heimildaleit heldur en niðurstöður eigin rannsókna 

en þau svör sem ég vildi finna voru meðal annars; Hvað er búið að koma fram 

í próteinmengjarannsóknum á S. aureus hingað til? Hvað er vitað um 

lyfjaþol/ónæmi bakteríunnar? Hvaða aðferðafræði hefur verið að reynast best í 

próteinmengjarannsóknum?   

Það sem hér fer á eftir er því heimildarritgerð með aðferðum og 

niðurstöðum eigin rannsókna sem mér tókst að framkvæma. 
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2.  Meginmál 
 

2.1. S. aureus  

 
Staphylococcus er  Gram plús og katalasa jákvæður 

kokkur, um það bil 1 µm að stærð. Bakteríurnar mynda 

sambú sem minna á vínberjaklasa (haugkúluklasa) en 

þyrpingarnar sem þær mynda á agar eru lágkúptar,  

hringlaga, mislitar og um það bil 2-4 mm að stærð. 

Bakterían er loftháð og finnst mjög víða til dæmis á húð 

manna og dýra, í ryki og matvælum. Bakterían myndar 

ekki slímhjúp, þolhjúp eða gró og hún hefur ekki svipu. Kjörhitastig hennar er 

við 37°C sem útskýrir hvers vegna hún er hluti af normalflóru slímhúðar í nefi 

margra einstaklinga en bakterían er miðlungshitakær og getur vaxið á 

hitastigsbilinu 10-42°C. Einnig er bakterían mjög þurrk- og saltþolin. Margar 

tegundir innan ættkvíslarinnar mynda úteitur sem að valda sjúkdómum á borð 

við ígerðir, kossageit og matareitranir í mönnum 3,4. 

      S. aureus er ein af 27 tegundum sem tilheyra Staphylococcus ættkvíslinni  

en tegundin skiptist niður í sjö undirtegundir sem mynda mismunandi úteitur.           

S. aureus myndar gular þyrpingar á agar og dregur hún nafn sitt af því. 

Tegundin er mjög útbreidd og finnst meðal annars í koki og nösum manna sem 

og á húð en einnig þrífst hún í þörmum manna og dýra, jarðvegi, ryki, ígerðum 

og sárum. Dæmi um úteitur sem tegundin framleiðir er ensímið kóagúlasi sem 

veldur blóðkekkjun, þetta úteitur er notað til að bera kennsl á S.aureus en hann 

er ein af þremur tegundum innan ættarinnar sem að framleiðir það. Þetta er þó 

ekki eina úteitrið sem bakterían framleiðir en hún getur einnig framleitt 

leukósidín sem eyðileggur hvít blóðkorn, nekrótoxín sem eyðileggur ýmsar 

vefjafrumur, fibrínólýsin sem leysir upp blóðstorku og enterótoxín sem veldur 

alvarlegum uppköstum vegna matareitrunar 5. 

                                                 
3 Madigan, Michael T; Martinko, John M; Parker, Jack.  (2003) 
4 Bogi Ingimarsson. (1994), 89-90 
5 Madigan, Michael T; Martinko, John M; Parker, Jack.  2003 

Mynd 1 S. aureus 
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    Sérstakt þykir með S. aureus að ef borin eru saman próteinmynstur 

utanfrumupróteina mismunandi stofna kemur í ljós að próteinhópar þar á 

meðal haemolysins, lípasa og próteasa eru framleiddir í nánast öllum stofnum 

en aftur á móti framleiða flestir stofnarnir eitt eða fleiri einstök exoprótein 

(úteitur, iðraeitur, leukósidín) sem ekki sjást í öðrum stofnum og þetta gæti 

verið ástæðan fyrir mismunandi smithæfnigetu hvers stofns 6. 

      Bakterían þolir mjög breytt sýrustigsbil eða frá um það bil pH 4 upp í pH 9.   

S. aureus er algeng eitrunarbaktería í matvælum en yfirleitt berst hún í 

matvælin frá starfsfólki vegna þess að ekki er viðhaft nægt hreinlæti á 

vinnustaðnum. Ástæðan fyrir því að bakterían er jafn hættuleg og raun ber 

vitni í matvælum er sú að þó svo að bakterían sjálf þoli ekki mikinn hita og 

drepist við um það bil 70-75°C þá framleiðir hún enterótoxín sem þolir suðu í 

allt að 30 mínútur. Þannig að þó svo að bakterían sjálf drepist þá er úteitrið frá 

henni enn virkt í matvælunum. Algengast er að bakterían finnist í kjöti og 

kjötafurðum en einnig hefur hún fundist í mjólk og mjólkurafurðum, sósum, 

salötum og ýmis konar búðingum. Helsta leiðin til að vernda matvæli gegn 

bakteríunni er mikið hreinlæti en einnig má hindra að hún fjölgi sér í 

matvælunum með kælingu, rotvarnarefnum og lækkun á sýrustigi og með því 

að eyða henni með gerilsneyðingu 7. 

    Seinna erfðamengisskeið S. aureus byrjaði árið 2001 þegar birtar voru 

genamengisraðir tveggja stofna. Þessar upplýsingar komu af stað grunni til að 

geta hafið rannsóknir á því að skilja hvað genamengi bakteríunnar inniheldur 

sem sagt hvaða gen kóðar fyrir hverju og hvaða þýðingu það hefur fyrir 

bakteríuna. Genamengi S. aureus inniheldur um það bil 2600 prótein. Að 

minnsta kosti 40% af þeim próteinum sem hefur verið borin kennsl á, sýna 

engin líkindi við þau prótein sem vitað er hvaða hlutverki hafa að gegna í 

lífverunni. Einnig virðist um 1/3 af þessum próteinum vera einstök fyrir 

bakteríuna og því eru þau væntanlega góðir kandídatar fyrir mögulega nýja 

smitþætti. Tjáning á genum sem kóða fyrir smithæfni verður að vera mjög 

samstillt og er framkvæmd af heilum her af stýripróteinum 8.  

 

                                                 
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 eða 

methicillin þolinn S.aureus. MRSA var fyrst einangruð í Bretlandi árið 1961 

en er núna búin að dreifa sér og veldur vandamálum á sjúkrahúsum víðsvegar 

um heiminn þar sem hún er ríkjandi sýkill 9,10. Stofninn var upphaflega 

einangraður frá S. aureus sem hafði innlimað í sig gen sem kóðar fyrir þoli 

gegn öllum pencillingerðum og er oft talað um MRSA sem súperbakteríu þar 

sem hún hefur gen sem kóða fyrir mörgum gerðum af lyfjaþoli og því er 

bakterían fjöllyfjaþolin11.  

    Þegar MRSA kom fyrst fram á sjónarsviðið voru stofnarnir einsleitir og 

aðeins fáir þeirra ullu faröldrum, flestir þessir stofnar voru innan 

sjúkrahúsanna og bárust ekki út í samfélagið. Þróunin stefnir í þá áttina að 

stofnarnir verða sífellt misleitari en það kemur meðal annars til vegna þess að 

bakterían hefur einstakan aðlögunarhæfileika og þolir mjög öfgakenndar 

umhverfisaðstæður og á því mjög auðvelt með að lifa utan hýsilsins. Því eru 

komnir upp stofnar sem ganga undir nafninu CA-MRSA (e. community-

aquried MRSA) sem á þá við þá stofna sem koma fram utan sjúkrahúsanna og 

HA-MRSA (e. hospital-aquried MRSA) fyrir þá stofna sem finnast innan 

veggja sjúkrahúsanna 12,13. 

    MRSA gengur stundum undir nafninu ORSA (e.oxacillin-resistant 

Staphylococcus aureus) en samt er ekki hægt að setja sama sem merki á milli 

þessara tveggja stofna þar sem slíkt þol er oftar en ekki af mjög ólíkum toga. 

Stofnar sem ekki eru þolnir fyrir methicillin ganga undir skammstöfuninni 

MSSA (e. methicillin-susceptible Staphylococcus aureus) 14.  

   Lyfjaþol S. aureus er henni ekki meðfætt en bakterían öðlaðist þol gegn 

methicillin með að innlima mecA gen inní erfðamengi sitt en talið er að hún 

hafi fengið genið úr annarri tegund örvera 15. Ýmis gögn benda þó til þess að 

mecA genið flytjist á milli mismunandi staphylococcal tegunda sem og annarra 

                                                 
9 Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001)  
10 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003) 
11 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
12 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)     
13 Ghebremedhin, B.; König, B. ofl. (2006) 
14 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
15 Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001) 
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Gram jákvæðra baktería16. Rannsóknir hafa sýnt að mec genið hefur stöðugt 

frá árinu 1980 dreift sér um gjörvallt genasafn S. aureus og eru uppi 

hugmyndir að þessi dreifing eigi sér mögulega stað með hjálp samsvarandi 

genaflutnings (e. homologous gene transfer) 17.  

    β-lactam þol MRSA kemur til af framleiðslu á auka PBP, sjálfgefinu PCP2´ 

eða PBP2a en þessi efni hafa mjög litla sækni í bindingu við nærri öll β-lactam 

sýklalyf sem eru í notkun. PBP2´ er kóðað af mecA sem er staðsett á SCCmec 

(staphylococcal cassette chromosome mec)  á MRSA litningnum og er 

staðfesting á mecA notuð sem greiningarpróf á MRSA 18.     

    Pencillinbindandi prótein eru nauðsynleg til að nýmyndun á 

bakteríuveggnum fari fram á réttan  hátt og þegar þessi prótein eru hindruð af 

pencillini þá á þessi nýmyndun sér ekki stað á réttan hátt og bakterían leysist í 

sundur. PBP2a gerir bakteríunni kleift að nýmynda vegg þrátt fyrir að pencillin 

sé til staðar í umhverfinu sem sagt vegna lítillar sækni próteinsins í pencillinið 

þá nær pencillinið ekki að vinna sitt verk og bakterían getur haldið áfram að 

fjölga sér 19.  

   Sumir stofnar af S. aureus oftjá ensímið β-lactamase (pencillinasa) 20 og geta 

þess vegna virst vera þolnir fyrir oxacillin (ORSA) 21 og stundum verið 

lágþolnir gegn methicillin, þrátt fyrir að vera mecA neikvæðir. Fundist hafa 

jaðarstofnar af methicillinþolnum S. aureus en þessir stofnar framleiða PBP1 

og PBP2 sem eru með breytt methicillin binditengsl og offramleiða PBP4. Við 

rannsóknir á núkleótíðröð PBP2 gensins í þessum stofnum fannst 

punktstökkbreyting nærri pencillinbindimótífi transpeptíðdasans (e. penicillin-

binding motif of transpeptidase). Frekari rannsóknir á stökkbreytta PBP2 

leiddu í ljós minnkandi sækni í methicillin og aukna losun á bundnu 

methicillin frá PBP2 22. 

    Fjöldi sýkinga og dánartíðni sem rekja má til MRSA hefur verið erfitt að 

meta og ekki eru til nákvæmar tölur um það en hærri dánartíðni vegna 

                                                 
16 Ghebremedhin, B.; König, B. ofl. (2006) 
17 Crisostomo, M. Ines. Chung, Marilyn. ofl. (2001) 
18 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003) 
19 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
20 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003) 
21 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
22 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003) 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 
Tjáning próteina í S. aureus 

Þórunn Indiana Lúthersdóttir                                                                                                   7 

kerfisbundinna MRSA sýkinga er ljós 23. Nokkrar staðreyndir eru þó á hreinu 

og þar á meðal að legusjúklingar sem eru sýktir af S. aureus dvelja að 

meðaltali þrisvar sinnum lengur á sjúkrahúsi en aðrir og eru í fimmfalt meiri 

hættu á að deyja á meðan á dvöl þeirra stendur 24. 

