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Útdráttur 
Chlamydomonas reinhardtii er grænþörungur sem liggur nærri stofngreinum 
plantna og dýra. C. reinhardtii finnst um allan heim í ferskvatni, sjó og ýmsum 
jarðvegi. Hann er einfruma, heilkjarna lífvera, u.þ.b. 10 µm í þvermál, syndir með 
tveimur svipum og hefur eitt grænukorn fyrir ljóstillífun. Chlamydomonas er 
notaður sem módel lífvera í rannsóknum á mörgum grundvallar spurningum í 
frumu- og sameindalíffræði. Þar sem hann lifir í umhverfi þar sem mikil bakteríu 
flóra þrífst er líklegt að hann hafi þróað með sér varnarkerfi lík þeim sem 
rannsökuð hafa verið hjá bæði dýrum og plöntum. Þessi varnarkerfi hafa ekki verið 
skilgreind en í ljós hefur komið að grænþörungurinn seytir bakteríuhamlandi 
efnum. Meðhöndlun með próteinösum bendir til að prótein eða peptíð standa að 
baki virkninni. Markmið þessa verkefnis var að hreinsa þessi bakteríuhamlandi efni 
og skilgreina með HPLC tækni (e. High Performance Liquid Chromatography) og 
massagreiningu. Tvö virk efni fundust, bæði næm fyrir próteinasa meltu með 
próteinasa K og pepsín. Tveir mismunandi hreinsunarferlar, samsettir af útdráttar 
súlum fyrir grófhreinsum og HPLC katjóna skipta-, öfugfasa- (e. reverse phase) og 
vatnsæknum súlum, voru hannaðir fyrir hreinsun og einangrun á þessum 
peptíðum/próteinum. Hreinsuð peptíð/prótein voru svo send á rannsóknarstofur 
erlendis til greiningar. 

Abstract 
Chlamydomonas reinhardtii is a green algae found all over the world, in soil, fresh 
water and oceans. It is a unicellular, eukaryotic organism, about 10 µm 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 Ónæmiskerfið 

Margt er líkt hjá plöntum og dýrum, en talið er að síðasti sameiginlegi forfaðir 
þessara hópa hafi verið uppi fyrir um 1600 milljón árum samkvæmt útreikningum 
útfrá sameindaklukkunni (Wang, Kumar o. fl. 1999) og út frá samanburði á 
erfðamengjum plantna og dýra. Gert er ráð fyrir að þessi forfaðir hafi verið 
einfrumungur sem hóf samlífi með alfa-próteóbakteríu en bakterían varð með 
tímanum að hvatbera. Plöntur og dýr skildust enn frekar að þegar annað 
innanfrumusamlífi varð hjá plöntum sem leiddi til myndunar á grænukornum (sjá 
mynd 1). 

 
Mynd 1: Þróun plantna og dýra 

Einfölduð mynd af þróun plantna og dýra með áherslu á bakteríu uppruna hvatbera og 
grænukorna. Ga á mynd = milljarðar ára (Meyerowitz 2002). 

Frá upphafi hafa lífverur verið í samkeppni og þurft að verjast sýklum og afráni. 
Lífverur hafa því komið sér upp varnarkerfum til þess að nema og bregðast við 
árásum sýkla. Þessi varnakerfi hafa síðan þróast og tekið á sig ýmsar myndir. 
Ónæmiskerfið er samsafn ýmissa lífrænna ferla innan lífvera sem gerir þeim kleift að 
greina sýkla og sníkla, allt frá veirum til orma, og bregðast skjótt við þeim. 
Ónæmiskerfið þarf einnig að þekkja sýkla frá eigin frumum til þess að virka eðlilega. 
Greining á sýklum er flókið ferli þar sem sýklarnir þróast hratt og finna leiðir til þess 
að forðast ónæmiskerfið og ná festu í hýslinum. Til þess að hindra þessa árás sýkla 
hafa lífverur því þróað með sér margþættan búnað sem skynjar og ræðst gegn 
sýklum. Jafnvel einfaldir einfrumungar eins og bakteríur mynda ensím sem verja þær 
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gegn veirum og öðrum bakteríum. Aðrir grunneiginleikar í náttúrulega ónæmiskerfinu 
þróuðust í fornum heilkjörnungum og nýtast enn í afkomendum þeirra. Þessi kerfi eru 
meðal annars bakteríuhamlandi peptíð eins og defensín (gerð betur skil hér síðar), 
sýklaát og komplement kerfið (magnakerfið). Hryggdýr hafa enn háþróaðra 
varnarkerfi sem samanstendur af ýmsum próteinum, frumum, líffærum og vefjum 
sem vinna saman í áunna ónæmiskerfinu en það gerir lífverunni kleift að þekkja 
sýkilinn við ítrekuð kynni og bregðast skjótt við honum (sjá töflu 1). 

Tafla 1: Yfirlit yfir helstu eiginleika náttúrulega  og áunna ónæmiskerfisins 

Náttúrulega ónæmiskerfið Áunna ónæmiskerfið 

Breiðvirkt viðbragð 
Viðbragð sérhæft gegn sýkli og 
mótefnavaka 

Virkjun leiðir samstundis til hámarks 
viðbragðs  

Tekur tíma að ná hámarks viðbragði eftir 
virkjun 

Ekkert ónæmisminni Virkjun leiðir til ónæmisminnis, þekkir 
sýkilinn aftur 

Finnst í næstum öllum lífverum Finnst aðeins í hryggdýrum 

(Janeway, Travers o. fl. 2005)  

Ónæmiskerfið ver lífveruna frá sýkingu með lagskiptri vörn þar sem sérhæfnin eykst 
eftir því sem lengur er reynt á varnarkerfið. Ytra byrði lífverunnar er fyrsta vörnin sem 
heldur bakteríum og veirum frá. Ef sýkill kemst í gegn bregst náttúrulega 
ónæmiskerfið samstundis við en þó með tiltölulega ósérhæfðu viðbragði. Náttúrulega 
ónæmiskerfið finnst í öllum plöntum og dýrum. Hinsvegar, ef sýkill kemst í gegnum 
varnir náttúrulega ónæmiskerfisins, hafa hryggdýr þriðju vörnina, áunna 
ónæmiskerfið sem er virkjað af náttúrulega kerfinu. Þar verður vörnin sérhæfðari 
gegn sýklinum og felur í sér ónæmisminni eftir að sýklinum hefur verið útrýmt. Þessar 
sértæku varnir felast í myndun ákveðinna frumna (B- og T- frumur) og myndun 
mótefna (e. antibody). Mótefni er prótein sem er framleitt af plasma frumum 
(virkjuðum B-frumum) sem svar við ákveðnum mótefnavaka (e. antigen) frá sýklum. 
Mótefni og mótefnavakar tengjast á sérhæfðan hátt. Á hverju mótefni er bindistaður 
þar sem mótefnavakinn getur bundist við það (e. antigen binding site) og til eru 5 
mismunandi flokkar af mótefnum í mönnum: IgG, IgA, IgM, IgD og IgE. B- og T- 
frumur þroskast úr fjölhæfum stofnfrumum í beinmerg og færast þaðan yfir í eitla. 
Þegar B- og T-eitilfrumur þroskast þá mynda þær viðtaka fyrir mótefnavökum í 
frumuhimnum sínum. B- og T- frumur berjast gegn sýklum á mismunandi hátt, T- 
frumur sjá um frumubundið ónæmi þar sem T-drápsfrumur ráðast beint á 
mótefnavakann og drepa frumuna sem sýnir hann. Frumubundið ónæmi berst gegn 
innanfrumusýklum, t.d. veirum, bakteríum og sveppum, og örvar einnig vessabundið 
ónæmi með T- hjálparfrumum. B- frumur sjá hinsvegar um vessabundið ónæmi þar 
sem B- frumur losa mótefni sem ræðst gegn mótefnisvakanum frá utanfrumusýklum. 
Hluti T- hjálparfrumna og T- drápsfrumna sérhæfast síðan í T- minnisfrumur. T- 
minnisfrumur dvelja í eitlum eftir sýkingu og þekkja aftur gamla mótefnavaka ef þeir 
láta sjá sig. Líkt og hjá T- frumunum þá sérhæfist hluti af B- frumunum í minnisfrumur 
sem eru fljótar í gang ef sami mótefnavakinn sýnir sig aftur. Með þessu þekkir 
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hýsillinn sýkilinn aftur og getur brugðist gegn honum fljótt og af krafti (Janeway, 
Travers o. fl. 2005). 

1.1.1 Varnarkerfi plantna og dýra 

Sá hæfileiki að geta greint í sundur utanaðkomandi sameindir og eigin sameindir er 
grundvallar eiginleiki allra lífvera og undirstaðan í virkjun náttúrulega ónæmiskerfisins 
gagnvart árásum örvera.  

Náttúrulega ónæmiskerfið hefur verið rannsakað mikið í dýrum, allt frá flóknum 
lífverum eins og manninum til einfaldra lífvera líkt og C. elegans og D. melanogaster. 
Í meginatriðum virðist náttúrulega ónæmiskerfið vera nokkuð svipað hjá plöntum og 
dýrum sem ýtir undir kenningu um þróunarlega fornt varnarkerfi hjá heilkjörnungum. 
Þar má nefna kennsl á mynstrum frá varðveittum sameindum sýkla (e. pathogen- 
associated molecular patterns - PAMPs), myndun á flókum sem þekkja þessi 
mynstur svo sem prótein Toll-líkra viðtaka, virkjun á genum sem tengd eru 
ónæmiskerfinu með MAPK miðlun og myndun á bakteríuhamlandi sameindum; allt 
þetta á sér stað bæði hjá plöntum og dýrum (Nurnberger og Brunner 2002). 

 Hæfileiki heilkjörnunga til að greina svipur (e. flagellin) baktería er talinn þróunarlega 
mjög gamall, en gæti þó hafa orðið til með samleitinni þróun (e. convergent 
evolution). Kalsíum magn, ROI (e. reactive oxygen intermediates), NO (e. nitric 
oxide) og MAPK (e. mitogen activated protein kinases) keðjuverkun eru hlutar af 
boðkerfinu sem koma af stað viðbragði náttúrulega ónæmiskerfisins hjá bæði 
plöntum og dýrum. Þrátt fyrir að þessir sameiginlegu þættir séu áhugaverðir og sýni 
hvernig boðferlar heilkörnunga hafa haldist í gegnum þróunarsöguna, skal hafa í 
huga að einingar með svipað hlutverk, í til dæmis náttúrulega ónæmiskerfinu, þurfa 
ekki endilega að benda til varðveislu á flóknum boðferlum í öðrum kerfum í 
mismunandi heilkjörnungum. Einnig má gera ráð fyrir mun á milli ríkja (e. kingdom) 
eða sérstakra tegunda þegar boðferlar frá skynjun til virkjunar eru skoðaðir 
(Nurnberger, Brunner o. fl. 2004). 

Með rannsóknum á sameindum ónæmiskerfisins hjá plöntum og dýrum kemur fram 
munur milli þessara lífríkja. Þegar viðtakar náttúrulega kerfisins hjá plöntum og 
dýrum eru skoðaðir sést mikilvægur munur og gefur hann til kynna að sundurleitin 
þróun hafi átt sér stað á þessu kerfi hjá plöntum og dýrum. Einnig samanstendur 
ónæmiskerfi hryggdýra af náttúrulega og áunna ónæmiskerfinu sem bæði taka þátt í 
að hindra árás sýkla en slíkt fyrirkomulag finnst ekki í plöntum. Auk þess eru 
sérhæfðar frumugerðir, gleypifrumur (e. macrophages), hlutleysiskyrningar (e. 
neutrophils) og átfrumur, mikilvægir þátttakendur í ónæmiskerfi dýra en finnast ekki í 
plöntum. Á móti hefur hver plöntufruma eiginleikann að geta greint sýkil og varist 
honum. Ef sýkill kemst gegnum grunnvarnir plöntufruma (vaxlög, harða frumuveggi, 
bakteríuhamlandi ensím, eða ýmiss konar varnarefni) skynja viðtakar í frumuhimnu 
frumunnar ákveðnar afleiður frá sýklinum sem koma af stað frekari 
varnarviðbrögðum og eru líklegir hvatar að viðbragði náttúrulega ónæmiskerfis 
gagnvart sýklum (Nurnberger, Brunner o. fl. 2004; Ausubel 2005). 
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1.1.2 Samanburður á þróun varnarkerfa hjá plöntum og dýrum 

Rannsóknir gefa til kynna að ríkjandi val á varnargenun (jafnvægis val, jákvætt val og 
hreinsunar val) sé mismunandi milli einstakra varnarþátta (skynjun, boðferlar og 
viðbragð), en meiri rannsóknir þarf á einstökum flokkum gena og á genum frá öðrum 
en módel- lífverum (Tiffin og Moeller 2006). 

Meirihluti próteina sem taka þátt í skynjun hjá plöntum eru tjáð af NBS- LRR (e. 
nucleotide binding site-leucine rich repeat) varnar genum (R-genum) en flest þeirra 
gena eru hluti af stærri fjölgena fjölskyldum. Greiningar á stökkbreytihraða hjá R- 
genum gefa til kynna að jákvætt val hafi drifið áfram sundurleitni þeirra í öllum hópum 
sem kannaðir hafa verið, þar á meðal Arabidopsis thaliana, Lactuca sativa, Linum 
usitatissimum (flax), Oryza sativa og Solanaceae. Flest þeirra gena sem tjá 
sýklahindrandi prótein líta út fyrir að vera stök gen eða hluti af litlum genafjölskyldum. 
Undantekning er þó defensín genafjölskyldan hjá A. thaliana sem samanstendur af 
yfir 300 meðlimum og margir þeirra staðsettir í raðendurteknum gena-tvöföldunar 
svæðum. Jákvætt val virðist hafa aukið sundurleitni sumra defensín fjölskyldna 
(Silverstein, Graham o. fl. 2005; Tiffin og Moeller 2006). 

Bakteríuhamlandi peptíð eru mikilvægt vopn fyrir náttúrulega ónæmiskerfið. Fyrsta 
peptíðið sem fannst var cecropin í náttfiðrildum (Hyalophora cecropin). Ein 
athyglisverðasta tilgátan varðandi uppruna þessara peptíða er byggð á þeirri athugun 
að búfórín 1, bakteríuhamlandi peptíð hjá körtum, og parasín 1, peptíð hjá 
steinbítum, eru líklega upprunnin frá histónum. Þessar vísbendingar má nota til að 
smíða tilgátu um þróun bakteríuhamlandi peptíða: 

            Núlifandi örverur hafa flestar neikvæða hleðslu á yfirborði sínu. Fyrstu 
bakteríuhamlandi peptíðin mynduð af dreifkjörnungum gætu því hafa þróast 
frá próteinum með sterka jákvæða hleðslu líkt og DNA og RNA- bindiprótein. 
Það er þá möguleiki að bakteríuhamlandi peptíð hafi ekki myndast í fornum 
fjölfrumungum (metazoan) heldur komið með innanfrumusamlífi með 
dreifkjörnungum sem leiddi til hvatbera og grænukorna. Gen históna og 
ríbósom próteina gætu síðan hafa fært sig frá sambýlingnum inn í kjarnann og 
genin tvöfaldast þar, sem leiddi til myndunar á bakteríuhamlandi peptíðum 
(Suckale, Sim o. fl. 2005).  

Þróun bakteríuhamlandi peptíða virðist síðan ekki vera mjög hröð miðað við aðra 
varnarþætti, líkt og boðferla, en sýnt hefur verið fram á hæga þróun þessara peptíða 
miðað við boðferlana hjá Drosophila (Lazzaro 2008). 

1.1.3 Náttúrulega ónæmiskerfið 

Náttúrulega ónæmiskerfið verndar lífveruna frá sýkingu á breiðvirkan hátt. Þetta felur 
í sér að frumur náttúrulega ónæmiskerfisins skynja og bregðast við sýklum á 
almennan hátt. Ólíkt áunna kerfinu veitir kerfið ekki varanlega vernd gegn sýklinum 
né vernd gegn endursýkingu. Náttúrulega ónæmiskerfið bregst strax við sýkingu og 
finnst í næstum öllum lífverum og er ríkjandi í plöntum, þörungum, skordýrum og í 
frumstæðum fjölfruma lífverum.  
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Helstu störf náttúrulega ónæmiskerfisins í hryggdýrum fela í sér: 

• Að kalla ónæmisfrumur að sýktu svæði, með myndun á efnasamböndum, þar á 
meðal frumuboðum (e. cytokines). 

• Virkjun á komplement kerfinu. 

• Greining og hreinsun á utanaðkomandi efnum sem finnast í líffærum, vefjum, 
blóði og vessum. 

• Virkjun á áunna ónæmiskerfinu með frumuboðum eftir tengingu með 
mótefnavökum. 

(Janeway, Travers o. fl. 2005). 

Varnir dreifkjörnunga: 

Bakteríur nýta sér m.a. einstakan varnarbúnað sem kallast skerðikerfi (e. restriction 
modification system) til þess að vernda sig gagnvart sýklum svo sem veirum. Með 
þessu kerfi framleiða bakteríur skerðiensím (e. restriction endonucleases) sem klippa 
sundur utanaðkomandi erfðaefni. Methýlering á eigin erfðaefni verndar hýsilinn 
gagnvart skerðiensímum. Slík skerðikerfi finnast eingöngu í dreikjörnungum (Wilson 
og Murray 1991). 

Varnarkerfi hryggleysingja: 

Eitilfrumur eða ónæmiskerfi byggð á mótefnum finnast ekki í hryggleysingjum og 
líklegt er að fjölþætt áunnið ónæmiskerfi hafi myndast í fyrstu hryggdýrunum. Hins 
vegar finnst í hryggleysingjum kerfi sem líkist forverum þessara þátta í ónæmiskerfi 
hryggdýra. Viðtakar sem þekkja ákveðin mynstur (e. Pattern recognition receptpors) 
eru prótein sem næstum allar heilkjarna lífverur nota til þess að þekkja sameindir frá 
örverum. Toll-líkir viðtakar eru stór hópur af þessum viðtökum sem finnast í öllum 
holdýrum (e. Coelomates) þar á meðal mönnum. Komplement kerfið er líffræðilegur 
hvati fyrir ónæmiskerfið sem hjálpar lífverunni að losa sig við sýkla og finnst í flestum 
formum lífs, þar á meðal hryggleysingjum. Komplement kerfið má skipta í tvær gerðir: 
Klasíska leiðin þar sem greining á sýklum verður vegna mótefna  og virkjun á 
fjölmörgum próteinum. Hin leiðin kallast lektín leiðin en þar koma ósérvirkir þættir til 
sögunnar, meðal annars lektín, sem leiðir til eyðingar á sýklum með frumurofi eða 
áthúðun (Beck og Habicht 1996). Bakteríuhamlandi peptíð eru þróunarlega vel 
varðveittur þáttur náttúrulega ónæmiskerfisins sem finnst í öllum flokkum lífs og er 
meginuppstaðan í ónæmiskerfi hryggleysingja. 

Varnarkerfi plantna: 

Flestir hópar mannasýkla eiga sér fulltrúa sem geta sýkt plöntur. Bakteríur, sveppir, 
veirur, þráðormar og skordýr geta öll valdið sjúkdómum í plöntum. Líkt og dýr, nota 
plöntur, þegar þær verða fyrir árás sýkla, flókin efnaskiptaviðbrögð til þess mynda 
efnasambönd sem verja gegn sýkingu eða fæla sýkla frá. Líkt og hryggleysingjar 
mynda plöntur hvorki mótefni eða viðbrögð með T-frumum, né hafa þær hreyfanlegar 
frumur sem þekkja og verjast sýklum. Plöntur geta þó brugðist við árás sýkils með 
því að losa sig við ýmsa parta plöntunnar, heft þannig útbreiðslu sýkingar og síðan 
endurmyndað það sem tapast hefur. 
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 Flest ónæmisviðbrögð hjá plöntum fela í sér kerfisbundin efnafræðileg boð sem 
berast um alla plöntuna. Plöntur nota viðtaka sem þekkja mynstur á sýklum til þess 
að greina sýkla, koma af stað grunnviðbragði og mynda efnaboð sem hjálpa til að 
bægja frá sýkingu. Þegar huti af plöntu verður fyrir sýkingu frá örverum eða veirum 
myndar plantan svæðisbundið ofurviðbragð (e. hybersensitve response (HR)) sem 
felur í sér að frumur á sýkta svæðinu fara í kerfisbundinn frumudauða til þess að 
verjast útbreiðslu sýkingar. Þetta ofurviðbragð er svipað og þegar cystein próteinasar 
eru kallaðir til við frumudauða í dýrum (Rojo, Martin o. fl. 2004). Viðnáms prótein (e. 
Resistance proteins), tjáð af R genum, finnast víða í plöntum og taka þátt í að skynja 
sýkla. Þessi prótein innihalda hneppi svipuð og í NOD-líkum viðtökum og Toll-líkum 
viðtökum í ónæmiskerfi dýra.  

Bakteríuhamlandi peptíð 

Líklegt er að bakteríuhamlandi peptíð hafi komið snemma fram í þróunarsögunni hjá 
heilkjörnungum sem mikilvægt varnartæki gegn ásókn baktería í umhverfi þeirra. 
Bakteríuhamlandi peptíð er að finna um gjörvallt plöntu- og dýraríkið og þau veita 
vörn gegn breiðum hópi örvera, þar á meðal bakteríum, sveppum og veirum (Zasloff 
2002). Frumstæðustu heilkjörnungar þar sem slík peptíð hafa fundist eru sveppirnir 
Pseudoplectania nigrella. Peptíð þessara rotsveppa kallast plectasín og eru skyldust 
undirflokki defensín peptíða sem hafa fundist meðal annars í sporðdrekum og 
kóngulóm (Silverstein, Graham o. fl. 2005). Svo virðist sem varnarpeptíð finnist 
víðast þar sem þeirra er leitað og tala þeirra vex ört með auknum rannsóknum. Yfir 
þúsund mismunandi peptíð hafa verið skilgreind í heilkjörnungum. Breytileiki þeirra er 
mikill og hefur þeim verið raðað saman í mismunandi fjölskyldur eftir stærð þeirra, 
annars og þriðja stigs byggingu og hvort þau innihaldi tvísúlfíð tengi. Hjá sumum 
þeirra eins og hjá defensín hefur verið sýnt fram á að jákvætt val á sér stað (Semple, 
Gautier o. fl. 2006; Zhu 2007). Öll bakteríuhamlandi peptíð eru komin af stærri 
próteinum sem meðal annars innihalda seytiröð fyrir framan og með umbreytingu á 
próteininu, m.a. próteinsundrun, losna peptíðin frá. Mikill fjölbreytileiki er á 
amínósýruröð peptíðana og finnst sjaldan sama röðin hjá mismunandi lífverum þótt 
þær séu mjög skyldar. Hins vegar er amínósýru röðin fyrir framan peptíðin á for- 
próteininu, meðal annars seyti röðin, mjög vel varðveitt milli lífvera (Zasloff 2002). 
Flest bakteríuhamlandi peptíð eru tvígæfar (e. amphipathic) og katjónískar sameindir 
en það er einmitt jákvæð hleðsla þeirra sem hvetur bindingu við himnur ýmissa 
örvera, sem eru almennt neikvætt hlaðnar. Við bindingu riðlast uppröðun fosfólípiða í 
himnum örveranna og peptíðin mynda ýmist göt eða leysa upp himnurnar (sjá mynd 
2). 
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Mynd 2: Yfirlitsmynd af virkni bakteríuhamlandi pep tíða 

Hér er sýnt hvernig peptíðin bindast ytri hlið frum uhimnu og ná að brjóta sér 
leið í gegn sem leiðir til þess að peptíðin ná anna ðhvort að leysa upp 
himnuna í litla búta eða mynda göt í henni (Zasloff  2002). 

