Greining a bakteriuhamlandi virkni hja
Chlamydomonas reinhardtii

Rébert Magnusson

Lif- og umhverfisvisindadeild

Haskoli Islands
2010







Greining a bakteriuhamlandi virkni hja
Chlamydomonas reinhardtii

Rébert Magnusson

90 ECTS eininga ritgerd sem er hluti af
Magister Scientiarum gradu i Liffraedi

_ Leidbeinendur
Olafur S. Andrésson
Gudmundur Hrafn Gudmundsson
Zophonias O. Jonsson

Profdomari / Fulltrui deildar
Jéhanna Arndrsdottir

Lif- og umhverfisvisindadeild
Verkfraedi- og nattlruvisindasvid
Haskoli Islands
Reykjavik, Agust 2010



Greining a bakteriuhamlandi virkni hja Chlamydomonas reinhardtii
Hreinsun bakteriuhamlandi efna fr4 C. reinhardtii
90 ECTS eininga ritgerd sem er hluti af Magister Scientiarum gradu i liffreedi

Hofundarréttur © 2010 Robert Magnusson
Oll réttindi askilin

Lif- og umhverfisvisindadeild
Verkfraedi- og natturuvisindasvio
Haskoli islands

Askja, Sturlugotu 7

101 Reykjavik

Simi: 525 4000

Skraningarupplysingar:
Robert Magnusson, 2010, Greining & bakteriuhamlandi virkni hja Chlamydomonas
reinhardtii, meistararitgerd, Lif- og umhverfisvisindadeild, Haskdli islands, 105 bls.

Prentun: Haskolaprent ehf.
Reykjavik, September 2010



Utdrattur

Chlamydomonas reinhardtii er greenpoérungur sem liggur naerri stofngreinum
plantna og dyra. C. reinhardtii finnst um allan heim i ferskvatni, sj6 og ymsum
jarovegi. Hann er einfruma, heilkjarna lifvera, u.p.b. 10 um i pvermal, syndir med
tveimur svipum og hefur eitt greenukorn fyrir ljostillifun. Chlamydomonas er
notadur sem moadel lifvera i rannsoknum & morgum grundvallar spurningum i
frumu- og sameindaliffreedi. Par sem hann lifir i umhverfi par sem mikil bakteriu
flora prifst er liklegt ad hann hafi préad med sér varnarkerfi lik peim sem
rannsokud hafa verid hja baedi dyrum og plontum. bPessi varnarkerfi hafa ekki verio
skilgreind en i ljos hefur komid ad greenpdrungurinn seytir bakteriuhamlandi
efnum. Medhondlun med préteinbsum bendir til ad protein eda peptid standa ad
baki virkninni. Markmid pessa verkefnis var ad hreinsa pessi bakteriuhamlandi efni
og skilgreina med HPLC teekni (e. High Performance Liquid Chromatography) og
massagreiningu. Tvo virk efni fundust, baedi neem fyrir proteinasa meltu med
préteinasa K og pepsin. Tveir mismunandi hreinsunarferlar, samsettir af utdrattar
sulum fyrir gréfhreinsum og HPLC katjona skipta-, 6fugfasa- (e. reverse phase) og
vatnseeknum sulum, voru hannadir fyrir hreinsun og einangrun a pessum
peptidoum/proteinum. Hreinsud peptid/protein voru svo send a rannsoknarstofur
erlendis til greiningar.

Abstract

Chlamydomonas reinhardetii is a green algae found all over the world, in soil, fresh
water and oceans. It is a unicellular, eukaryotic organism, about 10 pm in
diameter and swims with two anterior flagella and contains a chloroplast for
photosynthesis. Chlamydomonas is used as a model system for research on
many fundamental question in cell and molecular biology, such as the function of
photosynthesis and flagellar motility, organelle biogenesis, and genetics. Since
Chlamydomonas lives in an environment filled with microbes, good and bad, it
needs strong defense mechanisms to survive. Their defense systems have not
been well defined but secreted antimicrobial activity was detected from
Chlamydomonas. Goal of this project was to define this activity and analyse the
molecules responsible for this activity using HPLC (high performance liquid
chromatography) and mass spectrometry. Two active agents were found, both of
them sensitive to protease digestion with proteinase K and pepsin. Two separate
workflows were carryed out for cleaning and isolation for these peptides/proteins
from secreted material from Chlamydomonas, using a combination of extraction
columns and HPLC cation exchange-, reverse- phase and hydrophilic columns.
Purified peptides/proteins were then send abroad for further analyzis.
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1 Inngangur

1.1 Onzemiskerfid

Margt er likt hja plontum og dyrum, en talid er ad sidasti sameiginlegi forfadir
pessara hopa hafi verid uppi fyrir um 1600 milljbn arum samkveemt utreikningum
atfra sameindaklukkunni (Wang, Kumar o. fl. 1999) og ut fra samanburdi &
erfdamengjum plantna og dyra. Gert er rado fyrir ad pessi forfadir hafi verid
einfrumungur sem hof samlifi med alfa-protedbakteriu en bakterian vard med
timanum ad hvatbera. Plontur og dyr skildust enn frekar ad pegar annad
innanfrumusamlifi vard hja pléontum sem leiddi til myndunar a greenukornum (sja
mynd 1).

Plantur Dyr

Mynd 1: Préun plantna og dyra
Einféldud mynd af proéun plantna og dyra med aherslu a bakteriu uppruna hvatbera og

graenukorna. Ga & mynd = milljardar ara (Meyerowitz 2002).

Fra upphafi hafa lifverur verid i samkeppni og purft ad verjast syklum og afrani.
Lifverur hafa pvi komid sér upp varnarkerfum til pess ad nema og bregdast vid
arasum sykla. pessi varnakerfi hafa sidan prdast og tekid & sig ymsar myndir.
Onzemiskerfid er samsafn ymissa lifreenna ferla innan lifvera sem gerir peim kleift ad
greina sykla og snikla, allt fra veirum til orma, og bregdast skjétt vid peim.
Onzemiskerfid parf einnig ad pekkja sykla fra eigin frumum til pess ad virka edlilega.
Greining a syklum er flokio ferli par sem syklarnir proast hratt og finna leidir til pess
ao fordast oneemiskerfido og na festu i hyslinum. Til pess ad hindra pessa aras sykla
hafa lifverur pvi préad med sér margpeettan binad sem skynjar og reedst gegn
syklum. Jafnvel einfaldir einfrumungar eins og bakteriur mynda ensim sem verja peer



gegn veirum og 6drum bakterium. Adrir grunneiginleikar i nattirulega 6naemiskerfinu
préudust i fornum heilkjornungum og nytast enn i afkomendum peirra. Pessi kerfi eru
medal annars bakteriuhamlandi peptid eins og defensin (gerd betur skil hér sidar),
syklaat og komplement kerfid (magnakerfid). Hryggdyr hafa enn héapréadra
varnarkerfi sem samanstendur af ymsum proteinum, frumum, liffeerum og vefjum
sem vinna saman i aunna Oneemiskerfinu en pad gerir lifverunni kleift ad pekkja
sykilinn vid itrekud kynni og bregdast skjott vio honum (sja toflu 1).

Tafla 1: Yfirlit yfir helstu eiginleika nattdrulega 0g aunna 6naemiskerfisins

Nattarulega 6naemiskerfio Aunna éneemiskerfi®

Breidvirkt vidbragd V|§bragé sérheeft gegn sykli og
motefnavaka

Virkjun leidir samstundis til hamarks Tekur tima ad na hamarks vidbragai eftir

vidbragds virkjun

Virkjun leidir til Gnaemisminnis, pekkir

Ekkert dGnaemisminni oo
sykilinn aftur

Finnst i naestum ollum lifverum Finnst adeins i hryggdyrum

(Janeway, Travers o. fl. 2005)

Onzemiskerfid ver lifveruna fra sykingu med lagskiptri vorn par sem sérhaefnin eykst
eftir pvi sem lengur er reynt & varnarkerfid. Ytra byrdi lifverunnar er fyrsta vérnin sem
heldur bakterium og veirum fr4. Ef sykill kemst i gegn bregst nattarulega
onaemiskerfio samstundis vid en pé mead tiltblulega 6sérhaefdou vidbragdi. Nattarulega
onaemiskerfid finnst i 6llum plontum og dyrum. Hinsvegar, ef sykill kemst i gegnum
varnir nattdrulega 6naemiskerfisins, hafa hryggdyr pridju voOrnina, aunna
onaemiskerfio sem er virkjad af nattdrulega kerfinu. Par verdur vornin sérhaefdari
gegn syklinum og felur i sér 6naemisminni eftir ad syklinum hefur verid atrymt. pessar
sérteeku varnir felast i myndun akvedinna frumna (B- og T- frumur) og myndun
moétefna (e. antibody). Motefni er prétein sem er framleitt af plasma frumum
(virkjudum B-frumum) sem svar vid akvednum moétefnavaka (e. antigen) fra syklum.
Motefni og motefnavakar tengjast & sérhaefdan hatt. A hverju motefni er bindistadur
par sem motefnavakinn getur bundist vid pad (e. antigen binding site) og til eru 5
mismunandi flokkar af motefnum i moénnum: 1gG, IgA, IgM, IgD og IgE. B- og T-
frumur proskast ur fiolhaefum stofnfrumum i beinmerg og feerast padan yfir i eitla.
pPegar B- og T-eitilfrumur proskast pa mynda peer vidtaka fyrir motefnavokum i
frumuhimnum sinum. B- og T- frumur berjast gegn syklum & mismunandi hatt, T-
frumur sja um frumubundid 6naemi par sem T-drapsfrumur radast beint &
motefnavakann og drepa frumuna sem synir hann. Frumubundid énaemi berst gegn
innanfrumusyklum, t.d. veirum, bakterium og sveppum, og 6rvar einnig vessabundio
oneemi med T- hjalparfrumum. B- frumur sja hinsvegar um vessabundid 6naemi par
sem B- frumur losa moétefni sem raedst gegn métefnisvakanum fra utanfrumusyklum.
Hluti T- hjalparfrumna og T- drapsfrumna sérhaefast sidan i T- minnisfrumur. T-
minnisfrumur dvelja i eitlum eftir sykingu og pekkja aftur gamla motefnavaka ef peir
lata sja sig. Likt og hja T- frumunum péa sérhaefist hluti af B- frumunum i minnisfrumur
sem eru fljétar i gang ef sami métefnavakinn synir sig aftur. Med pessu pekkir



hysillinn sykilinn aftur og getur brugdist gegn honum flj6tt og af krafti (Janeway,
Travers o. fl. 2005).

1.1.1 Varnarkerfi plantna og dyra

Sa heefileiki ad geta greint i sundur utanadkomandi sameindir og eigin sameindir er
grundvallar eiginleiki allra lifvera og undirstadan i virkjun nattdrulega éneemiskerfisins
gagnvart arasum orvera.

Nattirulega Oneemiskerfio hefur verid rannsakad mikid i dyrum, allt fr& floknum
lifverum eins og manninum til einfaldra lifvera likt og C. elegans og D. melanogaster.
I meginatridum virdist nattirulega 6naemiskerfid vera nokkud svipad hja pléntum og
dyrum sem ytir undir kenningu um préunarlega fornt varnarkerfi hja heilkjornungum.
pPar ma nefna kennsl & mynstrum fra vardveittum sameindum sykla (e. pathogen-
associated molecular patterns - PAMPs), myndun a flokum sem pekkja pessi
mynstur svo sem protein Toll-likra vidtaka, virkjun & genum sem tengd eru
onaemiskerfinu med MAPK midlun og myndun a bakteriuhamlandi sameindum; allt
betta & sér stad baedi hja plontum og dyrum (Nurnberger og Brunner 2002).

Heefileiki heilkjérnunga til ad greina svipur (e. flagellin) bakteria er talinn préunarlega
mjoég gamall, en geeti p6 hafa ordid tii med samleitinni préun (e. convergent
evolution). Kalsium magn, ROI (e. reactive oxygen intermediates), NO (e. nitric
oxide) og MAPK (e. mitogen activated protein kinases) kedjuverkun eru hlutar af
bodkerfinu sem koma af stad vidbragdi nattarulega 6naemiskerfisins hja baedi
plontum og dyrum. bratt fyrir ad pessir sameiginlegu peettir séu ahugaverdir og syni
hvernig bodferlar heilkdrnunga hafa haldist i gegnum prounarséguna, skal hafa i
huga ad einingar med svipad hlutverk, i til deemis nattdrulega 6neemiskerfinu, purfa
ekki endilega ad benda til vardveislu a floknum bodferlum i 6drum kerfum i
mismunandi heilkjornungum. Einnig ma gera rad fyrir mun a milli rikja (e. kingdom)
eda sérstakra tegunda pegar boodferlar fra skynjun til virkjunar eru skodadir
(Nurnberger, Brunner o. fl. 2004).

Med rannsOknum & sameindum Onaemiskerfisins hja pléntum og dyrum kemur fram
munur milli pessara lifrikja. pPegar vidtakar nattdrulega kerfisins hja plontum og
dyrum eru skodadir sést mikilveegur munur og gefur hann til kynna ad sundurleitin
pbréun hafi att sér stad a pessu kerfi hja plontum og dyrum. Einnig samanstendur
onaemiskerfi hryggdyra af nattirulega og aunna 6nsemiskerfinu sem baedi taka patt i
ad hindra aras sykla en slikt fyrirkomulag finnst ekki i pléntum. Auk pess eru
sérhaefoar frumugerdir, gleypifrumur (e. macrophages), hlutleysiskyrningar (e.
neutrophils) og atfrumur, mikilveegir patttakendur i 6nsemiskerfi dyra en finnast ekki i
plontum. A méti hefur hver plontufruma eiginleikann ad geta greint sykil og varist
honum. Ef sykill kemst gegnum grunnvarnir pléntufruma (vaxlég, harda frumuveggi,
bakteriuhamlandi ensim, eda ymiss konar varnarefni) skynja vidtakar i frumuhimnu
frumunnar é&kvednar afleidur fra syklinum sem koma af stad frekari
varnarviobrogoum og eru liklegir hvatar ad vidbragdi nattarulega 6naemiskerfis
gagnvart syklum (Nurnberger, Brunner o. fl. 2004; Ausubel 2005).



1.1.2 Samanburdur a proun varnarkerfa hja plontum og dyrum

Rannséknir gefa til kynna ad rikjandi val & varnargenun (jafnveegis val, jdkveett val og
hreinsunar val) sé mismunandi milli einstakra varnarpatta (skynjun, bodferlar og
viobragd), en meiri rannsoknir parf & einstokum flokkum gena og & genum fr4 6drum
en model- liftverum (Tiffin og Moeller 2006).

Meirihluti proteina sem taka patt i skynjun hja plontum eru tjdd af NBS- LRR (e.
nucleotide binding site-leucine rich repeat) varnar genum (R-genum) en flest peirra
gena eru hluti af steerri fjblgena fjolskyldum. Greiningar & stokkbreytihrada hja R-
genum gefa til kynna ad jakveett val hafi drifid afram sundurleitni peirra i 6llum hépum
sem kannadir hafa verid, par a medal Arabidopsis thaliana, Lactuca sativa, Linum
usitatissimum (flax), Oryza sativa og Solanaceae. Flest peirra gena sem tja
syklahindrandi protein lita ut fyrir ad vera stok gen eda hluti af litlum genafjolskyldum.
Undantekning er p6 defensin genafjolskyldan hja A. thaliana sem samanstendur af
yfir 300 medlimum og margir peirra stadsettir i radendurteknum gena-tvéféldunar
sveedum. Jakveett val virdist hafa aukid sundurleitni sumra defensin fjolskyldna
(Silverstein, Graham o. fl. 2005; Tiffin og Moeller 2006).

Bakteriuhamlandi peptid eru mikilveegt vopn fyrir nattdrulega onsemiskerfid. Fyrsta
peptidid sem fannst var cecropin i nattfidrildum (Hyalophora cecropin). Ein
athyglisverdasta tilgatan vardandi uppruna pessara peptida er byggd a peirri athugun
ad buférin 1, bakteriuhamlandi peptid hja koértum, og parasin 1, peptid hja
steinbitum, eru liklega upprunnin fra histbnum. Pessar visbendingar ma nota til ad
smida tilgatu um préun bakteriuhamlandi peptida:

Nulifandi 6rverur hafa flestar neikveeda hledslu & yfirbordi sinu. Fyrstu
bakteriuhamlandi peptidin myndud af dreifkjornungum geetu pvi hafa proast
fra proteinum med sterka jdkveeda hledslu likt og DNA og RNA- bindiprétein.
Pad er pa moguleiki ad bakteriuhamlandi peptid hafi ekki myndast i fornum
fiolfrumungum (metazoan) heldur komid med innanfrumusamlifi med
dreifkjornungum sem leiddi til hvatbera og greenukorna. Gen histébna og
ribésom proteina geetu sidan hafa feert sig fra sambylingnum inn i kjarnann og
genin tvofaldast par, sem leiddi til myndunar a bakteriuhamlandi peptidum
(Suckale, Sim o. fl. 2005).

Préun bakteriuhamlandi peptida virdist sidan ekki vera mjog hr6d midad vido adra
varnarpeetti, likt og bodferla, en synt hefur verid fram & haega préun pessara peptida
midad vid bodferlana hja Drosophila (Lazzaro 2008).

1.1.3 Nattdrulega 6naemiskerfio

Nattarulega énaemiskerfid verndar lifveruna fra sykingu & breidvirkan hatt. petta felur
i sér ad frumur nattirulega oOnaemiskerfisins skynja og bregdast vid syklum a
almennan hatt. Olikt aunna kerfinu veitir kerfid ekki varanlega vernd gegn syklinum
né vernd gegn endursykingu. Natturulega onaemiskerfid bregst strax vid sykingu og
finnst i naestum o6llum lifverum og er rikjandi i pléntum, pérungum, skordyrum og i
frumstaedum fjolfruma lifverum.



Helstu storf nattarulega 6naemiskerfisins i hryggdyrum fela i sér:

* AQ kalla 6naemisfrumur ad syktu sveedi, med myndun & efnasambéndum, par a
medal frumubodum (e. cytokines).

* Virkjun & komplement kerfinu.

» Greining og hreinsun a utanadkomandi efnum sem finnast i liffeerum, vefjum,
bl6di og vessum.

e Virkjun & éaunna Oneemiskerfinu med frumubodum eftir tengingu med
motefnavokum.

(Janeway, Travers o. fl. 2005).
Varnir dreifkjérnunga:

Bakteriur nyta sér m.a. einstakan varnarbunad sem kallast skerdikerfi (e. restriction
modification system) til pess ad vernda sig gagnvart syklum svo sem veirum. Med
pbessu kerfi framleida bakteriur skerdiensim (e. restriction endonucleases) sem klippa
sundur utanadkomandi erfdaefni. Methylering a eigin erfdaefni verndar hysilinn
gagnvart skerdiensimum. Slik skerdikerfi finnast eingdngu i dreikjornungum (Wilson
og Murray 1991).

Varnarkerfi hryggleysingja:

Eitifrumur eda 6naemiskerfi byggd & métefnum finnast ekki i hryggleysingjum og
liklegt er ad fjblpaett aunnid oneemiskerfi hafi myndast i fyrstu hryggdyrunum. Hins
vegar finnst i hryggleysingjum kerfi sem likist forverum pessara patta i Gneemiskerfi
hryggdyra. Vidtakar sem pekkja akvedin mynstur (e. Pattern recognition receptpors)
eru protein sem naestum allar heilkjarna lifverur nota til pess ad pekkja sameindir fra
orverum. Toll-likir viotakar eru stor hopur af pessum vidtokum sem finnast i 6llum
holdyrum (e. Coelomates) par a medal méonnum. Komplement kerfid er liffraedilegur
hvati fyrir 6neemiskerfid sem hjalpar lifverunni ad losa sig vid sykla og finnst i flestum
formum lifs, par & medal hryggleysingjum. Komplement kerfid m& skipta i tveer gerair:
Klasiska leidin par sem greining & syklum verdur vegna motefna og virkjun &
fiolmérgum proteinum. Hin leidin kallast lektin leidin en par koma 6sérvirkir peettir til
sogunnar, medal annars lektin, sem leidir til eydingar a syklum med frumurofi eda
athuoun (Beck og Habicht 1996). Bakteriuhamlandi peptid eru prounarlega vel
vardveittur pattur nattarulega onsemiskerfisins sem finnst i 6llum flokkum lifs og er
meginuppstadan i 6neemiskerfi hryggleysingja.

Varnarkerfi plantna:

Flestir hdpar mannasykla eiga sér fulltria sem geta sykt pléntur. Bakteriur, sveppir,
veirur, prddormar og skordyr geta 6ll valdid sjukdémum i plontum. Likt og dyr, nota
plontur, pegar paer verda fyrir aras sykla, flokin efnaskiptaviobrdogo til pess mynda
efnasambénd sem verja gegn sykingu eda feela sykla fra. Likt og hryggleysingjar
mynda pléntur hvorki moétefni eda viobrogd med T-frumum, né hafa paer hreyfanlegar
frumur sem pekkja og verjast syklum. Plontur geta p6 brugdist vid aras sykils med
bvi ad losa sig vid ymsa parta plontunnar, heft pannig Gtbreidslu sykingar og sidan
endurmyndad pad sem tapast hefur.



Flest dneemisvidbrogd hja plontum fela i sér kerfisbundin efnafreedileg bod sem
berast um alla plontuna. Pléntur nota vidtaka sem pekkja mynstur a syklum til pess
ad greina sykla, koma af stad grunnvidbragdi og mynda efnabod sem hjalpa til ad
baegja fra sykingu. Pegar huti af pléntu verdur fyrir sykingu fra érverum eda veirum
myndar plantan svaedisbundid ofurvidbragd (e. hybersensitve response (HR)) sem
felur i sér ad frumur & sykta sveedinu fara i kerfisbundinn frumudauda til pess ad
verjast Utbreidslu sykingar. petta ofurvidbragd er svipad og pegar cystein proteinasar
eru kalladir til vio frumudauda i dyrum (Rojo, Martin o. fl. 2004). Vidnams prétein (e.
Resistance proteins), tjad af R genum, finnast vida i pléntum og taka patt i ad skynja
sykla. bessi prétein innihalda hneppi svipud og i NOD-likum vidtékum og Toll-likum
viotokum i 6neemiskerfi dyra.

Bakteriuhamlandi peptid

Liklegt er ad bakteriuhamlandi peptid hafi komid snemma fram i préunarségunni hja
heilkjornungum sem mikilveegt varnarteeki gegn asokn bakteria i umhverfi peirra.
Bakteriuhamlandi peptid er ad finna um gjorvallt plontu- og dyrarikid og pau veita
vorn gegn breidum hoépi 6rvera, par & medal bakterium, sveppum og veirum (Zasloff
2002). Frumstaedustu heilkjérnungar par sem slik peptio hafa fundist eru sveppirnir
Pseudoplectania nigrella. Peptid pessara rotsveppa kallast plectasin og eru skyldust
undirflokki defensin peptida sem hafa fundist medal annars i sporddrekum og
konguldm (Silverstein, Graham o. fl. 2005). Svo virdist sem varnarpeptid finnist
vidast par sem peirra er leitad og tala peirra vex 6rt med auknum rannséknum. Yfir
basund mismunandi peptid hafa verid skilgreind i heilkjornungum. Breytileiki peirra er
mikill og hefur peim verid radad saman i mismunandi fjdlskyldur eftir steerd peirra,
annars og pridja stigs byggingu og hvort pau innihaldi tvisulfid tengi. Hja sumum
peirra eins og hja defensin hefur verid synt fram & ad jakveett val & sér stad (Semple,
Gautier o. fl. 2006; Zhu 2007). Oll bakteriuhamlandi peptid eru komin af steerri
préteinum sem medal annars innihalda seytirdd fyrir framan og med umbreytingu a
proteininu, m.a. préteinsundrun, losna peptidin fra. Mikill fjolbreytileiki er &
aminosyruréd peptidana og finnst sjaldan sama rédin hja mismunandi lifverum pott
baer séu mjog skyldar. Hins vegar er amindsyru rodin fyrir framan peptidin a for-
préteininu, medal annars seyti rodin, mjog vel vardveitt milli lifvera (Zasloff 2002).
Flest bakteriuhamlandi peptid eru tvigeefar (e. amphipathic) og katjéniskar sameindir
en pad er einmitt jakvaed hledsla peirra sem hvetur bindingu vid himnur ymissa
orvera, sem eru almennt neikveett hladnar. Vid bindingu ridlast upprédun fosfolipida i
himnum 6rveranna og peptidin mynda ymist gt eda leysa upp himnurnar (sja mynd
2).