    Hingað til hafa sýklalyfin vancomycin og teicoplanin verið notuð gegn 

MRSA sýkingum en þetta eru glýkópeptíð sýklalyf 25. Teicoplanin er 

byggingarlega séð mjög líkt vancomycin með svipað virknisvið en lengri 

helmingunartíma. Upptaka efnanna við inntöku er lítil sem engin og því eru 

lyfin gefin í æð undir ströngu eftirliti til að koma í veg fyrir kerfisbundnar 

sýkingar. Því miður er þetta ekki eini gallinn á þessum lyfjum. Þau virka 

heldur ekki eins vel og antistaphylococcal pencillin á borð við methicillin og 

nú er svo komið að komnir eru fram stofnar af MRSA sem eru þolnir gegn 

þessum lyfjum (VISA eða vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) 
26,27. Þó birti aðeins til í maí árið 2006 þegar vísindamenn hjá Merck 

Pharmaceuticals sendu frá sér að þeir hefðu uppgötvað nýja gerð af sýklalyfi, 

platensimycin, og að lyfið gæfi góðan árangur í baráttunni við MRSA. Aðrar 

aðferðir sem hafa gefið eða virðast ætla gefa vænlegan árangur í baráttunni við 

MRSA eru notkun á hráum hunangsumbúðum, möðkum og bakteríuveirum 28. 

 

2.3. Lyfjaþol 

 

    Lyfjaþol í S. aureus var lítið sem ekkert þekkt þegar pencillin kom fyrst á 

markaðinn árið 1943 en það átti eftir að breytast. Árið 1950 var 40% af öllum      

S. aureus stofnum sem voru einangraðir á spítölum orðnir ónæmir fyrir 

pencillini og árið 1960 var hlutfallið komið upp í 80%. Nú er S. aureus orðinn 

ónæmur fyrir fjöldanum öllum af sýklalyfjum og sem dæmi má nefna að í 

Bretlandi eru aðeins um 2% af einangruðum stofnum af bakteríunni viðkvæmir 

fyrir pencillin 29.    

                                                 
23 Ghebremedhin, B.; König, B. ofl. (2006) 
24 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
25 Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005) 
26 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)  
27 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
28 http://en.wikipedia.org/wiki/MRSA 
29 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus 



Háskólinn á Akureyri 

Þórunn Indiana Lúthersdóttir      

    Þol S. aureus

(form af β-lactamasa) en ensímið brýtur

sameindarinnar

flokki svokallaðra

til vegna mecA

(PBP). Þetta breytta prótein  hefur minni sækni í bindingu við 

borð við pencill

gegn öllum β-lactam sýklalyfjum. Glýkópeptíðþol kemur 

vanA geninu. Genið kemur frá 

framleiðir valvirkt slímpeptí

það 30, 31. 

     Methicillin kom á markaðinn árið 1959 og var fyrsta sýklalyfið sem var 

notað gegn pencillin ónæmum 

aðeins tveimur árum seinna kom fram fyrsta ti

fyrsta tilfellið af MRSA hafi komið fram 1961 var erfitt að finna bakteríuna 

jafnvel á sjúkrahúsum 

MRSA á sjúkrahúsum og nú

um heim 32. 

 

2.4. Vancomycin

 

       

                                                
30 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
31 Baba, Tadashi; Cui, Longzhu ofl. (2003)
32 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
33 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006)

Mynd 2. Vancomycin

 Viðskipta
Tjáning próteina í S. aureus 

Lúthersdóttir                                                                                                   

S. aureus gegn pencillini fæst vegna framleiðslu á ensíminu pencillinasa 

lactamasa) en ensímið brýtur niður β-lactam hring pencillin 

sameindarinnar, annarrar kynslóðar pencillinlyf á borð við methicillin eru í 

flokki svokallaðra pencillinasa-þolinna sýklalyfja. Þol gegn methicillin kemur 

mecA gensins sem að kóðar fyrir breyttu pencillinbindipróteini 

(PBP). Þetta breytta prótein  hefur minni sækni í bindingu við 

borð við pencillin, methicillin, carbapenems og fleira og veldur þannig ónæmi 

lactam sýklalyfjum. Glýkópeptíðþol kemur til 

vanA geninu. Genið kemur frá Entercoccus og það kóðar fyrir ensími sem 

framleiðir valvirkt slímpeptíð (e. peptidoglycan) en vancomycin binst ekki við 

Methicillin kom á markaðinn árið 1959 og var fyrsta sýklalyfið sem var 

notað gegn pencillin ónæmum S. aureus en Adam var ekki lengi í paradís því 

aðeins tveimur árum seinna kom fram fyrsta tilfellið af MRSA.

fyrsta tilfellið af MRSA hafi komið fram 1961 var erfitt að finna bakteríuna 

jafnvel á sjúkrahúsum þangað til skyndilega árið 1990 varð sprenging í 

MRSA á sjúkrahúsum og nú er MRSA landlæg á flestum sjúkrahúsum víða 

Vancomycin 

Vancomycin glycopeptíð sýklalyf

hefur verið notað síðast liðin 30 ár 

fyrsta meðferð gegn alvarlegum í

sýkingum af völdum MRSA

Glýkópeptíð sýklalyf virka þannig að þau 

bindast við D-Ala-D-Ala

tengt slímpeptíð forvera sem er í myndun. 

Með þessari bindingu hamla þau fjölliðun 

á fjölsykrukeðjum í bakteríuveggnum og 

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

hi; Cui, Longzhu ofl. (2003) 
http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus 
Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006) 
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gegn pencillini fæst vegna framleiðslu á ensíminu pencillinasa 

lactam hring pencillin 

borð við methicillin eru í 

Þol gegn methicillin kemur 

gensins sem að kóðar fyrir breyttu pencillinbindipróteini 

(PBP). Þetta breytta prótein  hefur minni sækni í bindingu við β-lactams efni á 

og veldur þannig ónæmi 

til vegna yfirtöku á 

og það kóðar fyrir ensími sem 

ð (e. peptidoglycan) en vancomycin binst ekki við 

Methicillin kom á markaðinn árið 1959 og var fyrsta sýklalyfið sem var 

en Adam var ekki lengi í paradís því 

lfellið af MRSA. Þrátt fyrir að 

fyrsta tilfellið af MRSA hafi komið fram 1961 var erfitt að finna bakteríuna 

skyndilega árið 1990 varð sprenging í tíðni 

er MRSA landlæg á flestum sjúkrahúsum víða 

glycopeptíð sýklalyf sem 

hefur verið notað síðast liðin 30 ár sem 

fyrsta meðferð gegn alvarlegum ífarandi 

sýkingum af völdum MRSA 33. 

Glýkópeptíð sýklalyf virka þannig að þau 

Ala svæði á lípíð II-

tengt slímpeptíð forvera sem er í myndun. 

hamla þau fjölliðun 

keðjum í bakteríuveggnum og 
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þar af leiðandi krosstengslum peptíðhluta slímpeptíðsins 34.  

    Því miður eru þó nokkuð mörg vandamál sem fylgja þessum sýklalyfjum 

eins og að þau verður að gefa í æð, þau eru eitruð og fylgjast verður grannt 

með áhrifum þeirra með blóðsýnum. Einnig veldur það áhyggjum manna að 

lyfið nær ekki að fara nógu djúpt inn í sýkta vefinn en slíkt getur haft 

alvarlegar afleiðingar sérstaklega þegar um er að ræða sýkingar í heila, 

heilahimnu eða hjartaþeli. Ekki er ætlast til að lyfið sé notað gegn S. aureus 

sýkingum ef stofninn er næmur fyrir methicillin þar sem að útkoman úr því er 

lakari meðhöndlun gegn  sýkingunni 35. 

    Vegna þess að möguleiki er á að MRSA muni þróa með sér ónæmi gegn 

vancomycin hefur CDC (Centers for Disease Control) gefið út 

viðmiðunarreglur um hvernig á að nota vancomycin. Í tilvikum þar sem tíðni 

MRSA sýkinga er há þá má nota glycopeptíð sýklalyf á borð við vancomycin 

þangað til að sýkingarvaldurinn hefur verið fundinn. Þegar og ef staðfesting 

verður á að um sé að ræða sýkingu af völdum stofns sem ekki er methicillin 

ónæmur þá má breyta lyfjagjöfinni yfir í β-lactam sýklalyf eða jafnvel 

pencillin ef það á við 36. 

    Þol gegn vancomycin uppgötvaðist í enterococci árið 1988 og árið 1992 

sýndi Noble CW. fram á að þol-genin (vanA og vanB) geta flust yfir í aðrar 

bakeríur þar á meðal S. aureus. Lækkandi næmni MRSA fyrir vancomycin 

stefnir í heilsufars vandamál. Árið 1997 var tilkynnt frá Japan um fyrsta 

stofninn   (MU 3) sem var með skerta næmni fyrir vancomycin og teicoplanin. 

Framan af hafa þrír stofnar af VRSA (vancomycin resistant Staphylococcus 

aureus) verið einangraðir úr sjúklingum í USA 37.  

    VISA (e. vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) var fyrst 

auðkenndur í Japan árið 1997 en hefur eftir það fundist víðsvegar um heiminn. 

Stofninn gengur einnig undir nafninu GISA (e. glycopeptide-intermediate 

Staphylococcus aureus) sem gefur til kynna að hann sé ónæmur fyrir öllum 

glýkópeptíð sýklalyfjum 38.  

                                                 
34 Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005) 
35 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus 
36 http://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus 
37 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006) 
38 http://en.wikipedia.org/wiki/Vancomycin-resistant_Staphylococcus_aureus 
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    Þegar VRSA er skoðuð sjást nokkrar svipgerðabreytingar í stofninum

meðal; minni kóloníur, hægari vaxtarhraði, stærra þvermál frumanna, þykknun 

í frumuvegg, aukin nýmyndun í frumuvegg, aukin samruni á N

frumuvegginn og minnkuð næmni fyrir lysostaphin

frumuveggnum 

bakteríurnar 40.

 

2.5. Methicillin

 

    

vísindalegum tilgangi til að meta lyfjaþol í bakteríuræktum. Skilgreiningin 

MRSA er síðan 

öllum pencillinum

    Methicillin hefur

á krosstengslum á milli línulegra slímpeptíð fjölliðakeðja sem eru 

aðalbyggingarefni í bakteríuvegg Gram jákvæðra

því að methicillinið binst við og bælir algjörlega niður

sem að sér um að mynda krosstengslin á milli peptíðanna í 

slímpeptíðmynduninni. Methicillin og önnur 

byggingarlegar h

bindast þeim eru stundum kölluð PBPs 

    Methicillin er ónæmt fyrir 

margar pencillinþolnar bakteríur seyta frá sér.

β-lactamasa er dimethoxyphenyl hópur sem er fastur við hliðarkeðju 

                                                
39 Bhateja, Pragya; Dube, Smita; ofl. (2006)
40 Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005)
41 http://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin
42 Gladwin, M; Trattler, B. 2004  

Mynd 3. Methicillin

 Viðskipta
Tjáning próteina í S. aureus 

Lúthersdóttir                                                                                                   

Þegar VRSA er skoðuð sjást nokkrar svipgerðabreytingar í stofninum

minni kóloníur, hægari vaxtarhraði, stærra þvermál frumanna, þykknun 

í frumuvegg, aukin nýmyndun í frumuvegg, aukin samruni á N

frumuvegginn og minnkuð næmni fyrir lysostaphin 39. 

frumuveggnum er talin geta valdið því að vancomycin 

. 

Methicillin 

Methicillin er sértækt β-lactam sýklalyf af 

pencillingerð og var það

markaðinn gegn sýkingum af völdum 

pencillinþolins             S. 

nota lyfið í klínískum tilgangi og hafa lyfin 

flucloxacillin og dicloxacillin leyst það af 

hólmi að mestu leyti en 

vísindalegum tilgangi til að meta lyfjaþol í bakteríuræktum. Skilgreiningin 

MRSA er síðan notuð til að lýsa stofnum af S. aureus sem eru ónæmir fyrir 

öllum pencillinum 41. 

Methicillin hefur áhrif á nýmyndun bakteríuveggjarins, það hamlar

á krosstengslum á milli línulegra slímpeptíð fjölliðakeðja sem eru 

aðalbyggingarefni í bakteríuvegg Gram jákvæðra baktería.

