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Ágrip 

Himnuflekar eru lítil, misleit, steról- og sphingólípíð rík svæði sem gegna 

mikilvægum hlutverkum í ýmsum frumuferlum. Vegna mikilvægi þeirra hefur áhugi á 

himnuflekum aukist á undanförnum árum og kenningin um tilvist þeirra fengið meiri 

meðbyr. Rannsóknir á himnuflekum úr innri hluta þarmaþekjufrumna úr kaldsjávar-

geislauggum svo sem þorski hafa ekki verið framkvæmdar áður, svo framarlega sem 

við vitum. Markmið verkefnisins var að einangra og skoða samsetningu slíkra 

himnufleka úr Atlantshafsþorski. Ætlunin var að staðfesta tilvist þeirra og athuga 

hvort þeir sýni sömu einkenni og himnuflekar annarra lífvera.  

Í upphafi verkefnisins var fundin aðferð til að einangra innri himnu þekjufrumna. 

Með breytingum sem gerðar voru á áður birti aðferð reyndist mögulegt að einangra 

þennan frumuhluta með lítilli mengun frá öðrum frumulíffærum. Himnuflekar voru 

síðan einangraðir úr frumuhimnunni og lípíðsamsetning þeirra miðað við 

heildarhimnuna skoðuð. Himnuflekarnir reyndust kólesteról og sphingólípíð ríkir, en 

það er í samræmi við það sem áður hefur verið birt um himnufleka. Lípíðsamsetning 

þeirra reyndist þó óvenjuleg að því leyti að magn af mettuðum fitusýrum var ekki 

meira en í heildarhimnunni. Greining á próteinsamsetningu himnufleka og 

heildarhimnunnar var hafin í þessu verkefni, en fjögur keypt mótefni af þeim sem 

prófuð voru reyndust álitleg til að auðkenna prótein í þorski. Einnig var einangrun á 

Na,K-ATPasa komin vel af stað.  

Í þessu verkefni voru himnuflekar í fyrsta skipti einangraðir úr innri himnu 

þekjufrumna í þörmum Atlantshafsþorsk og tilvist þeirra þar staðfest. 



 

Abstract 

Lipid rafts have been defined as small, heterogeneous, sterol- and sphingolipid 

enriched domains that have special roles in many cellular processes. Research over the 

past two decades has given strong support for the existence of lipid rafts in various 

cell types in different organisms. However, to the best of our knowledge, no studies 

have yet been performed on lipid rafts from the intestinal basolateral membrane 

(BLM) of ray-finned fishes. Our aim was to isolate and characterize lipid rafts from 

the BLM of Atlantic cod intestinal enterocytes to confirm their existence and 

determine if they showed similarity to lipids rafts from other species. 

Initially, we needed to isolate BLM, and by improving previously described 

method we were able to isolate BLM with low contamination from other membrane 

bound cell organelles. Lipid rafts were then isolated from BLM and we compared 

their lipid composition to that of total membrane. Lipid rafts from cod showed similar 

characteristics to lipid rafts isolated from other species. Namely, high 

cholesterol/protein ratio and high sphingolipid content. However, similar amounts of 

saturated fatty acids in lipid rafts and the total membrane was unexpected. In this 

project, we have begun to look into protein content of the lipid rafts and the total 

membrane. We tested several commercial antibodies, and found four of them 

recognised the protein in cod membranes and can be used for further studies. We also 

succeeded in partially isolating cod Na,K-ATPase. 

Here, we have for the first time isolated lipid rafts from intestinal basolateral 

membrane of ray-finned fishes (Atlantic cod) and confirmed their existence. 
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NSL Ósíalýleruð glýkólípíð 
PG Pólý-síalýleruð ganglíósíð 

PR Prótein 

SM Sphingómýelin  

SPH Sphingósín 

SDH Succinat dehydrogenasa 

a-P Súr fosfatasi 

TG Triglýseríð 

THC Trihexosyl ceramíð 
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1. Inngangur 

Markmið þessa verkefnis var fjórþætt, (a) þróa aðferðar til að einangra innri himnu 

þekjufrumu úr þorski, (b) þróa aðferð til að einangra himnufleka, (c) greina 

fitusamsetningu innri himnunnar og (d) einangra áhugaverð prótein úr innri himnunni, 

þar á meðal Na,K-ATPasa. 

Meltingarvegur líkamans skapar kjöraðstæður fyrir niðurbrot og upptöku á hina 

ýmsu tegundum fæðuefna sem hann þarfnast. Þarmur er mikilvægur hluti af 

meltingarkerfinu, en þar er fæðan melt og næringarefni tekin upp með virkum eða 

óvirkum flutningi. Einfalt lag þekjufruma myndar ysta lag þarmanna að holrýminu, en 

það er verndað gegn lágu sýrustigi rúmsins með slími. Skautaðar þarmaþekjufrumur 

stjórna upptöku fæðuefna, en frumuhimnu þeirra má skipta uppí tvö svæði. Það er 

annars vegar burstalag (e. brush border membrane, BBM) eða ,,apical“ hluta og hins 

vegar ,,basolateral“ hluta (BLM). Snýr burstalag himnunnar út að holrými þarmanna 

(ytri himnan) og ,,basolateral“ hlutinn frá því (innri himnan) [1]. Mynd 1 sýnir 

staðsetningu og útlit þekjufrumna í þarmi.    

Alkalískur fosfatasi, AP, er ensím sem 

finnst í lífverum í öllum ríkjum lífsins. AP 

hvatar vatnsrof fosfórsambanda og hefur mjög 

breiða sérvirkni [2]. Mismunandi afbrigði 

ensímsins hafa ólíka hvötunarvirkni sem gerir 

ensímið að áhugaverðu rannsóknarefni. Í 

heilkjarna frumum er ensímið bundið 

utanverðri frumuhimnunni með GPI 

(glýkósyl-fosfatidylinósitol) akkeri, en GPI- 

tengt prótein eru aðallega staðsett á 

himnuflekum frumuhimnunnar [3]. Í 

þörmunum er AP að finna BBM megin á 

skautaðri þekjufrumu, en líffræðilegt hlutverk 

þess þar er umdeilt og að mestu óþekkt [4]. 

Nýlega hefur þó verið varpað fram þeirri 

kenningu að AP geti átt þátt í því að koma í 

veg fyrir bólgu af völdum örvera í þörmum 

með því að gera lípópólýsaccharíð óeitrað [5]. 

Einnig hefur verið sýnt fram á að AP í 

þörmum músa hefur hraðatakmarkandi áhrif á 

upptöku fitu [6].  

Á undanförnum árum hafa verið framkvæmdar ýtarlegar rannsóknir á ensíminu úr 

þörmum Atlantshafsþorsk (Gadus morhua) af rannsóknarhópi Dr. Bjarna Ásgeirssonar 

við Háskóla Íslands, bæði á hvötunargetu þess og byggingu [7-9]. Þetta var talinn sterkur 

grunnur til að hefja rannsóknir á líffræðilegu hlutverki AP í þörmum, og þar sem hlutverk 

Mynd 1. Smáþarmar. Myndin sýnir 

hvernig frumuhimna þarmaþekju 

skiptist í tvo hluta. Myndin er fengin úr 

bók Silverthorns [1] 
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AP í heilkjarna frumum getur verið mótað af staðsetningu þess var ákveðið að skoða 

himnufleka nánar. Langtíma markmið var því að einangra himnufleka úr þekjufrumum 

þorskaþarma og greina prótein- og lípíð innihald þeirra, svo samsetning þeirra yrði ljós. 

Þannig væri hægt að skoða umhverfi himnupróteinsins nánar og læra meira um 

líffræðilega virkni þess. Atlantshafsþorskur er vinsæll fiskur til manneldis og er því 

mikilvægt að skilja nánar hlutverk AP þar sem virkni ensímið getur haft áhrif á heilsu 

þorsksins, ekki síst ef hann verður mikilvægur eldisfiskur.   

Þetta verkefni var því hluti af stærra verkefni, en markmið þess var að skoða 

prótein og lípíð samsetningu BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks og 

himnufleka einangraða úr þeim hluta. Tvær ástæður lágu að baki rannsókninni, annars 

vegar var ætlunin að bera samsetningu himnunnar saman við BBM en þannig má fá 

heilstæða mynd af frumuhimnu þekjufrumna úr þorski og umhverfi AP. Hins vegar 

var ástæðan að staðfesta tilvist himnufleka í BLM hluta þekjufrumna úr þörmum 

Atlantshafsþorsks og athuga hvort þeir sýna svipuð einkenni og í öðrum lífverum. 

Ekki hafa verið gerðar rannsóknir á himnuflekum BLM hluta þarmaþekjufruma 

geislaugga (e. ray-finned fishes) áður, svo framarlega sem við vitum. Með þessum 

rannsóknum vonuðumst við því til að auka þekkingu manna innan okkar fræðisviðs á 

eðli himnufleka í kaldsjávarfiskum. 

1.1. Frumuhimna 

Frumuhimna umlykur sérhverja frumu, afmarkar hana og viðheldur mun á 

samsetningu umfrymis og umhverfis. Gegnir hún ýmsum hlutverkum, meðal annars 

verndar frumuna gegn innrás veira og örvera, stjórnar för efna inn og út úr frumunni 

og tekur við boðum úr umhverfinu. Samsetning himnunnar tekur mið af mismunandi 

umhverfi hennar og ólíkum þörfum frumna á hverjum stað [10]. 

Frumuhimnan er sveigjanleg, þunn og jafnframt hálfgegndræp. Þó samsetning 

hennar sé mismunandi, er grunnuppbygging hennar svipuð. Himnunni er oft lýst með 

seigfljótandi tígulsteinalíkani (e. fluid mosaic model) eins og sýnt er á mynd 2. Þar er 

sýnt hvernig lípíðsameindirnar mynda nokkurs konar samloku þar sem vatnsækni hluti 

sameindarinnar snýr út og vatnsfælni hlutinn snýr inn og á móti vatnsfælum hluta 

annarrar lípíðsameindar. Ásamt lípíðum er himnan samsett úr mismunandi próteinum 

og kólesteróli. Einnig eru sykursameindir tengdar við utanverða frumuhimnuna [10].   

Himnuprótein gæða frumuhimnur sínar ólíkum líffræðilegum eiginleikum, en þau 

hafa mörgum hlutverkum að gegna. Þau geta til dæmis starfað sem flutningsprótein, 

viðtakar eða ensím. Flutningur efna yfir himnuna getur verið hlutlaus, en þá flæða efni 

yfir himnuna vegna mun á styrk eða hleðslu, eða virkur flutningur en þá þarf próteinið 

orku til að flytja efni yfir frumuhimnuna gegn styrkhallanda [10]. Na,K-ATPasi (flytur 

Na
+
 og K

+
), klórgöng (CLC göng, flytja Cl

-
) og aquaporin (vatnsgöng) eru dæmi um 

flutningsprótein, en áhugi á himnupróteinum og skilningur á eðliseiginleikum þeirra 

hefur aukist á undanförnum árum. Framþróun á sviði kristallsgreiningar er helsta 

ástæðan á bak við þessum aukna áhuga. Að kristallsgreina himnuprótein er mörgum 

vandamálum tengt, en helsta ástæðan fyrir því að erfitt er að kristallsgreina þau 

sérstaklega er að þau una sér illa í vatnslausn. 
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Prótein eru himnubundin á mismunandi vegu. Þau geta verið innlimuð í himnuna, 

verið á jaðrinum eða jafnvel fest við himnuna með akkeri. Þar sem próteinin eru að 

mestu leyti umlukin óskautuðu umhverfi himnunnar, þarf bygging þeirra að taka mið 

af því. Almennt gildir fyrir himnuprótein að þau hafa eingöngu skautaðar amínósýrur 

á svæðum sem vísa út úr himnunni eða vísa inn að kjarna próteinanna þar sem þær 

víxlverka við aðra skautaða hópa og taka þátt í að mynda göng í gegnum himnuna. 

Hliðarkeðjur á ytri borði þessara próteina eru síðan að mestu leyti vatnsfælnar. Vegna 

umhverfisins hafa himnuprótein sterka tilhneigingu til að mynda 2. stigs byggingu, en 

stakir helixar eru til dæmis stöðugir í himnum og algengir þar. Annað byggingalegt 

einkenni himnupróteina er að hafa tyrósín og tryptófan á skilum himnunnar og 

skautaðs umhverfis [10]. 

Mynd 2. Seigfljótandi tígulsteinalíkan af frumuhimnunni. Myndin sýnir hvernig 

tvöfalt lag lípíða myndar samloku, þar sem vatnsækni hlutinn snýr út og vatnsfælni 

hlutinn inn og á móti vatnsfælnum hluta annarrar lípíðsameindar. Einnig sýnir hún 

hvernig prótein, kólesteról og sykur tengjast frumuhimnunni. Myndin er fengin úr bók 

Nelsons og Cox [10]. 

Eiginleikar próteina í himnunni geta verið háð lípíðumhverfi þeirra [11]. Til dæmis 

fljótanleika og lípíðsamsetningu í næsta nágrenni. Lípíð er fjölbreyttur hópur efna, en 

þau geta verið skilgreind sem efni sem eru leysanleg í lífrænum leysum [12]. Hægt er 

að skipta lípíðum upp í tvo hópa, það er annars vegar skautuð lípíð eins og fosfólípíð 

og hins vegar hlutlaus lípíð eins og triacylglýseríð (það er þó ekki talið hluti af 

himnunni). Fosfóglýseríð er mikilvægur hópur innan frumuhimnunnar, en tvær 

fitusýrur eru bundnar við glýseról og á endakolefninu er fosfatalkohól hópur. Í 

himnunni snýr skautaði fosfatalkohól hópurinn út að vatnsyfirborðinu, en fitusýrurnar 

inn og á móti öðrum fitusýrukeðjum. Byggingin er sýnd á mynd 3A, en einkenni hvers 

flokks fosfólípaða ræðst af hópnum sem eru tengdir við fosfatið (mynd 3B). 

Fosfólípíð sem eru tengd við etanólamín, serín og inositól eru helst að finna í innra 

lagi himnunnar sem snýr að umfryminu. Fosfatidylkólín er hins vegar frekar hluti af 

ytra lagi himnunnar ásamt sphingómýelíni [12].   
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Sphingólípíð er annar flokkur skautaða lípíða. Bygging þeirra samanstendur af 

sphingósíni og fitusýru. Kallast þessi bygging ceramíð, en þegar fosfórylkólín er 

bundin við bygginguna kallast hún sphingómýelín. Í staðin fyrir fosfórylkólin getur 

sykra verið bundin við bygginguna og myndar þá glýkósphingólípíð [12] 

 
Mynd 3. Bygging fosfólípíða (FL) og mismunandi tengihópa. (A) Grunnbygging 

fosfólípíða. Glýseról er tengt við tvær fitusýru keðjur og eitt fosfat. (B) Tengihópar við 

fosfathópinn. R táknar grunnbyggingu fosfólípíða. Myndin er fengin úr grein eftir 

Tocher [12].  

Triacylglýseról (triglýseríð) er stór hópur hlutlausra lípíða sem saman stendur af 

fitusýrukeðjum á þrem alkahól hópum glýseróls. Vöx telst annar hópur hlutlausra 

lípíða, en þá myndar fitusýra estertengi við fitusýru alkahól. Síðasti hópurinn sem 

verður nefndur hér er hópur steróla, en þessi hópur er talsvert ólíkur þeim sem talað 

hefur verið um áður byggingalega séð (sjá mynd 4). Kólesteról er þekktast innan þessa 

hóps en það er forveri annarra steróla. Það er einnig mikilvægt sem hluti af 

frumuhimnunni, en kólesteról á þátt í að tempra seigju himnunnar [12].    

Samsetning frumuhimnar miðast við visst hitastig, en lípíð hafa mismunandi 

bræðslumark sem fer meðal annars eftir mettun og lengd fitusýrukeðja. Ef umhverfi 

himnunnar verður kaldara en hún er gerð fyrir getur hún orðið seig og dregið getur úr 

starfsemi próteina. Hins vegar ef umhverfishitinn er hærri en hún er gerð fyrir getur 

(A) 

(B) 
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hún orðið of fljótandi og jafnvel leyst upp. Frumuhimnan er því háð vissu hitastigi til 

að geta uppfyllt skyldur sínar [13].  

Atlantshafsþorskur (Gadus morhua) er botnfiskur sem lifir í köldum sjó í Norður 

Atlantshafi. Þorskur getur hæst lifað við 23-24°C, en hann finnst afar sjaldan við 

hærra hitastig en 16°C. Hins vegar er þorskur mjög kuldaþolinn og hefur fundist við 

hitastig lægra en núll gráður á 

selsíus. Kjörvaxtar-hitastig þorsks er 

þó við um 7°C [14]. Þar sem þessi 

lífvera lifir við kaldar aðstæður má 

búast við að frumuhimna þekjufrumu 

þorsks hafi fleiri cis ómettaðar 

fitusýrur, meira af löngum 

fjölómettuðum fitusýrum, hærra 

fosfatidyletanólamín/fosfatidylkólín 

hlutfall og hærra kólesterólmagn en 

lífverur sem lifa við hærra hitastig. 

Þessir þættir eru þekktir fyrir að 

draga úr seigju frumuhimnunnar [13]. 

Það er einnig þekkt að frumuhimnur lífvera geta aðlagast breyttum umhverfishita, 

meðal annars himnur í þekjuvef fiska [13, 15-17]. Rannsókn á hitastigsaðlögun 

frumuhimnu þarmaþekjufrumna í vatnakarfa (e. carp, Cyprinus carpio) hafa meðal 

annars gefið mjög áhugaverðar niðurstöður. Þær sýndu bæði fram á það að BLM og 

BBM hluti himnunnar hafa ólíka lípíðsamsetningu sem má skýra með ólíki hlutverki 

og umhverfi, og að BLM himnan getur aðlagast breyttu hitastigi [15].   

1.2. Himnuflekar  

Þegar seigfljótandi tígulsteinalíkan Singers og Nicholson var birt árið 1972 (mynd 2), 

var það mikilvægt skref í átt að auknum skilningi á uppbyggingu frumuhimnunnar. 

Líkanið sýnir hvernig tvöfalt lag lípíða myndar samloku með próteinum dreift 

tilviljunarkennt um hana. Í dag er þetta heldur einfölduð mynd af því sem við vitum 

um himnuna, en hún er ekki eins einsleit eins og líkanið sýnir. Fyrir rúmlega tuttugu 

árum eða árið 1988 birtu Simons og van Meer kenningu um að innan himnunnar væru 

sértakir klasar [18]. Miklar rannsóknir hafa verið framkvæmdar á frumuhimnunni 

síðan þá og kenningin um klasa eða himnufleka (e. lipid rafts) svokallaða hafa fengið 

meiri meðbyr. Árið 2006 komu fræðimenn sér saman um skilgreiningu á hvað 

himnuflekar væru en hún hljóðar á þessa leið:  

,,Himnuflekar eru lítil (10-200 nm), misleit, breytileg, steról- og 

sphingólípíðrík svæði sem framkvæma frumuferla. Litlir flekar geta 

myndað stærri með prótein-prótein eða lípíð-prótein samskiptum [19].“   

Í þessari ritgerð mun orðið himnuflekar vera notað yfir örklasamyndun í 

frumuhimnunni, en viðbót við frumuhimnulíkanið má sjá á mynd 5. Hafa þessir klasar 

gengið undir ýmsum nöfnum þar á meðal sápu-þolnar himnur (DRM), sápu-

óleysanleg glýkólípíð rík svæði (DIGs), glýkólípíð-ríkar himnur (GEMs) og eðlislétt 

Triton-óleysanleg svæði (LDTI) [20]. Þessi nöfn eru flest skírskotun hvernig 

Mynd 4. Kólesteról. Myndin er fengin úr 

grein eftir Tocher [12]. 
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himnuflekar eru einangraðir, en við einangrun himnufleka er óleysanleiki þeirra í 

ójónuðum sápum við lágt hitastig (~4°C) yfirleitt nýttur. Ein algengasta aðferðin í dag 

er að meðhöndla frumuhimnuna með 1% Triton X-100 og aðskilja leysanlega hlutann 

frá þeim óleysanlega (himnufleka hlutinn) með því að spinna efniviðinn gegnum 

stigul við háan g-kraft. Var þessari aðferð upphaflega lýst af þeim Brown og Rose [3], 

en þau lýstu einangrun á kólesteról- og glýkósphingólípíð ríkum himnuflekum og að 

GPI-tengd prótein hefðu einangrast með. 

 

Mynd 5. Himnufleki. Myndin er viðbót við seigfljótandi tígulsteinalíkan Singers og 

Nicholson, en það sýnir kólesteról og sphingólípíð ríkan fleka innan frumuhimnunnar. 

Myndin er fengin úr bók Nelsons og Cox[10] 

Þó Triton X-100 aðferðin sé einna vinsælust, hafa aðrar aðferðir verið notaðar. 

Meðal annars notkun annarra ójónaðra sápa (Brij-96) og aðferðir án sápu eins og 

meðhöndlun með háu sýrustigi og hljóðbylgjum [20]. Einnig hafa verið framkvæmdar 

tilraunir við mismunandi hitastig og hafa verið einangraðir svokallaðir „ofurflekar“ 

við 37°C, en það var líffræðilegt hitastig þeirrar lífveru sem rannsökuð var [21]. 

Helsta gagnrýni á himnuflekakenninguna er hvernig þeir eru einangraðir, það er með 

notkun ójónaða sápa og lágt hitastig. Hafa verið vangaveltur um hvort þessir þættir ýta 

undir myndun þeirra in vitro, en séu ekki til staðar in vivo. Á undanförnum árum hafa 

þó verðið birtar rannsóknir, meðal annars með flúorljómandi merkingum, sem gefa til 

kynna tilvist þeirra in vivo [22, 23]. 

Starfsemi próteina getur verið háð umhverfi þeirra eins og nefnt hefur verið í 

kaflanum hér á undan. Himnuflekar geta því skapað kjörið umhverfi fyrir sum prótein. 

Annar kostur við samþjöppun próteina í himnufleka er að koma próteinum sem þurfa 

að vinna saman í aukið návígi. Með því að skapa sérstakt umhverfi lípíða og með 

samþjöppun vissra próteina eru himnuflekar taldir taka þátt í mörgum mikilvægum 
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störfum frumuhimnunnar. Þar á meðal stýra boðleiðum, hafa áhrif á starfsemi 

jónadæla og stýra upptöku efna. Þetta gerir himnufleka að mjög áhugaverðu 

rannsóknarefni og hafa þeir fengið aukna athygli á undanförnum árum meðal annars 

sem hugsanleg lyfjatakmörk [20, 24, 25]. 

Himnuflekar er misleitur hópur og hafa því mismunandi prótein og lípíð 

samsetningu. Þó hafa rannsóknir sýnt að viss prótein hafa tilhneigingu að vera frekar 

innan himnufleka í staðinn fyrir að vera fyrir utan. Prótein innan himnufleka eru til 

dæmis heterotrimeric G prótein, flotillín, caveolín-1 og annexín. Einnig eru GPI-tengt 

prótein, eins og CD-14 og AP, þekkt fyrir að vera tengd himnuflekum [24-26].  

Lípíðsamsetning himnfleka hefur viss einkenni þó að munur getur verið á milli fleka. 

Þeir eru meðal annars yfirleitt kólesteról og sphingólípíð ríkari en umhverfi þeirra. Einnig 

eru fosfólípíð þeirra yfirleitt tengd meira mettuðum fitusýrum en fosfólípíð heildar 

himnunnar. Aukning á sphingómýelíni kemur yfirleitt niður á magni fosfatidylkólín, svo 

magn kólínberandi lípíða verður svipað í himnuflekum og frumuhimnunni. Rannsóknir á 

himnuflekum hafa einnig leitt í ljós að magn fosfatidylserín getur verið tvisvar til þrisvar 

sinnum hærra í flekum en heildar himnunni [25].  

1.3. Na,K-ATPasi  

Na,K-ATPasi eða natríum-kalíum dæla eins og hún er oft kölluð, var fyrsta jónadælan 

sem var uppgötvuð en henni var fyrst lýst árið 1957 af manni að nafni Jens. C. Skou 

[27]. Fyrir þessa mikilvægu uppgötvun var hann heiðraður með Nóbelsverðlaunum í 

efnafræði árið 1997, sem hann deildi með Próf. Paul D. Boyer og Dr. John E. Walker 

fyrir rannsóknir sýnir á F0F1-ATPasa. Með þessu framtaki þjappaði hann saman 

lífeðlis- og lífefnafræðingum sem höfðu áhuga á að rannsaka flæði jóna í tengslum við 

himnuspennu og virkan flutning.  

Na,K-ATPasi er dæla af P-gerð og gegnir því hlutverki að flytja natríum jónir (Na
+
) 

yfir frumuhimnur inn í frumur og kalíum (K
+
) jónir út gegn styrkhallanda. Þetta er 

virkur flutningur og notar próteinið adenosín 5´-trífosfat (ATP) sem orkugjafa. Próteinið 

finnst í öllum lífverum og gegnir mikilvægum hlutverkum í frumum, meðal annars við 

að viðhalda himnuspennu og innra frumurúmmáli. Próteinið finnst til dæmis í nýrum, 

tálknum, þörmum, vöðvum og taugafrumum, en í skautuðum þekjufrumum er próteinið 

þó aðeins að finna ,,basolateral“ megin [28]. Var próteinið því kjörið sem merkiensím 

fyrir BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks við einangangrun á þeim hluta, 

ásamt því að vera athyglisvert vegna mikilvægi þess í þörmum.  

1.3.1. Bygging 

Þegar Na,K-ATPasi hýdrólýserar ATP er endafosfatið á ATPinu tengt við próteinið 

við karboxýlenda aspartik sýru. Myndun acylfosfats sem millistigs er eitt af 

einkennum P-týpu ATPasa og er amínósýruröðin D-K-G-T-[LIVM]-[TIS] eitt af því 

sem skilgreinir þennan hóp jónagangna frá öðrum. Þessi gerð af ATPösum hefur um 

300 meðlimi, en á undanförnum árum hafa komið upp nokkur flokkunarkerfi til að 

reyna að flokka þá nánar innan hópsins sem byggjast á hvaða jónir þeir flytja og á 

mismun í byggingu [28].  

Na,K-ATPasi er tvennd, αβ heterodimer, sem samanstendur af um ~110 kDa α- 

einingu og sykraðri β-einingu (~55 kDa sykruð). Aðeins ATPasar sem flytja kalíum 
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jónir ásamt öðrum jónum hafa β-einingu, en ásamt Na,K-ATPasa er það aðeins H,K-

ATPasi af P-gerð jónadæla sem hefur aðra einingu [28]. α-einingin hefur um 1012 

amínósýrur og samanstendur af tíu α-helixum sem fara í gegnum himnuna og lykkjum 

sem tengja þá saman utan himnunnar. Stærst er tengin milli helix 4 og 5, en hún 

samanstendur helst úr β-flötum. α-einingunni er hægt að skipta niður í fjóra undirklasa, 

en þeir eru merktir inná mynd 6. Þrír af þeim eru umfrymisklasar (N, P og A) og einn er 

himnueining (M). N einingin gegnir því hlutverki að binda ATP, P einingin flytur γ-

fosfat af ATP á ensímið og A einingin er nauðsynleg til að affosfórilera ensímið og 

tengir hýdrólýseringu ATP við jónaflutning í gengum himnuna [29, 30]. 

Greint hefur verið frá fjórum mismunandi ísóformum af α-einingunni, en þau 

finnast í mismunandi hlutföllum í mismunandi vefjum til að geta komið til móts við 

þarfir frumna á hverjum stað. Amínósýruröðin er mjög sambærileg, en helsti 

munurinn felst í breytingu á N-enda. Ísóform α1 finnst nánast í öllum tegundum af 

frumum þar á meðal í þarmaþekjufrumum, α2 er helst að finna í frumum 

beinagrindavöðva, α3 í taugavef og α4 í frumum í eistum [31]. Einnig hefur verið 

greint frá um þremur mismunandi ísóformum af β-einingu [31]. Hefur mismunandi 

samsetning ísómera áhrif á virkni próteinsins.  

 

   
Mynd 6. α og β eining Na,K-ATPasa. (A) Mynd af α og β einingu Na,K-ATPasa. Svæði A, P 

og N tákna undirklasa α einingarinnar. N táknar amínóenda próteinsins og C karboxylenda. 

Myndin er fengin úr grein eftir Jorgensen [31]. (B) Nánari mynd af β-eining Na,K- ATPasa. 

Dökka línan við C-endann táknar þann stað sem tengist lykkju á milli helixa 7 og 8 á α-

einingunni. Svörtu sporöskjulaga hringirnir tákna bindingu oligosakkharida við bygginguna 

og S-S táknar staðsetningu brennisteinsbrúa. Myndin er fengin úr grein eftir Kaplan [28].  
 

β-einingin er um ~37 kDa og samanstendur af um það bil 370 amínósýrum [28]. 

Einingin fer einu sinni í gegnum frumuhimnuna sem α-helix en N-endi einingarinnar 

er umfrymismegin. C-endinn er fyrir utan frumuna og er mun lengri enn N-endinn. 

Hann er bundinn þremur sykureiningum og hefur þrjár mikilvægar brennisteinsbrýr 

(sjá mynd 6B). Hafa rannsóknir sýnt að ef brýrnar eru eyðilagðar með β-

merkaptóetanóli eða DTT þá dregst verulega úr virkni Na,K-ATPasa [28]. Rannsóknir 

á β-einingunni hafa sýnt að hún er mikilvæg þegar kemur að bindingu og flutningi 
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jóna og virkni heildareiningarinnar [29]. Einnig virðist hún mikilvæg þegar kemur að 

því að innlima nýmyndaða dælu í frumuhimnu. Án hennar er α-eining ekki flutt og 

innlimuð í frumuhimnuna [28]. 

Lítið prótein, um ~9 kDa, var uppgötvað fyrir um 30 árum og er kallað λ-eining 

Na,K-ATPasa. Próteinið þarf ekki á þessari einingu að halda til að viðhalda virkni, en 

það getur þó haft áhrif á sækni þess í ATP, natríum og kalíum [29].  