Bakteríuhamlandi peptíðum í mönnum er skipt í tvo megin flokka, defensín (α- og β- 
gerð) og eitt cathelícídín sem meðal annars er forveri LL-37. Þessi peptíð eru tjáð af 
frumum sem tengdar eru ónæmiskerfinu eins og hlutleysiskirningar (skammlífar 
átfrumur) (e. neutrophils) og í nánast öllum þekjuvefsfrumum (Schauber, Svanholm 
o. fl. 2003; Bowdish, Davidson o. fl. 2006). Því hefur verið haldið fram að þessi 
peptíð taki þátt í náttúrulega ónæmiskerfinu á ýmsan hátt með bakteríuhamlandi 
virkni beint og óbeint; þau geta virkað bæði sem efnavakar (e. chemokines) og örvað 
framleiðslu á efnavökum sem leiðir til uppsöfnunar hvítfrumna að sýkingarsvæði. 
Peptíðin taka þátt í upphafi og örvun á viðgerð sýkingarsvæða og geta einnig haft 
áhrif á áunna ónæmiskerfið (Bowdish, Davidson o. fl. 2006). Sýnt hefur verið fram á 
að þegar mýs eru sýktar með bakteríum eykst tjáning og seyting cathelícídína til 
muna í þekjufrumum og þannig geta mýsnar varist frekari sýkingum. Þegar sýkingar 
ágerast verður helsta hlutverk peptíðsins síðan að örva hvítfrumur til varnar 
(Chromek, Slamova o. fl. 2006). Peptíðin geta því virkað sem beinir þátttakendur 
gegn sýkingum og einnig tekið þátt í millifrumu boðum sem leiða til frekari varna 
gegn örverunum. 

Sýnt hefur verið fram á virkni þessara bakteríuhamlandi peptíða gegn bakteríum, 
sveppum, veirum og jafnvel gegn krabbameinum og sú staðreynd að varnir baktería 
eru slakar gegn þessum peptíðum gera peptíðin að spennandi möguleika í lyfjaiðnaði 
(Reddy, Yedery o. fl. 2004). 
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Flokkun bakteríuhamlandi peptíða 

Greining á þrívíddarbyggingu bakteríuhamlandi peptíða hefur gefið betri skilning á 
hlutverki þeirra. Út frá byggingu þeirra og með amínósýrugreiningu eru 
bakteríuhamlandi peptíð almennt flokkuð í fimm hópa: peptíð sem hafa α-gormlaga 
(e. helical) byggingu, cystein rík peptíð, peptíð sem mynda β- fleti, peptíð rík af 
amínósýrum af sömu gerð og peptíð með sjaldgæfar eða umbreyttar amínósýrur 
(Reddy, Yedery o. fl. 2004). 

α-gormlaga peptíð: 

Flestar rannsóknir hafa verið gerðar á cecrópín, fyrsta α-gormlaga peptíðinu sem 
fannst og var skilgreint. Öll cecrópín hafa tilhneigingu að mynda gormlaga byggingu í 
ákveðnum lífrænum lausnum. Rannsóknir hafa sýnt að cecrópín myndar mjög 
tvígæfa gormlaga byggingu með vatnsfælnu og jákvætt hlöðnu yfirborði, mótif sem 
finnst í mörgum öðrum bakteríuhamlandi peptíðum (Holak, Engstrom o. fl. 1988). 

Cysteinrík peptíð: 

Peptíðin HNP-1, -2 og -3 frá hlutleysiskirningum (e. neutrophils) úr mönnum voru 
fyrstu cysteinríku peptíðin sem voru einangruð. Þessi α-defensín eru 30 amínósýru 
löng, rík af cystein amínósýrum og finnast í fjölbreytilegum hópi lífvera. Flest þessara 
defensína hafa svipaða byggingu með sex cysteinum sem mynda þrjú tvísúlfíð tengi 
innan peptíðsins. Rannsóknir á kristalbyggingu HNP-3 benda til að peptíðin myndi 
tvíliður sín á milli (Ganz, Selsted o. fl. 1985; Pardi, Zhang o. fl. 1992). 

β-flatar peptíð: 

Ekki hafa fundist mörg bakteríuhamlandi peptíð sem mynda byggingu með β-fleti. 
Þessi peptíð eru gerð úr um 20 amínósýrum sem innhalda ýmist eitt eða tvö tvísúlfíð 
tengi (Reddy, Yedery o. fl. 2004). 

Bakteríuhamlandi peptíð rík amínósýrum af sömu gerð: 

Amínósýruraðir sumra bakteríuhamlandi peptíða eru yfirgnæfð af einni eða tveimur 
amínósýrum Þessi peptíð innihalda ekki α-gorm eða β-flöt, né mynda þau cystein 
mótíf og eru því flokkuð í sér hóp. Histatín, peptíð sem finnst í munnvatni í mönnum 
er ríkt af histidíni og sýnir virkni gegn Candida albicans. Sum cathelícídín eru 
prólínrík peptíð, t.d. PR39, og hafa óreglulega byggingu, önnur eru meðal annars rík 
af tryptófani og einnig arginíni (Xu, Levitz o. fl. 1991). 

Bakteríuhamlandi peptíð með sjaldgæfar og umbreyttar amínósýrur: 

Nokkur peptíð eru óvenjuleg að því leyti að þau innihalda sjaldgæfar og umbreyttar 
amínósýrur. Góð dæmi um slík peptíð koma frá bakteríum. Nisín er eitt slíkt peptíð, 
myndað af Lactococcus lactis og inniheldur sjaldgæfar amínósýrur líkt og lanthíónín, 
3- methýlanthionín, díhýdróalanín og dýhýdróbútýrin. Peptíðið sýnir virkni gegn 
Gram-jákvæðum bakteríum (De Vos, Mulders o. fl. 1993). 

Defensín 

Defensín eru lítil jákvætt hlaðin peptíð sem finnast í hryggdýrum, hryggleysingjum, 
plöntum og sveppum og hafa virkni gegn bakteríum, sveppum og veirum. Þau eru 
gerð úr 18-45 amínósýrum sem innihalda sex (í hryggdýrum) til átta varðveitt cystein 
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sem mynda tvísúlfíð tengi sín á milli sem leiðir til þrístranda β- flata byggingar. 
Defensín í spendýrum eru með mólmassa um 3,56 kDa og arginín leggur mest til 
jákvæðrar hleðslu. Í mönnum finnast tvær gerðir af defensín, α-defensín og β-
defensín. α-defensín er gert úr 29-35 amínósýrum og hafa fjórar gerðir af α-
defensínum verið einangruð frá hlutleysiskirningum (e. neutrophils) (HNP-1 til 4). 
Hlutverk α-defensína í hlutleysiskirningum er að ráðast gegn sýklum í súrefnissnauðu 
umhverfi. Tvö önnur α-defensín (HD-5 og -6) fundust í Paneth frumum úr 
smáþörmum og í þekjufrumum úr þvagrásum. Gen allra sex α-defensín peptíðanna 
er að finna á sama svæði á litningi 8. α-defensín er tjáð fyrst sem stærra prótein sem 
hefur enga bakteríuhamlandi virkni. Aftari hluti próteinsins, C- endinn, inniheldur 
bakteríuhamlandi hluta peptíðsins sem er losaður frá og virkjaður með próteinasa 
þegar þess er þörf (De Smet og Contreras 2005). 

β-defensín eru aðeins stærri en α-defensín. Þótt ekki sé mikil samsvörun á milli 
amínósýruraða þessara peptíða er þriðja stigs bygging þeirra mjög svipuð vegna 
tvísúlfíð tengjanna. hBD-1 er tjáð í þekjufrumum sem eru í beinni snertingu við 
umhverfið eða örveruflóruna. hBD-2 er tjáð í þekjufrumum víðsvegar, hvítfrumum og 
beinmerg. Annað defensín, hBD-3 var einangrað úr hyrnisfrumum (e. keratinocytes). 
hBD-2 og 3 virkjast við bólgumyndandi örvun, til dæmis með TNF-α og í návígi við 
bakteríur (sjá mynd 3). hBD-1 og 2 virka aðallega gegn Gram-neikvæðum bakteríum 
en hBD-3 hefur breiða virkni gegn bæði Gram-jákvæðum og Gram-neikvæðum 
bakteríum og einnig gegn gersveppnum Candida albicans. Gen þessara þriggja 
defensína eru í þyrpingu á sama litningsvæði 8p23. Með BLAST tölvuleit fundust 
einnig 3 önnur β-defensín á þessu sama svæði (De Smet og Contreras 2005). 

IL-1 og TNF-α

IL-1 og TNF-α

Innsetning frumuboða

Bakteríu dráp

DefensinBakteríur

 
Mynd 3: Virkjun á tjáningu β-defensína 

Aukin tjáning á β-defensínum getur orðið með sjálfsörvandi stýringu og með boðum frá 
öðrum frumum. Á sýkingasvæði eru bakteríur skynjaðar af átfrumum (A) sem auka 
myndun og seytingu á bólgumyndandi miðlurum (t.d. IL-7 og TNF-α). Sýktar frumur 
(t.d. hyrnisfrumur, B) skynja einnig bakteríur með tengingu við lípófjölsykrur (LPS) og 
peptíðóglýkan (PG), sem leiðir til myndunar á defensínum og fleiri bólgumyndandi 
miðlurum og stuðlar þannig að frekari tjáningu og losun defensína og frumuboða 
(Menendez og Brett Finlay 2007). 

Defensín hafa, fyrir utan örveruhamlandi virkni, einnig sýnt virkni gegn 
krabbameinum, geta örvað frumufjölgun, tekið þátt í boðferlum og kallað á 
ónæmisfrumur með efnatogi og örvun á frumuboðum (e. cytokines). 
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CSαβ defensín 

CSαβ defensín er fjölskylda af peptíðum sem hafa svipaða byggingu með α og β 
mótíf og þremur tvísúlfíðtengjum. Þessi peptíð finnast í plöntum, skordýrum og 
sveppum en ekki í hryggdýrum. Þau halda stöðugleika með sex varðveitum 
cysteinum og þremur tvísúlfið tengjum sem myndast á milli þeirra, bygging þeirra 
inniheldur einn α-gorm og tvo β-fleti. α-gormurinn er tengdur við C- endann á seinni 
β-fletinum með tveimur tvísúlfíðtengjum en þriðja tvísúlfíðtengið heldur saman N- 
endanum við fyrri β-flötinn (sjá mynd 4)(Zhu, Gao o. fl. 2005). 

 
Mynd 4: Bygging CS αβ peptíða 

Yfirlitsmynd yfir byggingu CSαβ peptíða með α-gormi og β-flötum, punktalínur tákna 
tvísúlfið tengi (Zhu, Gao o. fl. 2005). 

Hjá skordýrum hefur fundist mikill fjöldi af CSαβ peptíðum með bakteríuhamlandi 
virkni, aðallega gegn Gram-jákvæðum bakteríum (Zhu, Gao o. fl. 2005). 

Plectasín 

Plectasín er bakteríuhamlandi peptíð einangrað frá rotsveppnum Pseudoplectania 
nigrella. Peptíðið er flokkað með defensínum út frá 1.-, 2.- og 3. stigs byggingu þess 
sem líkist mjög defensínum úr skordýrum, sporðdrekum og kóngulóm. Það inniheldur 
α-β mótíf með einum α-gormi og tveimur β- flötum og er haldið stöðugu með þremur 
tvísúlfíð tengjum. Plectasín sýnir virkni in vitro gegn Gram-jákvæðum bakteríum, 
meðal annars Streptococcus pneumoniae, en ekki mikla virkni gegn Gram-
neikvæðum. Plectasín hefur lítil eituráhrif á mýs og meðhöndlun með peptíðinu 
læknaði þær af tilbúnni lifrarhimnubólgu og lungnabólgu orsakaða af Streptococcus 
pneumoniae. Það á eftir að koma í ljós með hvaða hætti plectasín virkar, en virkni 
þess tekur lengri tíma að koma fram en hjá öðrum peptíðum (Mygind, Fischer o. fl. 
2005). 

Lík bygging plectasín og defensín frá skordýrum rennir frekari stoðum undir þá tilgátu 
að defensín frá plöntum og skordýrum komi frá sameiginlegum forföður. Defensín frá 
ýmsum plöntum og skordýrum hafa svipaða 3. stigs byggingu með sama cystein α-β 
grunninn og þar sem plectasín frá sveppum er skylt defensínum hjá skordýrum, er 
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líklegt að defensín sé upprunnið hjá sameiginlegum forföður planta, sveppa og 
skordýra (Mygind, Fischer o. fl. 2005). 

Cathelícídín 

Cathelícídín eru fjölskylda af bakteríuhamlandi peptíðum komin frá próteinun sem 
innihalda mjög vel varðveitta seytiröð og hneppi mjög samsvarandi við cathelín, sem 
upphaflega var greint sem cathepsín L hindri. Á C-enda cathelícídína er hinsvegar 
tölverður breytileiki (De Smet og Contreras 2005). Cathelícídín finnst í hryggdýrum, 
meðal annars spendýrum, hænsnum og löxum. Nýlega hafa einnig tvö gen svipuð 
cathelícídín verið skilgreind í frumstæðum slímáli (e. hagfish) úr Atlantshafi, Myxine 
glutinosa, sem bendir til að uppruni þessa peptíða sé fyrir tilkomu hryggdýra (Zhu 
2008). Aðeins eitt cathelícídín hefur fundist í mönnum, LL-37 (sjá mynd 5). Þetta 
peptíð er myndað með próteinrofi á C- enda CAP18 próteinsins, peptíðið er tjáð í 
hvítum blóðkornum líkt og einkjörnungum (e. monocytes), NK frumum, T- frumum og 
B- frumum, og einnig í þekjufrumum í eistum, húð, í meltingarvegi og öndunarvegi. 
LL-37 er kallað fram með bólgumyndun eða sýkingu og hefur bakteríuhamlandi virkni 
bæði gegn Gram-jákvæðum og Gram-neikvæðum bakteríum. Fyrir utan 
bakteríuhamlandi virkni getur LL-37 bundið og hlutleyst lípófjölsykrur (LPS) og 
verndað gegn eitrunaráfalli blóðeitrunar í músamódeli. LL-37 getur einnig kallað að 
einkjörnunga, mastfrumur og T frumur, haft áhrif á gleypifrumur, örvað endurnýjun á 
þekjufrumum í sári og hefur virkni gegn krabbameinsmyndun. LL-37 er gert úr 37 
amínósýrum og hefur línulega byggingu þar sem peptíðið inniheldur ekki cystein. Í 
vatnssæknu umhverfi myndar peptíðið spírallaga byggingu og í vatnsfælnu umhverfi 
myndar það α-gorm byggingu (De Smet og Contreras 2005). Virkni LL-37 er háð salti 
og sýrustigi en virkni þess eykst með auknum saltstyrk. 

 
Mynd 5: LL-37 

a) Staðfesting á bakteríuhamlandi virkni LL-37 á E. coli með eyðuprófi, LL-37 uppleyst 
í vatni og sermi er sett í brunna í agarskál með E. coli steyptum í agarinn. LL-37 sýnir 
mesta virkni uppleyst í vatni en tapar virkninni í sermi. PR-39 er jákvætt viðmið 
(Johansson, Gudmundsson o. fl. 1998). b) LL-37 myndar tvígæfan helix sem er 
nauðsynlegur fyrir virkni. c-1 og c-2) Mýs sýktar með Streptococcus, c-1) villigerðar 
mýs, c-2) mýs með CRAMP gen, samsvarandi við LL-37, fellt út. Mýs með CRAMP 
genið fellt út eru mun viðkvæmari gagnvart bakteríusýkingu (Nizet, Ohtake o. fl. 2001). 

Uppi er sú kenning að cathelícídín hafi myndast út frá cystein próteasa hindrum líkt 
og cystatín. Bygging cystatíns er svipuð og cathelín-líka hneppið í cathelícídín og 
upphaflega var haldið fram að hneppið á CAP-18 próteininu í mönnum geti hindrað 
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virkni cathepsín L, á sama hátt og cystatín. Genabygging þeirra er einnig svipuð þar 
sem raðir frá fjarskyldum hryggdýrum sýna sömu staðsetningu á tveimur innröðum í 
cystatín og cathelín-líka hneppinu. Þessar niðurstöður benda til þess að bæði eigi sér 
uppruna í sameiginlegum forföður og að þau hafi aðskilist með gena tvöföldunum 
(Zhu 2008). 

Bakteríuhamlandi peptíð í plöntum 

Plöntur eru stöðugt berskjaldaðar fyrir ýmsum sýklum, líkt og veirum, sveppum og 
bakteríum. Líkt og áður hefur komið fram þá hafa plöntur ýmis varnarefni til þess að 
bægja frá sýklum.  

Þau efni sem sýklar seyta frá sér til þess að auðvelda leið sína í plönturnar eru 
aðallega vatnsrjúfandi ensím sem brjóta niður byggingarefni plöntunnar, eiturefni 
sem hindra efnaskiptaferla hýsilsins, vaxtarþættir (e. growth regulators) og fjölsykrur. 
Þegar planta verður vör við sýkil fer af stað tjáning á ýmsum peptíðum og próteinum 
og mörg þessara efna sýna örveruhamlandi eiginleika. Helstu gerðir örveruhamlandi 
peptíða í plöntun eru thíónín, defensín og prótein sem almennt sjá um flutning lípíða 
(Castro og Fontes 2005). 

Thíónín samanstanda af fjölskyldu af basískum peptíðum með lágan mólmassa (~5 
kDa), rík af basískum amínósýrum og amínósýrum sem innihalda brennistein 
(arginín, lýsin og cystein). Þessi breiði hópur sýnir mikla samsvörun í amínósýru röð 
sem og í byggingu og virka gegn bakteríum, sveppum, gersveppum, dýrum og plöntu 
frumum. Helsta einkenni thíónína eru eituráhrif þeirra á mismunandi lífverur. Sýnt 
hefur verið fram á virkni þeirra gagnvart plöntusýklum, t.d. Pseudomonas, 
gerveppum og sveppum, svo sem Thielaviopsis paradoxa. Lirfur hafa einnig sýnt 
viðbrögð gagnvart thíónín en einungis þegar þær eru sprautaðar beint með thíóníni 
en ekki með fæðu (Bohlmann 1994). 

Á áttunda áratugnum var einangraður hópur af litlum basískum próteinum og með 
amínósýrugreiningu var ályktað að þetta væri ný fjölskylda af thíónónum og nefnd γ-
thíónín. Seinna voru þau flokkuð með örveruhamlandi peptíðum líkt og finnast í 
hryggdýrum, hryggleysingjum og plöntum, og því endurnefnd sem plöntu defensín  
(Broekaert, Terras o. fl. 1995). Plöntu defensín eru lítil, jákvætt hlaðin peptíð, um 45-
54 amínósýrur og rík af cysteinum. Flest þeirra hafa verið skilgreind í fræjum en eru 
þó tjáð í ýmsum vefjum plantna. Þessi peptíð eru mjög lík defensínum sem finnast í 
skordýrum. Þau innihalda átta cystein afleiður sem mynda fjögur tvísúlfíð tengi sín á 
milli, mikilvæg fyrir stöðugleika peptíðsins og sem leiða til myndunar á CSαβ formi líkt 
og finnst í defensínum skordýra (Finkina, Shramova o. fl. 2008; Carvalho Ade og 
Gomes 2009). Enn hefur ekki verið sýnt fram á hlutverk plöntu defensína in vivo , en 
in vitro sést að þau geta hindrað próteinmyndun. Mörg plöntu defensín hindra vöxt 
sveppa sem bendir til að þau geti virkað sem varnarprótein, þau geta virkað sem 
ensím- og próteasahindrar, miðlað auknu þoli gegn zinki og lokað jónagöngum 
(Carvalho Ade og Gomes 2009). 

Prótein sem flytja lípið innan frumna hafa fundist í ýmsum plöntutegundum. Þessum 
próteinum er skipt í tvo flokka eftir stærð, 9 kDa og 7 kDa. Sýnt hefur verið fram á að 
þau hafa virkni gegn sýklum, þau finnast með hæfilega dreifingu og styrk í 
plöntuvefjum og tjáning þeirra eykst eftir sýkingu. Þessi flutningsprótein gætu því 
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verið mikilvæg peptíð í vörnum plantna gegn sýklum (Garcia-Olmedo, Molina o. fl. 
1995). 

Svar baktería við bakteríuhamlandi peptíðum 

Þrátt fyrir fjölbreytilega stærð og byggingu bakteríuhamlandi peptíða eiga þau það 
flest sameiginlegt að vera með jákvæða hleðslu. Bakteríur hafa þróað hjá sér ýmsar 
leiðir til þess að verjast bakteríuhamlandi peptíðum. Þar má nefna breytingu á 
hleðslu frumuhimnunnar, öflugt útstreymi á peptíðum með virkum flutningi, niðurbrot 
á peptíðum með próteösum, og með bindingu á þeim. Þannig minnkar magn 
peptíðanna sem nær yfirborði bakteríanna, þeim í hag. Nýlega var sýnt fram á að 
neikvætt hlaðnar slímhjúpaðar fjölsykrur (e. capsule polysaccharide), sem margir 
sýklar tjá, geta bundið bakteríuhamlandi peptíð og þannig hindrað aðgengi 
peptíðinna að frumuhimnunni. Sýnt var að slíkar fjölsykrur, hreinsaðar frá sýklunum 
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae og Pseudomonas aeruginosa, 
binda bakteríuhamlandi peptíð og þar með gera þau óvirk. Einnig kom í ljós þegar 
bakteríuhamlandi peptíð ná til sýklanna og leysa í sundur frumuvegg þeirra, losna 
þessar fjölsykrur frá frumuveggnum og þær virka á sama hátt og hreinsaðar 
slímhjúpaðar fjölsykrur (Llobet, Tomas o. fl. 2008). Þannig má búast við að með 
aukinni losun þessara fjölsykra sem hindra virkni bakteríuhamlandi peptíða aukist 
möguleikar bakteríanna á að komast fram hjá peptíðunum. 

Aðrar örveruhamlandi sameindir 

Bakteríuhamlandi peptíð eru ekki einu varnarefnin sem náttúrulega ónæmiskerfið býr 
yfir til þess að verjast sýklum. Fjöldi annara sameinda geta einnig hindrað vöxt sýkla 
og sífelt bætast ný efni í hópinn. Hérna verður stiklað yfir nokkrar slíkar sameindir 
sem hafa tengst rannsóknarverkefni þessarar ritgerðar. 

Lýsósím 

Lýsósím er prótein sem finnst á ýmsum stöðum, meðal annars hjá mönnum í 
nefrennsli, tárum, mjólk og einnig inni í líkamanum, geymt í hlutleysiskirningum (e. 
neutrophil), einkjörnungum (e. monocytes) og gleypifrumum (e. macrophages). Best 
þekkta hlutverk lýsósíms er að brjóta niður frumuveggi baktería. Það ræðst 
sérstaklega gegn peptíðóglýkani og brýtur það niður og eyðileggur þar með ytri 
himnuna á veggjum baktería. Einnig hefur sést að þótt ensímvirkni lýsósíms sé brotin 
niður með afmyndun á próteininu þá heldur próteinið bakteríuhamlandi virkni og 
svipað gildir þegar próteinið er brotið niður með próteinösum (Chan, Prenner o. fl. 
2006). 

Fitusýrur 

Fitusýrur eru karboxýlsýrur með mettaðri eða ómettaðri kolefniskeðju (e. aliphatic 
chain) sem inniheldur  4 til 28 kolefnisatóm. Sýnt hefur verið fram á að fitusýrur geti 
hindrað vöxt Gram jákvæðra og neikvæðra baktería og þörunga. 