því að methicillinið binst við og bælir algjörlega niður transpeptíðdasa ensímið 

sem að sér um að mynda krosstengslin á milli peptíðanna í 

slímpeptíðmynduninni. Methicillin og önnur β-lactam sýklalyf eru 

byggingarlegar hliðstæður af D-alanyl-alanín. Transpeptíðdasa ensím sem að 

bindast þeim eru stundum kölluð PBPs     (e. pencillin binding proteins)

illin er ónæmt fyrir β-lactamasa (penicillinase) ensímum sem að 

margar pencillinþolnar bakteríur seyta frá sér. Það sem gerir lyfið ónæmt fyrir 

lactamasa er dimethoxyphenyl hópur sem er fastur við hliðarkeðju 

         
l. (2006) 

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

. Methicillin 
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Þegar VRSA er skoðuð sjást nokkrar svipgerðabreytingar í stofninum þar á 

minni kóloníur, hægari vaxtarhraði, stærra þvermál frumanna, þykknun 

í frumuvegg, aukin nýmyndun í frumuvegg, aukin samruni á N-acetyl inní 

 Þessi þykknun á 

 getur ekki drepið 

lactam sýklalyf af 

það fyrsta lyfið á 

markaðinn gegn sýkingum af völdum 

S. aureus. Hætt er að 

klínískum tilgangi og hafa lyfin 

flucloxacillin og dicloxacillin leyst það af 

hólmi að mestu leyti en lyfið er notað í 

vísindalegum tilgangi til að meta lyfjaþol í bakteríuræktum. Skilgreiningin 

sem eru ónæmir fyrir 

, það hamlar myndun 

á krosstengslum á milli línulegra slímpeptíð fjölliðakeðja sem eru 

baktería. Hömlunin felst í 

transpeptíðdasa ensímið 

sem að sér um að mynda krosstengslin á milli peptíðanna í 

lactam sýklalyf eru 

ranspeptíðdasa ensím sem að 

(e. pencillin binding proteins) 42. 

(penicillinase) ensímum sem að 

gerir lyfið ónæmt fyrir 

lactamasa er dimethoxyphenyl hópur sem er fastur við hliðarkeðju 

Majcherczyk, Paul A.; McKenna, Therese; Moreillon, Philippe; Vaudaux, Pierre. (2005) 
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karbonylhópsins en þessi ensím eru frekar óþolin gegn hliðarkeðju rúmlægrar 

hindrunar. Vegna þessa hóps á hliðarkeðjunni getur methicillin og slík lyf 

bundist við PBPs og hamlað myndun á krosstengslum á milli slímpeptíða án 

þess að verða fyrir áhrifum af β-lactamasa 43. 

    Vegna þess að lyfið er óstöðugt í nærveru magasýra með 

niðurbrotshelmingunartíma uppá fimm mínútur við pH 2 verður að gefa lyfið í 

æð í þeim tilvikum sem það er ennþá notað í lækningaskyni 44. 

 

2.6. Gentamicin 

 

    Gentamicin er amínóglýkósíð sýklalyf sem er notað 

gegn fjölmörgum bakteríusýkingum sérstaklega þeim 

sem eru af völdum Gram neikvæðra baktería, fyrir utan 

sýkingar sem eru af völdum Neisseria gonorrheae, 

Neisseria meningitidis eða   Legionella pneumophila. 

Lyfið virkar þannig að það binst 30S byggingareiningu 

á bakteríuríbósóminu og veldur þannig truflun á prótein 

nýmyndun. Gentamicin er eitt af fáum sýklalyfjum sem er hitastöðugt og helst 

það virkt jafnvel eftir autoklaveringu en þessi eiginleiki gerir lyfið ákaflega 

gagnlegt í undirbúningi á ákveðnu örveruæti 45. 

    Lyfið virkar ekki ef það er tekið inn vegna þess að það er frásogað í 

smáþörmunum og fer þaðan í gegnum portæðina til lifrar þar sem það er gert 

óvirkt. Því þarf að gefa það í gegnum æð, vöðva eða á staðbundinn hátt líkt og 

önnur amínóglýkósíð 46. Því miður eru öll amínóglýkósíð eitruð fyrir 

skynfrumur í eyrum og er gentamicin vestibulotoxin. Lyfið getur þess vegna 

stundum valdið varanlegum missi á jafnvægisskyni sem kemur til af skaða sem 

lyfið veldur á vestibularkerfinu í innra eyra. Einnig hefur það komið fyrir að 

lyfið valdi skertri heyrn eða jafnvel algjöru heyrnarleysi en þá hefur 

sjúklingurinn yfirleitt gengist undir lyfjameðferð í tvær vikur eða lengur 47. 

Ástæðan fyrir því að gentamicin getur valdið skaða á heyrn er sú að sumir 

                                                 
43 http://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin 
44 Mitscher, L.A. 2002 
45 http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin 
46 http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin 
47 Black, F. Owen; Dobie, Robert A.; Pezsnecker, Susan C.; Stallings, Valerie L. (2006) 

Mynd 4. Gentamicin 
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einstaklingar eru með skaðlausa stökkbreytingu á RNA í hvatberum. Þessi 

stökkbreyting hefur engin áhrif á einstaklinginn nema ef þeir þurfa að gangast 

undir gentamicin lyfjameðferð því að stökkbreytingin veldur því að lyfið getur 

haft áhrif á frumurnar í líkama einstaklingsins og þá eru frumurnar í eyrum 

sérstaklega viðkvæmar 48. 

 

2.7. Próteinmengjagreining 

 

    Próteinmengjagreiningu er hægt að skilgreina sem eiginlegan og 

magnbundinn samanburð á genamengjum við mismunandi aðstæður til að 

skilja þau frumugangvirki sem liggja að baki líffræðilegum ferlum lífverunnar 
49 eða rannsóknir á heilu genamengi eða hlutmengjum þess en próteinmengið 

nær yfir allar tjáðar genaafurðir í frumunni eða vefnum á ákveðnum tíma við 

ákveðnar aðstæður. Með að greina próteinmengi lífveru við ákveðnar aðstæður 

má fá góða mynd af því í hvaða ástandi hún er og einnig er hægt að sjá hvernig 

lífefnafræðileg ferli hennar breytast við mismunandi áreiti til dæmis þegar 

breytt er um fæðu. Þessar upplýsingar geta síðan nýst okkur við að finna leiðir 

til að hamla eða auka ákveðna afurðaframleiðslu og einnig til að skilja betur 

lífsmynstur lífverunnar 50, 51. 

    Upphaflega var svið próteinmengjagreiningarinnar að skrá próteinmögnuð 

fruma og vefja en nú nær greinin yfir mörg svið meðal annars kerfisbundnar 

rannsóknir á próteinbyggingu, tjáningu, samverkun, virkni, fellingar, hreinsun 

og byggingar genamengja á samsíða skala. Þess vegna er hægt að hluta 

nálganir próteinmengjagreiningarinnar niður í sex hluta (Mynd 5); tjáning 

próteinmengja, samverkun próteina, virkni próteinmengja, byggingar 

genamengja, rannsóknir á markpróteinum (e. proteome mining) og breytingar 

á próteinum eftir þýðingu     (e. post- translational modifications) 52. 

                                                 
48 http://en.wikipedia.org/wiki/Gentamicin 
49 Carbonaro, Marina. (2004) 
50 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 svið próteinmengjagreiningarinnar 

    

    Ástæðan fyrir miklum áhuga á próteinmengjum er meðal annars vegna þess 

að þau gefa okkur meiri skilning á lífverunni heldur en genamengi. Þegar við 

skoðum próteinmengi þá sjáum við aðeins tjáningu á þeim genum sem lífveran 

þarf að nota við ákveðnar umhverfisaðstæður á ákveðnum tímapunkti sem sagt 

aðeins hluti af genamenginu er virkur við hverjar aðstæður. Þau prótein sem 

við sjáum í hverju próteinmengi eru því framleidd í nákvæmu og vel aðlöguðu 

magni og síðan flutt til þeirra staða sem þau eru notuð, hvort sem það er innan 

frumunnar eða utan hennar 53.  

    Nokkrar ástæður eru fyrir því hvers vegna ekki er hægt að lesa beint út úr 

genamengjum hve mikil framleiðsla á próteinum á sér stað. Þessar ástæður 

koma til af fjórum meginatriðum; í fyrsta lagi þá er aðeins hægt að meta það 

gróflega hvað umritun gena gefur mikið magn af efni sem er þýtt yfir í prótein 

en það er vegna þess að mRNA er oft framleitt í miklu magni en sumt af því er 

brotið niður eða hefur afkastalitla þýðingu sem kemur þá fram í því að ekki er í 

raun framleitt eins  mikið af próteini og magn af mRNA gefur til kynna. Í öðru 

lagi verða sum prótein fyrir efnafræðilegum umbreytingum eftir þýðingu sem 

hafa áhrif á virkni þeirra til dæmis eru sum prótein óvirk þangað til að þau eru 

fosfórleruð. Í þriðja lagi þá gefa margar umritanir fleiri en eitt prótein en það 

gerist vegna mismunandi splæsinga og efnafræðilegra umbreytinga eftir 

                                                 
53 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003). 
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þýðingu. Að lokum, þá mynda mörg prótein komplexa við önnur prótein eða 

RNA sameindir og virka þess vegna aðeins í nærveru þessara sameinda 54, 55. 

    Flest prótein virka í samstarfi við önnur prótein og eitt markmið 

próteinmengjagreiningarinnar er að komast að því hvaða prótein starfa saman. 

Nokkrar aðferðir eru til að kanna samstarf próteina en algengasta aðferðin er 

(yeast) two hybrid screening en nýrri aðferðir eru meðal annars próteinörflögur  

(e. protein microarrays), immunoaffinity chromatography followed by mass 

spectrometry og blanda af aðferðum á borð við bakteríuveirusýnd og 

tölvunarfræðilegaraðferðir 56, 57. 

    Hið klassíska ferli við próteinmengjagreiningu samanstendur af tvíðvíðum 

rafdrætti á próteinmengi (e. 2-dimensional electrophoesis) og kennigreiningu á 

einstökum próteinum með massagreiningu á trypsín-niðurbrotspeptíðum þeirra 

(Mynd 6). Þetta ferli er afkastamesta og áreiðanlegasta ferlið innan 

próteinmengjafræðinnar en það kemur helst til af því að aðferðin er tiltölulega 

einföld, gefur mjög góða upplausn en greina má þúsundir próteina á sama geli 

og nákvæm massaákvörðun á peptíðum leiðir til tiltölulega öruggrar greiningar 

á próteininu 58, 59. 

 

 
                      Mynd 6. Hið klassíska ferli próteinmengjagreiningar 

                                                 
54 Cash, Phil. (2002)  
55 http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics 
56 http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics  
57 http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf 
58Carbonaro, Marina. (2004)  
59 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003) 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 
Tjáning próteina í S. aureus 

Þórunn Indiana Lúthersdóttir                                                                                                   15 

    Hin svokallaða klassíska aðferð hefur verið í þróun frá því á sjöunda áratug 

síðustu aldar en hún var upphaflega þróuð af Patrick O´Farrell. Aðferð Patrick 

beitir fyrst jafnhleðslustillingu (e. isoelectric focussing) en þar er súlulaga geli 

komið fyrir í rafsviði og próteinsýnið lagt á súluna ásamt burðar-amfólýtum (e. 

carrier ampholytes), við þetta aðskiljast próteinin eftir nettóhleðslu. Súlulaga 

gelið er síðan lagt á kantinn á pólýakrýlamíð gelplötu og hleðslustillt próteinin 

rafdregin, útkoman verður síðan tvívítt kort þar sem að próteinin eiga að 

mynda depla frekar en bönd. Síðan er hægt að gera deplana sýnilega til dæmis 

með litun með Coomassie blue eða silfurlitun og svo kemur geislamerking líka 

til greina. Hægt er að meta sjónrænt með töluverðri nákvæmni magn 

próteinanna en það endurspeglast í bæði stærð deplanna og litstyrk þeirra. 

Aðferðin hefur lítið breyst og er að mestu leiti eins nema betri tæki eru komin 

til sögunnar og  þurrkaðar, pH-stilltar IPG gelræmur hafa leyst súlugelið af  60. 