1.3.2. Hvarfgangur  

Heilkjarna dýrafrumur eru með háan styrk af natríumjónum utan við frumuna og háan 

kalíum styrk innan í frumunni. Kalíum hefur því tilhneigingu til að leita út úr 

frumunni á meðan natríum leitar inn. Na,K-ATPasi gegnir því mikilvæga hlutverki að 

viðhalda styrksmuninum og þar af leiðandi viðheldur það nauðsynlegri himnuspennu. 

Próteinið flytur þrjár natríum jónir út úr frumunni fyrir hverjar tvær sem það flytur 

inn. Kerfið er orkufrekt og gengur fyrir ATP, en próteinið er talið nota um þriðjung af 

því ATP sem er myndað í líkamanum [29].  

 

 
Mynd 7. Bygging α-einingar Na,K-ATPasa, hreyfing undireiningara úr stellingu E1 

í E2. α-helixar eru sýndir sem bláir og grænir og β-fletir sem gulir og rauðir. Myndin 

er fengin úr grein eftir Kaplan [28].   

Na,K-ATPasi er í tveimur mismunandi stellingum eftir því hvar það er í 

hvarfhringnum, kallað E1 og E2 [30]. Í upphafi bindur Na,K-ATPasi þrjár natríum jónir 

úr umfryminu, síðan fosfórilerar ATP próteinið. Við það myndast orkuríkt tengi (merkt 

~ á mynd 8) og í framhaldinu fer próteinið úr stellingu E1 í E2 og hleypir natríum 
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jónunum út (sjá mynd 7). Fyrsta natríum jónin fer hratt út, en hinar tvær hægar. Í 

stellingu E2, eftir losun natríum jónanna, bindur próteinið tvær kalíum jónir og hvarfast 

við vatn en við það losnar ábundna fosfatið inní umfrymið. Pumpan lokar hringnum 

með því að breyta sér aftur í upphaflegu stellingu (E1) og sleppir að lokum kalíum 

jónum út umfrymis megin. Hvarfhringinn má sjá á mynd 8, en hringurinn er magnesíum 

háður. Ouabain er sérstakur hindri á Na,K- ATPasa en það bindst próteininu utan 

frumunnar og getur komið í veg fyrir að hvarfið gangi sinn eðlilega hring.   

 

Mynd 8. Hvarfhringur Na,K-ATPasa. E1 og E2 eiga við mismunandi stellingar 

próteinsins. Svörtu örvarnar tákna venjulega leið hvarfsins, en rauðu hugsanlegan 

stað þar sem hvarfið getur gengið í báðar áttir. Kalíum jónir (K
+
) eru táknaðar með 

grænu, en natríum (Na
+
) með bláu. Myndin er fengin úr grein eftir Faller [29]. 

1.3.3. Umhverfi  

Umhverfi Na,K-ATPasa í himnunni hefur áhrif á virkni hans. Það hefur meðal annars 

verið sýnt fram á að þykkt frumuhimnunnar og fljótanleiki hennar hefur áhrif á 

starfsemi próteinsins, ásamt fosfólípíðsamsetningu, kólesterólmagni og lengd 

fitusýrukeðja [11]. Ýmsar rannsóknir hafa verið framkvæmdar á áhrifum samsetningar 

himnunnar á próteinið, þar á meðal í tálknum fiska. Í Atlantshafsþorski sýndu 

Staurnes et al. fram á að virkni próteinsins væri háð fljótanleika himnunnar í frumum 

tálkna, en þeir ræktuðu fisk annars vegar við 8°C og hins vegar við 1°C í 17 daga [14]. 

Sáu þeir enga breytingu á himnusamsetningu í tálknum, en virkni Na,K-ATPasa var 

hærri í fiskum ræktuðum við lægra hitastig sem gefur til kynna að aukin virkni tengist 

minni fljótaleiki himnunnar. Almennt hefur þó verið sýnt fram á að þættir sem auka 

fljótanleika himnunnar hafa tilhneigingu að auka virkni Na,K-ATPasa [11]. Til dæmis 

hefur verið sýnt fram á að í nýrum og þörmum silungs sé aukið kólesterólmagn, sem 

stífir himnuna, og framkalli neikvæð áhrif á virkni Na,K-ATPasa [32].  

Yfirleitt er Na,K-ATPasi talinn vera fyrir utan himnufleka, meðal annars í 

skautuðum þekjufrumum. Nýlegar rannsóknir hafa þó sýnt fram á að próteinið geti 
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einnig verið innan himnufleka og jafnvel fært sig inní fleka ef aðstæður krefja [33, 

34]. Hefur meðal annars verið sýnt fram á að í tálknum silungs færir próteinið sig inní 

himnufleka þegar fiskurinn fer úr fersku vatni og yfir í sjó. Við það eykst virkni 

próteinsins, líklega vegna stuðning glýkósphingólípíða við próteinið. Hefur líklega 

þörf fyrir jónaflutning Na,K-ATPasa mikið að segja um staðsetningu próteinsins 

hverju sinni. Það er því áhugavert að sjá hvort Na,K-ATPasi sé hluti af himnuflekum í 

þarmaþekju Atlantshafsþorsk eða ekki.  

1.4. Uppsetning rannsóknar 

Markmið rannsóknarinnar var að einangra og greina prótein- og lípíð samsetningu 

BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks og himnufleka frá þeim hluta. Til að 

ná settu markmiði varð í upphafi rannsóknarinnar að finna góða leið til að einangra 

BLM. Var því farið í að þróa einangrunaraðferð sem hentaði þessum efnivið, en 

merkiensím voru notuð til að fylgjast með hvernig aðferðin gekk fyrir sig. Na,K-

ATPasi var valinn til að nota sem merkiensím fyrir BLM hluta þar sem próteinið 

finnst aðeins þeim megin í skautuðum þekjufrumum.  

Þegar ásættanlegum efnivið var náð var farið í að einangra himnufleka. Einangrun 

himnufleka var framkvæmd með sápumeðhöndlun (1% Triton X-100), en að lokinni 

einangrun var kannað hvort þeir sýndu svipuð einkenni og í öðrum lífverum.  

Til að fá heildarsýn yfir samsetningu BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks 

var ætlunin að greina prótein- og lípíðsamsetningu hans. Ýtarleg greining á lípíðum var 

framkvæmd með þunnlagsskiljun (TLC), ljósgleypnimælingum og með gasgreiningum á 

fitusýrum. Var lípíðgreining framkvæmt bæði á BLM og á himnuflekum einangruðum úr 

þeim hluta. Við greiningu á próteinsamsetningu BLM hluta þarmaþekjufrumna og 

himnufleka úr þeim hluta, var ætlunin að styðjast við virknimælingar, mótefni og 

massagreiningar. Á mynd 9 er sýnt yfirlit yfir uppsetningu verkefnisins. 

 

Mynd 9. Flæðirit sem sýnir yfirlit yfir rannsóknarverkefnið.   
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2. Efni og aðferðir  

2.1. Efni 

Tris[hydroxymetýl]amínómetan (Tris), N-[hydroxymetýl]píperasíne-N-[2-etansúlfón 

sýra] (Hepes), DNAasi úr kálfabrisi, para-nítrófenýl fosfat, D-mannitol, ammóníum 

salt mólýbdik sýra, adenosín 5´trifosfat dinatríum salt (ATP), pyruvate kínasi/laktat 

dehydrogenasi ensím úr kanínuvöðva, ouabain octahydrate, fosfóenolpyruvic sýra 

monokalíum salt (PEP), β-nicotinamíð adenín di-nucleotíð (NADH), aprotinin, 

leupeptin, N,N,N´,N´-tetrametýletýlendíamín (TEMED), acrylamíð, bis-acrylamíð, 

natríum desyl súlfat (SDS), 2-merkaptóetanól, 2-própanól, etýlendiamín tetraacetic 

sýra (EDTA), etýlenglýkól-bis-(β-amínó-ethyl ether) N,N´-tetraacetic sýra (EGTA), 

p-nítróanilíð, 2,6- díklórófenól-indófenól, imidazól, iodoacetamíð, Percoll, ediksýra, 

glycyl glycín, natríum karbónat (Na2CO3), ammóníum bikarbónat (NH4HCO3), 

dithiothreitol (DTT), trypsín, Sephadex G-25 fín kornótt, kólesteról og staðlar fyrir 

þunnlagsskilju voru frá Sigma-Aldrich Chemical Company. Súkrósi og natríum klóríð 

fékkst frá Fluka Analytical. Ammóníum súlfat ((NH4)SO4), silicotungstic sýru, silfur 

nítrat, magnesíum klóríð (MgCl2), kalíum klóríð (KCl), KH2PO4, natríum hydrogen 

fosfat (Na2HPO4), maurasýra, silica gel (kieselgel 60, 230-400 mesh) og silica gel 60 

plötur fyrir þunnlagsskiljun var frá Merck. Glýsin frá Acros organics. Önnur efni en 

talin eru upp hér að ofan eru tekin fram í aðferðarkaflanum þar sem við á. 

2.2. Skilvindur og snúðar 

Þrjár skilvindur voru notaðar við framkvæmd verkefnisins. Tvær voru staðsettar á 

Raunvísindastofnun Háskóla Íslands, en þær eru Hettich Universal 320R og Sorvall 

RC-5C. Þriðja var af gerðinni Beckman Coulter Optima L-100xp sem er ofurskilvinda 

(e. ultracentrifuge) og var staðsett í Öskju. Notast var við snúð SS-34 í Sorvall RC-5C 

skilvinduna, en þetta er snúður sem snýr glösunum við fast horn (e. fixed angel) og fer 

hæst upp í 20.000 snúninga (~47.800xg). Snúður 1619 og 1689 var notaður í 

Universal 320R skilvinduna. Sá fyrri sveiflar skilvinduglösunum út (e. swing-out) og 

fer hæst upp í 4.000 snúninga (~2.701xg). Síðari snýr eppendorfglösum við fast horn 

og fer hæst upp 14.000 snúninga (~21.255xg). Í Beckman skilvinduna var notaður 

snúðurinn SW-41, sem fer hæst upp í 41.000 snúninga (~288.000xg). SW-41 er 

snúður sem sveiflar skilvinduglösunum út.  

2.3. Einangrun þarmaþekjufrumna úr Atlantshafsþorski 

Þarmar úr Atlantshafsþorski (Gadus morhua) voru fengnir frá tilraunaeldisstöð 

Hafrannsóknarstofnunnar að Stað við Grindarvík. Þorskarnir voru slægðir á staðnum 

og þarmarnir klipptir frá skúflöngum og endaþarmi. Þeir voru síðan opnaðir langsum 

og hreinsaðir með HBS lausn (25 mM Hepes, 150 mM NaCl (pH 7,1)). Að lokinni 
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hreinsun voru þarmarnir annað hvort notaðir beint í einangrun á BLM eða snöggfrystir 

með fljótandi köfnunarefni og geymdir við -20°C þar til einangrun var framkvæmd.  

Einangrun á þarmaþekju var framkvæmd með sköfun. Ef efniviðurinn var frosinn, 

var hann látinn þiðna rólega fyrir notkun. Þarmaþekjan var síðan skafin ofan af 

þarminum innanverðum með beittum hnífi. Reynt var að fara ekki of djúpt í vefinn til 

að lágmarka mengun frá vöðvalaginu sem liggur undir þarmaþekjunni. Slímkenndi 

efniviðurinn sem fékkst innihélt þarmaþekjufrumur og var notaður ferskur áfram í 

aðgreiningu á BLM og BBM.  

Próteinasa hindrunum aprotinin og leupeptin (10 μg/ml) var bætt saman við allar 

vinnulausnir við einangrun þarmaþekjufrumna og við þáttun frumuhimnunnar.  

2.3.1. Þáttun frumuhimnu þekjufrumna með aðferð Booth og Kenny 

Einangrun á BLM með aðferð Booth og Kenny [35], síðar breytt af Danielsen et al. 

[36], byggir á að þarmaþekjulagið sem snýr inn að meltingarvegi var skafið ofan af 

eins og lýst var áður. Jafningur var síðan gerður úr efniviðnum í Potter-Elevhjelm með 

1:10 (w/v) vinnulausn (2 mM Tris-HCl, 50 mM mannitól (pH 7,1)). Jafningnum var 

skipt niður í 50 ml skilvinduglös og þau spunnin við 150xg í 5 mín. í snúð SS-34 í 

Sorvall RC-5C skilvindu. Þessi spuni skilur að ósprungnar frumur og aðrar stærri 

leifar frá jafningnum. Haldið var áfram með flotið og það stillt á 10 mM MgCl2. 

Lausnin var látin standa á ís í 10 mín. og síðan spunnin við 1.150xg í 10 mín. í sama 

snúð. Botnfallið á að innihalda frumuhimnuhlutann með hærra fosfólípiðhlutfall, sem 

er BLM hluti frumuhimnunnar. Botnfallið var leyst upp í lágmarksrúmmáli af HBS 

lausn. Síðan var það fryst með fljótandi köfnunarefni og geymt við -20°C til frekari 

meðhöndlunar síðar. Hægt var að vinna áfram með flotið til að einangra burstalag 

(BBM) hluta frumuhimnunnar. Flotið var þá spunnið við 48.000xg í 30 mín. sem 

gefur botnfall sem er skilgreint sem BBM. Tekin voru eins millilítra sýni af hverri 

lausn í gegnum ferlið, einnig þeim sem ekki var unnið frekar með. Yfirlitsmynd af 

þáttunarferlinu má sjá á mynd 10. 

2.3.2. Þáttun frumuhimnu þekjufrumna með breyttri aðferð Booth 
og Kenny 

Jöfnun frumnanna var framkvæmd í Potter-Elevhjelm með 1:10 (w/v) vinnulausn (2 

mM Tris-HCl, 50 mM mannitól (pH 7,1)) eftir að þær höfðu verið skafnar frá 

þarminum. DNAasa var bætt útí að 1 U/ml lokastyrk og var jafningurinn látinn standa 

með reglulegum hristingi í eina klukkustund til að minnka seigju. Jafningur var síðan 

spunninn í 50 ml glösum í Hettich Universal 320R skilvindu við 150xg í 5 mín. til að 

aðskilja ósprungnar frumur og aðrar stærri leifar frá. Flotið var hirt og síðan spunnið 

við 2.700xg í 10 mín. í Hettich Universal 320R skilvindu til að spinna frá hvatbera. 

Flotið var svo stillt á 10 mM MgCl2 og látið standa á ís í 10 mín. Lausnin var síðan 

spunnin við 1.150xg í 10 mín. í 50 ml glösum í snúð SS-34 í Sorvall RC-5C.  

Botnfallið var hirt, en það inniheldur frumuhlutann með hærra fosfólípíðhlutfall, sem 

sagt BLM hluta frumuhimnunnar. Síðan var botnfallið leyst upp í lágmarksrúmmáli af 

HBS lausn, það fryst með fljótandi köfnunarefni og sýni geymt við -20°C til nánari 

greiningar síðar. Hægt var að halda áfram með flotið því ef það var spunnið við 48.000xg 

í 30 mín. gaf það botnfall skilgreint sem burstalag frumuhimnunnar eða ,,apical“ hluti (e. 

brush border membrane, BBM). Slíkt botnfallið var líka leyst upp í lágmarksrúmmáli af 
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HBS lausn og geymt við -20°C til nánari greininga síðar. Tekin voru eins millilítra sýni af 

hverri lausn í gegnum ferlið, einnig þeim sem ekki var unnið frekar með. Yfirlitsmynd af 

þáttunarferlinu má sjá á mynd 11. 

 

 
Mynd 10. Flæðirit sem sýnir þáttun frumuhimnu þarmaþekjufrumna með aðferð 

Booth og Kenny [35], sem hafði verið breytt af Danielsen [36]. Á myndinni táknar B 

botnfall, F flot, BLM „basolateral“ hluta frumuhimnunnar og BBM burstlag eða öðru 

nafni „apical“ hluti.  

2.4. Einangrun himnufleka 

Við einangrun himnufleka úr BLM hluta frumuhimnunnar var notast við aðferð 

Brown og Rose [3] sem hafði verið aðlöguð af Danielsen et al. [37]. Súkrósalausninar 

sem notaðar voru, voru útbúnar í HBS lausn (25 mM Hepes, 150 mM NaCl (pH 7,1)).  

Sýni var undirbúið með því að blanda 100 μl af 10% Triton X-100 (w/v) í 

afjónuðu vatni saman við 900 μl af sýni. Blandan var höfð á ís í 10 mínútur og sýnið 

síðan stillt á 40% (w/v) súkrósa með 80% (w/v) súkrósastofnlausn. Ofan á lausninni 

var síðan annað hvort lagður línulegur súkrósastigull eða þrepastigull.   

Fyrir einangrun með línulegum súkrósastigli var sápumeðhöndlaða sýninu komið 

fyrir neðst í 12 ml spunaglasi. Útbúinn var línulegur súkrósastigull (35%-10%) með 

stigulblandara, en lausninni var dælt niður í glasið gegnum rör sem var staðsett u.þ.b. 

einum millimetra fyrir ofan sýnið. Þynnri súkrósalausnin var höfð í fremra hólfi 

stigulblandarans og sú þyngri í því aftari. Lausninni var dælt niður og eftir því sem 
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lausnin varð þyngri ýtti hún á undan sér þeim léttari upp spunaglasið. Að lokum var 

rörið dregið varlega uppúr glasinu til að forðast blöndun. Samtals var stigullinn sem 

fór ofan á sýnið níu millilítrar. Glösin voru sett í Beckman skilvinduna í snúð SW-41 

og þau spunnin í 18 klst. við 210.000xg.  

Einangrun himnufleka með þrepaskiptum súkrósa var framkvæmdur þannig að í 

staðinn fyrir að setja línulegan súkrósastigul ofan á sýnið voru sjö millilítrar af 35% 

súkrósa lagðir ofaná. Síðan voru tveir millilítrar af 5% súkrósa lagðir þar ofaná. Glösin 

voru sett í Beckman skilvinduna í snúð SW-41 og þau spunnin í 18 klst. við 210.000xg. 

Að loknum spuna í Beckman skilvindunni, var dælt uppúr glösunum og stigulnum 

skipt niður í ellefu glös, einum millilítra í hvert. Glösin voru merkt frá einum uppí 

ellefu, þannig að glas ellefu var skammturinn neðst úr spunaglasinu þar sem súkrósinn 

var þéttastur og glas eitt var toppurinn. Skammtur merktur tólf var uppleyst botnfall ef 

það er eitthvað.   

 

 
Mynd 11. Flæðirit sem sýnir þáttun frumuhimnu þarmaþekjufrumna með þeim 

breytingum sem gerðar voru á aðferðinni. Á myndinni táknar B botnfall, F flot, BLM 

„basolateral“ hluta frumuhimnunnar og BBM burstalag eða öðru nafni „apical“ 

hluti. 
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2.5. Einangrun Na,K-ATPasa 

Einangrunarferill Na,K-ATPasa byggðist á aðferð Jorgensen et al. [38], sem hafði 

verið aðlöguð að þeirri aðstöðu sem var í boði. Byrjaði ferlið á því að þarmar úr 

Atlantshafsþorski (Gadus morhua) voru þíddir rólega, en þeir höfðu verið hreinsaðir 

fyrir frystingu. Þekjulagið sem snýr inn að meltingarvegi var skafið ofan af og var 

jafningur gerður í Potter-Elevhjelm með 1:10 (w/v) vinnulausn (25 mM imidazól, 1 

mM EDTA, 250 mM súkrósi og 0,1 mM PMSF (pH 7,2 við 20°C)). Miðað var við 

fimm umferðir með Potter-Elevhjelm. Jafningurinn var spunninn við 5.900xg í 15 

mín. í Sorvall RC-5C skilvindunni til að ná hrati frá. Flotið var tekið frá eftir spunann 

og botnfallið endurleyst og keyrt aftur við sömu aðstæður. Flotin voru sameinuð og 

lausnin spunnin við 47.800xg í 30 mín. í sömu skilvindu. Botnfallið var hirt en það á 

að innihalda frumuhimnubólur. Flotið á hinsvegar að vera samsett úr litlum og léttum 

brotum af himnum innan frumunnar og leysanlegum umfrymispróteinum.  

Útbúin var 40% Percoll lausn (leyst upp í 0,25 M súkrósa), sýnið lagt ofaná og lausn 

spunnin við 47.800xg í 90 mín. í snúð SS-34 í Sorvall RC-5C skilvindu. Tilgangur 

þessa skrefs var að aðskilja himnubrot sem innihalda háan styrk af Na,K-ATPasa frá 

öðrum himnum eins og hvatberahimnum. Eftir þetta skref var virkni Na,K-ATPasa 

mæld og sá hluti með mestu virknina hirtur. Til að ná Percollinu frá fyrir næsta skref í 

einangrunarferlinu var sá hluti sem var hirtur settur saman og lausnin spunnin við 

100.000xg í 2 klst. í snúð SW-41 í Beckman skilvindunni. Eftir spunann lá þunn himna 

ofan á þéttu glæru Percoll botnfalli og var himnan leyst upp í vinnulausn.  

Sýnið var næst meðhöndlaður með SDS í návist ATP, en þá var leysanlegum 

himnupróteinum komið út í lausn. Na,K-ATPasi helst áfram sem hluti af himnunni 

vegna stuðnings ATP. Að lokinni íblöndun SDS var sýnið lagt á súkrósastigul og 

lausnin spunnin. Miðað var við að sýnið væri 2 mg/ml prótein, en lokastyrkur 

íblöndunarefna var 2 mM Na2ATP, 2 mM EDTA, 0,71 mg/ml SDS í 25 mM imidazól-

HCl, pH 7,5 við 20°C. Efnunum varð að blanda í sérstakri röð við sýnið, en fyrst var 

blandað Na2ATP og EDTA saman við og síðan var SDS lausninni blandað hægt 

saman við meðan hrært var í lausninni. Lausnin var látin vera í 20°C heitu vatnsbaði í 

30 mín. Sýnið (3,0 ml) var síðan lagt ofan á súkrósastigul, en hann var samsettur úr 

30% (w/v) (4,0 ml), 15% (w/v) (2,5 ml) og 10% (w/v) (1,6 ml) súkrósalausnum (leyst 

upp í 25 mM imidazól-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,2 við 20°C). Lausnin var spunnin í 

Beckman skilvindu í snúð SW-41 í 90 mín. við 210.000xg. Eftir spunann var lausninni 

dælt uppúr spunaglasinu og skipt upp í ellefu skammta, millilítri í hvert glas. Virkni 

Na,K- ATPasa var mæld og sýni rafdregin í von um að sjá band sem tilheyrir 

ensíminu. Skammtarnir voru frystir með fljótandi köfnunarefni og geymdir við -20°C 

til frekari meðhöndlun síðar. Yfirlit af einangrunarferlinu má sjá mynd 12. 

2.6. Próteinhreinsun  

Tvær súlur voru notaðar við hreinsunina, en þær eru hlaupsíun og Q-Sepharósa súla.  

2.6.1. Hlaupsíun  

Hlaupsíunarsúlan var jöfnuð með þreföldu rúmmáli súlunnar með keyrslulausn (25 

mM Tris, 0,1% (w/v) liþíum dodesyl súlfat (LDS), pH 8,5). Súlan var stöðluð með 

blöndu af bláu dextrani (e. blue dextran) nr. D-5751 frá Sigma-Aldrich (15 mg), 
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kalíum ferricyanatum frá Merck (15 mg), β-amylasa nr. A-8781 frá Sigma-Aldrich (10 

mg) og nautgripaalbúmin (e. albumin bovine) nr. A-8531 frá Sigma-Aldrich (10 mg), 

sem var leyst upp í 5,0 ml af keyrslulausn. Súlan var keyrð í 24 klst. við 4°C, 

rennsluhraðinn var 0,5 ml/mín og um 4,3 ml skömmtum safnað. 

Himnusýni (5,0 ml) var undirbúið fyrir súlukeyrslu með því að blanda því saman 

við 1% (w/v) LDS, þannig að lokastyrkur þess var 0,1% (w/v). Lausnin var látin 

standa við herbergishita í 15 mín. og síðan spunnin við 2.700xg í Hettich Universal 

320R skilvindu. Þetta var gert til að ná sem mestu af fitunni frá, en hún getur valdið 

því að súlan stíflast. Flotið var hirt, það sett á súluna og í kjölfarið var sett 

keyrslulausn á súluna. Súlan var keyrð við sömu aðstæður og áður.  

 

 
Mynd 12. Yfirlitsmynd yfir einangrunarferil Na,K-ATPasa. F táknar flot og B táknar 

botnfall.   
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2.6.2. Q-Sepharósa súlukeyrsla 

Próteinsýni af hlaupsíun var undirbúið fyrir keyrslu á Q-Sepharósa með því að setja 

það á díalýsu yfir nótt til að losna við sápu (LDS) sem blönduð var saman við. Díalýsu 

pokunum var komið fyrir í 25 mM Tris lausn, pH 8,5, en sambærileg lausn var einnig 

notuð sem keyrslulausn. Til að undirbúa súluna var súlan jöfnuð með þreföldu 

súlurúmmáli af keyrslulausn, en súlan var keyrð við 4°C. 1,0 M NaCl var síðan sett á 

súluna til að losa af súlunni þau efni sem hugsanlega gætu hafa orðið eftir við síðustu 

keyrslu. Keyrslulausn var síðan notuð til að skola saltinu í burtu. Eftir að súlan hafði 

verið jöfnuð var sýnið sett á og það var síðan losað af með 25 ml af salt styrkhallanda, 

frá 0 uppí 0,8 M NaCl. Í lokin var súlan skoluð með keyrslulausn til að ná 

endapunktinum. Eftir súlukeyrsluna var mæld gleypni við 280 nm í skömmtum sem 

söfnuðust af súlunni. Fyrst var safnað 3,4 ml í hvert glas en 1,4 ml eftir að 

styrkhallandinn var settur á.   

2.7. Virknimælingar á merkiensímum frumulíffæra 

Allar virknimælingarnar voru framkvæmdar á Unicam UV1 ljósgleypnimæli sem 

tengdur hafði verið við hitabað til að tryggja að mælingar færu fram við stöðugt hitastig.  

2.7.1. Alkalískur fosfatasi  

Virkni alkalísks fosfatasa (AP) var ákvörðuð með 5 mM p-nítrófenýlfosfati í lausn 

sem innihélt 1,0 M díetanólamín og 1,0 mM MgCl2 (pH 9,8) [39]. Hvarfið var sett af 

stað með því að setja sýni saman við hvarflausnina að eins millilítra rúmmáli. 

Gleypnibreyting var mæld við 405 nm og virknin metin með gleypnistuðli 18.500 M
-

1
cm

-1
. Hvarfið var framkvæmt við 25°C og látið ganga í 30 sekúndur. Hvarfferillinn 

var línulegur yfir tímabilið.  

2.7.2. Leusín amínópeptíðasi  

Virkni leusín amínópeptíðasa (LAP) var ákvörðuð með 0,9 mM leusín-p-nítróanilíði í 

50 mM Na2HPO4 lausn (pH 7,2) [40]. Hvarfið var sett af stað með því að setja sýni 

saman við hvarflausnina að eins millilítra rúmmáli. Gleypnibreyting var mæld við 405 

nm og virknin metin með gleypnistuðli 9.900 M
-1

cm
-1

. Hvarfið var framkvæmt við 

25°C og látið ganga í 30 sekúndur. Hvarfferillinn var línulegur yfir tímabilið. 

2.7.3. Na,K-ATPasi 

Virkni Na,K-ATPasa var mæld á tvennan hátt, annars vegar með ensímkerfi sem lýst 

var af Scarscmidt et al. árið 1979 [41] og hins vegar með aðferð sem lýst var af R. L. 

Post og A. K. Sen árið 1967 [42] sem mælir laust fosfat.   

2.7.3.1. Virkni Na,K-ATPasa mæld með samsettu ensímkerfi 

Aðferð Scarschmidt et al. var notuð til að ákvarða virkni Na,K-ATPasa [41]. Aðferðin 

byggist á notkun ensímkerfis, þar sem gleypnibreyting við oxun NADH er mæld við 

340 nm. 
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Ensímkerfi: 

    
      
              

        
  
               

                
   
                 

                                
 

Hvarflausn var samsett úr 130,90 mM Tris, 1,05 EGTA, 125,60 mM NaCl, 13,09 

mM KCl og 5,24 mM NaN3 (pH 7,4). Ouabain (1,06 mM) var bætt saman við 

hvarflausnina fyrir mælingu þegar kanna átti Na,K-ATPasa virkni eingöngu.
 
ATP 

(adenosín 5´trifosfat dinatríum salt) og PK/LDH (pyruvat kínasi/ lactic 

dehydrogenasi) lausnir varð að útbúa samdægurs og láta vera á ís á meðan á 

mælingum stóð. 200 mM ATP var leyst upp í 200 mM MgCl2 lausn, en 0,52 mM 

NADH (β-nicotinamið adenín dinúkleotíð) og 2,62 mM PEP (fosfóenolpyruvat) var 

leyst upp í hvarflausn. Gleypni var mæld við 340 nm og virkni metin með 

gleypnistuðli 6.220 M
-1

cm
-1

. 

 

Fyrir 1 ml hvarf: 

0,945 ml Hvarflausn (+/- ouabain). 

0,025 ml ATP lausn. 

0,020 ml Sýni.  

0,010 ml PK/LDH ensímlausn (miðað við 10 U af hvoru ensími). 

 

Hvarfið var framkvæmt við 25°C og látið ganga í 15 mín. Til að fá út virkni Na,K-

ATPasa, var hvarf án ouabain dregið frá hvarfi með ouabain.  

2.7.3.2 Virkni Na,K-ATPasa metin með mælingu á lausu fosfati 

Aðferð sem lýst var af R. L. Post og A. K. Sen [42] byggist á því að mæla laust fosfat 

frá ATP, en Na,K-ATPasi notar ATP sem orkugjafa til að dæla jónum inn og út úr 

frumunni. Aðferðin byggist á tveimur skrefum: 

 

Skref 1: 

Hvarflausn var samsett úr 113,2 mM NaCl, 22,6 mM KCl, 5,7 mM MgCl2, 0,57 

mM EDTA, 22,64 mM glycyl glycíni og 22,6 mM imidazól. ATP var bætt við þá 

hvarflausn sem við átti fyrir mælingu, lokastyrkur ATP var 5 mM. Samsetning hvarfs 

var eftirfarandi: 

 

Fyrir 750 μl hvarf: 

0,662 ml  Hvarflausn, með eða án ATP. 