Á 6. áratug seinustu aldar var sýnt að grænþörungurinn Chlamydomonas reinhardtii 
seytir sameindum sem hindra vöxt annarra þörunga, þar á meðal Haematococcus. 
Rannsóknin sýndi að vöxtur Haematococcus var hindraður þegar hann var ræktaður 
með Chlamydomonas og í æti frá Chlamydomonas. Hindrarnir höfðu fitulíka 
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eiginleika, þeir leystust í lífrænum leysum, voru tiltölulega uppleysanlegir í basísku 
æti og nokkuð hitastöðugir. Út frá þessu var áætlað að þessar sameindir væru ein 
eða fleiri fitusýrur. Frekari greining 20 árum seinna með gas-vökva skilju (e. gas-
liquid chromatographic) sýndi að þessar vaxtarhindrandi fitusýrur væru blanda af að 
minnsta kosti 15 fitusýrum (sjá töflu 2) (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980). 

Tafla 2: Vaxtarhindrandi fitusýrur frá Chlamydomonas.  
Samsetning fitusýra í seyti frá Chlamydomonas með vaxtarhindrandi eiginleika borin 
saman sem prósenta af heildarfjölda fitusýra. Greining á fitusýrunum er eins og 
eftirfarandi: 16 : 2 táknar 16 kolefni, 2 tvítengi (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980). 

Fitusýrur: Prósenta: 

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 

Aðrar 2,6 

Próteasa hindrar 

Seyttir próteasar gegna mikilvægu hlutverki í efnaskiptaferlum sýkla og fyrir 
sýkingarmátt þeirra. Á móti koma próteasahindrar frá hýslunum, meðal annars 
spendýrum, sem gegna mikilvægu hlutverki í ónæmiskerfinu með því að óvirkja og 
draga úr sýkingarmætti próteasa hjá sýklum. 

Tveir flokkar eru til af próteasa hindrum, hindrar sem binda og óvirkja virku svæðin á 
próteösum og α2-stórglóbúlín (e. macroglobulins). α2-stórglóbúlín binda próteasana 
og flytja þá í leysikorn fyrir niðurbrot. α2-stórglóbúlín er að finna víðsvegar í 
dýraríkinu, meðal annars þráðormum, liðdýrum, lindýrum, skrápdýrum, möttuldýrum 
og hryggdýrum (Armstrong 2006). 

Cystatín er fjölskylda af cystein próteasa hindrum. Cystatín innihalda almennt um 
115 amínósýrur með fjórar varðveittar cystein amínósýrur sem mynda tvö 
tvísúlfíðtengi, sum eru glýkósýleruð og/eða fosforýleruð (Lee, Bongcam-Rudloff o. fl. 
2009). 

Hjá cystatín C, próteasa hindra sem finnst meðal annars í vessum hjá mönnum, 
hefur verið sýnt fram á bakteríuhamlandi virkni gegn Streptococcus (hópi A). Tilbúin 
afleiða af cystatín C hindraði vöxt Streptococcus in vitro á diska-eyðuprófi (sjá mynd 
6) og in vivo í músum (Bjorck, Akesson o. fl. 1989). 



   15  

 
Mynd 6: Bakteríuhamlandi virkni cystatín C 

Diska-eyðuprófun með cystatín C afleiðu á Streptococcus, diskur (a) inniheldur cystatin 
afleiðuna, diskar b, c og d innihalda sýklalyfin doxýcyclín, benzýlpenicillín og bacitracín. 
Á myndinni sést hvernig sýklalyfin og cystatín afleiðan hindra vöxt Streptococcus í 
kringum diskana (Bjorck, Akesson o. fl. 1989). 

Bacteríócín 

Bacteríócín eru peptíð mynduð í ríbósómum Gram-neikvæðra og Gram-jákvæðra 
baktería og hafa það hlutverk að ráðast gegn öðrum bakteríum. Mjólkursýrugerlar eru 
Gram-jákvæðar lífverur sem framleiða mikinn fjölda bacteríócína með mólmassa frá 
2500 til 6000 Da. Bacteríócín frá mjólkursýrugerlum vinna á himnu baktería með því 
að bindast ákveðnum sameindum og geta verið mjög öflug, virkni þeirra má greina 
við nanómólar styrk. Bacteríócín er hægt að flokka í tvær megingerðir, eftir byggingu 
þeirra (Cotter, Hill o. fl. 2005). 

Flokkur 1 af bacteríócínum er almennt kallaður lantibíótic vegna óvenjulegra 
lanthíónín og β-methýllanthíónín afleiða sem verða til við umbreytingu eftir þýðingu. 
Þessi flokkur hefur víðtæka virkni gegn flestum Gram-jákvæðum bakteríum og hluti 
af virkninni felst í að bindast lípíð II, undanfara peptíðóglýkana, í frumuhimnu 
baktería. Flokkur 2 af bacteríócínum er með óbreyttum amínósýrum fyrir utan 
tvísúlfið tengin, sem eru einnig talin nauðsynleg fyrir þrívíddarmynd þessara peptíða 
(Sit og Vederas 2008).  

Bacteríócón finnast almennt í fæðu og eru óskaðleg spendýrum, sem gerir þau að 
spennandi viðfangsefni í matvælaiðnaði og landbúnaði (Sit og Vederas 2008). 

Viðtakar og boðleiðir náttúrulega ónæmiskerfisins 

Náttúrulega ónæmiskerfið byggist á viðtökum sem kallast mynsturnemar (e. pattern 
recognition receptors). Mynsturnemar þekkja varðveittar sýklatengdar sameindir sem 
einkenna utanaðkomandi lífform eins og bakteríur og veirur og skilja frá eigin frumum 
(Meylan, Tschopp o. fl. 2006). Þegar þessir viðtakar skynja sýkla virkjast mikilvægar 
boðleiðir sem ræsa ónæmiskerfið. Toll-líkir viðtakar og NOD-líkir viðtakar eru dæmi 
um mynsturnema sem finnast annars vegar bundnir í frumuhimnuna og greina 
sameindir frá óæskilegum örverum í umhverfinu og hinsvegar í umfryminu. 
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Toll-líkir viðtakar 

Ein gerð af mynsturnemum og lykilsameind í náttúrulega ónæmiskerfinu eru Toll-líku 
viðtakarnir, þeir eru himmnubundnir próteinviðtakar sem greina sameindir frá 
óæskilegum örverum í umhverfinu og koma af stað boðferlum sem hindra sýkingu. 
19-25 leucín ríkar endurteknar raðir eru einkennandi fyrir bindihneppið á viðtökunum 
sem snýr út í umhverfið. Þessi leucínríku svæði mynda skeifulaga byggingu og er 
talið að íhvolfa yfirborðið á þeim taki beinan þátt í skynjun á sýklum (Akira og Takeda 
2004). 

Það hneppi á Toll-líku viðtökunum sem sér um að leiða merkið áfram kallast Toll/IL- 
1 viðtaki (TIR). Þetta hneppi hefur vel varðveitt svæði, yfir 200 amínósýrur, 
samsvarandi við IL-1R, og innan þessara svæða eru þrjú varðveitt box sem eru 
nauðsynleg fyrir boðskiptin (sjá mynd 7) (Akira og Takeda 2004). TIR snýr inn á við í 
umfrymið og leiðir merki áfram með tengingu við prótein í umfryminu sem einnig 
innihalda Toll/IL-1 viðtaka hneppið. Þegar viðtakarnir virkjast af utanfrumu 
sameindum frá sýklum tengjast þeir öðrum boðleiðapróteinum, meðal annars 
MyD88, sem leiðir til varnarviðbragða, þar á meðal tjáningar á genum sem NFκB 
stjórnar, MAP kínösum, seytingu á efnavökum sem síðan leiðir til bólgumyndunar og 
myndunar á bakteríuhamlandi peptíðum (Ausubel 2005; Meylan, Tschopp o. fl. 
2006). 

Rannsóknir á sýklum skaðlegum mönnum gefa til kynna að sumir sýklar geti komist 
undan varnarkerfi hýsilsins með því að mynda prótein (TcpC) samsvarandi við Toll- 
líka viðtaka sem átfrumur (e. macrophages) taka upp og binda við MyD88 og hindra 
þannig boðleiðir Toll-líkra viðtaka og að varnarkerfi miðluðu af viðtökunum fari í gang 
(Cirl, Wieser o. fl. 2008). 

 
Mynd 7: Toll-líkir og Interleukin-1 viðtakar 

Toll-líkir viðtakar og interleukin-1 viðtakar (IL-1R) innihalda varðveitt hneppi sem snúa 
inn í umfrymið og kallast Toll/IL-1R (TIR) hneppi. TIR hneppið er skilgreint af þremur 
mjög samsvarandi svæðum (þekkt sem box 1, 2 og 3). Þrátt fyrir að þessi 
umfrymishneppi séu svona svipuð eru svæðin sem snúa út í umhverfið nokkuð ólík, 
Toll- líku viðtakarnir innihalda raðendurtekningar af svæðum ríkum af leucín, en IL-1R 
innihalda þrjú hneppi lík immunoglobulin (Akira og Takeda 2004). 
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Varnarkerfi í plöntum eru ekki jafn vel þekkt en boðferlar sem virkjast við áreiti eru 
svipaðir þeim sem finnast í dýrum. Í plöntum má meðal annars finna kínasa 
himnubundinn viðtaka, t.d. FLS2, sem er svipaður að byggingu og Toll-líku 
viðtakarnir í dýrum. Þessir viðtakar greina svipaðar sameindir og Toll-líku viðtakarnir, 
þar á meðal lípófjölsykrur og svipur baktería. Plöntu viðtakarnir geta þar að auki 
greint fjölda sameinda tengdum sveppum (Ausubel 2005). 

NOD-líkir viðtakar 

NOD-líkir viðtakar eru önnur fjölskylda af mynstursnemum og eru skilgreindir af 
breytilegu hneppi á N-endanum, kirna bindi-hneppi fyrir miðju og á C-endanum er 
hneppi ríkt af leucín raðendurtekningum (Ausubel 2005). Þetta eru innanfrumu 
viðtakar sem samanstanda af próteinum í umfryminu sem nema sameindir frá 
sýklum og miðla þessum merkjum í NFκB og MAP kínasa boðferla. NOD1 og NOD2 
eru meðlimir NOD-líku viðtaka fjölskyldunnar og skynja þeir niðurbrot af 
peptíðóglýkan frá bakteríum. Nauðsynlegt er að þessi peptíðóglýkan innihaldi 
muramýl tvípeptíð til þess að viðtakarnir geti skynjað þau, en muramýl finnst bæði hjá 
Gram-jákvæðum og Gram-neikvæðum bakteríum. NOD1 hefur þrengri virkni, skynjar 
aðeins peptíðóglýkan sem innihalda mesódíamínópimelic-sýru (ákveðin afleiða af 
amínósýrum) og finnst í flestum Gram-neikvæðum bakteríum en ekki Gram-
jákvæðum (Meylan, Tschopp o. fl. 2006). Á N-enda NOD1 er eitt hneppi sem virkjar 
og kallar að caspasa en NOD2 hefur tvö slík hneppi (Ausubel 2005). NOD prótein er 
að finna í spendýrum en plöntur hafa varnarprótein með svipaða byggingu sem 
kallast TIR-NBS-LRR og CC-CBS-LRR (Ausubel 2005). 

Bólguflóki 

Bólguflóki (e. inflammasome) er prótein flóki yfir 709 kDa að stærð og sér um að 
virkja caspasa 1 og 5 sem leiðir til seytingar á bólgumyndandi frumuboðunum pro-IL-
1β og pro-IL18. Tvær gerðir af bólguflókum hafa fundist hingað til, annars vegar 
NALP1 bólguflóki sem inniheldur NALP1, ASC miðils- (e. adaptor) prótein, caspasa 1 
og caspasa 5, og hinsvegar NALP2/3 bólguflóki sem innheldur auk NALP2 eða 
NALP3, caspasa liðsöfnunar hneppi (e. Caspase recruitment domain (CARD)) tengt 
við próteinin Cardinal, ASC og caspasa 1 (sjá mynd 8). NALP próteinin eru 
meginpróteinin í bólguflókunum (Petrilli, Dostert o. fl. 2007). 
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NALP1 bólguflóki

NALP2/3 bólguflóki

 
Mynd 8: Bygging bólguflóka 

NALP eru meginpróteinin í bólguflókum, amínósýru röð þeirra er einkennandi með 
pyrin hneppi á endanum (PYD), þar fylgir á eftir NACHT hneppi, NACHT-aðstoðar 
hneppi (NAD) og nokkrar leucín ríkar raðendurtektir. NALP1 inniheldur einnig FIIND 
hneppi en hlutverk þess er ennþá óþekkt og caspase liðsöfnunar hneppi (CARD), bæði 
hneppin eru ekki að finna í öðrum NALP (Petrilli, Dostert o. fl. 2007). 

NALP prótein eru umfrymis NOD-líkir viðtakar, NALP 3 skynjar peptíðóglýkan frá 
bakteríum, ATP og þvagsýru, og kallar að bólgumyndandi caspasa-1 í bólguflókanum 
með hjálp miðils próteinsins ASC. Þegar flókinn er virkjaður breytir caspasi-1 
bólgumyndandi frumuboðunum pro-IL-1β og pro-IL18 yfir á virka og seytta form 
þeirra (Muruve, Petrilli o. fl. 2008). 

Einnig hefur verið sýnt fram á að NALP3 getur skynjað og virkjast við erfðaefni frá 
eitlaveirum (e. Adenoviridae) sem leiðir til virkunar á IL-1β. Þetta er í samræmi við að 
IL-1β hefur mikilvægt hlutverk í náttúrulega ónæmisviðbragði gegn eitlaveirum. 
Hvernig bólguflókar skynja erfðaefni er þó ekki enn vitað (Muruve, Petrilli o. fl. 2008). 
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1.2 Chlamydomonas reinhardtii 

Chlamydomonas reinhardtii er einfruma grænþörungur sem aðskildist frá 
landplöntum (Streptophytes) fyrir milljarði ára. Hann tilheyrir chlorophytes sem er 
hluti af grænplöntuættleggnum viridiplantae (auk Streptophytes) en viridiplantae er 
svo aðskilinn frá opisthokonts (dýr, sveppir og Choanozoa). Þegar erfðamengi 
Chlamydomonas er skoðað sést að mörg gen Chlamydomonas tilheyra 
sameiginlegum forföður grænplantna og einnig forföður dýra og plantna (Merchant, 
Prochnik o. fl. 2007). Samanburður próteinmengja Chlamydomonas við aðrar lífverur 
gefur sömu niðurstöður þar sem skyldleiki er nokkuð jafn við dýr, plöntur og bakteríur 
og þá sérstaklega þegar litið er framhjá próteinum sem taka þátt í ljóstillífun 
(Merchant, Prochnik o. fl. 2007). Þannig skipar Chlamydomonas sess sem mikilvæg 
tilraunalífvera við rót þróunartrés heilkjörnunga. 

 
Mynd 9: Chlamydomonas reinhardtii 

Grænþörungurinn Chlamydomonas reinhardtii (mynd fengin 11.mars 2008 af 
http://www.aspb.org/images/chlamy.gif)  

C. reinhardtii finnst um allan heim í ferskvatni, sjó og ýmsum jarðvegi, hann er 
um 10 µm í þvermál og er einna helst notaður til rannsókna á ljóstillífun sem og á 
svipum. C. reinhardtii er einlitna og fjölgar sér með hefðbundinni mítósuskiptingu en 
getur þó, þegar aðstæður eru réttar, stundað kynæxlun. Erfðamengi C. reinhardtii 
hefur verið raðgreint og er ~120 MB með óvenju hátt GC hlutfall eða um 64%. Um 
35% af genunum finnast bæði í plöntum og mönnum, að auki eru 10% sameiginleg 
með mönnum og ekki plöntum, og 27% með plöntum en ekki mönnum (Merchant, 
Prochnik o. fl. 2007). C. reinhardtii er með tvær svipur sem  eru notaðar til hreyfingar  
og eru þær einnig nauðsynlegar fyrir æxlun. Svipurnar eru ekki nauðsynlegar fyrir 
frumuvöxt og því er hægt að skima fyrir stökkbreytingum sem tengjast svipunum 
sérstaklega (Lefebvre og Silflow 1999). C. reinhardtii er mjög mikilvægur fyrir 
rannsóknir á ljóstillífun þar sem hann getur vaxið bæði með ljós sem sinn eina 
orkugjafa og í myrkri með asetat sem orkugjafa, og er því hægt að viðhalda stofnum 
sem hafa stökkbreytingar í mikilvægum genum í þessum tveimur ferlum. Þannig er 
hægt að einangra og skilgreina gen sem eru nauðsynleg fyrir ljóstillífun og öndun 
(Grossman, Harris o. fl. 2003). C. reinhardtii hefur ýmsa kosti sem góð 
rannsóknarlífvera. Hann er auðveldur og ódýr í ræktun, vex tiltölulega hratt með 
tvöföldunartíma um 5 tíma. Það er auðvelt að stjórna æxlun þeirra og það er hægt að 
rækta þá bæði á föstu æti og í vökvaæti.  

C. reinhardtii lifir í umhverfi þar sem mikil bakteríuflóra þrífst og er því líklegt 
að hann hafi þróað með sér innræn (e. endogenous) varnarkerfi lík þeim sem 
rannsökuð hafa verið hjá bæði dýrum og plöntum. Forvitnilegt er að kanna þessi 
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varnarkerfi og hvað þau eiga sameiginlegt með varnarkerfum í öðrum lífverum. Í 
plöntum og dýrum hafa fundist margir sambærilegir þættir í náttúrulega varnarkerfinu 
svo sem viðtakar, kínasa boðleiðir og bakteríuhamlandi peptíð. Út frá því er talinn 
möguleiki á að þessi varnarkerfi eigi sér djúpar þróunarlegar rætur í sameiginlegum 
forföður plantna og dýra (Ausubel 2005). Hvort um er að ræða sameiginlegan 
uppruna eða samleitni í þróun á eftir að koma í ljós. Þar sem Chlamydomonas 
stendur svo nærri sameiginlegum forvera dýra og planta hentar grænþörungurinn 
mjög vel til gefa betri sýn á uppruna þessara varnarkerfa. 
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1.3 Hreinsun og einangrun bakteríuhamlandi 
sameinda með HPLC 

Hágæða vökvaskiljun (e. High Performance Liquid Chromatography – HPLC) er öflug 
og mikið notuð aðferð við hreinsun og greiningu á próteinum, peptíðum og öðrum 
sameindum. Vinsældir HPLC má rekja til ýmissa þátta; hægt er að endurtaka HPLC 
tilraunir auðveldlega, hægt er að stjórna valinu á hreinsun og einangrun sameinda 
með ýmsum aðferðum og heimtur eru almennt háar. Oftast er hægt að ná fram 
aðgreiningu á sameindum sem eru mjög líkar að byggingu. Allar víxlverkanir 
burðarlags súlefnis og vökvafasa í vökvaskiljun eru byggðar á þekktum kröftum og 
hægt er að breyta aðstæðum til að losa af einstakar sameindir. Aðstæður eru því 
ákveðnar sérstaklega fyrir hverja skiljun. Hvernig prótein og peptíð bindast við 
burðarlag vökvaskilja ákvarðast af byggingu og skautunareiginleikum sameindarinnar 
og skilatími þeirra ræðst af því ásamt eiginleikum vökvafasana. Hjá stórum 
fjölpeptíðum og próteinum sem taka á sig miklar annars stigs og þriðja stigs myndir 
er það aðeins lítill hluti sameindanna sem bindst við burðarlagið (Aguilar 2004). 

Allir líffræðilegir ferlar byggja á sérstökum víxlverkunum milli sameinda og 
hremmiskiljur (e. affinity columns) nýta sér þessar víxverkarnir til þess að hreinsa 
sameindir á sértækan hátt eftir starfsemi þeirra eða efnabyggingu. Vökvaskiljur með 
öfugfasa (e. reverse phase), jónaskipta eða vatnssæknum samloðunum aðskilja hins 
vegar peptíð og prótein eftir mismunandi vatnssækni á yfirborðinu eða hleðslu 
sameindanna. Með þessum aðferðum er því hægt að aðgreina þætti úr flóknum 
efnablöndum en hremmiskiljur eru frekar notaðar til þess að ná fram hreinsun á einu 
eða litlum fjölda efna úr efnablöndu (Aguilar 2004). 

Með tilkomu hágæða vökvaskilja hefur fjöldi bakteríuhamlandi peptíða sem hafa 
verið einangruð og skilgreind stóraukist. Nánast hver einasta rannsókn sem 
framkvæmd er núna á bakteríuhamlandi peptíðum byggir á slíkri hreinsun. Má þar 
nefna vökvaskiljun með hlaupsíun og með jónaskipta- og öfugfasa aðferðum 
(Selsted 1997).  

HPLC tæknin nýtist vel í hreinsun á bakteríuhamlandi peptíðum þar sem 
bakteríuhamlandi peptíð eru flokkuð í fjölskyldur með mikla amínósýruraða 
samsvörun og svipaða byggingu, eins og sést meðal annars hjá defensínum hjá 
hryggdýrum, skordýrum og plöntum. Sveigjanleiki HPLC tækninnar leyfir einnig 
hreinsunarferla án efna sem trufla virkni bakteríuhamlandi peptíða (Selsted 1997). 

Rétt er að minna á að peptíð og prótein hafa öll einstaka eiginleika og byggingu. 
Engu að síður er mjög gagnlegt við hreinsun að taka mið af sameiginlegum 
eiginleikum peptíðanna. Í þessu samhengi má benda á að nánast öll þekkt 
bakteríuhamlandi peptíð eru lítil prótein (~25 - 50 amínósýrur). Það má nýta í 
hreinsun með stærðar útilokun. Þá eru flest bakteríuhamlandi peptíð með jákvæða 
hleðslu sem nýtist í jónaskiptaaðferðum og hægt er að hreinsa nánast öll peptíðin 
með öfugfasa aðferðum (Selsted 1997). 
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1.3.1 Hlaupsíun 

Þessi aðferð (einnig þekkt sem gelsíun)(e. gel filtration) skilur sameindir í sýni að eftir 
stærð þeirra, þ.e. meðal ummáli sameindanna, og gagnast sérstaklega í fyrstu 
skrefum hreinsunar á peptíðum, þegar mikill fjöldi annarra sameinda er í sýninu. 
Súluefnið er gert úr gelkúlum sem geta tekið inn í sig smærri sameindir og jónir. 
Stærri sameindir sem komast ekki inn í kúlurnar ferðast hraðar niður en minni 
sameindir tefjast í kúlunum og þannig fæst fram aðskilnaður sameindanna eftir 
stærð, sjá mynd 10 (Berg, Tymoczko o. fl. 2007). 

 
Mynd 10 Hlaupsíun 

Sýni, uppleyst í litlu rúmmáli, er hlaðið á súlu sem inniheldur gelkúlur. Stórar sameindir 
komast ekki inn í kúlurnar og ferðast því hraðar gegnum súluna (Berg, Tymoczko o. fl. 
2007). 

1.3.2 Jónaskiljun (katjónaskiljun) 

Katjónaskiljun er vinsæl aðferð við hreinsun vegna jákvæðrar hleðslu á flestum 
bakteríuhamlandi peptíðum. Einn kostur þessarar aðferðar er hve mikið magn 
súluefnin geta almennt bundið með góðum afraksti. Á móti kemur að ekki næst mjög 
góður aðskilnaður á efnum með svipaða jákvæða hleðslu en til þess nýtist öfugfasa 
tæknin mun betur og einnig þarf oftast að afsalta sýnin áður en þau eru könnuð 
frekar (Selsted 1997). Jónaskiljun aðgreinir sameindir eftir hleðslu þeirra. Ef prótein 
eða peptíð hefur jákvæða hleðslu við pH 7 getur það oftast bundist við súluefni sem 
inniheldur karboxýlhópa eða aðra anjóna hópa, en neikvætt hlaðið prótín/peptíð 
getur það ekki (sjá mynd 11). Jákvætt hlaðið prótein sem bundið er á slíka súlu er 
hægt að losa af með því að auka styrk af natríum klóríð eða álíka salti í 
losunarlausninni, natríum jónirnar keppa við jákvætt hlaðna hópa á próteinunum um 
bindingu við súluefnið og lítt jákvætt hlaðin prótein losna af fyrr en þau sem hafa 
mikla jákvæða hleðslu (Berg, Tymoczko o. fl. 2007). Einnig er hægt að draga úr 



   23  

jákvæðri hleðslu próteina og peptíða með því að hækka sýrustigið og þannig losa af 
súlunni með sýrustigs stigli (Ahamed, Nfor o. fl. 2007). 