    Til að hægt sé að greina próteinin nánar og tengja þau við lífeðlisfræði 

lífverunnar þá þarf að tegundagreina þau. Áhugaverðir próteindeplar sem sjást 

á gelplötunni eru þá skornir út, meltir með hentugum próteasa til dæmis 

trypsíni og peptíðin sem þá fást eru greind með massagreini. MALDI-TOF 

massagreining er algengasta aðferðin við massagreiningu peptíða en í stuttu 

máli þá virkar hún þannig að peptíðin eru bundin við matrixu smárra UV-

gleypandi lífrænna efnasambanda. Peptíðin eru síðan jónuð með örvun frá 

leysigeisla við örvunarbylgjulengd matrixuefnasambandsins. Eftir þetta er 

peptíðunum hraðað í rafsviði inn í rör þar sem að sviftími og massi þeirra er 

mældur. Þannig fæst peptíðmassaróf/peptíðmassafingrafar (Mynd 7) fyrir 

hvert prótein sem var skorið út úr gelplötunni. Rófið er síðan nýtt til 

tegundagreiningar með að leita að því í gagnabönkum svo sem Swiss Prot en 

þessir bankar innihalda mælda og/eða afleidda peptíðmassa. Bankarnir eru 

öllum opnir á Netinu og er hægt að leita í þeim með viðeigandi forritum sem 

allir hafa aðgang að 61, 62. 

                                                 
60 http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf 
61 http://staff.unak.is/not/oddurv/skjol/Kynning.pdf   
62 Carbonaro, Marina. (2004) 
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                   Mynd 7. Peptíðmassaróf próteins úr lifrarpróteinmengi regnbogasilungs 

 
    Það er líka hægt að rannsaka próteinblöndur án undanfarandi aðskilnaðar. 

Slík ferli hefjast á því að próteinin eru melt í efnablöndu. Peptíðin sem koma 

út úr meltingunni er sprautað á HPLC súlu (e. high pressure liquid 

chromatography column) sem aðskilur peptíðin eftir vatnsfælni. Peptíð sem 

skolast af súlunni er hægt að greina með tvímassagreiningu eða MS/MS. 

Fyrsta stigið í MS/MS aðskilur peptíð jónirnar og seinna stigið brýtur peptíðin 

í mola og notar  sundrunarmynstrið til að meta amínósýruraðir þeirra 63. 

    Mörg mismunandi prótein eru í hverri lífveru og þau eru misjafnlega 

aðgengileg fyrir próteinmengjagreiningaraðferðir. Genamengismynstur sem 

treysta á pH-stigul frá 4 til 7 sýna aðeins stærstan hluta af frymispróteinum         

(e. cytoplasmic proteins). Alkaline gelkerfi (upp að pH 12) eru nauðsynleg til 

að ná basískari próteinum en þessi kerfi eru tæknilega krefjandi og staðfesta 

yfirleitt aðeins prótein með rafhvarfspunkt upp á um það bil 9,5-10. Mörg 

prótein eru staðsett á yfirborði frumunnar eða jafnvel seytt út í 

utanfrumurýmið. Þessum fjórum gerðum af próteinum er hægt að ná með 2DE 

en innri himnuprótein með margþættum himnuhlöðnum svæðum (e. 

membrane-spanning domains) sleppa oft framhjá 2-DE vegna þess að þau eru 

náttúrulega vatnsfælin 64. 

    Öll aðferðafræði í sambandi við próteinmengjagreiningu þegar 2DE er notað 

verður erfiðari þegar um er að ræða Gram jákvæðar bakteríur en það kemur til 

                                                 
63 http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics 
64 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)  
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af því að slímpeptíð og himnubrot þeirra eru oftar en ekki menguð með 

frumuþáttum. Einnig eru mjög stór eða mjög lítil prótein og prótein sem eru í 

litlu magni oftast ekki tekin inní próteinmengjarannsóknir þar sem 2DE-

aðferðafræðin er notuð. Aðrar aðferðir eins og til dæmis „application of zoom 

gels, low- or high-percentage gels“ eða „chromatographic prefractionation“ 

hafa því verið notaðar til að fá víðari upplýsingar um genamengi lífvera 65. 

    Þrátt fyrir að öllum ofantöldum aðferðum væri beitt leyfir lífeðlisfræði 

frumunnar það ekki að hægt sé að ná öllu próteinmenginu í einni tilraun þar 

sem tjáning á sumum genum ræðst af umhverfisaðstæðum og eru þessi gen því 

þögul alveg þar til að fruman lendir í þeim sérstöku umhverfisaðstæðum sem 

að kveikja á genunum. Þó ekki sé hægt að sjá allt próteinmengið í einni tilraun 

er mjög gott að búa til viðmiðunar próteinkort en slík kort eru yfirleitt gerð 

eftir frumum sem búið er að rækta við "staðlaðar aðstæður". Síðan er hægt að 

rækta frumurnar undir ólíkum umhverfisaðstæðum og sjá próteinframleiðslu 

sem verður til við tjáningu á genum sem eru bæld við staðlaðar aðstæður 66. 

 
 

2.8. Tvívíður rafdráttur 

 

    Tvíðvíður rafdráttur eða 2-DE (e. two-dimensional gel electrophoresis) er 

mikið notaður í próteinrannsóknum þar sem að aðferðin sem er orðin mjög föst 

fyrir í heimi vísindanna, hefur gefið mjög góðar niðurstöður. Rafdrættinum 

fylgir síðan greining á próteindeplunum með MALDI-TOF-MS eða öðrum 

MS-aðferðum sem skila upplýsingum um hvaða prótein er að ræða. Þessar 

upplýsingar er síðan hægt að tengja við viðkomandi genamengisraðir 

lífverunnar 67. 

    Tvívíður rafdráttur hefst á einvíðum rafdrætti próteinanna yfir á IPG-

gelræmu, próteinin eru síðan rafdregin í 90° (lóðrétt) af ræmunni yfir á 

gelplötu og þá erum við komin með tvívítt próteingel. IPG-ræmur hafa aukið 

gæði á 2DE sem um munar með því að bæta greiningu á próteinunum, bæta 

endurtekningahæfni         (e. reproducibility) og auka það magn af sýni sem 

hægt er að hlaða á eitt gel í einu. Í einvíða rafdrættinum eru próteinin 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 rafhvarfspunkti (e. isoelectric point) en í seinni rafdrættinum eru þau 

rafdregin eftir  massa. Það að próteinin eru rafdregin eftir tveimur mismunandi 

þáttum þá er mjög ólíklegt að einhver prótein hafi þessa tvo þætti sameiginlega 

og geti því rafdregist á sama hátt. Þess vegna dreifast próteinin eftir hleðslu á 

plötuna og við fáum einn depil fyrir hvert einstakt prótein 68,69.  

    Til að hægt sé að aðskilja prótein eftir rafhvarfspunkti í fyrri rafdrættinum 

þá er notaður pH-stigull og rafstraumur. Rafstraumurinn veldur því að annar 

endi gelsins verður meira plúshlaðinn en hinn endinn. Þegar straumnum er 

hleypt á gelið þá verða öll prótein hlaðin á öllum pH-stigum nema á sínum 

rafhvarfspunkti. Ef próteinin eru jákvætt hlaðin þá dragast þau að negatíva 

hluta gelsins og öfugt. Próteinin hreyfast sem sagt um gelið eftir hleðslu og 

safnast saman á rafhvarfspunktinum sínum þar sem að þau hafa hleðsluna 0 70. 

    Áður en próteinin eru aðskilin eftir massa í seinni rafdrættinum eru þau 

meðhöndluð með sodium dodecyl sulfat (SDS) og öðrum efnum. SDS veldur 

eðlissviptingu á próteinunum (vindur ofan af þeim svo þau verða bein) og 

bindur SDS-sameindir við próteinin í hlutfalli við lengd þeirra. Lengd próteina 

og massi þeirra er hlutfallslega sá sami og því er hægt að segja að SDS-

sameindirnar bindist við próteinin eftir massa þeirra. SDS gerir próteinunum 

kleift að færast eftir gelplötunni í seinni rafdrættinum þegar að straumi er 

hleypt á og veldur því að jafnhleðslupunktur próteinanna er nánast sá sami 

þannig að próteinin dragast öll að plúshlið gelsins. Núningsmótstaða í gelinu 

virkar eins og sigti sem veldur því að eftir því sem próteinin eru stærri því 

styttra komast þau niður gelið. Við fáum því gelplötu þar sem stærri próteinin 

eru efst í gelinu og svo smá minnka þau niður gelið (Mynd 8) 71.  

                                                 
68 http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis  
69 Carbonaro, Marina. (2004) 
70 http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis 
71 http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis 
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                                            Mynd 8. 2DE gel af vöðva úr mús 

   Þegar búið er að rafdraga í annað sinn þarf að gera próteindeplana sýnilega á 

gelplötunni en til þess eru nokkrar aðferðir. Mest eru notaðar litunaraðferðir 

þar sem gelin eru lituð með silfri eða coomassive blue R250 eða G250. Þegar 

silfurlitun er notuð þá er silfurkvoðulausn (e. silver colloid) látin þekja 

gelplötuna en silfrið bindst við cystein hópa innan próteinanna. Silfurliturinn 

er síðan dekktur með að setja gelið undir ultra-fjólublátt ljós. Magn 

próteinanna endurspeglast svo í litastyrk og stærð deplanna. Litun með 

coomassive blue fer fram á svipaðann hátt en gelplatan er látin liggja í 

litablöndunni en gelið er síðan aflitað með vatni. Að aflitun lokinni höfum við 

glært gel með bláum próteindeplum á og líkt og þegar um silfurlitun er að 

ræða þá endurspeglast magn próteinanna í litstyrk og stærð deplanna 72.  

   Ef próteinin hafa verið meðhöndluð með flúorsent lit þá er hægt að meta 

magn þeirra á gelinu eftir rafdrátt með myndavél sem er flúornæm. Það sama 

er að segja ef próteinin hafa verið geislamerkt en þá er hægt að ná mynd af 

                                                 
72 http://en.wikipedia.org/wiki/Two-dimensional_gel_electrophoresis 
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gelinu á sérstaka filmu og myndinni er síðan komið yfir á sjónrænt form með 

fosfórmyndgreini    (e. phosphoimager) 73. 

 
 

2.9. MALDI-TOF 

 

             MALDI-TOF-MS (e. matrix-assisted laser 

desorption-ionization time-of-flight mass 

spectrometry) er greiningartækni sem er mikið notuð 

í próteinmengjagreiningu. Tæknin er löngu búin að 

sanna sig sem öflugt tæki til að leysa líffræðileg 

vandamál, greina prótein og peptíð og þykir henta 

vel í rannsóknum á útdráttum úr örverum 74. Þegar 

áhugaverðir próteindeplar sjást á gelplötum er hægt 

að skera þá út og melta með ensímum til dæmis 

trypsíni þannig að við stöndum uppi með peptíð. 

Peptíðin eru síðan greind 75. (Mynd 10) 

 
                                                                       Mynd 10. Próteingreining með MS 

                                                 
73 Carbonaro, Marina. (2004) 
74 Fox, A.J.; Jackson, Kathryn A.; Edwards-Jones, V.; Sutton, C.W. (2005) 
75 Carbonaro, Marina. (2004) 

Mynd 9. MALDI-TOF  
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    Þegar verið er að greina peptíðin þá eru þau sett á matrixu sem veldur því að 

þau mynda kristalla. Leysigeisla er beint á matrixuna og breytileg spenna er 

notuð til að skjóta jónunum áleiðis að nema. Sá tími sem tekur hverja jón að 

komast að nemanum fer eftir massa jónarinnar sem sagt því meiri massi því 

lengri tíma tekur það jónina að komast að nemanum.  MALDI-TOF getur 

einnig vikið frá jónunum með rafgildum endurkastara (e. electrostatic 

reflector) en þá fara jónirnar að nema númer tvö sem getur metið með mjög 

mikilli nákvæmni massa hverrar jónar. Þessar nákvæmu massamælingar geta 

leitt í ljós nákvæma efnasamsetningu peptíðanna og þar af leiðandi um hvaða 

peptíð er að ræða 76, 77. 