0,075 ml 10 mM ouabainlausn eða dH2O. 

0,013 ml Sýni, staðall eða dH2O (milli Q). 

 

Hvarf var stoppað með: 

0,250 ml 1,2 M perklórsýra með 80 g/L silicotungstik sýru. 
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Tilraunin fór þannig fram að þrjár lausnir voru blandaðar. Fyrsta lausnin innihélt 

sýni og hvarflausn án ATP, önnur lausnin innihélt sýni og hvarflausn með ATP og 

þriðja lausnin innihélt sýni, ouabainlausn og hvarflausn með ATP. Einnig þurfti að 

hafa eina lausn sem innihélt aðeins hvarflausn án ATP og aðra aðeins með hvarflausn 

með ATP.  

Hvarfið var sett í gang með því að setja sýni saman við hvarflausnina. Hvarfið var 

látið ganga í klukkutíma við 25°C, síðan stoppað með sýru og glösin sett á ís.   

 

Skref 2: 

Mólýbdat er oft notað til að mæla magn fosfórs og það var notað hér. ATP er 

hinsvegar óstöðugt í náveru súrs mólýbdats, og því er best að aðskilja fosfómólýbdat 

frá ATP með því að draga það út í etýl acetat. Mæling á lausu fosfati var því gerð á 

eftirfarandi hátt. 

1. 0,75 ml af 60 mM mólýbdatlausn (með 0,27 M NaCl) var bætt saman við 

lausn frá skrefi eitt og glasið hrist. 

2. 2,00 ml af etýl acetati var bætt útí. Lausnunum var blandað vel saman með 

því að nota hristara í lágmark 20 sekúndur. Lausnin var síðan skilundin í 

eina mínútu til að skilja lausnirnar að. 

3. 1,00 ml af efra laginu var blandað saman við 2,00 ml af ísóprópanóli (með 

0,06 mM CuCl2 og 0,27 M H2SO4). 

4. 2,5 μL 2-merkaptóetanól var síðan látið saman við og glasið hrist. 

5. Gleypni var loks mæld við 625 nm eftir 10 mínútur. 

Til að fá út virkni Na,K-ATPasa, var gleypni lausnar án ouabain dregin frá lausn 

með ouabain. Gleypnimunurinn var borinn saman við staðallínu og magn af lausu 

fosfati fengið. 

2.7.4. Succinat dehydrogenasi  

Virkni succinat dehydrogenasa (SDH) var ákvörðuð með 2,6-diklórófenól-indófenól. 

Hvarfefnið var í lausn sem innihélt 10 mM kalíumfosfat, 2 mM kalíum sýaníð (pH 

7,4) [43]. Hvarfið var sett af stað með því að setja sýni saman við hvarflausnina að 

eins millilítra rúmmáli. Til að fá út virkni SDH var hvarf framkvæmd bæði með og án 

succinats (lokastyrkur 7,5 mM). Hvarfið með succinati var dregið frá hvarfi án þess. 

Gleypnibreyting var mæld við 600 nm og virknin metin með gleypnistuðli 21.010 M
-

1
cm

-1
. Hvarfið var framkvæmt við 25°C og látið ganga í 3 mín. Hvarfferillinn var 

línulegur yfir tímabilið. 

2.7.5. Súr fosfatasi  

Virkni súrs fosfatasa (a-P) var ákvörðuð með sama hvarfefni og við sömu aðstæður og 

AP. Hvarflausnin var þó önnur en notuð var 50 mM ediksýra (pH 5,0) [44]. 

Hvarfferillinn var línulegur yfir tímabilið. 
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2.8. Ákvörðun á magni próteins 

Próteinmagn sýna var metið með litarefninu Coomassie Blue G-250, sem bindur 

amínóhópa próteina magnbundið [45]. Notast var við aðkeyptan staðal til viðmiðunar, 

próteinstaðal 540-10 frá Sigma Aldrich. Mælingar voru annað hvort framkvæmdar í 

Molecular Device TermoMax örplötumæli eða í Unicam UV1 ljósgleypnimæli. Fyrir 

örplötumælinn var 25 µl af sýni sett í sýnabolla og 225 µl af litunarlausn bætt saman 

við. Fyrir mælingu var lausnin látin standa í 10 mín. við herbergishita. Gleypnin var 

síðan mæld við 650 nm við stofuhita, en mælirinn var útbúinn með þannig ljóssíu. 

Próteinmæling fyrir Unicam UV1 ljósgleypnimæli var framkvæmd með því að setja 

250 µl af sýni saman við 2,75 ml af litunarlausn. Lausnin var síðan látin standa í 10 

mín. fyrir mælingu og síðan mæld við 620 nm við stofuhita.  

2.9. Ákvörðun á magni kólesteróls 

Magn kólesteróls var metið með aðkeyptu ensímkerfi frá Randox Laboratories LTD 

(Crumlin, UK), CHOD-PAP hvarfsett. Notast var við staðal gerðan úr kólesteróli frá 

Merck til að útbúa staðallínu. Mælingar voru annað hvort framkvæmdar í Molecular 

Device TermoMax örplötumæli eða í Unicam UV1 ljósgleypnimæli. Fyrir 

örplötumælinn var 25 µl af sýni sett í sýnabolla og 225 µl af hvarflausn bætt saman 

við. Fyrir mælingu var lausnin látin standa í 30 mín. við 37°C, en þetta er 

endapunktsmæling. Gleypnin var síðan mæld við 490 nm við stofuhita, en mælirinn 

var útbúin með þannig ljóssíu. Kólesterólmæling fyrir Unicam UV1 ljósgleypnimæli 

var framkvæmd með því að setja 75 µl af sýni saman við 675 µl af hvarflausn. 

Lausnin var síðan látin standa líkt og fyrir örplötumælinguna í 30 mín. við 37°C og 

síðan mæld við 500 nm við stofuhita. 

Hvarfsettið frá Randox var einnig notað þegar mælt var kólesterólmagn í sýnum 

eftir fituútdrátt. Undirbúningur sýnanna var þó aðeins frábrugðinn en sýnin voru 

þurrkuð niður undir nitri og síðan endurleyst í 15 µL af 20% (w/v) Triton X-100, 75 

µL etanóli og 700 µL af hvarfefni. Lausnin var síðan látin standa í 30 mín. við 37°C 

og gleypnin að lokum mæld við 500 nm í ljósgleypnimæli.  

2.10. Ákvörðun á magni fosfats 

Magn fosfólípíða í himnum var ákvarðað með því að mæla heildarmagn fosfats með 

aðferð Rouser et al. [46]. Fituútdráttur var þurrkaður niður undir nitri og síðan var sýnið 

endurleyst í 0,3 ml af 70% perklórsýru. Glösin sem sýnin voru í voru síðan hrist og 

komið fyrir í 180-190°C heitu olíubaði í 60 mín. Til að koma í veg fyrir uppgufun voru 

,,marbles“ kúlur settar ofaná tilraunaglösin. Eftir hitun voru sýnin látin kólna niður að 

herbergishita. Síðan var 1,0 ml af afjónuðu vatni, 0,4 ml 1,25% ammoníum mólýbdati 

og 0,4 ml af 5,0% ascorbic sýru blandað saman við. Tilraunaglösunum var síðan komið 

fyrir í 100°C heitu vatni í 5 mín. Eftir hitun var lausnin mæld við 797 nm við stofuhita í 

Unicam UV1 ljósgleypnimæli. Niðurstaðan var borin saman við fosfór staðallínu. 
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2.11. Ákvörðun á magni hexósa 

Magn glýkólípíða var ákvarðað með aðferð Kushwaha et al. [47], með því að nota 

galaktósa sem staðal. Í útreikningum var gert ráð fyrir að mólarhlutfall hexósa miðað 

við glýkólípið væri 1:1. 

Fituútdráttur var þurrkaður niður undir nitri og sýnið endurleyst í 0,4 ml af 

afjónuðu vatni, 0,2 ml 5,0% (w/v) fenól vatnslausn og 1,0 ml fullsterkri 

brennisteinssýru. Eftir að lausnin hafi verið hrist var hún hituð í 5 mín. í 100°C heitu 

vatni. Lausnin var síðan mæld við 490 nm við stofuhita.  

2.12. Rafdráttur 

Natríum lauryl súlfat pólyakrýlamíðhlaups rafdráttur (e. SDS – PAGE 

electrophoresis) var framkvæmdur með 12,5% pólyakrýlamíðhlaupi samkvæmt kerfi 

Laemmli [48], ýmist á 7 x 8 cm hlaupum eða á 14 x 14 cm hlaupum. Hlaupin voru 

keyrð við fastan straum, 25 mA ef um eitt var að ræða en 50 mA ef tvö voru keyrð í 

einu.  

Fyrir rafdrátt voru sýnin meðhöndluð með sýnalausn, en blandað var saman 

einum hluta af 5x sterkri sýnalausn á móti fjórum hlutum af sýni. Blandan var svo 

soðin í vatnsbaði í 2-5 mín. Ef þörf var á því að þétta sýnin voru próteinin feld með 

sýru eða með klóroform/metanól fellingu. Sýrufelling var framkvæmd með því að 

bæta 100% TCA (trichloroacetic sýra) saman við sýnið þannig að lokastyrkur þess 

var 10% (v/v). Lausnin var síðan höfð á ís í 30 mín. og svo spunnin við 14.000xg í 1 

mín. í snúð 1689 í Universal 320R. Flotinu var hent en botnfallið var skolað tvisvar 

sinnum með etanóli. Að lokum var botnfallið endurleyst upp í litlu rúmmáli af 1x 

sterkri sýnalausn og lausnin soðin í vatnsbaði í 2-5 mín.  

Klóróform/metanól felling var framkvæmd með því að 100 µl af sýni var sett 

saman við 400 µl af metanóli og lausnin hrist. 100 µl af klóróformi var síðan bætt 

saman við og lausnin hrist. Að lokum var 200 µl af dH2O bætt saman við og lausnin 

spunnin við 14.000xg í 1 mín. í snúð 1689 í Universal 320R skilvindunni. Eftir 

spunann liggja próteinin á milli laga og var vatnsfasinn fjarlægður. 400 µl af 

metanóli var þá bætt saman við, lausnin hrist og spunnin í 2 mín. við 14.000xg í 

sömu skilvindu. Eftir spunann hafa próteinin myndað botnfall og var flotið fjarlægt. 

Botnfallið var síðan þurrkað með frostþurrkun (Speedvac-SVC100) og að lokum 

endurleyst í 2x sýnalausn. Sýnið var síðan soðið í 2-5 mín. en í öllum tilfellum voru 

sýnaglösin spunnin við 14.000xg í 30 sekúndur eftir suðu. 15–30 μl af sýni var sett á 

rásir hlaupsins, en rúmmálið fór eftir styrk sýnanna (10-200 µg af próteinum). 

Einnig var próteinstigi til stærðarviðmiðunnar frá Fermentas nr. SM0671 rafdreginn 

með.  

Hlaup var undirbúið með því að steypa fyrst aðgreiningarhlaup, en það var 

yfirleitt látið fjölliðast yfir nótt. Ofaná var síðan steypt þéttihlaup, en samsetning 

hlaupanna er sýnd í töflu 1 og 2. Samsetning lausna er sýnd í töflu 3. Einnig voru 

notuð aðkeypt hlaup frá Invitrogen (NuPAGE nr. IM-8042). 

Að loknum rafdrætti voru hlaupin lituð eða haldið beint áfram með þau í Western-

þerrun.  
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Tafla 1. Hlaupblanda fyrir aðgreiningarhlaup (fyrir fjögur 7x8 cm hlaup). 

Hlauplausnir 12,5% hlaup 

Lausn A 9,0 ml 

Lausn C 15,0 ml 

Eimað vatn 11,8 ml 

TEMED 50,0 μl 

Lausn D 0,2 ml 

 

Tafla 2. Hlaupblanda fyrir þéttihlaup (fyrir fjögur 7x8 cm hlaup).  

Hlauplausnir Magn (ml) 

Lausn B 2,5 

Lausn C 1,5 

Eimað vatn 6,5 

Lausn D 0,5 

 

Tafla 3. Samsetning lausna fyrir rafdrátt. 

Lausnir Samsetning  

Hlauplausn A 1,5 M Tris- HCl, pH 8,9. 

Hlauplausn B 0,5 M Tris- HCl, 10 ml/L TEMED, pH 6,8. 

Hlauplausn C 30% Akrýlamíð, 2,6% bis-akrýlamíð. Síað í gegnum Whatman 1 pappír. 

Hlauplausn D 10% (w/v) Ammóníum persúlfat. 

Sýnalausn 5x 

60 mM Tris-HCl (pH 6,8), 5% (w/v) SDS, 10% (w/v) súkrósi, 0,02% (w/v) 

brómófenól blátt. Fyrir notkun var sýnalausnin gerð afoxandi með því að 

bæta saman við DTT (dithiothreitol). 

Keyrslulausn 

5x 

0,25 M Tris-HCl, 1,9 M glýsin, 10 mM EDTA, 0,5 % (w/v) SDS, pH 8,75. 

Keyrslulausn var sú sama fyrir bæði anóðu og katóðu bakka. 

2.13. Litun rafdráttarhlaupa 

Rafdráttarhlaup voru annað hvort lituð með silfurlitun eða Coomassie Brilliant Blue. 

Fór val á litunaraðferð eftir því hve næm litunin varð að vera en silfurlitun er næmari.  

2.13.1. Silfurlitun 

Rafdráttarhlaup voru lituð með silfurlitun samkvæmt aðferð Chevallet et al [49]. 

Samsetning lausna er að finna í töflu 4, en framkvæmd litunar var eftirfarandi:  

1. Ediksýru-etanól lausn var hellt yfir hlaupið sem á að lita og það hrist í 

30 mín. á hristara (e. orbital shaker). Þetta skref er gott að gera þrisvar 

til að tryggja góða litun. Þetta hefur þó áhrif á massagreiningu, því 

aðeins gert einu sinni ef nota á hlaupið til þess.  
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2. Hlaupið var þvegið tvisvar sinnum með 20% (v/v) etanóllausn í 10 mín. 

3. Hlaupið var síðan þvegið tvisvar sinnum 10 mín. með dH2O. 

4. Hlaupið var þakið með næmnilausn í 1 mín. Lausninni var síðan hellt af og 

hlaupið skolað tvisvar með eimuðu vatni í 1 mín. í hvert skipti. 

5. Skollausn var hellt af og hlaupið þakið með silfurlitunarlausn í 30 mín. Á 

meðan lausnin lá á var hlaupið haft á hristara. (Þetta skref má vera allt frá 

20 mín. til 2 klst.) 

6. Silfurlitunarlausninni var hellt af og hlaupið þvegið örstutt með eimuðu 

vatni (10-20 s). 

7. Framköllunarlausn var hellt yfir hlaupið. Myndun banda tók um 5 mín., en 

hvenær lausnin var tekin af var matsatriði.  

8. Framköllunarlausn var hellt af og hlaupið fært í stopplausn og látið vara í 

30 mín. við hristing. (Hlaupið má vera í stopplausninni í allt að 2 tíma). 

9. Hlaupið var loks skolað tvisvar með eimuðu vatni, að minnsta kosti 30 mín 

í hvert skipti.  

Tafla 4. Samsetning lausna fyrir silfurlitun 

Lausnir Samsetning  

Ediksýru-etanól lausn 10% (v/v) ediksýra (10% v/v), 30% (v/v) etanól (30% v/v) 

Næmnilausn 0,02% (w/v) natríumþíósúlfat  

Silfurlitunarlausn 0,2% (w/v) silfurnítrat 

Framköllunarlausn 
3% (w/v) natríum karbónati, 1,25x10

-2
 % (w/v) natríumþíósúlfat, 

1,25x10
-1 

% (v/v) formaldehýði   

Stopplausn 4% (w/v) Tris-HCl, 2% (v/v) ediksýra  

 

Hlaupið má geyma í 1% ediksýrulausn við 4°C. Ef það átti að nota hlaupið til 

massagreininga var best að skera út böndin sama daginn.  

2.13.2 Coomassie Brilliant Blue litun  

Hlaupin voru lituð með Coomassie Brilliant Blue R-250 lausn í 1-2 klukkustundir og 

síðan aflituð í samskonar lausn án litarins. Coomassie Brillian Blue liturinn (0,25%, 

w/v) var leystur upp í 45% metanóli og 7,0% ediksýru. 

2.14. Mótefni 

2.14.1. Western-þerrun (e. western-blot) 

PVDF (Polyvinyldifluoride) himna var klippt í hentuga stærð, yfirleitt höfð aðeins 

stærri en hlaupið. Hún var síðan bleytt með 100% metanóli í 1 mín. og síðan lögð í 

flutningslausn í minnst 15 mín. ásamt rafdráttar hlaupinu.  
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Prótein voru flutt frá hlaupinu yfir á himnuna í tæki frá Amersham pharmacia 

biotech (nr. 20076232). Himnan var lögð ofan á níu lög af filterpappír bleyttum í 

flutningslausn. Síðan var hlaupið lagt á himnuna og filterpappír þar ofaná. Tækinu var 

lokað og það stillt á fasta spennu í 1-1½ tíma (fór eftir stærð á hlaupinu), 12V. 

Himnan var svo lögð í skollausn A og síðan mótefnalituð. Einnig var möguleiki að lita 

himnuna með Coomassie Brilliant Blue. Yfirlit yfir samsetningu lausna er að finna í 

töflu 5.  

2.14.2. Þerriblettun (e. dotblot)  

Þerriblettun var framkvæmd nánast alveg eins og Western-þerrun fyrir utan að hér er 

ekki yfirfærsla próteina af hlaupi á himnu heldur var sýni sett beint á himnuna. Líkt og 

áður var PVDF himna klippt niður í hentuga stærð. Hún var síðan bleytt með 100% 

metanóli í 1 mín. og lögð í flutningslausn í minnst 15 mín. Himnan var síðan lögð á 

fjögur lög af fílterpappír bleyttum í flutningslausn svo himnan þornaði ekki. 0,5-1,0 μl 

af sýni var komið fyrir á himnunni og droparnir látnir þorna. Himnan var svo lögð í 

skollausn A og síðan mótefnalituð. Einnig var möguleiki að lita himnuna með 

Coomassie Brilliant Blue. Samsetning lausna er að finna í töflu 5.  

 

Tafla 5. Samsetning lausna fyrir þerrun og mótefnalitun 

Lausn Samsetning  

Flutningslausn 
39 mM glýsin, 48 mM Tris-HCl, 0,037% (w/v) SDS, 20% (v/v) metanól,  

pH 8,3. 

HBS lausn 25 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,1. 

Skollausn A 2% (v/v) Tween 20 í HBS lausn 

Skollausn B 0,05% (v/v) Tween 20 í HBS lausn  

Framköllunarlausn  

10 mg 3-amínó-9-ethylkarbazóle er leyst uppí 5 ml dímetýl formamíð. 45 ml 

af 50 mM ediksýru er svo bætt saman við (pH 5,0). Að lokum er 20 μl af  

30% vetnisperoxíð bætt við lausnina.  

2.14.3. Mótefnalitun.  

Eftir þerrun var PVDF himnan lögð í skollausn A í 10 mín. og skoluð þrisvar með 

skollausn B. Síðan var himnan hulin hæfilega þynntu fyrsta stigs (e. primary) mótefni 

sem þekkir próteinið sem verið var að skoða hverju sinni. Lausnin var höfð á yfir nótt 

við stofuhita, en himnunni var komið fyrir á hristara. Daginn eftir var himnan skoluð 

þrisvar sinnum með skollausn B, 5 mín. í senn. Himnan var síðan hulin hæfilega 

þynntu annars stigs (e. secondary) mótefni sem var HRP-tengt. Himnan var látin vera 

á hristara við stofuhita í u.þ.b. 3 klst og síðan þvegin þrisvar sinnum með skollausn B í 

5 mín. í senn. Framköllunarlausn var þá hellt yfir himnuna og framkallað í u.þ.b. 10 

mín. eða þar til sterk bönd fengust. Samsetning lausna er að finna í töflu 5. 

2.14.4. Yfirlit yfir mótefni  

2.14.4.1. Fyrsta stigs mótefni (e. primary antibody) 

Aktín: 

Aktín (C-2), nr. sc-8432 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Einstofna (e. 

monoclonal) mótefni gagnvart aktíni unnið úr mús. Mótefnavakinn var úr manni.  
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α-adrenvirkur viðtaki (e. α-adrenergic receptor):: 

α-AR (H-136), nr. sc-28982 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjölstofna mótefni 

gagnvart α-adrenvirkum viðtaka unnin úr kanínu. Mótefnavakinn var úr manni.  

 

β-adrenvirkur viðtaki (e. β-adrenergic receptor):   

β-AR (V-19), nr. sc-568 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjölstofna mótefni 

gagnvart β-adrenvirkum viðtaka unnin úr kanínu. Mótefnavakinn var úr mús.  

 

Alkalískur fosfatasi: 

Fjölstofna mótefni gagnvart alkalískum fosfatasa úr þorski, framleitt í kanínu hjá 

Innovagen í Svíþjóð. 

 

Annexín II: 

Annexín II (C-16), nr. sc-1924 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjölstofna (e. 

polyclonal) mótefni gagnvart annexín II unnið úr geit. Mótefnavakinn var úr manni.  

 

Caveolín: 

1. Caveolín, nr. 610059 frá BD Biosciences Pharmingen. Mótefni 

gagnvart caveolíni var unnið úr kanínu. Mótefnavakinn var úr manni.  

2. Caveolín 3, nr. 610421 frá BD Biosciences Pharmingen. Einstofna 

mótefni gagnvart caveolín. Mótefnavakinn var úr rottu.  

Cholera toxin, β eining: 

Mótefni nr. c-3741 frá Sigma-Aldrich, Inc. HRP-tengt mótefni.  

 

EEA1 (e. early endsome antigen 1): 

EEA1 (C-15), nr. sc-6414 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjölstofna mótefni 

gagnvart EEA1 unnið úr geit. Mótefnavakinn var úr manni.  

 

Flotillín: 

Flotillín, nr. F1805 frá Sigma-Aldrich. Mótefni gagnvart flotillíni var unnið úr 

kanínu. Mótefnavakinn var úr manni. 

 

Na,K-ATPasi: 

1. Na,K-ATPasi β1 (N-19), nr. sc-16053 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Fjölstofna mótefni gagnvart Na
+
K

+
ATPasa unnið úr geit. Mótefnavakinn 

var úr manni.  

2. Na,K-ATPasi β1 eining, nr. II-20/5.75.36-c frá Dvelopmental Studies 

Hybridoma Bank (DSHB). Mótefni gagnvart Na,K-ATPasa unnið úr mús. 

Mótefnavakinn var úr hænu, en mótefnið hefur þekkt próteinið í vissum 

fiski-tegundum.  
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3. Na,K-ATPasi α1 og β1 eining, nr.α6F frá Dvelopmental Studies Hybridoma 

Bank (DSHB). Mótefni gagnvart Na,K-ATPasa unnið úr mús. 

Mótefnavakinn var úr hænu, en mótefnið hefur þekkt próteinið í vissum 

fiskitegundum. 

4. Na,K-ATPasi α1 og β1 eining, nr.α5 frá Dvelopmental Studies Hybridoma 

Bank (DSHB). Mótefni gagnvart Na,K-ATPasa unnið úr mús. 

Mótefnavakinn var úr hænu, en mótefnið hefur þekkt próteinið í vissum 

fiskitegundum.  

Prohibitín:  

Prohibitín (H-80), nr. sc-28259 frá Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjölstofna 

mótefni gagnvart prohibitín unnið úr kanínu. Mótefnavakinn var úr manni.  

 

Sucrasi-isomaltasi:  

Mótefni gagnvart α-sucrasa-isomaltasa úr svíni, framleitt í kanínu. Framleitt og 

fengið að gjöf frá Dr. Michael E. Danielsen hjá Panium Institute við Háskólanum í 

Kaupmannahöfn í Danmörku.  

 

Villín: 

Villín, nr. 610358 frá Biosite Incorporated. Mótefni gagnvart villíni var unnið úr 

mús. Mótefnavakinn var úr manni.  

 

2.14.4.2. Annars stigs mótefni (e. secondary antibody) 

Þrjár gerðir af annars stigs mótefni voru notuð:  

1.  Anti-mús IgG-HRP tengt, nr. NXA931 frá Amersham ECL. 

2. Anti-kanína IgG- HRP tengt, nr. A-8275 frá Sigma-Aldrich, Inc. 

3. Anti-geit IgG-HRP tengt, nr. sc-2378 frá Santa Cruz Biorechnology, Inc.  

2.15. Massagreining á próteinum 

Undirbúningur sýna fyrir massagreiningu var eftirfarandi, en verklýsingin er fengin 

frá Prótein rannsóknarhóp við Háskólann í Suður Danmörk (e. Protein Research 

group, University of Southern Denmark). Fyllsta hreinlætis varð að gæta við 

framkvæmdina, en tæknin er mjög næm á óhreinindi.  

 

1. Próteinbönd fjarlægð úr pólyacrylamíð hlaupi: 

 

Rafdráttarhlaup var þvegið tvisvar sinnum með vatni í 10 mín. Síðan var skorið í 

kringum próteinbandið eins nálægt því og hægt var til að minnka „bakgrunn“. Bandið 

var tekið frá og skorið í u.þ.b. 1 mm
3
 búta og fært í hrein 1,5 ml eða 0,5 ml glös. 
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2. Hlaupbútar þvegnir: 

 

Hlaupbútar voru þvegnir með u.þ.b. 5x rúmmál þeirra. Fyrst með eimuðu vatni í 

15 mín. og síðan 50% acetonítril í 15 mín. Var þessi þvottur síðan endurtekinn og að 

lokum var sett 100% acetonítril lausn yfir bútana. Lausnin var fjarlægð þegar bútarnir 

höfðu minnkað og voru orðnir hvítir. 

 

3. Samdráttur og alkylering: 

 

Eftir þvottinn voru hlaupbútarnir látnir þrútna út í 10 mM dithiothreitol (DTT) 

uppleyst í 0,1 M NH4HCO3 og glösunum komið fyrir í 56°C heitu vatnsbaði í 45 mín. 

Eftir hitun var lausnin látin kólna að herbergishita. Umframvökvi þá fjarlægður og 

snöggt bætt sama rúmmáli af joðasetamíð lausn (55 mM joðacetamíð í 0,1 M 

NH4HCO3) ofaná bútana. Glösunum var komið fyrir í dimmu herbergi við 

herbergishita í 30 mín. Síðan var lausnin fjarlægð og þvottaskref endurtekið (skref 2).  

 

4. Melting: 

 

Eftir þvottaskrefið var glösunum komið fyrir á ís og trypsínlausn sett á (500 ng af 

trypsíni í 5 µl HCl leyst upp í 80 µl af 50 mM NH4HCO3). Magn lausnarinnar fer eftir 

ummáli bútana en lausnin á rétt svo að þekja bútana. Eftir 45 mín. var aukarúmmál 

fjarlægt og 5-20 μl af 50 mM NH4HCO3 sett á bútana og glösunum komið fyrir í 37°C 

heitan hitaskáp yfir nótt. 

 

5. Útdráttur peptíða úr geli:  

 

Vökvinn ofaná bútunum var fluttur í annað glas. Dregið var síðan meira út úr 

hlaupbútnum með því að bæta fyrst 5% maurasýru ofan á bútana þannig að hún þekti 

þá. Lausnin var höfð á í 15 mín. og síðan var sama rúmmáli af 100% acetonítril bætt 

við. Eftir 15 mín. var lausnin hirt og bætt saman við vökvann sem var fyrir. Þessi 

útdráttur var síðan endurtekinn einu sinni enn. Sýni voru síðan þurrkuð í frostþurrkun 

(Speedvac-SVC100). Eftir þurrkun voru sýnin endurleyst í 10 µl af 5% maurasýru eða 

0,1% TFA og sett örstutt í hljóðbað. 

 

6. Massagreining: 

 

MALDI-TOF MS massagreiningar (Matrix Assisted Laser Deorption Ionization- 

Time Of Flight Mass Spectrometry) voru framkvæmdar á Brucker Daltonics, 

Autoflex Smartbeam III. Tækið var staðsett í Efnagreiningarsetri 

Raunvísindastofnunar Háskóla Íslands. Sýni (0,5 µl) var kristallað með sama rúmmáli 

af matrixulausn (10 mg/ml α-cyano-4-hydroxycinnamik sýru uppleystri í 50% 

acetonítril lausn sem var búin til í 0,1% TFA) á MALDI plötu (MTP 384 plata, Bruker 

Daltonics, Bremen, Þýskaland). Borin var kennsl á prótein í Mascot (Matrix Science 

Ltd., London, Bretland), sem er gagnabankaleit á veraldarvefnum. Leitarskilyrði fór 

eftir undirbúningi sýnanna og hvað var verið að leita eftir. Yfirleitt var þó gefið 

eftirfarandi skilyrði: Actinopterygii (ray-finned fiskar), gagnabankar NCBI eða 



30 

MSDB, gefið ráðrúm á að trypsín missi af einu klippiseti innan peptíðs, 

carbamidomethylering sem föst breyta vegna alkyleringu á systeini með joðasetamíð, 

einnig var gefin möguleiki á oxun á meþíóníni, peptíð hliðrun um +/- 80 ppm og 

massa gildi MH
+
.       

2.16. Fitugreining. 

2.16.1. Útdráttur lípíða. 

Útdráttur lípíða var framkvæmdur annars vegar með aðferð Christansen et al. [50] og 

hins vegar aðferð Dreyfus et al. [51]. Fyrir útdrátt á lípíðum himnufleka varð að gera 

ráðstafanir til að ná súkrósa spunastigulsins frá svo hann trufli ekki mælingar sem eftir 

komu á lípíðum himnufleka. Það var framkvæmt þannig að himnan var spunnin niður 

við 14.000xg í 10 mín. í snúð 1689 í Universal 320R. Flotinu var hent, botnfallið leyst 

upp í tveimur millilítrum af HBS lausn (sjá samsetningu í kafla 2.2.) og það spunnið 

aftur við sömu aðstæður. Þetta var gert fimm sinnum og í lokin var botnfallið leyst 

uppí einum millilítra af HBS lausn. Var þá sýnið tilbúið fyrir lípíð útdrátt.     