 
Mynd 11: Katjónaskiljun. 

Þessi aðferð aðskilur sameindir eftir hleðslu þeirra. Jákvætt hlaðnar sameindir bindast 
við neikvætt hlaðið súluefnið meðan neikvætt hlaðnar sameindir renna í gegn (Berg, 
Tymoczko o. fl. 2007). 

1.3.3 Öfugfasa skiljun 

Öfugfasaskiljun er ein öflugasta aðferðin við hreinsun á bakteríuhamlandi peptíðum. 
Algengustu súluefnin eru úr kísli (e. silica) sem stoðefni með kolvetniskeðjur (n-
Alkyl), C4 til C18 langar, fastar við stoðefnið. Aðskilnaður á sýnum verður aðallega 
vegna vatnsfælinnar samloðunar við súluefnið. Mynd 12 sýnir gróflega bindingu 
próteina og peptíða við vatnsfælna súluefnið. Sameindirnar bindast í skautuðum leysi 
svo sem vatni en losna þegar styrkur minna skautaðs leysis er aukinn; því 
vatnsfælnari sem sameindirnar eru því fastar eru þær bundnar. Sameindir eru 
losaðar af með stigli af lífrænum leysi t.d. asetonitríl eða metanól. Hægt er að hafa 
áhrif á bindingu sameinda við súluefnið með því að breyta jóna-pörum í lausnum, 
algengustu jónuðu efnin eru tríflúrediksýra, heptaflúrsmjörsýra, ammóníum asetat og 
fosfórsýra. HPLC með öfugfasaskiljun er mjög öflug tækni fyrir greiningu á peptíðum 
og próteinum meðal annars vegna þess að: 1) Hægt er að ná fram góðri upplausn í 
aðskilnaði sameinda. 2) Auðvelt er að hafa áhrif á næmni skiljunar með breytingum á 
vökvafösum. 3) Góðar heimtur fást með HPLC skiljun og þar með há framleiðslugeta. 
4) Auðvelt er að endurtaka hreinsanir með sömu niðurstöðum yfir langan tíma, meðal 
annars vegna þess hve stöðugt súluefnið er í mismunandi vökva fösum. Hins vegar 
getur öfugfasa HPLC valdið óafturkræfum afmyndunum á próteinum og þar með 
minnkað mögulegar heimtur á efnum í líffræðilegu virku ástandi (Selsted 1997; 
Aguilar 2004). 

Jákvætt hlaðnar
sameindir
bindast við
neikvætt hlaðið
súluefnið

Neikvætt
hlaðnar
sameindir renna
í gegn án þess
að bindast
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Mynd 12: Binding peptíða við öfugfasa súluefni. 

Skematísk mynd af bindingu peptíðs við öfugfasa súluefni. Vatnsfælinn svæði 
peptíðanna bindast við n-alkýl keðjurnar (Aguilar 2004). 

 

Pept íð 

 
   

n-Alkyl 
keðjur 
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2 Markmið 
Ljóst er að náttúrulega ónæmiskerfið býr yfir miklum fjölda aðferða og verkfæra til 
þess að verjast bakteríusýkingum. 

Hvort þessi varnarkerfi eigi sér sameiginlegan forföður er verðug spurning að glíma 
við og til þessa er Chlamydomonas einmitt tilvalin lífvera að skoða nánar, en engar 
rannsóknir hafa verið birtar um ónæmiskerfi eða bakteríuvarnir Chlamydomonas. 

Markmið þessa verkefnis var að skilgreina bakteríuhamlandi sameindir sem C. 
reinhardtii seytir og einangra þau prótein eða peptíð sem standa að baki virkninni. 
Einnig að komast að amínósýruröð þeirra og þá um leið finna þau gen sem skrá 
þessi prótein eða peptíð. 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Ræktunaraðstæður 

Chlamydomonas reinhardtii: 

C. reinhardtii stofnar sem notaðir voru í þessu verkefni voru CC-2677 og CC-3403. 
Þessir stofnar eru með laskaðan frumuvegg auk þess sem stofninn CC-1690, með 
ólaskaðan vegg, var notaður sem viðmið. Sjá viðauka 9.1 fyrir frekari upplýsingar um 
stofnana og geymslu þeirra. Stofnarnir voru ræktaðir ýmist í kolefnisríku æti (TAP 
æti) eða lágmarks æti með viðbótar amínósýrum ef þess þurfti. Best var að hafa 
ræktirnar í stórum keiluflöskum og með sem mestu vökvayfirborði. Við 5% sáningu 
urðu ræktirnar fullvaxta og fagurgrænar með A595 ~0,8 á um 4-5 dögum og við 
stöðugan hristing (139 rpm). Hitastig var 21°C og t il að ná fram jöfnum vexti í 
ræktunum voru þær hafðar við lotubundið ljós 12 tíma í senn með 12 tíma myrkur á 
milli. Þegar ræktirnar voru tilbúnar fyrir frekari vinnslu var smá hluti tekinn frá til þess 
að endursá ræktunum áður en frumurnar voru spunnar niður (við 14500 g í 45 mín) 
og flotinu, með seyttum sameindum frá C. reinhardtii, safnað saman til frekari 
vinnslu. 

Bakteríustofnar: 

Bakterístofnar sem notaðir voru í þessu verkefni voru Bacillus cereus (Gram-
jákvæður), notaður sem sýkingarbaktería, en Bacillus megaterium stofn Bm-11 
(Gram-jákvæður) og Escherichia coli stofn D-21 (Gram-neikvæður) voru notaðir til að 
meta vaxtarhindrun með eyðuprófi. Sjá viðauka 9.1 með frekari upplýsingum um 
stofnana og geymslu þeirra. Bacillus cereus var tekinn úr frysti og ræktaður í 20 ml af 
Nutrient æti yfir nótt í hristiskáp við 35°C og 250  rpm. Bm-11 og D-21 voru teknir úr 
frysti, ræktaðir upp í LB-vökvaæti og sáð á LB skálar með streptómýcín sýklalyfi (100 
µg/ml). 

Í viðauka 9.2 eru uppskriftir af æti og fleiri lausnum. 

3.2 Bakteríuhamlandi virkni 

3.2.1 Örvun á bakteríuhamlandi virkni hjá C. reinhardtii 

Örvun með bakteríusýkingu 

C. reinhardtii var ræktaður upp í 20 ml í TAP æti og látinn vaxa við 21°C í hristiskáp í 
4-5 daga. Áður en ræktin var sýkt með bakteríum var hreinleikinn skoðaður í smásjá. 
Það var gert til þess að vera viss um að ræktin væri ekki þegar sýkt af öðrum 
bakteríum (menguð). Á 3. eða 4. degi var Bacillus cereus ræktaður í 20 ml af 
Nutrient æti yfir nótt í hristiskáp við 35°C og 250  rpm. Á 4. eða 5. degi var 
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sýkingarbakteríum blandað við C. reinhardtii ræktina, 0,5 ml af bakteríuræktinni var 
bætt út í 20 ml af C. reinhardtii rækt. Ræktað yfir nótt í hristiskáp við 20°C og 13 9 
rpm. Daginn eftir var ræktin spunnin niður og seyti hreinsað með Oasis HLB 6cc súlu 
frá Waters, frostþurrkað og bakteríuhamlandi virkni könnuð með eyðuprófi ásamt 
viðmiðum, sem voru hrein C. reinhardtii rækt og B. cereus í TAP æti. 

Örvun með útfjólubláu ljósi 

C. reinhardtii stofninn CC-2677 var ræktaður upp í 100 ml í TAP æti og látinn vaxa 
við 21°C í hristiskáp í 4-5 daga. Þegar ræktin var fullvaxin var henni skipt í 5 
skammta, einn fyrir viðmið og rest settir í útfjólublátt ljós í mislangan tíma. Styrkur 
ljósins var 1000 µJ/cm2 og tímapunktarnir hafðir 0 sek (viðmið), 10 sek, 20 sek, 30 
sek og 60 sek. Skamtarnir voru settir í stórar Petri-skálar til að ná sem mestu 
yfirborðsflatarmáli fyrir útfjólubláa ljósið og komið síðan aftur fyrir í keiluflöskum og 
ræktirnar látnar vaxa yfir nótt í hristiskápnum í myrkri. Daginn eftir voru flotin af 
ræktunum hreinsuð með Oasis HLB súlum, frostþurrkuð og bakteríuhamlandi virkni 
könnuð með eyðuprófi á Bm-11. 

3.2.2 Eyðupróf á Petri-skál 

Til þess að kanna bakteríuhamlandi virkni hjá C. reinhardtii var seyti frá 
grænþörungnum leyst upp í sem minnstu rúmmáli af vatni (rúmmál mismunandi eftir 
stigi hreinsunar) og sett í eyðupróf þar sem sást hvort seytið náði að hefta vöxt 
baktería. Notaðar voru bakteríurnar Bacillus megaterium (Bm-11) eða E. coli (D-21). 
Bakteríustofnar voru teknir upp úr frysti, ræktaðir upp í LB-vökvaæti og sáð á LB 
skálar með sýklalyfi (sem prófstofnarnir þola). Halda mátti stofnunum gangandi í smá 
tíma með því að sá áfram á LB skálar. Stakar kólóníur voru ræktaðar upp í 10 ml LB 
vökvaæti og á meðan bakteríustofnarnir voru í rækt var LB-agar útbúinn. 7 ml LB 
vökvaæti með 1% agarósa var hitaður að suðu í örbylgjuofni og kælt að 45°C í 
vatnsbaði. Þegar bakteríustofnarnir höfðu náð A595 0,6 var Bm-11 þynntur tífalt, 100 
µl í 900 µl LB, og D-21 þynntur hundraðfalt, 10 µl í 990 µl LB. Síðan var 53 µl af 
þynntri rækt blandað hratt út í LB-agarinn og dreift á skál. Ef saltblandan “medium E” 
var höfð með var 140 µl bætt samtímis með og blandað snögglega, sjá viðauka 9.2 
með uppskrift af medium E. Skálunum var síðan leyft að storkna í 30 mínútur og litlir 
brunnar (3 mm í þvermál) útbúnir. 3 µl af sýni var sett í hvern brunn, skálum lokað og 
þær hafðar yfir nótt við 32°C. Daginn eftir voru mæ ldar eyður í kringum brunnana þar 
sem vöxtur baktería var hindraður (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005). 

3.2.3 Próteinasa próf 

Til þess að kanna hvort bakteríuhamlandi sameindir væru gerðar úr peptíðum eða 
próteinum voru sýnin meðhöndluð með próteinösum fyrir eyðupróf. Ef peptíð eða 
prótein eru að hamla vexti bakteríanna ætti vaxtarhindrun að minnka eða hverfa eftir 
próteinasa meltu. Prófað var að melta með Próteinasa K og Pepsíni frá Sigma í 
mismiklum styrk. 

Próteinasa K melting 

Frostþurrkuð sýni voru leyst upp í eins litlu rúmmáli af vatni og mögulegt var, um það 
bil 10-50 µl. Sýnin ásamt viðmiðum voru þynnt bæði með vatni og með próteinasa K 
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(20 mg/ml í TE dúa) þannig að lokastyrkur þess yrði 10 mg/ml, 1 mg/ml og 0,1 
mg/ml. Til að virkja próteinasa K voru þynningarnar síðan geymdar við 37°C í 1 klst. 
Eftir eina klukkustund var bakteríuhamlandi virkni í sýnunum athuguð með eyðuprófi 
á Bm-11 agarskál. 

Pepsín melting 

Pepsín var leyst upp í dH2O að 10 mg/ml og geymt við -20°C. Frostþurrkuð sýni  sem 
prófa átti voru leyst upp í 5% maurasýru í eins litlu rúmmáli og hægt var (~10-20 µl). 
Helmingur af uppleystu sýnunum var bætt í við 5% maurasýru að 20 µl ásamt pepsín 
lausn þannig að lokastyrkur þess var 0,5 mg/ml. Hinn helmingurinn fór í 20 µl af 5% 
maurasýru sem viðmið. Sýnin voru svo geymd við 37°C  í 5 tíma og eftir það fryst 
með fljótandi köfnunarefni og frostþurrkuð yfir nótt. Frostþurrkuð sýnin voru leyst upp 
í 5 µl 0,1% TFA og athuguð fyrir bakteríuhamlandi virkni með eyðumyndunarprófi á 
Bm-11 agarskál (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005).  

3.2.4 Lýsósím virkni 

Til að kanna hvort lýsósím væri til staðar í lausnum eða sýnum var notað eyðupróf 
með þurrkuðum Micrococcus lysodeikticus frá Sigma en hann er mjög næmur fyrir 
lýsósími. 6 ml af 1% agarósa var búinn til með 67 mM natríum fosfat (NaH2PO4*H2O) 
dúa, pH 6 (stilltur með NaOH) og innihélt 50 mM natríum klóríð (NaCl) og 1 mg/ml M. 
lysodeikticus. Þetta var brætt saman í örbylgjuofni, helt á Petri skál og látið storkna í 
um 30 mínútur. Búnir voru til brunnar, 3 mm í þvermál, í agarinn og 3 µl af sýni sett í, 
haft í 24 tíma við 37°C og eyður mældar þar sem lýs ósím í sýni hafði sundrað M. 
lysodeikticus. Sjá viðauka 9.2 með uppskrift af agarósa dúanum (Bergsson, 
Agerberth o. fl. 2005).  

3.2.5 Fitusýru virkni 

Bakteríuhamlandi virkni frá fitusýrum var könnuð með tvennum hætti, annars vegar 
með hexan útdrætti þar sem frostþurrkað grófhreinsað sýni af Oasis HLB með 
staðfesta virkni var notað, og hins vegar með hexan skolun þar sem fitusýrur voru 
skolaðar af Oasis HLB súlum með hexan samtímis grófhreinsun. 

Hexan útdráttur 

Frostþurrkað grófhreinsað sýni af Oasis HLB súlu var leyst upp í 0,5 ml af 4% 
natríum karbonat lausn (Na2CO3). 1 ml af hexan bætt út í og lausnin látin skiljast, 
vatnsfasinn tekinn og bætt út í hann 1 M H2SO4 þar til sýrustigið varð lægra en 4. 1 
ml af hexan aftur bætt út í og lausnin látin skiljast, vatnsfasinn tekinn til hliðar og 
hexan fasinn þurrkaður niður í “speedvac”. Þurrkuð sýnin voru leyst upp í vatni og 
virknimæld með eyðuprófi á Bm-11 agarskál. Einnig var vatnsfasi frostþurrkaður, 
leystur upp í vatni og virknimældur. 

Skolun af Oasis HLB með Hexan 

Eftir að sýni hafði verið hlaðið á Oasis HLB súlu var hægt að skola fitusýrur 
sérstaklega af með hexan áður en sýni voru losuð af með lífrænum leysi (acetonitríl). 
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Súlan var þá skoluð með einu og hálfu súlurúmmáli (10 ml) af hexan, affall þurrkað 
niður og virknimælt með eyðuprófi á Bm-11. Þessi aðferð var mun einfaldari í 
framkvæmd en hexan fellingin og var því notast við hana við grófhreinsun á seyti frá 
C. reinhartdii. 

3.3 Hreinsun á bakteríuhamlandi sameindum 

3.3.1 Saltfelling 

Saltfelling var framkvæmd fyrir grófhreinsun á floti frá C. reinhardtii rækt. C. 
reinhardtii var ræktaður þar til fagurgrænn (A595 ~0,8), spunninn niður í 45 mín við 
14500 g og TFA bætt út í flotið að 0,1%. Saltfelling var gerð í tveimur þrepum, með 
10% og 65% styrk af ammóníum súlfati og 50 mM CaCl2. Jafnan sem notast var við 
til útreiknings á magni salts er: 

 Grömm (g) af (NH4)2SO4 / ml = F*(P2-P1)/(103-3P2) 

 (P1 = Upphafsstyrkur ammóníum súlfats, P2 = Lokastyrkur)  

F = 5,06 (við 0°C),  F = 5,33 (við 20°C) 

Fellingin var gerð á ís þannig notast var við F = 5,06. Saltinu var bætt saman við 
lausnina í hægum skrefum og hrært á meðan, leyft síðan að setjast í 1 klst á ís. 
Óuppleyst efni voru felld í skilvindu við 10.000 g í 15 mín, flotinu safnað saman og 
ammóníum súlfat mettun hækkuð í 65% hægt og rólega. Lausnin spunninn niður við 
10.000 g í 15 mín og botnfallið leyst upp í 0,1% TFA. Uppleyst botnfall og flotið voru 
síðan grófhreinsuð með Oasis HLB súlum og virknimæld með eyðuprófi á Bm-11 
(Voet og Voet 2004). 

3.3.2 Hreinsun með katjóna súluefni 

Sterkt katjóna-skipta súluefni, AG 50W-X8 frá Biorad, var notað til að binda efni úr 
floti frá C. reinhardtii. C. reinhardtii var ræktaður í 250 ml þar til fagurgrænn (A595 
~0,8), spunninn niður og flotinu safnað saman. Súluefnið var undirbúið með því að 
taka um 5 mg súluefni og skola í miklu rúmmáli (x20 rúmmál) af vatni í nokkur skipti, 
skolað síðan nokkrum sinnum með TAP pH 3 og látið liggja í því yfir nótt. Súluefnið 
skolað aftur með TAP pH 3 daginn eftir og sett út í flotið sem þegar hafði verið stillt 
að pH 3 með 1 M maurasýru. Súluefnið látið hrærast í flotinu í 3-4 tíma, síað frá með 
Whatman pappír og skolað síðan með TAP pH 3. Efni bundin við súluefnið voru svo 
losuð af með 1 M ammóníum hýdroxíð (NH4OH). Efni sem losnuðu af með NH4OH 
voru þurrkuð niður í “speedvac” og virknimæld með eyðuprófi á Bm-11 agarskál. 
Restin af flotinu var keyrð í gegnum Oasis HLB súlu, losuð af með 95% asetonitríl, 
frostþurrkuð og virknimæld á BM-11 agarskál. 
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3.3.3 Grófhreinsun með Oasis og SepPak súlum 

Oasis súlurnar frá Waters voru notaðar til þess að þjappa saman efnivið og 
grófhreinsa hann. Einnig voru þær notaðar til þess að skipta um dúa og hreinsa burt 
sölt. 

Oasis HLB súlur 

Oasis HLB eru öfugfasa súlur gerðar úr blöndu af vatnsæknu og fitusæknu súluefni 
sem hefur góða bindingu við flestar sameindir. TFA sýru var bætt út í flot frá C. 
reinhardtii að 0,1% af heildarrúmmáli áður en því var hlaðið á súlu. Oasis HLB súlan 
var fyrst virkjuð með einu súlurúmmáli af asetonitríl (um 6 ml fyrir 6 cc súlur) og 
jöfnuð út með þremur súlurúmmálum af 0,1% TFA. Flotið var keyrt í gegnum súluna 
með sogi allt að 10 ml/mín hraða (fyrir 6 cc súlur), hraðinn samt stilltur þannig að 
dropar nái að myndast úr súlunni en ekki samfellt flæði. Þegar flotið var komið í 
gegnum súluna var hún skoluð með einu súlurúmmáli af 0,1% TFA. Hægt er einnig 
að nýta mismunandi eiginleika súluefnanna í Oasis HLB og losa af súlunni eftir 
skautun, fyrst óskautuð, svo minna skautuð og meiri skautuð efni í sitt hverju rúmmáli 
(sjá mynd 13). Fitusýrur voru losaðar af súlunni með 10 ml hexan og prótein/peptíð 
losuð af með 10 ml asetonitríl í 0,1% TFA, helst með þrepalosun (t.d. fyrst 5% 
asetonitríl, næst 25%, 60% og enda á 95% asetonitríl). Afföll voru frostþurrkuð yfir 
nótt og þá tilbúin fyrir frekari vinnslu (Bergsson, Agerberth o. fl. 2005). 

 
Mynd 13: Hreinsun sameinda með Oasis HLB súlu 

Hægt er að nýta mismunandi eiginleika súluefnana í Oasis HLB súlum og losa af þeim 
óskautaðar sameindir, lítið skautaðar sameindir saman og meiri skautaðar sameindir í 
sitthverju lagi. 

Oasis MCX súlur 

Oasis MCX súlur eru gerðar úr blöndu af katjóna súluefni og vatnsfælnu súluefni og 
eru sérstaklega gerðar til þess að binda basískar sameindir. Þessi blanda af 
súluefnum gefa möguleika á þrepalosun af súlunni með mismundandi styrk af 
metanóli og ammóníum hýdroxíði (sjá mynd 14). Með því að skola súluna með 
metanóli losna sameindir sem súlan heldur með vatnsfælna súluefninu og 
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ammóníum hýdroxíð losar af katjóna súluefninu. Oasis MXC súlan var virkjuð með 
einu súlurúmmáli (um 3 ml fyrir 3 cc súlur) af metanóli og svo 1 M maurasýru strax í 
kjölfarið. 1 M maurasýru var bætt í þurrkað sýnið þar til rúmmálið náði einu 
súlurúmmáli og sýnið keyrt í gegnum súluna með sogi. Súlan svo skoluð með einu 
súlurúmmáli af 1 M maurasýru og einu súlurúmmáli af metanóli. Fyrsta skref losunar 
var með einu súlurúmmáli af 0,35 M ammóníum hýdroxíði, síðan með einu 
súlurúmmáli 0,35 M ammóníum hýdroxíði í 60% metanóli og að lokum 0,7 M 
ammóníum hýdroxíð í metanóli. Eftir hverja lausn sem fór í gegnum súluna var loft 
sogið í gegn til að þurrka hana, vatnsækni hluti súluefnisins kemur í veg fyrir að súlan 
skemmist við þurrk. Lausnir sem komu af súlunni voru þurrkaðar við 40°C í loftæmi 
með “speedvac” og þá tilbúin fyrir frekari vinnslu (Dobrev og Kaminek 2002). 

 
Mynd 14: Yfirlitsmynd yfir grófhreinsun með Oasis M CX. 

Hreinsun með Oasis MCX súlu kom í kjölfar grófhreinsunar með Sep-Pak C18 súlu 
eða Oasis HLB súlu. Sýni var leyst upp í maurasýru og hlaðið á súluna, súlan síðan 
skoluð með maurasýru og metanóli og sameindir losaðar af henni með ammóníum 
hydróxíð og metanóli í mismiklum styrkjum (Dobrev og Kaminek 2002). 