    Matrixan samanstendur af kristölluðum sameindum en við val á efnum sem 

nota á í matrixur þarf að hafa nokkur atriði í huga; sameindirnar þurfa að hafa 

lágan sameindamassa til að hindra ekki uppgufun en samt vera það stórar að 

þær gufi ekki upp á meðan á undirbúning sýnanna stendur eða á meðan þær 

standa í litrófsmælinum (e. spectrometer). Í öðru lagi þurfa þær að vera súrar 

til að standa undir því að vera prótónugjafar. Í þriðja lagi verða þær að geta 

gleypt UV-ljós til að geta gleypt í sig geislun frá leysinum. Að lokum verða 

þær að hafa skautaða hópa til að hægt sé að nota þær í vatnslausnum 78,79. 

    Matrixlausnin er blönduð við sýnið. Lífræni leysirinn gerir vatnsfælnum 

sameindum kleift að leysast upp í lausninni á meðan að vatnið í lausninni gerir 

slíkt hið sama fyrir vatnsleysnu sameindirnar. Blandan er síðan blettuð yfir á 

MALDI plötu og leysunum breytt í gufu. Eftir situr endurkristölluð matrixa 

sem inniheldur sýnasameindirnar sem eru dreifðar víðsvegar um kristallana 80.  

    MALDI tæknin var fundin upp árið 1985 af Franz Hillenkamp, Michael 

Karas og aðstoðarmönnum þeirra. Þeir fundu út að auðveldara var að jóna 

amínósýruna alanín ef henni var blandað saman við amínósýruna tryptófan og 

geisluð með 266 nm leyser. Tryptófan amínósýran drakk í sig orkuna úr 

leysinum sem hjálpaði til við að jóna alanínið sem drekkur ekki í sig orkuna. 

Gríðarlegur árangur náðist árið 1987 þegar að Koichi Tanaka og 

samstarfsmenn hans notuðu "extra fína málm/vökva matrixu aðferð" en þessi 

                                                 
76Carbonaro, Marina. (2004)  
77 http://en.wikipedia.org/wiki/Proteomics 
78Yates, John R. (1998)  
79 http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF 
80 http://en.wikipedia.org/wiki/MALDI-TOF 
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aðferð sameinaði 30 nm kóbaltagnir í glýseróli með 337 nm nítrógenleysi fyrir 

jónunina. Með því að nota þennan leysi og matrixblönduna tókst þeim að jóna 

lífsameindir svo stórar sem 34,372 Da prótein 
81

.  

    Það hvernig sýnin eru unnin er mikilvægur þáttur í því hve góð sýni við 

fáum úr MALDI. Ólífræn sölt sem eru partur af próteinúrdrættinum hafa áhrif 

á jónunarferlið. Söltin eru fjarlægð með til dæmis ásogsaðferð eða með þvotti í 

vatnslausn. Báðar þessar aðferðir geta einnig fjarlægt önnur efni úr sýninu. 

Önnur atriði sem einnig geta haft áhrif á gæði og áreiðanleika svaranna sem 

við fáum úr MALDI eru meðal annars; töf á milli leysiskota, töf á 

hröðunarkraftinum, bylgjulengd leysirsins, orkuþéttleiki leysirsins og 

högghorn leysirsins á skotmarkið 82. 

    Stöðluð aðferð fyrir greiningu á MRSA með MALDI var birt í byrjun ársins 

2005 af Kathryn Jackson, V. Edwards-Jones, C.W. Sutton og A.J. Fox 83.  

 

2.10.  Kerfalíffræði 

 

    Kerfalíffræði er hugtak sem er notað víðsvegar í lífvísindaheiminum en það 

er þó tiltölulega nýtt af nálinni. Einn frumkvöðull kerfalíffræðinnar Denis 

Noble lýsti kerfalíffræðinni á þennan hátt: 

 

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). 

     

    Kerfalíffræði beinir sjónum sínum að kerfisbundnum (e. system-level) 

skilning á líffræðilegum kerfum. Það að geta lýst dýrum og öðrum lífverum á 

kerfisbundinn hátt hefur verið draumur margra í langan tíma en framan af var 

ekki möguleiki á því að lýsa lífverum nema á fyrirbærafræðilegan hátt                        

                                                 
81 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) þar sem sameindalíffræðin var aðeins stutt á veg   

komin 84.  

    Á síðast liðnum árum hefur vísindunum fleygt fram og hafa lífvísindamenn 

aðferðir sem hafa orðið til þess að afkastageta innan lífvísindanna hefur 

margfaldast. Út frá þessari auknu afkastagetu varð kerfalíffræðin til en þessari 

nýju grein var ætlað að taka saman þekkingu á hinum ýmsu kerfum og 

hvarfarásum lífefnafræðinnar til að fá heildstætt yfirlit yfir hverja lífveru á 

ákveðnum tímapunkti 85.  

    Kerfalíffræðin byggir þannig á grunni tveggja framfara í heimi 

sameindalíffræða og lífefnafræða. Annars vegar eru það háafkasta-aðferðir til 

öflunar og úrvinnslu gagna er varða tjáningu gena en slíkar aðferðir gefa úr 

einni tilraun yfirlit yfir öll tjáð gen lífveru og með einföldum samanburði er 

hægt að sjá hvaða gen eru tjáð við hvaða aðstæður og hvort munur sé á 

tjáningarmagni einstakra gena og genahópa á milli aðstæðna. Hinn hluti 

grunnsins sem kerfalíffræðin byggir á er öll raðgreiningarvinnan sem hefur 

verið framkvæmd á liðnum árum. Segja má að erfðamengið sé útgangspunktur 

kerfalíffræðanna það er að segja partalisti lífverunnar en á þessum lista má 

finna lýsingu á öllum hennar bygginareiningum og þeim tækjum og tólum sem 

hún hefur yfir að ráða. Þarna má einnig finna allar þær upplýsingar um hvað 

lífveran þarf á að halda til að geta stjórnað genatjáningu sinni. Kerfalífræðinni 

er meðal annars ætlað að segja til um hvað lífveran er að gera hina og þessa 

stundina og hvernig hún mun bregðast við til dæmis umhverfisáreiti 86.  

 

2.11.  Staða þekkingar 

 

    Frá þvi að fyrsta tilfellið af lyfjaþolnum S. aureus kom fram í byrjun 

sjöunda áratugar síðustu aldar hafa þrotlausar rannsóknir verið í gangi á 

þessum lyfjaþolnu stofnum og öðru því tengdu.  

   Erfðafræðilegur bakgrunnur og svipgerð MSSA og MRSA stofna sem voru 

einangraðir á sama tímabili (1961-1963) í Danmörku og Bretlandi voru bornir 

saman og miðaðir við genasnið núlifandi farsóttarklóna af MRSA. Við þennan 

                                                 
84 http://www.systems-biology.org/000/ 
85 Oddur Vilhelmsson (2007) 
86 Odddur Vilhelmsson (2007) 
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samanburð kom í ljós að MRSA endurspeglaði að mörgu leyti MSSA meðal 

annars í sambandi við bakteríuveirur, þolni gegn öðrum sýklalyfjum ( til 

dæmis pencillini, streptomycin og tetracyclin), gerð erfðamengis samkvæmt 

pulsed-field gel electrophoresis aðferð og spaA týpu og fjölsetaraðartýpu. 

Miðað við þessar niðurstöður má gera ráð fyrir því að MSSA sé afkomandi 

stofns sem var einn af fyrstu S. aureus stofnunum sem voru þolnir gegn 

methicillin í Evrópu. Einnig var erfafræðilegur bakgrunnur MSSA mjög líkur 

erfðafræðisniði MRSA klónanna sem bendir til þess að farsóttar smithæfni 

þessara stofna hafi varðveist vegna hins mjög svo hæfa núlifandi MRSA 

ættleggs 87. 

    Önnur einkenni en methicillin ónæmið sem erfðabreytingin veldur á 

svipgerð MRSA hafa fundist, þar á meðal; minnkandi næmni fyrir 

lysostaphíni, skortur á próteini A og breytingar á yfirborðsnettóhleðslu 

frumanna. Einnig hafa rannsóknir sýnt að með því að breyta vaxtarskilyrðum 

MRSA má hafa áhrif á þol hennar fyrir methicillin. Það sem virtist bera hvað 

bestan árangur er að rækta bakteríuna við lágt pH eða í návist 

ethylenediaminetetraacetate en þessi skilyrði virðast bæla niður methicillinþol 

MRSA. Aðrar rannsóknir sýna að minnsta kosti sumir stofnar af MRSA geta 

ekki sýnt fullt þol gegn methicillin ef þeir eru ræktaðir upp í sýklalyfjafríu 

umhverfi og síðan settir yfir á agarskálar sem innihalda methicillin. Með því 

að bæta ákveðnum efnum útí agarinn til dæmis súkrósa í háum styrk eða 

sodium klóríð eða með því að setja skálarnar í ræktun við annað hitastig heldur 

en kjörthitastigið til dæmis 30°C, varð til þess að stofnarnir náðu bata og fóru 

aftur að hegða sér einsog dæmigerð svipgerð af MRSA. Röð sýkinga og 

einangranna í viðurvist β-lactam hafði sömu áhrif og hugtakið "misleitni"      

(e. heterogeneity) er notað til að vísa til þessa fyrirbrigðis 88. 

    Viðmiðunarkort eru mjög gagnlegur byrjunarpunktur þegar verið er að 

skoða genamengi lífvera með tilliti til lífeðlisfræðilegra þátta. Viðmiðunarkort 

af frymispróteinum S. aureus stofnanna COL og 8325 voru  birt af Cordwell.   

(Mynd 11) 89.  

 

                                                 
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. Viðmiðunarkort af S. aureus 8325.  

       

     Í sömu rannsókn var sýnt fram á að með Triton X-100 væri hægt að minnka 

þol S. aureus gegn methicillin niður í sama þol og methicillin næmir stofnar 

hafa. Þegar þetta var gert fékkst út próteinmengjagreiningar undirskrift sem 

innihélt mörg eintök af σB og sarA yfirgengjum sem tengdi þessa tvo þætti enn 

frekar við sýklalyfjaþol S. aureus. Athygli var vakin á því að þessi undirskrift 

var örlítið öðruvísi en hjá síðustu þolnu stofnum þegar þeir voru bornir saman 

við næma stofna og þessi mismunur náði til ensíma sem umritunarprótein sem 

tengjast frumuveggnum og slímpeptíð tillífun (e. peptidoglycan biosynthesis) 

þar á meðal GlmM (phosphoglucosamine mutase) 90.  

   Tenging σB við þol S. aureus gegn methicillin og teicoplanin er fundin í ljósi 

þess að stökkbreyttir stofnar um σB eru mun viðkvæmari fyrir þessum 

sýklalyfjum en óstökkbreyttir og stofnar sem offramleiða σB verða ofurþolnir 

gegn sýklalyfjunum. SarA gegnir lykilhlutverki í tjáningu margra smithæfni 

gena sem framleiða nauðsynlega þætti fyrir viðloðun við hýsilfrumur, 

undanbrögð á hýsilvarnarkerfinu, vefskemmdir eða vefinnrásir. Tjáning á 

þessum genum er stýrt á meðan á vaxtarfasanum stendur sem tryggir vöxt og 

                                                 
90 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003)   
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fleira á utanfrumu smithæfniþáttum eftir veldisvaxtarfasa þegar fullum 

krítískum frumuþéttleika hefur verið náð. SarA er DNA-bindi prótein sem 

virkjar umritun á nokkrum markgenum þar á meðal spa sem kóðar fyrir 

prótein A, fnb sem kóðar fyrir fíbrínbindandi prótein eða jafnvel agr sjálft 91. 