Qutside

Mynd 2: Yfirlitsmynd af virkni bakteriuhamlandi pep tica
Hér er synt hvernig peptidin bindast ytri hlid frum uhimnu og né ad brjota sér
leid i gegn sem leidir til pess ad peptidin nd anna  &hvort ad leysa upp
himnuna i litla bata eda mynda g6t i henni (Zasloff 2002).

Bakteriuhamlandi peptioum i ménnum er skipt i tvo megin flokka, defensin (a- og B-
gerd) og eitt cathelicidin sem medal annars er forveri LL-37. bessi peptid eru tjad af
frumum sem tengdar eru Onaemiskerfinu eins og hlutleysiskirningar (skammlifar
atfrumur) (e. neutrophils) og i nanast dllum pekjuvefsfrumum (Schauber, Svanholm
o. fl. 2003; Bowdish, Davidson o. fl. 2006). bvi hefur verid haldid fram ad pessi
peptid taki patt i nattdrulega oneemiskerfinu a ymsan hatt med bakteriuhamlandi
virkni beint og 6beint; pau geta virkad baedi sem efnavakar (e. chemokines) og 6rvad
framleidslu & efnavokum sem leidir til uppsofnunar hvitfrumna ad sykingarsveedi.
Peptidin taka patt i upphafi og 6rvun a vidgerd sykingarsveeda og geta einnig haft
ahrif & aunna onaemiskerfid (Bowdish, Davidson o. fl. 2006). Synt hefur verid fram &
ad pegar mys eru syktar med bakterium eykst tjaning og seyting cathelicidina til
muna i pekjufrumum og pannig geta mysnar varist frekari sykingum. Pegar sykingar
agerast verdur helsta hlutverk peptidsins sidan ad Orva hvitfrumur til varnar
(Chromek, Slamova o. fl. 2006). Peptidin geta pvi virkad sem beinir patttakendur
gegn sykingum og einnig tekid patt i millifrumu bodum sem leida til frekari varna
gegn Oorverunum.

Synt hefur verid fram & virkni pessara bakteriuhamlandi peptida gegn bakterium,
sveppum, veirum og jafnvel gegn krabbameinum og su stadreynd ad varnir bakteria
eru slakar gegn pessum peptidum gera peptidin ad spennandi moguleika i lyfjaidnadi
(Reddy, Yedery o. fl. 2004).



Flokkun bakteriuhamlandi peptida

Greining a prividdarbyggingu bakteriuhamlandi peptida hefur gefid betri skilning &
hlutverki peirra. Ut fra byggingu peirra og med amindsyrugreiningu eru
bakteriuhamlandi peptid almennt flokkud i fimm hdépa: peptid sem hafa a-gormlaga
(e. helical) byggingu, cystein rik peptid, peptio sem mynda B- fleti, peptid rik af
aminoésyrum af somu gerd og peptid med sjaldgeefar eda umbreyttar aminosyrur
(Reddy, Yedery o. fl. 2004).

a-gormlaga peptio:

Flestar rannséknir hafa verid gerdar & cecrépin, fyrsta a-gormlaga peptidinu sem
fannst og var skilgreint. Oll cecropin hafa tilhneigingu ad mynda gormlaga byggingu i
akveonum lifreenum lausnum. Rannsoknir hafa synt ad cecropin myndar mjog
tvigeefa gormlaga byggingu med vatnsfeelnu og jakveett hl6dnu yfirbordi, maotif sem
finnst i mérgum 6drum bakteriuhamlandi peptidum (Holak, Engstrom o. fl. 1988).

Cysteinrik peptio:

Peptidin HNP-1, -2 og -3 fra hlutleysiskirningum (e. neutrophils) Gr ménnum voru
fyrstu cysteinriku peptidin sem voru einangrud. bPessi a-defensin eru 30 amindsyru
l6ng, rik af cystein amindsyrum og finnast i fjdlbreytilegum hopi lifvera. Flest pessara
defensina hafa svipada byggingu med sex cysteinum sem mynda prju tvisulfid tengi
innan peptidsins. Rannsoknir a kristalbyggingu HNP-3 benda til ad peptidin myndi
tvilidur sin & milli (Ganz, Selsted o. fl. 1985; Pardi, Zhang o. fl. 1992).

B-flatar peptio:

Ekki hafa fundist morg bakteriuhamlandi peptio sem mynda byggingu med B-fleti.
Pessi peptid eru gerd Ur um 20 amindsyrum sem innhalda ymist eitt eda tvo tvisulfio
tengi (Reddy, Yedery o. fl. 2004).

Bakteriuhamlandi peptid rik amindésyrum af sému gerao:

Amindsyruradir sumra bakteriuhamlandi peptida eru yfirgnaefd af einni eda tveimur
amindsyrum Pessi peptid innihalda ekki a-gorm eda B-flét, né mynda pau cystein
motif og eru pvi flokkud i sér hop. Histatin, peptid sem finnst i munnvatni i ménnum
er rikt af histidini og synir virkni gegn Candida albicans. Sum cathelicidin eru
prolinrik peptio, t.d. PR39, og hafa 6reglulega byggingu, 6nnur eru medal annars rik
af tryptéfani og einnig arginini (Xu, Levitz o. fl. 1991).

Bakteriuhamlandi peptid med sjaldgeefar og umbreyttar amindsyrur:

Nokkur peptid eru dvenjuleg ad pvi leyti ad pau innihalda sjaldgaefar og umbreyttar
aminosyrur. GO deemi um slik peptid koma fra bakterium. Nisin er eitt slikt peptid,
myndad af Lactococcus lactis og inniheldur sjaldgaefar amindsyrur likt og lanthiénin,
3- methylanthionin, dihydréalanin og dyhydrébutyrin. Peptidid synir virkni gegn
Gram-jakveedum bakterium (De Vos, Mulders o. fl. 1993).

Defensin

Defensin eru litil jakveett hladin peptid sem finnast i hryggdyrum, hryggleysingjum,
plontum og sveppum og hafa virkni gegn bakterium, sveppum og veirum. pPau eru
gerd ur 18-45 aminésyrum sem innihalda sex (i hryggdyrum) til atta vardveitt cystein



sem mynda tvisulfid tengi sin & milli sem leidir til pristranda B- flata byggingar.
Defensin i spendyrum eru med mdolmassa um 3,56 kDa og arginin leggur mest til
jakveedrar hledslu. | monnum finnast tveer gerdir af defensin, a-defensin og -
defensin. a-defensin er gert ar 29-35 aminésyrum og hafa fjorar gerdir af a-
defensinum verid einangrud fra hlutleysiskirningum (e. neutrophils) (HNP-1 til 4).
Hlutverk a-defensina i hlutleysiskirningum er ad radast gegn syklum i sarefnissnaudu
umhverfi. Tvdé oOnnur a-defensin (HD-5 og -6) fundust i Paneth frumum ur
smapormum og i pekjufrumum Ur pvagrasum. Gen allra sex a-defensin peptidanna
er ad finna & sama svaedi a litningi 8. a-defensin er tjad fyrst sem steerra prétein sem
hefur enga bakteriuhamlandi virkni. Aftari hluti préteinsins, C- endinn, inniheldur
bakteriuhamlandi hluta peptidsins sem er losadur fra og virkjadur med proteinasa
pegar pess er porf (De Smet og Contreras 2005).

B-defensin eru adeins steerri en a-defensin. Pott ekki sé mikil samsvorun & milli
aminosyrurada pessara peptida er pridja stigs bygging peirra mjog svipud vegna
tvisulfid tengjanna. hBD-1 er tjad i pekjufrumum sem eru i beinni snertingu vid
umhverfid eda orverufloruna. hBD-2 er tjad i pekjufrumum vidsvegar, hvitfrumum og
beinmerg. Annad defensin, hBD-3 var einangrad ur hyrnisfrumum (e. keratinocytes).
hBD-2 og 3 virkjast vid bolgumyndandi 6rvun, til deemis med TNF-a og i navigi vid
bakteriur (sjd mynd 3). hBD-1 og 2 virka adallega gegn Gram-neikvaedum bakterium
en hBD-3 hefur breida virkni gegn baedi Gram-jakveedum og Gram-neikveedum
bakterium og einnig gegn gersveppnum Candida albicans. Gen pessara priggja
defensina eru i pyrpingu a sama litningsveedi 8p23. Med BLAST tdlvuleit fundust
einnig 3 6nnur B-defensin & pessu sama sveedi (De Smet og Contreras 2005).
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Mynd 3: Virkjun & tjaningu B-defensina

Aukin tjaning & B-defensinum getur ordid med sjalfsérvandi styringu og med bodum fra
ddrum frumum. A sykingasveedi eru bakteriur skynjadar af atfrumum (A) sem auka
myndun og seytingu & boélgumyndandi midlurum (t.d. IL-7 og TNF-a). Syktar frumur
(t.d. hyrnisfrumur, B) skynja einnig bakteriur med tengingu vid lipofjolsykrur (LPS) og
peptiddglykan (PG), sem leidir tii myndunar a defensinum og fleiri bélgumyndandi
midlurum og studlar pannig ad frekari tjaningu og losun defensina og frumuboda
(Menendez og Brett Finlay 2007).

Defensin hafa, fyrir utan ©rveruhamlandi virkni, einnig synt virkni gegn

krabbameinum, geta o6rvad frumufjdlgun, tekid patt i bodferlum og kallad a
onaemisfrumur med efnatogi og 6érvun a frumubodum (e. cytokines).



CSag defensin

CSap defensin er fjdlskylda af peptidum sem hafa svipada byggingu med a og B
motif og premur tvisulfidtengjum. Pessi peptid finnast i plontum, skordyrum og
sveppum en ekki i hryggdyrum. Pau halda stodugleika med sex vardveitum
cysteinum og premur tvisulfid tengjum sem myndast a milli peirra, bygging peirra
inniheldur einn a-gorm og tvo B-fleti. a-gormurinn er tengdur vid C- endann & seinni
B-fletinum med tveimur tvisulfidtengjum en pridja tvisulfidtengido heldur saman N-
endanum vid fyrri B-flétinn (sja mynd 4)(Zhu, Gao o. fl. 2005).
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Mynd 4: Bygging CS af peptida
Yfirlitsmynd yfir byggingu CSaf peptida med a-gormi og B-flétum, punktalinur tdkna
tvisulfid tengi (Zhu, Gao o. fl. 2005).

Hja skordyrum hefur fundist mikill fjoldi af CSaf peptioum med bakteriuhamlandi
virkni, adallega gegn Gram-jakvaedum bakterium (Zhu, Gao o. fl. 2005).

Plectasin

Plectasin er bakteriuhamlandi peptid einangrad fra rotsveppnum Pseudoplectania
nigrella. Peptidid er flokkad med defensinum ut fra 1.-, 2.- og 3. stigs byggingu pess
sem likist mjog defensinum ar skordyrum, sporddrekum og kéngulém. Pad inniheldur
a-B métif med einum a-gormi og tveimur - flotum og er haldid stodugu med premur
tvisulfio tengjum. Plectasin synir virkni in vitro gegn Gram-jakveedum bakterium,
medal annars Streptococcus pneumoniae, en ekki mikla virkni gegn Gram-
neikveedum. Plectasin hefur litil eiturdhrif & mys og medhdndlun med peptidinu
laeeknadi peer af tilbdnni lifrarhimnubdlgu og lungnabdlgu orsakada af Streptococcus
pneumoniae. bPad a eftir ad koma i lj6s med hvada heetti plectasin virkar, en virkni
bess tekur lengri tima ad koma fram en hja 6drum peptidum (Mygind, Fischer o. fl.
2005).

Lik bygging plectasin og defensin fra skordyrum rennir frekari stodum undir pé tilgatu
ad defensin fra pléntum og skordyrum komi fra sameiginlegum forfédur. Defensin fra
ymsum pléntum og skordyrum hafa svipada 3. stigs byggingu med sama cystein a-8
grunninn og par sem plectasin fra sveppum er skylt defensinum hja skordyrum, er
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liklegt ad defensin sé upprunnid hja sameiginlegum forfodur planta, sveppa og
skordyra (Mygind, Fischer o. fl. 2005).

Cathelicidin

Cathelicidin eru fj6lskylda af bakteriuhamlandi peptioum komin fra préteinun sem
innihalda mjog vel vardveitta seytirdd og hneppi mjog samsvarandi vid cathelin, sem
upphaflega var greint sem cathepsin L hindri. A C-enda cathelicidina er hinsvegar
tolverdur breytileiki (De Smet og Contreras 2005). Cathelicidin finnst i hryggdyrum,
medal annars spendyrum, haensnum og I6xum. Nylega hafa einnig tvé gen svipud
cathelicidin verid skilgreind i frumstaeedum slimali (e. hagfish) ur Atlantshafi, Myxine
glutinosa, sem bendir til ad uppruni pessa peptida sé fyrir tilkomu hryggdyra (Zhu
2008). Adeins eitt cathelicidin hefur fundist i ménnum, LL-37 (sja mynd 5). betta
peptid er myndad med proteinrofi & C- enda CAP18 proéteinsins, peptidid er tjad i
hvitum blédkornum likt og einkjornungum (e. monocytes), NK frumum, T- frumum og
B- frumum, og einnig i pekjufrumum i eistum, hud, i meltingarvegi og 6ndunarvegi.
LL-37 er kallad fram med bélgumyndun eda sykingu og hefur bakteriuhamlandi virkni
baedi gegn Gram-jakveedum og Gram-neikvaeedum bakterium. Fyrir utan
bakteriuhamlandi virkni getur LL-37 bundid og hlutleyst lipofjolsykrur (LPS) og
verndad gegn eitrunarafalli blodeitrunar i masamodeli. LL-37 getur einnig kallad ad
einkjérnunga, mastfrumur og T frumur, haft ahrif & gleypifrumur, 6érvad endurnyjun a
bekjufrumum i sari og hefur virkni gegn krabbameinsmyndun. LL-37 er gert ur 37
amindsyrum og hefur linulega byggingu par sem peptidid inniheldur ekki cystein. i
vatnsseeknu umhverfi myndar peptidid spirallaga byggingu og i vatnsfaelnu umhverfi
myndar pad a-gorm byggingu (De Smet og Contreras 2005). Virkni LL-37 er had salti
og syrustigi en virkni pess eykst med auknum saltstyrk.

Huoman Porcine
H0 serum serum b

PR-39 —

‘*’ ; s - . . : -~ /
f & 4 -

Mynd 5: LL-37
a) Stadfesting & bakteriuhamlandi virkni LL-37 & E. coli med eyduprdfi, LL-37 uppleyst
i vatni og sermi er sett i brunna i agarskal med E. coli steyptum i agarinn. LL-37 synir
mesta virkni uppleyst i vatni en tapar virkninni i sermi. PR-39 er jakveett vidmid
(Johansson, Gudmundsson o. fl. 1998). b) LL-37 myndar tvigeefan helix sem er
naudsynlegur fyrir virkni. c-1 og c-2) Mys syktar med Streptococcus, c-1) villigerdar
mys, c-2) mys med CRAMP gen, samsvarandi vido LL-37, fellt at. Mys med CRAMP
genio fellt Gt eru mun vidkvaemari gagnvart bakteriusykingu (Nizet, Ohtake o. fl. 2001).

Uppi er su kenning ad cathelicidin hafi myndast Ut fra cystein proteasa hindrum likt
og cystatin. Bygging cystatins er svipud og cathelin-lika hneppid i cathelicidin og
upphaflega var haldid fram ad hneppid & CAP-18 proteininu i ménnum geti hindrad
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virkni cathepsin L, & sama hatt og cystatin. Genabygging peirra er einnig svipud par
sem radir fra fjarskyldum hryggdyrum syna sému stadsetningu a tveimur innrédum i
cystatin og cathelin-lika hneppinu. Pessar nidurstddur benda til pess ad baedi eigi sér
uppruna i sameiginlegum forfédur og ad pau hafi adskilist med gena tvofoldunum
(Zhu 2008).

Bakteriuhamlandi peptio i plontum

Plontur eru stodugt berskjaldadar fyrir ymsum syklum, likt og veirum, sveppum og
bakterium. Likt og adur hefur komid fram pa hafa pléntur ymis varnarefni til pess ad
baegja fra syklum.

pPau efni sem syklar seyta fra sér til pess ad audvelda leid sina i plonturnar eru
adallega vatnsrjufandi ensim sem brjéta nidur byggingarefni pléntunnar, eiturefni
sem hindra efnaskiptaferla hysilsins, vaxtarpaettir (e. growth regulators) og fjélsykrur.
Pegar planta verdur vor vid sykil fer af stad tjaning a ymsum peptidum og proteinum
og morg pessara efna syna 6rveruhamlandi eiginleika. Helstu gerdir drveruhamlandi
peptida i plontun eru thidénin, defensin og prétein sem almennt sja um flutning lipida
(Castro og Fontes 2005).

Thionin samanstanda af fjolskyldu af basiskum peptidum med lagan molmassa (~5
kDa), rik af basiskum aminésyrum og amindsyrum sem innihalda brennistein
(arginin, lysin og cystein). Pessi breidi hopur synir mikla samsvorun i amindsyru réo
sem og i byggingu og virka gegn bakterium, sveppum, gersveppum, dyrum og pléntu
frumum. Helsta einkenni thionina eru eiturahrif peirra @ mismunandi lifverur. Synt
hefur verio fram & virkni peirra gagnvart plontusyklum, t.d. Pseudomonas,
gerveppum og sveppum, svo sem Thielaviopsis paradoxa. Lirfur hafa einnig synt
viobrégd gagnvart thionin en einungis pegar paer eru sprautadar beint med thionini
en ekki med feedu (Bohlmann 1994).

A attunda aratugnum var einangradur hépur af littum basiskum préteinum og med
amindsyrugreiningu var alyktad ad petta veeri ny fjdlskylda af thionénum og nefnd y-
thiénin. Seinna voru pau flokkud med 6rveruhamlandi peptidum likt og finnast i
hryggdyrum, hryggleysingjum og pléntum, og pvi endurnefnd sem plontu defensin
(Broekaert, Terras o. fl. 1995). Plontu defensin eru litil, jakveett hladin peptid, um 45-
54 amindsyrur og rik af cysteinum. Flest peirra hafa verid skilgreind i freejum en eru
b6 tjdd i ymsum vefjum plantna. Pessi peptid eru mjog lik defensinum sem finnast i
skordyrum. Pau innihalda atta cystein afleiour sem mynda fjégur tvisulfid tengi sin a
milli, mikilveeg fyrir stédugleika peptidsins og sem leida til myndunar & CSaf3 formi likt
og finnst i defensinum skordyra (Finkina, Shramova o. fl. 2008; Carvalho Ade og
Gomes 2009). Enn hefur ekki verid synt fram & hlutverk pléntu defensina in vivo , en
in vitro sést ad pau geta hindrad préteinmyndun. Moérg pléntu defensin hindra voxt
sveppa sem bendir til ad pau geti virkad sem varnarprotein, pau geta virkad sem
ensim- og proteasahindrar, midlad auknu poli gegn zinki og lokad jénagéngum
(Carvalho Ade og Gomes 2009).

Prétein sem flytja lipid innan frumna hafa fundist i ymsum pléntutegundum. Pessum
proteinum er skipt i tvo flokka eftir steerd, 9 kDa og 7 kDa. Synt hefur verid fram a ad
pau hafa virkni gegn syklum, pau finnast med haefilega dreifingu og styrk i
plontuvefjum og tjaning peirra eykst eftir sykingu. bessi flutningsprotein geetu pvi
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verid mikilveeg peptido i vornum plantna gegn syklum (Garcia-Olmedo, Molina o. fl.
1995).

Svar bakteria vid bakteriuhamlandi peptioum

pratt fyrir fjolbreytilega steerd og byggingu bakteriuhamlandi peptida eiga pau pad
flest sameiginlegt ad vera med jdkveeda hledslu. Bakteriur hafa préad hja sér ymsar
leidir til pess ad verjast bakteriuhamlandi peptioum. Par ma nefna breytingu a
hledslu frumuhimnunnar, 6flugt Gtstreymi a peptioum med virkum flutningi, nidurbrot
a peptioum med protedsum, og med bindingu a peim. Pannig minnkar magn
peptidanna sem neer yfirbordi bakterianna, peim i hag. Nylega var synt fram a ad
neikveett hladnar slimhjupadar fj6lsykrur (e. capsule polysaccharide), sem margir
syklar tja, geta bundid bakteriuhamlandi peptid og pannig hindrad adgengi
peptidinna ad frumuhimnunni. Synt var ad slikar fjolsykrur, hreinsadar fra syklunum
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae og Pseudomonas aeruginosa,
binda bakteriuhamlandi peptid og par med gera pau ovirk. Einnig kom i ljés pegar
bakteriuhamlandi peptid né til syklanna og leysa i sundur frumuvegg peirra, losna
pessar fjolsykrur frd frumuveggnum og peer virka & sama hatt og hreinsadar
slimhjupadar fjolsykrur (Llobet, Tomas o. fl. 2008). bPannig mé& bulast vido ad med
aukinni losun pessara fjolsykra sem hindra virkni bakteriuhamlandi peptida aukist
moguleikar bakterianna & ad komast fram hja peptidunum.

Adrar 6rveruhamlandi sameindir

Bakteriuhamlandi peptid eru ekki einu varnarefnin sem nattarulega 6naemiskerfid byr
yfir til pess ad verjast syklum. Fjoldi annara sameinda geta einnig hindrad voxt sykla
og sifelt beetast ny efni i hopinn. Hérna verdur stiklad yfir nokkrar slikar sameindir
sem hafa tengst rannsoknarverkefni pessarar ritgerdar.

Lysosim

Lysésim er prétein sem finnst & ymsum stédum, medal annars hja monnum i
nefrennsli, tarum, mjolk og einnig inni i likamanum, geymt i hlutleysiskirningum (e.
neutrophil), einkjornungum (e. monocytes) og gleypifrumum (e. macrophages). Best
bekkta hlutverk lysésims er ad brjota nidur frumuveggi bakteria. bPad reedst
sérstaklega gegn peptiddglykani og brytur pad nidur og eydileggur par med ytri
himnuna a veggjum bakteria. Einnig hefur sést ad poétt ensimvirkni lysésims sé brotin
nidur med afmyndun a proteininu pa heldur proteinid bakteriuhamlandi virkni og
svipad gildir pegar préteinid er brotid nidur med proteindsum (Chan, Prenner o. fl.
2006).

Fitusyrur

Fitusyrur eru karboxylsyrur med mettadri eda omettadri kolefniskedju (e. aliphatic
chain) sem inniheldur 4 til 28 kolefnisatom. Synt hefur verid fram a ad fitusyrur geti
hindrad voxt Gram jakveedra og neikveedra bakteria og pérunga.

A 6. aratug seinustu aldar var synt ad greenpérungurinn Chlamydomonas reinharditii
seytir sameindum sem hindra voxt annarra pérunga, par a medal Haematococcus.
Rannsoknin syndi ad voxtur Haematococcus var hindradur pegar hann var raektadur
med Chlamydomonas og i eeti fra Chlamydomonas. Hindrarnir hofou fitulika

13



eiginleika, peir leystust i lifreenum leysum, voru tiltélulega uppleysanlegir i basisku
ati og nokkud hitastodugir. Ut fra pessu var aaetlad ad pessar sameindir veeru ein
eda fleiri fitusyrur. Frekari greining 20 arum seinna med gas-vokva skilju (e. gas-
liquid chromatographic) syndi ad pessar vaxtarhindrandi fitusyrur veeru blanda af ad
minnsta kosti 15 fitusyrum (sja toflu 2) (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980).

Tafla 2: Vaxtarhindrandi fitusyrur fra ~ Chlamydomonas.