2.16.1.1. Útdráttur lípíða með aðferð Christansen et al.  

Himnusýni sem áhugi var fyrir að fitugreina voru spunnin niður og u.þ.b. 100 mg leyst 

aftur upp í HBS lausn og lausninni komið fyrir í skrúftappaglasi með Teflon tappa. 

Því næst var bætt við glasið 1,0 ml af klóróformi og 3,5 ml af metanóli og lausnin 

hrist kröftuglega í hvirfilhristara. Þá var bætt í glasið 1 ml af metanóli og 3,5 ml af 

dH2O og aftur hrist kröftuglega í hvirfilhristara. Næst var blásið argon (Ar) eða nitri 

yfir sýnið í glasinu, því lokað og komið fyrir í kæliskápi yfir nótt. Daginn eftir var 

glasið spunnið við 1.500xg í Universal 320R skilvindu og lífræni fasinn sem lá undir 

fjarlægður og komið fyrir í nýju glasi. Hann var svo notaður áfram til frekara 

greiningar.  

2.16.1.2. Útdráttur lípíða með aðferð Dreyfus et al.  

Lípíð, þar á meðal ganglíósíð, voru dregin út úr himnum með aðferð Dreyfus et al. 

[51]. Einum millilítra af sýni var blandað saman við 5,0 ml af klóróform/metanól 

blöndu (1:1, v/v) og látið standa yfir nótt í 4°C. Daginn eftir var glasið spunnið við 

2.700xg í 10 mín. í skilvindu (Universal 320R). Lífræni fasinn var tekinn frá og 

geymdur, en botnfallið var endurleyst í 6,0 ml af klóróform/metanól blöndu (1:1, v/v). 

Lausnin var síðan látin standa í 10 mín. og síðan var glasið spunnið aftur við sömu 

aðstæður. Eftir spunann var lífræni fasinn hirtur og settur saman við þann sem þegar 

hafði verið tekinn frá. Botnfallið var endurleyst aftur nú með 6,0 ml af 

klóróform/metanól blöndu (1:2, v/v) í öðrum hlutföllum. Lausnin var látin standa í 10 

mín. og síðan var glasið spunnið við sömu aðstæður. Lífræni fasinn var tekin frá og 

settur saman við þann sem verið var að geyma. Botnfallið var nú endurleyst í 6,0 ml af 

klóróformi/metanóli/afjónaðu vatni (48:35:10, v/v) og lausnin látin standa í 10 mín. 

Glasið var síðan spunnið líkt og áður og lífræni fasinn hirtur. Í lokinn voru flotin 

þurrkuð niður undir nitri og endurleyst í 2,5 ml af klóróform/metanól/afjónað vatn 

blöndu (60:30:4,5, v/v).   
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2.16.2. Þáttun í mismunandi lípíðhópa  

Lípíðútdrátturinn var hreinsaður með á Sephadex G-25 súlu og síðan þáttaður í sundur 

í hlutlaus lípíð, ósíalýleruð glýkólípíð (e. non-sialylated glycolipids) og fosfólípíð, 

mónó-síalýleruð ganglíósíð (e. mono-sialylated gangliosides) and pólý-síalýleruð 

ganglíósíð á silica 60 súlu (Kieselgel 60, 230-400 mesh) [51]. Síðan var ósíalýleruð 

glýkólípíð og fosfólípíð hlutinn aðskilinn á silica 60 súlu eins og er lýst af Pernet et al. 

[52].    

Sephadex G-25 súlu (þvermál 1,0 cm, hæð 3,5 cm) var jöfnuð með 

klóróform/metanól/dH2O blöndu (60:30:4,5, v/v). Sýnið var síðan sett á súluna og 

skolað með 5,0 ml af jöfnunarlausninni. Í kjölfarið var 2,5 ml af klóróform/metanól 

(2:2, v/v) blöndu og 2,5 ml af klóróform/metanól/dH2O (48:35:10, v/v) blöndu látið 

renna í gegnum súluna. Skolin voru sett saman, þurrkuð undir nitri og endurleyst í 

einum millilítra af klóróformi. Þessi skammtur var notaður sem upphafsefni í 

mælinum.  

Silica 60 súla (þvermál 0,6 cm, hæð 2,5 cm) var jöfnuð með klóróformi. Sýnið var 

síðan sett á og skolað með 12 ml af klóróformi, en með því náðust hlutlaus lípið af 

súlunni. Síðan var fosfólípíðum og ósíalýleruð glýkólípíð náð af súlunni með því að 

skola sýnið fyrst með 1,5 ml af klóróform/metanól/aceton/ediksýru/dH2O 

(52:8:8:18:4, v/v) blöndu og síðan með 8,0 ml af klóróform/metanól blöndu (4:1, v/v). 

Næst var ganglíósíðum náð af súlunni. Mónó-síalýleruð ganglíósíð voru fengin með 

því að setja 2,5 ml af klóróform/metanól (2:3, v/v) lausn á súluna. Síðan í lokin var 

pólý-síalýleruð ganglíósíð fengin með því að setja þrjár mismunandi samsetningar af 

klóróform/metanól/dH2O á súluna. Fyrst 65:25:4 (v/v), síðan 60:35:5 (v/v) og í lokinn 

48:35:10 (v/v).  

Til að ná fosfólípíðum og ósíalýleruðum glýkólípíðum í sundur var skammturinn 

þurrkaður niður og endurleystur í klóróformi. Sýnið var síðan sett aftur á silica 60 

súlu, sem hafði verið jöfnuð með klóróformi. Fyrst var sýnið skolað með 10 ml af 

klóróformi, síðan var glýkólípíðum náð frá með því að setja 15 ml aceton/metanól 

(9:1, v/v) blöndu á súluna. Í lokinn var fosfólípíðum náð af súlunni með því að skola 

sýnið með 10 ml af metanóli með 200 µl af ediksýru út í.  

Allir skammtar af silica 60 súlunni voru þurrkaðir niður undir nitri og endurleystir 

í 300 µl af klóróform/metanól (1:1, v/v) með 50µg/ml butylated hydroxytolueni 

(BHT) til að hindra oxun á tvítengjum. Smá vatni var bætt við ganglíósíðin til að 

auðveldara væri að endurleysa þau. Sýnin voru síðan geymd við -20°C.  

2.16.3. Þunnlagsaðgreining  

Þunnlagsaðgreining (e. thin layer chromatography, TLC) var framkvæmd á útdregnum 

lípíðum með ólíkum skriðvökvum eftir gerð þeirra lípíða sem sóst var eftir að greina. 

20 μl af uppleystu sýni var sprautað á þunnlagsplötu (10 x 10 cm, Merck TLC Silica 

gel 60 plötur) í beina línu milli tveggja punkta. Plötunni var síðan komið fyrir í keri 

með viðeigandi skriðvökva. Þegar skriðvökvinn hafði náð vist hátt var platan tekin út 

og látin þorna. Eftir að skriðvökvinn hafði gufað upp voru lípiðin lituð. Samsetning 

skriðvökvanna var eftirfarandi: fyrir fosfólípíð var notað klóróform/metanól/edik- 

sýra/H2O (60:50:1:4, v/v) blanda, fyrir ósíalýleruð glýkólípíð var notuð 
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klóróform/metanól/ aceton/ediksýru/dH2O (52:8:8:18:4, v/v) blanda og fyrir hlutlaus 

lípið var notað hexan/diethyl ether/ediksýra (60:40:2, v/v) sem skriðvökva.   

Þrjár aðferðir voru notaðar til að lita lípíðin: 

 

1. Kopar súlfat litun: 

 

Þunnlagsplatan var sett ofan í 10% (w/v) kopar súlfat lausn, leyst uppí 8% (v/v) 

fosfórsýru. Platan var höfð í lausninni í um 20 sekúndur og síðan látin þorna í 10 mín. 

Eftir það var platan sett í 130°C heitan hitaofn í 10 mín.  

 

2. Joðlitun: 

 

Joð litar allar gerðir lípíða sem innihalda ómettaðar fitusýrur, sem byggir á tengslum 

við tvítengi milli kolefna. Joði var komið fyrir í lokuðu íláti, þunnlagsplötu var síðan 

komið fyrir ofan í ílátinu. Litunin tók allt frá nokkrum mínútum upp í klukkustund, allt 

eftir magni lípíða á plötu. Gott var að hafa ílátið við vægan hita svo betri uppgufun joðs 

fengist með tíma. 

 

3. Ninhydrin litun: 

 

Amínberandi lípíð (serín, etanólamín) voru lituð með 0,2% (w/v) ninhydrín lausn í 

bútanóli og 0,5% (v/v) ediksýru. 

 

Hlutfallsgreiningar á flokkum lípíða innan hvers hóps, var framkvæmd með því að 

greina tilheyrandi línu á þunnlagsplötu með ImageJ forriti (1.42p, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/, USA). 

2.16.4. Fitusýrugreining  

Fitusýrumetýlesterar hvers lípíðs flokksvoru útbúnir með því að nota boron triflúoríð 

metanól (BTM) lausn frá Sigma-Aldrich (Missouri, USA) eins og framleiðandinn mælti 

með. Það var gert í stuttu máli með því að þurrka 50 µL af lípíð sýni undir nitri í Kimax 

glerglasi með teflon tappa. Sýnið var síðan endurleyst í 700 µL of BTM og það sett í 

100°C heitan hitaskáp í 30 mín. Eftir hitun voru fitusýru metýl esterar dregnir út í hexani, 

sýnið síðan þurrkað niður undir nitri og endurleyst í 50 µL of hexani. Var þá sýnið tilbúið 

fyrir gasgreiningu.  

Fitusýrur voru greindar með Hewlett-Packard 6890 GC kerfi (Waldbronn, Germany), 

sem var með Megabore DB-225 súlu
 
(30 m x 0,25 mm i.d.x 0,25 µm film) (J&W 

Scientific, California, USA) og var flæðihraðinn á helíum gasinu 0,6 ml min
-1

. Hitinn var 

hafður 250°C þar sem sýnið fór inn. Ofninn var látinn auka hitan með hraðanum 3°C mín
-

1
 frá 150°C að 220°C og látin halda þeim hita í 10 mín. en heildarkeyrslan tók 33,3 mín. 

Aðskilnaður á fitusýrunum var numinn með Hewlett-Packard 5973 (Waldbronn, 

Germany) með massabil milli 50 og 550 m/z. Borin var kennsl á fitusýrur með rástíma, en 

rástíminn var borinn saman við staðal (FAME 37 mix #47885U, Pennsylvania, USA). 

Einnig var stuðst við að massaróf sem tekin voru af toppunum, en rófin voru borin saman 

við róf í gagnabanka (Whiley 275 K, 1996) í leitarvél frá National Institute of Standard 

and Technology, Gaithersburg, MD 20899, USA.  
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3. Niðurstöður 

3.1. ,,Basolateral“ himna þarmaþekjufrumu úr Atlantshafsþorski 

Gott upphafsefni er lykillinn að rannsóknum sem eftir koma bæði á BLM og 

himnuflekum einungruðum úr þeim hluta. Því var sóst eftir að aðskilja „basolateral“ 

himnu frá burstalagshimnu úr einangruðum þarmaþekjufrumum þorsk með sem 

minnstri mengun frá öðrum frumulíffærum. Mörgum aðferðum hefur verið lýst fyrir 

þáttun þessara frumuhimna þekjufruma í ýmsum lífverum, þar á meðal aðferð fyrir 

þekjufrumur úr fiskum [15, 17, 35, 53, 54]. Nýta þessar aðferðir breytileika á 

eðliseiginleikum BLM og BBM sem er til kominn vegna ólíkrar samsetningar. Meðal 

annars er gert ráð fyrir mun á hleðslu og/eða eðlisþyngd. Farið hefur verið í gegnum 

nokkrar aðferðir í leit að hentugri aðferð fyrir okkar efnivið en þær hafa reynst 

misjafnlega [55]. Ein þeirra var aðferð lýst af Booth og Kenny árið 1974 [35], sem 

seinna hafði verið breytt af Danielsen [36]. Reyndist hún einna álitlegust og var 

ákveðið að þróa hana áfram fyrir okkar efnivið. Áður en þróun á einangrunaraðferð 

var hafin, voru skoðaðar nokkrar ólíkar aðferðir til að mæla virkni Na,K-ATPasa. 

Ensímið er þekkt merkiensím fyrir BLM hluta þekjufrumu [15, 17, 35, 53, 54].  

3.1.1. Virknimæling á Na,K-ATPasa 

Jónadælan Na,K-ATPasi er talin vera aðeins „basolateral“ megin á skautaðri 

þekjufrumu og er því hentugt sem merkiensím fyrir þann hluta. Tvær aðferðir eru 

áberandi í vísindaritum til að mæla virkni próteinsins. Annars vegar er magn ADP 

mælt [41] og hins vegar er laust fosfat mælt [42, 56]. ADP og laust fosfat myndast 

þegar Na,K-ATPasi notar ATP til að dæla natríum jónum út og kalíum jónum inn í 

frumuna gegn styrkhallanda.  

Reyndist okkur erfitt að finna hentuga aðferð til að mæla virkni Na,K-ATPasa. Í 

upphafi verkefnisins var stuðst við aðferð lýst af Scarschmidt et al. [41], en sú aðferð 

byggist á því að nota ensímkerfi til að mæla ADP. Þessi aðferð reyndist þó ekki 

nægilega næm og hentaði því ekki fyrir okkar efnivið sem hafði jafnan lágan styrk af 

próteininu [55]. Í leit að hentugri aðferð var farið yfir í að nota endapunktsmælingu og 

mæla laust fosfat í framhaldinu. Laust fosfat, eftir að hvarfið hafi verið stoppað með 3% 

TCA, var fyrst mælt með aðkeyptu efni, ,,Biomol green“ (AK-111) frá BIOMOL® 

Research Laboratories. Það hentaði ekki vel í þessum tilgangi þar sem það virtist falla út 

og gleypnin aukast með tíma. Var þá ákveðið að beita annarri aðferð við að mæla magn 

fosfats sem byggist á aðferð Rouser et al. [46]. Sú aðferð notar mólýbdat til að mæla 

magn fosfats. Reyndist hún ekki heldur hentug þar sem ATP er óstöðugt í náveru súrs 

mólýbdats [42]. Var þá farið í að aðskilja fosfómólýbdat frá ATP með því að draga það 

út í etýl acetat með aðferð lýst af Post og Sen árið 1967 [42].  

Til að kanna hvort þessi aðferð er hentug til að mæla virkni Na,K-ATPasa, var 

kannað samband á milli losunar fosfats og magn próteins annars vegar og hinsvegar 

samband á milli losun fosfats og hvarftíma. Niðurstöðurnar eru sýndar á mynd 13, en 
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þær sýndu línulegt samband í báðum tilfellum. Í framhaldin var athugað hvort magn 

ATP væri hamlandi þáttur fyrir klukkutíma hvarf. Virkni Na,K-ATPasa var mæld eftir 

að magn ATP hafði verið lækkað úr 5,0 mM í 1,25 mM, en hún var 16,8±1,1 nmól 

Pi/mg mín og 17,3±0,5 nmól Pi/mg mín. Virknin minkaði ekki með 75% lækkun á 

magni ATP, svo hægt er að álykta að magn þess sé nægilegt. Þar sem þessar 

niðurstöður voru álitlegar var ákveðið að nota aðferðina á sýni einangrunarferils BLM. 

 

 
Mynd 13. Samband fosfatsmagns og hvarftíma annars vegar og magn próteins hins 

vegar. Mælt með aðferð Post og Sen [42]. (A) Tengsl á milli losunar á fosfati (Pi) og 

magn af próteini. (B) Tengsl á milli losunar á fosfati (Pi) og hvarftíma. Notast var við 

sýni af tálknum. Tálkn voru hreinsuð með HBS lausn. Síðan var jafningur útbúinn í 

Potter- Elevhjelm og spunninn við 150xg í 10 mín. Flotið var að lokum hirt og notað 

til að kanna aðferðina. Fjöldi tilrauna (n)=3.  

3.1.2. Einangrun á BLM hluta þarmaþekjufrumu Atlantshafsþorsks  

Einangrun með aðferð Booth og Kenny [35], sem seinna hafði verið breytt af 

Danielsen [36], byggist á því að nota magnesíum til að þátta í sundur ólíka himnuhluta 

þekjufrumu. Magnesíum (Mg
2+

) er tvígild katjón sem myndar brýr milli neikvæðra 

hleðslna fosfólípíða og myndar þannig netju sem veldur útfellingu sem hægt er að 

spinna niður. Yfirborð BBM er talið vera frekar hlutlaust, en það hefur ekki jafn hátt 

hlutfall fosfólípíða og aðrar himnur innan frumunnar [35]. Með íblöndun katjóna næst 

því aðskilnaður á milli BBM og BLM, en það verður þess valdandi að BLM spinnst 

frá þar sem hún er mínushlaðnari en BBM.  

Ensím sem voru einkennandi fyrir ákveðin frumulíffæri voru notuð til að meta 

einangrunarferlið. Alkalískur fosfatasi (AP) og leusín amínópeptíðasi (LAP) voru 

notaðir sem merkiensím fyrir BBM, súr fosfatasi (a-P) var notaður sem merkiensím 

fyrir leysikorn (e. lysosome), succinat dehydrogenasi (SDH) var notaður sem 

merkiensím fyrir hvatbera og Na,K-ATPasi var merkiensím fyrir BLM [15, 35]. Fyrri 

prófanir á einangrunarferlinu gáfu til kynna ýmiss vandamál sem þörf var á að laga, en 

niðurstöðuna má sjá í viðauka A. Helstu áhyggjuefnin voru hvatberamengun á síðara 

stigum einangrunarferilsins og ekki nægilega góður aðskilnaður á milli frumuhluta 

þarmaþekjufrumunnar með magnesíum fellingu. Var því aðferðin ekki að gefa þær 

niðurstöður sem sóst var eftir við þáttun þessarra frumuhluta og því nauðsynlegt að 

skoða ferlið nánar.  

             (A)                                                                 (B) 
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Við jafningsgerð má gera ráð fyrir því að DNA innan úr frumunni gangi út í 

lausnina. Þetta getur valdið því að seigja jafningsins sé breytileg eða of mikil, svo 

spunaskref virka ekki sem skyldi. Þetta getur bæði leitt til þess að erfitt er að ná 

hvatberum frá á fyrri stigum einangrunarferilsins og að magnesíum felling sé ekki að 

virka sem skyldi. Var því hugsanlegt að melting með DNAasa í upphafi væri til bóta. 

Að sama skapi þurfti að kanna áhrif frystingar á þáttunarferlið, en þarmarnir höfðu 

ætið verið frystir með fljótandi köfnunarefni strax eftir slátrun. Það var hugsanlegt að 

hvatberarnir gætu opnast við slíka meðhöndlun og farið í minni agnir. Þar af leiðandi 

væru himnubrot hvatbera að koma niður á síðari stigum einangrunarferilsins. 

Ráðist var í að setja upp tilraun til að kanna þessar tilgátur. Tilraunin fól í sér 

samanburð á sýni sem hafði verið fryst og sýni sem var notað ferskt. Að auki voru 

framkvæmd auka spunaskref, annars vegar við 1.500xg og hins vegar 2.700xg fyrir 

magnesíumfellingu til að reyna að ná hvatberum frá með botnfellingu. Uppsetning 

tilraunarinnar er sýnd á mynd 14. Fylgst var með vikni SDH, merkiensími fyrir 

hvatberahimnur, í skömmtum einangrunarferilsins til að sjá hvenær næst að aðskilja 

þær frá. Á mynd 15A eru niðurstöðurnar fyrir tilraun á fersku upphafsefni sýndar. Þær 

sýna að hvatberahimnurnar eru að koma hlutfallslega mest niður við 2.700xg spunann 

bæði með og án DNAasa. Einnig er töluvert að koma niður við upphafsspunann. Þegar 

niðurstöðurnar eru skoðaðar í framhaldinu fyrir skammta síðar í einangrunarferlinu er 

athyglisvert að það var enn hvatberamengun í skammti B4 (BBM) þar sem DNAasa 

hafði ekki verið bætt saman við jafninginn. Hins vegar mældist ekki virkni í skammti 

B4 þar sem DNAasa hafði verið bætt saman við. Í skammti B3 (BLM) var mengun frá 

hvatberum hvorki að finna í skammti með DNAasa né án.  

 
Mynd 14. Tilraun til að þróa aðferð Booth og Kenny [35], sem hafði verið breytt af 

Danielsen [36]. Markmiðið var að koma í veg fyrir hvatberamengun á síðari skrefum 

einangrunarferilsins og auka skilvirkni þáttunar á frumuhlutum þekjufruma. Þarmar 

úr þorskum voru annað hvort notaðir ferskir eða þíddir. Eftir að 

þarmaþekjufrumurnar höfðu verið einangraðar með sköfun, var útbúinn jafningur. 

Eftir jafningsgerð var annars vegar haldið beint áfram með framkvæmdalýsinguna 

eða sýni melt með DNAasa í eina klukkustund áður en framkvæmdalýsingu var haldið 

áfram. Eftir fyrsta spunann var bætt við spunaskrefi, annars vegar við 1.500xg og hins 

vegar við 2.700xg. Það var gert til að athuga hvort hægt væri að spinna 

hvatberahimnurnar frá fyrir magnesíumfellingu.  
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Niðurstöður fyrir þarmasýni sem hafði verið fryst í upphafi eru sýndar á mynd 

15B. Þær gáfu svipaðar niðurstöður og fyrir ferskt að því leyti að það var hlutfallslega 

mesta eðlisvirkni SDH í botnfallinu eftir 2.700xg. Hins vegar sýndu niðurstöðurnar að 

enn var hvatberamengun á síðari stigum einangrunarferilsins. Í skammti B3 (BLM), 

bæði með og án DNAasa, var hvatberahimnur að finna. Einnig í skammti B4 (BBM) 

sem ekki hafði verið DNAasa melt.  

Markmiðið var að ná hvatberahimnum frá snemma í einangrunarferlinu. 

Samkvæmt niðurstöðum á mælingum á SDH sýnd á mynd 15 var ákjósanlegast að 

nota ferskt upphafsefni sem hafði verið melt með DNAasa. Einnig var til bóta að bæta 

nýju spunaskrefi við, 2.700xg í 10 mín., fyrir magnesíum fellingu til að spinna 

hvatberahimnunnar frá. Til að kanna hvaða áhrif breytingin á aðferðinni hafði á 

aðskilnað BLM og BBM var ferlið endurtekið og virkni Na,K-ATPasa (merkiensím 

fyrir BLM) og AP (merkiensím fyrir BBM) mæld í skömmtum einangrunarferilsins. 

 

 
Mynd 15. Hlutfallsleg eðlisvirkni SDH af floti eftir fyrsta spuna (F1). Þarmaþekjan 

var skafin og jafningur gerður í HBS lausn með Potter- Elevhjelm jafnara. Sýni var 

síðan skipt upp og annar hlutinn meltur með DNAasa. Plús á myndinni táknar með 

DNAasa en mínus án DNAasa. Báðir hlutar jafningsins voru spunnir við 150xg í 5 

mín. til að skilja að ósprungnar frumur og annað óuppleyst. Flotið var hirt (F1) og 

spunnið aftur, fyrst við 1.500xg og síðan 2.700xg. Flotið (F2) var hirt og stillt að 10 

mM MgCl2 og það látið standa í 10 mín. á ís. Lausnin var þá spunnin við 1.150xg í 10 

mín. Botnfallið (B3) var síðan tekið frá, það endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS 

lausn. Flotið (F3) var spunnið við 48.000xg í 30 mín. Botnfallið (B4) var hirt og það 

endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. Virkni SDH var mæld eins og lýst er í 

aðferðakafla 2.7.4. (A) Notað ferskt upphafsefni. (n =1). (B) Notað upphafsefni sem 

hafði verið fryst og þítt fyrir notkun. (n=1).   

Aðferð Post og Sen [42] var notuð til að mæla virkni Na,K-ATPasa í skömmtum 

einangrunarferilsins þar sem hún virtist álitleg eftir að gæði hennar voru könnuð (sjá 

kafla 3.1.1). Niðurstöðurnar eru sýndar á mynd 16A, sem sýnir að hlutfallslega var 

eðlisvirkni Na,K-ATPasa mest í skammti F1 og B3. Búist var við að BLM himnur séu 

að finna í skammti B3, það er í botnfallinu eftir magnesíum fellingu. Hins vegar átti 

BBM hluti frumuhimnunnar að koma seinna niður, eða í skammti B4. Samkvæmt 
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þessum niðurstöðum virtist aðskilnaður hafa náðst á milli frumuhlutanna, en 

hlutfallsleg eðlisvirkni Na,K-ATPasa var há í skammti B3 en engin í B4. Til að athuga 

hvort aðskilnaður hafi í raun orðið, það er, að BBM himnuhlutinn hafi ekki komið 

með niður með magnesíum fellingunni var mæld virkni AP. Niðurstöðurnar eru 

sýndar á mynd 16B, en þær sýna að hlutfallsleg eðlisvirkni er mest í skammti B4 eins 

og búist var við. 

Til að fá heildaryfirlit yfir einangrunarferlið með þeim breytingum sem höfðu 

verið gerðar á aðferðinni, var það framkvæmt í heild sinni aftur og virkni merkiensíma 

mæld þrisvar sinnum hvert. Þetta var gert til að staðfesta fyrri niðurstöður, en 

niðurstaðan er sýnd á mynd 17. Samkvæmt þessum niðurstöðum jókst hlutfallsleg 

eðlisvirkni AP sjöfalt miða við upphafsefni (F1) og LAP nánast fjórfalt í skammti B4. 

Merkiensím BBM gáfu því til kynna að sá hluti frumuhimnunnar væri að koma niður 

á réttum stað. Hlutfallsleg eðlisvirkni Na,K-ATPasa var ríflega nífölduð í skammti B3, 

sem þýddi að magnesíum fellingin var að virka sem skyldi og náði BLM 

frumuhlutanum frá BBM. Hlutfallsleg eðlisvirkni SDH var ríflega tvöfalt hærri í 

skammti B2 miða við upphafsefnið, en var lág í öðrum skömmtum 

einangrunarferilsins. Var því markmiðinu náð, það er að ná í burtu hvatberahimnum á 

fyrri stigum einangrunarferilsins. Virkni a-P, sem er merkiensím leysikorna, var um 

það bil tvöfalt hærri í skammti B3 og B4 miða við upphafsefni.  

 

 
 

Mynd 16. Hlutfallsleg eðlisvirkni Na,K-ATPasa og alkalísks fosfatasa (AP) miðað 

við flot eftir fyrsta spuna (F1). Ferskt þarmasýni var skafið og jafningur gerður í 

vinnulausn með Potter-Elevhjelm jafnara. DNAasa var bætt saman við og lausnin 

látin standa í klukkutíma. Jafningurinn var síðan spunninn við 150xg í 5 mín. Flotið 

(F1) var síðan hirt og spunnið við 2.700xg í 10 mín. til að ná hvatberahimnum frá. 

Flotið eftir spuna tvö (F2) var hirt og það stillt að 10 mM MgCl2. Lausnin var síðan 

látin standa í 10 mín. á ís og það spunnið að því loknu við 1.150xg í 10 mín. 

Botnfallið (B3) var síðan tekið frá, það endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. 

Flotið (F3) var spunnið við 48.000xg í 30 mín. Eftir spunann var botnfallið hirt (B4) 

og það endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. Virkni ensímanna var mæld eins 

og lýst er í aðferðakafla 2.7.3.2. og 2.7.1. (A) Na,K-ATPasi. (n=1). (B) Alkalískur 

fosfatasi (AP). (n=1).  

           (A)                                                               (B)            
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Sýni frá einangrunarferlinum eftir að aðferðinni var breytt voru rafdreginn til að 

skoða próteinsamsetningu sýnanna (sjá mynd 18). Staðsetning próteina í skömmtum 

einangrunarferilsins og stærð þeirra getur gefið vísbendingar um hvaða prótein er að 

ræða. Alfa eining Na,K-ATPasa er til dæmis um 110 kDa og á rás 9, þar sem BLM 

sýnið var, er hægt að sjá band af þeirri stærð. Einnig má sjá band við ~37 kDa, sem 

hægt væri að túlka sem beta-einingu Na,K-ATPasa. Til að staðfesta hvaða prótein eru 

til staðar í hverjum skammti væri hægt að massagreina valin bönd eða nota mótefni.  

Bönd voru valin til massagreininga af rás 9, en böndin gáfu annað hvort ekki góð 

róf eða þá ekki marktækt svar í Mascot. Staðfesting á próteinum í sýni B3 (BLM) með 

mótefnum er að finna hér að neðan í kafla 3.4. 

 

 
Mynd 17. Hlutfallsleg eðlisvirkni merkiensíma mismunandi frumuhluta miða 

viðupphafsefni (F1) fyrir helstu skammta einangrunarferilsins. Ferskt þarmasýni 

var skafið og jafningur gerður í vinnulausn með Potter-Elevhjelm jafnara. DNAasa 

var bætt saman við og lausnin látin standa í klukkutíma. Jafningurinn var síðan 

spunninn við 150xg í 5 mín. Flotið (F1) var síðan hirt og spunnið við 2.700xg í 10 

mín. til að ná hvatberahimnum frá. Flotið eftir spuna tvö (F2) var hirt og það stillt að 

10 mM MgCl2. Lausnin var síðan látin standa í 10 mín. á ís og hún spunnin að því 

loknu við 1.150xg í 10 mín. Botnfallið (B3) var síðan tekið frá, það endurleyst í 

lágmarksrúmmáli af HBS lausn. Flotið (F3) var spunnið við 48.000xg í 30 mín. Eftir 

spunann var botnfallið hirt (B4) og það endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. 

Virkni ensímanna var mæld eins og lýst er í aðferðakafla 2.7. Na,K-ATPasi (Na/K, 

aðferð 2.7.3.2), leusín amínópeptíðasi (LAP), alkalískur fosfatasi (AP), succinat 

dehydrogenasi (SDH) og súr fosfatasi (a-P). (n=3).  

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

B2 B3 B4 F4

H
lu

tf
a
ll

sl
eg

 e
ð
li

sv
ir

k
n

i 
(U

/m
g
 p

ró
te

in
)

AP

a-P

LAP

Na,K

SDH



39 

3.2. Himnuflekar 

Himnuflekar eru glýkósphingólípíð/kólesterólrík svæði innan frumuhimnunnar. 