    Lyfjaþolnir og lyfjanæmir stofnar virðast vera mjög varðveittir á 

próteinmengjasviðinu og því er talið mjög líklegt að byggingarhlutar 

frumuveggjar, sem eru ill greinanlegir með aðferðum 

próteinmengjagreiningarinnar, geti haft einhver svör um ástæður lyfjaþols í 

þessum stofnum. Út frá þessu er öll þróun á aðferðafræði sem beinist að 

próteinmengjagreiningu á extra vatnsfælnum próteinum talin mjög áríðandi 92. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
91 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003) 
92 Cordwell, Stuart J., Engelmann, Susanne; Hecker, Michael. (2003) 
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3.  Framkvæmd   
  

   Framkvæmdin fór fram á tímabilinu 9/1 til 2/2 2007 en seinni rafdrátturinn á 

IEF ræmunum yfir á gelplötu fór ekki fram fyrr en í júlí en ræmurnar voru 

geymdar við -80°C fram að því. Nokkrar lotur voru framkvæmdar en hér á 

eftir ætla ég að rekja þá aðferðafræði sem ég tel að myndi nýtast best í þessum 

rannsóknum. Í viðaukum 1-7 má finna númeraðar verklýsingar sem verður 

vísað í til nánari útskýringa á einstökum aðferðum og í viðauka 8 má finna 

mólmassatöflu fyrir þau efni sem eru notuð í þær lausnir sem eru búnar til í 

tilrauninni. 

 

3.1. Ræktun S. aureus 

 

    Daginn áður en sáning fór fram voru búin til æti, PCA (Difco) (23,5 g/L 

samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda) í flösku með skrúftappa og TSB 

(Difco) (30 g/L samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda) en settir voru 10 ml 

og 9 ml í glös. Glösin og flaskan voru autoklaveruð. PCA agarnum var hellt á 

skálar og þær látnar storkna. Skálunum var síðan raðað upp og settar í poka. 

Skálarnar og TSB glösin voru geymd við 4°C þangað til þau voru notuð. 

    Á fyrsta degi var aðalrækt útbúin með að setja 20 µl af DSM 11729 S. 

aureus í 10 ml af TSB. Glasið var sett í hitaskáp við 35°C og ræktað í ~ 24 

klst.  Ljósgleypni ræktarinnar var mæld við 600 nm til að fá út vaxtarkúrfu 

fyrir bakteríuna. TSB var notað sem blankur. Fyrsta mæling var gerð 2 klst. 

eftir sáningu en eftir það á klst. fresti. Eftir að fyrsta mæling yfir 0 fékkst þá 

var mælt á 30 mín. fresti eða þangað til að gleypnin fór yfir 1. 

    Á öðrum degi var sáð úr aðalræktinni yfir á PCA skálar og þær látnar í 

ræktun við 35°C í 24 klst. Þetta var gert til að tryggja að um einsleita rækt væri 

að ræða.  

    Á þriðja degi var tekin ein kólonía af sitthvorri skálinni og þeim sáð í 

sitthvort TSB glasið sem þá voru forræktirnar. Glösin voru síðan sett í ræktun 

við 35°C í 24 klst. PCA skálarnar voru settar aftur í ræktun við 35°C í aðrar 24 

klst.  
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   Á fjórða degi, eftir að PCA skálarnar voru samtals búnar að vera í ræktun við 

35°C í 48 klst. var þeim lokað með parafilmu og settar í geymslu við 4°C. 

Ræktunum á þessum skálum á svo að endursá á 2 vikna fresti til að  tryggja að 

um sama stofn sé að ræða út alla tilraunina. 2nd (10-1) rækt var útbúin með að 

taka     3 × 1 ml úr forrækt og setja í 3 × 9 ml af TSB, glösin með 2nd ræktinni 

voru svo sett í ræktun við 35°C í 24 klst. Ljósgleypnimæling var gerð á forrækt 

með TSB sem blank og einnig var sáð á PCA skálar 1 ml og 0,1 ml úr forrækt 

fyrir talningu en skálarnar voru settar í ræktun við 35°C. 

    Á fimmta degi voru kóloníur á forræktar PCA skálum taldar. Þynningar 

voru gerðar á 2nd rækt uppí 10-10 (notað var TSB til að þynna útí). Sáð var 0,1 

ml úr þynningum 10-1- 10-10 yfir á PCA skálar og þær settar í ræktun við 35°C 

í 24 klst. Ljósgleypnimæling var gerð á þynningunum og var TSB notað sem 

blankur. 

   Á sjötta degi var vöxtur á PCA skálum athugaður og kóloníur taldar. Ef 

enginn vöxtur var sýnilegur voru skálarnar hafðar áfram í ræktun við 35°C í 

aðrar 24 klst og kóloníur taldar eftir þann tíma.  

 

3.2. Vinnsla á ræktum 

 

    Á fimmta degi voru búnar til 50 mM búrlausn af Tris- HCl pH 7,4 (0,788 g 

Trizma-HCl, 100 ml H2O) og 30 mM búrlausn af EDTA ( 0,55836 g EDTA, 

50 ml H2O). Að lokum voru búnir til 50 ml af Extraction buffer C (10 mM 

Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2 × 6H2O) og þeir geymdir við 4° 

C í lokaðri flösku. Undirbúningur sýnanna og próteinúrdráttur var 

framkvæmdur en verklýsinguna má sjá í viðauka III. Próteinmagnmæling með 

BSA, samkvæmt verklýsingu í viðauka IV, var framkvæmd á degi fimm eða 

sex. Búnar voru til tvær gerðir 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 µl Pharmalytes pH 4-6,5). Þessir bufferar voru geymdir í kæli við 4°C. 

(Viðauki III).  

    Á degi 6 voru sýnin hreinsuð með 2D clean up kit, það var gert til að geta 

aukið hleðslumagn sýnis yfir á IPG ræmurnar, (viðauki IV). Hreinsuðu 
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sýnunum var hlaðið yfir á IPG ræmurnar, (viðauki V) og reswelling ferlið 

(12,5 klst á 0 V við 15°C og 3 klst á 30 V við 15°C) sett af stað í IEF-tækinu 

og látið ganga yfir nótt. 

     Á degi 7 var IEF-ferlið keyrt. Í þessu tilviki var eftirfarandi ferli notað: 

1,5 klst á 300 V 

0,5 klst á 1000 V 

1,5 klst á 3500 V 

1,0 klst á 5000 V 

Að rafdrættinum loknum voru ræmurnar settar í jafnvægisbuffer, (viðauki VI). 

    Á degi 8 var farið yfir í seinni rafdráttinn, litun á gelplötu og aflitun á 

gelplötu, (viðauki VII). 
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4.  Niðurstöður 
 

4.1. Próteinmagnmæling 

 

    Samkvæmt próteinmagnmælingu með BSA má gera ráð fyrir að  ca. 5 µg af 

próteini séu í hverjum 50 µl af sýni. 

 

4.2. Talning á PCA-skálum 

 

    Allar skálar sem sáð var á voru óteljanlegar sem gefur okkur það að ekki er 

þörf á að sá 1 ml á skálar og einnig borgar sig að þynna ræktina upp í að 

minnst kosti 10-10.  

  

4.3. Vaxtarkúrfa 

 
    Í ljós kom að þegar vaxtarkúrfa S. aureus er mæld er þörf á að mæla 

ljósgleypnina á um það bil 30 mínútna fresti eftir að vöxtur verður sýnilegur í 

ræktinni vegna þess að þegar vöxturinn er kominn af stað er ræktin mjög fljót 

að ná þéttleika yfir einn. Ekki var búin til vaxtarkúrfa fyrir þessa mælingu þar 

sem mælt var á klukkustundarfresti og því er vart hægt að segja að niðurstaðan 

sé marktæk. 

 

                                      Tafla 1. Ljósgleypnimæling fyrir vaxtarkúrfu 

Tími í klst. frá sáningu Gleypni við 600 nm 

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     

     

     Á mynd 12 má sjá gelplötu með próteindeplum á. Þessi gelplata fékkst 

þegar 125 µl af hreinsuðu sýni var hlaðið á IPG-ræmu og rafdregið samkvæmt 

ferli í framkvæmdarkaflanum. Tveir mjög greinilegir og aðskildir deplar 

fengust vinstra megin ofarlega á gelinu en fjórir mjög daufir deplar fengust 

líka en ekki gekk nógu vel að ná þeim á mynd. Engir deplar fengust hægra 

megin við próteinröndina sem náði næstum þvert yfir gelið. 

 

 
          Mynd 12. Gelplata með próteindeplum úr S. aureus 
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5.  Umræða 
 

    Greinilegt er að einhverjir vankantar eru ennþá á aðferðafræðinni sem var 

notuð í þessu verkefni en allt bendir þó til þess að þessir vankantar liggi í fyrri 

rafdrættinum og því sé vonandi hægt að reiða sig á það að aðrir verkþættir séu 

komnir að mestu leyti á hreint. Ekki fékkst nýtileg gelplata en sýnilegir 

próteindeplar fengust þó erfitt væri að ná þeim á mynd, miðað við hvernig 

þessi gelplata kom út þá er augljóst að vandamálið liggur í því að próteinin 

virðast ekki dreifast um gelplötuna heldur renna þau saman  í rendur. Einnig er 

ekki víst að tekist hafi að hlaða nægu sýni á IPG-gelræmuna þrátt fyrir að 

hreinsun með  2D clean up kit hafi farið fram á sýninu áður en því var hlaðið á 

og því væri æskilegt að leitast við að finna aðferð til að geta hlaðið meira 

magni af sýni á hverja ræmu.   

    Orsökin fyrir þessari randamyndun er ekki alveg ljós en má þó að öllum 

líkindum rekja til þess að þegar verið er að rafdraga IPG-gelræmurnar þá 

bólgna þær í annan endann (+ endann) og sumar þeirra brenna. Mætti þá ætla 

að próteinin nái ekki að jafnast út um alla gelræmuna heldur hlaðast þau 

prótein upp sem ættu að vera á bólgu/brunasvæðinu, við byrjunarmörk 

bólgunnar/brunans. Síðan þegar seinni rafdrátturinn á sér stað þá kemur rönd 

þvert í gegnum gelplötuna þar sem að próteinhaugurinn er en sá hluti 

gelræmunnar sem er bólginn/brunninn inniheldur sennilega engin prótein og 

því er gelplatan auð á þeim enda sem er samsvarandi við bólgu/brunaendann á 

gelræmunni. 

    Þær rannsóknir sem hafa verið gerðar á síðustu árum samhliða gríðarlegum 

framförum á þeirri tækni sem er nýtt í próteinmengjarannsóknum eru búnar að 

gefa okkur dágóða mynd af því hvernig starfsemi S. aureus er háttað og 

komnar eru fram á sjónarsviðið nokkrar hugmyndir um hvaða þættir það eru 

sem helst valda lyfjaþoli í þessari tegund.   

    Búið er að sanna að SarA og mecA eru gen taka þátt í smithæfni S. aureus 

og því ætti að vera praktískt og skynsamlegt að hefja nánari rannsóknir á 

þessum genum og leita leiða til að jafnvel bæla tjáningu á þeim algjörlega eða 

koma í veg fyrir að afurðir þeirra geti sinnt þeim verkum sem þeim er ætlað.  
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    Gagnlegt framtak gæti verið að útbúa gagnabanka með viðmiðunarkortum 

af próteinmengjum lífvera þar sem hægt væri nálgast kort til að gera 

samanburð. Viðmiðunarkort af hinu "eðlilega" ástandi lífverunnar koma að 

góðum notum þegar verið er að skoða próteinmengi á til dæmis stökkbreyttum 

stofnum. 

    Áframhaldandi tækniþróun er nauðsynleg þar sem núverandi tækni fyrir 

tvívíðan rafdrátt virðist ekki ná að greina prótein í mjög litlu magni og einnig 

hafa komið upp vandamál þar sem að sum prótein til dæmis í frumuveggnum 

nást illa fram með þeim aðferðum sem verið er að nota. 