Samsetning fitusyra i seyti fra Chlamydomonas med vaxtarhindrandi eiginleika borin
saman sem prosenta af heildarfjdlda fitusyra. Greining a fitusyrunum er eins og
eftirfarandi: 16 : 2 tdknar 16 kolefni, 2 tvitengi (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980).

Fitusyrur: Présenta:
14:0 2,8
15:0 4,7
16:0 42,6
16:1 6,6
16:2 3,3
18:0 3,8
18:1 3,8
18:2 7,6
18:3 3,3
18:4 14,2
20:0 4,7
Adrar 2,6

Préteasa hindrar

Seyttir proteasar gegna mikilveegu hlutverki i efnaskiptaferlum sykla og fyrir
sykingarmatt peirra. A moti koma préoteasahindrar fra hyslunum, medal annars
spendyrum, sem gegna mikilveegu hlutverki i énaemiskerfinu med pvi ad ovirkja og
draga ur sykingarmeetti proteasa hja syklum.

Tveir flokkar eru til af proteasa hindrum, hindrar sem binda og ovirkja virku sveedin a
protedsum og a2-storglébulin (e. macroglobulins). a2-stérglébulin binda préteasana
og flytia pa i leysikorn fyrir nidurbrot. a2-stérgldbdlin er ad finna vidsvegar i
dyrarikinu, medal annars pradormum, liddyrum, lindyrum, skrapdyrum, maottuldyrum

og hryggdyrum (Armstrong 2006).

Cystatin er fjdlskylda af cystein proteasa hindrum. Cystatin innihalda almennt um
115 aminosyrur med fjorar vardveittar cystein amindsyrur sem mynda tvo
tvisulfiotengi, sum eru glykésylerud og/eda fosforylerud (Lee, Bongcam-Rudloff o. fl.
2009).

Hja cystatin C, proteasa hindra sem finnst medal annars i vessum hja ménnum,
hefur verid synt fram & bakteriuhamlandi virkni gegn Streptococcus (hépi A). Tilbuin
afleida af cystatin C hindradi voxt Streptococcus in vitro & diska-eyduprofi (sja mynd
6) og in vivo i musum (Bjorck, Akesson o. fl. 1989).
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Mynd 6: Bakteriuhamlandi virkni cystatin C

Diska-eyoupréfun med cystatin C afleidu a Streptococcus, diskur (a) inniheldur cystatin
afleiduna, diskar b, c og d innihalda syklalyfin doxycyclin, benzylpenicillin og bacitracin.
A myndinni sést hvernig syklalyfin og cystatin afleidan hindra voxt Streptococcus i
kringum diskana (Bjorck, Akesson o. fl. 1989).

Bacterioécin

Bacteriocin eru peptio myndud i ribésomum Gram-neikveedra og Gram-jakveedra
bakteria og hafa pad hlutverk ad rddast gegn 6drum bakterium. Mjélkursyrugerlar eru
Gram-jakveedar lifverur sem framleida mikinn fjélda bacteriécina med moélmassa fra
2500 til 6000 Da. Bacteriocin fra mjolkursyrugerlum vinna & himnu bakteria med pvi
ad bindast akvednum sameindum og geta verid mjog 6flug, virkni peirra ma greina
vid nandmolar styrk. Bacteriécin er haegt ad flokka i tveer megingerair, eftir byggingu
peirra (Cotter, Hill o. fl. 2005).

Flokkur 1 af bacteriocinum er almennt kalladur lantibiétic vegna 6&venjulegra
lanthiénin og B-methyllanthionin afleida sem verda til vid umbreytingu eftir pydingu.
Pessi flokkur hefur vidteeka virkni gegn flestum Gram-jdkveedum bakterium og hluti
af virkninni felst i ad bindast lipid I, undanfara peptidoglykana, i frumuhimnu
bakteria. Flokkur 2 af bacteriocinum er med O&breyttum amindésyrum fyrir utan
tvisulfid tengin, sem eru einnig talin naudsynleg fyrir prividdarmynd pessara peptida

(Sit og Vederas 2008).

Bacteriocon finnast almennt i feedu og eru 6skadleg spendyrum, sem gerir pau ad
spennandi vidfangsefni i matveelaionadi og landbunadi (Sit og Vederas 2008).

Vidtakar og bodleidir nattlirulega dnamiskerfisins

Nattarulega 6neemiskerfid byggist & viotokum sem kallast mynsturnemar (e. pattern
recognition receptors). Mynsturnemar pekkja vardveittar syklatengdar sameindir sem
einkenna utanadkomandi lifform eins og bakteriur og veirur og skilja fra eigin frumum
(Meylan, Tschopp o. fl. 2006). begar pessir vidtakar skynja sykla virkjast mikilveegar
bodleidir sem raesa 6naemiskerfid. Toll-likir vidtakar og NOD-likir vidtakar eru deemi
um mynsturnema sem finnast annars vegar bundnir i frumuhimnuna og greina
sameindir fra éaeskilegum 6rverum i umhverfinu og hinsvegar i umfryminu.
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Toll-likir viotakar

Ein gerd af mynsturnemum og lykilsameind i nattarulega 6naemiskerfinu eru Toll-liku
vidtakarnir, peir eru himmnubundnir proéteinvidotakar sem greina sameindir fra
Oaeskilegum oOrverum i umhverfinu og koma af stad bodferlum sem hindra sykingu.
19-25 leucin rikar endurteknar radir eru einkennandi fyrir bindihneppid & viotokunum
sem snyr Ut i umhverfid. Pessi leucinriku svaedi mynda skeifulaga byggingu og er
talid ad ihvolfa yfirbordid & peim taki beinan patt i skynjun & syklum (Akira og Takeda
2004).

Pad hneppi a Toll-liku viotokunum sem sér um ad leida merkid afram kallast Toll/IL-
1 viotaki (TIR). Petta hneppi hefur vel vardveitt sveedi, yfir 200 aminosyrur,
samsvarandi vid IL-1R, og innan pessara sveeda eru prju vardveitt box sem eru
naudsynleg fyrir bodskiptin (sja mynd 7) (Akira og Takeda 2004). TIR snyr inn a vio i
umfrymid og leidir merki afram med tengingu vid prétein i umfryminu sem einnig
innihalda Toll/IL-1 vidtaka hneppid. Pegar vidtakarnir virkjast af utanfrumu
sameindum fra syklum tengjast peir 6drum bodleidaproteinum, medal annars
MyD88, sem leidir til varnarviobragda, par & medal tjaningar & genum sem NFkB
stjornar, MAP kindsum, seytingu & efnavokum sem sidan leidir til bolgumyndunar og
myndunar a bakteriuhamlandi peptioum (Ausubel 2005; Meylan, Tschopp o. fl.
2006).

Rannséknir & syklum skadlegum ménnum gefa til kynna ad sumir syklar geti komist
undan varnarkerfi hysilsins med pvi ad mynda protein (TcpC) samsvarandi vid Toll-
lika vidtaka sem atfrumur (e. macrophages) taka upp og binda vid MyD88 og hindra
pbannig bodleidir Toll-likra vidtaka og ad varnarkerfi midludu af vidotokunum fari i gang
(Cirl, Wieser o. fl. 2008).

IL-1R TLR

LRRs
Ig-likt
hineppi

(0000000000000000 0006000000000000,

(0000000000000000 00000000000 00000,

.*/ \\. Box 1 I;‘ \‘.

[~ _:.l].BOXQ{-_

| TIR hneppi

\K /’ Box 3 \\ /1’

Mynd 7: Toll-likir og Interleukin-1 vidtakar

Toll-likir vidtakar og interleukin-1 vidtakar (IL-1R) innihalda vardveitt hneppi sem snua
inn i umfrymid og kallast Toll/IL-1R (TIR) hneppi. TIR hneppid er skilgreint af premur
mjég samsvarandi svaeoum (pekkt sem box 1, 2 og 3). bratt fyrir ad pessi
umfrymishneppi séu svona svipud eru sveedin sem snda Ut i umhverfid nokkud olik,
Toll- liku vidtakarnir innihalda radendurtekningar af svaedum rikum af leucin, en IL-1R
innihalda prja hneppi lik immunoglobulin (Akira og Takeda 2004).
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Varnarkerfi i plontum eru ekki jafn vel pekkt en bodferlar sem virkjast vid areiti eru
svipadir peim sem finnast i dyrum. | pléntum méa medal annars finna kinasa
himnubundinn vidtaka, t.d. FLS2, sem er svipadur ad byggingu og Toll-liku
vidtakarnir i dyrum. Pessir vidtakar greina svipadar sameindir og Toll-liku vidtakarnir,
pbar a medal lip6fjdlsykrur og svipur bakteria. Plontu vidtakarnir geta par ad auki
greint fjolda sameinda tengdum sveppum (Ausubel 2005).

NOD-likir viotakar

NOD-likir viotakar eru onnur fjdlskylda af mynstursnemum og eru skilgreindir af
breytilegu hneppi & N-endanum, kirna bindi-hneppi fyrir midju og & C-endanum er
hneppi rikt af leucin radendurtekningum (Ausubel 2005). betta eru innanfrumu
viotakar sem samanstanda af proteinum i umfryminu sem nema sameindir fra
syklum og midla pessum merkjum i NFKB og MAP kinasa bodferla. NOD1 og NOD2
eru medlimir NOD-liku vidtaka fjolskyldunnar og skynja peir nidurbrot af
peptidodglykan fra bakterium. Naudsynlegt er ad pessi peptiddglykan innihaldi
muramyl tvipeptid til pess ad vidtakarnir geti skynjad pau, en muramyl finnst baedi hja
Gram-jakveedum og Gram-neikvaedum bakterium. NOD1 hefur prengri virkni, skynjar
adeins peptiddglykan sem innihalda mesédiamindpimelic-syru (akvedin afleida af
amindésyrum) og finnst i flestum Gram-neikveedum bakterium en ekki Gram-
jakvaedum (Meylan, Tschopp o. fl. 2006). A N-enda NOD1 er eitt hneppi sem virkjar
og kallar ad caspasa en NOD2 hefur tvo slik hneppi (Ausubel 2005). NOD protein er
ad finna i spendyrum en plontur hafa varnarprétein med svipada byggingu sem
kallast TIR-NBS-LRR og CC-CBS-LRR (Ausubel 2005).

Bolgufloki

Bolgufloki (e. inflammasome) er proétein floki yfir 709 kDa ad steerd og sér um ad
virkja caspasa 1 og 5 sem leidir til seytingar & bolgumyndandi frumubodunum pro-IL-
1B og pro-IL18. Tveer gerdir af bolguflokum hafa fundist hingad til, annars vegar
NALP1 bélgufloki sem inniheldur NALP1, ASC midils- (e. adaptor) protein, caspasa 1
og caspasa 5, og hinsvegar NALP2/3 bélgufloki sem innheldur auk NALP2 eda
NALP3, caspasa lioséfnunar hneppi (e. Caspase recruitment domain (CARD)) tengt
vid préteinin Cardinal, ASC og caspasa 1 (sja mynd 8). NALP préteinin eru
meginproteinin i bélguflokunum (Petrilli, Dostert o. fl. 2007).
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NALP1 bolgufloki

NALP1 @O0
LRR

ASC [ByD] [CARD] Caspase 5

NALP2/3 bolgufloki

PYD LRR -; CARD | Caspase 1
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Mynd 8: Bygging bolgufléka
NALP eru meginpréteinin i bolguflokum, aminésyru réd peirra er einkennandi med
pyrin hneppi & endanum (PYD), par fylgir a eftir NACHT hneppi, NACHT-adstodar
hneppi (NAD) og nokkrar leucin rikar radendurtektir. NALP1 inniheldur einnig FIIND
hneppi en hlutverk pess er ennpa 6pekkt og caspase lidgséfnunar hneppi (CARD), baedi
hneppin eru ekki ad finna i 6drum NALP (Petrilli, Dostert o. fl. 2007).

Currant Biology

NALP protein eru umfrymis NOD-likir vidtakar, NALP 3 skynjar peptidoglykan fra
bakterium, ATP og pvagsyru, og kallar ad bolgumyndandi caspasa-1 i bolguflokanum
med hjalp midils proteinsins ASC. begar flokinn er virkjadur breytir caspasi-1
bélgumyndandi frumubodunum pro-IL-1B og pro-IL18 yfir & virka og seytta form
peirra (Muruve, Petrilli o. fl. 2008).

Einnig hefur verid synt fram a ad NALP3 getur skynjad og virkjast vid erfdaefni fra
eitlaveirum (e. Adenoviridae) sem leidir til virkunar a IL-1[. Petta er i samraemi vido ad
IL-18 hefur mikilveegt hlutverk i nattarulega onaemisvidbragdi gegn eitlaveirum.
Hvernig bolguflokar skynja erfdaefni er po ekki enn vitad (Muruve, Petrilli o. fl. 2008).
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1.2 Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii er einfruma greenpérungur sem adskildist fra
landpléntum (Streptophytes) fyrir milljardi ara. Hann tilheyrir chlorophytes sem er
hluti af greenplontusettieggnum viridiplantae (auk Streptophytes) en viridiplantae er
svo adskilinn fra opisthokonts (dyr, sveppir og Choanozoa). begar erfdamengi
Chlamydomonas er skodad sést ad morg gen Chlamydomonas tilheyra
sameiginlegum forfédur greenplantna og einnig forfodur dyra og plantna (Merchant,
Prochnik o. fl. 2007). Samanburdur préteinmengja Chlamydomonas vid adrar lifverur
gefur sdmu nidurstodur par sem skyldleiki er nokkud jafn vid dyr, pléntur og bakteriur
0g pa sérstaklega pegar litio er framhja préoteinum sem taka patt i ljostillifun
(Merchant, Prochnik o. fl. 2007). bPannig skipar Chlamydomonas sess sem mikilveeg
tilraunalifvera vid rét préunartrés heilkjérnunga.

Mynd 9: Chlamydomonas reinhardtii

Graenporungurinn  Chlamydomonas reinhardti (mynd fengin 1l.mars 2008 af
http://www.aspb.org/images/chlamy.qgif)

C. reinhardtii finnst um allan heim i ferskvatni, sj6 og ymsum jardvegi, hann er
um 10 pum i pvermal og er einna helst notadur til rannsokna a ljostillifun sem og a
svipum. C. reinhardtii er einlitna og fjdlgar sér med hefdbundinni mitdsuskiptingu en
getur po, pegar adsteedur eru réttar, stundad kynaexlun. Erfdamengi C. reinhardtii
hefur verid radgreint og er ~120 MB med ovenju hatt GC hlutfall eda um 64%. Um
35% af genunum finnast baedi i plontum og ménnum, ad auki eru 10% sameiginleg
med monnum og ekki plontum, og 27% med plontum en ekki ménnum (Merchant,
Prochnik o. fl. 2007). C. reinhardtii er med tveer svipur sem eru notadar til hreyfingar
0g eru peer einnig naudsynlegar fyrir @exlun. Svipurnar eru ekki naudsynlegar fyrir
frumuvoxt og pvi er heegt ad skima fyrir stokkbreytingum sem tengjast svipunum
sérstaklega (Lefebvre og Silflow 1999). C. reinhardtii er mjoég mikilveegur fyrir
rannsoknir & ljostillifun par sem hann getur vaxid baedi med ljos sem sinn eina
orkugjafa og i myrkri med asetat sem orkugjafa, og er pvi haegt ad vidhalda stofnum
sem hafa stokkbreytingar i mikilveegum genum i pessum tveimur ferlum. Pannig er
haegt ad einangra og skilgreina gen sem eru naudsynleg fyrir ljostillifun og éndun
(Grossman, Harris o. fl. 2003). C. reinhardtii hefur ymsa kosti sem go6d
rannsoknarlifvera. Hann er audveldur og odyr i reektun, vex tiltblulega hratt med
tvofoldunartima um 5 tima. Pad er audvelt ad stjérna aexlun peirra og pad er haegt ad
reekta pa baedi a fostu eeti og i vokvaeeti.

C. reinhardtii lifir i umhverfi par sem mikil bakteriuflora prifst og er pvi liklegt
ad hann hafi préad med sér innreen (e. endogenous) varnarkerfi lik peim sem
rannsokud hafa verid hja baedi dyrum og pléntum. Forvitnilegt er ad kanna pessi
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varnarkerfi og hvad pau eiga sameiginlegt med varnarkerfum i 6drum lifverum. |
plontum og dyrum hafa fundist margir sambeerilegir paettir i nattarulega varnarkerfinu
svo sem vidtakar, kinasa bodleidir og bakteriuhamlandi peptid. Ut fra pvi er talinn
moguleiki & ad pessi varnarkerfi eigi sér djupar préunarlegar reetur i sameiginlegum
forf6dur plantna og dyra (Ausubel 2005). Hvort um er ad reeda sameiginlegan
uppruna eda samleitni i préun a eftir ad koma i ljos. par sem Chlamydomonas
stendur svo neerri sameiginlegum forvera dyra og planta hentar greenpérungurinn
mjog vel til gefa betri syn & uppruna pessara varnarkerfa.
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1.3 Hreinsun og einangrun bakteriuhamlandi
sameinda med HPLC

Hagaeda vokvaskiljun (e. High Performance Liquid Chromatography — HPLC) er 6flug
og mikid notud adferd vid hreinsun og greiningu & préteinum, peptidum og 6drum
sameindum. Vinsaeldir HPLC ma rekja til ymissa patta; haegt er ad endurtaka HPLC
tilraunir audveldlega, heegt er ad stjérna valinu a hreinsun og einangrun sameinda
med ymsum adferdum og heimtur eru almennt haar. Oftast er haegt ad na fram
adgreiningu & sameindum sem eru mjog likar ad byggingu. Allar vixlverkanir
burdarlags sulefnis og vokvafasa i vokvaskiljun eru byggdar a pekktum kroftum og
haegt er ad breyta adsteedum til ad losa af einstakar sameindir. Adstaedur eru pvi
akveonar sérstaklega fyrir hverja skiljun. Hvernig protein og peptid bindast vid
burdarlag vokvaskilja akvardast af byggingu og skautunareiginleikum sameindarinnar
og skilatimi peirra reedst af pvi asamt eiginleikum vokvafasana. Hja storum
fiélpeptioum og préteinum sem taka a sig miklar annars stigs og pridja stigs myndir
er pad adeins litill hluti sameindanna sem bindst vid burdarlagid (Aguilar 2004).

Allir liffreedilegir ferlar byggja & sérstokum vixlverkunum milli sameinda og
hremmiskiljur (e. affinity columns) nyta sér pessar vixverkarnir til pess ad hreinsa
sameindir a sértaekan hatt eftir starfsemi peirra eda efnabyggingu. Vokvaskiljur med
ofugfasa (e. reverse phase), j6naskipta eda vatnssaeknum samlodunum adskilja hins
vegar peptid og protein eftir mismunandi vatnssaekni & yfirbordinu eda hledslu
sameindanna. Med pessum adferdum er pvi haegt ad adgreina peetti ar floknum
efnabléndum en hremmiskiljur eru frekar notadar til pess ad na fram hreinsun a einu
eda litlum fj6lda efna ar efnablondu (Aguilar 2004).

Med tilkomu hageeda vokvaskilja hefur fjoldi bakteriuhamlandi peptida sem hafa
verio einangrud og skilgreind storaukist. Nanast hver einasta rannsokn sem
framkveemd er nuna a bakteriuhamlandi peptioum byggir a slikri hreinsun. Ma par
nefna vokvaskiljun med hlaupsiun og med jonaskipta- og Ofugfasa adferdoum
(Selsted 1997).

HPLC teeknin nytist vel i hreinsun a bakteriuhamlandi peptioum par sem
bakteriuhamlandi peptid eru flokkud i fjolskyldur med mikla amindsyrurada
samsvorun og svipada byggingu, eins og sést medal annars hja defensinum hja
hryggdyrum, skordyrum og plontum. Sveigjanleiki HPLC teekninnar leyfir einnig
hreinsunarferla an efna sem trufla virkni bakteriuhamlandi peptida (Selsted 1997).

Rétt er ad minna a ad peptid og protein hafa 6ll einstaka eiginleika og byggingu.
Engu ad siour er mjog gagnlegt vid hreinsun ad taka mid af sameiginlegum
eiginleikum peptidanna. | pessu samhengi ma benda & ad nanast oll pekkt
bakteriuhamlandi peptid eru litil protein (=25 - 50 amindsyrur). Pad ma nyta i
hreinsun med staerdar Gtilokun. Pa eru flest bakteriuhamlandi peptid med jakveeda
hledslu sem nytist i jonaskiptaadferdum og heegt er ad hreinsa nanast 6ll peptidin
med Ofugfasa adferoum (Selsted 1997).
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1.3.1 Hlaupsiun

Pessi adferd (einnig pekkt sem gelsiun)(e. gel filtration) skilur sameindir i syni ad eftir
steerd peirra, p.e. medal ummali sameindanna, og gagnast sérstaklega i fyrstu
skrefum hreinsunar & peptidoum, pegar mikill fjoldi annarra sameinda er i syninu.
Suluefnid er gert ar gelkdlum sem geta tekid inn i sig smaerri sameindir og jonir.
Steerri sameindir sem komast ekki inn i kulurnar ferdast hradar nidur en minni
sameindir tefjast i kdlunum og pannig feest fram adskilnadur sameindanna eftir
steerd, sja mynd 10 (Berg, Tymoczko o. fl. 2007).
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Mynd 10 Hlaupsiun
Syni, uppleyst i litlu rimmali, er hladio & stlu sem inniheldur gelkdlur. Stérar sameindir
komast ekki inn i kdlurnar og ferdast pvi hradar gegnum suluna (Berg, Tymoczko o. fl.
2007).

1.3.2 Jonaskiljun (katjonaskiljun)

Katjonaskiljun er vinsael adferd vid hreinsun vegna jakveedrar hledslu a flestum
bakteriuhamlandi peptidum. Einn kostur pessarar adferdar er hve mikid magn
stluefnin geta almennt bundid med godum afraksti. A moti kemur ad ekki naest mjog
godour adskilnadur & efnum med svipada jakveeda hledslu en til pess nytist 6fugfasa
teeknin mun betur og einnig parf oftast ad afsalta synin adur en pau eru kénnud
frekar (Selsted 1997). Jénaskiljun adgreinir sameindir eftir hledslu peirra. Ef protein
eda peptid hefur jakveeda hledslu vio pH 7 getur pad oftast bundist vid suluefni sem
inniheldur karboxylh6pa eda adra anjéna hdépa, en neikveett hladid prétin/peptio
getur pad ekki (sja mynd 11). Jakveett hladid protein sem bundid er a slika sulu er
haegt ad losa af med pvi ad auka styrk af natrium klorid eda alika salti i
losunarlausninni, natrium jonirnar keppa vid jakveett hladna hopa a proteinunum um
bindingu vid suluefnid og litt jAkveett hladin prétein losna af fyrr en pau sem hafa
mikla jakveeda hledslu (Berg, Tymoczko o. fl. 2007). Einnig er haegt ad draga ur
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jakveedri hledslu préteina og peptida med pvi ad heekka syrustigid og pannig losa af
sulunni med syrustigs stigli (Ahamed, Nfor o. fl. 2007).
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Mynd 11: Katjénaskiljun.
Pessi adferd adskilur sameindir eftir hledslu peirra. Jakvaett hladnar sameindir bindast
vio neikveett hladid suluefnid medan neikveett hladnar sameindir renna i gegn (Berg,
Tymoczko o. fl. 2007).