SepPak súlur 

SepPak súlur frá Waters eru gerðar úr C18 súluefni og byggja á öfugfasa 
víxlverkunum. Súlan var virkjuð með einu súlurúmmáli af asetonitríl og jöfnuð út með 
þremur súlurúmmálum af 0,1% TFA. TFA sýru var bætt út í sýni að 0,1% og keyrt í 
gegnum súluna með sogi allt að 10 ml/mín hraða (fyrir 6 cc súlur). Eftir að sýnið var 
komið í gegn var súlan skoluð með einu súlurúmmálum af 0,1% TFA og síðan losað 
af henni í þrepum með hækkandi styrk af asetonitríl (oftast 25%, 50% og 80% styrk). 
Afföll voru frostþurrkuð og þá tilbúin fyrir frekari vinnslu.  
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3.3.4 HPLC hreinsun 

Efniviður sem þegar hafði verið grófhreinsaður var settur á “Äkta purifier” HPLC tæki 
frá GE Healthcare Life Sciences. Ýmsar leiðir eru mögulegar í HPLC hreinsun þar 
sem gífurlegur fjöldi súluefna er til en hér var notast við jónaskiptasúlur í byrjun og 
síðan öfugfasasúlur. Súlurnar voru geymdar með 20% EtOH í sér, byrjað var á að 
skola HPLC tækið og súlu vel með 20% EtOH, MQ-H2O í kjölfarið og síðan með 
jöfnunarlausninni (lausn A), því lengur því betra. Ef súlan hafði ekki verið notuð í smá 
tíma eða önnur sýni verið keyrð á undan var gerð ein keyrsla án sýnis til þess að 
vera fullviss um að súlan sé í lagi og hrein. Þegar súlan var tilbúin var keyrslan sett 
upp, lengd hennar ákvörðuð (fjöldi súlu rúmmála), upphafs- og lokastyrkur lausnar B, 
losunarlausn, ásamt ýmsum öðrum þáttum sem HPLC býður upp, sjá nánar í 
handbók “Äkta purifier”. Mikilvægt er að sýnið sé rétt hlaðið í tækið og að allar lausnir 
séu afgasaðar til þess að forðast loftbólumyndun. Sýnin voru leyst upp í lausn A, 
hægt er að hlaða sýni á súlu í nokkrum lotum en ef hlaðið var í einni lotu var sýnið 
ekki leyst upp í meira en 50% af heildarrúmmáli sýnalykkjunar sem notuð var á “Äkta 
purifier” tækið, 500 µl ef 1 ml lykkjan var notuð, 50 µl fyrir 100 µl lykkjuna og 5 µl fyrir 
10 µl lykkjuna. Sýnið var spunnið niður við 9000 g í 5 mín áður en því var hlaðið á 
súluna. Eftir keyrsluna voru afföllin frostþurrkuð og tilbúin fyrir frekari vinnslu og “Äkta 
purifier” tækið skolað vel með 20% EtOH. 

HPLC með katjóna-skipta súlu 

Notast var við súluna “HiTrap CM FF 5 ml” frá GE Healthcare Life Sciences sem 
inniheldur veikt katjónaskipta súluefni. Súlan getur bundið mikið magn sameinda og 
því voru sýni leyst upp í allt að 10 ml af jöfnunarlausninni og hlaðið á í nokkrum 
lotum. Lausn A, jöfnunarlausnin, var gerð úr 0,2 M ediksýru og lausn B, 
losunarlausnin var gerð úr 0,2 M ediksýru með 1,5 M ammóníum asetat og var 
styrkur jöfnunarlausnarinnar hækkaður í 100% með stöðugum stigli. Flæðihraðinn 
stilltur 1 ml á mínútu í 30 mínútur og affalls skammtarnir, mældir við A214nm og A280nm 
hafðir 1,3 ml hver. Afföll sem innihéldu sameindir út frá gleypnimælingunum voru svo 
keyrð í gegnum Oasis HLB súlur til afsöltunar. Efni losað af súlunum með 95% 
asetonitríl í 0,1%TFA, frostþurrkað og þá tilbúið til frekari vinnslu (Aguilar 2004). 

HPLC með anjóna-skipta súlu 

Notast var við súluna “Mini Q PE 4,6/50” frá GE Healthcare Life Sciences en hún 
inniheldur sterkt anjónaskipta súluefni. Sýni voru leyst upp í 500 µl með 
jöfnunarlausn og hlaðið á súluna í einni lotu. Lausn A, jöfnunarlausnin, var gerð úr 20 
mM Tris-HCl, pH 8,0 og lausn B, losunarlausnin, var gerð úr 20 mM Tris-HCl + 0,5 M 
NaCl, pH 8,0 en annars var uppsetning sú sama og notuð var við katjónaskipta 
súluna (Aguilar 2004). 

HPLC með öfugfasa-skipta súlum 

Notast var við öfugfasasúlurnar “SOURCE™ 5RPC ST 4.6/150” og “µRPC C2/C18” 
frá GE Healthcare Life Sciences og “Oasis HLB Online Column 25µm 4.6x20mm” frá 
Waters sem inniheldur sömu blöndu af súluefni og Oasis HLB súlurnar notaðar í 
grófhreinsun. Sýni voru hlaðin á súlurnar í einni lotu, rúmmál fór eftir hversu mikið 
magn var í sýninu en oftast um 500 µl í lausn A fyrir öfugfasa súlurnar og um 50 µl 
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fyrir HLB súluna. Lausn A, jöfnunarlausnin, var gerð úr 0,1% TFA + 2% asetonitríl, 
afgasað í 20-30 mín fyrir notkun, fyrir allar 3 gerðirnar af súlum. Lausn B, 
losunarlausnin, var gerð úr 0,1% TFA + 80% asetonitríl fyrir öfugfasasúlurnar eða 
0,1% TFA + 95% asetonitríl fyrir HLB súluna, afgasað í 20-30 mín fyrir notkun. 
Styrkur jöfnunarlausnarinnar var ýmist hækkaður í 100% með stöðugum stigli eða 
með þrepahækkandi stigli. Flæðihraðinn settur frá 0,5 til 1 ml á mínútu í 30 til 180 
mínútur og affalls skammtarnir, mældir við A214nm og A280nm, hafðir 1,3 ml hver. Afföll 
voru svo frostþurrkuð og þá tilbúin til frekari vinnslu (Aguilar 2004). 

3.3.5 Silfurlitun 

Lokahreinsun fór fram með SDS-PAGE rafdrætti og silfurlitun, stök bönd voru síðan 
klippt úr gelinu fyrir massagreiningu. Með stærðarviðmiðum fékkst einnig gróft mat á 
stærð sameindanna og með því að keyra samhliða HPLC afföll af súlunum sem 
innihalda ekki bakteríuhamlandi virkni var hægt að greina sameindir sem ekki eru 
líklegar til að valda virkninni. 5 µl af hleðslu dúa var bætt út í sýnin og vatni að 20 µl 
og þau hituð við 95°C í 5-10 mín. Sýnum var hlaðið á Tris-HCl SDS-PAGE 4%-20% 
stiguls akrýlgel frá BioRad ásamt stærðarviðmiði og gelið keyrt við 160 V í MES dúa í 
um það bil 30 mínútur. Gelið var þá tilbúið fyrir silfurlitun. Mikilvægt er að vera í 
hönskum allan tímann og reyna að snerta gelið sem minnst. 15 cm petriskál eða tómt 
oddabox vel hreinsað er einnig hentugt fyrir þvottaskrefin. Framkvæmt í stinkskáp og 
lengri þvottaskrefin voru gerð á ruggara. Allar lausnirnar voru hafðar ferskar, 
sérstaklega DTT og framköllunarlausnin. Gelið var þvegið tvisvar í 8 mínútur í 50% 
metanóli, 5 mínútur í 5% metanóli og snögglega fjórum sinnum í eimuðu vatni. Gelið 
svo baðað í 10 mínútur í 33 µM DTT lausn (3,3 µl af 1M DTT í 100 ml dH2O), þvegið 
snögglega í silfurnítrat lausn og gelið síðan baðað í 10 mín í ferskri silfurnítrat lausn 
(0,25 g silfurnítrat í 250 ml dH2O). Þvegið snögglega en ákveðið þrisvar sinnum með 
eimuðu vatni. Síðan skolað með framköllunarlausn þar til gelið varð gult á lit (um 30-
60 sekúndur, stundum lengur). Skipt um lausn, fersk framköllunarlausn sett á og 
framkallað þar til bönd á gelinu urðu skýr (framköllunarlausnin var gerð úr 15 g 
Na2CO3 í 500 mL dH2O, rétt fyrir notkun var 250 µL af 37% formaldehýði bætt út í). 
Framköllun var síðan stöðvuð með því að bæta 5% ediksýru út í og geymt í 10 
mínútur þakið með álpappír. Gelið skolað vel með eimuðu vatni, skannað inn í 
tölvuskjal og geymt í eimuðu vatni fyrir frekari vinnslu. Einnig má lengja þvottaskrefin 
í metanóli, DTT og silfurnítrati um helming til þess að ná fram aðeins betri upplausn 
og skýrari framköllun á prótein/peptíð böndum (Chevallet, Luche o. fl. 2006). 

3.3.6 Massagreining 

Massagreining á hreinsuðum sameindum var framkvæmd hjá Raunvísindastofnun 
Háskóla Íslands undir leiðsögn Guðjóns Andra Gylfasonar. Einnig voru sýni send í 
massagreiningu til Karolinska Institutet í Svíþjóð og UCLA í Bandaríkjunum. Hér fyrir 
neðan er lýst aðferð notuð fyrir massagreiningar með MS MALDI-TOF tæki hjá 
Raunvísíndastofnun. 

Gel bútar með stökum próteinum eða peptíðum voru klipptir úr SDS-PAGE geli, 
bútarnir voru trypsín meltir til að brjóta niður prótein/peptíð í smærri búta auk þess 
sem þeir voru gúadínýleraðir til að breyta lýsín í hómó-arginín fyrir massagreiningu. 
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Sjá viðauka 9.2 með uppskriftir af lausnum notaðar í meltingu. Gelbútar voru fyrst 
þvegnir tvisvar í 10 mínútur með 50 µl 50% asetonitríl, 50% 200 mM NH4HCO3 
vatnslausn. Gelbútarnir afvatnaðir með 100% asetonítril þar til þeir urðu hvítir á lit. 
Lausn dregin úr glasi og gelbútar þurrkaðir í “speedvac” í 30 mín. 50 µl MIS lausn 
sett á gelbútana og þeim komið fyrir við 60°C í 20 mínútur. Eftir það voru gelbútarnir 
þvegnir aftur tvisvar í 10 mínútur með 50 µl 50% asetonitríl, 50% 200 mM NH4HCO3 
vatnslausn og afvatnað með 100% asetonítril þar til gelbútarnir urðu hvítir. Lausn 
dregin úr glasi og gelbútarnir þurrkaðir í “speedvac” í 30 mín. Þurrkaðir gelbútarnir 
síðan lagðir í 50 mM NH4HCO3 vatnslausn og DTT bætt í að 10 mM lokastyrk og 
komið fyrir í hitaskáp við 56°C í 30 mínútur. DTT l ausnin dregin af og 55 mM 
alkýleringar miðli (joðasetamíð, joðediksýra, 4-vinyl-pýridín) í 50 mM NH4HCO3 
vatnslausn bætt við og komið fyrir í myrkri við 37°C í 30 mínútur. Alkýleringarlausn 
svo dregin af og gelbútar þvegnir tvisvar með 50 mM NH4HCO3 vatnslausn og tvisvar 
í 10 mínútur með 50 µl 50% asetonitríl, 50% 200 mM NH4HCO3 vatnslausn. Afvatnað 
aftur með 100% asetonítril þar til gelbútarnir urðu hvítir og lausnir dregnar úr 
glösunum og gelbútarnir þurrkaðir í “speedvac” í 30 mín. Lágmarksrúmmáli af 
trypsínmeltilausn sett á bútana og þeim komið fyrir á ís í 30 mínútur, fylgst með því 
að gelbútarnir séu ávallt á floti í lausn meðan þeir draga í sig lausnina. Gott að hafa 
sýnin á ís í allt að 2 tíma áður en þeim var komið fyrir við 37°C í minnst 4 
klukkustundir eða yfir nótt. Að lokum var ensímlausnin dregin af gelbútunum. Lausnin 
með peptíð bútunum, hún sýrð með 1% TFA að 0,1% lokastyrk og er þá tilbúin fyrir 
massagreiningu (Fenselau 1997). 

3.4 Tölvuleit 

Gerð var leit með tBLASTN í gagnabanka Chlamydomonas reinhardtii á heimasíðu 
NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ með Plectasín og Acasín (sjá töflu 3) sem 
bakgrunn og leitað eftir cysteinstrúktur einkennandi fyrir defensín (sjá mynd 15)(Zhu 
2008). 

 
Mynd 15: Cysteinstrúktur defensína 

Cysteinstrúktur sem leitað var eftir með tBLASTN, cystein eru lituð með gulu, X táknar 
hvaða amínósýru sem er og fjöldi þeirra milli cysteina og amínósýrur innan hornklofa 
tákna þær amínósýrur sem mega vera milli cysteina og fjölda þeirra (Zhu 2008).  
 
Tafla 3: Plectasín og Acasín.  
Amínósýruraðir Plectasín og Acasín sem notaðar voru sem bakgrunnur í tBLASTN leit 
(Zhu 2008). 

Peptíð: Amínósýruröð: 

Plectasín 1 mqfttilsig itvfgllntg afaapqpvpe ayavsdpeah pddfagmdan qlqkrgfgcn 

61 gpwdeddmqc hnhcksikgy kggycakggf vckcy 

Acasín 1  gwscgffggn depchqhcks irgyrggyck fggickcy 

CX2-18CX3CX2-10[GAPSIDERYW]X1CX4-17CX1C 
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Leitað var í röðunum sem fengust úr tBLASTN leitinni með auganu eftir 
cysteinstrúktur sem passaði í cysteinstrúktur defensína (sjá mynd 15) Þær raðir voru 
svo einnig notaðar sem bakgrunnur í tBLASTN leit í gagnabanka C. reinhardtii og 
leitað eftir cysteinstrúkturnum. Raðir sem fundust voru raðaðar við Plectasín og 
Acasín með Clustal W2 forritinu frá EMBL-EBI (sjá 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Skilgreining (e. annotation) þeirra 
var skoðuð sérstaklega og leitað af seytiröðum fyrir framan þær. 
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4 Framkvæmd 

4.1 Bakteríuhamlandi sameindir hjá 
Chlamydomonas reinhardtii 

Fyrstu vísbendingar um að C. reinhardtii seytti bakteríuhamlandi sameindum fengust 
með því að sýkja stofninn CC-2677 með bakteríum, rækta saman yfir nótt og kanna 
bakteríuhamlandi virkni í seyti með eyðuprófi á bakteríustofninum Bm-11 (Gram+). 
Sjá mynd 16 með dæmi um örvun á bakteríuhamlandi virkni hjá C. reinhardtii.  

 
Mynd 16: Örvun á bakteríuhamlandi virkni hjá Chlamydomonas. 

Myndin sýnir skál með eyðuprófun. Hér sést dæmi um örvun á bakteríuhamlandi virkni 
hjá Chlamydomonas stofninum CC-2677. Flot af sýktum ræktum og ósýktum 
viðmiðunarræktum voru grófhreinsuð á Oasis HLB súlum og þétt með frostþurrkun. 
Virknin var könnuð hjá sýktum ræktum (4 og 5), ósýktum ræktum (7) og sjálfum 
sýkingarbakteríunum Bacillus cereus (B. cr) (8 og 9), auk þess sem sýnin voru melt 
með próteinasa K (í 1mg/ml lokastyrk) til að sjá hvort prótein eða peptíð væru að valda 
virkninni. Bakteríuhamlandi peptíðið LL-37 er notað sem jákvætt viðmið (1 og 2). 
Stærri eyða myndast hjá sýktu ræktinni (4) miðað við viðmunarræktir (7, 8 og 9) þannig 
líklega er örvun til staðar og C. reinhardtii er að seyta bakteríuhamlandi efni. 
Bakteríuhamlandi virknin minnkar einnig eftir meltu með próteinasa K (6) sem bendir til 
að um prótein eða peptíð sé að ræða. 

4.1.1 Örvun á bakteríuhamlandi virkni hjá Chlamydomonas 

Kannaðar voru aðrar leiðir en áreiti með B. cereus til þess að örva seytingu hamlandi 
virkni. Einnig var reynt að hindra bakteríuhamlandi virkni hjá sýkingarbakteríunum 
sjálfum, sem og reynt að ná fram örvun án þess að nota sýkingarbakteríurnar, t.d. 
með því að setja C. reinhardtii í hitasjokk, rækta C. reinhardtii í myrkri, drepa B. 
cereus fyrst með hitun og útfjólubláu ljósi, nota B. cereus í byrjun vaxtarfasa og 
geisla C. reinhardtii rækt með útfjólubláu ljósi í stuttan tíma. Seyti síðan grófhreinsað 
og bakteríuhamlandi virkni könnuð. 
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4.1.2 Chlamydomonas stofninn CC-3403 

Með eyðuprófi á Chlamydomonas stofninum CC-3403 kom í ljós að hann virðist 
stöðugt seyta þessum bakteríuhamlandi sameindum án þess að vera örvaður á 
nokkurn hátt (sjá mynd 17). Því var ákveðið að skipta alfarið yfir í þennan stofn og 
efnivið safnað fyrir frekari vinnslu. 

 

Mynd 17: Bakteríuhamlandi virkni hjá CC-3403. 
Eyðuprófu með þéttu floti af CC-3403. Hér sést hvernig CC-3403 seytir 
bakteríuhamlandi virkni án þess að vera meðhöndlaður á nokkurn hátt (brunnur nr 1), 
einnig sést dæmi um örvun þegar stofninn er sýktur með B. cr (brunnur nr 2 borinn 
saman við brunn nr 7). Ampisillín (AMP)(100 mg/ml) er notað sem jákvætt viðmið. 

4.1.3 Próteinasa próf 

Til að kanna hvort að prótein eða peptíð voru að valda bakteríuhamlandi virkninni hjá 
C. reinhardtii voru grófhreinsuð sýni og sýni lengra komin í hreinsun melt með 
próteinasa K og pepsín í mismiklum styrkjum. Lokastyrkur próteinasa K var 10 
mg/ml, 1 mg/ml eða 0,1 mg/ml og lokastyrkur pepsín var 0,5 mg/ml. Ef það voru 
prótein eða peptíð sem valda virkninni þá ættu próteinasarnir að brjóta þau niður og 
virknin minnka. Sem jákvætt viðmið var notað tilbúið (e. synthetic) bakteríuhamlandi 
peptíðið LL-37. 

4.1.4 Bakteríuhamlandi virkni frá fitusýrum 

Þekkt er að fitusýrur geta valdið bakteríuhamlandi virkni og var kannað sérstaklega 
hvort fitusýrur væru að orsaka virknina. Með því að nýta Oasis HLB súlurnar sem 
notaðar eru við grófhreinsun á sameindum seytum frá Chlamydomonas voru fitusýrur 
losaðar af sérstaklega með hexan og bakteríuhamlandi virkni mæld með eyðuprófi á 
Bm-11. Kannað var bakteríuhamlandi virkni hjá ræktum af CC-3403 á mismunandi 
tímapunktum. 
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4.1.5 Lýsósím mengun 

Eftir fyrstu hreinsanir og massagreiningu kom í ljós að lýsósím mengun væri í 
hreinsunarferlinum sem truflaði hreinsunina verulega því lýsósím heftir einnig 
bakteríuvöxt. Massagreiningin sýndi einnig að um var að ræða lýsósím úr eggjahvítu 
frá hænsnum sem er algengt á rannsóknarstofum. Með því að nota M. lysodeikticus 
sem er bakteríufrumuhrat og mjög viðkvæmt gagnvart lýsósími, fékkst einfalt 
eyðupróf til þess að kanna fyrir lýsósím mengun. Með lýsósím eyðuprófi var 
mengunin rakin til öfugfasa súlu notaða í HPLC hreinsunarskrefum (sjá mynd 18) en 
í ljós kom að lýsósím hafði ítrekað verið notað áður sem viðmiðunarefni fyrir HPLC 
hreinsanir sem er óheppilegt vegna bakteríuhamlandi áhrifa þess. Ekki tókst að 
hreinsa súluna við lýsósím eftir ítrekaðar tilraunir og var því að lokum fjárfest í nýrri. 

  

Mynd 18: Lýsósím mæling. 
Lýsósím eyðupróf á affölllum frá HPLC hreinsun á grófhreinsuðu C. reinhardtii sýni, 
stofni CC-3403. Afföll nr 26, 27 og 30 innihalda lýsósím. Afföll nr 21, 26, 27, 28 og 30 
innihalda bakteríuhamlandi virkni þ.e. hindra vöxt Bm-11. 

4.2 Hreinsun og greining á bakteríuhamlandi 
sameindum 

Til þess að greina þær sameindir sem valda bakteríuhamlandi virkninni þarf að fara 
fram mjög ýtarleg hreinsun á sameindunum sem byggir á mismunandi eiginleikum og 
byggingu sameindanna. Virku sameindirnar voru fyrst hreinsaðar gróflega frá 
meirihluta annarra sameinda og síðan í stigum með HPLC þar til sameindirnar voru 
nógu hreinar fyrir greiningu. 

4.2.1 Grófhreinsun 

Við grófhreinsun og þéttingu á seyti frá C. reinhardtii voru aðallega notaðar þétti 
súlurnar Oasis HLB, Oasis MCX og SepPak C18 frá Waters. Súlurnar hafa 
mismunandi bindieiginleika sem nýttust við grófhreinsun á seytinu og voru þær ýmist 
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notaðar saman eða í sitthvoru lagi. Til dæmis var hægt að nota Oasis HLB og 
SepPak C18 saman við grófhreinsunina, seyti frá C. reinhardtii var þá fyrst keyrt í 
gegnum SepPak C18 sem batt sameindir eftir vatnsfælnum bindieiginleikum þeirra. 
Affallið var síðan keyrt í gegnum Oasis HLB súlu sem batt þá sameindir eftir 
vatnsæknum og fitusæknum bindieiginleikum. Sameindir voru losaðar af SepPak 
C18 súlunni með asetonítril og af Oasis HLB með hexan og asetonítril, sýnin 
frostþurrkuð og virknimæld með eyðuprófi á Bm-11. Sýni sem innihéldu 
bakteríuhamlandi virkni voru þá tilbúin fyrir frekari hreinsun með Oasis MCX súlu eða 
HPLC hreinsun. 

Oasis MCX súlur voru notaðar til þess að reyna ná fram betri grófhreinsun, 
grófhreinsað sýni af Oasis HLB eða SepPak C18 var þá keyrt í gegnum súluna sem 
bindur jákvætt hlaðnar sameindir og eftir vatnsfælnum bindieiginleikum. Sameindir 
voru losaðar af súlunni með metanóli sem losaði af sameindir bundnar aðeins með 
vatnsfælni, síðan með ammóníum hýdroxíði og með blöndu af þessum efnum og til 
að losa sameindir bundnar eftir hleðslu og vatnsfælnum bindieiginleikum. Sjá mynd 
14, bls. 32 með yfirlit yfir Oasis MCX hreinsun og mynd 19 með dæmi um hreinsun 
með Oasis MCX þar sem seyti grófhreinsað með Oasis HLB frá CC-3403 stofninum 
var keyrt í gegnum Oasis MCX súlu. Þessi hreinsun gaf fyrstu vísbendingar um að 
bakteríuhamlandi efni frá C. reinhardtii væru jákvætt hlaðin en ekki gekk að fá nógu 
áreiðanlegar mælingar af eyðuprófum þar sem maurasýra notuð til að virkja súlurnar 
hafði of mikil áhrif á prófið, því voru Oasis MCX súlur ekki notaðar í loka 
hreinsunarferlinu.  

 

Mynd 19: OASIS MCX hreinsun. 
Grófhreinsað sýni af Oasis HLB var hreinsað áfram með Oasis MCX 3cc súlu. Öll afföll 
af súlunni voru þurrkuð og prófuð fyrir bakteríuhamlandi virkni með eyðuprófi. Sýninu 
var hlaðið á súluna í maurasýru (FT), súlan skoluð með maurasýru (W1), skoluð aftur 
með metanóli (W2) og losað af henni með ammóníum hýdróxíð og metanóli í 
mismiklum styrkjum (E1, E2 og E3). Til viðmiðunar í eyðuprófinu var notast við 
grófhreinsað seyti af Oasis HLB súlu (G og N). 