   Stofnar af S. aureus á borð við VISA eru farnir að ógna öryggi mannkynsins 

töluvert mikið þar sem sífellt fleiri tilvik koma fram þar sem um er að ræða 

stofna sem eru ónæmir eða mjög þolnir fyrir öllum þekktum sýklalyfjum. Þó 

að ekki sé beinlínis hætta á faröldrum þá skapar þetta mikla hættu inn á 

sjúkrahúsum þar sem sjúklingar með aðrar sýkingar eiga á hættu að smitast af 

þessum þolnu stofnum sem gerir þá meðgöngu og lækningu sjúkdómsins mun 

erfiðari en ella. Einnig eru sjúklingar með veiklað ónæmiskerfi, á borð við 

HIV-sjúklingar, mun viðkvæmari fyrir sýkingum af völdum þessara stofna og 

öruggt er að dánartíðni hjá þessum einstaklingum er hærri vegna slíkra 

sýkinga.   
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6.  Samantekt 
    

    Þykknun á frumuveggnum virðist eiga stóran þátt í því að sífellt fleiri 

stofnar af S. aureus eru að þróa með sér ónæmi gegn sýklalyfjum á borð við 

vancomycin og methicillin. Það er því mjög líklegt að það gæti gefið góða 

raun að rannsaka hvaða prótein standa að þessari þykknun og þá reyna að finna 

leið til að bakterían geti ekki framleitt þau.  

    Nokkur gen hafa komið í ljós sem eru talin standa á bak við smithæfni og 

sýklalyfjaþol S. aureus og eru nánari rannsóknir á þeim og þeirra afurðum 

mjög æskilegar.   

    Þegar litið er þessa rannsókn sést að nauðsynlegt er að halda áfram að prufa 

sig áfram með reswellingferli og IEF-ferli  þar sem að líklegast er að þar liggi 

hundurinn grafinn. En fremur er sennilegt að betri niðurstöður fáist ef að sýnin 

og gelræmurnar eru frystar sem minnst en vegna tímaskorts var mikið um það 

að sýnin væru fryst og þýdd upp aftur.  

    Það að IPG-ræmurnar skuli brenna og bólgna í endana er vandamál sem 

væri ef til vill hægt að fá lausn á með því að hafa samband við framleiðanda 

eða jafn vel einhvern af hinum fjölmörgu vísindamönnum sem að hafa verið 

að stunda þessar rannsóknir á síðstu árum.  

    Eitt er ljóst að á komandi árum mun margt nýtt koma í ljós í sambandi við       

S. aureus og þol hans gegn sýklalyfjum. Erfðatæknin og líftæknin ásamt 

öðrum greinum munu og þurfa að haldast fast í hendur til að hægt verði að 

snúa á smithæfileika og þol bakteríunnar.   
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Viðaukar 
 

Viðauki I 
 

 

1. 9 ml af TSB broth sett í tilraunaglös 

2. Glösin sett í autoklava  

3. Glösin tekin úr autoklavanum og sett í kæli við 4°C.  

 

Byrjunarrækt úbúin með að setja 20 µl af DSM 11729 S. aureus útí hvert glas 

af TSB (þá verða að vera 10 ml af TSB í hverju glasi). Sett í ræktun við 35°C í 

24 klst. 

Sáð á PCA skálar úr byrjunarrækt, skálarnar ræktaðar við 35°C í 48 klst og 

síðan lokað með parafilmu og geymdar í kæli (4°C). Umsáð á 2 vikna fresti.  

Ein kólonía tekin af byrjunarræktar PCA skálum og settar í 10 ml TSB broth 

og það sett í ræktun við 35°C í 24 klst, það er þá forræktin okkar. 

 

PCA agar 700 ml eru búnir til og settir á skálar (ca. 10 ml á skál þarf 54 skálar)  

Þetta þarf að gera bara einu sinni í fyrsta hollinu þar sem ég er með allar þrjár 

ræktirnar. Eftir það er bara stuðst við ljósgleypnimælingu.  

Lausnir útbúnar (má gera á degi 2) 

1.  Extraction buffer C útbúinn (50 ml): 

     10 mM Tris pH 7,4 

    1 mM  EDTA 

    5 mM  MgCl2.6H2O  

      

    Blanda  þá saman:    

    10 ml Tris pH 7,4 10mM 

    1,67 ml EDTA 30 mM 

    0,050825 g  MgCl2.6H2O 

    38,33 ml H2O 

 

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

      100 ml eimað vatn. 

   

Sýrustig stillt af með NaCl og NaOH 

      

EDTA lausn, 30 mM búrlausn (50 ml):  

      0,55836 g EDTA 

                50 ml eimað vatn 

 

Jafnvægisbuffer útbúinn (hægt að skipta upp í glös og geyma í frysti við -

20°C). 

 

50 mM Tris-HCl pH 8,8 

6 M Urea 

30% Glyseról 

2% SDS 

Trace Bromophenol blue (nokkur korn) 

 

1% DTT eða 2,5% iodoacetamide sett útí hvert glas rétt áður en það á að nota 

þau. 
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Viðauki II 

 

 
2nd rækt af S. aureus. 

1. 1 ml af  forrækt sett útí hvert  9 ml TSB-glas. (þá eru samtals 10 ml í glasinu 

og þetta er þynning 1/10). Fínt að gera 3 glös af hverri gerð s.s. 3 glös af  Sa., 

3 glös af Sag og 3 glös af Sam  

2. Sýklalyfjum bætt útí en notað er hámarksmagn.  

3. Sett í ræktun við 35°C í 24 klst.  

 

Ljósgleypnimæling á forrækt. 

1. Taka 1 ml af forræktinni og setja í mæliglas 

2. Mæla ljósgleypnina við 600nm með æti sem blank 

3. Setja forræktina í eyðingu.  

 

Í fyrsta hollinu þar sem ég er með allar 3 ræktirnar þar þarf ég að sá úr 

forræktinni og þynningum uppí 10-6 á PCA skálar 1 ml og 0,1 ml og setja í 

ræktun við 35°C í 24 klst (þá tékka á vexti ef enginn vöxtur þá láta vaxa í 48 

klst). Telja svo af skálunum eftir 24 eða 48 klst.   
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Viðauki III 

 

Ljósgleypnimæling. 

1. Búa til þynningar uppí 10-6 (þá er forræktin 1/1 og ræktin frá degi 2 1/10 svo 

ég geri þynningar frá 10-2 til 10-6 . Nóg er að gera þynningu úr einu glasi af 

hverri gerð af rækt. 

 

2. Mæla ljósgleypnina við 600 nm á þynningum 10-1 til 10-6 og nota æti sem 

blank. 

3. Búa til línurit og bera niðurstöðurnar saman við talningu á fyrstu PCA 

skálunum. 

 

Heildarfjöldi baktería skoðaður 

(þetta er aðeins gert í fyrsta hollinu þar sem að ég er með allar gerðir af 

ræktum) 

1. Heildarfjöldi úr ræktum athugaður eftir 24 klst með sáningu á PCA skálar. 

2. Þynningarnar eru gerðar útí 9 ml af TSB broth og 2nd ræktirnar notaðar líka. 

3. Taka 1 ml og 0,1 ml úr  hverri þynningu og líka úr 2nd rækt og setja á skálar 

með PCA agar  

4. Sett í ræktun við 35°C í hitaskáp á hvolfi.  
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5. Tékkað á skálum eftir 24 klst og ef góður vöxtur þá telja á skálum þá 

(teljanlegur fjöldi kólonía er 25-250 kóloníur). Ef enginn vöxtur þá láta 

skálarnar bíða í 24 klst í viðbót og telja eftir það.  

6. Telja af skálum eftir 48 klst.  

7. Setja upp niðurstöður í töflu og nota í áframhaldandi ljósgleypnimælingum. 

 

Lesa af PCA skálum forrækt 

Tékka á PCA forræktarskálunum ef enginn vöxtur þá láta vaxa í 24 klst í 

viðbót. 

 

 

Áframhaldandi 2D meðferð 

 

1. Eftir 24 klst í ræktun eru 1,5 ml teknir úr 2nd ræktinni og settir í 

eppendorfglös. (gott er að taka sléttan fjölda af eppendorfglösum 10 af hverri 

gerð af rækt) 

2. Glösin eru síðan spunnin við 7000x g í 10 mín, flotið tekið af og hent. 

3. 1 ml af ísköldu PSB er sett í hvert glas.  

4. Sett á vortex í 30 sek 

5. Spunnið við 7000x g í 10 mín, flotið tekið af og hent 

6. Liðir 3-5 endurteknir 

 

ATH. Frumur úr nokkrum eppendorfglösum sameinaðar í eitt glas. En þá eru 

bara settir 0,5 ml af PBS útí hvert glas í lið 3 (í 1 umferð) og sett á vortex og 

pípetteruð strax og  eru eins glös sameinuð í eitt eppendorfglas síðan er farið 

yfir í lið 5 og haldið áfram einsog venjulega.  

 

Próteinútdráttur (extraction) 

1. 1 ml af extraction buffer C settur í hvert glas og blandað á vortex í 30 sek.  

2. 10 einingar af lysostaphin sett í hvert glas (10 einingar per 1 ml buffer) tók 10 

míkrólítra úr glösunum sem að Jenny var búin að útbúa og voru í frosti.  

3. Sett í 37°C hitaskáp í 1 klst (hér er hægt að fara yfir í að blanda lausnir). 

4. Lausnin er síðan sett í sonicatorinn (hátíðnihljóðbylgjuvél). Vélin er stillt á 

ampl 25% og hvert pulse on/off er 5 sek. Tækið er látið sprengja 5 sinnum  
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5. Glösin spunnin við 15000x g í 90 mín. Hendi botnfalli og hirði flotið. (ég set 

þetta á 13000x g í 99 mín). 

Setja 110 µl af floti í sér glas fyrir magnmælinguna.  

 

HÆGT AÐ FRYSTA GLÖSIN HÉRNA VIÐ -80°C EÐA HALDA ÁFRAM. 

 

 

Lausnir útbúnar 

Reswelling buffer Jenny:.  

    7M Urea 

    2 M Thiourea 

    4% Triton X-100 

    20 mM DTT 

 

Þá er blandað saman (50 ml):  

    21,021 g  Urea 

    7,612 g Thiourea 

    2 ml     Triton X-100 

    0,15425 g DTT 

    48 ml eimað vatn 

 

Á hverja IPG-gelræmu eru notaðir ca. 125 µl af buffer.  

Bufferunum má skipta niður í rétta skammta og geyma við -20°C  
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Viðauki IV 

 

Próteinmagnmæling 

 

Mæla próteinmagn í sýnum með 2D Quant Kit. Þetta er gert í hverju holli s.s 

eitt glas fyrir hverja gerð af rækt (mest 3 glös). 

 

1. Workingcolour lausn útbúin með að blanda í plastglas. 100 hlutar color 

reagent A á móti 1 hluta color reagent B (s.s ef það á að búa til 10 ml þá eru 

það 9,9 ml af A og 0,1 ml af B). Magn sem blandað fer eftir því hve mörg glös 

á að ljósgleypnimæla en 1 ml af þessari lausn er nauðsynlegur í hvert glas.  

2. Staðalkúrfa útbúin með að blanda eftirfarandi lausnir í eppendorfglös: 

Glas nr. 1 2 3 4 5 6 
Magn BSA 
lausn 

0 µl 5 µl 10 µl 15 µl 20 µl 25 µl 

Próteinmagn 0 µg 10 µg 20 µg 30 µg 40 µg 50 µg 
 

3. 1-50 µl af sýni settir í eppendorfglas. Gera tvöfalda ákvörðun af hverju sýni. 

4. Bæta 500 µl af precipitant í öll glösin, setja á vortex í 15 sek og láta glösin 

standa í 2-3 mín við stofuhita. 

5. Bæta 500 µl af co-precipitant í öll glösin og snú glösunum á hvolf nokkrum 

sinnum.  

6. Spinna glösin við 10000x g í 5 mín. 

7. Taka glösin úr strax og þessu líkur og hella flotinu af.  

8. Setja glösin aftur í spinningartækið og láta hjörina á glösunum snúa út. Spinna 

aftur í ca 10 sek. 

9. Taka glösin úr tækinu og fjarlægja allan vökva með pípettu. Að þessu loknu á 

ekki að sjást neinn vökvi í glasinu 

10. Bæta 100 µl af koparlausn og 400 µl af eimuðu vatni útí  hvert glas. Setja á 

vortex í ca 5 sek.  

11. Bæta 1 ml af workingcolour lausn (búin til í lið 1) í hvert glas og snúa hverju 

glasi við nokkrum sinnum um leið og búið er að setja efnið útí.  

12. Láta standa við stofuhita í 15-20 mín. 
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13. Setja í ljósgleypnimæli við 480 nm. Stilla mælinn af með vatni. 