1.3.3 Ofugfasa skiljun

Ofugfasaskiljun er ein 6flugasta adferdin vid hreinsun & bakteriuhamlandi peptidum.
Algengustu suluefnin eru ar Kisli (e. silica) sem stodefni med kolvetniskedjur (n-
Alkyl), C4 til C18 langar, fastar vid stodefnid. Adskilnadur & synum verdur adallega
vegna vatnsfeelinnar samlodunar vid suluefnio. Mynd 12 synir gréflega bindingu
proteina og peptida vid vatnsfaelna suluefnid. Sameindirnar bindast i skautudum leysi
svo sem vatni en losna pegar styrkur minna skautads leysis er aukinn; pvi
vatnsfeelnari sem sameindirnar eru pvi fastar eru peser bundnar. Sameindir eru
losadar af med stigli af lifreenum leysi t.d. asetonitril eda metandl. Haegt er ad hafa
ahrif a bindingu sameinda vid suluefnid med pvi ad breyta jéna-pérum i lausnum,
algengustu jonudu efnin eru triflirediksyra, heptaflirsmjorsyra, ammonium asetat og
fosforsyra. HPLC med 6fugfasaskiljun er mjog 6flug teekni fyrir greiningu a peptidum
0g préteinum medal annars vegna pess ad: 1) Haegt er ad na fram godri upplausn i
adskilnadi sameinda. 2) Audvelt er ad hafa ahrif a neemni skiljunar med breytingum &
vokvafosum. 3) Godar heimtur fast med HPLC skiljun og par med ha framleidslugeta.
4) Audvelt er ad endurtaka hreinsanir med sdomu nidurstédum yfir langan tima, medal
annars vegna pess hve stodugt suluefnid er i mismunandi vokva fésum. Hins vegar
getur 6fugfasa HPLC valdid éafturkreefum afmyndunum & préteinum og par med
minnkad mogulegar heimtur a efnum i liffreedilegu virku astandi (Selsted 1997,
Aguilar 2004).
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Mynd 12: Binding peptida vio dfugfasa suluefni.
Skematisk mynd af bindingu peptids vio o©fugfasa suluefni. Vatnsfeelinn svaedi

peptidanna bindast vid n-alkyl kedjurnar (Aguilar 2004).




2 Markmio

Ljost er ad nattarulega oneemiskerfio byr yfir miklum fjélda adferda og verkfaera til
bess ad verjast bakteriusykingum.

Hvort pessi varnarkerfi eigi sér sameiginlegan forfédur er verdug spurning ad glima
vid og til pessa er Chlamydomonas einmitt tilvalin lifvera ad skoda nanar, en engar
rannsoknir hafa verid birtar um 6naemiskerfi eda bakteriuvarnir Chlamydomonas.

Markmid pessa verkefnis var ad skilgreina bakteriuhamlandi sameindir sem C.
reinhardtii seytir og einangra pau proétein eda peptid sem standa ad baki virkninni.
Einnig ad komast ad amindsyrurtd peirra og pa um leid finna pau gen sem skra

bessi protein eda peptid.
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3 Efni og adferoir

3.1 Raektunaradstaedur
Chlamydomonas reinhardtii:

C. reinhardtii stofnar sem notadir voru i pessu verkefni voru CC-2677 og CC-3403.
Pessir stofnar eru med laskadan frumuvegg auk pess sem stofninn CC-1690, med
Olaskadan vegg, var notadur sem vidmid. Sja vidauka 9.1 fyrir frekari upplysingar um
stofnana og geymslu peirra. Stofnarnir voru raektadir ymist i kolefnisriku aeti (TAP
2eti) eda lagmarks aeti med vidbotar amindésyrum ef pess purfti. Best var ad hafa
reektirnar i storum keilufloskum og med sem mestu vokvayfirbordi. Vio 5% saningu
urdu reektirnar fullvaxta og fagurgreenar med Asgs ~0,8 & um 4-5 dégum og vid
stodugan hristing (139 rpm). Hitastig var 21 og til ad na fram j6fnum vexti i
reektunum voru peer hafdar vid lotubundid ljés 12 tima i senn med 12 tima myrkur &
milli. Pegar reektirnar voru tilbanar fyrir frekari vinnslu var sma hluti tekinn fra til pess
ad endurséa reektunum adur en frumurnar voru spunnar nidur (vido 14500 g i 45 min)
og flotinu, med seyttum sameindum fra C. reinhardtii, safnad saman til frekari
vinnslu.

Bakteriustofnar:

Bakteristofnar sem notadir voru i pessu verkefni voru Bacillus cereus (Gram-
jakveedur), notadur sem sykingarbakteria, en Bacillus megaterium stofn Bm-11
(Gram-jakvaedur) og Escherichia coli stofn D-21 (Gram-neikvaedur) voru notadir til ad
meta vaxtarhindrun med eyduproéfi. Sja vidauka 9.1 med frekari upplysingum um
stofnana og geymslu peirra. Bacillus cereus var tekinn ur frysti og reektadur i 20 ml af
Nutrient aeti yfir nott i hristiskap vido 35C og 250 rpm. Bm-11 og D-21 voru teknir ar
frysti, reektadir upp i LB-vOkvaseeti og sad a LB skalar med streptdmycin syklalyfi (100

pg/ml).
[ vidauka 9.2 eru uppskriftir af ati og fleiri lausnum.

3.2 Bakteriuhamlandi virkni

3.2.1 Orvun & bakteriuhamlandi virkni hja C. reinhardtii

Orvun med bakteriusykingu

C. reinhardtii var reektadur upp i 20 ml i TAP aeti og latinn vaxa vid 21<C i hristiskap i
4-5 daga. Adur en raektin var sykt med bakterium var hreinleikinn skodadur i smasja.
pPad var gert til pess ad vera viss um ad reaektin veeri ekki pegar sykt af 6drum
bakterium (mengud). A 3. eda 4. degi var Bacillus cereus raektadur i 20 ml af
Nutrient eeti yfir nott i hristiskap vid 35C og 250 rpm. A 4. eda 5. degi var
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sykingarbakterium blandad vid C. reinhardtii reektina, 0,5 ml af bakteriuraektinni var
baett Gt i 20 ml af C. reinhardtii reekt. Raektad yfir nétt i hristiskap vid 20C og 139
rpm. Daginn eftir var reektin spunnin nidur og seyti hreinsad med Oasis HLB 6cc sulu
fra Waters, frostpurrkad og bakteriuhamlandi virkni konnud med eyduprofi asamt
viomidum, sem voru hrein C. reinhardtii reekt og B. cereus i TAP &eti.

Orvun med Gtfjélublau 1jdsi

C. reinhardtii stofninn CC-2677 var raektadur upp i 100 ml i TAP aeti og latinn vaxa
vio 21C i hristiskdp i 4-5 daga. bPegar reektin var fullvaxin var henni skipt i 5
skammta, einn fyrir viomid og rest settir i Gtfjdlublatt 1j6s i mislangan tima. Styrkur
ljésins var 1000 uJ/cm2 og timapunktarnir hafdir 0 sek (viomid), 10 sek, 20 sek, 30
sek og 60 sek. Skamtarnir voru settir i storar Petri-skalar til ad nad sem mestu
yfirbordsflatarmali fyrir Gtfjélublaa 1j6sid og komid sidan aftur fyrir i keilufloéskum og
reektirnar latnar vaxa yfir nétt i hristiskapnum i myrkri. Daginn eftir voru flotin af
reektunum hreinsud med Oasis HLB sulum, frostpurrkud og bakteriuhamlandi virkni
konnud med eyduprofi a Bm-11.

3.2.2 Eyduprof a Petri-skal

Til pess ad kanna bakteriuhamlandi virkni hja C. reinhardtii var seyti fra
greenpérungnum leyst upp i sem minnstu raimmali af vatni (rammal mismunandi eftir
stigi hreinsunar) og sett i eyduprof par sem sast hvort seytio nadi ad hefta voxt
bakteria. Notadar voru bakteriurnar Bacillus megaterium (Bm-11) eda E. coli (D-21).
Bakteriustofnar voru teknir upp Ur frysti, reektadir upp i LB-vOkvaeeti og s&d & LB
skalar med syklalyfi (sem proéfstofnarnir pola). Halda matti stofnunum gangandi i sma
tima med pvi ad sa &fram & LB skalar. Stakar koléniur voru reektadar upp i 10 ml LB
vOkvaeeti og & medan bakteriustofnarnir voru i reekt var LB-agar utbdinn. 7 ml LB
vOkvaaeti med 1% agardésa var hitadur ad sudu i orbylgjuofni og keelt ad 45T i
vatnsbadi. bPegar bakteriustofnarnir h6fdu nad Asgs 0,6 var Bm-11 pynntur tifalt, 100
pul i 900 pl LB, og D-21 pynntur hundradfalt, 10 ul i 990 ul LB. Sidan var 53 pl af
pbynntri reekt blandad hratt Ut i LB-agarinn og dreift & skal. Ef saltblandan “medium E”
var h6fo med var 140 ul baett samtimis med og blandad snégglega, sja vidauka 9.2
med uppskrift af medium E. Skalunum var sidan leyft ad storkna i 30 minutur og litlir
brunnar (3 mm i pvermal) atbanir. 3 pl af syni var sett i hvern brunn, skalum lokad og
baer hafdar yfir nott vio 32<C. Daginn eftir voru mae Idar eydur i kringum brunnana par
sem voxtur bakteria var hindradur (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005).

3.2.3 Proteinasa prof

Til pess ad kanna hvort bakteriuhamlandi sameindir vaeru gerdar Ur peptidum eda
préteinum voru synin medhoéndlud med proteindsum fyrir eyduprof. Ef peptid eda
prétein eru ad hamla vexti bakterianna eetti vaxtarhindrun ad minnka eda hverfa eftir
préteinasa meltu. Préfad var ad melta med Préteinasa K og Pepsini frd Sigma i
mismiklum styrk.

Proteinasa K melting

Frostpurrkud syni voru leyst upp i eins litlu rammali af vatni og mégulegt var, um pad
bil 10-50 pl. Synin dsamt viomidum voru pynnt baedi med vatni og med préteinasa K
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(20 mg/ml i TE duda) pannig ad lokastyrkur pess yrdi 10 mg/ml, 1 mg/ml og 0,1
mg/ml. Til ad virkja proteinasa K voru pynningarnar sidan geymdar vio 37T i 1 Kist.
Eftir eina klukkustund var bakteriuhamlandi virkni i synunum athugud med eyduprofi
a Bm-11 agarskal.

Pepsin melting

Pepsin var leyst upp i dH,O ad 10 mg/ml og geymt vid -20<C. Frostpurrkud syni sem
profa atti voru leyst upp i 5% maurasyru i eins litlu rammali og haegt var (~10-20 pl).
Helmingur af uppleystu synunum var beett i vid 5% maurasyru ad 20 pl asamt pepsin
lausn pannig ad lokastyrkur pess var 0,5 mg/ml. Hinn helmingurinn fér i 20 ul af 5%
maurasyru sem vidmid. Synin voru svo geymd vid 37C i 5 tima og eftir pad fryst
med fljétandi kéfnunarefni og frostpurrkud yfir nott. Frostpurrkud synin voru leyst upp
i 5ul0,1% TFA og athugud fyrir bakteriuhamlandi virkni med eydumyndunarprofi a
Bm-11 agarskal (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005).

3.2.4 Lysosim virkni

Til ad kanna hvort lysosim veeri til stadar i lausnum eda synum var notad eyduprof
med purrkudum Micrococcus lysodeikticus fr& Sigma en hann er mjog naemur fyrir
lysésimi. 6 ml af 1% agardsa var buinn til med 67 mM natrium fosfat (NaH,PO4*H,0)
dua, pH 6 (stilltur med NaOH) og innihélt 50 mM natrium klérid (NaCl) og 1 mg/ml M.
lysodeikticus. Petta var braett saman i 6rbylgjuofni, helt a Petri skal og latid storkna i
um 30 minatur. Bunir voru til brunnar, 3 mm i pvermal, i agarinn og 3 pl af syni sett i,
haft i 24 tima vio 37C og eydur meeldar par sem lys ésim i syni hafdi sundrad M.
lysodeikticus. Sja vidauka 9.2 med uppskrift af agarésa duanum (Bergsson,
Agerberth o. fl. 2005).

3.2.5 Fitusyru virkni

Bakteriuhamlandi virkni fra fitusyrum var kbnnud med tvennum heaetti, annars vegar
med hexan utdreetti par sem frostpurrkad gréfhreinsad syni af Oasis HLB med
stadfesta virkni var notad, og hins vegar med hexan skolun par sem fitusyrur voru
skoladar af Oasis HLB sulum med hexan samtimis gréfhreinsun,

Hexan utdrattur

Frostpurrkad gréfhreinsad syni af Oasis HLB sulu var leyst upp i 0,5 ml af 4%
natrium karbonat lausn (Na,CO3). 1 ml af hexan baett Ut i og lausnin latin skiljast,
vatnsfasinn tekinn og beett Gt i hann 1 M H,SO4 par til syrustigio vard leegra en 4. 1
ml af hexan aftur baett Ut i og lausnin latin skiljast, vatnsfasinn tekinn til hlidar og
hexan fasinn purrkadur nidur i “speedvac”. burrkud synin voru leyst upp i vatni og
virknimaeld med eyduprofi & Bm-11 agarskal. Einnig var vatnsfasi frostpurrkadur,
leystur upp i vatni og virknimeeldur.

Skolun af Oasis HLB med Hexan

Eftir ad syni hafdi verid hladid a Oasis HLB sulu var haegt ad skola fitusyrur
sérstaklega af med hexan adur en syni voru losud af med lifreenum leysi (acetonitril).
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Sulan var pa skolud med einu og hélfu sulurimmali (10 ml) af hexan, affall purrkad
nidur og virknimeelt med eyduprofi a Bm-11. bessi adferd var mun einfaldari i
framkveemd en hexan fellingin og var pvi notast vid hana vid grofhreinsun a seyti fra
C. reinhartdii.

3.3 Hreinsun a bakteriuhamlandi sameindum

3.3.1 Saltfelling

Saltfelling var framkveemd fyrir grofhreinsun & floti fr& C. reinhardtii reekt. C.
reinhardtii var reektadur par til fagurgreenn (Asgs ~0,8), spunninn nidur i 45 min vid
14500 g og TFA beett Ut i flotid ad 0,1%. Saltfelling var gerd i tveimur prepum, med
10% og 65% styrk af ammaoénium sulfati og 50 mM CacCl,. Jafnan sem notast var vid
til itreiknings & magni salts er:

Gromm (g) af (NH4)2SO4 [ ml= F*(Pz-Pl)/(103-3P2)
(P1 = Upphafsstyrkur ammaonium sulfats, P, = Lokastyrkur)
F=5,06 (vid 0C), F =5,33(vid 20C)

Fellingin var gerd a is pannig notast var vido F = 5,06. Saltinu var baett saman vid
lausnina i heegum skrefum og hreert a medan, leyft sidan ad setjast i 1 kist & is.
Ouppleyst efni voru felld i skilvindu vid 10.000 g i 15 min, flotinu safnad saman og
ammonium sulfat mettun haekkud i 65% haegt og rélega. Lausnin spunninn nidur vid
10.000 g i 15 min og botnfallid leyst upp i 0,1% TFA. Uppleyst botnfall og flotid voru
sidan gréfhreinsud med Oasis HLB sulum og virknimeeld med eydupréfi a Bm-11
(Voet og Voet 2004).

3.3.2 Hreinsun med katjona suluefni

Sterkt katjona-skipta suluefni, AG 50W-X8 fr4 Biorad, var notad til ad binda efni ur
floti fra C. reinhardtii. C. reinhardtii var reektadur i 250 ml par til fagurgraenn (Ases
~0,8), spunninn nidur og flotinu safnad saman. Suluefnid var undirbtid med pvi ad
taka um 5 mg suluefni og skola i miklu rammali (x20 rammal) af vatni i nokkur skipti,
skolad sidan nokkrum sinnum med TAP pH 3 og latid liggja i pvi yfir nétt. Saluefnid
skolad aftur med TAP pH 3 daginn eftir og sett Ut i flotio sem pegar hafdi verid stillt
ad pH 3 med 1 M maurasyru. Suluefnid latid hreerast i flotinu i 3-4 tima, siad frA med
Whatman pappir og skolad sidan med TAP pH 3. Efni bundin vid suluefnid voru svo
losud af med 1 M ammodnium hydroxid (NH,OH). Efni sem losnudu af med NH,OH
voru purrkud nidur i “speedvac” og virknimaeld med eyduprofi & Bm-11 agarskal.
Restin af flotinu var keyrd i gegnum Oasis HLB sulu, losud af med 95% asetonitril,
frostpurrkud og virknimeeld & BM-11 agarskal.
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3.3.3 Grofhreinsun med Oasis og SepPak silum

Oasis sulurnar frA Waters voru notadar til pess ad pjappa saman efnivid og
gréfhreinsa hann. Einnig voru paer notadar til pess ad skipta um dda og hreinsa burt
solt.

Oasis HLB sulur

Oasis HLB eru 6fugfasa sulur gerdar ar blondu af vatnsaeknu og fituseeknu suluefni
sem hefur géda bindingu vid flestar sameindir. TFA syru var beett ut i flot fra C.
reinhardtii ad 0,1% af heildarraimmali adur en pvi var hladid & sulu. Oasis HLB sulan
var fyrst virkjud med einu suluraimmali af asetonitril (um 6 ml fyrir 6 cc sulur) og
jofnud at med premur sulurdmmalum af 0,1% TFA. Flotid var keyrt i gegnum suluna
med sogi allt ad 10 ml/min hrada (fyrir 6 cc sulur), hradinn samt stilltur pannig ad
dropar nai ad myndast ar sdlunni en ekki samfellt flaedi. begar flotid var komid i
gegnum suluna var han skolud med einu sulurimmali af 0,1% TFA. Haegt er einnig
ad nyta mismunandi eiginleika suluefnanna i Oasis HLB og losa af sulunni eftir
skautun, fyrst 6skautud, svo minna skautud og meiri skautud efni i sitt hverju rammali
(sja mynd 13). Fitusyrur voru losadar af stlunni med 10 ml hexan og prétein/peptio
losud af med 10 ml asetonitril i 0,1% TFA, helst med prepalosun (t.d. fyrst 5%
asetonitril, naest 25%, 60% og enda & 95% asetonitril). Affoll voru frostpurrkud yfir
nott og pa tilbuin fyrir frekari vinnslu (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005).

1 L =imi, pH stillt aa 7

fice Oasis HLB =dla

!

Le=unarausnir:

A -hexane (5 mil)

B: ethod acetae (5 mi
C: methandl (14 ml)

Affall A Aftall B Afall
d=kautadar ! fitid Skautadar sameindir hikid =kaukadar
skautadar saneindir sameindir

Mynd 13: Hreinsun sameinda med Oasis HLB sulu
Heegt er ad nyta mismunandi eiginleika suluefnana i Oasis HLB sulum og losa af peim
Oskautadar sameindir, litid skautadar sameindir saman og meiri skautadar sameindir i
sitthverju lagi.

Oasis MCX sulur

Oasis MCX sulur eru gerdar ar bléndu af katjona suluefni og vatnsfaelnu suluefni og
eru sérstaklega gerdar til pess ad binda basiskar sameindir. Pessi blanda af
stluefnum gefa moguleika a prepalosun af sulunni med mismundandi styrk af
metandli og ammoénium hydroxidi (sja mynd 14). Med pvi ad skola suluna med
metandli losna sameindir sem sudlan heldur med vatnsfeelna suluefninu og
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ammonium hydroxid losar af katjéna suluefninu. Oasis MXC sulan var virkjud med
einu stluraimmali (um 3 ml fyrir 3 cc sulur) af metandli og svo 1 M maurasyru strax i
kjolfario. 1 M maurasyru var beett i purrkad synid par til rmmalid nadi einu
suluraimmali og synid keyrt i gegnum suluna med sogi. Sulan svo skolud med einu
stlurammali af 1 M maurasyru og einu suluriummali af metandli. Fyrsta skref losunar
var med einu suluraimmali af 0,35 M ammodnium hydroxidi, sidan med einu
sUlurimmali 0,35 M amménium hydroxidi i 60% metandli og ad lokum 0,7 M
ammonium hydroxid i metandli. Eftir hverja lausn sem for i gegnum suluna var loft
s0gid i gegn til ad purrka hana, vatnsaekni hluti stluefnisins kemur i veg fyrir ad sulan
skemmist vid purrk. Lausnir sem komu af sulunni voru purrkadar vid 40 i lofteemi
med “speedvac” og pa tilbuin fyrir frekari vinnslu (Dobrev og Kaminek 2002).

Syni

Sep-Pak tCus
eda Oasis

HLB
% Oasis MCX

Purrka og leysa upp i1
CV1MHCOOH

1CY 10y 10 1CV 1Cv
1 M HCOOH CH;OH 035 M 0.35 M NH.OH 0.7 M NH.OH
NH,OH in 60% CH.OH in CH:OH
P P P P iy
Obundid efni  Skol 1 Skol 2 1. losun 2. losun 3. losun
(FT) (W1 (W2) (El) (E2) (E3)

Mynd 14: Yfirlitsmynd yfir grofhreinsun med Oasis M CX.
Hreinsun med Oasis MCX sullu kom i kjolfar gréfhreinsunar med Sep-Pak C18 sulu
eda Oasis HLB sulu. Syni var leyst upp i maurasyru og hladid a suluna, sulan sidan
skolud med maurasyru og metanoli og sameindir losadar af henni med ammonium
hydréxid og metandli i mismiklum styrkjum (Dobrev og Kaminek 2002).

SepPak sulur

SepPak sulur frA& Waters eru gerdar ur C18 suluefni og byggja a ofugfasa
vixlverkunum. Sudlan var virkjud med einu sulurimmali af asetonitril og jofnud Gt med
premur stlurimmalum af 0,1% TFA. TFA syru var beett Gt i syni ad 0,1% og keyrt i
gegnum suluna med sogi allt ad 10 ml/min hrada (fyrir 6 cc sulur). Eftir ad synid var
komid i gegn var sulan skolud med einu sulurimmalum af 0,1% TFA og sidan losad
af henni i prepum med haekkandi styrk af asetonitril (oftast 25%, 50% og 80% styrk).
Affoll voru frostpurrkud og pa tilbuin fyrir frekari vinnslu.
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3.3.4 HPLC hreinsun

Efnividur sem pegar hafdi verid gréfhreinsadur var settur & “Akta purifier” HPLC teeki
fra GE Healthcare Life Sciences. Ymsar leidir eru mégulegar i HPLC hreinsun par
sem gifurlegur fjoldi suluefna er til en hér var notast vid jonaskiptasulur i byrjun og
sidan ofugfasasulur. Sulurnar voru geymdar med 20% EtOH i sér, byrjad var & ad
skola HPLC teekid og sulu vel med 20% EtOH, MQ-H,O i kjolfarid og sidan med
joéfnunarlausninni (lausn A), pvi lengur pvi betra. Ef stlan hafdi ekki verid notud i sma
tima eda Onnur syni verid keyrd a undan var gerd ein keyrsla an synis til pess ad
vera fullviss um ad sulan sé i lagi og hrein. begar sulan var tilbdin var keyrslan sett
upp, lengd hennar akvordud (fjoldi sulu rammala), upphafs- og lokastyrkur lausnar B,
losunarlausn, asamt ymsum 6drum péattum sem HPLC bydur upp, sja nanar i
handbdk “Akta purifier”. Mikilveegt er ad synid sé rétt hladid i teekid og ad allar lausnir
séu afgasaodar til pess ad fordast loftb6lumyndun. Synin voru leyst upp i lausn A,
haegt er ad hlada syni & sulu i nokkrum lotum en ef hladid var i einni lotu var synio
ekki leyst upp i meira en 50% af heildarrammali synalykkjunar sem notud var & “Akta
purifier” teekid, 500 pl ef 1 ml lykkjan var notud, 50 pl fyrir 200 pl lykkjuna og 5 pl fyrir
10 pl lykkjuna. Synid var spunnid nidur vid 9000 g i 5 min &dur en pvi var hladio &
sUluna. Eftir keyrsluna voru afféllin frostpurrkud og tilbGin fyrir frekari vinnslu og “Akta
purifier” teekid skolad vel med 20% EtOH.

HPLC med katjona-skipta sulu

Notast var vid suluna “HiTrap CM FF 5 ml” fra GE Healthcare Life Sciences sem
inniheldur veikt katjénaskipta suluefni. Sulan getur bundid mikid magn sameinda og
bvi voru syni leyst upp i allt ad 10 ml af j6fnunarlausninni og hladid & i nokkrum
lotum. Lausn A, j6fnunarlausnin, var gerd ur 0,2 M ediksyru og lausn B,
losunarlausnin var gerd ur 0,2 M ediksyru med 1,5 M ammonium asetat og var
styrkur joéfnunarlausnarinnar haekkadur i 100% med stddugum stigli. Fleedihradinn
stilltur 1 ml & minatu i 30 minatur og affalls skammtarnir, maeldir vid Az14nm 09 A2gonm
hafdir 1,3 ml hver. Affoll sem innihéldu sameindir Gt fra gleypnimaelingunum voru svo
keyrd i gegnum Oasis HLB sulur til afsdltunar. Efni losad af sulunum med 95%
asetonitril i 0,1%TFA, frostpurrkad og pa tilbuid til frekari vinnslu (Aguilar 2004).