Prófað var að saltfella seyti frá C. reinhardtii áður en það fór á Oasis súlu til að ná 
fram betri grófhreinsun. Saltið hefur áhrif á eyðuprófið en hreinsun með Oasis súlu í 
kjölfarið ætti að skola saltið í burtu, þó er möguleiki að saltið hafi áhrif á byggingu 
virku sameindanna. Seyti frá CC-3403 stofninum var fellt með ammóníum súlfati, 
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hreinsað eftir fellinguna með Oasis HLB súlu og bakteríuhamlandi virkni könnuð (sjá 
mynd 47 í viðauka 9.5). Allt of lítill efniviður fékkst af þessari hreinsun miðað við 
umfang tilraunarinnar en yfir tveggja lítra ræktir af CC-3403 voru notaðar í hverja 
saltfellingu, af því fékkst rétt nægilegt magn fyrir eina HPLC hreinsun og dugði það 
ekki í frekari HPLC hreinsanir. 

Sem fyrsta hreinsun fyrir grófhreinsun á Oasis HLB var einnig prófað að blanda 
katjóna-súluefni við seyti frá C. reinhardtii rækt. Notað var sterkt katjónaskipta 
súluefni, AG 50W-X8. Jákvætt hlaðnar sameindir ættu að bindast súluefninu sem 
síðan var síað frá flotinu, sýrustig hækkað, flot þurrkað niður, og virkni athuguð með 
eyðuprófi á Bm-11. Á mynd 20 sést yfirlit af katjóna súluefnis hreinsun, og á mynd 48 
í viðauka 9.5 er dæmi með eyðupróf eftir slíka hreinsun. 

 
Mynd 20: Yfirlitsmynd af katjóna súluefnishreinsun.  

Katjónaskipta súluefni var blandað út í súrt seyti frá C. reinhardtii og jákvætt hlaðnar 
sameindir ættu að bindast súluefninu. Súluefnið síað frá og bundnar sameindir losaðar 
af með NH4OH. 

Eyðuprófin sýndu að súluefnið var að binda sameindir sem hindra bakteríuvöxt, hins 
vegar náðist ekki að skilja sameindirnar almennilega frá súluefninu þegar þær voru 
losaðar af súluefninu en seigt botnfall myndaðist þegar sameindirnar voru þurrkaðar 
niður. Einnig kom í ljós að þegar neikvætt viðmið var notað að þetta botnfall hindrar 
einnig vöxt baktería og gerði frekari hreinsun mun erfiðari. Því var þessi aðferð ekki 
notuð í lokahreinsunarferlunum þótt hún virki að einhverju marki. 

4.2.2 HPLC hreinsun- Efni A og B 

HPLC hreinsun fór fram á efnivið sem þegar hafði verið grófhreinsaður. Ýmsar leiðir 
eru mögulegar með HPLC hreinsun þar sem gífurlegur fjöldi súluefna er til en hér var 
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notast við jónaskiptasúlur í byrjun til þess að hreinsa sameindirnar eftir hleðslu þeirra 
og síðan með öfugfasa súlum til þess að hreinsa sameindirnar eftir vatnsfælni þeirra. 

Við HPLC hreinsun kom í ljós að um tvö efni er að ræða sem hindra vöxt baktería, 
efni A sem ekki binst við öfugfasa súlur og efni B sem festist við öfugfasa súlur og 
losnar af µRPC súlu í kringum 20-30% asetonítril styrk, sjá mynd 21. Þurfti því að 
þróa hreinsunarferil fyrir hvort efnið fyrir sig. 

 
Mynd 21: Bakteríuhamlandi efni A og B. 

HPLC hreinsun á grófhreinsuðu sýni frá stofninum CC-3403. Sýnið grófhreinsað með 
Oasis HLB súlu og Oasis MCX súlu í kjölfarið. Sýnið svo keyrt í gegnum HPLC með 
öfugfasasúluna µRPC, losað af með asetonítril stigul (gul lína) og afföll mæld við 
A214nm (blá lína) og A280nm (rauð lína). Bakteríuhamlandi efni A mælist strax í upphafi 
við A214nm í affalli sem ekki binst við súluna (0% asetonítril styrk), efni B mælist við 
bæði A214nm og A280nm í affalli sem losnar af súlunni í um 30% asetonítril styrk. Efni A í 
þessari hreinsun var sent til Karolinska Institutet í greiningu og efni B til UCLA. 

Til að skilja sundur efnin tvö í grófhreinsuninni voru SepPak C18 og Oasis HLB súlur 
samnýttar. Var þá tveimur lítrum af floti með seyti frá stofninum CC-3403 keyrt í 
gegnum SepPak C18 sem batt efni B og affallið frá súlunni var keyrt í gegnum Oasis 
HLB sem batt efni A. Efnin losuð af með asetonitríl í 0,1 % TFA, frostþurrkuð, leyst 
upp í vatni og virknimæld með eyðuprófi á BM-11. 

HPLC hreinsun á efni A 

Áður en grófhreinsað sýni með efni A fór í HPLC hreinsun var næmni þess fyrir 
próteinasa K könnuð, sjá mynd 25 bls. 48. Hreinsun á efni A fór fram með tveimur 
HPLC keyrslum. 0,1% TFA sýru var bætt út í grófhreinsað sýnið að 500 µl og því 
hlaðið á HPLC Oasis HLB súlu. Keyrslan höfð 50 mínúta löng með 0,4 ml/mín 
flæðihraða og asetonitríl stigul að 95% lokastyrk í 0,1% TFA, afföllin mæld við 
bylgjulengdirnar 214 nm og 280 nm og safnað í 1,3 ml skammta. Afföllin voru svo 
frostþurrkuð og bakteríuhamlandi virkni könnuð með eyðuprófi á Bm-11. Affall eða 
afföll sem innihéldu bakteríuhamlandi efni A voru þynnt með 0,1% TFA sýru að 50 µl 
og hlaðið aftur á HPLC Oasis HLB súlu, keyrslan sett upp eins og áður og 
bakteríuhamlandi virkni könnuð í frostþurrkuðum afföllum. 
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HPLC hreinsun á efni B 

Næmni efnis B gagnvart próteinasa K var einnig könnuð, sjá mynd 25 bls. 48. Efni B 
var hreinsað með þremur HPLC keyrslum. Grófhreinsað sýnið var þynnt að 5 ml með 
0,2 M ediksýru og því hlaðið á HiTrap CM FM 5 ml katjónaskipta súlu í tveimur lotum, 
2,5 ml í senn. Keyrslan höfð 60 mínúta löng með 1 ml/mín flæðihraða og losað af 
súlunni með 1,5 M ammóníum asetati í 0,2 M ediksýru stigul að 100% styrk. Afföllin 
voru mæld við 280 nm og safnað í 1,3 ml skammta. Öllum mældum afföllum sem 
losnuðu af súlunni með ammóníum asetati var safnað saman og þau afsöltuð með 
bindingu á Oasis HLB súlu. Losað af Oasis HLB súlunni með 80% asetonitríl, 
frostþurrkað og bakteríuhamlandi virkni staðfest með eyðuprófi á Bm-11. Sýnið þynnt 
að 500 µl með 0,1% TFA sýru og því hlaðið á µRPC öfugfasa súlu. Keyrslan höfð 
u.þ.b. 90 mín löng með 0,7 ml/mín flæðihraða og losað af súlunni með asetonitríl 
stigli að 80% lokastyrk í 0,1% TFA. Afföllin voru mæld við 214 nm og 280 nm og 
safnað í 1,3 ml skammta. Afföllin voru svo frostþurrkuð og bakteríuhamlandi virkni 
könnuð með eyðuprófi á Bm-11. Affall eða afföll sem innihéldu bakteríuhamlandi efni 
B voru þynnt með 0,1% TFA sýru að 50 µl og hlaðið aftur á µRPC súlu. Keyrslan 
höfð 140 mínúta löng með 0,5 ml/mín flæðihraða og losað af súlunni með asetonitríl 
stigli að 80% lokastyrk í 0,1% TFA. Afföllin mæld við 214 nm og 280 nm og safnað í 
1,3 ml skammta, frostþurrkuð og bakteríuhamlandi virkni könnuð. Eftir þessa 
hreinsun var efni B tilbúið til frekari greiningar. 

4.2.3 SDS-PAGE rafdráttur og massagreining 

Lokahreinsun var framkvæmd með SDS-PAGE-geli og silfurlitun. Afföll sem innihéldu 
bakteríuhamlandi virkni voru rafdregin á 4% - 20% SDS stiguls akrílgeli ásamt 
viðmiðum, þ.e. Chlamydomonas sýni sem ekki innihélt virkni en kom af súlunni við 
svipaðan acetonitríl styrk. Gelið var silfurlitað, prótein/peptíð bönd klippt út og 
undirbúin fyrir massagreiningu (Maldi-ToF). Peptíð í gelböndunum voru gúadínýleruð 
til að breyta lýsíni í hómó-arginín og síðan brotin niður með trypsíni og peptíðmassinn 
síðan greindur með peptíðrófi (peptide-mass fingerprint). 

Hreinsað HPLC sýni af öfugfasa súlu sem innihélt bakteríuhamlandi efni B (sjá mynd 
21, bls. 42) var sent til UCLA í Bandaríkjunum þar sem Zophonías O. Jónsson og 
James Wohlschlegel massagreindu sýnið með MudPIT aðferð. 

Einnig voru sýni af HPLC hreinsuðum efnum A og B (sjá mynd 21, bls. 42 og mynd 
28, bls. 51) send til Karolinska Institutet í frekari greiningu hjá Birgittu Agerberth, 
meðal annars massagreiningu og greiningu á hlutföllum amínósýra. 

4.3 Tölvuleit 

Í þessu verkefni var mest áhersla lögð á að ná fram góðri hreinsun á tveimur 
bakteríuhamlandi sameindum frá C. reinhardtii. Þegar tími gafst var tölvuleit með 
BLAST framkvæmd til að leita í erfðamengi Chlamydomonas að próteinum eða 
peptíðum skyldum þekktum örveruhamlandi sameindum, líkt og defensín. Notaðar 
voru amínónósýruraðir defensínsins plectasín og afleiðu þess acasín, ásamt fleiri 
bakteríuhamlandi peptíðum, og leitað með tBLASTN í öllum sex lesfösum að röðum í 
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erfðamengi Chlamydomonas svipuðum þeim peptíðum. Í próteinum og peptíðum 
sem sýndu samsvörun við þessi peptíð var síðan leitað sérstaklega að ákveðnu 
cystein mynstri sem er einkennandi fyrir defensín, sjá mynd 15 bls. 35. Þau prótein 
og peptíð sem höfðu slíkt cystein mynstur voru skoðuð nánar. Athugað var hvort 
hugsanleg seytiröð væri fyrir framan cystein mynstrið. Einnig hvort upphafstákni og 
stopptákni gensins væru í réttum fösum, og hvort splæsiset gensins pössuðu við 
almenna skilgreiningu á þeim samkvæmt GU-AG reglunni (Griffiths 2005).  
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5 Niðurstöður 

5.1 Bakteríuhamlandi virkni 

Í upphafi verkefnisins var notast við stofninn CC-2677 og hann sýktur með B. cereus 
til að fá fram örvun á seytingu bakteríuhamlandi efna (sjá mynd 16, bls. 37). Þetta 
hafði í för með sér töluverða ókosti þar sem sýkingarbakteríurnar hafa sjálfar 
bakteríuhamlandi virkni og erfitt getur verið að greina mun á milli. Reynt var því að 
finna aðrar leiðir til þess að örva stofninn til að seyta þessum bakteríuhamlandi 
efnum, ýmist með því að reyna útiloka virknina hjá sýkingarbakteríum, með því að 
nota dauðar bakteríuræktir, sem og reyna ná fram örvun án þess að nota 
sýkingarbakeríuna. Erfitt reyndist að drepa B.cererus en hann er grómyndandi og 
einstaklega lífsseigur. Með því að setja CC-2677 undir útfjólublátt ljós tókst þó að 
auka bakteríuhamlandi virkni hjá stofninum, sjá mynd 22. 

 

Mynd 22: Örvun á bakteríuhamlandi virkni með útfjól ubláu ljósi. 
Eyðuprófun með grófhreinsuðu floti af CC-2677 sem örvaður var með útfjólubláu ljósi í 
mismunandi tíma (brunnar 10 – 14). Virknin virðist aukast með tíma en aðrar tilraunir 
hafa svo sýnt að eftir ca. 60 sek fer virknin að minnka aftur. Ampisillín (Amp)(100 
mg/ml) er notað sem jákvætt viðmið. 

Ekki er ljóst hvaða áhrif útfjólubláa ljósið hefur á Chlamydomonas, hvort það örvi 
þessa virkni eða hreinlega drepi ræktina þannig að hin ýmsu innanfrumu sameindir 
losna út og þær hamli síðan bakteríuvexti. 

Bakteríuhamlandi virkni var könnuð hjá fleiri C. reinhardtii stofnum, þar á meðal CC-
3403 og CC-1690 sem er viðmiðunarstofn með ólaskaðann frumuvegg. Eyðupróf 
með grófhreinsað seyti frá CC-1690 sýndi ekki bakteríuhamlandi virkni á Bm-11 (sjá 
mynd 43 í viðauka 9.5). Með eyðu prófi á C. reinhardtii stofninum CC-3403 kom í ljós 
að hann virðist stöðugt seyta bakteríuhamlandi sameindum án þess að vera örvaður 
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á nokkurn hátt þar sem hann hindrar vöxt Bm-11 (sjá mynd 17, bls. 38). Eyðupróf 
með CC-3403 sýndi þó ekki bakteríuhamlandi virkni á D-21 (sjá mynd 44 í viðauka 
9.5). C. reinhardtii stofn CC-3403 er, líkt og CC-2677, vegglaus stofn og því líklegri til 
þess að treysta betur á önnur varnarkerfi eins og bakteríuhamlandi peptíð. Það var 
því ákveðið að skipta alfarið yfir í þennan stofn til að kanna bakteríuhamlandi virknina 
nánar. 

Próteinasa próf þar sem sýni, bæði grófhreinsuð seyti og sýni lengra komin í 
hreinsun, voru melt með próteinasa K eða pepsíni í mismiklum styrk sýna að 
bakteríuhamlandi virknin dregst saman eða hverfur alveg við meðhöndlunina, sjá 
mynd 23. Það gefur til kynna að prótein eða peptíð valdi bakteríuhamlandi virkninni, 
eða eigi þátt í virkninni. 

 

Mynd 23: Próteinasa próf á grófhreinsuðum sýnum frá  C.reinhardtii 
Eyðupróf á Bm-11 með seyti frá CC-3403, grófhreinsað með Oasis HLB og melt með 
próteinösunum pepsín og próteinasa K. Bakteríuhamlandi virkni frá seytinu minnkar 
eftir meltu með pepsín (1A á mynd borið saman við 2B), viknin minnkar einnig eftir 
meltu með próteinasa K (3A á mynd borið saman við 3B og 3C). Próteinasa prófin 
benda til að prótein eða peptíð séu að valda bakteríuhamlandi virkninni. 

Árið 1980 birtu McCracken og fleiri grein þar sem staðfest var að fitursýrur frá 
Chlamydomonas hindruðu vöxt annarra þörunga (Mccracken, Middaugh o. fl. 1980). 
Einnig er þekkt að fitusýrur geta hamlað vöxt baktería. Þess vegna var kannað 
sérstaklega hvort fitusýrur frá Chlamydomons valda bakteríuhamlandi virkninni. 
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Þegar fitusýrur voru losaðar sérstaklega af Oasis HLB súlum í grófhreinsun sást að 
þær geta valdið hluta af bakteríuhamlandi virkninni, þetta á þó einungis við hjá 
ræktum sem komnar voru langt í stöðufasa. Þegar skautaðar sameindir voru losaðar 
af súlunni í framhaldi af fitusýrulosuninni losna sameindir sem valda 
bakteríuhamlandi virkni og próteinasa próf gefa til kynna að um prótein eða peptíð sé 
að ræða. Möguleiki er einnig að fitursýrurnar sem valda bakteríuhamlandi virkni komi 
úr frumuhrati þar sem einungis fæst virkni úr fitusýrunum í gömlum ræktum, sjá mynd 
24. 

 

Mynd 24: Bakteríuhamlandi virkni frá fitusýrum. 
Eyðupróf eftir grófhreinsun með Oasis HLB súlu á seyti frá CC-3403 þar sem fitusýrur 
voru losaðar af með hexani, basísk og hlutlaus efni með ethýl asetati og súr efni með 
metanóli. Seyti frá ferskri rækt, 4 daga gamalli með A595 ~0,76, og frá eldri rækt, 13 
daga gamalli með A595 ~1,12 voru grófhreinsuð og bakteríuhamlandi virkni frá 
fitusýrum könnuð sérstaklega. 

5.2 Hreinsun bakteríuhamlandi efna 

Með HPLC hreinsun á grófhreinsuðu sýni af Oasis HLB súlum kom í ljós að tvö efni, 
A og B, seytt frá C. reinhardtii, geta hindrað vöxt baktería. Efni A binst ekki við 
öfugfasa súlefni en efni B binst við það. Þessir mismunandi eiginleikar efnanna voru 
nýttir í grófhreinsun til að skilja efnin sundur. Efni B var bundið með SepPak C18 
öfugfasa súlu ásamt flestum öðrum efnum og affallið sem ekki bast var með efni A 
sem var keyrt á Oasis HLB súlu þar sem það bast. Efnin tvö voru svo hreinsuð frekar 
með sitthvorum HPLC hreinsunarferlinum, sjá mynd 26, bls 49 með yfirlit yfir 
hreinsunarferla efna A og B.  

HPLC hreinsun með katjónaskipta súlu, HiTrap CM FF, sýndi að efni A og B eru 
jákvætt hlaðin, sjá mynd 45, viðauka 9.5, og próf með próteinasa K staðfesti að um 
prótein eða peptíð væri að ræða, sjá mynd 25. Ekki var þó notast við katjónaskipta 
súluhreinsun í loka hreinsunarferlinum á efni A þar sem efnið virtist ekki þola langt 
hreinsunarferli en virkni þess hvarf fljótlega. HPLC hreinsun með anjónaskipta súlu, 
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Mini Q PE 4,6/50, sýndi einnig að efnin eru ekki neikvætt hlaðin við pH 8,0 þar sem 
öll bakteríuhamlandi virkni kom í affalli sem ekki binst við súluna, sjá mynd 46 í 
viðauka 9.5. 

 

Mynd 25: Próteinasa próf á efni A og B. 
Eyðupróf á Bm-11 með efni A og B eftir próteinasa meltu með próteinasa K (í 0,1 
mg/ml lokastyrk). Efni A var kannað fyrir próteinasa næmni bæði grófhreinsað (2) og 
eftir HPLC hreinsun (4), Efni B var einnig kannað fyrir próteinasa næmni bæði 
grófhreinsað (1) og eftir HPLC hreinsun (3). Bakteríuhamlandi virknin hjá efni A og B 
minnkar með próteinasa K meltu hjá bæði grófhreinsuðu sýni (1A og 2A borið saman 
við 1B og 2B) og eftir HPLC hreinsun (3A og 4A borið saman við 3B og 4B). 

Nokkuð góð hreinsun fékkst með því að hreinsa efni A á HPLC öfugfasa súlu, µRPC, 
þar sem súluefnið bindur nánast öll efni úr sýninu en efni A bast ekki við súluna. 
Greining á amínósýrusamsetningu og massagreining á þessu affalli sem framkvæmd 
var í Karolinska Institutet í Svíþjóð sýndi samt að í þessu affalli voru einnig 
plastafleiður sem gerði frekari greiningu á sýninu erfiða. Þar sem vitað var að efni A 
binst við Oasis HLB súlur í grófhreinsun var fjárfest í HPLC súlu sem inniheldur sama 
súluefni. 
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HPLC hreinsun á grófhreinsuðu efni A fór fram með tveimur keyrslum með HPLC 
Oasis HLB súlu, sjá viðauka 0 með ýtarlegum hreinsunarferli. Á mynd 27 sést loka 
HPLC hreinsun á efni A. Þar sést að enn eru önnur efni að koma með 
megintoppinum en ekki náðist að hreinsa efni A betur án þess að tapa 
bakteríuhamlandi virkni.  

 
Mynd 27: Efni A eftir loka HPLC hreinsun. 

HPLC hreinsun á efni A frá stofninum CC-3403. Sýnið var grófhreinsað með 
SepPakC18 súlu og Oasis HLB súlu í kjölfarið. Sýnið svo keyrt tvisvar í gegnum HPLC 
Oasis HLB súlu, losað af með asetonítril stigli (gul lína) og afföll mæld við A214nm (blá 
lína). Bakteríuhamlandi efni A losnar af við um 40% asetonitríl styrk og mælist í affalli 
númer 9. 

Mjög lítið magn af efni A fæst úr grófhreinsuninni miðað við magn annarra sameinda 
og mikil vinna fór í að reyna hámarka heimtur úr HPLC hreinsunum þar sem 
eyðuprófin þurfa mikinn efnivið til að sýna skýrar niðurstöður af bakteríuhamlandi 
virkni. Ljóst er að efni A er ekki nægjanlega hreint eftir þessa HPLC hreinsun og ekki 
hefur tekist að keyra sýnið á SDS-PAGE geli og silfurlita til þess að ná fram 
lokahreinsun fyrir frekari greiningu.  

HPLC hreinsun á efni B fór fram í þremur keyrslum, grófhreinsað efni B af SepPak 
C18 súlu var hreinsað fyrst með katjónaskipta súlu, sýnið svo afsaltað og hreinsað 
tvisvar með öfugfasa súlu, sjá viðauka 9.4 með hreinsunarferlinum. Á mynd 28 sést 
loka HPLC hreinsun á efni B. 

Virkni
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Virkni

 
Mynd 28: Efni B eftir loka HPLC hreinsun. 

HPLC hreinsun á efni B frá stofninum CC-3403. Sýnið var grófhreinsað með SepPak 
C18 súlu. Sýnið svo keyrt í gegnum HPLC með HiTrap CM FF katjóna súlu og tvisvar í 
gegnum µRPC öfugfasasúlu, losað af með asetonítril stigli (gul lína) og afföll mæld við 
A280nm (rauð lína). Bakteríuhamlandi efni B losnar af við um 30% asetonitríl styrk og 
mælist í affalli númer 21. Affall 21 var sent til Karolinska Institutet í massagreiningu. 

Efni B er orðið nokkuð hreint, mjög lítið er eftir af efniðviðnum eftir þennan 
hreinsunarferil og var sýnið sent til Karolinska Institutet í Svíþjóð til frekari greiningar. 
Þar var það rafdregið á SDS-PAGE geli, silfurlitað og massagreint. 

5.3 Massagreining 

Gagnabankinn fyrir Chlamydomonas var í byrjun verkefnisins ekki nógu góður og 
ekki hægt að finna hvaða prótein/peptíð um er að ræða einungis út frá 
peptíðmassanum. Hins vegar var hann uppfærður til muna 2008 (Merchant, Prochnik 
o. fl. 2007) og nokkrir peptíð massar ættu því að duga þó full raðgreining á 
amínósýruröðunum sé ákjósanlegri. 

Massagreining á efni A, hreinsað með HPLC á öfugfasa súlu (sjá mynd 21, bls 42), 
var framkvæmd við Karolinska Institutet og amínósýruhlutfall í sýninu greint. 
Amínósýrugreiningin sýndi að hlutfall amínósýra í sýninu var: 

 5R : 3G : 1S : 1E : 1D : 1K 
Massagreiningin sýndi peptíð sem var um 782 Da að stærð en einnig kom í ljós að 
plastafleiður, líklega með asetýl hópum á sér, voru í sýninu sem gerði frekari 
greiningu ófæra. Einnig passar hlutfall amínósýra ekki við stærð peptíðsins sem kom 
fram í massagreininum. Til þess að losna við þessar plastafleiður þurfti því að finna 
aðrar leiðir til að hreinsa efni A en með öfugfasa súlum og gæta þurfti að notkun 
plastíláta. Hreinsun á efni A fór að lokum fram með HPLC Oasis HLB súlu eins og 
lýst er hér framar. Ekki er búið að safna nægjum efnivið fyrir massagreiningu en 
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þegar því lýkur verður efni A sent til Karolinska Institutet í massagreiningu eða það 
massagreint við efnagreiningasetur Háskóla Íslands. 