Einangrun þeirra byggir á óleysanleika þeirra í ójónuðum sápum (t.d. Triton X-100) 

og aðskilnað á súkrósastigli. Notkun spunastigulsins byggir á aðgreiningu eftir 

eðlisþyngd og leitar sá hluti sýnisins sem hefur minni eðlisþyngd upp stigulinn þegar 

lausnin er spunnin við háan g-kraft. Sýni var gert tilbúið fyrir einangrun á 

himnuflekum á tvennan hátt eftir íblöndun sápu. Í öðru tilfellinu var línulegur 

súkrósastigull settur ofan á sýnið og í hinu tilfellinu var þrepa súkrósastigull settur 

ofan á. Með þrepastigulsaðferðinni ganga himnuflekar upp og þéttast saman við skilin 

á mismunandi styrk súkrósa. Línulegur súkrósastigull gefur hins vegar meiri dreifingu 

á himnuflekum innan spunaglassins vegna ólíkrar eðlisþyngdar þeirra.  

Til að fá yfirsýn yfir hvernig einangrunin gekk fyrir sig var magn kólesteróls og 

próteins mælt, þerriblettun og rafdráttur framkvæmdur á sýnunum.  

 

 
Mynd 18. SDS-rafdráttarhlaup af sýnum einangrunarferils BLM hluta 

þarmaþekjufrumna, með aðlagaðri aðferð að Atlantshafsþorski (kafli 2.3.2). Sýni 

voru leyst upp í 5x sterkri sýnalausn og soðin í 5 mín. en miðað var við að setja 100µg 

af próteini á hverja rás. 12,5% akrýlamíð hlaup var útbúið og keyrt samkvæmt aðferð 

Laemmli (sjá kafla 2.12). Að loknum rafdrætti var hlaupið silfurlitað. Á rás 1 var 

próteinstigi (Fermentas #SM0671), rásir 2 og 12 voru tómar, rás 3 var með sýni af 

jafningi, á rás 4 var fyrsta flot (1F), á rás 5 var fyrsta botnfall (1B), á rás 6 var annað 

flot (2F), á rás 7 var annað botnfall (2B), á rás 8 var þriðja flot (3F), á rás 9 var 

þriðja botnfall (3B, BLM), á rás 10 var fjórða flot (4F) og á rás 11 var fjórða botnfall 

(4B, BBM). 

3.2.1. Einangrun himnufleka 

Einangrun himnufleka frá BLM hluta þarmaþekjufrumu var framkvæmdur með því að 

nota aðferð lýst af Brown og Rose [3], með breytingum gerðar af Danielsen [37]. 

Þessi aðferð hafði reynst vel til að einangra himnufleka BBM megin á 

þarmaþekjufrumum Atlantshafsþorsk [57] og var því talin ákjósanlegur kostur. 
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Rannsóknir hafa sýnt að hvatberahimnur geta einangrast með himnuflekum og er því 

nauðsynlegt að upphafs-efniviður sé að mestu laus við hvatbera [20, 25]. Fjallað var 

um einangrun BLM í kaflanum hér á undan, en með breytingum á áður birtri aðferð 

tókst að einangra BLM hluta þekjufrumu Atlantshafsþorsks með lítilli mengun frá 

öðrum frumulíffærum. Var því komið ásættanlegt upphafsefni til að einangra 

himnufleka frá. Efniviðurinn var meðhöndlaður með Triton X-100 og himnuflekar 

einangraðir frá á súkrósastigli. Það sýndi sig að sápan var nauðsynleg en ef sápunni 

var sleppt voru engin skil á milli himnufleka og annarra hluta frumuhimnunnar (sjá 

niðurstöður í viðauki B).  

Eftir einangrun bæði með línulegum súkrósastigli og þrepastigli var kólesteról og 

próteinmagn skoðað í skömmtum stigulanna. Eitt af einkennum himnufleka er að þeir 

eru kólesteról ríkari en önnur himnusvæði [19] og því var áhugvert að skoða 

kólesteról/prótein hlutfall skammtanna. Niðurstaða fyrir einangrun með línulegum 

súkrósastiguli er sýnd á mynd 19A, en hún sýnir að kólesterólmagn er mest efst í 

stiglinum (skammtur 1-3) og í skömmtum 9-10. Lágur próteinstyrkur reyndist vera í 

miðjunni (4-8), en hærri í eðlisléttari og þyngri skömmtunum. Kólesteról/prótein 

hlutfall var hæst efst í stiglinum (1-3). Það gefur til kynna að náðst hafi að einangra 

himnufleka frá leysanlegum hluta himnunnar.  

Á mynd 19B eru niðurstöður fyrir einangrun himnufleka með þrepaskiptum 

súkrósa (40%, 35%, 5%). Kólesterólmagn var mest á skilum súkrósalausnanna eða í 

skammti tvö. Próteinstyrkur skammtanna reyndist vera hár í neðstu tveimur 

skömmtunum (11-12) og í efstu tveimur (1-2). Kólesteról/prótein hlutfall var hæst í 

efstu tveim skömmtunum (1-2). 

 

 
Mynd 19. Himnuflekaeinangrun úr BLM hluta þarmaþekjufrumu, prótein, 

kólesteról og kólesteról/prótein dreifing. BLM hluti þarmaþekjufrumu var blandaður 

saman við Triton X-100 (að 1% lokastyrk) og látið standa í 10 mín. Sýnið var síðan 

blandað saman við súkrósa að 40% (w/v) lokastyrk og línulegum súkrósastigli (10-

35% (w/v)) eða þrepastigli (35%, 5%) bætt þar ofan á. Eftir spuna við 210.000xg í 18 

klst. var dælt uppúr glösunum og lausninni skipt upp í 1 ml skammta. Skammtur efst 

úr spunaglasinu var númer eitt og svo var númerað niður. Skammtur 12 er uppleyst 

botnfall. (A) Prótein og kólesteról dreifing yfir línulegan súkrósastigul. (n=3). (B) 

Prótein og kólesteról dreifing yfir þrepastigul. (n=3). Próteinmagn (mg/ml, ▲), 

kólesterólmagn (mg/ml, ■) og kólesteról/prótein hlutfall (♦).  
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GM1 (mónósíalotetrahexósýl ganglíósíð) er þekkt fyrir að vera innan himnufleka 

[21]. Mótefnalitun á skömmtum súkrósastiglanna fyrir GM1 getur því gefið sterkar 

vísbendingar hvernig einangrunin heppnaðist og hvar himnufleka er að finna í 

stigulinum. Mynd 20A sýnir niðurstöður mótefnalitunar fyrir GM1 á skömmtun 

einangrunarferilsins með línulegum súkrósastigli. Niðurstöðurnar sýna sterkustu 

litunina fyrir GM1 í efstu þremur skömmtunum, en það styður fyrri niðurstöður. 

Einnig virtist litast fyrir GM1 í skammti 9 og 10, en það er mögulegt að eðlisþyngri 

himnuflekar hafi ekki náð að leita hærra upp stigulinn.  

Á mynd 20B eru niðurstöður mótefnalitunnar fyrir GM1 á skömmtum 

einangrunarferilsins með þrepaskiptum súkrósastigli. Niðurstöðurnar sýna afgerandi 

sterkustu litunina fyrir GM1 í efstu tveim skömmtunum, en þetta styður einnig fyrri 

niðurstöður kólesteróls/prótein hlutfalls. Eins og búist var við, hentar því þrepaskiptur 

súkrósastigull betur þegar safna á himnuflekum í heild, til dæmis fyrir fituútdrátt.  

 

 

          
 

          
 

Mynd 20. Þerriblettun sem sýnir dreifingu GM1 (mónósíalotetrahexósýl ganglíósið) 

í skömmtum súkrósastigla notaða til að einangra himnufleka. PVDF 

(pólývinýldíflúoríð) himna var klippt í hentuga stærð og bleytt með metanóli. Hún var 

síðan látin liggja í flutningslausn í 15 mín. og að þeim tíma loknum var hún lögð á 

blautan filterpappír. 0,5 µl af sýni var sett á himnuna og droparnir látnir þorna. 

Himnan var síðan lögð í HBS lausn með 2% (v/v) Tween-20 og var hún svo 

mótefnalituð. Notað var HRP-tengt cholera toxin. (A) Mótefnalitun fyrir GM1 á 

skömmtum línulegs súkrósastiguls. Efsti skammtur spunaglassins er nr. 1 og svo er 

númerað niður, en skammtur nr. 12 er botnfall. BSA (nauta albúmin) var notað sem 

neikvætt viðmið (-) og BLM var notað sem jákvætt viðmið (+). (B) Mótefnalitun fyrir 

GM1 á skömmtum þrepastiguls. Uppröðun sú sama.   

Sýni einangrunarferilsins með línulegum súkrósastigli voru rafdregin til að sjá 

próteindreifingu í skömmtum ferilsins (sjá mynd 21A). Stærð próteina getur gefið 

vísbendingu um hvaða prótein er að ræða í hverju sýni. Til að bera saman prótein í 

eðlislétta hluta stigulsins, himnuflekahlutanum, og þeim sem var í eðlisþyngri hlutanum er 

þó nauðsynlegt að bera kennsl á þau prótein sem eru í sýnunum. Til að gera slíkt voru 

valin áhugaverð bönd og reynt var að massagreina þau með MALDI-TOF MS. Þau bönd 

sem voru tekin má sjá á mynd 46 í viðauka C. Líkt og áður, reyndist erfitt að fá góð róf og 

ef það náðist, bar leit í Mascot ekki árangur. Til að fyrirbyggja að þetta hafi verið mistök í 

meðferð sýna, var ferlið framkvæmt aftur og hlaupbútur með alkalískum fosfatasa notaður 

sem jákvætt viðmið (niðurstaðan er á mynd 47 í viðauka C). Ekkert benti til þess að 

eitthvað athugunarvert var við undirbúning og meðferð sýnanna, en leit í Mascot gaf 

alkalískan fosfatasa. Hugsanleg ástæða þess að leit í Mascot bar ekki árangur fyrir 

himnuflekasýni úr BLM hluta Atlantshafsþorsks er að raðgreining á genamengi þorsks er 

    1        2        3       4         5       6       7       8       9      10     11      12        -      + 
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ekki komin inní þann gagnabanka. Geta próteinin verið nægilega ólík til að ekki fáist 

marktæk svör þegar þau eru borin saman við prótein annarra fiska eða lífvera.  

Annar möguleiki til að bera kennsl á prótein er notkun mótefna, en til þess þarf hentug 

mótefni sem þekkir prótein í þorski. Hafin var leit að slíkum mótefnum, en fjallað er um 

það nánar í kafla 3.4. Framkvæmd var þerriblettun og mótefnalitun fyrir Na,K-ATPasa til 

að fá vísbendingu um dreifingu próteinsins í skömmtum einangrunarferilsins. Eins og 

nefnt hefur verið áður er Na,K-ATPasi merkiensím fyrir BLM hluta þarmaþekju-

frumunnar og er áhugavert að sjá hvort ensímið er innan himnufleka eða ekki. Samkvæmt 

niðurstöðum á mynd 21C virðist ensímið ekki vera innan himnufleka. Þessar niðurstöður 

þyrfti þó að staðfesta með virknimælingum eða Western-þerrun.  

 
 

(B)                    AP        

 

(C)    Na,K-ATPasi       

 

Mynd 21. Próteinsamsetning sýna úr einangrunarferli himnufleka BLM hluta 

þarmaþekjufruma með línulegum súkrósastigli. (A) SDS-rafdráttarhlaup af sýnum 

einangrunarferilsins. Sýni voru TCA felld og leyst upp í 1x sterkri sýnalausn og soðin í 5 

mín., en miðað var við að setja um 70 µg af próteini á hverja rás. 12,5% akrýlamíðhlaup 

var útbúið og keyrt samkvæmt aðferð Laemmli (sjá kafla 2.12). Að loknum rafdrætti var 

hlaupið silfurlitað. Á rás 1 var próteinstigi (Fermentas #SM0671) og á rás 2-12 voru 

skammtar einangrunarferilsins (frá skammti efst úr spunaglasinu og niður). (B) Western 

þerrun og mótefnalitun á sambærilegu hlaupi fyrir alkalískum fosfatasa. Uppröðun sýna 

er sambærileg, nema á rás 13 er botnfall eftir einangrun himnufleka á stigul. Þerrun og 

litun var framkvæmt eins og lýst er í kafla 2.14. Notað var 1/200 af fyrsta stigs mótefni 

(fjölstofna mótefni gagnvart alkalískum fosfatasa) og 1/2000 af annars stigs mótefni (anti-

rabbit IgG-HRP tengt, nr. A-8275 frá Sigma). (C) Þerriblettun og mótefnalitun fyrir 

Na,K-ATPasa. 0,5 µl af sýni var sett á himnuna og hún lituð líkt og lýst er í kafla 2.14. 

Efsti skammtur spunaglassins er nr. 1 og svo er númerað niður, en skammtur nr.12 er 

botnfall. BSA (nautaserum albúmín) var notað sem neikvætt viðmið (-) og BLM var notað 

sem jákvætt viðmið (+). Notað var 1/150 af fyrsta stigs mótefni (B1 (N-19), nr. Sc-16053 

frá Santa Cruz) og 1/2000 af annars stigs mótefni (anti-goat IgG-HRP tengt, nr. Sc-2378 

frá Santa Cruz).   
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Niðurstöður á mótefnalitun fyrir alkalískum fosfatasa er sýnd á mynd 21B. Hún 

virðist gefa til kynna að próteinið sé til staðar, en litunin var sterkust í tveim neðstu 

skömmtum spunastigulsins. Þetta var staðfest með virknimælingum, en virknin var 

mest í skömmtum 10 og 11 (sjá mynd 22).    

3.2.2. Staðsetning alkalísks fosfatasa 

Alkalískur fosfatasi er GPI-tengt (glycosylphospatidylinositol) prótein, en GPI-tengd 

prótein eru talin liggja innan himnufleka [37]. Þetta prótein er talið vera aðeins BBM 

megin í skautuðum þarmaþekjufrumum og var notað sem merkiensím fyrir þann hluta. 

Áhugavert var að skoða dreifingu ensímsins annars vegar í súkrósastigli fyrir 

einangrun himnufleka BBM megin, og hins vegar fyrir einangrun himnufleka BLM 

megin. Niðurstöðurnar eru sýndar á mynd 22, en nánast engin aukning var á 

eðlisvirkni alkalísks fosfatasa í efri skömmtum BLM stigulsins. Mikil aukningin var í 

efri hluta á sambærilegan stigul fyrir einangrun himnufleka úr BBM hluta himnunnar. 

 

 
Mynd 22. Eðlisvirkni alkalísks fosfatasa (U/mg prótein) í skömmtum línulegs 

súkrósastiguls. Einangraður himnuhluti þarmaþekju, BLM eða BBM, var blandaður 

saman við Triton X-100 (að 1% lokastyrk) og látið standa í 10 mín. Sýnið var síðan 

blandað saman við súkrósa að 40% (w/v) lokastyrk og línulegum súkrósastigli (10-

35% (w/v)) bætt þar ofan á. Eftir spuna við 210.000xg í 18 klst. var dælt uppúr 

glösunum og lausninni skipt upp í 1 ml skammta. Skammtur efst úr spunaglasinu er 

númer eitt og svo er númerað niður. Virkni AP og magn próteins var mælt eins og lýst 

er í kafla 2.7.1. og 2.8. Himnuflekaeinangrun úr hluta BLM,. Himnuflekaeinangrun 

úr hluta BBM,. (n=3).   

3.3. Fitugreining  

3.3.1. Fitusamsetning  

BLM hluti þarmaþekjufrumu var einangraður með aðlagaðri einangrunaraðferð fyrir 

þekjufrumur Atlantshafsþorsks. Himnuflekar frá þeim hluta voru í framhaldinu 

einangraðir með þrepastigli eins og lýst er í kafla 3.2. Lípið voru síðan dregin út úr 

frumuhimnunni og þau flokkuð á súlum. Var aðallega stuðst við aðferð lýst af Dreyfus 

et al. [51] við útdrátt og flokkun lípíða, en hún var talin henta þessum efniviði betur en 
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aðrar aðferðir sem oft eru notaðar eins og aðferð Folch et al. [58]. Þessi aðferð hefur 

það fram yfir aðrar að vatnsfasinn er ekki tekinn frá eins og gert er í öðrum 

útdráttaraðferðum. Þannig var mögulegt að fá betri heimtur á þeim lípíðum sem geta 

leysts að hluta upp í vatnsfasa, til dæmis glýkólípið.  

Eftir útdrátt og flokkun var magn kólesteróls, fosfólípíða og gýkólípíða metið í 

heildarlípiðútdrættinum. Hver flokkur var síðan greindur með þunnlagsskilju (TLC) til 

að meta hlutfall ákveðna lípíðtegunda innan hvers flokks. Í lokinn var framkvæmd 

fitusýrugreining á öllum flokkum, nema á hlutlausum lípíðum, en ekki var hægt að 

setja þau á súluna sem var notuð.   

3.3.2. Hlutfall helstu lípíða innan frumuhimnunnar  

Mólhlutfall helstu lípíða miðað við heildarútdrátt úr BLM hluta frumuhimnunnar 

annars vegar og einangraða himnufleka frá þeim hluta hins vegar er sýnd á mynd 23A. 

Samanburður á milli heildarfrumuhimnu BLM og himnufleka sýnir að það sé meira 

kólesteról í heildarfrumuhimnunni, ~25,3% á móti ~14,3% í himnuflekum. Hins vegar 

var magn glýkólípíða hærra í himnuflekum, ~77,6% á móti ~58,3%. Eins og fyrir 

kólesterólið, var hlutfall fosfólípíða hærra í heildarhimnunni en það var ~16,4% á móti 

~8,1% í himnuflekum. Af þessum niðurstöðum má draga þá ályktun að himnuflekar 

eru hlutfallslega ríkir af glýkólípíðum á kostnað annarra lípíðtegunda. Hátt hlutfall 

glýkólípíða, þá sértaklega glýkósphingólípíða, er eitt af einkennum himnufleka. Lægra 

kólesteról magn í himnuflekum kom þó á óvart, svo það var skoðað nánar. Það þarf þó 

að hafa í huga að í útreikningum var gert ráð fyrir að mólarhlutfall hexósa miðað við 

glýkólípið væri 1:1. Það er hugsanlegt að glýkólípíð himnufleka hafi lengri 

skykursameindir bundnar við sig og hlutfall glýkólípíða sé þar af leiðandi lægri og 

magn kólesteról hærra.  

 

  
Mynd 23. Fitusamsetning BLM hluta þarmaþekjufrumu Atlantshafsþorsks (svartir 

stöplar) og himnufleka einangruðum frá þeim hluta (hvítir stöplar). (A) Mólhlutfall 

kólesteróls (KÓ), fosfólípíða (FL) og glýkólípíða (GL) af heildarlípíðum dregnum út. 

(n=3). (B) Mólar hlutfall kólesteróls/fosfólípíða (KÓ/FL) og kólesteróls/heildar magn 

skautaða lípíða (KÓ/HS). Hlutfall kólesteróls/próteins (KÓ/PR, nmól/µg). (n=3).  

Á mynd 23B er hlutfall kólesteróls og fosfólípíða (KÓ/FL), kólesteróls og 

heildarmagn skautaðra lípíða (fosfólípið og glýkólípíð) (KÓ/HS) og hlutfallið á milli 

kólesteróls og próteins sýnt (KÓ/PR). Hlutfall KÓ/FL reyndist aðeins lægra í 
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heildarhimnu BLM, ~1,54 (25,3/16,4) á móti ~1,78 (14,3/8,1) í einangruðum 

himnuflekum. Heildarhimnan er þó með hærra hlutfall KÓ/HS (~0,34) en er í 

himnuflekum (~0,17). Eins og búist var við var KÓ/PR hlutfall hærra í himnuflekum 

(~1,86 á móti ~1,31). Hátt KÓ/PR hlutfall er eitt af einkennum himnufleka.    

3.3.3. Þunnlagsskiljun á helstu flokkum lípíða 

Þunnlagsskiljun var framkvæmd á fosfólípíðum (FL), hlutlausum lípíðum (NL) og 

ósíalýleruðum glýkólípíðum (NSL) til að skoða helstu flokka lípíða innan hvers hóps. 

Út frá þunnlagsplötunum voru hlutföllin síðan skoðuð af hverjum flokki en það var 

greint eins og líst er í kafla 2.16.3. Þunnlagsplöturnar sýna heildarmagn lípíða í BLM 

sýni og himnufleka sýni fyrir og eftir þáttun á silica-60 súlu. Einnig var rottusýni af 

BLM hluta þarmaþekjufrumu haft til viðmiðunar, en fitusamsetning rottu er þekktari en 

þorska og var hún notuð sem jákvætt viðmið um að aðferðin væri að virka sem skyldi.    

3.3.3.1. Fosfólípíð 

Fosfólípíð voru greind með þunnlagsskiljun og eru niðurstöðurnar sýndar á mynd 24. 

Greinilegur munur var á heildarhimnunni og himnuflekum. Magn sphingómyelíns 

(SM) var mun hærra í himnuflekum eða ~92% á móti ~36% í heildarhimnunni. Á móti 

háu SM hlutfalli í himnuflekum voru aðrir hópar fosfólípíða lægri. Fosfatidylkólín 

(PC) hlutfall var ~7% á móti ~49% í heildarhimnunni, fosfatidylserín (PS) var ~1 á 

móti ~8% og fosfatidylinositól (PI) og fosfatidyletanólamín (PE) greindist ekki í 

himnuflekum en var 3% og 4% í heildarhimnunni. Sýni úr BLM hluta þarmaþekju 

rottu var notað til viðmiðunar, en lípíð útdráttur og þáttun var sambærileg og 

framkvæmdur var á þorskinum. Var markmiðið að skoða hvort þorskurinn væri 

óvenjulegur að því leyti hve lágt PE hlutfallið væri í heildarhimnunni og hátt SM eða 

hvort þetta ætti rætur sínar að reka í útdráttaraðferðina. Svo reyndist ekki vera, en 

rottan sýndi mynstur sem hafði verið búist við, þ.e. er hærra PE og lægra SM (sjá 

mynd 49 í viðauka D).   

Lípíð voru dregin út úr sýnum einangrunarferils himnufleka með línulegum 

súkrósastigli með aðferð Christansen et al. [50]. Var lípíðútdrátturinn síðan greindur 

með þunnlagsskiljun og er niðurstaðan sýnd á mynd 25A. Í skammti 1 og 2, þar sem 

himnuflekarnir eru, má greina sterkt band fyrir SM og aðeins ljósara fyrir PC. Ef 

rásirnar eru skoðaðar vel má greina PS og PE einnig. Þessi niðurstaða staðfestir fyrri 

niðurstöður að SM er ríkjandi í himnuflekum, þó að annarri útdráttaraðferð og litun 

(joð í stað kopar súlfats litun) sé beitt.    

3.3.3.2. Hlutlaus lípíð 

Hlutlaus lípíð voru greind á þunnlagsskilju, en niðurstöður á mynd 26 sýnir að munur 

var á heildarhimnunni og himnuflekum. Eins og búist var við var kólesteról (KÓ) 

magn hærra í himnuflekum ~36% á móti ~16% í heildarhimnunni. Hins vegar 

greindist aðeins di-glyceríð í heildarhimnunni (~8%), einnig var meira af frjálsum 

fitusýrum (FFA) og tri-glyceríði (TG) í heildarhimnunni. Meira reyndist af 

kólesterólester (CE) á móti í himnuflekum (34% á móti 9% í heildar himnunni).   

Lípíð himnufleka voru dregin út með annarri aðferð, aðferð Christansen et al. [50]. 

Þau voru síðan greind með þunnlagsskilju og lituð með joði í stað kopar súlfats, en 
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niðurstaðan er sýnd á mynd 25B. Himnuflekar safnast fyrir ofarlega í spunastiglinum 

og á myndinni sjást sterk kólesteról bönd í efstu tveim skömmtum spunastigulsins.  

 

 

     
Mynd 24. Þunnlagsskiljun á fosfólípíðum (FL) og hlutfall þeirra af heild. (A) 

Framkvæmd var þunnlagsskiljun á BLM hluta þarmaþekjufrumna þorsks og rottu. 

Einnig var framkvæmd þunnlagsskiljun á himnuflekasýni úr BLM hluta þorsk. Lípíð 

voru dregin út og þáttuð með aðferð Dreyfus et al. [51]. Skriðvökvi var klóróform/ 

metanól/ediksýra/dH2O (60:50:1:4, v/v) blanda. Rás 1: FL staðall, rás 2: rottu BLM 

sýni fyrir þáttun, rás 3: þorska BLM sýni fyrir þáttun, rás 4: einangraður FL skammtur 

úr rottu BLM, rás 5: einangraður FL skammtur úr þorska BLM, rás 6: himnufleka BLM 

sýni fyrir þáttun, rás 7: einangraður FL skammtur úr himnufleka BLM sýni, rás 8: 

fosfólípíð staðall og á rás 9 er fosfólípíð skammtur úr þorska BLM. Rásir 1-7 voru 

litaðar með kopar súlfati, en 8 og 9 með ninhýdríði. (B) Hlutfall hvers flokks innan FL 

út frá greiningu með ImageJ forriti á tilheyrandi línu á þunnlagsplötu. Stöplar FL 

skammts BLM þorsks eru svartir, en FL skammtur himnufleka hvítir. LPC er 

lýsófosfatidylkólín, SM er sphingómýelín, PC er fosfatidylkólín, PS er fosfatidylserín, PI 

er fosfatidylinositól og PE er fosfatidyletanólamín. 

3.3.3.3. Glýkólípíð 

Ósíalýleruð glýkólípíð voru fengin af silica-60 súlu og greind á þunnlagsplötu. 

Niðurstaðan er sýnd á mynd 27. Heildarhimnan reyndist hafa mikið af glóbósíðum 

(GLOB) (~73%) en það greindist ekki í himnuflekum. Himnuflekar höfðu hins vegar 

mikið af mónó-hexósýlceramíði (MHC), ~92% á móti ~27% í heildar himnunni.  

3.3.4. Fitusýrugreining 

Fitusýrur voru einangraðar frá fosfólípíðum (FL), ósíalýleruðum glýkólípíðum (NSL), 

mónó-síalýleruðum ganglíósíðum (MG) og pólý-síalýleruðum ganglíósíðum (PG) 

bæði úr heildarhimnu BLM úr Atlantshafsþorski og úr himnuflekum. Gasgreinir 

(GC/MS) var notaður til að greina hvaða fitusýrur eru í hverjum flokki og í hvaða 

magni. Þetta var gert til að geta áttað sig betur á samsetningu himnunnar, en 

niðurstaðan er sýnd í töflu 6. Var hlutfall mettaðra (SFA), einómettaðra (MUFA) og 

fjölómettaðra fitusýra (PUFA) skoðað í framhaldinu (sjá mynd 28). Einnig var reiknað 

út meðalkolefniskeðjulengd, tvítengjastuðull og hlutfall fjölómettaðra/mettaðra 

fitusýra og er niðurstaðan sýnd á mynd 29.   
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Mynd 25. Þunnlagsskiljun á fosfólípíðum og hlutlausum lípíðum á sýnum 

einangrunarferils himnufleka. Himnuflekar voru einangraðir á línulegum súkrósastigli 

úr BLM hluta þarmaþekjufruma úr Atlantshafsþorski. Lípíð voru dregin út með aðferð 

Christansen et al. [50], en ekki þáttuð frekar. (A) Þunnlagsskiljun á fosfólípíðum á sýnum 

einangrunarferils himnufleka. Skriðvökvi var klóróform/metanól/ediksýra/dH2O 

(60:50:4:1, v/v) blanda og var platan lituð með joði. Á rás eitt til tólf eru sýni 

einangrunarferilsins, rás 1 er með skammtinn efst úr spunaglasinu og svo fylgja númerin 

niður. Rás 12 er botnfall úr spunaglasinu. Plús er BLM heildarhimnan og St stendur fyrir 

staðal. SM er sphingómýelín, PC er fosfatidylkólín og PE er fosfatidyletanólamín. (B) 

Þunnlagsskiljun á hlutlausum lípíðum á sýnum einangrunarferils himnufleka. Skriðvökvi 

var hexan:diethyl ether:ediksýru (60:40:2, v/v) blanda og var platan lituð með joði. Sama 

uppröðun er á rásunum. KÓ er kólesteról.  

 

           
 

Mynd 26. Þunnlagsskiljun á hlutlausum lípíðum (NL) og hlutfall þeirra af heild. 

(A) Framkvæmd var þunnlagsskiljun á BLM hluta þarmaþekjufruma þorsks og rottu. 

Einnig var framkvæmd þunnlagsskiljun á himnuflekasýni úr BLM hluta þorsk. Lípíð 

voru dregin út og þáttuð með aðferð Dreyfus et al. [51]. Skriðvökvi var hexan:diethyl 

ether:ediksýru (60:40:2, v/v) blanda. Rás 1: Staðall fyrir NL, rás 2: rottu BLM sýni 

fyrir þáttun, rás 3: þorska BLM sýni fyrir þáttun, rás 4: NL úr rottu BLM, rás 5: NL 

úr þorska BLM, rás 6: himnufleka BLM sýni fyrir þáttun, rás 7: NL úr himnufleka 

BLM sýni. Rásirnar voru litaðar með kopar súlfati. (B) Hlutfall hvers flokks innan NL 

út frá greiningu með ImageJ forriti á tilheyrandi línu á þunnlagsplötu. Stöplar NL úr 

BLM þorsks eru svartir en úr himnuflekum hvítir. KÓ er kólesteról, FFA eru fríar 

fitusýrur, DG er di-glyceríð, CE er kólesterólester og TG er tri-glyceríð.  
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Mynd 27. Þunnlagsskiljun á ósíalýleruðum glýkólípíðum (NSL) og hlutfall þeirra af 

heild. (A) Framkvæmd var þunnlagsskiljun á BLM hluta þarmaþekjufruma þorsks og 

rottu. Einnig var framkvæmd þunnlagsskiljun á himnuflekasýni úr BLM hluta þorsk. 