HPLC med anjéna-skipta sulu

Notast var vid suluna “Mini Q PE 4,6/50” fra GE Healthcare Life Sciences en hun
inniheldur sterkt anjonaskipta suluefni. Syni voru leyst upp i 500 pl med
jéfnunarlausn og hladid & suluna i einni lotu. Lausn A, j6fnunarlausnin, var gerd ur 20
mM Tris-HCI, pH 8,0 og lausn B, losunarlausnin, var gerd ur 20 mM Tris-HCI + 0,5 M
NaCl, pH 8,0 en annars var uppsetning su sama og notud var vid katjonaskipta
suluna (Aguilar 2004).

HPLC med 6fugfasa-skipta sulum

Notast var vid 6fugfasasulurnar “SOURCE™ 5RPC ST 4.6/150” og “uRPC C2/C18”
fra GE Healthcare Life Sciences og “Oasis HLB Online Column 25um 4.6x20mm” fra
Waters sem inniheldur sému bléndu af suluefni og Oasis HLB sulurnar notadar i
gréfhreinsun. Syni voru hladin & sdlurnar i einni lotu, rammal fér eftir hversu mikid
magn var i syninu en oftast um 500 pul i lausn A fyrir 6fugfasa sulurnar og um 50 pl
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fyrir HLB sualuna. Lausn A, joéfnunarlausnin, var gerd ar 0,1% TFA + 2% asetonitril,
afgasad i 20-30 min fyrir notkun, fyrir allar 3 gerdirnar af sulum. Lausn B,
losunarlausnin, var gerd ar 0,1% TFA + 80% asetonitril fyrir 6fugfasasulurnar eda
0,1% TFA + 95% asetonitril fyrir HLB suluna, afgasad i 20-30 min fyrir notkun.
Styrkur jofnunarlausnarinnar var ymist haekkadur i 100% med stédugum stigli eda
med prepahaekkandi stigli. Fleedihradinn settur fra 0,5 til 1 ml & minatu i 30 til 180
minatur og affalls skammtarnir, maeldir vid Az14nm 09 Azgonm, hafdir 1,3 ml hver. Affoll
voru svo frostpurrkud og pa tilbuin til frekari vinnslu (Aguilar 2004).

3.3.5 Silfurlitun

Lokahreinsun fér fram med SDS-PAGE rafdraetti og silfurlitun, stok bond voru sidan
Klippt ar gelinu fyrir massagreiningu. Med staerdarviomidoum fékkst einnig groft mat a
steerd sameindanna og med pvi ad keyra samhlida HPLC affoll af sulunum sem
innihalda ekki bakteriuhamlandi virkni var haegt ad greina sameindir sem ekki eru
liklegar til ad valda virkninni. 5 ul af hledslu dua var baett Gt i synin og vatni ad 20 ul
og pau hitud vio 95T i 5-10 min. Synum var hladid & Tris-HCI SDS-PAGE 4%-20%
stiguls akrylgel fra BioRad asamt staerdarviomidi og gelid keyrt vid 160 V i MES dua i
um pad bil 30 minudtur. Gelid var pa tilbuid fyrir silfurlitun. Mikilveegt er ad vera i
honskum allan timann og reyna ad snerta gelid sem minnst. 15 cm petriskal eda tomt
oddabox vel hreinsad er einnig hentugt fyrir pvottaskrefin. Framkvaemt i stinkskap og
lengri pvottaskrefin voru gerd & ruggara. Allar lausnirnar voru hafdar ferskar,
sérstaklega DTT og framkoéllunarlausnin. Gelid var pvegid tvisvar i 8 minutur i 50%
metandli, 5 minatur i 5% metandli og snégglega fjérum sinnum i eimudu vatni. Gelid
svo badad i 10 minuatur i 33 uM DTT lausn (3,3 pl af 1M DTT i 100 ml dH,0), pvegid
sndgglega i silfurnitrat lausn og gelid sidan badad i 10 min i ferskri silfurnitrat lausn
(0,25 g silfurnitrat i 250 ml dH,0). bvegid snbgglega en akvedid prisvar sinnum med
eimudu vatni. Sidan skolad med framkollunarlausn par til gelid vard gult & lit (um 30-
60 sekundur, stundum lengur). Skipt um lausn, fersk framkoéllunarlausn sett & og
framkallad par til bond & gelinu urdu skyr (framkdollunarlausnin var gerd ar 15 g
Na,CO3z i 500 mL dH0, rétt fyrir notkun var 250 pL af 37% formaldehydi baett Ut i).
Framkollun var sidan stodvud med pvi ad beeta 5% ediksyru ut i og geymt i 10
minatur pakid med alpappir. Gelid skolad vel med eimudu vatni, skannad inn i
tolvuskjal og geymt i eimudu vatni fyrir frekari vinnslu. Einnig ma lengja pvottaskrefin
i metandli, DTT og silfurnitrati um helming til pess ad na fram adeins betri upplausn
og skyrari framkollun & prétein/peptio bondum (Chevallet, Luche o. fl. 2006).

3.3.6 Massagreining

Massagreining & hreinsudum sameindum var framkveemd hja Raunvisindastofnun
Haskdla islands undir leidsogn Gudjoéns Andra Gylfasonar. Einnig voru syni send i
massagreiningu til Karolinska Institutet i Svipjéd og UCLA i Bandarikjunum. Hér fyrir
nedan er lyst adferd notud fyrir massagreiningar med MS MALDI-TOF teeki hja
Raunvisindastofnun.

Gel butar med stokum préteinum eda peptioum voru Klipptir ir SDS-PAGE geli,
batarnir voru trypsin meltir til ad brjota nidur protein/peptid i smeerri buta auk pess
sem peir voru guadinyleradir til ad breyta lysin i hémo-arginin fyrir massagreiningu.
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Sja vidauka 9.2 med uppskriftir af lausnum notadar i meltingu. Gelbutar voru fyrst
pvegnir tvisvar i 10 minatur med 50 pl 50% asetonitril, 50% 200 mM NH4HCO3
vatnslausn. Gelbuatarnir afvatnadir med 100% asetonitril par til peir urdu hvitir a lit.
Lausn dregin Ur glasi og gelbutar purrkadir i “speedvac” i 30 min. 50 pl MIS lausn
sett a gelbdtana og peim komid fyrir vid 60T i 20 minuatur. Eftir pad voru gelbutarnir
pvegnir aftur tvisvar i 10 minttur med 50 ul 50% asetonitril, 50% 200 mM NH4HCO3
vatnslausn og afvatnad med 100% asetonitril par til gelbdtarnir urdu hvitir. Lausn
dregin ar glasi og gelbutarnir purrkadir i “speedvac” i 30 min. burrkadir gelbutarnir
sidan lagdir i 50 mM NH4HCOj3; vatnslausn og DTT beett i ad 10 mM lokastyrk og
komid fyrir i hitaskdp vid 56C i 30 minuatur. DTT lausnin dregin af og 55 mM
alkyleringar midli (jodasetamid, jodediksyra, 4-vinyl-pyridin) i 50 mM NH4HCO3
vatnslausn beett vio og komid fyrir i myrkri vio 37°C i 30 minutur. Alkyleringarlausn
svo dregin af og gelbuatar pvegnir tvisvar med 50 mM NH4HCO3 vatnslausn og tvisvar
i 10 mindtur med 50 ul 50% asetonitril, 50% 200 mM NH4HCOg3 vatnslausn. Afvatnad
aftur med 100% asetonitril par til gelbatarnir urdu hvitir og lausnir dregnar ur
glésunum og gelbatarnir purrkadir i “speedvac” i 30 min. Lagmarksrammali af
trypsinmeltilausn sett & batana og peim komid fyrir & is i 30 minatur, fylgst med pvi
ad gelbutarnir séu avallt & floti i lausn medan peir draga i sig lausnina. Gott ad hafa
synin & is i allt ad 2 tima &dur en peim var komid fyrir vid 37C i minnst 4
klukkustundir eda yfir nott. Ad lokum var ensimlausnin dregin af gelbatunum. Lausnin
med peptid batunum, han syrd med 1% TFA ad 0,1% lokastyrk og er pé tilbuin fyrir
massagreiningu (Fenselau 1997).

3.4 Tolvuleit

Gerd var leit med tBLASTN i gagnabanka Chlamydomonas reinhardtii & heimasiou
NCBI; http://www.ncbi.nim.nih.gov/ med Plectasin og Acasin (sja toflu 3) sem
bakgrunn og leitad eftir cysteinstruktur einkennandi fyrir defensin (sja mynd 15)(Zhu
2008).

CX5.18CX3CX5.10[GAPSIDERYW]X;CX4 17CX;C

Mynd 15: Cysteinstraktur defensina
Cysteinstraktur sem leitad var eftir med tBLASTN, cystein eru litud med gulu, X tdknar
hvada amindsyru sem er og fjoldi peirra milli cysteina og aminésyrur innan hornklofa
takna paer aminésyrur sem mega vera milli cysteina og fjdlda peirra (Zhu 2008).

Tafla 3: Plectasin og Acasin.
Aminésyruradir Plectasin og Acasin sem notadar voru sem bakgrunnur i tBLASTN leit
(Zhu 2008).

Peptio: Amindsyruroo:

Plectasin | 1 mgfttilsig itvfglintg afaapgpvpe ayavsdpeah pddfagmdan glgkrgfgcn
61 gpwdeddmqc hnhcksikgy kggycakggf vckecy

Acasin 1 gwscgffggn depchghcks irgyrggyck fggickcy
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Leitad var i roédunum sem fengust Ur tBLASTN leitinni med auganu eftir
cysteinstraktur sem passadi i cysteinstraktur defensina (sja mynd 15) paer radir voru
svo einnig notadar sem bakgrunnur i tBLASTN leit i gagnabanka C. reinhardtii og
leitad eftir cysteinstrakturnum. Radir sem fundust voru radadar vid Plectasin og
Acasin mead Clustal W2 forritinu fra EMBL-EBI (sja
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Skilgreining (e. annotation) peirra
var skodud sérstaklega og leitad af seytirocdum fyrir framan peer.
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4 Framkveemd

4.1 Bakteriuhamlandi sameindir hja
Chlamydomonas reinhardtii

Fyrstu visbendingar um ad C. reinhardtii seytti bakteriuhamlandi sameindum fengust
med pvi ad sykja stofninn CC-2677 med bakterium, raeekta saman yfir nétt og kanna
bakteriuhamlandi virkni i seyti med eyduprofi & bakteriustofninum Bm-11 (Gram+).
Sja mynd 16 med deemi um 6rvun a bakteriuhamlandi virkni hja C. reinhardtii.

Eyduprof18.agust 2006
CC-2677

1 (LL-37 + p-K) = 0 mm

2 (LL-37) 2 8.8 mm

3 (Hz0 + p-K) = 0 mm

4 (CC-2677 + Ber)= 1222 mm

5 (CC-2677+B.cr+H-0) = 9.05 mm
6 (CC-2677+ B.cr+ p-K)= 6.76 mm
7 (CC-2677) = 0 mm
8 (B.cr) = 6.68 mm
9 (B.cri TAP=ti)= 6.51 mm

Mynd 16: Orvun & bakteriuhamlandi virkni hja ~ Chlamydomonas.

Myndin synir skal med eydupréfun. Hér sést deemi um 6rvun & bakteriuhamlandi virkni
hja Chlamydomonas stofninum CC-2677. Flot af syktum raektum og &syktum
viomidunarraektum voru gréfhreinsud 4 Oasis HLB sulum og pétt med frostpurrkun.
Virknin var kénnud hja syktum reektum (4 og 5), ésyktum reektum (7) og sjalfum
sykingarbakteriunum Bacillus cereus (B. cr) (8 og 9), auk pess sem synin voru melt
med préteinasa K (i 1mg/ml lokastyrk) til ad sja hvort protein eda peptid veeru ad valda
virkninni. Bakteriuhamlandi peptidid LL-37 er notad sem jakveett viomid (1 og 2).
Steerri eyda myndast hja syktu raektinni (4) midad vid viomunarraektir (7, 8 og 9) pannig
liklega er orvun til stadar og C. reinhardti er ad seyta bakteriuhamlandi efni.
Bakteriuhamlandi virknin minnkar einnig eftir meltu med proteinasa K (6) sem bendir til
ad um protein eda peptid sé ad reeda.

4.1.1 Orvun a bakteriuhamlandi virkni hja Chlamydomonas

Kannadar voru adrar leidir en &reiti med B. cereus til pess ad drva seytingu hamlandi
virkni. Einnig var reynt ad hindra bakteriuhamlandi virkni hja sykingarbakteriunum
sjalfum, sem og reynt ad na fram 6rvun an pess ad nota sykingarbakteriurnar, t.d.
med pvi ad setja C. reinhardtii i hitasjokk, reekta C. reinhardtii i myrkri, drepa B.
cereus fyrst med hitun og atfjélublau ljési, nota B. cereus i byrjun vaxtarfasa og
geisla C. reinhardtii reekt med utfjélublau ljési i stuttan tima. Seyti sidan gréfhreinsad
og bakteriuhamlandi virkni kbnnud.
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4.1.2 Chlamydomonas stofninn CC-3403

Med eyduprofi a Chlamydomonas stofninum CC-3403 kom i ljés ad hann virdist
stodugt seyta pessum bakteriuhamlandi sameindum an pess ad vera 6rvadur a
nokkurn hatt (sjd mynd 17). bvi var akvedid ad skipta alfario yfir i pennan stofn og
efnivid safnad fyrir frekari vinnslu.

14.Agust 2007
Eyouprof med CC-3403

1= 4.60 mm 1= CC-3403 osyktur
2=CC-3403 + B.er

2-213.59 mm 3= CC-2677 + Boer i

320 mm uv

4=TAP+B.eri UV
2.7

4=>12.76 mm S—TAP + B ori

5212.50 mm vaxtarfasa og UV
6= Hita'kulda shock

6=0 mm 7= TAP + B.cr i

7=12.35 mm vaxtarfasa

Amp—>24.48 mm

Mynd 17: Bakteriuhamlandi virkni hja CC-3403.
Eyduprofu med péttu floti af CC-3403. Hér sést hvernig CC-3403 seytir
bakteriuhamlandi virkni &n pess ad vera medhondladur & nokkurn hatt (brunnur nr 1),
einnig sést deemi um 6rvun pegar stofninn er syktur med B. cr (brunnur nr 2 borinn
saman vid brunn nr 7). Ampisillin (AMP)(100 mg/ml) er notad sem jakveett viomiad.

4.1.3 Proteinasa prof

Til ad kanna hvort ad proétein eda peptid voru ad valda bakteriuhamlandi virkninni hja
C. reinhardtii voru gréfhreinsud syni og syni lengra komin i hreinsun melt med
proteinasa K og pepsin i mismiklum styrkjum. Lokastyrkur préteinasa K var 10
mg/ml, 1 mg/ml eda 0,1 mg/ml og lokastyrkur pepsin var 0,5 mg/ml. Ef pad voru
protein eda peptio sem valda virkninni pa aettu proteinasarnir ad brjéta pau nidur og
virknin minnka. Sem jakveett viomid var notad tilbuid (e. synthetic) bakteriuhamlandi
peptidid LL-37.

4.1.4 Bakteriuhamlandi virkni fra fitusyrum

Pekkt er ad fitusyrur geta valdid bakteriuhamlandi virkni og var kannad sérstaklega
hvort fitusyrur veeru ad orsaka virknina. Med pvi ad nyta Oasis HLB sulurnar sem
notadar eru vid gréfhreinsun & sameindum seytum fra Chlamydomonas voru fitusyrur
losadar af sérstaklega med hexan og bakteriuhamlandi virkni meeld med eyduprofi &
Bm-11. Kannad var bakteriuhamlandi virkni hja reektum af CC-3403 a mismunandi
timapunktum.
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4.1.5 Lysésim mengun

Eftir fyrstu hreinsanir og massagreiningu kom i ljés ad lys6sim mengun veeri i
hreinsunarferlinum sem trufladi hreinsunina verulega pvi lysésim heftir einnig
bakteriuvoxt. Massagreiningin syndi einnig ad um var ad raeda lysdsim Ur eggjahvitu
frA heensnum sem er algengt & rannsoknarstofum. Med pvi ad nota M. lysodeikticus
sem er bakteriufrumuhrat og mjog viokveemt gagnvart lysosimi, fékkst einfalt
eyouprof til pess ad kanna fyrir lysésim mengun. Med lysdsim eyduproéfi var
mengunin rakin til 6fugfasa sulu notada i HPLC hreinsunarskrefum (sja mynd 18) en
i lj6s kom ad lysésim hafoi itrekad verid notad adur sem vidmidunarefni fyrir HPLC
hreinsanir sem er Oheppilegt vegna bakteriuhamlandi &hrifa pess. Ekki tokst ad
hreinsa suluna vid lysdsim eftir itrekadar tilraunir og var pvi ad lokum fjarfest i nyrri.

Lysosim mzling
25.mars 2008

nr 21 2 0 mm*

nr 22 = 0 mm

nr 25 2 0 mm

nr 26 = 7.55 mm

nr 27 =2 8.70 mm

nr 28 = 0 mm

nr 29 = 0 mm

~ B |[nr30 > 7.61 mm*

o) N nr 31 2 0 mm

g Lysosim =2 16.96 mm

bt

*Bakterivhamlandi virkni

Mynd 18: Lys6sim meeling.
Lysosim eyduprof & affolllum fra HPLC hreinsun & gréfhreinsudu C. reinhardtii syni,
stofni CC-3403. Affoll nr 26, 27 og 30 innihalda lysosim. Affoll nr 21, 26, 27, 28 og 30
innihalda bakteriuhamlandi virkni p.e. hindra voxt Bm-11.

4.2 Hreinsun og greining a bakteriuhamlandi
sameindum

Til pess ad greina paer sameindir sem valda bakteriuhamlandi virkninni parf ad fara
fram mj6g ytarleg hreinsun & sameindunum sem byggir a mismunandi eiginleikum og
byggingu sameindanna. Virku sameindirnar voru fyrst hreinsadar groflega fra
meirihluta annarra sameinda og sidan i stigum med HPLC par til sameindirnar voru
noégu hreinar fyrir greiningu.

4.2.1 Grofhreinsun
Vio gréfhreinsun og péttingu & seyti fra C. reinhardtii voru adallega notadar pétti

stlurnar Oasis HLB, Oasis MCX og SepPak C18 fra Waters. Sdlurnar hafa
mismunandi bindieiginleika sem nyttust vid gréfhreinsun a seytinu og voru peaer ymist
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notadar saman eda i sitthvoru lagi. Til deemis var haegt ad nota Oasis HLB og
SepPak C18 saman vid gréfhreinsunina, seyti fra C. reinhardtii var pa fyrst keyrt i
gegnum SepPak C18 sem batt sameindir eftir vatnsfaelnum bindieiginleikum peirra.
Affallio var sidan keyrt i gegnum Oasis HLB sulu sem batt pa sameindir eftir
vatnseeknum og fituseeknum bindieiginleikum. Sameindir voru losadar af SepPak
C18 sulunni med asetonitrii og af Oasis HLB med hexan og asetonitril, synin
frostpurrkud og virknimaeld med eyduprofi a Bm-11. Syni sem innihéldu
bakteriuhamlandi virkni voru paé tilbuin fyrir frekari hreinsun med Oasis MCX sulu eda
HPLC hreinsun.

Oasis MCX sulur voru notadar til pess ad reyna na fram betri gréfhreinsun,
grofhreinsad syni af Oasis HLB eda SepPak C18 var pa keyrt i gegnum suluna sem
bindur jakveett hladnar sameindir og eftir vatnsfeelnum bindieiginleikum. Sameindir
voru losadar af sulunni med metandli sem losadi af sameindir bundnar adeins med
vatnsfaelni, sidan med ammadnium hydroxidi og med blondu af pessum efnum og til
ad losa sameindir bundnar eftir hledslu og vatnsfeelnum bindieiginleikum. Sja mynd
14, bls. 32 med yfirlit yfir Oasis MCX hreinsun og mynd 19 med daemi um hreinsun
med Oasis MCX par sem seyti grofhreinsad med Oasis HLB fra CC-3403 stofninum
var keyrt i gegnum Oasis MCX sulu. bessi hreinsun gaf fyrstu visbendingar um ad
bakteriuhamlandi efni fra C. reinhardtii veeru jakveett hladin en ekki gekk ad fa nogu
areidanlegar meelingar af eydupréfum par sem maurasyra notud til ad virkja sulurnar
hafdi of mikil ahrif a proéfid, pvi voru Oasis MCX sulur ekki notadar i loka
hreinsunarferlinu.

Eyouprof 8.des 2008
OASIS MCX hreinsun

FT = 3.26mm |G = 6.67 mm
W1 =2 0mm N =2 5.56 mm
W2 =2 6.23mm
El 2 3.86 mm
E2 -7.24 mm
E3 2 0mm

Mynd 19: OASIS MCX hreinsun.
Grofhreinsad syni af Oasis HLB var hreinsad afram med Oasis MCX 3cc sulu. Oll affoll
af sdlunni voru purrkud og préfud fyrir bakteriuhamlandi virkni med eyduprofi. Syninu
var hladido a suluna i maurasyru (FT), sulan skolud med maurasyru (W1), skolud aftur
med metanoli (W2) og losad af henni med ammonium hydréxid og metanoli i
mismiklum styrkjum (E1, E2 og E3). Til viomidunar i eydupréfinu var notast vid
gréfhreinsad seyti af Oasis HLB sulu (G og N).

Préfad var ad saltfella seyti fra C. reinhardtii adur en pad for & Oasis sulu til ad na
fram betri gréfhreinsun. Saltido hefur ahrif & eyduprofid en hreinsun med Oasis sulu i
kjolfarid aetti ad skola saltio i burtu, pé er moguleiki ad saltid hafi ahrif & byggingu
virku sameindanna. Seyti fra CC-3403 stofninum var fellt med ammodnium sulfati,
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hreinsad eftir fellinguna med Oasis HLB sulu og bakteriuhamlandi virkni kénnud (sja
mynd 47 i vidauka 9.5). Allt of litill efnividur fékkst af pessari hreinsun midad vio
umfang tilraunarinnar en yfir tveggja litra reektir af CC-3403 voru notadar i hverja
saltfellingu, af pvi fékkst rétt naegilegt magn fyrir eina HPLC hreinsun og dugdi pad
ekki i frekari HPLC hreinsanir.

Sem fyrsta hreinsun fyrir grofhreinsun & Oasis HLB var einnig préfad ad blanda
katjona-suluefni vid seyti fra C. reinhardtii reekt. Notad var sterkt katjonaskipta
suluefni, AG 50W-X8. Jakveett hladnar sameindir gettu ad bindast suluefninu sem
sidan var siad fra flotinu, syrustig haekkad, flot purrkad nidur, og virkni athugud med
eyduprofi 8 Bm-11. A mynd 20 sést yfirlit af katjéna suluefnis hreinsun, og & mynd 48
i vidauka 9.5 er deemi med eyduprof eftir slika hreinsun.

T pH stillt ad 3
- med 1 M
) ¢ \ maurasyru
J | / AG 50W-X8,
Y sterkt
\ katjénaskipta

suluefni, baett
ati

-——
Spunnid nidur

250 ml CC-3407 og floti safnad
reekt i TAP eeti

Suluefnid siad fra @

flotinu og Sko'aa<: Hreert saman i 3-4 kist

med TAP pH 3
Flotid gréfhreinsad Bundnar Purrkad i
med Oasis HLB sulu sameindir losadar @ speedvac og
og kannad fyrir fra suluefninu kannad fyrir
bakteriuhamlandi med 1 M NH,OH bakteriuhamlandi
virkni virkni

Mynd 20: Yfirlitsmynd af katjona stluefnishreinsun.
Katjonaskipta suluefni var blandad Ut i surt seyti fra C. reinhardtii og jakvaett hladnar
sameindir settu ad bindast suluefninu. Suluefnid siad fra og bundnar sameindir losadar
af med NH,OH.