Hreinsað HPLC sýni (efni B) af öfugfasa súlu (sjá mynd 21, bls. 42) sem sent var til 
UCLA í Bandaríkjunum í massagreiningu var ekki nógu hreint til þess að fá fram 
góða greiningu, þó fannst eitt athyglisvert peptíð sem tilheyrði stærra, óskilgreindu 
próteini (sjá töflu 4).  

Tafla 4: Cystatín afleiða.  
Amínósýruröð peptíðs sem greint var með massagreiningu og próteinið sem það 
tilheyrir. Peptíð hlutinn er undirstrikaður í amínósýruröð próteinsins. 

Efni Ammínósýruröð 

Peptíð: 1 ATIVGGSSKA AVSDPDVVHA AN 

Óskilgreint prótein: 1     MAKRVLIALA AFVMLNAATA TIVGGSSKAA  
31   VSDPDVVHAA NFVVSSANTN ACSGLCAGLQ  
61   KEGELKLVKV LSASTQVVAG VNVHLELLMA  
91 DDTGKQTVVT STVWSRPWLA SKNDAAQPAT 
121 QITALTFKPL DGTLE 

Þetta prótein var notað í BLAST leit á heimasíðu NCBI (sjá: 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) og þar fannst góð samsvörun hjá próteininu við 
próteasa hindrann cystatín sem hefur þekkta bakteríuhamlandi virkni (sjá mynd 6 bls. 
15). Peptíðið var smíðað in vitro hjá Genscript en eyðupróf með peptíðinu á Bm-11 
sýndi ekki fram á bakteríuhamlandi virkni, sjá mynd 49 í viðauka 9.5.  

Lokahreinsun á efni B var framkvæmd með SDS-PAGE rafdrætti og massagreiningu 
í kjölfarið á Raunvísindastofnun Háskóla Íslands með aðstoð Guðjóns Andra 
Gylfasonar. Efni B var hreinsað með endurtekinni HPLC hreinsun með katjónaskipta 
súlu og öfugfasa súlu í kjölfarið, þar sem afföll sem innihéldu virkni voru rafdregin á 
SDS-PAGE geli ásamt viðmiðum (afföllum sem ekki innihéldu virkni en komu af 
súlunni við svipaðan asetonitríl styrk), sjá mynd 29. Gelið var silfurlitað og 
prótein/peptíð bönd klippt út fyrir massagreiningu (Maldi-Tof). Böndin voru melt með 
trypsíni og peptíðróf greint (peptide-mass fingerprint). 
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Mynd 29: Rafdráttur á efni B á SDS geli og silfurli tun.  
Myndin sýnir rafdrátt á efni B eftir HPLC hreinsun (brunnur 2) ásamt viðmiðum 
(brunnar 1 og 3), þ.e. affföll við svipaðan acetonitríl styrk en innihalda ekki 
bakteríuhamlandi virkni. Rauður hringur afmarkar þau bönd sem voru klippt úr og 
massagreind. 

Massagreining á efni B tókst ekki vegna keratín mengunar sem kom upp í sýnunum 
en samsvarandi sýni sem fór að auki í gegnum þriðju HPLC hreinsunina með 
öfugfasa súlu var sent til Karolinska Institutet í Svíþjóð í massagreiningu. Þar verður 
efnið rafdregið á SDS-PAGE geli, silfurlitað og bönd með stökum peptíðum og 
próteinum klippt úr og massagreind. 

5.4 Tölvuleit 

Búið er að raðgreina erfðamengi Chlamydomonas og er gagnabankinn aðgengilegur 
á heimasíðu NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Gróf skilgreining er til fyrir 
erfðamengið og búið að skilgreina opnar lesraðir sem tjá fyrir þekktum og 
hugsanlegum próteinum og peptíðum.  

tBLASTN leit ber saman prótein raðir við erfðamengis gagnabankann og skoðar allar 
6 mögulegar lesraðir með BLAST algrímnum (e. algorithm). Þessa aðferð er því 
hægt að nota til þess að finna fjarskyld en samsvarandi prótein með varðveitt mótíf í 
amínósýru röð. 

Í grein eftir Shungi Zhu og félaga "Evidence for myxobacterial origin of eukaryotic 
defensíns" frá 2007 lýstu þeir hvernig mætti finna peptíð sem tilheyra CSαβ 
defensínum með tölvuleit. Þeir notuðu amínósýruraðir peptíðsins plectasín og afleiðu 
þess acasín sem bakgrunn í tBLASTN. Leitað var sérstaklega eftir ákveðnu cystein 
mynstri (sjá mynd 15, bls 37) sem er einkennandi fyrir CSαβ defensín. Plectasín 
inniheldur þetta cystein mynstur og er jafnframt talið vera forveri defensína (Zhu 
2007). 
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Þegar tími gafst var leitað að defensín-líkum svæðum í erfðamengi Chlamydomonas. 
Með því að nota plectasín og acasín sem bakgrunn fannst eitt hugsanlegt prótein 
sem inniheldur cystein mynstrið og svipaða seytiröð fyrir framan, einkennandi fyrir 
defensín. Sjá töflu 5 með amínósýruröð þessa defensín-líka próteins. Þetta prótein er 
samt illa skilgreint, vantar upphafskóða, splæsiset ekki rétt samkvæmt GU-AG 
reglunni og hugsanlega ekki réttur endakóði. Í töflu 9 í viðauka 9.6 er gena röð 
próteinsins. 

Tafla 5: “Defensín-líkt” prótein hjá Chlamydomonas reinhardtii. 
Amínósýruröð óskilgreints próteins hjá C. reinhardtii sem inniheldur cystein mynstur defensína. Cystein 
mynstrið er undirstrikað í a.s. röð, cystein lituð með rauðu og fjöldi a.s. milli cysteina tekinn fram. 
Glýsin, litað með grænu, er ein af þeim skilgreindu a.s. sem þarf að vera á þessu svæði til að uppfylla 
cystein mynstur defensína. NCBI einkennisnúmer próteinsins er “XM_001698670.1”. 
Prótein: Amínósýruröð: 

Óskilgreint 
prótein 
(defensín-
líkt) 

1   TSARSGIDPY QLVDAPPPSP YTLPDQSTWL PLDKCGDSKC SGRGWCALAP  
                               �7�    �3�  �5�   �4� �1�                  
51  RIDGHPPPQP QCRCLGFYGG DACETPQAEH CFQGCSGRGT CHGGFCHCKP                   
91  SYWGLASWLP HPSKLRVYVY SIPEQLAFKK PWHDIPALVD TMYLAEVSFV     
161 DSLLGDGAVL TQNPWEANLF LINAYTFYFT GNIGYPARHF SSVFNYVRTK 

 

Amínósýruröð defensíns-líka próteinsins var svo notuð sem bakgrunnur í tBLASTN 
leit og fundust þá 14 prótein sem innihalda þetta cystein mynstur, sjá töflu 10 í 
viðauka 9.6. Amínósýruraðir þessara próteina voru einnig raðaðar saman við 
“defensíns-líka” próteinið, ásam plectasín og acasín með ClustalW forriti, sjá mynd 
50 í viðauka 9.6. Flest þeirra tilheyrðu svokallaðri exóstosin-líkri glýcótransferasa 
fjölskyldu. Öll þessi exóstosin-líku prótein eru fremur stór miðað við þekkt defensín-
lík peptíð og virðast ekki hafa neina ákveðna seytiröð fyrir framan cystein mynstrið. 
Því er ólíklegt að um sé að ræða bakteríuhamlandi prótein. 

Nýlega var sett fram í grein eftir Zhu að til væru 6 mismunandi fjölskyldur af defensín-
líkum peptíðum í sveppum (Zhu 2008). Plectasín tilheyrir fjölskyldu eitt. Prófað var að 
leita í Chlamydomonas gagnabankanum með defensín mynstrum úr öðrum 
fjölskyldum. Úr þeirri leit með peptíðið aclasín úr fjölskyldu III og IV sem bakgrunn 
fannst eitt prótein í viðbót sem inniheldur þetta cystein mynstur, sjá töflu 10 í viðauka 
9.6, en líkt og hjá exótosin-líku próteinunum passaði bygging þess ekki frekar að 
almennri byggingu defensína. 
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6 Umræða 
Ljóst er að Chlamydomonas reinhardtii seytir sameindum sem hindra vöxt baktería 
og sú aukning á bakteríuhamlandi virkni sem á sér stað þegar C. reinhardtii kemst í 
návist baktería bendir til að einhver skynjun á bakteríum eigi sér stað hjá 
grænþörungnum, líklega með viðtökum á frumuhimnunni sem koma af stað viðbragði 
sem eykur seytingu þessara bakteríuhamlandi sameinda. Upphaflega var reynt að 
örva losun bakteríuhamlandi efna frá C. reinhardtii með bakteríusýkingu, en erfitt var 
að skilja að bakteríuhamlandi áhrif frá sýkingarbakteríunum og frá C. reinhardtii og 
var því reynt að finna aðrar leiðir til þess að örva seytingu hjá C. reinhardtii. 
Meðhöndlun með útfjólubláu ljósi gaf áhugaverðar niðurstöður en frekari tilraunir þarf 
til að sjá hvort um sé að ræða örvun eða hvort ljósið drepi grænþörunginn og leysi út 
innanfrumu sameindir sem gætu hindrað vöxt baktería. Þetta má t.d. gera með því 
að skoða fleiri tímapunkta og aðra styrki af útfjólubláu ljósi og kanna áhrif ljóssins á 
vöxt grænþörunganna með líftölu og vaxtarkúrfu. Þó má benda á að ef útfjólubláa 
ljósið er að drepa C. reinhardtii og losa innanfrumu sameindir með bakteríuhamlandi 
virkni þá mætti telja það sem visst varnarkerfi hjá þeim þar sem dauði nokkurra 
frumna eykur líkur á vexti annarra frumna. Í ljós kom svo að stofninn CC-3403, sem 
er vegglaus stofn, er stöðugt að seyta tveimur efnum sem hindra vöxt baktería, efni A 
og B. Þessi efni hindra þó aðeins vöxt Gram-jákvæðra baktería en ekki Gram-
neikvæðra. Þetta þarf samt að sannreyna betur með eyðuprófi á fleiri tegundum 
baktería en hér var virknin aðeins könnuð á Bacillus megaterium stofninum Bm-11 
(Gram+) og E. coli stofninum D-21 (Gram-). Algengt er þó að bakteríuhamlandi efni 
líkt og peptíð hindri aðeins aðra hvora gerðina. Einnig er ekki víst hvort efnin hindri 
aðeins vöxt baktería eða hvort þau séu bakteríudrepandi en til að komast að því þarf 
að gera líftölumælingu á bakteríurækt (t.d. Bm-11) með fullhreinsuðum efnum A og B 
og án. Próteinasa meltur á efnunum benda til að þau séu peptíð eða prótein. 
Próteinasi K klýfur sundur peptíðtengi aðliggjandi karboxýl hópum hjá alifatískum og 
arómatískum amínósýrum og pepsín klýfur einnig í sundur peptíðtengin milli 
vatnsfælinna amínósýra og þá sérstaklega hjá þeim arómatísku (Dunn 2001). Báðir 
þessir próteinasar draga úr bakteríuhamlandi virkni hjá efnunum A og B. Aðeins 
náðist þó að framkvæma pepsín meltu á grófhreinsuðu sýni með blöndu af efnum A 
og B. Efni B mælist við A 280 nm en efni A hins vegar ekki þannig að líklega eru ekki 
arómatískar amínósýrur í efni A. 

Hreinsunarferilinn fyrir efni A nær ekki fram góðum aðskilnaði á efni A frá öðrum 
efnum. Eftir grófhreinsun mætti prófa að bæta við hreinsunarferilinn hlaupsíun með 
súlu sem aðskilur sérstaklega mjög litlar sameindir. Til þess að geta svo greint efni A 
þarf að safna meira magni af hreinsuðu efni A til að geta haldið áfram með það í 
greiningu, keyra á geli og massagreina. Einnig má massagreina þau efni sem eru í 
aðliggjandi afföllum við efni A eftir loka HPLC hreinsun, þannig sést hugsanlega hvað 
er helst að menga efni A og síðan draga það frá til að greina hvert virka efnið er.  

Einnig er möguleiki að efni A sé hringlaga peptíð, en slík bakteríuhamlandi peptíð 
hafa fundist hjá dýrum, plöntum og bakteríum. Það gæti útskýrt hvers vegna efnið er 
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svo erfitt í hreinsun, vatnsfælin svæði gætu snúið inná við og því binst efnið ekki á 
öfugfasa súlur. Þetta má skoða t.d. með því að melta efnið með endópeptíðasa og 
exópeptíðasa og kanna bakteríuhamlandi virknina með eyðuprófi. Vitað er að efni A 
er næmt fyrir endópeptíðasa (próteinasa K). Ef efni A er hringlaga þá eru ekki lausir 
endar sem exópeptíðasar geta ráðist á og eytt bakteríuhamlandi virkni. Einnig má þá 
prófa próteinasa meltu með mismunandi próteinösum til að hreinsa efni A. Ef efnið er 
hringlaga með vatnsfælin svæði inná við væri hægt að brjóta efni A upp í minni 
peptíð sem opnar vatnsfælnu svæðin og þannig hægt að hreinsa peptíðbútana með 
HPLC og massagreina. (Tang, Yuan o. fl. 1999; Craik 2006). Einnig væri hugsanlegt 
að beita exópeptíðösum til að brjóta niður og fjarlægja önnur peptíð. 

Með massagreiningu á efni B sem framkvæmd var í UCLA greindist peptíð hluti sem 
tilheyrði stærra próteini og hafði mikla samsvörun við próteinasa hindrann cystatín. 
Cystatín hefur þekkta bakteríuhamlandi virkni og var því peptíðið smíðað in vitro og 
virkni þess könnuð með eyðuprófi. Ekki tókst að sýna fram á bakteríuhamlandi virkni 
hjá smíðaða peptíðinu og því þarf að klóna próteinið allt og framleiða in vivo ef reyna 
á frekar að staðfesta bakteríuhamlandi virkni þess. Einnig kemur upp sú spurning 
hvers vegna Chlamydomonas sé að seyta próteinasa hindra sem finnst aðallega hjá 
fjölfrumungum, bæði hjá plöntum og dýrum, en það er talið verja lífverurnar fyrir 
árásum baktería sem oft seyta próteinösum til að auka sýkingarmátt sinn. 

Ekki er komið í ljós enn hvort hreinsunarferillinn fyrir efni B sé nógu góður til að geta 
greint virka efnið. Eftir að hafa farið í gegnum þrjár HPLC hreinsanir var efni B sent til 
Karolinska Institutet í Svíþjóð þar sem það verður rafdregið á SDS-PAGE geli, 
silfurlitað og bönd með stökum peptíðum klippt úr og massagreind. 

Helsta vandamálið við hreinsun á efnum A og B er að efnin bæði virðast vera frekar 
viðkvæm, eftir því sem efnin verða hreinni ætti bakteríuhamlandi virkni þeirra að 
koma betur fram í eyðuprófunum en eftir því sem efnin voru hreinsuð var algengt að 
virkni þeirra minnkaði eða hvarf alveg. Einnig er líka sá möguleiki að efni B séu tveir 
þættir sem þurfa að vera saman til að bakteríuhamlandi virknin komi fram en þeir 
aðskiljist með hreinsuninni. 

Þegar amínósýruröðin hefur fengist fyrir efni A og B er hægt að smíða 
próteinin/peptíðin in vitro eða framleiða þau in vivo. Þá er hægt að staðfesta virkni 
hreinna efna með eyðuprófun. Mikilvægt væri að mynda góð mótefni gegn virku 
efnunum en þau geta m.a. nýst til að greina tjáningu með western þrykki og fyrir 
mótefnalitanir (e. immunohistochemistry) í frumum. Þegar amínósýruraðirnar eru 
fengnar og samsvarandi raðir í erfðamengi Chlamydomonas fundnar er möguleiki að 
auka tjáningu með því að koma genunum fyrir í genaferju með sterkri tjáningu og 
innlima í Chlamydomonas (Grossman, Harris o. fl. 2003). Einnig má reyna að koma 
genunum/cDNA fyrir í gersveppum og bakteríum til tjáningar. Þegar virknin hefur 
verið að fullu einangruð og próteinin/peptíðin sem henni valda verið skilgreind er 
hægt að kanna virknisvið þeirra nánar. Kanna mætti virkni þeirra á mismunandi 
bakteríum, Gram jákvæðum og neikvæðum við mismunandi styrk. Einnig mætti 
skoða virkni gegn sveppum (t.d. Candida) og veirum. Þannig fæst virknisvið fyrir 
próteinin/peptíðin og einnig skilgreining á lægsta virknistyrk (e. minimal inhibitory 
concentration, MIC).  
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Með tölvuleit fannst einnig eitt áhugavert prótein með skyldleika við defensín. 
Próteinið er ekki nógu vel skilgreint og þarf því að skoða nánar hvort það geti 
mögulega hindrað vöxt baktería. Það má gera með því að einangra cDNA 
próteinsins frá Chlamydomonas og koma því fyrir í genaferju með sterkri tjáningu í 
gersveppum eða bakteríum. 
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7 Lokaorð 
Upphaflegir heilkjarna einfrumungar hafa væntanlega lifað sem átfrumur ekki ólíkt 
okkar eigin átfrumum. Sennilega hafa bakteríuhamlandi efni komið snemma fram í 
þróunarsögunni sem varnartæki og verkfæri er gögnuðust við át á öðrum smásæjum 
frumum. Það má með nokkurri vissu staðhæfa að virkt varnar eða ónæmiskerfi gegn 
bakteríum sé forsenda þess að fjölfruma lífsform heilkjörnunga næðu að þróast. 

Með skilgreiningu á bakteríuhamlandi efnunum A og B gæti gefist ný sýn á 
varnarkerfi plantna og dýra gegn örverum og á þróun náttúrulegs ónæmis frá 
hugsanlegum sameiginlegum forföður dýra og plantna. 
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9 Viðaukar 

9.1 Stofnar 

Tafla 6: Chlamydomonas stofnar og arfgerð þeirra. 

Chlamydomonas stofn: Arfgerð: 

CC-2677 cw15 nit1-305 mt- 5D 

CC-3403 RM-387 nit1 arg7 cw15 mt- 

CC-1690 wild type mt+ 21 gr 

(Tekið af “http://www.chlamy.org/strains/core.html” þann 18.júní 2010). 

Frysting Chlamydomonas stofna: 

• Blanda skal fullræktuðum stofni í TAP vökvaæti með 6% metanóli (v/v).  

• 6% metanól TAP blanda er búin til með því að blanda 1,2 ml metanóli í 18,8 
ml TAP. 

• 0,9 ml metanól TAP blanda + 0,9 ml rækt í 1,8 ml frystiglös, með skrúfloki. 

• Sett í sérstakt frysti ílát (“Cryo 1° Freezing Con tainer” frá Nalgene) sem 
inniheldur 250 ml IPA (iso-própýl alkahól = 2 própanól). 

• Geymt í 4°C kæli í myrkri í 4 klst. Hvorki meira n é minna.  

• Geymt í -80°C frysti í 4 klst. Má geyma þar yfir n ótt.  

• Fært yfir í -152°C frystinn og geymist þar lengur.   

Afþýðing Chlamydomonas stofna: 

• Þýða frumurnar við 35°C í hitablokk í allt að 12 m ín. eða þangað til að lausnin 
er þýdd. 

• 500 µl blandað við 5 ml ferskt TAP vökvaæti eða 100 µl á TAP 1,5% skál og 
dreift með sterílum glerstaf.  

• Blöndunni/skálunum leyft að standa í myrkri við 12 klst. 

• 1-2 dagar undir daufu ljósi og ræktað svo við venjulegar aðstæður.  
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Frysting bakteríustofna: 

Bacillus cereus er geymdur í frostrækt, 1 ml af fullvöxnum B. cereus í nutrient æti og 
0,3 ml af 70% glyseróli í 1,5 ml plastglasi með skrúfutappa, geymt í - 20°C. 

Bacillus megaterium, BM-11, er geymdur í frostrækt, 1 ml af fullvöxnum BM-11 í LB 
æti og 0,3 ml af 70% glyseróli í 1,5 ml plastglasi með skrúfutappa, geymt í - 20°C. 

Escherichia coli, D-21, er geymdur í frostrækt, 1 ml af fullvöxnum D-21 í LB æti og 
0,3 ml af 70% glyseróli í 1,5 ml plastglasi með skrúfutappa, geymt í - 20°C. 

Afþýðing bakteríustofna: 

Bacillus megaterium, BM-11, er tekin úr glýseról frostrækt, strikaður á tvær LB 1% 
agar skálar sem innihalda streptómýcín (100 µg/ml) og ræktaðar yfir nótt við 37°C. 

Escherichia coli, D-21, er tekin úr glýseról frostrækt, strikaður á tvær LB 1% agar 
skálar sem innihalda streptómýcín (100 µg/ml) og ræktaðar yfir nótt við 37°C. 

Bacillus cereus er tekin úr glýseról frostrækt. 1 ml af frostrækt settur í 20 ml af 
nutrient æti og ræktað yfir nótt í hristara með 250 rpm og 35°C. 
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9.2 Æti og önnur efni 

Notað á vökvaformi, með 1,5% agar (7,5 g per 500 ml) eða með 4% agar (20 g per 
500 ml). 

Lágmarksæti (1 lítri) : 
• 10 ml A lausn 

• 10 ml B lausn (5 ml af 2xB lausn) 

• 1 ml snefilefnalausn 

• dH2O að 1000 ml 

TAP (1 lítri): 
• 10 ml A lausn 

• 1 ml B lausn (0,5 ml af 2xB lausn) 

• 1 ml snefilefnalausn 

• 0,95 ml ediksýra 

• 20 ml 1M Tris-base 

• dH2O að 1000 ml 

TAP (tris-acetate-phosphate) á að hafa pH um 6,8. Hægt er að stilla pH-ið með því 
að blanda við Tris basa ef pH-ið er of lágt en ediksýru ef pH-ið er of hátt. 

TAP+Arg: 
• Settur 1 ml af 1% arginín í 500 ml. 

Eftirfarandi stokklausnir eru fyrir Chlamydomonas ætisgerð: 

Tris 1M (1 lítri): 
• 121 g Tris 

• dH2O að 1000 ml 

A lausn (1 lítri): 
• 5 g CaCl2 ·2H2O 

• 10 g MgSO4 ·7H2O 

• 40 g NH4Cl 

• dH2O að 1000 ml 
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B lausn (1 lítri): 

• 115 g K2HPO4 

• 46 g KH2PO4 

• dH2O að 1000 ml 

Snefilefnalausn (e. trace elements) fyrir 500 ml: 
• 25 g EDTA (sýruform) 

• 5,7 g H3BO3 

• 11 g ZnSO4 ·7H2O 

• 2,55 g MnCl2 ·4H2O 

• 2,50 g FeSO4 ·7H2O 

• 0,80 g CoCl2 ·6H2O 

• 0,80 g CuSO4 ·5H2O 

• 107 mg MoO4Na2 ·2H2O 

Uppskrift: 

1. EDTA er leyst upp í 250 ml af H2O (auðveldara með KOH). 
2. Afgangurinn af söltunum er leystur upp í 200 ml H2O. 
3. Lausnunum tveimur er blandað saman. 
4. Hitað að 100°C og látið kólna að 80-90°C. 
5. pH stillt að 6,8 með 20% KOH (reynt að halda hita fyrir ofan 70°C á 

meðan). 
6. Bætt við vatni þar til lausnin verður 500 ml og geymt í myrkri í 2 daga 

(þá fyrst er hægt að nota lausnina). Snefilefnalausnin er geymd í 
myrkri. 