Lípíð voru dregin út og þáttuð með aðferð Dreyfus et al. [51]. Skriðvökvi var 

klóróform/metanól/ aceton/ediksýru/dH2O (52:8:8:18:4 v/v) blanda. Rás 1: Staðall 

fyrir NSL, rás 2: rottu BLM sýni fyrir þáttun, rás 3: þorska BLM sýni fyrir þáttun, rás 

4: NSL úr rottu BLM, rás 5: NSL úr þorska BLM, rás 6: himnufleka BLM sýni fyrir 

þáttun, rás 7: NSL úr himnufleka BLM sýni. Rásirnar voru litaðar með kopar súlfati. 

(B) Hlutfall hvers flokks innan NSL út frá greiningu með ImageJ forriti á tilheyrandi 

línu á þunnlagsplötu. Stöplar NSL úr BLM þorsks eru svartir en úr himnuflekum 

hvítir. GLOB er glóbosíð, THC er tri-hexosyl ceramíð, SPH er sphingosín og MHC er 

mónó-hexósýl ceramíð.  

3.3.4.1. Fitusýrugreining á fosfólípíðum  

Fitusýrur fosfólípíða voru greindar og er niðurstaðan sýnd í töflu 6 og á mynd 28. Þó 

ekki væri marktækur munur milli himnuhluta, þá sýndu himnuflekar tilhneigingu til að 

hafa hærra hlutfall af mettuðum fitusýrum, eða ~63,1% á móti ~55,3% í 

heildarhimnunni. Helstu fitusýrurnar í báðum tilfellum voru 16:0 (~17,5% í 

himnuflekum en ~23,5% í heildarhimnunni) og 18:0 (~30,7% í himnuflekum en 

~25,0% í heildarhimnunni). Hins vegar var hlutfall einómettaðra fitusýra hærra í 

heildarhimnunni miða við einangraða himnufleka, eða ~35,9% á móti ~24,0%. Helsta 

ástæða hærra hlutfalls í heildarhimnunni var hærra hlutfall 24:1, sem var óvenjulega 

há þar eða 17,6%.  

Eins og með hlutfall mettaðra fitusýra, var ekki marktækur munur á milli heildar-

himnunnar og himnufleka þegar magn fjölómettaðra fitusýra var skoðað. Höfðu þó 

himnuflekar tilhneigingu til að hafa aðeins meira magn, eða ~12,8% á móti ~9,8% í 

heildarhimnunni. Var helsta fitusýran 20:3 (~6,6%) í himnuflekum, en 18:2 (~4,0%) í 

heildarhimnunni.  

3.3.4.2. Fitusýrugreining á ósíalyleruðum glýkólípíðum  

Niðurstaða fyrir fitusýrugreiningu á ósíalýleruðum glýkólípíðum er að finna í töflu 6 

og á mynd 28 fyrir heildarhimnu BLM og himnufleka. Var hlutfall mettaðra fitusýra 

mjög svipað í himnuflekum og heildarhimnunni, eða ~58,5% á móti ~58,1%. Voru 

helstu fitusýrurnar líkt og fyrir fosfólípíðin 16:0 (~19,4% í heildarhimnunni og 

~18,7% í himnuflekum) og 18:0 (~28,5% í heildarhimnunni og ~27,6 í himnuflekum). 
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Hlutfall ein-ómettaðra fitusýra var einnig svipað, eða ~26,6% í himnuflekum á móti 

~26,7% í heildarhimnunni. Hlutfallslega var mest af 18:1 meðal einómettaðra fitusýra, 

~10,4% í himnuflekum og  ~11,3 í heildarhimnunni. 

Á hinn bóginn sýndi heildarhimnan tilhneigingu til að hafa aðeins meira af 

fjölómettuðum fitusýrum í heildarhimnunni, eða ~16,0% á móti ~14,8%. Var 

hlutfallslega mest af 22:6 í báðum tilfellum af fjölómettuð fitusýrum, það er ~4,9% í 

heildarhimnunni á móti 4,7% í himnuflekum.   

 

 

 
Mynd 28. Munur á hlutfalli milli mettaðra og ómettaðra fitusýra í heildarhimnunni 

(svartir stöplar) og himnuflekum (hvítir stöplar). Gögn eru unnin uppúr töflu 6. (A) 

Hlutfall mettaðra fitusýra (SFA) miðað við heild. (B) Hlutfall einómettaðra fitusýra 

(MUFA) af heild. (C) Hlutfall fjölómettaðra fitusýra (PUFA) af heild. FL er fosfólípíð, NSL 

er ósíalýleruð glýkólípíð, MG er mónó-síalýleruð ganglíósíð og PG er pólý-síalýleruð 

ganglíósíð. *p<0,05; án marks er ómarktækur munur með stúdenta t-prófi. (n=3). 

3.3.4.3. Fitusýrugreining á mónó-síalýleruðum ganglíósíðum 

Fitusýrugreining á mónó-síalýleruðum ganglíósíðum leiddi í ljós að heildarhimnan hafði 

tilhneigingu til að innihalda lægra hlutfall mettaðra fitusýra en himnuflekar, þó að 

niðurstöðurnar gæfu ekki marktækan mun. Magn mettaðra fitusýra var um ~51,6% í 

himnuflekum á móti ~43,1% í heildarhimnunni. Helstu fitusýrurnar voru líkt og áður 

16:0 og 18:0. Á móti höfðu himnuflekar tilhneigingu til að hafa lægra hlutfall af 

ómettuðum fitusýrum miðað við heildarhimnuna. Af einómettuðum fitusýrum var 

~46,2% í heildarhimnunni en ~41,9% í himnuflekum. Var helsta fitusýran 22:1, ~21,4% 

í heildarhimnunni á móti 18,9% í himnuflekum. Þar á eftir kom 18:1 en um ~8,4% var 
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af henni í heildarhimnunni á móti ~5,9% í himnuflekum. Hlutfall fjölómettaðra fitusýra 

var ~10,9% í heildarhimnunni á móti ~6,6% í himnuflekum. Var helsta fitusýran 18:3 í 

báðum tilfellum, ~4,9% í heildarhimnunni á móti ~2,9% í himnuflekum.   

3.3.4.4. Fitusýrugreining á pólý-síalýleruðum ganglíósíðum  

Flokkur pólý-síalýleraða ganglíósíða var fitusýrugreindur og leiddu þær 

niðurstöður í ljós að fitusýrur himnufleka höfðu tilhneigingu til að hafa hærra 

hlutfall mettaðra fitusýra á móti lægra hlutfalli ómettaðra fitusýra, þó ekki var 

marktækur munur. Hlutfall mettaðra fitusýra var ~48,7% í himnuflekum á móti 

~46,4% í heildarhimnunni. Líkt og áður voru 16:0 og 18:0 helstu fitusýrurnar í 

báðum tilfellum af flokki mettaðra fitusýra. Hlutfall ein-ómettaðar var ~46,2% í 

heildarhimnunni en ~45,4% í himnuflekum og hlutfall fjölómettaðra var ~7,4% á 

móti ~5,9%. Eins og í flokki mónó-síalýleraða ganglíósíða var 22:1 helsta 

fitusýran af einómettuðum fitusýrum, eða ~19,9% í heildarhimnunni en ~19,6 í 

himnuflekum. Af fjölómettuðum fitusýrum var hlutfall 18:3 (~2,8%) hæst í 

heildarhimnunni og 18:2 (~2,4%) í himnuflekum.  

3.3.4.5. Reiknuð gildi út frá fitusýrugreiningu  

Tvítengjastuðull var reiknaður út fyrir hvern lípíðflokk. Hann var reiknaður út frá 

prósentu hverrar fitusýru sinnum fjöldi tvítengja, en gildin voru lögð saman í 

lokinn fyrir allar fitusýrur í hverjum flokki. Niðurstaðan er sýnd á mynd 29C, en 

hún sýnir að stuðullinn er svipaður fyrir heildarhimnuna og himnufleka fyrir alla 

flokka nema fyrir mónó-síalýleruðu ganglíósíðin er hann aðeins hærri í 

heildarhimnunni.  

Reiknað var út hlutfallið á milli fjölómettaðra og mettaðra fitusýra, en 

niðurstaðan er sýnd á mynd 29A. Hlutfallið var frekar jafnt milli heildarhimnunnar 

og himnufleka, þó hafði það tilhneigingu að vera aðeins lægra í himnuflekum. Það 

var þó aðeins marktækur munur á flokki mónó-síalýleraða ganglíósíða.  

Á mynd 29B voru sýndar niðurstöður fyrir meðal kolefniskeðjulengd. Lengdin 

var mjög svipuð en meðallengdin var um ~19 kolefni bæði í heildarhimnunni og í 

himnuflekum.  

3.4. Mótefni og greining himnupróteina  

Mótefni geta reynst gagnleg tól við að bera á kennsl á áhugaverð prótein. Einnig er 

möguleiki á að nota þau á vefjasýni til að skoða staðsetningu próteina í frumum og 

notfæra sér þau til að draga prótein sem það þekkir ásamt nágrönnum þess frá 

öðrum efniviði (mótefnafelling). 

Mikið er til af mótefnum gagnvart próteinum í spendýrum, en annað er að segja 

gagnvart próteinum í fiskum. Því var gerð leit af mótefnum sem mynda krosstengsl 

við prótein úr Atlantshafsþorski sem hægt væri að nýta í framhaldinu. Einnig væri 

möguleiki á því að hreinsa prótein úr þorski og búa til mótefni gagnvart því.  
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Tafla 6. Samanburður á fitusýruinnihaldi heildarhimnu BLM og himnufleka. Lípíð voru dregin út og þáttuð samkvæmt aðferð Dreyfus et 

al. [51]. Boron triflúoríð var notað til að búa til fitusýru metýl estera og voru þeir síðan greindir á gasgreini (GC/MS). (n=3). 

 
-: Fitusýra ekki greind 

∆%: Mismunur á milli heildarhimnunnar og himnufleka, mínus gildi táknar að meira magn var af fitusýrunni í himnuflekum.  

∑SFA: Summa af mettuðum fitusýrum. 

∑MUFA: Summa af einómettuðum fitusýrum. 

∑PUFA: Summa af fjölómettuðum fitusýru 
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Mynd 29. Reiknuð gildi út frá fitusýrugreiningu á BLM hluta þarmaþekjufrumu úr 

þorski og himnuflekum. (A) Hlutfall á milli fjölómettaðra og mettaðra fitusýra(P/S). 

(B) Meðalkolefniskeðjulengd. (C) Tvítengjastuðull fitusýranna. FL er fosfólípíð, NSL 

er ósíalýleruð glýkólípíð, MG er mónó-síalýleruð ganglíósíð og PG er pólý- síalýleruð 

ganglíósíð.*p<0,05, ómerkt þýðir ekki marktækur munur með stúdenta t-prófi. (n=3).  

3.4.1. Próteinhreinsun fyrir mótefnaframleiðslu 

Markmiðið var að hreinsa prótein úr BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks, 

og ef það reyndist áhugavert, að senda það í framhaldinu í mótefnaframleiðslu. Til að 

ná hreinu próteini var BLM sýni hreinsað á súlu, en niðurstöðunni er lýst í kafla 

3.4.1.1. Einnig var reynt að einangra Na,K-ATPasa sérstaklega með mismunandi 

spunaskrefum (sjá kafla 3.4.1.2).    

3.4.1.1. Próteinhreinsun á súlum 

Til að hreinsa prótein úr himnusýninu var notast við súlur. Fyrst var BLM sýni sett á 

hlaupsíun til að flokka próteinin eftir stærð og síðan á Q-Sepharósa súlu. Byrjað var á 

að staðla hlaupsíuna, en niðurstaðan er sýnd á mynd 30. Fyrsti toppurinn var blátt 

dextran (fyrir Vo), annar toppurinn var beta-amylasi sem var um 200 kDa, þriðji var 

nautgripaalbúmín sem var um 66 kDa og fjórði kalíum ferricyanatum (fyrir Vt). Með 

þessari niðurstöðu var hægt að búa til staðallínu sem hægt var að nota til að meta 

stærð próteina sem komu af súlunni í framhaldinu.  

Sýni af BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks var sett á hlaupsíuna. 

Niðurstaðan er sýnd á mynd 31, en hægt var að greina sjö toppa. Fyrsti toppurinn var 
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frekar lítill, en próteinin voru um 369 kDa miðað við staðallínu. Um 246 kDa prótein 

mynduðu topp númer tvö. Næstu tveir toppar, toppur þrjú og fjögur á myndinni, 

mynduðu stærstu toppana. Próteinin í númer 3 voru um 149 kDa, en í fjögur voru þau 

aðeins minni eða um 129 kDa. Toppur 5 var um helmingi minni en sá fyrir framan, en 

próteinin voru um 61 kDa. Um 39 kDa prótein mynduðu topp 6 og lítil prótein um 18 

kDa mynduðu síðasta toppinn númer sjö. Eftir að búið var að flokka próteinin eftir 

stærð á hlaupsíunni, var skömmtum af súlunni skipt niður í fjóra hluta. Fyrsti náði yfir 

topp tvö (glas 60 - 74), annar yfir toppa 3 og 4 (glas 75 -91), þriðji náði yfir topp 5 

(glas 92 – 117) og fjórði yfir topp 6 (glas 118 - 131).    

 

  
Mynd 30. Stöðlun hlaupsíun. Súlan var jöfnuð með þreföldu rúmmáli af keyrslulausn 

(25mM Tris, 0,1% (w/v) liþíum dodesyl súlfat (LDS), pH 8,5). Flæðihraðinn var 

stilltur á 0,5 ml á mín. og var súlan keyrð við 4°C í 24 klukkustundir. Blanda af bláu 

dextran, kalíum ferricyanatum, β-amylasa og nautagripaalbúmíni var leyst upp í 5 ml 

af keyrslulausn og var sett á súluna. Keyrslulausn var síðan látin fylgja í kjölfarið 

eftir að sýnið var komið á. 4,3 ml var safnað í hvert glas af lausn sem kom af súlunni. 

(A) Gleypni við 280 nm í glösum súlukeyrslunnar. Númerin tákna hvenær efnin komu 

af súlunni, 1. Blátt dextran, 2. Beta-amylasi (mólþyngd 200,000), 3. Albúmin 

(mólþyngd. 66,000) og 4. Kalíum ferricyanatum. (B) Log(mólmassa) sem fall af Kav. 

Kav = Ve-Vo/Vt-Vo, þar sem Kav er meðaldreifing, Ve er flæðirúmmál hvers einstaks 

próteins, Vo er gegnumflæði rúmtak súlunnar og Vt er heildarrúmmál súlunnar.  

Næst voru hlutarnir fjórir af hlaupsíunni settir á Q-Sepharósa súlu til að ná betri 

aðskilnaði á milli próteina. Byggist þessi flokkun á aðgreiningu efna eftir mismunandi 

rafhleðslu, en súluefnið er anjónaskiptir. Niðurstöðurnar eru sýndar á mynd 32, en 

áhugavert var að sjá að súlukeyrslurnar voru ekki eins og var það merki þess að um 

mismunandi prótein væru að aðskiljast í hverjum skammti eftir hlaupsíuna. 

Próteinin voru losuð af Q-Sepharósa súlunni með saltstigli til ná betri aðskilnaði 

milli ólíkra próteina. Skammtar yfir hvern topp súlukeyrslnanna voru settir saman. 

Skammtar úr glösum 22–26 á mynd 32A voru settir saman, kallað 1A. Einnig voru 

skammtar úr glösum 36–40 á sömu mynd sett saman, kallað 1B. Skammtar úr glösum 

21 – 24 (2A) annars vegar og 34–40 (2B) hins vegar á mynd 32B voru settir saman. Á 

mynd 32C voru skammtar 28-33 (3A) og 36-43 (3B) settir saman og á mynd 32D voru 

skammtar 18-23 (4A) og 33-37 (4B) settir saman.  
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Mynd 31. Sýni af BLM hluta þarmaþekjufrumu Atlantshafsþorsks sett á hlaupsíu til 

að skipta próteinum þess niður eftir stærð. Súlan var jöfnuð með þreföldu rúmmáli af 

keyrslulausn (25 mM Tris, 0,1% (w/v) LDS, pH 8,5). Flæðihraðinn var stilltur á 0,5 

ml á mín. og var súlan keyrð við 4°C í 24 klukkustundir. 5 ml sýni var sett á súluna og 

keyrslulaus sett á súluna í framhaldinu. 4,3 ml var safnað í hvert glas af lausn sem 

kom af súlunni. Að lokinni súlukeyrslu var gleypni við 280 nm mæld í skömmtunum. 

Númerin tákna þá toppa sem komu.  

Til að skoða próteinsamsetningu sýna af Q-Sepharósa súlunni voru þau rafdregin á 

SDS-hlaupi. Sýnin ættu að vera orðin nægilega einföld til að velja áhugavert prótein 

til að skoða nánar og greina. Niðurstaðan er sýnd á mynd 33. Prótein í skömmtum 1-

4B, það er prótein í seinni toppum af Q-Sepharósa súlunni, sáust illa á SDS-hlaupinu 

eftir rafdrátt (rás 4, 6, 8 og 10). Líklega hefði þurft að þétta þau sýni betur fyrir 

rafdrátt. Prótein úr fyrri toppum Q-Sepharósasúlunnar, skammtar 1-4A, sáust hins 

vegar betur (rás 3, 5, 7 og 9). Samsetning þeirra virðist lík, en það kom frekar á óvart.  

Þar sem erfitt hefur reynst að fá marktæka niðurstöðu með massagreiningum, var 

ákveðið að velja tvö bönd til að byrja með og fá Edman N-enda greiningu á þeim. Til 

að hægt sé að fá góða greiningu verður bandið að sjást vel á PVDF himnu eftir 

coomassie blue litun. Nokkur bönd voru álitleg til að senda í greiningu úr skömmtum 

1A, 2A, 3A og 4A af Q-Sepharósasúlu, sjá mynd 33B. Ekki var hægt að segja til um 

stærð próteinanna, en svo virðist sem stiginn hafi brotnað niður (rás 2 á mynd 33A). 

Líklega hefur virkur próteinasi smitast í glasið sem innbyrgði stigulinn. Til að fá stærð 

próteinanna var ákveðið að velja skammt 1A til að rafdraga aftur, en niðurstaðan er 

sýnd á mynd 34. Ákveðið var að velja tvö bönd til að senda út í N-enda greiningu 

(Háskólinn í Oulu, Finnlandi), en þau eru merkt inná mynd 34. Niðurstaða N-enda 

greiningarinnar er sýnd í töflu 7, en þrettán amínósýrur voru greindar á N-enda 

próteins eitt á mynd 34 og tólf á enda próteins númer tvö. Var næsta skref að gera 

gagnabankaleit að próteinum með þessar amínósýruraðir á N-enda. 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 50 100 150

G
le

y
p

n
i,

 A
2
8
0

Glas  #

2

3 4

5
6

7
1 



55 

 

  
Mynd 32. Sýni af BLM hluta þarmaþekjufrumu Atlantshafsþorsks var sett á Q-

Sepharósa súlu eftir hlaupsíun. Súlan var jöfnuð með þreföldu rúmmáli af 

keyrslulausn (25mM Tris, pH 8,5). Sýni var sett á súluna merkt með rauðu x-i, 

keyrslulausn var sett á í framhaldinu merkt með grænu x-i og síðan voru próteinin 

losuð af súlunni með salt styrkhallanda, frá 0 til 0,8 M NaCl, merkt með bláu x-i. Í 

lokinn var súlan skoluð með keyrslulausn til að ná endapunktinum, grænt x. Eftir 

súlukeyrsluna var mæld gleypni við 280 nm í skömmtum sem söfnuðust af súlunni, 

fyrst var safnað 3,4 ml í hvert glas en 1,4 ml eftir að styrkhallandinn var settur á. 

Mynd A er af keyrslu fyrsta hluta af hlaupsíuninni á Q- Sepharósa súlu, mynd B er af 

öðrum hluta af hlaupsíuninni, mynd C er af þriðja hluta af hlaupsíuninni og mynd D 

er af fjórða hluta af hlaupsíuninni.  

Undanfarin ár hefur verið unnið að því að raðgreina genamengi Atlantshafsþorsks 

og eru niðurstöðurnar geymdar í gagnabanka Codgene (http://ri.imb.nrc.ca/ 

codgene/index. php). Voru raðirnar úr N-enda greiningunni bornar saman við þann 

gagnabanka en sú leit bar ekki árangur. Voru þá raðirnar bornar saman við 

gagnabanka NCBI (e. National Center for Biotechnology Information, http://blast 

.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Fyrir band númer eitt á mynd 34 gaf röðin 

ATVTTQNADGSNQ hæsta skorið í gagnabankaleitinni, en það var fyrir próteini í 

Lactobacillus paracasei (sjá viðauka E). N-enda greining á próteinbandi númer tvö gaf 
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amínósýruröðina QGQGAVEGELFY og gaf gagnabankaleitin himnuprótein í 

Pseudomonas fluorescens (sjá viðauka E).  

 

 
 

Mynd 33. SDS-rafdráttarhlaup af sýnum próteinhreinsunar á Q-Sepharósa súlu 

og sama sýni á himnu eftir Western þerrun. Prótein í tveimur millilítrum af 

hverju skammti voru TCA felld. Botnföll sýnanna voru leyst upp í 100 µl af 1x 

sterkri sýnalausn og þau soðin í 5 mín. Tvö 12,5% akrýlamíð hlaup voru útbúin og 

keyrð samkvæmt aðferð Laemmli (sjá kafla 2.12.). Að loknum rafdrætti var annað 

hlaupið silfurlitað, en farið var áfram með hitt í Western-þerrun. Rás 1 var tóm, á 

rás 2 var próteinstigi (Fermentas #SM0671), rás 3 var skammtur 1A, á rás 4 var 

skammtur 1B, á rás 5 var skammtur 2A, á rás 6 var skammtur 2B, á rás 7 var 

skammtur 3A, á rás 8 var skammtur 3B, á rás 9 var skammtur 4A og á rás 10 var 

skammtur4B. (A) Hlaup silfurlitað. (B) Western þerrun próteina af hlaupi yfir á 

himnu. Himna lituð með coomassie blue. 

Til að staðfesta þessar niðurstöður voru böndin massagreind með MALDI-TOF 

MS. Lífvera og prótein var staðfest með massagreiningum á bandi nr. 2, ásamt ms/ms 

rófi af einum af toppunum (niðurstaðan er sýnd í viðauka E). Var amínósýruröð 

próteinsins tekin og klippt til að sjá hvar N-endinn líklega byrjar eftir að hjálparaðir 

hafa verið klipptar í burtu (http://www.cbs.dtu.dk/). Niðurstaðan er sýnd á mynd 35, 

en hún sýndi að líklegur endi er sá sami og N-enda greiningin gaf.  

Massagreining á bandi nr. 1 staðfesti ekki lífveruna (sjá viðauka E) en gaf einnig 

marktækt skor á prótein úr bakteríu. Massagreining á öðrum böndum á sömu rás gáfu 

einnig prótein úr bakteríum, þar á meðal í Shewandle putrefacins og fleiri prótein í 

Pseudomonas fluorescens. Útfrá þessum niðurstöðum var augljóst að bakteríuflóra 

hafði náð að vaxa um of, sem gefur til kynna að ferlið hafi verið of langt og er þörf að 

bæta bakteríudrepandi efnum við jafninginn í upphafi. Náðist því ekki að einangra 

áhugavert himnuprótein úr Atlantshafsþorski með súlukeyrslum. 

 

 

(A) (B) 
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Mynd 34. SDS-rafráttarhlaup af sýni 1A eftir próteinhreinsun á Q-Sepharósa súlu 

og sama sýni á himnu eftir Western þerrun. Prótein í tveimur millilítrum af skammti 

1A voru TCA felld. Botnfall sýnisins var leyst upp í 100 µl af 1x sterkri sýnalausn og 

það soðin í 5 mín. Tvö 12,5% akrýlamíð hlaup voru útbúin og keyrð samkvæmt aðferð 

Laemmli (sjá kafla 2.12.). Að loknum rafdrætti var annað hlaupið silfurlitað og haldið 

var áfram með hitt í Western-þerrun. Á rás 1 var próteinstigi (Fermentas #SM0671), 

rás 2 var skammtur 1A og rás 3 var tóm. (A) Hlaup silfurlitað. (B) Western þerrun 

próteina af hlaupi yfir á himnu. Himna lituð með coomassie blue. Bönd 1 og 2 voru 

send í N-enda greiningu.  

Tafla 7. Niðurstöður Edman N- endagreiningar. Sýni af SDS-hlaupi var þerrað yfir 

á PVDF himnu og tvö bönd raðgreind merkt á mynd 34.  

 
 
 
 
 

 

3.4.1.2. Einangrun Na,K-ATPasa 

Na,K-ATPasi er þekkt merkiensím fyrir BLM hluta þarmaþekjufrumu og var því 

áhugvert að eiga mótefni gegn því sem þekkir próteinið í Atlantshafsþorski. Reynt var 

að einangra próteinið með aðferð Jorgensen et al. [38]. Heildarferlið er sýnt á mynd 

12, en fyrsta skrefið var að útbúa jafning. Síðan var jafningurinn grófhreinsaður með 

tveimur spunaskrefum. Botnfall eftir annan spuna var kallað B1 en flotið F1. Eftir 

hreinsun var frumuhimnan spunnin niður (B2). Virkni var mæld í skömmtunum áður 

en haldið var áfram með ferlið. Niðurstöðuna má sjá á mynd 36A en botnfall B2 sýndi 

næstum tvöfalda aukningu á eðlisvirkni miðað við flot eitt (F1). Var þetta talið 

nægilega góður efniviður til að halda áfram með en botnfallið (B2) sem var síðan lagt 

ofan á 40% Percoll lausn. Markmiðið með keyrslu efniviðsins á Percoll stigulnum var 

að aðskilja himnubrot sem innihalda háan styrk af Na,K-ATPasa frá öðrum himnum 

eins og hvatberahimnum. Yfirlit yfir virkni próteinsins í skömmtum Percoll stigulsins 
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er sýnt á mynd 36B. Sýnið virðist hafa gengið lítið inní stigullinn og var virknin mest 

efst, hugsanlega væri ákjósanlegra að nota aðra aðferð til að ná hvatberahimnum frá. 

Til dæmis að nota upphafsskref einangrunaraðferðar fyrir BLM hluta 

þarmaþekjufrumu (kafli 3.1). Þar hefur verið kortlögð aðferð til að ná þeim himnum 

frá. Ákveðið var að hirða efstu fjóra skammtana. Skammtarnir voru settir saman og 

Percollið spunnið frá fyrir næsta skref. 
 

 

Mynd 35. Sýnir hvar N-endinn er líklegur á amínósýruröð próteins F úr 

Pseudomonas fluorescens. Fengið af heimasíðu http://www.cbs.dtu.dk, en líklegur N-

endi er undir-strikaður með rauðu.  

Þegar einangrunarferlið var rúmlega hálfnað voru sýnin rafdregin á SDS-hlaupi til 

að skoða próteinsamsetningu skammtana á leiðinni. Niðurstaðan er sýnd á mynd 37, 

en fjögur bönd voru mjög áhugaverð í skömmtum ofarlega í Percoll stigulnum (rás 2-

8) þar sem virkni Na,K-ATPasa var einnig mest. Alfa eining Na,K-ATPasa er um 110 

kDa og beta einingin getur verið um 37 kDa eða um 55 kDa, fer eftir því hvort hún er 

sykruð eða ekki. Sterkt band kom við 110 kDa, merkt eitt með rauðu á mynd 37, sem 

hægt væri að túlka sem alfa einingu Na,K-ATPasa. Band merk 2 er um 55 kDa og 

getur verið túlkað sem sykruð beta eining Na,K-ATPasa. Bönd 3 og 4 eru um 37 kDa 

og 35 kDa og geta verið ósykruð beta eining Na,K-ATPasa. Freistast var til að reyna 

að massagreina böndin til að kanna hvort um væri að ræða einingar próteinsins. Band 

1 gaf marktækt skor fyrir beta aktíni, band 2 gaf marktækt skor fyrir beta einingu ATP 

synthasa, band 3 og 4 gáfu ekki marktækt skor (niðurstöður eru sýndar í viðauka F). 

Sýnir niðurstaða á bandi númer 2 þörf á að hreinsa hvatbera betur frá en þetta prótein 

er að finna í himnum þeirra.   

Eins og sjá má á SDS-hlaupi af skömmtum Percolls stigulsins, eru enn mörg 

prótein til staðar og þörf er á frekari hreinsun. Efniviðurinn sem fékkst eftir að 

Percollið var spunnið frá var meðhöndlaður með SDS í návist ATP. Efniviðurinn var 

síðan lagður ofaná súkrósastigul og hann spunninn. Samkvæmt aðferðarlýsingunni 

ætti Na,K-ATPasi að haldast inní himnunni þrátt fyrir sápuna útaf návist ATP og 

spinnast niður á botn. Dælt var uppúr spunaglasinu að loknum spuna og lausninni 

skipt upp í ellefu millilítra skammta. Próteinmæling á skömmtunum sýndi að mest var 
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af próteinum efst í spunaglasinu (mynd 38A). Einnig leitaði smá niður á botninn sem 

gera má ráð fyrir að innihaldi próteinið. Reynt var að virknimæla skammta 

súkrósastigulsins, en lítil sem engin virkni mældist. Er hugsanlegt að sýnin höfðu 

tapað virkni við geymslu í -20°C, eða að SDS meðhöndlunin hafi dregið úr virkni 

Na,K-ATPasa. Í framhaldinu var ákveðið að skoða próteinsamsetningu botnfallsins á 

SDS-rafdráttar hlaupi (mynd 38B). 

 

 
Mynd 36. Virkni Na,K-ATPasa í skömmtum einangrunarferilsins. (A) Hlutfallsleg 

eðlisvirkni Na,K-ATPasa miðað við fyrsta flot (F1), sjá feril á mynd 12. (B) Botnfall 

B2 var lagt ofaná 40% Percoll lausn. Eftir spunann var lausninni deilt í níu skammta, 

efst úr spunaglasinu er númer 1, annar skammtur númer 2 og svo framvegis. Virkni 

Na,K-ATPasa var mæld í skömmtum stigulsins með aðferð sem lýst er í kafla 2.7.3.2. 