Eyduprofin syndu ad suluefnid var ad binda sameindir sem hindra bakteriuvoxt, hins
vegar nadist ekki ad skilja sameindirnar almennilega fra suluefninu pegar peer voru
losadar af suluefninu en seigt botnfall myndadist pegar sameindirnar voru purrkadar
nidur. Einnig kom i lj6s ad pegar neikveett vidmio var notad ad petta botnfall hindrar
einnig voxt bakteria og gerdi frekari hreinsun mun erfidari. bvi var pessi adferd ekki
notud i lokahreinsunarferlunum pott han virki ad einhverju marki.

4.2.2 HPLC hreinsun- Efni A og B

HPLC hreinsun for fram & efnivid sem pegar hafdi verid gréfhreinsadur. Ymsar leidir
eru mogulegar med HPLC hreinsun par sem gifurlegur fjoldi suluefna er til en hér var
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notast vio jonaskiptasulur i byrjun til pess ad hreinsa sameindirnar eftir hledslu peirra
og sidan med 6fugfasa sulum til pess ad hreinsa sameindirnar eftir vatnsfeelni peirra.

Vid HPLC hreinsun kom i ljés ad um tvo efni er ad reeda sem hindra voxt bakteria,
efni A sem ekki binst vid 6fugfasa sulur og efni B sem festist vid 6fugfasa sulur og
losnar af URPC sulu i kringum 20-30% asetonitril styrk, sja mynd 21. burfti pvi ad
préa hreinsunarferil fyrir hvort efnid fyrir sig.

=
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=y
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Mynd 21: Bakteriuhamlandi efni A og B.

HPLC hreinsun a gréfhreinsudu syni fra stofninum CC-3403. Synid grofhreinsad med
Oasis HLB sulu og Oasis MCX sulu i kj6lfarid. Synid svo keyrt i gegnum HPLC med
ofugfasasuluna YURPC, losad af med asetonitril stigul (gul lina) og afféll meeld vid
Asi4nm (bla 1ina) og Asgonm (raud lina). Bakteriuhamlandi efni A meelist strax i upphafi
Vio Asiunm | affalli sem ekki binst vio suluna (0% asetonitril styrk), efni B maelist vid
baedi As1snm 09 Asgonm | affalli sem losnar af stlunni i um 30% asetonitril styrk. Efni A i
pessari hreinsun var sent til Karolinska Institutet i greiningu og efni B til UCLA.

Til ad skilja sundur efnin tvé i gréfhreinsuninni voru SepPak C18 og Oasis HLB sulur
samnyttar. Var pa tveimur litrum af floti med seyti fra stofninum CC-3403 keyrt i
gegnhum SepPak C18 sem batt efni B og affallid fr& stlunni var keyrt i gegnum Oasis
HLB sem batt efni A. Efnin losud af med asetonitril i 0,1 % TFA, frostpurrkud, leyst
upp i vatni og virknimaeld med eyduprofi & BM-11.

HPLC hreinsun a efni A

Adur en gréfhreinsad syni med efni A for i HPLC hreinsun var neemni pess fyrir
préteinasa K kdnnud, sja mynd 25 bls. 48. Hreinsun a efni A for fram med tveimur
HPLC keyrslum. 0,1% TFA syru var beett Gt i grofhreinsad synid ad 500 ul og pvi
hladid a HPLC Oasis HLB sulu. Keyrslan hofd 50 mindta 16ng med 0,4 ml/min
fleedihrada og asetonitril stigul ad 95% lokastyrk i 0,1% TFA, afféllin meeld vid
bylgjulengdirnar 214 nm og 280 nm og safnad i 1,3 ml skammta. Afféllin voru svo
frostpurrkud og bakteriuhamlandi virkni kbnnud med eyduproéfi & Bm-11. Affall eda
affoll sem innihéldu bakteriuhamlandi efni A voru pynnt med 0,1% TFA syru ad 50 pl
og hladid aftur & HPLC Oasis HLB sulu, keyrslan sett upp eins og adur og
bakteriuhamlandi virkni kénnud i frostpurrkudum afféllum.
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HPLC hreinsun a efni B

Neemni efnis B gagnvart proteinasa K var einnig kdnnud, sja mynd 25 bls. 48. Efni B
var hreinsad med premur HPLC keyrslum. Grofhreinsad synid var pynnt ad 5 ml med
0,2 M ediksyru og pvi hladid & HiTrap CM FM 5 ml katjénaskipta sulu i tveimur lotum,
2,5 ml i senn. Keyrslan hofd 60 minuta I6ng med 1 mi/min fleedihrada og losad af
sulunni med 1,5 M ammonium asetati i 0,2 M ediksyru stigul ad 100% styrk. Affollin
voru meeld vid 280 nm og safnad i 1,3 ml skammta. Ollum meeldum afféllum sem
losnudu af sulunni med ammaonium asetati var safnad saman og pau afséltud med
bindingu & Oasis HLB sulu. Losad af Oasis HLB sulunni med 80% asetonitril,
frostpurrkad og bakteriuhamlandi virkni stadfest med eyduprofi a Bm-11. Synid pynnt
ad 500 ul med 0,1% TFA syru og pvi hladido & pRPC o6fugfasa sulu. Keyrslan hofd
u.p.b. 90 min I6ng med 0,7 ml/min fleedihrada og losad af sulunni med asetonitril
stigli ad 80% lokastyrk i 0,1% TFA. Affollin voru meeld vid 214 nm og 280 nm og
safnad i 1,3 ml skammta. Afféllin voru svo frostpurrkud og bakteriuhamlandi virkni
konnud med eyduprofi a Bm-11. Affall eda affoll sem innihéldu bakteriuhamlandi efni
B voru pynnt med 0,1% TFA syru ad 50 ul og hladid aftur & uPRPC sulu. Keyrslan
hofd 140 minata 16ng med 0,5 ml/min fleedihrada og losad af sulunni med asetonitril
stigli ad 80% lokastyrk i 0,1% TFA. Affollin meaeld vid 214 nm og 280 nm og safnad i
1,3 ml skammta, frostpurrkud og bakteriuhamlandi virkni kénnud. Eftir pessa
hreinsun var efni B tilbuid til frekari greiningar.

4.2.3 SDS-PAGE rafdrattur og massagreining

Lokahreinsun var framkveemd med SDS-PAGE-geli og silfurlitun. Affoll sem innihéldu
bakteriuhamlandi virkni voru rafdregin & 4% - 20% SDS stiguls akrilgeli asamt
viomioum, p.e. Chlamydomonas syni sem ekki innihélt virkni en kom af sulunni vid
svipadan acetonitril styrk. Gelid var silfurlitad, protein/peptid bénd klippt Ut og
undirbuin fyrir massagreiningu (Maldi-ToF). Peptid i gelbéndunum voru guadinylerud
til ad breyta lysini i hOmo-arginin og sidan brotin nidur med trypsini og peptiomassinn
sidan greindur med peptiorofi (peptide-mass fingerprint).

Hreinsad HPLC syni af 6fugfasa sulu sem innihélt bakteriuhamlandi efni B (sja mynd
21, bls. 42) var sent til UCLA i Bandarikjunum par sem Zophonias O. Jénsson og
James Wohlschlegel massagreindu synid med MudPIT adferd.

Einnig voru syni af HPLC hreinsudum efnum A og B (sja mynd 21, bls. 42 og mynd
28, bls. 51) send til Karolinska Institutet i frekari greiningu hja Birgittu Agerberth,
medal annars massagreiningu og greiningu & hlutféllum aminésyra.

4.3 Tolvuleit

| pessu verkefni var mest ahersla 16gd & ad na fram godri hreinsun & tveimur
bakteriuhamlandi sameindum fra C. reinhardtii. Pegar timi gafst var télvuleit med
BLAST framkveemd til ad leita i erfdamengi Chlamydomonas ad préteinum eda
peptioum skyldum pekktum orveruhamlandi sameindum, likt og defensin. Notadar
voru amindndésyruradir defensinsins plectasin og afleidu pess acasin, asamt fleiri
bakteriuhamlandi peptidum, og leitad med tBLASTN i 6llum sex lesfésum ad rédum i
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erfdamengi Chlamydomonas svipudum peim peptidum. | préteinum og peptidum
sem syndu samsvorun vid pessi peptid var sidan leitad sérstaklega ad akvednu
cystein mynstri sem er einkennandi fyrir defensin, sja mynd 15 bls. 35. bau prétein
og peptido sem hofdu slikt cystein mynstur voru skodud nanar. Athugad var hvort
hugsanleg seytir6d veeri fyrir framan cystein mynstrid. Einnig hvort upphafstakni og
stopptakni gensins veeru i réttum fosum, og hvort splaesiset gensins possudu vid
almenna skilgreiningu & peim samkveemt GU-AG reglunni (Griffiths 2005).
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5 Nidurstodur

5.1 Bakteriuhamlandi virkni

I upphafi verkefnisins var notast vid stofninn CC-2677 og hann syktur med B. cereus
til ad fa fram 6rvun & seytingu bakteriuhamlandi efna (sja mynd 16, bls. 37). betta
hafdi i for med sér tdluverda okosti par sem sykingarbakteriurnar hafa sjalfar
bakteriuhamlandi virkni og erfitt getur verid ad greina mun a milli. Reynt var pvi ad
finna adrar leidir til pess ad orva stofninn til ad seyta pessum bakteriuhamlandi
efnum, ymist med pvi ad reyna utiloka virknina hja sykingarbakterium, med pvi ad
nota daudar bakteriuraektir, sem og reyna na fram Orvun an pess ad nota
sykingarbakeriuna. Erfitt reyndist ad drepa B.cererus en hann er gromyndandi og
einstaklega lifsseigur. Med pvi ad setja CC-2677 undir utfjdlublatt 1jos tokst pé ad
auka bakteriuhamlandi virkni hja stofninum, sja mynd 22.

14.Agust 2007
Evouprof eftir UV- medhindlun
8 = 12,99 mm 8=CC-2677T +Bueri

vaxtarfasa
9P 124lmm |5 5677+ Buri
10 2 0 mm vaxtarfasa og UV
11 4.56 mm 10=26771i UV — 0 sek

11=26771 UV — 10 sek
12> 4,64 mm | 12=26771 UV —20 sek
13= 26771 UV — 30 sek
13>535mm | 0 5o V- 60 sk
14 = 5,39 mm

Amp—>24.59 mm

Mynd 22: Orvun & bakteriuhamlandi virkni med Gtfjol ublau ljési.

Eyduprofun med gréfhreinsudu floti af CC-2677 sem drvadur var med Utfjolublau ljosi i
mismunandi tima (brunnar 10 — 14). Virknin virdist aukast med tima en adrar tilraunir
hafa svo synt ad eftir ca. 60 sek fer virknin ad minnka aftur. Ampisillin (Amp)(100
mg/ml) er notad sem jakvaett vidmid.

Ekki er ljost hvada ahrif utfjolublda 1jésido hefur & Chlamydomonas, hvort pad o6rvi
bessa virkni eda hreinlega drepi reektina pannig ad hin ymsu innanfrumu sameindir
losna Ut og paer hamli sidan bakteriuvexti.

Bakteriuhamlandi virkni var konnud hja fleiri C. reinhardtii stofnum, par & medal CC-
3403 og CC-1690 sem er viomidunarstofn med olaskadann frumuvegg. Eyduprof
med gréfhreinsad seyti fra CC-1690 syndi ekki bakteriuhamlandi virkni & Bm-11 (sja
mynd 43 i vidauka 9.5). Med eydu profi & C. reinhardtii stofninum CC-3403 kom i ljés
ad hann virdist stoougt seyta bakteriuhamlandi sameindum an pess ad vera érvadur

45



a nokkurn hatt par sem hann hindrar voxt Bm-11 (sjA mynd 17, bls. 38). Eyduprof
med CC-3403 syndi p6 ekki bakteriuhamlandi virkni & D-21 (sja mynd 44 i vidauka
9.5). C. reinhardtii stofn CC-3403 er, likt og CC-2677, vegglaus stofn og pvi liklegri til
bess ad treysta betur & onnur varnarkerfi eins og bakteriuhamlandi peptid. pad var
bvi akvedio ad skipta alfarid yfir i pennan stofn til ad kanna bakteriuhamlandi virknina
nanar.

Préteinasa prof par sem syni, baedi grofhreinsud seyti og syni lengra komin i
hreinsun, voru melt med proteinasa K eda pepsini i mismiklum styrk syna ad
bakteriuhamlandi virknin dregst saman eda hverfur alveg vi® medhdndlunina, sja
mynd 23. bad gefur til kynna ad prétein eda peptid valdi bakteriuhamlandi virkninni,
eda eigi patt i virkninni.

Eyouprof 22.feb 2010
Pepsin melta
Nt nns i i 1 = Grofhreinsadur CC-3403
2 =H,0

1A - 5,26 mm A = 5ul syni + 14pl 5%
1B =2 4,38 mm maurasyra

{ 1C 2 5,19 mm B = 5pl syni + 15pl 5%
25 = 0 mm maurasyra+ 1ul pepsin
2B = 0 mm ({lokast. 0, 5mg/ml})
2C S 0 mm C = 5pl syni + 15p1 H20

Eyduprof 20.ndv 2008
Proteinasa K melta
3A S 4.83 mm 3 = Grofhreinsadur CC-3403
o 3 S3omm  A=0Omeshondiad syni
,00 MM B = Syni + 1/10 Proteinasi K
3D >445mm  oact 1mg/ml)
: HO+110P.k. = gyni+ 1/100 Préteinasi K
\=) < 0mm (lokast.0,1mg/ml)
: H,O + 1/100 P k. D = Syni + H.0
Hz0 +iF-K (1110} - HzO '+ P-k(1/100) =0 mm

Mynd 23: Proteinasa proéf a gréfhreinsudéum synum fra C.reinhardtii
Eyouprof & Bm-11 med seyti frA CC-3403, gréfhreinsad med Oasis HLB og melt med
proteindsunum pepsin og proteinasa K. Bakteriuhamlandi virkni fra seytinu minnkar
eftir meltu med pepsin (1A & mynd borid saman vid 2B), viknin minnkar einnig eftir
meltu med proteinasa K (3A & mynd borid saman vid 3B og 3C). Proteinasa profin

benda til ad protein eda peptid séu ad valda bakteriuhamlandi virkninni.

Ari® 1980 birtu McCracken og fleiri grein par sem stadfest var ad fitursyrur fra
Chlamydomonas hindrudu voxt annarra pérunga (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980).
Einnig er pekkt ad fitusyrur geta hamlad voxt bakteria. Pess vegna var kannad
sérstaklega hvort fitusyrur fra Chlamydomons valda bakteriuhamlandi virkninni.
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Pegar fitusyrur voru losadar sérstaklega af Oasis HLB sulum i gréfhreinsun sast ad
paer geta valdid hluta af bakteriuhamlandi virkninni, petta a p6 einungis vid hja
reektum sem komnar voru langt i stddufasa. begar skautadar sameindir voru losadar
af sulunni i framhaldi af fitusyrulosuninni losna sameindir sem valda
bakteriuhamlandi virkni og proteinasa prof gefa til kynna ad um prétein eda peptid sé
ao reeda. Moguleiki er einnig ad fitursyrurnar sem valda bakteriuhamlandi virkni komi
ar frumuhrati par sem einungis feest virkni ar fitusyrunum i gdmlum raektum, sja mynd
24.

Asgs ~ 0.76:

Hexan - 0 mm

i :L & B icd 1@ Ethyl. = 4,14 mm

; - 2 N L Methanol = 5,22 mm
. Hexan 24V R CEL IR Hexan (-) - 0 mm

e BRaTh Ethyl.(-)> 0 mm
Methanol (-)=> 0 mm

& P N
- W

Hexan (-) Ethyl(-)  Metanol (-)

A5g5 ~1.12:
P | Hexan 213,43 mm
SR | Ethyl > 0 mm
Skt el | Methanol > 6,31 mm

Mynd 24: Bakteriuhamlandi virkni fra fitusyrum.
Eyduprof eftir gréfhreinsun med Oasis HLB sulu a seyti fra CC-3403 par sem fitusyrur
voru losadar af med hexani, basisk og hlutlaus efni med ethyl asetati og sur efni med
metanoli. Seyti fra ferskri reekt, 4 daga gamalli med Asgs ~0,76, og fra eldri raekt, 13
daga gamalli med Asgs ~1,12 voru grofhreinsud og bakteriuhamlandi virkni fra
fitusyrum kdnnuod sérstaklega.

5.2 Hreinsun bakteriuhamlandi efna

Med HPLC hreinsun & grofhreinsudu syni af Oasis HLB sulum kom i ljés ad tvo efni,
A og B, seytt frd C. reinhardtii, geta hindrad voxt bakteria. Efni A binst ekki vid
ofugfasa sulefni en efni B binst vid pad. Pessir mismunandi eiginleikar efnanna voru
nyttir i gréfhreinsun til ad skilja efnin sundur. Efni B var bundid med SepPak C18
ofugfasa sulu asamt flestum 6drum efnum og affallio sem ekki bast var med efni A
sem var keyrt a Oasis HLB sulu par sem pad bast. Efnin tvd voru svo hreinsud frekar
med sitthvorum HPLC hreinsunarferlinum, sja mynd 26, bls 49 med yfirlit yfir
hreinsunarferla efna A og B.

HPLC hreinsun med katjonaskipta sulu, HiTrap CM FF, syndi ad efni A og B eru
jakveett hladin, sja mynd 45, vidauka 9.5, og prof med préteinasa K stadfesti ad um
prétein eda peptid veeri ad reeda, sja mynd 25. Ekki var po notast vid katjonaskipta
suluhreinsun i loka hreinsunarferlinum a efni A par sem efnid virtist ekki pola langt
hreinsunarferli en virkni pess hvarf fljotlega. HPLC hreinsun med anjonaskipta sulu,
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Mini Q PE 4,6/50, syndi einnig ad efnin eru ekki neikveett hladin vid pH 8,0 par sem
Oll bakteriuhamlandi virkni kom i affalli sem ekki binst vid suluna, sja mynd 46 i

vidauka 9.5.
18.juni 2010 og 9.juli 2008
Eyouprof eftir proteinasa meltu
1A = 3,11 mm
1B = 3,70 mm
1C = 4,36 mm
2A = 3,09 mm i .
! 1 = Efni B eftir
g% 3 g’gg rr:rr: grofhreinsun
! 2 = Efni A eftir
3A =2 0mm gréfhreinsun
3B = 3,23 mm 3 = Efni B eftir
3C = 3,70 mm HPLC hreinsun
4 = Efni A eftir
jr‘g 3 g mm HFPLC hreinsun
4C = 3,69 mm A = Syni + Pk
H20 +Pk. 1/100 (0,2 mg/ml)
= 0 mm B = Syni + H:0
A A : C = Syni
; ': -5 40 + 1/10p-k omedhandlad

Mynd 25: Proteinasa prof a efni A og B.
Eyouprof & Bm-11 med efni A og B eftir préteinasa meltu med préteinasa K (i 0,1
mg/ml lokastyrk). Efni A var kannad fyrir proteinasa naeemni baedi gréfhreinsad (2) og
eftir HPLC hreinsun (4), Efni B var einnig kannad fyrir préteinasa naemni baedi
grofhreinsad (1) og eftir HPLC hreinsun (3). Bakteriuhamlandi virknin hja efni A og B
minnkar med préteinasa K meltu hja baedi gréfhreinsudu syni (1A og 2A borid saman
vid 1B og 2B) og eftir HPLC hreinsun (3A og 4A borid saman vié 3B og 4B).

Nokkud g6d hreinsun fékkst med pvi ad hreinsa efni A & HPLC 6fugfasa sulu, uRPC,
par sem suluefnid bindur nanast 6ll efni ar syninu en efni A bast ekki vid suluna.
Greining & aminésyrusamsetningu og massagreining a pessu affalli sem framkveemd
var i Karolinska Institutet i Svipjod syndi samt ad i pessu affalli voru einnig
plastafleidur sem gerdi frekari greiningu a syninu erfida. bar sem vitad var ad efni A
binst vid Oasis HLB sulur i grofhreinsun var fjarfest i HPLC sulu sem inniheldur sama

suluefni.
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HPLC hreinsun & grofhreinsudu efni A for fram med tveimur keyrslum med HPLC
Oasis HLB sulu, sja vidauka 0 med ytarlegum hreinsunarferli. A mynd 27 sést loka
HPLC hreinsun & efni A. bar sést ad enn eru onnur efni ad koma med
megintoppinum en ekki nadist ad hreinsa efni A betur an pess ad tapa
bakteriuhamlandi virkni.
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Mynd 27: Efni A eftir loka HPLC hreinsun.
HPLC hreinsun & efni A frd stofninum CC-3403. Synid var grofhreinsad meod
SepPakC18 sulu og Oasis HLB sulu i kjdlfarid. Synid svo keyrt tvisvar i gegnum HPLC
Oasis HLB sulu, losad af med asetonitril stigli (gul lina) og afféll maeld vid Asianm (blA
lina). Bakteriuhamlandi efni A losnar af vid um 40% asetonitril styrk og meelist i affalli
namer 9.

Mjog litio magn af efni A faest ar gréfhreinsuninni midad vid magn annarra sameinda
og mikil vinna for i ad reyna hamarka heimtur ur HPLC hreinsunum par sem
eyoduproéfin purfa mikinn efnivid til ad syna skyrar nidurstddur af bakteriuhamlandi
virkni. Ljost er ad efni A er ekki naegjanlega hreint eftir pessa HPLC hreinsun og ekki
hefur tekist ad keyra synid a SDS-PAGE geli og silfurlita til pess ad na fram
lokahreinsun fyrir frekari greiningu.

HPLC hreinsun & efni B fér fram i premur keyrslum, grofhreinsad efni B af SepPak
C18 sulu var hreinsad fyrst med katjonaskipta sulu, synid svo afsaltad og hreinsad
tvisvar med ofugfasa sulu, sja vidauka 9.4 med hreinsunarferlinum. A mynd 28 sést
loka HPLC hreinsun a efni B.
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Mynd 28: Efni B eftir loka HPLC hreinsun.
HPLC hreinsun & efni B fra stofninum CC-3403. Synid var gréfhreinsad med SepPak
C18 sulu. Synid svo keyrt i gegnum HPLC med HiTrap CM FF katjona sulu og tvisvar i
gegnum URPC o6fugfasasulu, losad af med asetonitril stigli (gul lina) og affoll meeld vid
Asgonm (raud lina). Bakteriuhamlandi efni B losnar af vid um 30% asetonitril styrk og
meelist i affalli nmer 21. Affall 21 var sent til Karolinska Institutet i massagreiningu.

Efni B er ordid nokkud hreint, mjog litid er eftir af efnidvionum eftir pennan
hreinsunarferil og var synid sent til Karolinska Institutet i Svipjod til frekari greiningar.
par var pad rafdregid a SDS-PAGE geli, silfurlitad og massagreint.

5.3 Massagreining

Gagnabankinn fyrir Chlamydomonas var i byrjun verkefnisins ekki nogu goédur og
ekki haegt ad finna hvada proétein/peptio um er ad reeda einungis ut fra
peptiomassanum. Hins vegar var hann uppfaerdur til muna 2008 (Merchant, Prochnik
o. fl. 2007) og nokkrir peptid massar eettu pvi ad duga po full radgreining a
aminosyrurédunum sé akjésanlegri.

Massagreining a efni A, hreinsad med HPLC a o6fugfasa sulu (sja mynd 21, bls 42),
var framkveemd vid Karolinska Institutet og amindsyruhlutfall i syninu greint.
Aminosyrugreiningin syndi ad hlutfall amindsyra i syninu var:
S5R:3G:1S:1E:1D: 1K

Massagreiningin syndi peptid sem var um 782 Da ad steerd en einnig kom i ljos ad
plastafleiour, liklega med asetyl hopum a sér, voru i syninu sem gerdi frekari
greiningu Ofeera. Einnig passar hlutfall aminosyra ekki vid steerd peptidsins sem kom
fram i massagreininum. Til pess ad losna vid pessar plastafleidur purfti pvi ad finna
adrar leidir til ad hreinsa efni A en med o6fugfasa sulum og geeta purfti ad notkun
plastilata. Hreinsun & efni A for ad lokum fram med HPLC Oasis HLB sulu eins og
lyst er hér framar. Ekki er buid ad safha naegjum efnivid fyrir massagreiningu en
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pegar pvi lykur verdur efni A sent til Karolinska Institutet i massagreiningu eda pad
massagreint vid efnagreiningasetur Haskola Islands.