LB æti (1 lítri): 

• 950 ml H2O 

• 10 g NZ-amín eða tryptón 

• 5 g Bacto-yeast extract 

• 10 g NaCl 
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Nutrient æti (1 lítri): 

• 5 g peptone 

• 3 g meat extract 

• dH2O að 1000ml 

Agarósa dúi fyrir lýsósím eyðupróf (50ml): 

• 462,3 mg NaH2PO4·H2O 

• 46,1 mg NaCl 

• Fylla upp að 50 ml 

• pH 6 – stilla með NaOH 

MIS lausn fyrir massagreiningu: 

50 mg O-methylisourea hemisúlfat salt 

221 µl H2O 

187 µl 7,5 M NH4OH 

Trypsín meltulausn fyrir massagreiningu: 

Trypsín (“Proteomics grade” frá Sigma) leyst í 9% asetonitríl, 25 mM NH4HCO3 að 5 
ng/µl 
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9.3 Hreinsunarferill efni A 

Tafla 7: Yfirlit yfir hreinsunarferil á efni A 

 Súlugerð: Athugasemd: 

1. Hreinsun SepPak C18 6cc súla 1 lítri af Chlamydomonas floti, sýrt að 
0,1% með 100% TFA, keyrt í gegnum 
súluna. Efni A festist ekki á þessari súlu, 
rennur í gegn, súlan hreinsar burt önnur 
efni. 

2. Hreinsun  Oasis HLB 6cc súla 1 lítri af affalli frá 1. hreinsun. Efni A festist 
hérna og losað af með 95% asetonitríl. 
Sýni frostþurrkað, leyst upp í 50 µl H2O, 
bakteríuhamlandi virkni staðfest með 
eyðuprófi á Bm-11 (sjá mynd 30) og 
próteinasa næmni einnig staðfest (sjá 
mynd 25 bls. 48). 

3. Hreinsun – 
HPLC 

HPLC Oasis HLB súla 50 µl af sýni, þynnt að 500 µl með 0,1% 
TFA, keyrt í gegnum HPLC með asetonitríl 
stigul. Efni A losnar af súlunni milli 40% og 
60% asetonitríl (sjá mynd 30). Sýnið 
frostþurrkað, leyst upp í 15 µl H2O og 
bakteríuhamlandi virkni staðfest (sjá mynd 
31). 

4.Hreinsun – 
HPLC 

HPLC Oasis HLB súla 15 µl af sýni, þynnt að 50 µl með 0,1% 
TFA, keyrt aftur í gegnum HPLC og með 
rúmlega tvöfallt lengri asetonítril stigul. 
Efni A losnar af í kringum 40% asetonitríl 
(sjá mynd 33). Sýnið frostþurrkað, leyst 
upp í 15µl H2O og bakteríuhamlandi virkni 
staðfest (sjá mynd 34) 

  

Mynd 30: Eyðupróf með grófhreinsuðu efni A 
Bakteríuhamlandi virkni efnis A eftir grófhreinsun sýnd með eyðuprófi á Bm-11. Efni A 
var grófhreinsað með Oasis HLB 6cc súlu og losað af með 95% asetonitríl. Sýnið 
frostþurrkað og leyst upp í 50 µl H2O fyrir eyðupróf og frekari vinnslu. 
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Mynd 31: Fyrri HPLC hreinsun á efni A: 

HPLC hreinsun á grófhreinsuðu efni A með HPLC Oasis HLB súlu. Sýnið var þynnt að 
500 µl með 0,1% TFA og hlaðið á súluna. Flæðihraðinn hafður 0,5 ml/min og keyrslan 
höfð 30 mín. löng með asetonitríl stigul að 95% lokastyrk í 0,1%TFA. Afföll mæld við 
214 nm (blá lína) og safnað í 1,3 ml skammta. Skammtarnir síðan frostþurrkaðir og 
leystir upp í 15 µl H2O. Efni A losnaði af við 40% - 60% asetonitríl og kom fram í 
afföllum 9 og 10. 

 

Mynd 32: Eyðupróf með efni A eftir fyrri HPLC hrein sun 
Eyðupróf á Bm-11 með afföllum frá fyrri HPLC hreinsun á efni A. Bakteríuhamlandi 
virkni efnis A kom fram í afföllum 9 og 10. Einnig kom fram virkni í afföllum 1-3 en það 
er vegna mjög takmarkaðar bindigetu hjá HPLC Oasis HLB súlunni. 
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Virkni

 
Mynd 33: Seinni HPLC hreinsun á efni A 

Seinni HPLC hreinsun á efni A með HPLC Oasis HLB súlu. Sýnið var þynnt að 50 
µl með 0,1% TFA og hlaðið á súluna. Flæðihraðinn hafður 0,4 ml/min og keyrslan 
höfð 50 mín. löng með asetonitríl stigul að 95% lokastyrk í 0,1%TFA. Afföll mæld 
við 214 nm (blá lína) og þeim safnað í 1,3 ml skammta. Skammtarnir síðan 
frostþurrkaðir og leystir upp í 15 µl H2O. Efni A losnaði af við 40% asetonitríl og 
kom fram í afföllum 8 og 9. 

  

Mynd 34: Eyðupróf með efni A eftir seinni HPLC hrei nsun 
Eyðupróf á Bm-11 með afföllum frá seinni HPLC hreinsun á efni A. Bakteríuhamlandi 
virkni efnis A kom fram í afföllum 8 og 9. 
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9.4 Hreinsunarferill efni B 

Tafla 8: Yfirlit yfir hreinsunarferil á efni B 

 Súlugerð: Athugasemd: 

1. Hreinsun SepPak C18 6cc súla 1 lítri af Chlamydomonas floti, sýrt að 
0,1% TFA með 100% TFA, keyrt í 
gegnum súluna. Efni B festist á þessari 
súlu, og losað af með 80% asetonitríl. 
Sýni frostþurrkað og leyst upp í 50 µl 
H2O. Bakteríuhamlandi virkni staðfest 
með eyðuprófi á Bm-11 (sjá mynd 35) og 
próteinasa næmni einnig staðfest (sjá 
mynd 25 bls. 48). 

2. Hreinsun – 
HPLC 

HiTrap CM FF 5 ml 
katjónaskipta súla 

50 µl af sýni, þynnt að 5 ml með 0,2 M 
ediksýru og því hlaðið á súluna í tveimur 
lotum, 2,5 ml í senn. Losað af súlunni 
með 1,5 M ammóníum asetat í 0,2 M 
ediksýru stigul. Efni B losnar af súlunni 
milli 25% og 40% 1,5 M ammóníum 
asetat (sjá mynd 36). Afföllum, mældum 
við 280 nm, svo safnað saman. 

3. Hreinsun Oasis HLB 6cc súla Öllum mældum afföllum sem losnuðu af 
katjónaskipta súlunni með ammóníum 
asetati var safnað saman og þau afsöltuð 
með bindingu á Oasis HLB súlu. Losað af 
Oasis HLB súlunni með 80 % asetonitríl, 
frostþurrkað, leyst upp í 50 µl með H2O 
og bakteríuhamlandi virkni staðfest með 
eyðuprófi á Bm-11 (sjá mynd 37). 

4. Hreinsun – 
HPLC 

µRPC öfugfasa súla 50 µl af sýni, þynnt að 500 µl með 0,1% 
TFA og keyrt í gegnum HPLC með 
asetonitríl stigul. Efnið B losnar af súlunni 
milli 40% og 42% asetonitríl (sjá mynd 
38). Sýnið frostþurrkað, leyst upp í 15 µl 
vatni og bakteríuhamlandi virkni staðfest 
(sjá mynd 39). 

5. Hreinsun – 
HPLC 

µRPC öfugfasa súla 15 µl af sýni, þynnt að 50 µl með 0,1% 
TFA, keyrt aftur í gegnum HPLC og með 
stig hækkandi ACN stigul. Virka efnið B 
losnar af í kringum 50% asetonitríl (sjá 
mynd 40 og mynd 41) Sýnið frostþurrkað, 
leyst upp í 15 µl H2O og bakteríuhamlandi 
virkni staðfest (sjá mynd 42). 
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Mynd 35: Eyðupróf með grófhreinsuðu efni B 
Bakteríuhamlandi virkni efnis B eftir grófhreinsun sýnd með eyðuprófi á Bm-11. Efni B 
var grófhreinsað með SepPak 6cc súlu og losað af með 50% asetonitríl. Sýnið 
frostþurrkað og leyst upp í 50 µl H2O fyrir eyðupróf og frekari vinnslu. 

Virkni

 
Mynd 36: Fyrsta HPLC hreinsun á efni B 

HPLC hreinsun á grófhreinsuðu efni B með HiTrap CM FF 5ml. Sýnið var þynnt að 2 
ml með 0,2 M ediksýru og hlaðið á súluna í tveimur lotum, tvær kúrfur mynduðust 
þegar sýni var hladið á, báðar um 2000-3000 mAu. Flæðihraðinn hafður 1 ml/min og 
keyrslan höfð 25 mín. löng með 1,5 M ammóníum asetat í 0,2 M ediksýru stigul. Afföll 
mæld við 280 nm (blá lína) og safnað í 1,3 ml skammta. Öllum mældum afföllum sem 
losnuðu af súlunni með ammóníum asetati var safnað saman og þau afsöltuð með 
bindingu á Oasis HLB súlu. Losað af Oasis HLB súlunni með 80 % asetonitríl, 
frostþurrkað og leyst upp í 50 µl með H2O. Efni B kom fram í afföllum 9 og 10.  
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Mynd 37: Eyðupróf á efni B eftir fyrstu HPLC hreins un 
Eyðupróf á Bm-11 með afföllum frá fyrstu HPLC hreinsun á efni B. Afföllum var safnað 
í þrjá skammta, affall sem ekki bast við súluna (FT-ACN), afföll 20-29 og afföll 30-40, 
og salt skolað í burtu með því að binda afföllin á Oasis HLB súlu. Bakteríuhamlandi 
virkni efnis B kom fram í afföllum 30-40. Einnig kom fram virkni í affallinu sem ekki 
bast á súlunni (FT-ACN) en það er vegna takmarkaðar bindigetu. 

Virkni

 
Mynd 38: Önnur HPLC hreinsun á efni B 

Önnur HPLC hreinsun á efni B með µRPC súlu. Sýnið var þynnt að 500 µl með 
0,1% TFA og hlaðið á súluna. Flæðihraðinn hafður 0,7 ml/min og keyrslan höfð 90 
mín. löng með asetonitríl stigul að 80% lokastyrk í 0,1%TFA. Afföll mæld við 214 
nm (blá lína) og þeim safnað í 1,3 ml skammta. Skammtarnir síðan frostþurrkaðir 
og leystir upp í 15 µl H20. Efni B losnaði af við 40% - 42% asetonitríl og kom fram í 
affalli 23. 
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 Mynd 39: Eyðupróf með efni B eftir HPLC hreinsun n r 2 

Eyðupróf á Bm-11 með afföllum frá HPLC hreinsun númer 2 á efni B . 
Bakteríuhamlandi virkni efnis B kom fram í affalli 23. Einnig kom fram virkni í afföllum 
1-3, efni A, en katjóna súlan í HPLC hreinsun númer 1 bindur einnig efni A. 

Virkni

 
Mynd 40: Loka HPLC hreinsun á efni B mælt við 214nm  

Loka HPLC hreinsun á efni B með µRPC súlu. Sýnið var þynnt að 50 µl með 0,1% TFA 
og hlaðið á súluna. Flæðihraðinn hafður 0,5 ml/min og keyrslan höfð 120 mín. löng 
með asetonitríl stigul að 80% lokastyrk í 0,1%TFA. Afföll mæld við 214 nm (blá lína) og 
þeim safnað í 1,3 ml skammta. Skammtarnir síðan frostþurrkaðir og leystir upp í 15 µl 
H20. Efni B losnaði af við 40% - 42% asetonitríl og kom fram í affalli 21. 
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Virkni

 
Mynd 41: Loka HPLC hreinsun á efni B mælt við 280nm  

Lokahreinsun á efni B, saman hreinsun og á mynd 40 en hér eru afföll mæld við 
280nm (rauð lína). Efni B kemur fram í affalli 21. 

 

Mynd 42: Eyðupróf á efni B eftir loka HPLC hreinsun  
Eyðupróf á Bm-11 með afföllum frá loka HPLC hreinsun á efni B. Bakteríuhamlandi 
virkni efnis B kom fram í affalli 21. 
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9.5 Myndir 

 

Mynd 43: Eyðupróf með CC-1690 á Bm-11 
Eyðupróf á Bm-11 með seyti frá viðmiðsstofninum CC-1690, grófhreinsað með Oasis 
HLB súlu. Engin bakteríuhamlandi virkni kemur frá CC-1690 (B) borið saman við CC-
3403 (A og D). Ampisillín (AMP) er notað sem jákvætt viðmið. 

  

Mynd 44: Eyðupróf með CC-3403 á D-21. 
Eyðupróf á D-21 með seyti frá CC-3403, grófhreinsað með Oasis HLB úr þremur 
ræktum (A, B, og C). A, B og C höfðu áður sýnt virkni á Bm-11. Ampisillín (AMP) er 
notað sem jákvætt viðmið. 
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Mynd 45: HPLC hreinsun með katjónaskipta súlu 

HPLC hreinsun með HiTrap CM FF súlu á grófhreinsuðu seyti frá CC-3403 (hreinsað 
með Oasis HLB súlu). Sýninu var hlaðið á súluna í 50 mM maurasýru og losað af með 
0,7 M ammóníum hýdroxíð í metanóli. Afföll mæld við 214 nm (rauð lína) og 280 nm 
(blá lína), safnað í 1,3 ml skammta og sölt síðan hreinsuð úr þeim með Oasis HLB 
súlum. Eyðupróf með afföllunum sýnir að efni A og B koma fram í afföllum 11 og 12.  

 
 Mynd 46: HPLC hreinsun með anjónaskipta súlu.  

HPLC hreinsun með Mini Q anjónaskipta súlu á grófhreinsuðu seyti frá CC-3403 
(hreinsað með Oasis HLB súlu). Sýninu var hlaðið á súluna í 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 
og losað af með 20 mM Tris-HCl + 0,5 M NaCl, pH 8,0. Afföll mæld við 214 nm (rauð 
lína) og 280 nm (blá lína), safnað í 1,3 ml skammta og sölt síðan hreinsuð úr þeim 
með Oasis HLB súlum. Eyðupróf með afföllunum sýnir að efni A og B koma í affallinu 
sem ekki binst við súluna. 
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Mynd 47: Saltfelling.  
Seyti frá CC-3403 stofninum var notað í saltfellingu með 10% upphafstyrk af 
ammóníum súlfat og 65% lokastyrk. Eftir fellinguna var botnfallið leyst upp í 0,1% TFA 
og bætt út í flotið TFA að 0,1%. Lausnirnar svo keyrðar gegnum Oasis HLB súlur, 
sýnin losuð af með asetonitríl og bakteríuhamlandi virkni könnuð með eyðuprófi á Bm-
11. Botnfallið var losað af Oasis HLB súlunni með 35% asetonitríl (A1), 50% asetonitríl 
(A2) og 80% asetonitríl (A3). Flotið var losað af Oasis HLB súlunni með 35% asetonitríl 
(B1), 50% asetonitríl (B2) og 80% asetonitríl (B3) Bakteríuhamlandi virkni kom fram í 
bæði botnfallinu og flotinu. 

 

Mynd 48: Katjónaskipta súluefnishreinsun. 
Eyðupróf á Bm-11 með floti frá CC-3403 eftir grófhreinsun með katjónaskipta 
súluefnishreinsun. Súluefni var blandað við flotið í 3-4 tíma og síað frá flotinu. Efni 
bundin við súluefnið voru svo losuð af með 1 M ammóníum hýdroxíð, þurrkuð niður og 
bakteríuhamlandi virkni könnuð (2 og 3). Flotið var einnig þétt með Oasis súlu, þurrkað 
niður og bakteríuhamlandi virkni könnuð (1). Til viðmiðunar var notað seyti frá CC-
3403 grófhreinsað með Oasis HLB (4) og TAP vökvaæti hreinsað með katjónaskipta 
súlefnihreinsun (5, 6 og 7). Bakteríuhamlandi virkni kom fram bæði í flotinu og af 
súlefninu hjá CC-3403 en einnig frá TAP ætinu sem var neikvætt viðmið. 
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Mynd 49: Eyðupróf með cystein afleiðu frá Chlamydomonas 
Eyðupróf á Bm-11 með tilbúinni cystein afleiðu frá Chlamydomonas. Bakteríuhamlandi 
virkni var könnuð með fjórum styrkjum, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 1 mg/ml og 0,5 mg/ml. 
Engin bakteríuhamlandi virkni sást með eyðuprófinu. 
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9.6 Tölvuleit 

Tafla 9: Gena röð “defensíns-líka” próteinsins. 
Ætlaður opinn lesrammi er litaður með grænu, splæsiset gensins lituð með rauðu og defensín cystein 
strúktúrinn er afmarkaður með bláum bókstöfum. Lesröðin er 603 basar og innraðir 2791 basar. 

Gen “defensíns-líka” próteinsins hjá C.reinhardtii með innröðum. NCBI 
einkennisnúmer: NW_001843792.1. Staðsetning: c904251-901461. 

1    ACCAGCGCCC GGTCCGGGAT AGACCCGTAC CAGCTGGTTG ACGCGCCGCC GCCCAGCCCC 
61   TACACGCTAC CAGACCAGTC CACTTGGCTG CCGCTGGACA AGTGCGGCGA CAGCAAGTGA 
121  GGCGAGGACC GGCTACCTAG GGGGCCGGCC ATGCACAGCT ACTGCCTAGC TTCTTGGGTC 
181  CTGTTGCTGC TGGCCTCGTG TGGGGCGTGT GGGAAGTGGG GCGTGTTGGA CGTGTAGGCC 
241  GTGTGGGGCG TGTGGTGGGA CGTGCGGGCG TGTGGCACGT GGTCGGGTCC TGCCTGGCCG 
301  GGTCACCTCA GCCTTACCTG CCGTGGCCCC GCCCCGATCT TATTGGGGTG GCTGGCCCCC 
361  TCTCAGCCAA CCCTGGTTTC GTGGTTTTTG CCCGGTCTTA ATGAAATGGC CGGCCCTCCG 
421  TCTGCCTCCC TGTCAAACCC ACGCACTCAC TCCCACTCCC ACAGGTGCTC GGGGCGGGGG 
481  TGGTGCGCGC TGGCGCCGCG GATAGACGGC CACCCGCCGC CGCAGCCCCA GTGCCGCTGC 
541  CTGGGTTTCT ACGGCGTGAG TGGCGGGGAG CCGTGGAGGG GCGTGCGTGG GTGCGGTCAA 
601  GATGCCCTTA CACTGCAGGC GTGACTGCAC CCCCCCGGCG TAGGTCCCTT ACAACACCGT 
661  TGCTGCTTTC TTTTCTTCTA CAACACCGCT TCTTTATTAC AACGCTCCGT CTACATGTCT 
721  CAATTGCAAC CTGCCAAATA GCTGTGATGA ATGCCCACCC CCCTTTCCCT CCCTCTCCCT 
781  CCCTCGCCCT CCCTCTCCCT CTCCTCTGCA GGGCGACGCC TGCGAGACGC CCCAGGCGGA 
841  GCACTGCTTC CAGGGCTGCA GCGGCCGCGG CACCTGCCAC GGCGGCTTCT GCCACTGCAA 
901  GCCGAGTTAC TGGGGGCTGG CGTGTGCGCG CAGCCAGGCC TACGGNNNNN NNNNNNNNNN 
961  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1021 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1081 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1141 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1201 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1261 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1321 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1381 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1441 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1501 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
1561 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNGAGGG AAGCTCCCCA CGAGAGGCAG 
1621 GGGTGGCGGT GTATCCAGGA GTGGCGTTGG AAGTGGGCTG TCCACGAGAG ACGGGGGGCG 
1681 TTGTTTCTGT TGTTGCCAGT AGGGCACAAA TTACGTCTGC TGCGGCTGCG CAGCCCATGC 
1741 CAGTCAACTT GTGCTCATAC ACAACAGCGC CACACGGCTG CGTGACCCGC CCTTGCGTTC 
1801 CCCAACACGC CGCTGCCCCC CCCCCCTTCC TCTCTCCCTC TCTCCCCGTC CTCAGCCTGG 
1861 CTACCCCACC CCTCCAAGCT GCGTGTGTAC GTGTACTCCA TACCCGAGCA GCTGGCTTTC 
1921 AAGAAGCCCT GGCATGACAT CCCGTGAGTT GCTGTTGTTG GCTGTAGCGG CACCGGTGTC 
1981 CCGCCGTTGG CATGCCGTGG GTGATGGCTG CGGGATCTGA GGGCGGCGGC AGGGTAGGCG 
2041 GTGCGCCACG GAGCAGGTGC AGAGCCTGCG TTTCAAGGTC ACCAAACAAT GCGAAACGGC 
2101 CTTGACCAAA TCGCCAAACT TCTACAAACA CCCTGTCCAC TCTCTCCGCG AGTGCCGTTC 
2161 CGTTGTCAAA GCATAGGCCA CGCTCTCCTC CTCGCTCTTT TGCATTGGGT TCGGTTTAGT 
2221 TTGGGCTGTT TTCTCCAACC CCGGACGGCC GCTCATGTGG TAACGACTTC GTCTGCAGTT 
2281 TTCAGGTCAT CTTGTACCGC TTTATTTTCC AAACATCGTT GCAAACATCC GACTCCGTCA 
2341 CAGGGCGCTG GTTGACACCA TGTACCTTGC CGAGGTGTCG TTCGTGGACT CGCTGCTGGG 
2401 CGACGGCGCC GTGCTGACCC AGAACCCCTG GGAGGCCAAC CTGTTCCTCA TCAACGCCTA 
2461 CACCTTCTAC TTCACCGGTG AGCTAGGGAG GGAGCGAGGG AGGGAGGGAG GAAGGGAAGG 
2521 AGGGAGGGAG GGAGGGAAGC GAGCTGGAGG TGGGGTTGGA GAGGTAGAAA GTGAGGGACC 
2581 CATGTTGAGT GGCCTGGGGC CTGGGGGCTT CAAGGCAATG GCTGAGGCAG GCATGGAGCG 
2641 AGCCAAAGCC GGAGCCAGCG GGCACGGACG GCGCATCGCC TCACGCCGCC CCACGCCGCC 
2701 CCACACGCCG CCCCACGCTC CGCACCCAGG CAACATCGGC TACCCCGCCC GCCACTTCAG 
2761 CTCCGTGTTC AACTACGTGC GCACCAAGTG A 
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Tafla 10: Niðurstöður tBLASTN leitar með defensín c ystein mynstur sem bakgrunn. 

Bakgrunnur fyrir 
tBLASTN leit: 

Prótein: Stærð 
gens 
(bp): 

NCBI einkennisnúmer 
gens: 

Staðsetning 
cysteinstrúktúrs á 
próteini (bp): 

Acasín (Plectasín 
afleiða) 

Óskilgreint prótein 
(defensín-líkt prótein) 

603  XM_001698670.1 217-294 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2025 XM_001694867.1 610-687 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2499 XM_001694934.1 658-735 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2907 XM_001694935.1 1022-1099 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1319 XM_001699817.1 281-358 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1863 XM_001697296.1 262-339 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2904 XM_001698749.1 1048-1125 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2640 XM_001702227.1 1150-1227 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1976 XM_001693143.1 655-732 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2223 XM_001699772.1 742-816 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1473 XM_001703072.1 133-207 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1794 XM_001697473.1 391-468 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2448 XM_001691277.1 826-903 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

2115 XM_001700838.1 571-648 

Cystein mynstur  
defensíns-líka 
próteinsins 

exóstosin-líkur 
glýcótransferasi 

1584 XM_001703073.1 382-435 

Aclasín 
 

Óskilgreint prótein 6230 XM_001691045.1 3544-3648 
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