 
 

Mynd 37. SDS hlaup af sýnum einangrunarferils Na,K-ATPasa úr 

þarmaþekjufrumum Atlantshafsþorsks. Sýni voru leyst upp í 5x sterkri sýnalausn og 

soðin í 5 mín, en miðað var við að setja 25- 100µg af próteini á hverja rás. 12,5% 

akrýlamíð hlaup var útbúið og keyrt samkvæmt aðferð Laemmli. Að loknum rafdrætti 

var hlaupið silfurlitað. Á rás 1 var próteinstigi (Fermentas #SM0671), á rás 2 var 

fyrsta flot (F1), á rás 3 var annað flot (F2), á rás 4 var annað botnfall (B2) og á rás 5-

13 eru skammtar Percolls stigulsins (skammtur 1-9). Skammtur 1 sem er efst úr 

spunaglasinu er á rás 5, skammturinn þar fyrir neðan er á rás 6 og svo framvegis. 

Rauðu tölurnar tákna þau bönd sem voru klippt út og massagreind.  
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Mynd 38. Próteindreifing yfir súkrósastigul í Na,K-ATPasa einangrun og SDS-

rafdráttarhlaup af botnfallinu (nr. 12). (A) Sýni var meðhöndlað með SDS í návist 

ATP og síðan lagt ofan á súkrósastigul (30%, 15%, 10%). Lausnin var síðan spunnin í 

90 mín. við 210.000xg við 4°C. Eftir spunann var dælt uppúr spunaglasinu og 

lausninni skipt niður í ellefu eins millilítra skammta. Skammtur eitt er efstur úr 

spunaglasinu, skammtur tvö er skammtur fyrir neðan og svo framvegis. (B) Sýni var 

sýrufellt og leyst upp í 1x sterkri sýnalausn og það soðið í 5 mín. 12,5% akrýlamíð 

hlaup var útbúið og keyrt samkvæmt aðferð Laemmli. Að loknum rafdrætti var hlaupið 

silfurlitað. Á rásinni var botnfall súkrósastigulsins en stærðin var borin saman við 

próteinstiga (Fermentas #SM0671). Bönd sem voru klippt út til að massagreina eru 

merkt með rauðu.  

Fjögur bönd voru klippt úr hlaupinu, en þau eru sýnd á mynd 38B með rauðum 

tölustöfum. Gaf Mascot ekki marktæk svör fyrir böndin. Áhugavert var þó að band 1 

og 3 gaf skor á beta einingu Na,K-ATPasa úr fiski þó það hafi ekki verið marktækt, og 

band 2 á V-týpu ATPasa. Ekki var nægilegur efniviður til, til að framkvæma 

hlauprafdrátt aftur til að fá skarpari bönd og endurtaka massagreininguna. Einnig væri 

ákjósanlegt að fá MS/MS róf líka.    

Ákveðið var að framkvæma ferlið aftur með meira upphafsefni til að fá sterkara 

sýni í lokin. Þar sem vart hafði verið við hvatberamengun, var ákveðið að fara með 

upphafsefnið í gegnum einangrunarferil BLM að magnesíum fellingunni en flot 2F á 

að vera að mestu laust við innri himnur á borð við hvatbera. Percoll keyrslunni var því 

sleppt og var sýnið meðhöndlað strax með SDS og sett á súkrósastigul. Niðurstaðan er 

sýnd á mynd 39, en Na,K-ATPasi er talin vera í skammti 12. Ekki vannst tími til að 

vinna frekar með efniviðinn. Botnskammturinn var þó notaður í mótefnaþreifingar 

fyrir hentugu mótefni gegn Na,K-ATPasa í þorski, sjá kafla 3.4.2.   

3.4.2. Krosstengsl mótefna við prótein Atlantshafsþorsks könnuð 

Athugað var hvort aðfengin mótefni mynduðu krosstengsl við ensímið úr 

Atlantshafsþorski. Voru þrettán mótefna athuguð með þerriblettun og er niðurstaðan 

sýnd á mynd 40. Þau gáfu öll jákvæð svör gagnvart BLM hluta þarmaþekjufrumna í 

þorski, en mótefnin sem prófuð voru eru gegn próteinunum aktín, annexín II, caveolín, 

EEA1, villín, flotillín, prohibitín, α-adrenvirkur viðtaki og Na,K-ATPasa β-eining úr 
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manni, β- adrenvirkur viðtaki úr mús, caveolín úr rottu, α-sucrasa-isomaltasa úr svíni 

og alkalískur fosfatasi úr þorski. Tvö þeirra eru þó varhugaverð því mótefnin gegn 

prohibitín og α-adrenvirkur viðtaka þekkti einnig albúmin (BSA) sem var notað sem 

neikvætt viðmið.  

 

Mynd 39. Próteindreifing yfir súkrósastigul í Na,K-ATPasa einangrun. Sýni var 

meðhöndlað með SDS í návist ATP og síðan lagt ofan á súkrósastigul (30%, 15%, 

10%). Lausnin var síðan spunnin í 90 mín. við 210.000xg við 4°C. Eftir spunann var 

dælt uppúr spunaglasinu og lausninni skipt niður í ellefu eins millilítra skammta. 

Skammtur eitt er efstu úr spunaglasinu, skammtur tvö er skammtur fyrir neðan og svo 

framvegis. (n=3) 

Til að staðfesta að mótefnið væri að þekkja rétt prótein og að próteinið væri í raun 

að finna í BLM hluta himnunnar var sýni rafdregið og mótefnalitað. Aðeins flotillín, 

caveolín og alkalískur fosfatasi gáfu band af réttri stærð, sjá mynd 41 og 21B (kafli 

3.2.1). Flotillín er um 48 kDa og þekkti mótefnið band af þeirri stærð í sýni BLM. 

Einnig band við um 32 kDa, en það er hugsanlega niðurbrot á sama próteini. Caveolín 

er um 22 kDa, en mótefnið þekkti band af þeirri stærð ásamt tveimur minni próteinum 

um 15 kDa og 10 kDa. Mótefni gagnvart alkalískum fosfatasa er mjög næmt, en það 

var myndað gagnvart próteininu úr þorski. Það þekkti band af réttri stærð í BLM hluta 

þarmaþekju, en virknimælingar höfðu einnig sýnt að próteinið væri til staðar.  

Ákveðið var að fjárfesta í mótefnum gegn Na,K-ATPasa frá DSHB (Dvelopmental 

Studies Hydridoma Bank). Mótefni nr. α-5 gagnvart Na,K-ATPasa hafði verið notað 

með góðum árangri gegn próteininu úr tálknum silungs (e. rainbow trout) [34]. Til að 

prófa mótefni nr. α-5 og í leiðinni mótefni nr. α-6F gegn Na,K-ATPasa, var 

framkvæmd þerriblettun og mótefnalitun í framhaldinu. Sýni úr svíni og rottu sem 

vitað var að var ríkt af Na,K-ATPasa var notað sem jákvætt viðmið, en þau sýni 

lituðust (rás 2 og 3 á mynd 42). Nautaalbúmín og alkalískur fosfatasi voru notuð sem 

neikvætt viðmið, þ.e. til að sjá hvort mótefnið var að þekkja eitthvað annað en það ætti 

að gera (til dæmis áfastar sykurgreinar). Neikvæðu viðmiðunarsýnin lituðust ekki, en 

þau voru á rásum 1 og 8 á mynd 42. Mótefnin tvö voru prófuð gagnvart próteinum úr 
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BLM hluta þarmaþekjufruma úr þorski. Það sýni var á rás 4 og gaf það jákvæða 

svörun í báðum tilfellum. Var næsta skref að framkvæma rafdrátt, western-þerrun og 

mótefnalitun til að athuga hvort mótefnið þekki band af réttri stærð. Niðurstaðan er 

sýnd á mynd 43. 

 

 
Mynd 40. Mótefnagreining á próteinum í BLM hluta þarmþekjufrumna úr 

Atlantshafsþorski. Þerriblettun og mótefnalitun gagnvart próteinum í BLM hluta. 

Fyrsta stigs mótefni, styrkleiki 1/250: 1. aktín (mótefnavaki úr manni), 2. annexín II 

(mótefnavaki úr manni), 3. caveolín (mótefnavaki úr manni), 4. Early endsome 

antigen (EEA1) (mótefnavaki úr manni) 5. villín (mótefnavaki úr manni), 6. α-sucrasi-

isomaltasi (mótefnavaki úr svíni), 7. flotillín (mótefnavaki úr manni), 8. prohibitín 

(mótefnavaki úr manni), 9. alkalískur fosfatasi (mótefnavaki úr þorski), 10. α-

adrenvirkur viðtaki (mótefnavaki úr manni), 11. β-adrenvirkur viðtaki (mótefnavaki úr 

mús), 12. Na,K-ATPasi β unit (mótefnavaki úr manni, frá Santa Cruz) og 13. caveolín 

3 (mótefnavaki úr rottu). Á röð I var BLM hluti, á röð II var albúmín (neikvætt 

viðmið) og á röð III var annað stigs mótefni (jákvætt viðmið). Annars stigs mótefni 

(HRP-tengt), styrkleiki 1/2000: Anti-mús (1,5,13), anti-kanína (3,6,7,8,9,10,11), anti–

geit (2,4,5,12)  

Niðurstaða mótefnalitunar með α6F frá DSHB eftir rafdrátt á mynd 43B sýndi að 

mótefnið myndaði krosstengsl við Na,K-ATPasa úr svíni og rottu, rás 4 og 5. Á 

himnunni litaðist sterkt band við ~110 kDa, sem passar við alfa einingu Na,K-

ATPasa. Einnig lituðust veikari bönd við ~55, ~50, ~37 og ~35 kDa, sem hægt er að 

túlka sem beta einingu Na,K-ATPasa. Mótefnið virtist þó ekki mynda krosstengsl við 

prótein úr þorski, en á rás 3 og 4 lituðust engin bönd. Ef himnan er skoðuð mjög vel 

virðist vera dauft band við ~110 kDa. Það er þó ekki nægilega afgerandi en mótefnið 

þarf að gefa gott svar til að hægt sé að nota það áfram í frekari rannsóknir, til dæmis á 

vefjasýnum. Niðurstaða mótefnalitunar með α5 frá DSHB á mynd 43C, gaf svipaðar 

niðurstöður nema það gaf ekki jafn afgerandi svar fyrir prótein úr rottu. 

Ákveðið var að prófa í leiðinni mótefni gegn beta einingu Na,K-ATPasa frá sama 

fyrirtæki (nr. II-20). Niðurstaðan er sýnd á mynd 43D, en þær lofuðu góðu. Band við 

~50 kDa sést á rás 3 (merkt með rauðu x-i á mynd 43D), band á sama stað og í 

svínasýninu. Þetta band er hægt að túlka sem beta einingu Na,K-ATPasa út frá 

stærðinni. Hugsanlega ástæða fyrir því að bandið sést betur á þeirri rás en á rásinni 
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með BLM hluta þarmaþekjufrumu úr Atlantshafsþorski, er að meira magn er af 

próteininu en það hefur verið þétt með einangrunarferli fyrir Na,K-ATPasa (sjá kafla 

3.4.1.2). Mögulegt væri að nota þetta mótefni til frekari rannsókna á sýnum úr þorski.  

 

 

                                                                                
Mynd 41. Western þerrun og mótefnalitun gagnvart próteinum í BLM hluta. BLM 

sýni var klóroform/metanól fellt, það endurleyst í 1x sýnalausn og síðan var það soðið 

í 5 mín. 12,5% akrýlamíð hlaup var útbúið og keyrt samkvæmt aðferð Laemmli (sjá 

kafla 2.12). Á rás 1 og 3 var próteinstigi (Fermentas #SM0671) og á rás 2 og 4 var 

BLM sýni (100 µg var sett á rásina). Rásir 1 og 2 voru litaðar fyrir flotillíni, fyrsta 

stigs mótefni var flotillín (1/300) og annars stigs mótefni var anti-kanína (1/2000). 

Rásir 3 og 4 voru litaðar fyrir caveolín, fyrsta stigs mótefni var caveolín (nr. 610059 

frá BP) (1/300) og annars stigs var anti- kanína (1/2000).  

 
Mynd 42. Þerriblettun og mótefnalitun fyrir Na,K-ATPasa með α-5 og α-6F 

mótefnum. Á rás 1 var albúmín (BSA), á rás 2 var nýrnasýni úr svíni, á rás 3 var 

BLM þarmaþekjufrumu úr rottu, á rás 4 var BLM þarmaþekjufrumu úr þorski, á rás 5 

var sýni af fyrsta floti F1 einangrunarferils BLM og á rás 6 var botnfall B4 (BBM), 

rás 7 var með botnfall eftir súkrósastigul seinni einangrunarferils Na,K–ATPasa og á 

rás 8 var sýni af alkalískum fosfatasa einangruðum úr þorski. Miða var við að setja 

1µg af próteini á himnuna af hverju sýni. (A) Fyrsta stigs mótefni, styrkleiki 1/150: α-

6F frá DSHB. Annars stigs mótefni, styrkleiki 1/2000: anti-mús HRP tengt. (B) Fyrsta 

stigs mótefni, styrkleiki 1/150: α-5 frá DSHB. Annars stigs mótefni, styrkleiki 1/2000: 

anti-mús HRP tengt. 
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Mynd 43. Krosstengsl mótefna fyrir Na,K-ATPasa frá DSHB við ensímið í þorski. 

Sýni var leyst upp í 5x sterkri sýnalausn og hituð við 70°C í 10 mín., en miðað var við 

að setja um 30µg af próteini á hverja rás. Notuð voru aðkeypt hlaup frá Invitrogen 

(NuPAGE nr. IM-8042). Að loknum rafdrætti var eitt hlaup silfurlitað og haldið áfram 

með hin í western-þerrun. Á rás 1 var próteinstigi (Fermentas #SM0671), á rás 2 var 

BLM sýni úr þorski, á rás 3 var botnfall seinni einangrunar af Na,K-ATPasa úr 

þorski, á rás 4 var BLM sýni úr rottu, á rás 5 var nýrnasýni úr svíni og á rás 6 var 

hreinsaður alkalískur fosfatasi úr þorski. (A) Hlaup silfurlitað. (B-D) Mótefnalituð 

himna fyrir Na, K-ATPasa, styrkleiki fyrsta stigs mótefnis var 1/150: (B) mótefni nr. 

Α6F, (C) mótefni nr. α5 og (D) mótefni nr. II-20. Voru þau öll frá DSHB. Styrkleiki 

annars stigs mótefnis var 1/2000, HRP-tengt anti-mús. Rautt x var sett við áhugavert 

band. 
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4. Umræða 

4.1. ,,Basolateral“ hluti þarmaþekjufruma Atlantshafsþorsks  

Markmiðið var í fyrstu að ná góðri þáttun á milli BLM og BBM, með sem minnstri 

mengun frá öðrum frumulíffærum til að auka gæði frekari rannsókna. Einkennandi 

ensím fyrir viss frumulíffæri voru notuð til að fylgjast með einangrunarferlinu. Var 

Na,K-ATPasi notaður í þeim tilgangi sem einkennandi prótein fyrir BLM hluta 

frumuhimnunnar, en eftir prófanir á mismunandi aðferðum reyndist aðferð Post og 

Sen [42] álitlegust til að mæla virkni þess og var hún notuð í athuganir á 

einangrunarferli BLM.  

Ákveðið var að styðjast við aðferð Booth og Kenny [35] við einangrun á BLM, 

með breytingum Danielsens [36]. Fyrri prófanir á aðferð Booth og Kenny höfðu sýnt 

hvatberamengun á síðari skrefum ferilsins og að þáttun frumuhlutanna með 

magnesíum var ekki nægileg. Þessar niðurstöður gáfu því til kynna að þörf væri á að 

endurskoða aðferðina. Settar voru fram tvær tilgátur, annars vegar um að við frystingu 

myndu hvatberarnir rofna og erfitt væri að spinna himnubrotin frá og hins vegar að 

seigja jafningsins væri of mikil vegna DNA sem færi út í lausnina eftir jöfnun og gerði 

það að verkum að spunaskrefin væru ekki að virka sem skyldi. 

Niðurstöður prófana á þessum tilgátum sýndu að best væri að notast við ferskt 

upphafsefni og melta jafninginn með DNAasa. Með því að nota ferskt upphafsefni var 

auðveldara að ná hvatberum frá, sem styður tilgátuna um rof hvatberahimnunnar. 

Einnig reyndust spunaskrefin vera skilvirkari ef sýni höfðu verið melt með DNAasa. 

Bæði náðust hvatberarnir auðveldara frá og þáttun frumuhlutanna var betri. Reyndist 

einangrunarferlið endurtakalegt og var því öll framhaldsvinna á einangrun BLM úr 

þarmaþekjufrumum Atlantshafsþorsks unnin á fersku sýni, jafningur meltur með 

DNAasa og auka spunaskrefi við 2.700xg bætt við fyrir magnesíum fellingu. 

4.2. Himnuflekar  

Himnuflekar eru lítil, fjölleit, steról- og sphingólípíð rík svæði sem gegna mikilvægu 

hlutverki í ýmsum frumuferlum, þar á meðal í boðflutningi. Á undanförnum árum 

hefur áhugi á himnuflekum aukist og kenning um tilvist þeirra fengið meiri meðbyr 

[19, 25]. Rannsóknir á himnuflekum ,,basolateral“ hluta þarmaþekjufrumna 

geislauggafiska (Actinopterygii), þar á meðal Atlantshafsþorsks, hefur ekki verið 

framkvæmd áður svo framarlega sem við vitum. Markmiðið var því að staðfesta tilvist 

þeirra og athuga hvort þeir sýndu svipuð einkenni og himnuflekar í öðrum lífverum.  

Eitt helsta einkenni himnufleka er að þeir eru kólesterólríkir. Hátt kólesteról/prótein 

hlutfall var mælt í eðlislétta hluta stiglanna eftir himnuflekaeinangrun í þessari 

rannsókn. Það er sá hluti sem búist var við að himnuflekar væru staðsettir í eftir 

einangrun og er þessi niðurstaða því í samræmi við það sem áður hefur verið birt um 

himnufleka [21, 25, 57]. Himnuflekar hafa verið einangraðir úr ýmsum lífverum, þó 

aðallega dýrum með heitt blóð [33, 59, 60]. Þeir hafa þó verið einangraðir úr fiskum 
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áður, en nýlega hafa himnuflekar meðal annars verið einangraðir úr BBM hluti 

þarmaþekjufrumna úr Atlantshafsþorski af rannsóknarhópi okkar [57]. Himnuflekar 

BLM hluta þekjufrumu hefur þó aðeins verið einangraður úr tálknum fiska [34, 61]. Í 

báðum tilfellum var GM1 notað sem merki fyrir himnufleka, en það er þekkt sérkenni 

þeirra. Mótefnalitun fyrir GM1 var framkvæmd í þessari rannsókn og sterkt svar fékkst 

fyrir GM1 í eðlislétta hluta stiglanna. Þessar niðurstöður staðfesta þær fyrri og eru 

svipaðar þeim sem áður hafa verið birtar fyrir himnufleka bæði í fiskum og í lífverum 

með heitt blóð [25, 34, 57, 61, 62].  

Þessar niðurstöður benda til þess að það hefur tekist að einangra himnufleka úr 

frumuhimnu BLM megin á þarmaþekjufrumu Atlantshafsþorsk. Í kjölfarið var 

áhugavert að skoða prótein og fitusamsetningu himnuflekanna. Ýtarleg fitugreining 

var framkvæmd á einungruðum himnuflekum en fjallað er nánar um hana í kafla 4.3. 

Til að fá heildaryfirlit yfir prótein í himnuflekum var ætlunin að mótefnalita fyrir 

áhugaverðum próteinum og massagreina óþekkt prótein úr rafdráttarhlaupi. 

 Viss prótein eru þekkt innan himnufleka meðal annars flotillín, annexín II og GPI-

tengd prótein [25, 26, 33]. Algengt er að mótefnalita fyrir próteinum sem þekkt eru 

fyrir að vera innan himnufleka. Í þessu verkefni var hafin leit að slíkum mótefnum til 

kaups, en niðurstaðan er tekin saman í kafla 4.4. Í nýlegum greinum er yfirleitt borin 

kennsl á óþekkt prótein í himnuflekum með massagreiningum [20, 33, 63]. Þannig er 

hægt að finna ný áhugaverð prótein innan himnufleka og sýna fram á að þekkt 

himnuflekaprótein séu innan þeirra. Massagreiningar hafa þó reynst erfiðar á okkar 

efnivið, en niðurstöðurnar eru teknar saman í kafla 4.4.   

Alkalískur fosfatasi (AP) er eitt þeirra próteina sem var skoðað sértaklega. 

Próteinið er GPI-tengt prótein. Þekkt er að slík prótein safnast saman innan 

himnufleka BBM megin á skautaðri þekjufrumu [57, 64]. Eins og nefnt hefur verið 

áður var þetta verkefni hluti af stærra verkefni en lokamarkmið þess var að komast að 

líffræðilegu hlutverki viðkomandi próteins. Var því áhugavert að sjá hvort próteinið 

væri til staðar BLM megin líka og hvort það væri þá innan himnufleka. 

Virknimælingar eftir einangrunarferil BLM sýndi hlutfallslega lága eðlisvirkni AP í 

BLM miðað við í BBM hluta, en það gaf til kynna að aðskilnaður hafði orðið á 

himnuhlutunum þar sem AP var merkiensím fyrir BBM [15, 35]. Staðsetning 

próteinsins sem þó mældist í BLM hluta var athugað í þessari rannsókn. Mótefnalitun 

og virknimælingar á viðkomandi próteini í himnuflekaskömmtum einangrunarferils 

sýndi að próteinið væri nánast aðeins í leysanlega hluta himnunnar. Þegar bornir voru 

saman himnufleka einangrunarstigull úr BBM annars vegar og BLM hins vegar mátti 

sjá að virkni AP var mjög lág innan himnufleka einangraða úr BLM miðað við 

himnufleka BBM megin. Það er því hægt að draga þá ályktun að í þarmaþekjufrumum 

Atlantshafsþorsks sé AP aðeins hluti af himnuflekum BBM megin sem er í samræmi 

við það sem áður hefur verið birt [37, 64].  

Það er hugsanlegt að virkni AP í BLM hluta þarmþekjufrumu sé vegna mengunar 

frá BBM hluta. Þó er ekki hægt að útiloka að AP sé í litlu magni BLM megin. Eftir 

inntöku á fituríkum mat hefur verið sýnt fram á aukinn styrk af alkalískum fosfatasa úr 

þörmum (IAP) í blóðvökva og á umfrymisbólum innan í frumum. Árið 2007 sýndu 

Hansen et al. fram á að alkalískur fosfatasi fer inní þekjufrumur með fituupptöku í 
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þarminum [64]. Þegar fitan fer út hinum megin er ef til vill möguleiki að alkalískur 

fosfatasi sé á himnunni í bólum sem verður hluti af BLM frumuhimnunni. 

Na,K-ATPasi er annað prótein sem áhugi var fyrir að kanna nánar. Það gegnir 

mikilvægu hlutverki við að viðhalda frumurúmmáli, jónajafnvægi og himnuspennu 

[29]. Hefur próteinið meðal annars verið mikið rannsakað í tálknum fiska. Áhugi var 

fyrir að athuga hvaða áhrif það hefði á magn próteinsins, dreifingu þess og virkni að 

fara úr því að vera í þekjuvef sem tekur við salti (í ferskvatni), í það að vera í salt 

losandi vef (í sjó) [11, 34]. Rannsóknir leiddu í ljós að próteinið er háð umhverfi sínu 

og getur bæði fundist innan himnufleka og fyrir utan þá. Reyndar færði það sig inní 

fleka þegar fiskarnir fóru úr ferskvatni í sjó, en við það jókst virknin. Rannsóknir á 

Na,K-ATPasa hefur ekki verið framkvæmd áður í þörmum þorsks. Það væri því 

áhugavert að skoða staðsetningu þess í BLM hluta þarmþekjuvefs í þorski. 

Þerriblettun og mótefnalitun fyrir Na,K-ATPasa leiddi í ljós að líklega væri próteinið 

staðsett fyrir utan himnufleka. Í Atlantshafsþorski hefur verið sýnt fram á að þegar 

hann fer úr því að lifa við 8°C (u.þ.b. kjörvaxtarhitastig hans) niður í 0°C þá eykst 

virkni próteinsins í tálknum [14]. Það er möguleiki að próteinið hafi fært sig inní fleka 

við þessa breytingu á umhverfinu og væri mjög áhugavert að athuga það nánar. 

4.3. Fitugreining 

Frumuhimna aðskilur umfrymi frumna frá umhverfinu og fer samsetning hennar eftir 

þörfum hverjar frumu á hverjum stað. Lípíðsamsetning frumuhimnunnar getur haft 

mikil áhrif á starfsemi próteina í himnunni og þar með getu frumuhimnunnar til að 

sinna sínu hlutverki. Í þessu verkefni var framkvæmd fitugreining á BLM hluta 

þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks og einangruðum himnuflekum frá þeim hluta.  

Umhverfishiti frumuhimnunnar hefur áhrif á fljótanleika hennar [12]. Sýnt hefur 

verið fram á að frumuhimnan getur aðlagast breytum umhverfishita með breytingum á 

lípíðsamsetningu. Þannig getur hún viðhaldið fljótanleika sínum við mismunandi 

hitastig og hún starfað eðlilega. Hefur bæði verið sýnt fram á að þetta geti gerst innan 

lífskeiðs lífvera og með þróun þeirra við visst hitastig [13, 15, 65]. Til að kanna hvaða 

áhrif umhverfi Atlantshafsþorsks hafði á samsetningu frumuhimnu BLM 

þarmaþekjufrumu, aðallega með tilliti til hita, var samsetning hennar borin saman við 

rottu. Niðurstaðan er tekin saman í kafla 4.3.1.  

Himnuflekar einangraðir úr BLM hluta þarmaþekjufrumu geta haft aðra 

lípíðsamsetningu en umhverfi þeirra. Var því áhugavert að greina og bera saman 

lípíðsamsetningu heildarhimnu BLM og himnufleka. Niðurstöðurnar eru teknar saman 

í kafla 4.3.2.  

4.3.1. Fitusamsetning Atlantshafsþorsk miðað við rottu 

Fljótanleiki frumuhimnunnar fer eftir lípíðsamsetningu hennar. Í lífverum sem 

aðlagast hafa köldum umhverfishita líkt og þorskurinn má búast við að 

lípíðsamsetning frumuhimnu þeirra dragi úr seigju hennar vegna kulda á ýmsan hátt. 

Getur frumuhimnan meðal annars haft meira af ómettuðum fitusýrum, hærra hlutfall 

fosfatidyletanólamín/ fosfatidylkólín, lægra hlutfall sphingómýelín/fosfatidylkólín, 

styttri meðalkolefnis-keðjulengd og hærra magn kólesteróls en frumuhimnur lífvera 

við hærra hitastig [13]. Þegar fitusamsetning BLM hluta þarmaþekjufrumna úr þorski 
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var skoðuð var hún einnig greind í rottu. Helstu niðurstöðurnar eru sýndar í viðauka 

D, en ýtarlega er fjallað um þær í RH-skýrslu 15-2010 [66]. 

4.3.1.1. Hlutföll helstu lípíða og innri flokka þeirra 

Þegar hlutföll helstu lípíða innan frumuhimna lífveranna voru skoðuð reyndist ekki 

marktækur munur þar á milli. Kólesterólmagn var ekki hærra í þorskinum og eru það 

því líklega aðrir þættir sem draga úr seigju frumuhimnunnar. Hlutverk kólesteróls í 

hitastigsaðlögun hefur verið rannsakað í þarmaþekjufrumum fiska. Árið 1995 birtu 

Crockett og Hazel niðurstöður rannsóknar á því hvert hlutverk kólesteróls væri í 

hitastigsaðlögun BBM hluta þekjufrumna annars vegar og BLM hins vegar í 

regnbogasilungi [17]. Rannsökuðu þau fitusamsetningu frumuhimnu þarmaþekju-

frumu í silungi sem lifði við 5°C og 20°C. Niðurstöður þeirra leiddu í ljós að 

samsetning BBM hluta frumuhimnunnar aðlagaðist lægra hitastigi með auknu 

kólesterólmagni, en minniháttar breytingar urðu á fitusýrusamsetningu hennar. BLM 

hluti frumuhimnunnar aðlagaðist lægra hitastigi á annan hátt en breyting var á 

fitusýrusamsetningu himnunnar en ekki á kólesterólmagni. Þetta er í takt við þær 

niðurstöður sem við fengum. Þau töldu að hugsanleg skýring á þessu var ólíkt 

umhverfi og hlutverk frumuhlutanna tveggja. Fljótanleiki og kólesteról/fosfólípíð 

hlutfall getur verið varðveitt í BLM hluta frumuhimnunnar til að viðhalda virkni 

mikilvæga himnupróteina á borð við Na,K-ATPasa. Hefur verið sýnt fram á að 

próteinið er háð umhverfi sínu [11].    

Annað sem vakti athygli okkar var hve hátt glýkólípíð magn var í báðum lífverum, 

eða um ~60%. Þetta er töluvert hærra en áður hefur verið birt [17, 67]. Þessum hópi er 

einnig oft sleppt í svipuðum rannsóknum eða hlutfallið lægra vegna þess að aðrar 

útdráttaraðferðir eru notaðar [58]. Með því að nota aðferð lýst af Dreyfus [51] til að 

draga út lípíð og flokka þau töldum við okkur ná betri heimtum af helstu 

lípíðflokkunum þar á meðal glýkólípíðum, en svo virðist raunin. 

Þegar niðurstöður þunnlagsskiljunnar fyrir fosfólípíð voru skoðaðar kom á óvart 

hve hátt hlutfall af sphingómýelíni var í himnunni og lágt hlutfall 

fosfatdidyletanólamín [11, 14]. Þar sem rottan sýndi hlutföll sem búist var meira við 

virtist ástæðan ekki liggja í hvernig útdráttur og flokkun lípíða var framkvæmd [67]. 

Yfirleitt er sphingómýelín og fosfatidylkólín talin vera hluti af ytri himnunni, en 

fosfatidylserín, fosfatidylinositól og fosfatidyletanólamín á innri hlið. Því var 

furðulegt hve lítið var af fosfólípíðum í þorskinum sem talin eru vera á innri 

himnunni. Það er hugsanlegt að í staðinn fyrir kólín tengihóp á sphingómýelín sé 

etanólamín [68], en þetta er eitthvað sem þyrfti að athuga nánar.   