Hreinsad HPLC syni (efni B) af 6fugfasa sulu (sjd mynd 21, bls. 42) sem sent var til
UCLA i Bandarikjunum i massagreiningu var ekki nogu hreint til pess ad fa fram
goda greiningu, pé fannst eitt athyglisvert peptid sem tilheyrdi steerra, oskilgreindu
proéteini (sja toflu 4).

Tafla 4: Cystatin afleida.
Aminésyrurdéd peptids sem greint var med massagreiningu og proteinid sem pad

tilheyrir. Peptid hlutinn er undirstrikadur i amindsyrurdd proéteinsins.

Efni Amminosyrur6d
Peptio: 1 ATIVGGSSKA AVSDPDVVHA AN
Oskilgreint proétein: 1 MAKRVLIALA AFVMLNAATA TIVGGSSKAA

31 VSDPDVVHAA NFVVSSANTN ACSGLCAGLQ

61 KEGELKLVKV LSASTQVVAG VNVHLELLMA

91 DDTGKQTVVT STVWSRPWLA SKNDAAQPAT
121 QITALTFKPL DGTLE

pPetta prétein var notad i BLAST leit & heimasidu NCBI (sja:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) og par fannst g6d samsvorun hja préteininu vio
proteasa hindrann cystatin sem hefur pekkta bakteriuhamlandi virkni (sja mynd 6 bls.
15). Peptidid var smidad in vitro hja Genscript en eyduprof med peptidinu & Bm-11
syndi ekki fram a bakteriuhamlandi virkni, sja mynd 49 i vidauka 9.5.

Lokahreinsun & efni B var framkvaemd med SDS-PAGE rafdraetti og massagreiningu
i kjolfarid & Raunvisindastofnun Haskoéla islands med adstod Gudjons Andra
Gylfasonar. Efni B var hreinsad med endurtekinni HPLC hreinsun med katjénaskipta
sulu og o6fugfasa sulu i kjolfarid, par sem afféll sem innihéldu virkni voru rafdregin a
SDS-PAGE geli asamt viomidum (afféllum sem ekki innihéldu virkni en komu af
sulunni vid svipadan asetonitril styrk), sja mynd 29. Gelid var silfurlitad og
protein/peptid bond klippt at fyrir massagreiningu (Maldi-Tof). Bondin voru melt med
trypsini og peptioréf greint (peptide-mass fingerprint).
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Mynd 29: Rafdrattur & efni B & SDS geli og silfurli  tun.

Myndin synir rafdratt & efni B eftir HPLC hreinsun (brunnur 2) asamt vidmidum
(brunnar 1 og 3), p.e. affféll vid svipadan acetonitril styrk en innihalda ekki
bakteriuhamlandi virkni. Raudur hringur afmarkar pau bdnd sem voru klippt Gr og
massagreind.

Massagreining & efni B tokst ekki vegna keratin mengunar sem kom upp i synunum
en samsvarandi syni sem for ad auki i gegnum pridju HPLC hreinsunina med
ofugfasa sulu var sent til Karolinska Institutet i Svipjod i massagreiningu. bar verdur
efnid rafdregid & SDS-PAGE geli, silfurlitad og bénd med stokum peptidum og
proteinum klippt Ur og massagreind.

5.4 Tolvuleit

Buid er ad radgreina erfdamengi Chlamydomonas og er gagnabankinn adgengilegur
4 heimasiou NCBI; http://www.ncbi.nim.nih.gov/. Grof skilgreining er til fyrir
erfdamengid og buid ad skilgreina opnar lesradir sem tja fyrir pekktum og
hugsanlegum proteinum og peptidum.

tBLASTN leit ber saman protein radir vio erfdamengis gagnabankann og skodar allar
6 mogulegar lesradir med BLAST algrimnum (e. algorithm). pPessa adferd er pvi
haegt ad nota til pess ad finna fjarskyld en samsvarandi prétein med vardveitt maotif i
amingsyru réa.

[ grein eftir Shungi Zhu og félaga "Evidence for myxobacterial origin of eukaryotic
defensins” fr& 2007 lystu peir hvernig meetti finna peptid sem tilheyra CSaf
defensinum mead télvuleit. Peir notudu amindsyruradir peptidsins plectasin og afleidu
pess acasin sem bakgrunn i tBLASTN. Leitad var sérstaklega eftir akvednu cystein
mynstri (sjA mynd 15, bls 37) sem er einkennandi fyrir CSaf3 defensin. Plectasin
inniheldur petta cystein mynstur og er jafnframt talid vera forveri defensina (Zhu
2007).
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Pegar timi gafst var leitad ad defensin-likum sveedum i erfdamengi Chlamydomonas.
Med pvi ad nota plectasin og acasin sem bakgrunn fannst eitt hugsanlegt protein
sem inniheldur cystein mynstrid og svipada seytiréd fyrir framan, einkennandi fyrir
defensin. Sja toflu 5 med amindsyrurod pessa defensin-lika proteins. betta prétein er
samt illa skilgreint, vantar upphafskdda, spleesiset ekki rétt samkveemt GU-AG
reglunni og hugsanlega ekki réttur endakédi. | toflu 9 i vidauka 9.6 er gena rod
proéteinsins.

Tafla 5: “Defensin-likt” protein hja ~ Chlamydomonas reinhardtii.

Aminésyrurdd éskilgreints préteins hja C. reinhardtii sem inniheldur cystein mynstur defensina. Cystein
mynstrid er undirstrikad i a.s. r6d, cystein litud med raudu og fjéldi a.s. milli cysteina tekinn fram.
Glysin, litad med graenu, er ein af peim skilgreindu a.s. sem parf ad vera a pessu sveedi til ad uppfylla
cystein mynstur defensina. NCBI einkennisnimer préteinsins er “XM 001698670.1".

Prétein: | Amindsyrurdo:

Oskilgreint | 1 TSARSGI DPY QLVDAPPPSP YTLPDQSTVL PLDKCGDSKC SGROWCALAP
oy <7 &3> &5 4> €1
protein 51 R DGHPPPQP QCRCLGFYGG DABETPQAEH BFQGESGRET [BHGGEHEKP
(defensin- | 91 SyWE_ ASW.P HPSKLRVYVY S| PEQLAFKK PVHDI PALVD TMYLAEVSFV
likt) 161 DSLLGDGAVL TQNPWEANLF LI NAYTFYFT GNI GYPARHF SSVFNYVRTK

Amindsyrurod defensins-lika proteinsins var svo notud sem bakgrunnur i tBLASTN
leit og fundust pa 14 protein sem innihalda petta cystein mynstur, sja t6flu 10 i
vidauka 9.6. Amindsyruradir pessara proteina voru einnig radadar saman Vid
“defensins-lika” préteinid, asam plectasin og acasin med ClustalW forriti, sja mynd
50 i vidauka 9.6. Flest peirra tilheyrou svokalladri exdstosin-likri glycotransferasa
fjdlskyldu. Oll pessi exdstosin-liku prétein eru fremur stor midad vid pekkt defensin-
lik peptid og virdast ekki hafa neina dkvedna seytiréd fyrir framan cystein mynstrid.
Pvi er oOliklegt ad um sé ad raeeda bakteriuhamlandi prétein.

Nylega var sett fram i grein eftir Zhu ad til veeru 6 mismunandi fjolskyldur af defensin-
likum peptidum i sveppum (Zhu 2008). Plectasin tilheyrir fjdlskyldu eitt. Profad var ad
leita i Chlamydomonas gagnabankanum med defensin mynstrum ar 63drum
fiolskyldum. Ur peirri leit med peptidid aclasin ar fjdlskyldu 11l og IV sem bakgrunn
fannst eitt prétein i viobot sem inniheldur petta cystein mynstur, sja téflu 10 i vidauka
9.6, en likt og hja exotosin-liku préteinunum passadi bygging pess ekki frekar ad
almennri byggingu defensina.
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6 Umraeda

Ljost er ad Chlamydomonas reinhardtii seytir sameindum sem hindra voxt bakteria
0og sU aukning a bakteriuhamlandi virkni sem & sér stad pegar C. reinhardtii kemst i
navist bakteria bendir til ad einhver skynjun a bakterium eigi sér stad hja
graenpérungnum, liklega med viotokum a frumuhimnunni sem koma af stad vidbragdi
sem eykur seytingu pessara bakteriuhamlandi sameinda. Upphaflega var reynt ad
drva losun bakteriuhamlandi efna fra C. reinhardtii med bakteriusykingu, en erfitt var
ao skilja ad bakteriuhamlandi ahrif fra sykingarbakteriunum og fra C. reinhardtii og
var pvi reynt ad finna adrar leidir til pess ad orva seytingu hja C. reinhardtii.
Medhdndlun med atfjélublau ljési gaf ahugaverdar nidurstdédur en frekari tilraunir parf
til ad sja hvort um sé ad raeda 6rvun eda hvort ljosio drepi greenpérunginn og leysi Gt
innanfrumu sameindir sem geetu hindrad voxt bakteria. betta ma t.d. gera med pvi
ao skoda fleiri timapunkta og adra styrki af utfjolublau ljosi og kanna ahrif ljoéssins a
vOxt greenpérunganna med liftdlu og vaxtarkarfu. P6 m& benda & ad ef utfjdlublaa
lj6sid er ad drepa C. reinhardtii og losa innanfrumu sameindir med bakteriuhamlandi
virkni pa meetti telja pad sem visst varnarkerfi hja peim par sem daudi nokkurra
frumna eykur likur & vexti annarra frumna. I ljés kom svo ad stofninn CC-3403, sem
er vegglaus stofn, er stddugt ad seyta tveimur efnum sem hindra voxt bakteria, efni A
og B. pessi efni hindra p6 adeins voxt Gram-jakveedra bakteria en ekki Gram-
neikveedra. betta parf samt ad sannreyna betur med eyduprofi a fleiri tegundum
bakteria en hér var virknin adeins kénnud a Bacillus megaterium stofninum Bm-11
(Gram+) og E. coli stofninum D-21 (Gram-). Algengt er p6 ad bakteriuhamlandi efni
likt og peptid hindri adeins adra hvora gerdina. Einnig er ekki vist hvort efnin hindri
adeins voxt bakteria eda hvort pau séu bakteriudrepandi en til ad komast ad pvi parf
ao gera liftdlumeelingu & bakteriuraekt (t.d. Bm-11) med fullhreinsudum efnum A og B
og an. Proteinasa meltur & efnunum benda til ad pau séu peptid eda proétein.
Proteinasi K klyfur sundur peptiotengi adliggjandi karboxyl hopum hja alifatiskum og
aromatiskum amindésyrum og pepsin klyfur einnig i sundur peptidtengin milli
vatnsfaelinna amindsyra og pa sérstaklega hja peim aromatisku (Dunn 2001). Badir
pessir proteinasar draga ur bakteriuhamlandi virkni hja efnunum A og B. Adeins
nadist po ad framkveema pepsin meltu a gréfhreinsudu syni med blondu af efnum A
og B. Efni B maelist vid A 280 nm en efni A hins vegar ekki pannig ad liklega eru ekki
arématiskar aminésyrur i efni A.

Hreinsunarferilinn fyrir efni A naer ekki fram gédum adskilnadi & efni A frA 6drum
efnum. Eftir grofhreinsun meetti profa ad beeta vio hreinsunarferilinn hlaupsiun med
sulu sem adskilur sérstaklega mjog litlar sameindir. Til pess ad geta svo greint efni A
parf ad safna meira magni af hreinsudu efni A til ad geta haldid &fram med pad i
greiningu, keyra & geli og massagreina. Einnig ma massagreina pau efni sem eru i
adliggjandi afféllum vid efni A eftir loka HPLC hreinsun, pannig sést hugsanlega hvad
er helst ad menga efni A og sidan draga pad fra til ad greina hvert virka efnid er.

Einnig er moguleiki ad efni A sé hringlaga peptid, en slik bakteriuhamlandi peptid
hafa fundist hja dyrum, plontum og bakterium. bPad gaeti Utskyrt hvers vegna efnio er
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svo erfitt i hreinsun, vatnsfaelin sveedi gaetu snuid inné vid og pvi binst efnid ekki a
ofugfasa sulur. betta ma skoda t.d. med pvi ad melta efnid med endopeptidasa og
exdpeptidasa og kanna bakteriuhamlandi virknina med eyduprofi. Vitad er ad efni A
er neemt fyrir endOpeptidasa (préteinasa K). Ef efni A er hringlaga pa eru ekki lausir
endar sem exdépeptidasar geta radist & og eytt bakteriuhamlandi virkni. Einnig mé pa
préfa préteinasa meltu med mismunandi proteinésum til ad hreinsa efni A. Ef efnid er
hringlaga med vatnsfaelin svaedi inn& vid veeri haegt ad brjéta efni A upp i minni
peptid sem opnar vatnsfeelnu sveedin og pannig haegt ad hreinsa peptidbutana med
HPLC og massagreina. (Tang, Yuan o. fl. 1999; Craik 2006). Einnig veeri hugsanlegt
ao beita exépeptiodsum til ad brjdta nidur og fjarleegja dnnur peptid.

Med massagreiningu & efni B sem framkvaemd var i UCLA greindist peptid hluti sem
tilheyrdi steerra proteini og hafdi mikla samsvorun vid préteinasa hindrann cystatin.
Cystatin hefur pekkta bakteriuhamlandi virkni og var pvi peptidid smidad in vitro og
virkni pess kdnnud med eyduprofi. Ekki tokst ad syna fram a bakteriuhamlandi virkni
hja smidada peptidinu og pvi parf ad klona proteinid allt og framleida in vivo ef reyna
a frekar ao stadfesta bakteriuhamlandi virkni pess. Einnig kemur upp su spurning
hvers vegna Chlamydomonas sé ad seyta préteinasa hindra sem finnst adallega hja
fiolfrumungum, baedi hja pléntum og dyrum, en pad er talid verja lifverurnar fyrir
arasum bakteria sem oft seyta proteindsum til ad auka sykingarmatt sinn.

Ekki er komid i lj6s enn hvort hreinsunarferillinn fyrir efni B sé négu godur til ad geta
greint virka efnid. Eftir ad hafa farid i gegnum prjar HPLC hreinsanir var efni B sent til
Karolinska Institutet i Svipj6d par sem pad verdur rafdregido & SDS-PAGE gel,
silfurlitad og bénd med stokum peptidum Klippt Ur og massagreind.

Helsta vandamalid vid hreinsun a efnum A og B er ad efnin baedi virdast vera frekar
viokveem, eftir pvi sem efnin verda hreinni eetti bakteriuhamlandi virkni peirra ad
koma betur fram i eyduprofunum en eftir pvi sem efnin voru hreinsud var algengt ad
virkni peirra minnkadi eda hvarf alveg. Einnig er lika sa moguleiki ad efni B séu tveir
baettir sem purfa ad vera saman til ad bakteriuhamlandi virknin komi fram en peir
adskiljist med hreinsuninni.

Pegar amindsyrurddin hefur fengist fyrir efni A og B er haegt ad smida
préteinin/peptidin in vitro eda framleida pau in vivo. Pa er haegt ad stadfesta virkni
hreinna efna med eydupréfun. Mikilveegt veeri ad mynda g6d motefni gegn virku
efnunum en pau geta m.a. nyst til ad greina tjaningu med western prykki og fyrir
motefnalitanir (e. immunohistochemistry) i frumum. Pegar amindsyruradirnar eru
fengnar og samsvarandi radir i erfdamengi Chlamydomonas fundnar er moguleiki ad
auka tjaningu med pvi ad koma genunum fyrir i genaferju med sterkri tjaningu og
innlima i Chlamydomonas (Grossman, Harris o. fl. 2003). Einnig ma reyna ad koma
genunum/cDNA fyrir i gersveppum og bakterium til tjaningar. begar virknin hefur
verio ad fullu einangrud og proéteinin/peptidin sem henni valda verid skilgreind er
haegt ad kanna virknisvid peirra ndnar. Kanna maeetti virkni peirra & mismunandi
bakterium, Gram jakveedum og neikveedum vid mismunandi styrk. Einnig maetti
skoda virkni gegn sveppum (t.d. Candida) og veirum. Pannig faest virknisvid fyrir
proteinin/peptidin og einnig skilgreining & leegsta virknistyrk (e. minimal inhibitory
concentration, MIC).
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Med tolvuleit fannst einnig eitt ahugavert prétein med skyldleika vid defensin.
Préteinio er ekki nogu vel skilgreint og parf pvi ad skoda nanar hvort pad geti
mogulega hindrad voxt bakteria. Pad m& gera med pvi ad einangra cDNA
préteinsins frd Chlamydomonas og koma pvi fyrir i genaferju med sterkri tjaningu i
gersveppum eda bakterium.
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7 Lokaoro

Upphaflegir heilkjarna einfrumungar hafa veentanlega lifad sem atfrumur ekki olikt
okkar eigin atfrumum. Sennilega hafa bakteriuhamlandi efni komid snemma fram i
préunarségunni sem varnarteeki og verkfaeri er gdgnudust vid 4t & 68rum smasaejum
frumum. Pad ma med nokkurri vissu stadhaefa ad virkt varnar eda dnaemiskerfi gegn
bakterium sé forsenda pess ad fjolfruma lifsform heilkjornunga naedu ad proast.

Med skilgreiningu a bakteriuhamlandi efnunum A og B geeti gefist ny syn &
varnarkerfi plantna og dyra gegn o6rverum og a préun nattirulegs onaemis fra
hugsanlegum sameiginlegum forfédur dyra og plantna.

Rébert Magnusson

Reykjavik 2010
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9 Vidaukar

9.1 Stofnar

Tafla 6: Chlamydomonas stofnar og arfgerd peirra.

Chlamydomonas stofn: Arfgera:

CC-2677 cw15 nit1-305 mt- 5D
CC-3403 RM-387 nitl arg7 cwl5 mt-
CC-1690 wild type mt+ 21 gr

(Tekio af “http://www.chlamy.org/strains/core.html” pann 18.juni 2010).

Frysting Chlamydomonas stofna:

Blanda skal fullreektudum stofni i TAP vokvaaeti med 6% metandli (v/v).

6% metandl TAP blanda er buin til med pvi ad blanda 1,2 ml metandli i 18,8
ml TAP.

0,9 ml metandl TAP blanda + 0,9 ml raekt i 1,8 ml frystiglos, med skrafloki.

Sett i sérstakt frysti ilat (“Cryo 1° Freezing Container” fra& Nalgene) sem
inniheldur 250 ml IPA (iso-prépyl alkahol = 2 propanal).

Geymt i 4C keeli i myrkri i 4 kist. Hvorki meira n € minna.
Geymt i -80C frysti i 4 kist. Ma geyma par yfir n 6tt.

Feert yfir i -152C frystinn og geymist par lengur.

Afpyding Chlamydomonas stofna:

pyda frumurnar vio 35T i hitablokk i allt ad 12 min. eda pangad til ad lausnin
er pydd.

500 ul blandad vid 5 ml ferskt TAP vokvaaeti eda 100 pl & TAP 1,5% skal og
dreift med sterilum glerstaf.

Blondunni/skalunum leyft ad standa i myrkri vio 12 kist.

1-2 dagar undir daufu ljési og reektad svo vid venjulegar adstaedur.
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Frysting bakteriustofna:

Bacillus cereus er geymdur i frostraekt, 1 ml af fullvéxnum B. cereus i nutrient geti og
0,3 ml af 70% glyserdli i 1,5 ml plastglasi med skrufutappa, geymt i - 20<C.

Bacillus megaterium, BM-11, er geymdur i frostreekt, 1 ml af fullvéxnum BM-11 i LB
eeti og 0,3 ml af 70% glyserdli i 1,5 ml plastglasi med skrufutappa, geymt i - 20C.

Escherichia coli, D-21, er geymdur i frostraekt, 1 ml af fullvéxnum D-21 i LB eaeti og
0,3 ml af 70% glyserdli i 1,5 ml plastglasi med skrufutappa, geymt i - 20<C.

Afbyding bakteriustofna:

Bacillus megaterium, BM-11, er tekin ar glyserdl frostreekt, strikadur a tveer LB 1%
agar skalar sem innihalda streptomycin (100 pg/ml) og reektadar yfir nétt vio 37<C.

Escherichia coli, D-21, er tekin Ur glyserdl frostraekt, strikadur & tveer LB 1% agar
skalar sem innihalda streptomycin (100 pg/ml) og reektadar yfir nott vio 37<C.

Bacillus cereus er tekin ar glyserdl frostreekt. 1 ml af frostreekt settur i 20 ml af
nutrient aeti og reektad yfir nott i hristara med 250 rpm og 35<C.
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9.2 Ati og onnur efni

Notad & vokvaformi, med 1,5% agar (7,5 g per 500 ml) eda med 4% agar (20 g per
500 ml).

Lagmarkseeti (1 litri) :
« 10 ml A lausn

e 10 mi B lausn (5 ml af 2xB lausn)
* 1 ml snefilefnalausn
e dH,0 ad 1000 ml

TAP (1 litri):

* 10 ml A lausn

* 1 mlB lausn (0,5 ml af 2xB lausn)
* 1 ml snefilefnalausn

* 0,95 ml ediksyra

* 20 ml 1M Tris-base

* dH;0 ad 1000 ml

TAP (tris-acetate-phosphate) & ad hafa pH um 6,8. Haegt er ad stilla pH-id med pvi
ao blanda vid Tris basa ef pH-id er of Iagt en ediksyru ef pH-id er of hatt.

TAP+ArQ:
e Settur 1 ml af 1% arginin i 500 ml.
Eftirfarandi stokklausnir eru fyrir Chlamydomonas aetisgero:

Tris 1M (1 litri):
e 1219 Tris

* dH>O ad 1000 ml

A lausn (1 litri):
e« 5gcCaCl; -2H,0

« 10 g MgSOy -7H,0
40 g NH,CI

e dH0 ad 1000 ml

67



B lausn (1 litri):

115 g K,HPO,
e 46 g KH2PO4
e dH,O ad 1000 ml

Snefilefnalausn (e. trace elements) fyrir 500 ml:
e 259 EDTA (syruform)

57 g H3BO3

e 1192ZnS0O4 -7H0

2,55 g MnCl; -4H,0

2,509 FeSO, -7H,0O

* 0,80 g CoCl; -6H,0

* 0,80 g CuSO, -5H,0

* 107 mg MoO4Na; -2H,0

Uppskrift:

EDTA er leyst upp i 250 ml af H,O (audveldara med KOH).
Afgangurinn af séltunum er leystur upp i 200 ml H,O.
Lausnunum tveimur er blandad saman.

Hitad ad 100 og latid kélna ad 80-90<C.

pH stillt ad 6,8 med 20% KOH (reynt ad halda hita fyrir ofan 70C a
medan).

agkrwnE

6. Beett vid vatni par til lausnin verdur 500 ml og geymt i myrkri i 2 daga
(pa fyrst er haegt ad nota lausnina). Snefilefnalausnin er geymd i
myrkri.
LB aeti (1 litri):
* 950 mlH,O

* 10 g NZ-amin eda tryptén
* 5 g Bacto-yeast extract

« 10 g NaCl
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Nutrient seti (1 litri):
* 5 g peptone

* 3 g meat extract

* dH,O ad 1000ml

Agardésa dui fyrir lysésim eyduprof (50mli):

e 462,3 mg NaH,PO4-H,O
* 46,1 mg NaCl

* Fylla upp ad 50 ml

* pH 6 — stilla med NaOH

MIS lausn fyrir massagreiningu:

50 mg O-methylisourea hemisulfat salt
187 pl 7,5 M NH,OH

Trypsin meltulausn fyrir massagreininqu:

Trypsin (“Proteomics grade” fra Sigma) leyst i 9% asetonitril, 25 mM NH4HCO3 ad 5

ng/ul
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9.3 Hreinsunarferill efni A

Tafla 7: Yfirlit yfir hreinsunarferil a efni A

Sulugera:

Athugasemd:

1. Hreinsun

SepPak C18 6c¢c sula

1 litri af Chlamydomonas floti, syrt ad
0,1% med 100% TFA, keyrt i gegnum
suluna. Efni A festist ekki & pessari sulu,
rennur i gegn, sulan hreinsar burt 6nnur
efni.