Ljósgleypnimæla verður öll glösin innan 40 mín frá því að workingcolour 

er bætt útí.  

 

Hreinsun á sýni með 2D Cleanup kit 

Leiðbeiningar A eru fyrir 1-100 µl af sýni sem innihalda 1-100 µg af próteini 

og leiðbeiningar B eru fyrir  sýni sem innihalda meira en 100 µg af próteini. 

Þetta er gert til að minnka styrk próteina í sýninu svo að það sé hægt að hlaða 

meira á gelræmuna en ella. 

 

A)   

1. Setja 300 µl af sýni í 1,5  ml eppendorfglas.  

2. Setja 300 µl af precipitant útí og blanda vel á vortex. Setja á ís í 15 mín. 

3. Setja 300 µl af co-precipitant útí og blanda stuttlega á vortex. 

4. Spinna glösin við min. 12000x g í 5 mín. Láta hjörina á lokinu snúa út.  

5. TAKA GLÖSIN STRAX ÚR. Pípettera eða hella  í burtu í öllum vökva. Það 

má alls ekki snerta botnfallið. 

6. Spinna glösin í nokkrar sekúndur með hjörina á lokinu út. Fjarlægja allan 

vökva sem er eftir með pípettu. Það á ekki að vera neinn sjáanlegur vökvi eftir 

í glasinu. 

7. Setja 40 µl af co-precipitant ofan á botnfallið. ÞETTA ÞARF AÐ GERA 

MJÖG VARLEGA ÞVÍ ÞETTA Á EKKI AÐ BLANDAST VIÐ 

BOTNFALLIÐ. Setja á ís í 5 mínútur.  

8. Spinna við 12000x g í 5 mín. Láta hjarirnar snúa út.  

9. Fjarlægja flotið með pípettu. 

10. Setja 25 µl af eimuðu vatni ofaná botnfallið. Setja á vortex í 5-10 sek. 

Botnfallið á ekki að leysast upp heldur aðeins losna frá glasinu. 

11. Setja 1 ml af wash buffer (ÞARF AÐ VERA BÚINN AÐ VERA AMK. 1 

KLST VIÐ -20°C ÁÐUR EN HANN ER NOTAÐUR) og 5 µl wash additive 

útí. Setja á vortex þangað til að botnfallið er orðið uppleyst.  

12. Setja glösin í -20°C í amk 30 mín setja á vortex í 20-30 sek í einu á 10 mín 

fresti. (Hér er hægt að láta glösin vera við -20°C í allt að eina viku án 

skemmda) 

13. Spinna glösin við min. 12000x g í 5 mín 
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14. Fjarlægja flotið. 

15. Leyfa botnfallinu að loftþurrkast (EKKI LENGUR EN 5 MÍN) 

16. Setja 125 µl af reswellingbuffer útí hvert glas. Setja á vortex í min. 30 sek. 

Láta standa við herbergishita. Setja aftur á vortex eða pípettera til að leysa 

botnfallið fullkomlega upp. (Ef illa gengur að leysa upp botnfallið þá er hægt 

að nota sonicatiorinn eða sample grinding kit til að flýta fyrir) 

17. Spinna glösin við min. 12000x g í 5 mín.  

18. Flotið er hægt að taka og setja beint á gelræmurnar eða setja yfir í ný 

eppendorfglös og frysta við -80°C.  

Má setja flotið beint yfir á gelræmur eða setja það í frost við -

80°C til geymslu.  

Hér þarf að athuga ef það er hægt að keyra gelið daginn eftir og halda 

beint áfram í 2D-rafdrátt þá skal fara yfir í reswellingferlið því að það 

tekur alveg 12 klst og því gott að gera það yfir nótt. Ef maður sé fram á að 

geta ekki haldið áfram með rafdráttin næstu 2 daga á eftir þá borgar sig 

að frysta sýnið og taka það upp kvöldið áður en maður ætlar að fara að 

rafdraga.  
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Viðauki V 

 

Stripholders eru þvegnir eftir hverja notkun.  

1. Skola vel með eimuðu vatni 

2. Setja  nokkra dropa af strip holder cleaning solution á hvert stykki 

3. Bursta vel með td. tannbursta 

4. Skola vel með eimuðu vatni 

5. Setja á pappír og láta loftþorna 

HOLDERARNIR VERÐA AÐ VERA ALVEG ÞURRIR ÞEGAR ÞEIR ERU 

NOTAÐIR 

 

Hleðsla sýna 

 

Notaðar verða 7 cm ræmur með pH 5-8.  

 

1. Sýnið og reswellingbuffer (ef hann er ekki í sýninu fyrir) samtals 125 µl eru 

pípetteruð á milli elektróðanna í strip holder. PASSA AÐ LÁTA ÞAÐ EKKI 

FARA YFIR ELEKTRÓÐURNAR OG LENGRA TIL HLIÐAR ÞVÍ ÞÁ 

TAPAST SÝNI. 

2. Plastið er fjarlægt af gelstrimlinum frá + enda til – enda. 

3.   Gelið snýr niður. + endinn er settur niður í lausnina fyrst, hann snýr að 

oddmjóa endanum á holderinum (+ í +)og strimlinum er ýtt fram og tilbaka 

upp og niður til að tryggja að sýnið dreifist jafn undir allt gelið. Síðan er – 

endinn látinn síga niður. 

PASSA VERÐUR AÐ GELIÐ SNERTI BÁÐAR ELEKTRÓÐURNAR OG 

ENGAR LOFTBÓLUR MEGA VER UNDIR RÆMUNNI. 

4.  Cover  fluid settur yfir með að láta dropa fyrst í + endann þangað til ca. 

helmingurinn af strimlinum er þakinn, þá er látið dropa í hinn endann þangað 

til að vökvinn nær saman í miðjunni. 

5. Stripholderarnir settir í rafdráttartækið þannig að mínus-endi gelræmunnar sé 

staðsettur  yfir mínus hluta rafdráttarækisins.  
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6. Gott er að láta reswelling ferlið ganga yfir nótt eða í ca. 12-14 klst (10 klst er 

algjört lágmark). 

 

Til að reyna að koma í veg fyrir að endarnir á gelstrimlunum þorni er hægt að 

prufa að setja pappír undir strimlana það er þá gert eftir að reswelling líkur, 

áður en rafdrátturinn er keyrður. 

1. Hleðslupappír er skipt niður í tvo hluta þannig að hann passi í holderana.  

2. Pappírínn er lagður í bleyti í eimuðu vatni og síðan dampaður á pappír þangað til að 

hann er aðeins orðinn rakur.  

3. Pappírinn er staðsettur yfir elektróðurnar, cover fluid sett yfir en það á að reyna að 

setja sem minnst á pappírinn sjálfann. 
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Viðauki VI 

 

 

 IEF stillt og sett af stað. Það er mjög misjafnt hvernig ferlin eru og það er 

undir hverjum og einum komið hvaða ferli hann kýs að nota. 

Þegar IEF er búið þá er farið yfir í jafnvægingu. 

 

Jafnvæging 

1. Jafnvægisbuffer tekinn upp úr frysti og látinn þiðna (2 glös per ræmu) 

2. 1% DTT (100 µl) bætt útí annað glasið og ræman sett oní það er hægt að setja 

amk 2 ræmur oní hvert glas ef það er sama sýni á þeim.  

3. Látið standa við herbergishita í 30-45 mín.  

4. 2,5% iodoacetamide (250 µl) sett útí hitt glasið 

5. Ræman tekin uppúr buffernum og færð yfir í nýja glasið. 

6. Látið standa við herbergishita í 30-45 mín. 

HÉR ER HÆGT AÐ TAKA GELRÆMURNAR OG FRYSTA ÞÆR VIÐ -

80°C ÞANGAÐ TIL AÐ 2D RAFDRÁTTURINN ER FRAMKVÆMDUR 

EÐA HALDA ÁFRAM. 

Ef ræmurnar eru frystar þá þarf að pakka þeim inní álpappír. 
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Viðauki VII 

 

AMK 1 KLST ÁÐUR EN 2D ER KEYRT ÞARF AÐ BÚA TIL GELIN. 

 

Mótin fyrir gelið sett saman og síðan er gellausnin og yfirlagið blandað í 

sitthvorri kolbunni. 

 

Polyacrylamide Gel magn fyrir ca 1 gel 

- 250 µl 10% SDS 

- 6.25 ml 1.5M Tris pH8.8 

- 7.5 ml 40% Acrylamide/bis-acrylamide 

- 10.8 ml eimað vatn 

- 15 µl  TEMED 

- 175 µl 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 pípetteruð yfir í mótið (skilið ca. 0,5 cm eftir upp að brún) og 

yfirlagið notað til að fylla upp að toppi. Passa að engar loftbólur séu í gelinu 

sjálfu en það er í lagi í yfirlaginu. Gelbrúnin þarf að vera sem sléttust. 

2. Rafdráttarbuffer búinn til: 

Electrophoresis Buffer 1L (búrlausn 10x): 

  10 g SDS 

  250 µM Tris 

  144,13 g Glysine 

  1000 ml eimað vatn 

 

Blandan í rafdráttartækið: 

  130 ml rafdráttarbuffer (10x) 
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  1170 ml eimað vatn 

 

3. Hella yfirlaginu af. Yfirborð gelsins skolað 3var sinnum með 

rafdráttarbuffernum. 

4. Gelræman er sett oná gelplötuna og einsog sést á myndinni hér fyrir neðan.  

 

 

5. Stykkið sem heldur glerplötunni er látið vera opið til hálfs að neðan og fest í 

stóra boxið. Ca. 1200 ml af rafdráttarbuffer hellt oní stærra boxið, 

rafdráttarbuffer pípetteraður til að fylla uppí á milli glerjanna og ca. 100 ml af 

rafdráttarbuffer hellt í minna hólfið. Lokið sett á og tækið stillt: 

25 mA  

300 v  

klukkan er látin vera á 0 

6. Tækið látið ganga í klukkustund en þá er gelið skoðað og athugað hvar bláa 

línan er. Yfirleitt er passlegt að láta ferlið ganga í 1,5 klst en það fer eftir því 

hvað gelið er stórt. Tækið er stoppað rétt áður en bláa línan fer niður úr gelinu. 

7. Á meðan á rafdrættinum stendur er gott að útbúa fixative lausnina, hún er bara 

blönduð í bakkanum og svo er hægt að geyma hana þangað til að rafdrátturinn 

klárast með að strengja parafilmu yfir bakkann. Hún er blönduð svona (100 

ml): 

45 ml metanól 
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1 ml ediksýra  

54 ml eimað vatn 

 

8. Strax að rafdrætti loknum er gelið tekið af plötunum og lagt í bleyti í fixative 

lausn í amk 20 mín. til að festa próteinin.( Jafnvel gott að láta þetta liggja yfir 

nótt.) 

9. Á meðan að gelið liggur í fixative-lausninni er hægt að blanda coomassie blue 

R250 litablönduna: 

50% Metanól 

10% ediksýra (acetic acid) 

0,1% Coomassie Blue R250 

 

í 100 ml: 

50 ml metanól 

10 ml ediksýra 

1 mg coommassie Blue R250 

40 ml eimað vatn 

 

10. Gelið tekið uppúr fixative lausninni og sett í coomassivelitalausnina og er látið 

vera þar í 18-24 klst. 

11. Gelið tekið uppúr coomassivelausninni og sett í bakka með eimuðu vatni. 

Skipt er á vatninu á 20 mín fresti þangað til að gelið hefur misst bláa litinn en 

próteinin eru ennþá sem bláar doppur á gelinu. Hella bara vatninu af gelinu 

með því að halda því niðri í botninum með hanska. skipta á vatninu fyrstu 2-3 

skiptin á 20 mín fresti eftir það er allt í lagi að skipta um vatn sjaldnar. Tekur 

ca. 2-3 tíma að aflita gelið. 
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Viðauki VIII 

 

Efnaheiti Mólmassi (g/mól) 
Tris-HCl 157,60 
EDTA 372,24 

MgCl2×H20 203,30 
Urea 60,06 

Thiourea 76,12 
DTT 154,25 

 