2. Hreinsun

Oasis HLB 6¢c sula

1 litri af affalli frA 1. hreinsun. Efni A festist
hérna og losad af med 95% asetonitril.
Syni frostpurrkad, leyst upp i 50 ul H,0,
bakteriuhamlandi virkni stadfest med
eydupréfi & Bm-11 (sjA mynd 30) og
préteinasa naemni einnig stadfest (sja
mynd 25 bls. 48).

3. Hreinsun —
HPLC

HPLC Oasis HLB sula

50 pl af syni, pynnt ad 500 ul med 0,1%
TFA, keyrt i gegnum HPLC med asetonitril
stigul. Efni A losnar af sulunni milli 40% og
60% asetonitril (sja mynd 30). Synid
frostpurrkad, leyst upp i 15 pl H,O og
bakteriuhamlandi virkni stadfest (sja mynd
31).

4 Hreinsun —
HPLC

HPLC Oasis HLB sula

15 pl af syni, pynnt ad 50 pl med 0,1%
TFA, keyrt aftur i gegnum HPLC og med
rumlega tvofallt lengri asetonitril stigul.
Efni A losnar af i kringum 40% asetonitril
(sja mynd 33). Synid frostpurrkad, leyst
upp i 15ul H,O og bakteriuhamlandi virkni
stadfest (sja mynd 34)
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Eyduprof 29.april 2009

HLB 95%

HLB 95% = 4,92 mm

Mynd 30: Eyduprof med gréfhreinsudu efni A

Bakteriuhamlandi virkni efnis A eftir gréfhreinsun synd med eydupréfi a Bm-11. Efni A
var grofhreinsad med Oasis HLB 6¢c sllu og losad af med 95% asetonitril. Synid
frostpurrkad og leyst upp i 50 ul H,O fyrir eyduprof og frekari vinnslu.
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Mynd 31: Fyrri HPLC hreinsun a efni A:

HPLC hreinsun & grofhreinsudu efni A med HPLC Oasis HLB sulu. Synid var pynnt ad
500 ul med 0,1% TFA og hladid & suluna. Flaedihradinn haféur 0,5 ml/min og keyrslan
hofd 30 min. 16ng med asetonitril stigul ad 95% lokastyrk i 0,1%TFA. Affoll meeld vid
214 nm (bla lina) og safnad i 1,3 ml skammta. Skammtarnir sidan frostpurrkadir og
leystir upp i 15 pl H,O. Efni A losnadi af vido 40% - 60% asetonitril og kom fram i

afféllum 9 og 10.

Eyouprof 7.juni 2009
12731 mm 9 = 3.48 mm
2>49mm |10 2 3,36 mm
3 =356 mm 11 = 0mm
4> 0mm 122 0mm
5E=0mm 13 = 0mm
6 - 0 mm 14 = 0mm
7> 0mm 15 = 0mm
8-=>0mm

Mynd 32: Ey8uprof med efni A eftir fyrri HPLC hrein - sun

Eyduprof & Bm-11 med afféllum fra fyrri HPLC hreinsun & efni A.

Bakteriuhamlandi

virkni efnis A kom fram i afféllum 9 og 10. Einnig kom fram virkni i afféllum 1-3 en pad

er vegna mjog takmarkadar bindigetu hja HPLC Oasis HLB salunni.

ml
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Mynd 33: Seinni HPLC hreinsun & efni A
Seinni HPLC hreinsun a efni A med HPLC Oasis HLB sulu. Synid var pynnt ad 50
pul med 0,1% TFA og hladid & suluna. Flaedihradinn haféur 0,4 ml/min og keyrslan
hofd 50 min. I16ng med asetonitril stigul ad 95% lokastyrk i 0,1%TFA. Affoll meeld
vio 214 nm (bla lina) og peim safnad i 1,3 ml skammta. Skammtarnir sidan
frostpurrkadir og leystir upp i 15 pl H,O. Efni A losnadi af vid 40% asetonitril og
kom fram i afféllum 8 og 9.
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EyBupréf 21,jul.2009

1=20mm |7=0mm
4=20mm |8-=>319mm
5=20mm |9-23414mm
6=20mm |[10-=0mm
11 = 0mm
Mynd 34: Eyduprof med efni A eftir seinni HPLC hrei nsun

Eyouprof & Bm-11 med afféllum fra seinni HPLC hreinsun a efni A. Bakteriuhamlandi

virkni efnis A kom fram i afféllum 8 og 9.



9.4 Hreinsunarferill efni B

Tafla 8: Yfirlit yfir hreinsunarferil a efni B

Sulugera:

Athugasemd:

1. Hreinsun

SepPak C18 6c¢c sula

1 litri af Chlamydomonas floti, syrt ad
0,1% TFA med 100% TFA, keyrt i
gegnum suluna. Efni B festist a pessari
sulu, og losad af med 80% asetonitril.
Syni frostpurrkad og leyst upp i 50 ul
H,O. Bakteriuhamlandi virkni stadfest
med eyduprofi & Bm-11 (sja mynd 35) og
préteinasa neemni einnig stadfest (sja
mynd 25 bls. 48).

2. Hreinsun —
HPLC

HiTrap CM FF 5 ml
katjonaskipta sula

50 pl af syni, pynnt ad 5 ml med 0,2 M
ediksyru og pvi hladio a suluna i tveimur
lotum, 2,5 ml i senn. Losad af sulunni
med 1,5 M ammonium asetat i 0,2 M
ediksyru stigul. Efni B losnar af sulunni
milli 25% og 40% 1,5 M ammonium
asetat (sja mynd 36). Afféllum, maeldum
vid 280 nm, svo safnad saman.

3. Hreinsun

Oasis HLB 6¢c sula

Ollum meeldum afféllum sem losnudu af
katjonaskipta sulunni med ammonium
asetati var safnad saman og pau afsoltud
med bindingu & Oasis HLB sulu. Losad af
Oasis HLB sulunni med 80 % asetonitril,
frostpurrkad, leyst upp i 50 pl med H,O
og bakteriuhamlandi virkni stadfest med
eyduprofi a Bm-11 (sja mynd 37).

4. Hreinsun —
HPLC

URPC o6fugfasa sula

50 ul af syni, pynnt ad 500 pl med 0,1%
TFA og keyrt i gegnum HPLC med
asetonitril stigul. Efnid B losnar af sulunni
milli 40% og 42% asetonitril (sjA mynd
38). Synio frostpurrkad, leyst upp i 15 ul
vatni og bakteriuhamlandi virkni stadfest
(sja mynd 39).

5. Hreinsun —
HPLC

MRPC 6fugfasa sula

15 pl af syni, pynnt ad 50 pul med 0,1%
TFA, keyrt aftur i gegnum HPLC og med
stig heekkandi ACN stigul. Virka efnid B
losnar af i kringum 50% asetonitril (sja
mynd 40 og mynd 41) Synid frostpurrkad,
leyst upp i 15 pl H,O og bakteriuhamlandi
virkni stadfest (sja mynd 42).
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Eyduprof 12.agust 2009

Sep 50 =» 5,68 mm

.Sep 50%

Mynd 35: Eyduprof med grofhreinsudu efni B
Bakteriuhamlandi virkni efnis B eftir grofhreinsun synd med eyduprofi a Bm-11. Efni B
var grofhreinsad med SepPak 6c¢cc siUlu og losad af med 50% asetonitril. Synid
frostpurrkad og leyst upp i 50 pl H,O fyrir eyduprof og frekari vinnslu.
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Mynd 36: Fyrsta HPLC hreinsun & efni B

HPLC hreinsun & gréfhreinsudu efni B med HiTrap CM FF 5ml. Synid var pynnt ad 2
ml med 0,2 M ediksyru og hladid a suluna i tveimur lotum, tveer karfur myndudust
pegar syni var hladid a, badar um 2000-3000 mAu. Flaedihradinn haféur 1 ml/min og
keyrslan héfd 25 min. 16ng med 1,5 M ammonium asetat i 0,2 M ediksyru stigul. Afféll
meeld vid 280 nm (bla lina) og safnad i 1,3 ml skammta. Ollum maeldum afféllum sem
losnudu af stlunni med ammonium asetati var safnad saman og pau afséltud med
bindingu a Oasis HLB sUlu. Losad af Oasis HLB sulunni med 80 % asetonitril,
frostpurrkad og leyst upp i 50 ul med H20. Efni B kom fram i afféllum 9 og 10.
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Eydupréf 20.feb.2010

FT - Meth.= 3,81 mm
FT —ACN = 566 mm
Affall 20-29 = 0 mm

I/ ; A Affoll 30-40 =» 6,24 mm

f FT - Meth,

FT - ACN

Mynd 37: Eyduprof & efni B eftir fyrstu HPLC hreins  un
Eyouprof a Bm-11 med afféllum fra fyrstu HPLC hreinsun a efni B. Afféllum var safnad
i prja skammta, affall sem ekki bast vid suluna (FT-ACN), affoll 20-29 og afféll 30-40,
og salt skolad i burtu med pvi ad binda afféllin a Oasis HLB sulu. Bakteriuhamlandi
virkni efnis B kom fram i afféllum 30-40. Einnig kom fram virkni i affallinu sem ekki
bast & sulunni (FT-ACN) en pad er vegna takmarkadar bindigetu.
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Mynd 38: Onnur HPLC hreinsun & efni B
Onnur HPLC hreinsun & efni B med pRPC sulu. Synid var pynnt ad 500 pl med
0,1% TFA og hladid & suluna. Flaedihradinn hafdur 0,7 ml/min og keyrslan héfé 90
min. 16ng med asetonitril stigul ad 80% lokastyrk i 0,1%TFA. Affoll meeld vid 214
nm (bla lina) og peim safnad i 1,3 ml skammta. Skammtarnir sidan frostpurrkadir
og leystir upp i 15 pl H,0. Efni B losnadi af vid 40% - 42% asetonitril og kom fram i
affalli 23.



Eyouprof 11.mars 2010

1= 0mm

2= 525 mm

3=20mm
4 = 0mm
5E=20mm
6= 0mm
7= 0mm
8= 0mm
9= 0mm
10 = 0 mm
11 = 0mm
12 = 0mm
13 =2 0mm
14 = 0 mm
15 = 0 mm
16 = 0mm
17 = 0mm

18 = 0 mm
19 = 0mm
20 = 0mm
21 = 0mm
22 2 0mm

23 = 561 mm

24 = 0mm
25 = 0mm
26 = 0mm
27 = 0mm
28 =2 0mm
29 = 0mm
30 = 0mm
31 = 0mm
32 2 0mm
33 =2 0mm
34 =2 0mm
35 =2 0mm

Mynd 39: Eyduprof med efni B eftir HPLC hreinsun n
Eyouprof & Bm-11 med afféllum fra HPLC hreinsun nimer 2 & efni B

Bakteriuhamlandi virkni efnis B kom fram i affalli 23. Einnig kom fram virkni i afféllum
1-3, efni A, en katjéna sulan i HPLC hreinsun namer 1 bindur einnig efni A.
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Mynd 40: Loka HPLC hreinsun a efni B maelt vid 214nm

Loka HPLC hreinsun & efni B med pRPC sulu. Synid var pynnt ad 50 pl med 0,1% TFA
og hladid a suluna. Flaedihradinn hafdur 0,5 ml/min og keyrslan héfd 120 min. 16ng
med asetonitril stigul ad 80% lokastyrk i 0,1%TFA. Afféll meeld vid 214 nm (bla lina) og
peim safnad i 1,3 ml skammta. Skammtarnir sidan frostpurrkadir og leystir upp i 15 pl

H,0. Efni B losnadi af vio 40% - 42% asetonitril og kom fram i affalli 21.
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Mynd 41: Loka HPLC hreinsun a efni B maelt vid 280nm
Lokahreinsun & efni B, saman hreinsun og & mynd 40 en hér eru afféll maeld vid
280nm (raud lina). Efni B kemur fram i affalli 21.
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Eydéuprof 18.mars 2010

1= 0mm
2= 0mm
16 = 0 mm
17 = 0 mm
18 = 0 mm
19 = 0 mm
20 = 0mm
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25 =2 0mm
26 = 0mm
27 2 0mm

28 = 0mm
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30 =2 0 mm
31 = 0mm
32 = 0mm
33 =2 0mm
34 =2 0mm
35 =2 0mm
36 = 0mm

Mynd 42: Eyduprdéf & efni B eftir loka HPLC hreinsun

Eyduprof a Bm-11 med affollum fra loka HPLC hreinsun & efni B. Bakteriuhamlandi

virkni efnis B kom fram i affalli 21.
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9.5 Myndir

Eyduprof 6.mars 2008

A: CC-3403 > 3,33 mm

B: CC-1690 = 0 mm
C:0,1%TFA = 0 mm

D: AMP (100 mg/ml) 214,25 mm
D: CC-3403 & 3,77 mm

Mynd 43: Eyduprof med CC-1690 a Bm-11
Eydupréf & Bm-11 med seyti fra viomidsstofninum CC-1690, gréfhreinsad med Oasis
HLB sulu. Engin bakteriuhamlandi virkni kemur frd CC-1690 (B) borid saman vid CC-
3403 (A og D). Ampisillin (AMP) er notad sem jakveett vidmio.

Eyduprof 4. feb 2008

A CC-3403 = 0mm
B: CC-3403 = 0 mm
C: CC-3403 = 0mm
AMP (100 mg/ml) = 28,06 mm
% A:cc-3403 B:'CC-3403

C: CC-3403 AMP

Mynd 44: Eyduprof med CC-3403 a D-21.
Eyduprof a D-21 med seyti fra CC-3403, grofhreinsad med Oasis HLB ar premur
reektum (A, B, og C). A, B og C hofou adur synt virkni & Bm-11. Ampisillin (AMP) er
notad sem jakveett vidmiad.
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Mynd 45: HPLC hreinsun med katjénaskipta sulu

HPLC hreinsun med HiTrap CM FF sllu & gréfhreinsudu seyti fra CC-3403 (hreinsad
med Oasis HLB sulu). Syninu var hladid a stluna i 50 mM maurasyru og losad af med
0,7 M ammoénium hydroxid i metandli. Affoll maeld vid 214 nm (raud lina) og 280 nm
(bla lina), safnad i 1,3 ml skammta og so6lt sidan hreinsud ar peim med Oasis HLB
stlum. Eydupréf med afféllunum synir ad efni A og B koma fram i afféllum 11 og 12.
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Mynd 46: HPLC hreinsun med anjonaskipta sulu.
HPLC hreinsun med Mini Q anjonaskipta sulu a gréfhreinsudu seyti fra CC-3403
(hreinsad med Oasis HLB sulu). Syninu var hladio & stluna i 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
og losad af med 20 mM Tris-HCI + 0,5 M NaCl, pH 8,0. Afféll maeld vid 214 nm (raud
lina) og 280 nm (bla lina), safnad i 1,3 ml skammta og solt sidan hreinsud Ur peim
med Oasis HLB sulum. Eydupréf med afféllunum synir ad efni A og B koma i affallinu
sem ekki binst vid suluna.
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Eyouprof 23.des 2008
Saltfelling

Al = 9.87 mm

A2 = 345 mm

A3 =2 3.26 mm

Bl 2 12.79 mm

B2 = 8.36mm

B3 = 3.67 mm

Mynd 47: Saltfelling.

Seyti frA CC-3403 stofninum var notad i saltfelingu med 10% upphafstyrk af
ammonium sulfat og 65% lokastyrk. Eftir fellinguna var botnfallid leyst upp i 0,1% TFA
og baett Gt i flotid TFA ad 0,1%. Lausnirnar svo keyrdar gegnum Oasis HLB sulur,
synin losud af med asetonitril og bakteriuhamlandi virkni kbnnud med eydupréfi & Bm-
11. Botnfallid var losad af Oasis HLB sulunni med 35% asetonitril (A1), 50% asetonitril
(A2) og 80% asetonitril (A3). Flotid var losad af Oasis HLB sulunni med 35% asetonitril
(B1), 50% asetonitril (B2) og 80% asetonitril (B3) Bakteriuhamlandi virkni kom fram i
baedi botnfallinu og flotinu.

Evouprof 13.név 2008
Katjona suluefnishreinsun

: Chlamy. flot 2 8.97 mm

: Chlamy. stluefni = 7.16 mm
: Chlamy. suluefni = 7.66 mm
: OASIS HLB - 8.05 mm

: TAPFT =2 4.80 mm

: TAP elute = 3.79 mm

: TAP elute = 4.21 mm

e e R R C SV S I

* = syni spunnid nidur vid 9000 g og
tlot virknimaelt

Mynd 48: Katjonaskipta suluefnishreinsun.

Eydupréf & Bm-11 med floti frA& CC-3403 eftir grofhreinsun med katjonaskipta
suluefnishreinsun. Suluefni var blandad vid flotid i 3-4 tima og siad fra flotinu. Efni
bundin vid suluefnid voru svo losud af med 1 M ammonium hydroxid, purrkud nidur og
bakteriuhamlandi virkni kbnnud (2 og 3). Flotid var einnig pétt med Oasis sulu, purrkad
nidur og bakteriuhamlandi virkni kénnud (1). Til vidomidunar var notad seyti fra CC-
3403 gréfhreinsad med Oasis HLB (4) og TAP vokvaeeti hreinsad med katjonaskipta
sulefnihreinsun (5, 6 og 7). Bakteriuhamlandi virkni kom fram baedi i flotinu og af
sulefninu hja CC-3403 en einnig fra TAP aetinu sem var neikvaett vidmid.




Eyduprof 17 .sept 2008

w ’_.:'- . ) : pn
i a Fa o o 10 mg/ml 2 0 mm
; 5 mg/ml— 0 mm

1 mg/ml— 0 mm
0.5 mg/ml=20 mm

A0mgml - <5 mg/ml”

1 mg/ml 0,5 mg/ml

Mynd 49: Eydupréf med cystein afleidu frdA ~ Chlamydomonas
Eyduprof a Bm-11 med tilbdinni cystein afleidu fra Chlamydomonas. Bakteriuhamlandi
virkni var kénnud med fjérum styrkjum, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 1 mg/ml og 0,5 mg/ml.
Engin bakteriuhamlandi virkni sast med eyduprofinu.



9.6 Tolvuleit

Tafla 9: Gena r6d “defensins-lika” préteinsins.
AEtladur opinn lesrammi er litadur med greenu, splaesiset gensins litud med raudu og defensin cystein

straktarinn er afmarkadur med blaum bokstéfum. Lesrddin er 603 basar og innradir 2791 basar.

Gen ‘“defensins-lika” proéteinsins hja C.reinhardti med innr6dum. NCBI

einkennisnamer: NW_001843792.1. Stadsetning: c904251-901461.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

GGACC GGCTACCTAG GGGEGECCGEECC ATGCACAGCT ACTGCCTAGC TTCTTGGSGTC
CTGITGCTGC TGECCTCGIG TGEEGCGTIGT GGGAAGTGGEG GCGTGTTGGA CGTGTAGGCC
GIGIGGEEECG TGTGGTGGGA CGTGCGEECG TGIGGECACGT GGTCGEEGTICC TECCTGECCG
GGTCACCTCA GCCTTACCTG CCGIGGECCCC GCCCCGATCT TATTGGEGGTG GCTGGECCCCC
TCTCAGCCAA CCCTGGITTC GIGGTTTTTG CCCGGTCTTA ATGAAATGEC CGGCCCTCCG
TCTGCCTCCC TGICAAACCC ACGCACTCAC TCCCACTCCC A

TGGCGGEEGAG CCGTGGAGEG GCGIGCGTGG GTGCGGTCAA
GATGCCCTTA CACTGCAGGEC GTGACTGCAC CCCCCCGECG TAGGTCCCTT ACAACACCGT
TGCTGCTTTC TTTTCTTCTA CAACACCCCT TCTTTATTAC AACGCTCCGI CTACATGICT
CAATTGCAAC CTGCCAAATA GCTGTGATGA ATGCCCACCC CCCTTTCCCT CCCTCTCCCT
CCCTCGCCCT CCCTCTCCCT CTCCT

CAGCCAGGCC TACGGNNNNN - NNNNNNNNNN

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
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NININNNNNNNN
GIATCCAGGEA
TGTTGCCAGT

NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NININNNNNNNN
NINNNNNNNNN
NININNNNNNNN
GIGECGITGG
AGGGCACAAA
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INININNNNNNNN - NNNNNNNNNN- NNNNNNNNNN
INININNNNNNNN - NNNNNNNNNN- NNNNNNNNNN
NNNNNGAGGG AAGCTCCCCA CGAGAGGCAG
AAGTGGECTG TCCACGAGAG ACGGGEGEGEECG
TTACGICTGC TGCGGCTGCG CAGCCCATGC

GIGCTCATAC ACAACAGCGC CACACGGECTG CGTGACCCGC CCTTGCGITC

CCCAACACGC CGCTGCCCCC CCCCCCTTCC TCTCTCCCTC TCTCCCCGIC

GIT GCTGITGITG GCTGTAGCGG CACCGGIGIC
CCGCCGITGG CATGCCGIGG GTGATGECTG CGGGATCTGA GGECGEGECGEC AGGGTAGECG
GIGCGCCACG GAGCAGGTGC AGAGCCTGCG TTTCAAGGIC ACCAAACAAT GCGAAACGGEC
CTTGACCAAA TCGCCAAACT TCTACAAACA CCCTGICCAC TCTCTCCGCG AGIGCCGITC
CGITGICAAA GCATAGGCCA CGCTCTCCTC CTCGCTCTTT TGCATTGGGI TCGGTTTAGT
TTGGECTGIT TTCTCCAACC CCGGACGECC GCTCATGIGG TAACGACTTC GICTGCAGIT

TTCAGGTCAT CTTGTACCGC TTTATTTTCC AAACATCGIT GCAAACATCC GACTCCGT

1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

AGGGAGGEGAG GGAGGGAAGC GAGCTGGAGG TGGGGTTGGA GAGGTAGAAA GTGAGGGACC
CATGITGAGI GGCCTGEEEC CTGEEEECTT CAAGGCAATG GCTGAGGCAG GCATGGAGCG
AGCCAAAGCC GGAGCCAGCG GGCACGGACG GCGCATCGCC TCACGCCGCC CCACGCCECC

CCACACGCCG CCCCACGCTC
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Tafla 10: Nidurstodur tBLASTN leitar med defensin ¢

ystein mynstur sem bakgrunn.

Bakgrunnur fyrir Protein: Steerd | NCBI einkennisndmer | Stadsetning

tBLASTN leit: gens gens: cysteinstraktars a
(bp): proteini (bp):

Acasin (Plectasin Oskilgreint prétein | 603 XM_001698670.1 217-294

afleida) (defensin-likt prétein)

Cystein mynstur exéstosin-likur 2025 XM_001694867.1 610-687

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 2499 | XM_001694934.1 658-735

defensins-lika glycétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 2907 XM_001694935.1 1022-1099

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 1319 | XM_001699817.1 281-358

defensins-lika glycétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 1863 XM_001697296.1 262-339

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 2904 | XM_001698749.1 1048-1125

defensins-lika glycoétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 2640 XM_001702227.1 1150-1227

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 1976 | XM_001693143.1 655-732

defensins-lika glycétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 2223 XM_001699772.1 742-816

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 1473 | XM_001703072.1 133-207

defensins-lika glycétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 1794 XM_001697473.1 391-468

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 2448 | XM_001691277.1 826-903

defensins-lika glycoétransferasi

proteinsins

Cystein mynstur exéstosin-likur 2115 XM_001700838.1 571-648

defensins-lika glycétransferasi

préteinsins

Cystein mynstur exostosin-likur 1584 | XM_001703073.1 382-435

defensins-lika glycoétransferasi

proteinsins

Aclasin Oskilgreint prétein 6230 XM_001691045.1 3544-3648
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