Tengihópur fosfólípíða eru taldir hafa áhrif á seigju himnunnar. Hefur hlutfallið 

fosfatidyletanólamín/fosfatidylkólín meðal annars áhrif á fljótanleika himnunnar. 

Líkleg skýring á því er ólík lögun þeirra en fosfatidyletanólamín er talið vera keilulaga 

og dregur því úr pökkun himnunnar. Fosfatidylkólín er hins vegar talið vera 

sívalningslaga og getur því aukið pökkun [13]. Búist var við hærra hlutfalli 

fosfatidyletanólamín/fosfatidylkólín í þorski, en niðurstöðurnar leiddu annað í ljós. 

Var hlutfallið hærra í rottunni en þorskinum. Hlutfall sphingómýelín/fosfatdylkólín 

hefur einnig áhrif á fljótanleika himnunnar. Hugsanleg skýring fyrir því er að 

sphingómýelín getur bæði verið vetnistengjaþegi og gjafi, á meðan fosfatidylkólín er 

aðeins þegi. Þetta getur leitt af sér að hærra sphingómýelín/fosfatidylkólín hlutfall 
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eykur pökkun á himnunni og eykur þar af leiðandi stífleika. Niðurstöðurnar sýndu 

aðeins lægra sphingómýelín/fosfatidylkólín hlutfall í þorskinum eins og búist var við.  

Niðurstöður þunnlagsskiljunnar fyrir hlutlaus lípíð sýndi svipað munstur fyrir 

þorskinn og rottuna. Það var þó heldur minna af frjálsum fitusýrum í 

frumuhimnusýnum þorsksins og meira af hinum flokkunum í staðinn. Niðurstöður 

fyrir ósíalýleruð glýkólípíð gaf hins vegar mun meiri mun á þessum tveim lífverum. 

Frumuhimna þorsksins hafði hátt hlutfall glópósíða á kostnað annarra lípíðflokka.  

4.3.1.2. Fitusýrusamsetning innri himnu þarmaþekjufrumna 

Fitusýrusamsetning frumuhimnunnar er talin hafa áhrif á fljótanleika himnunnar, þar á 

meðal lengd fitusýrukeðja og mettun [17]. Rannsóknir hafa sýnt að fæðusamsetning 

lífvera geti haft áhrif á fitusýrusamsetningu frumuhimna, meðal annars í þarminum 

[69-71]. Það var þó erfitt að segja til um hvaða áhrif samsetning fæðunnar hafði á 

okkar efnivið þar sem þorskurinn var ekki hafður á mismunandi fæði, né rottan. 

Fitusýrusamsetning fæðunnar sem rottan og þorskurinn var gefið er sýnd í töflu 9 í 

viðauka D. Þegar hún er skoðuð þá má hugsanlega sjá samband milli þess hve hátt 

22:1 magn var í þorski og í fæðunni, en fitusýran fannst hvorki í frumuhimnu 

rottunnar né í fæðunni sem hún var á. Hins vegar var magn 18:2 hátt í fæðu rottunnar 

og það virtist einnig vera í frumuhimnu rottunnar. Magn 18:2 reyndist lægra í þorski 

og fæðunni sem hann var á.   

Hlutfall mettaðra-, einómettaðra- og fjölómettaðrafitusýra var skoðað bæði í 

þorskinum og rottunni. Hlutfall mettaðra fitusýra var lægra í þorskinum eins og búist 

var við, nema í flokki ósíalýleraða glýkólípíða þar sem hlutfallið var hærra [13]. Þegar 

hlutfall ómettaðra fitusýra var skoðað kom á óvart að helsti munurinn á milli 

lífveranna var í magni einómettaðra fitusýra en ekki fjölómettaðra [17, 72]. Hlutfall 

einómettaðra fitusýra var töluvert hærra í þorskinum en í rottunni, nema í flokki 

ósíalýleraða glýkólípíða þar sem hlutfallið var aðeins hærra í rottunni. Var helsta 

ástæðan hærra magn af 22:1 í þorski, sem getur verið áhrif frá fæðunni, og óvenju hátt 

magn 24:1 [17]. Einómettaðar fitusýrur hafa lægra bræðslumark en sambærilegar 

mettaðar fitusýrur [12, 71]. Geta því þessar löngu einómettuðufitusýrur dregið úr 

pökkun frumuhimnunnar og aukið fljótanleika hennar í þorski. Það er þekkt að 

sphingólípíð geta haft óvenjulanga fitusýrukeðju sem hluta af byggingu sinni 

(sphingósín hlutanum), þar á meðal 24:1 [12, 73]. Það er því hugsanlegt að í ljósi þess 

að sphingómýelín hlutfallið í þorski var óvenjuhátt að það útskýri að hluta hátt magn 

24:1 í fosfólípíðflokknum. 24:1 getur haft svipaðan rástíma og 22:6 (DHA) á 

gasgreinasúlu, en DHA er ein helsta fjölómettaðafitusýran í vefjum fiska [74]. Til að 

koma í veg fyrir að við höfum mistúlkað gögnin okkar var hreint DHA sett á súluna 

sem við höfðum notað [66]. Niðurstaðan staðfesti þær fyrri, en 24:1 staðall kom 

seinna af súlunni sem við notuðum en 22:6 staðall.  

Svipað magn var af fjölómettuðum fitusýrum í flokki fosfólípíða, en það var lægra í 

þorskinum í öðrum flokkum. Þetta kom á óvart bæði vegna þess að algengt er að sjá hærra 

hlutfall fjölómettaðra fitusýra í lífveru sem aðlagast hefur kaldara umhverfi og vefir fiska 

eru yfirleitt taldir ríkir af eicosahexaenoik sýru (EPA, 20:5) og docosahexaenoik sýru 

(DHA, 22:6) [13, 14, 17, 74, 75]. Það reyndist ekki vera í þessu tilfelli. 

Út frá fitusýrugreiningunni á þorski var reiknaður út tvítengjastuðull, hlutfall 

fjölómettaðra og mettaðra fitusýra (P/S), og meðalkolefniskeðjulengd. Hlutfall P/S var 
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yfirleitt lægra í þorskinum sem má rekja til þess hve lítið magn var af fjölómettuðum 

fitusýrum í þorskinum miðað við það sem búist var við. Tvítengjastuðullinn reyndist 

þó yfirleitt hærri í þorskinum eins og búist var við. Var það vegna þess hve hátt 

hlutfall einómettaðra fitusýra var í þorskinum. Meðalkeðjulengdin var um það bil einu 

kolefni lengra í þorskinum en í rottunni. Það kom á óvart þar sem lengri keðjulengd 

getur leitt til betri pökkun á frumuhimnunni [13].     

Þó hér var aðallega verið að tala um tengsl fitusamsetningu við umhverfishita, eru 

aðrir þættir sem geta haft áhrif einsog jónaumhverfi og fæða [34, 69].  

4.3.2. Fitugreining á himnuflekum 

Himnuflekar eru misleitur hópur, en lípíðsamsetning þeirra hefur þó viss séreinkenni. 

Þeir eru meðal annars taldir innihalda meira kólesteról, glýkósphingólípíð, og mettaðri 

fitusýrur en heildarhimnan [25]. Helstu hlutföll lípíða og innri flokka þeirra og 

fitusýru-samsetning voru skoðuð í himnuflekum einangruðum úr BLM hluta 

þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks til skoða muninn á þeim og heildarhimnunni.  

4.3.1.1. Hlutföll helstu lípíða og innri flokka þeirra 

Mólhlutfall helstu lípíða miðað við heildarútdrátt úr BLM hluta frumuhimnunnar 

annars vegar og einangraða himnufleka frá þeim hluta hins vegar var skoðað. 

Niðurstöðurnar sýndu að himnuflekar höfðu hærra magn glýkólípíða miða við 

heildarhimnuna en lægra af öðrum lípíðum. Himnuflekar eru þekktir fyrir að vera 

glýkólípíð ríkir og er þetta því í samræmi við niðurstöður sem áður höfðu verið birtar 

[25]. Það sem var hins vegar athyglisvert var lægra magn kólesteróls í flekum. Þegar 

magn glýkólípíða var skoðað, var gert ráð fyrir að mólhlutfall hexósa miðað við 

glýkólípíð sé 1:1 í útreikningum. Hugsanlega getur magn kólesteróls verið hærra ef 

lípíð himnufleka eru bundin við lengri sykurkeðjur. Magn kólesteróls var borið saman 

við prótein. Himnuflekar höfðu mun hærra hlutfall en heildarhimnan sem er takt við 

þær niðurstöður sem áður hafa fengist í þessari rannsókn og annarra [19, 25].  

Þegar hlutföll innri flokka helstu lípíða voru skoðuð kom fram augljós munur á 

milli himnufleka og heildarhimnunnar. Magn sphingómýelíns var mun hærra í 

himnuflekum en í heildarhimnunni á kostnað fosfatidylkólíns. Eitt af einkennum 

himnufleka er að þeir eru sphingólípíð ríkir. Niðurstöður rannsókna á himnuflekum 

annarra lífvera hafa sýnt að magn sphingómýelíns kemur niður á magni 

fosfatidylkólín, en þetta eru bæði kólínberandi lípíð [25, 62]. Rannsóknir á 

himnuflekum hafa einnig leitt í ljós aukið magn fosfatidylserín og fosfatidylinositól í 

flekum miðað við heildarhimnuna, en það reyndist ekki vera tilfellið í okkar efnivið 

[25, 76].   

Þegar innri flokkar hlutlausra lípíða var skoðað sýndi niðurstöðurnar aukið hlutfall 

kólesteróls í himnuflekum, sem er í samræmi við fyrri niðurstöður. Einnig höfðu 

himnuflekar meira magn af kólesterólester. Heildarhimnan hafði hins vegar meira 

magn af frjálsum fitusýrum, di-glýseríði og tri-glýseríði. 

Flokkar ósíalýleraða fitusýra gaf einkennandi mun á milli himnufleka og 

heildarhimnunnar. Himnuflekar voru mun ríkari af mónó-hexósyl ceramíði og 

sphingósíni en heildarhimnan hafði meira magn af glóbósíðum.   
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4.3.3. Fitusýrugreining 

Fitusýrugreining sýndi að lítill munur var á heildarhimnunni og himnuflekum. 

Fosfólípíð voru þó með aðeins minna af einómettuðum fitusýrum og mónó-síalýleruð 

ganglíósíð höfðu aðeins minna af fjölómettuðum. Búist var við meiri mun en 

himnuflekar eru yfirleitt taldir hafa meira af mettuðum fitusýrum en heildarhimnan 

[25]. Það hefur þó verið birt áður lítill munur á mettun heildarhimnunnar og 

himnufleka í fiskum [76]. Munurinn milli heildarhimnunnar og himnufleka virðist því 

liggja meira í gerð lípíða en mun á mettun fitusýrukeðja.  

Lípíð himnufleka eru yfirleitt talin vera bundin lengri kolefniskeðjum. Svo 

reyndist ekki raunin í himnuflekum BLM hluta þarmaþekjufrumna í þorski, en 

meðallengdin var um 19 kolefni í báðum tilfellum. Kunding et al. birti í byrjun árs 

2010 grein þar sem hann lýsti mælingum á þykkt himnufleka miðað við 

heildarhimnuna, bæði í BBM hluta og BLM hluta þarmaþekjufrumna úr svíni [77]. 

Niðurstaðan leiddi í ljós að aðeins var munur á þykkt BBM megin en ekki BLM. Það 

er hugsanlegt að BLM í svíni hafi minna af himnuflekum en BBM hluti himnunnar og 

að það sé ekki jafn mikil munur á fitusamsetningunni. Þetta á ef til vill líka við um 

himnufleka BLM megin í þarmþekjufrumum í þorski.  

Þar sem lítill munur var á mettun fitusýrukeðjanna í heildarhimnunni og 

himnuflekum, endurspeglaðist það í litlum mun á tvítengjastuðli og hlutfalls milli 

fjölómettaðra/mettaðra fitusýra. Þó var helsti munurinn á milli mónó-síalýleraða 

ganglíósíða þar sem hlutfallið var hærra í báðum tilfellum í heildarhimnunni. Af þessu 

er hægt að draga þá ályktun að himnuflekar hafa tilhneigingu til að vera tengdir 

mettaðri fitusýrum, þó ekki í því magni sem áður hefur verið birt [25]. 

Umhverfi himnunnar hefur áhrif á samsetningu himnufleka, þar á meðal 

samsetning fæðunnar og breytingar á hitastigi [76, 78]. Væri í framhaldinu áhugavert 

að athuga hvaða breytingar í umhverfi BLM himnunnar hefði á himnufleka. Mun til 

dæmis aukið hlutfall fjölómettaðara fitusýra í fæðu og lægra hitastig leiða til að magn 

ómettaðra fitusýra eykst? Hefði það aðeins áhrif á samsetningu himnufleka eða mundi 

það breyta samsetningu heildarhimnunnar einnig? 

4.4. Próteingreining 

Eitt af markmiði verkefnisins var að skoða próteinsamsetningu BLM hluta 

þarmaþekjufrumna úr Atlantshafsþorski og himnufleka einangraða frá þeim hluta. 

Ætlunin var að nota massagreiningar til að bera kennsl á óþekkt prótein úr 

rafdráttarhlaupi, gera virknimælingar og prófa mótefni gegn áhugaverðum próteinum.  

4.4.1. Mótefni 

Mótefni geta reynst hentugt tól til að athuga hvort prótein sé til staðar eða ekki. Einnig 

er möguleiki á að nota þau til magnbundinna mælinga ef próteinmagn er stillt fyrir 

mótefnalitun. Leit að mótefnum sem krosstengja við prótein í þorski er hafin og er 

stöðu mála lýst í kafla 4.4.1.1. Tilraun til að einangra áhugaverð prótein úr BLM hluta 

þarmþekju þorsk með það í huga að senda í mótefnaframleiðslu var einnig hafin og er 

farið yfir í kafla 4.4.1.2. hér að neðan.   
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4.4.1.1. Krosstengsl mótefna við prótein úr Atlantshafsþorski  

Mótefni gegn ýmsum próteinum í spendýrum er til, en eins og áður hefur verið nefnt, 

er minna til af þeim gegn próteinum úr fiski. Það var því athugað hvort mótefni gegn 

próteinum í ýmsum lífverum mynduðu krosstengsl við prótein í þorski. Voru sextán 

mótefni prófuð, en fjögur þeirra voru meðal annars gegn Na,K-ATPasa.  

Greint hefur verið frá fjórum ísóformum af α-einingu Na,K-ATPasa og þremur af 

β- einingunni. Mótefnin sem notuð voru, voru gangvart α1 og β1 en þessi ísóform er 

að finna í nánast öllum tegundum frumna þar á meðal í þarmaþekjufrumum [31]. Eitt 

mótefni var gegn próteininu úr manni og var keypt frá Santa Cruz, hin þrjú voru hins 

vegar frá DSHB og var mótefnavakinn úr hænu. Höfðu mótefnin frá DSHB verið áður 

notað gegn próteininu í fiski og lofuðu því góðu [34, 79, 80]. Þerriblettun og 

mótefnalitun með mótefnunum gaf jákvæð svör gegn próteininu í BLM hluta 

þarmaþekjufrumna úr Atlantshafsþorski. Þegar mótefnin voru hins vegar notuð til að 

lita fyrir Na,K-ATPasa á himnu eftir Western-þerrun sýndi aðeins eitt mótefni 

próteinband af réttri stærð gegn próteinum úr þorski. Það var mótefni nr. II-20 frá 

DSHB, en það var gagnvart β1 einingu Na,K-ATPasa. Þetta mótefni væri hugsanlega 

hægt að vinna áfram með í framhaldinu.   

Alkalískur fosfatasi hefur verið einangraður úr þorski og mótefni framleitt gegn 

honum. Western-þerrun og mótefnalitun leiddi í ljós að mótefnið þekkir band af réttri 

stærð og sýndi að alkalískur fosfatasi væri til staðar í BLM hluta þarmaþekjufrumu. 

Þetta var síðan staðfest með virknimælingum, en fjallað er nánar um þessar 

niðurstöður í kafla 4.2.   

Prohibitín er þekkt innanhimnu hvatberaprótein sem er um 30-32 kDa [81]. 

Mótefnavaki mótefnisins sem notað var er úr manni, en þerriblettun og mótefnalitun á 

próteinum úr BLM hluta þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsk gaf jákvæða svörun. 

Hins vegar litaði mótefnið ekki band á himnu eftir rafdrátt og Western-þerrun á BLM 

sýninu. Þetta voru góðar niðurstöður en með breytingum á einangrunaraðferð BLM 

átti sýnið að vera að mestu laust við hvatberahimnur. Fyrri prófanir á mótefninu höfðu 

sýnt að það þekkti prótein af réttri stærð í hvatberaríku sýni úr þorski [55]. Önnur 

mótefni sem prófuð voru höfðu ekki verið prófuð áður gagnvart próteininu í fiski. Það 

var því kannað hvort mótefnin gegn próteinum úr spendýrum mynduðu krosstengsl 

við próteinin í fiski. 

Flotillín er eins og prohibitín meðlimur í próteinfjölskyldu sem hefur svipaða 

einingu byggingalega séð sem kallast SPFH eining (einnig kölluð PHB). Flotillín er 

þekkt fyrir að vera innan himnufleka og er oft notað sem merkiensím fyrir fleka [24]. 

Til að geta athugað hvort flotillín væri einnig innan himnufleka í BLM hluta 

þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks væri mikil kostur að eiga mótefni sem myndar 

krosstengsl við próteinið í þorski. Mótefni gegn flotillíni í manni var prófað á sýni úr 

þorski, en mótefnið þekkti band af réttri stærð í BLM sýni úr þorski. Næsta skref getur 

því verið að athuga í hvaða skammti einangrunarferils himnufleka úr BLM próteinið 

fyndist.  

Caveolín er þekkt himnuflekaprótein sem tekur þátt í að mynda sérstakan 

undirflokk himnufleka sem kallast caveolae [24]. Caveolea gegna meðal annars 

mikilvægu hlutverki í innfrumun. Það mótefni sem prófað var þekkti band af rétti 

stærð í BLM sýni þarmaþekjufrumna þorsks. Var þetta mótefni gegn próteininu úr 
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manni og var frá BD Biosciences Pharmingen. Næsta skref væri líkt og með mótefni 

gegn flotillíni að athuga hvaða hluti einangrunarferils himnufleka úr BLM próteinið 

fyndist í.  

Önnur mótefni sem prófuð voru virtust ekki mynda krosstengsl við próteinið í 

þorski. Þar á meðal var mótefni gagnvart frymisgrindarpróteininu aktín úr manni, en 

það hefur fundist með massagreiningum í himnuflekum BBM megin á 

þarmaþekjufrumu í þorski [57]. Einnig var prófað mótefni gegn villín og EEA-1 (e. 

early endosome antigen 1) en mótefnavakinn var í báðum tilfellum úr manni og höfðu 

bæði verið greind með massagreiningum sem prótein í himnuflekasýni BBM-megin á 

þarmaþekjufrumu í þorski [57]. Villín er talið vera aktín bindiprótein BBM-megin á 

skautaðri þekjufrumu, svo það var ekki ótrúlegt að það finnist ekki í BLM próteinsýni. 

Önnur mótefni sem prófuð voru, voru gegn annexín II, α- sucrasi-isomaltasi, α-

adrenvirkur viðtaki og β-adrenvirkur viðtaki.  

4.4.1.2. Próteinhreinsun  

Próteinhreinsun fyrir mótefnaframleiðslu var annars vegar framkvæmd með 

súlukeyrslum og hins vegar með mismunandi spunaskrefum. Próteinhreinsun með 

súlukeyrslum gekk framan af vel en aðskilnaður náðist á milli próteina af ólíkri stærð 

á hlaupsíun. Þegar toppar af hlaupsíunni voru settir í framhaldinu á Q-Sepharósa súlu 

til að ná betri aðskilnaði milli próteina með því að notfæra sér mismunandi hleðslu, 

virtust keyrslunnar vera ólíkar fyrir hvern topp af hlaupsíunni. Þetta var merki um það 

að mismunandi prótein væru að aðskiljast. Þegar próteinin voru síðan rafdregin eftir 

síðari súlukeyrsluna kom hins vegar á óvart hve líkir skammtarnir voru.  

Þegar N-enda greining og massagreininganiðurstöður voru skoðaðar kom síðan í 

ljós að bakteríur höfðu náð að vaxa um of á meðan hreinsunni stóð. Bakteríuflóra er 

nauðsynleg í þörmum og gegnir mikilvægu hlutverki þar, meðal annars við að koma í 

veg fyrir að skaðlegar bakteríur nái sér á strik. Súlukeyrslurnar voru framkvæmdar við 

4°C, en þar sem hið náttúrulega umhverfi baktería í þörmum þorska er lágt hafa þær 

náð að vaxa við þetta hitastig. Prótein úr Pseudomanos fluorescens fannst meðal 

annars, en sú baktería er þekkt sem hluti af náttúrulegri bakteríuflóru í þörmum fiska 

[82]. Þar sem ekki er hægt að keyra súlur við lægra hitastig væri helsti möguleikinn að 

reyna að stytta keyrslutímann eða að bæta bakteríudrepandi efnum við 

upphafsjafninginn. Þetta er eitthvað sem þyrfti að athuga nánar áður en hreinsun 

próteina með súlum er framkvæmd aftur.   

Na,K-ATPasi er eitt af þeim próteinum sem áhugi var fyrir að skoða nánar. Var 

því ákveðið að reyna að einangra það úr þörmum Atlantshafsþorsks. Yfirleitt er þó 

valinn vefur sem inniheldur mikið magn af Na,K-ATPasa eins og nýru spendýra [38]. 

Próteinið hefur þó verið einangrað áður úr þörmum með aðferð Jorgensens. Þá var það 

einangrað úr þörmum naggrísa með góðum árangri og var því ákveðið að gera slíkt 

hér [83]. Aðferðin byggist á því að nota mismunandi spunaskref til að einangra Na,K-

ATPasa, sem er ef til vill hentugri leið en súlukeyrslur, þar sem spunaskrefin eru 

styttri. Einangrun með aðferð Jorgensens gekk ágætlega. Þó reyndist erfitt að ná innri 

himnum frá á Percoll stigli. Þegar einangrunarferlið var endurtekið til að fá meira 

efnivið í lokinn var ákveðið að nota efnivið sem hafði farið í gegnum upphafsskref 

einangrunarferils BLM að magnesíum fellingunni. Þannig var hægt að fá upphafsefni 

sem var tiltölulega laust við innri himnur á borð við hvatberahimnur.   
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Það náðist ekki að klára seinna einangrunarferlið vegna tímaskorts. Næsta skref 

væri að auðkenna prótein í botnskammtinum eftir keyrslu á súkrósastigulnum. Það 

væri möguleiki að senda bönd sem pössuðu við stærð Na,K-ATPasa í N-enda 

greiningu eða athuga hvort það kæmi marktækt skor með massagreiningu. Band sem 

litaðist með mótefni gegn B-einingu Na,K-ATPasa væri til dæmis tilvalið til að kanna 

nánar. Ef þörf er á að einfalda sýnið meira fyrir mótefnaframleiðslu væri hægt að bæta 

súlukeyrslu við í lokin. Eftir að prótein hefur verið staðfest sem Na,K-ATPasi er hægt 

að senda það í mótefnaframleiðslu. 

4.4.2. Massagreiningar 

Massagreiningar eru gagnlegt tól til að bera kennsl á óþekkt prótein og er mikið 

notaðar sem slíkar. Hefur meðal annars verið stuðst við massagreiningar til að finna 

áhugaverð prótein í himnuflekum [25, 33, 57, 63, 84]. Til þess að massagreiningar 

beri árangur þarf að liggja fyrir upplýsingar um próteinið úr lífverunni sem verið er að 

rannsaka í gangabönkum. Raðgreining á Atlantshafsþorski er ekki komin í 

gangabanka tengdum massagreiningum og var því treyst á samsvörun úr öðrum 

lífverum. Fyrri rannsóknir með samanburðarleit próteina úr Atlantshafsþorski við 

aðrar lífverur, þar á meðal Danio rerio, hafa borið árangur [57, 85]. Lítill breytileiki á 

amínósýruröð getur þó orsakað að ekki fáist marktæk svör og reyndist það vera 

tilfellið í þessari rannsókn. Þegar meiri upplýsingar um prótein úr Atlandshafsþorski 

eru kominn í gangabanka mætti gera aðra leit með þeim rófum sem hafa fengist. Í 

viðauka C má sjá að massagreiningar gagnast vel til að bera kennsl á prótein í vel 

skilgreindum lífverum. Eins og staðan er í dag, er ef til vill betra að treysta meira á 

mótefni til að auðkenna prótein. 
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5. Lokaorð  

Við höfðum áhuga á að skoða prótein og lípíðsamsetningu BLM hluta 

þarmaþekjufrumna Atlantshafsþorsks og himnufleka einangraða úr þeim hluta. Í 

upphafi verkefnisins var fundin aðferð til að mæla merkiensím BLM, Na,K-ATPasa, 

og í framhaldinu var áður birt aðferð aðlöguð að okkar efnivið til að einangra BLM. 

Þegar þeirri grunnvinnu var lokið voru himnuflekar einangraðir úr innri himnu 

þekjufrumna í þörmum Atlantshafsþorsks og tilvist þeirra könnuð. Himnuflekarnir 

reyndust kólesteról og sphingólípíð ríkir, en það er eitt af einkennum þeirra. Einnig 

staðfesti mótefnalitun fyrir GM1 staðsetningu þeirra í eðlislétta hluta spunastigulsins 

eftir himnuflekaeinangrun. Hefur því tilvist himnufleka í BLM hluta 

þarmaþekjufrumna í Atlantshafsþorski verið í fyrsta skipti staðfest, svo framarlega 

sem við vitum.  

Til að átta okkur betur á samsetningu himnufleka BLM hluta þarmþekjufrumna 

Atlantshafsþorsks og heildarhimnunnar, var lípíðsamsetning himnunnar skoðuð. 

Heildarhimnan úr þorski var borin saman við rottu til að skoða hvaða áhrif umhverfi 

þorsksins hefði á himnuna. Þegar hugsað var um áhrif með tilliti til hita kom á óvart 

að fosfatidyletanólamín/fosfatidylkólín hlutfall var hærra í þorskinum, einnig kom í 

ljós að kolefniskeðjulengdin var lengri og hlutfall fjölómettaðra fitusýra var lágt. Hins 

vegar var lágt sphingómýelín/fosfatidylkólín hlutfall lágt, lægra hlutfall mettaðra 

fitusýra fannst og hærri tvítengjastuðull, sem búist var við. Það kom einnig á óvart að 

einómettaðar fitusýrur virðast eiga meiri þátt í að viðhalda fljótanleika himnunnar í 

þorski en fjölómettaðar fitusýrur.  

Lípíðsamsetning himnufleka var í framhaldinu borin saman við heildarhimnuna. 

Eins og búist var við höfðu himnuflekar hærra magn af glýkólípíðum, sphingómýelíni 

og hærra kólesteról/prótein hlutfall en heildarhimnan. Hins vegar kom á óvart hve lítill 

munur var á fitusýrusamsetningu himnufleka og heildarhimnunnar, þó að himnuflekar 

hefðu tilhneigingu til að hafa aðeins hærra hlutfall mettaðra fitusýra.  

Til að skoða próteinsamsetningu himnufleka og heildarhimnunnar var ætlunin að 

notast við mótefni, virknimælingar og massagreiningar. Leit að mótefnum sem mynda 

krosstengsl við próteinið í þorski var hafin. Fjögur mótefni af þeim sem prófuð voru 

mynduðu krosstengsl við próteinið í BLM hluta Atlantshafsþorsks. Þau þekktu 

alkalískan fosfatasa, flotillín, caveolín og beta einingu Na,K-ATPasa. Einnig var 

ætlunin að einangra áhugaverð himnuprótein og mynda mótefni gagnvart þeim. 

Einangrun á Na,K-ATPasa úr þarmaþekju þorsk er langt komin í þeim tilgangi. 

Massagreiningar reyndust ekki vera hentugt tól fyrir þennan efnivið eins og staðan er í 

dag. Gagnabankar eru þó í örri þróun og með meiri upplýsingum um prótein í 

Atlantshafsþorski í gagnabönkum getur þessi tækni orðið gagnlegt tól við að þekkja 

óþekkt prótein. Einnig er tæknin við að fá góð róf af himnupróteinum í mikilli þróun.   

Í framhaldinu á þessu verkefni væri áhugavert að skoða nánar próteinsamsetningu 

himnufleka einangraða úr BLM hluta þarmaþekjufrumna úr þorski. Að byrja með væri 
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hægt að nota mótefni gegn flotillín og caveolín til að kanna staðsetningu þeirra og 

klára einangrun á Na,K-ATPasa. Það væri mjög áhugavert að kanna hvort það prótein 

færði sig inní himnufleka við breytar umhverfisaðstæður líkt og það gerir í tálknum. 

Til að skoða próteinsamsetningu himnunnar þarf að bera kennsl á þau á einhvern hátt. 

Því væri ákjósanlegt að leita að eða mynda fleiri mótefni sem þekkja prótein úr 

Atlantshafsþorski. Einnig er möguleiki að senda áhugaverð prótein í N-endagreiningu.  
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Viðauki  

Viðauki A. Niðurstöður frá fyrri prófunum á einangrunarferli BLM 

Fyrri prófanir á einangrunarferli Booth og Kenni [35], sem seinna hafði verið breytt af 

Danielsen [36], sýndu að þróa þurfti aðferðina nánar. Á mynd 44 eru niðurstöður frá 

fyrri prófunum á einangrunarferlinu [55]. Auka spunaskrefi (10.000xg) hafði verið 

bætt við fyrir magnesíum fellingu til að reyna að ná hvatberum frá fyrr, en sú tilraun 

bar þó ekki árangur. Virkni succinat dehydrogenasa (SDH), merkiensími hvatbera, var 

hæst í skammti B3 eða um sjöföld aukning. Hlutfallsleg virkni AP (um þreföld 

aukning) og Na,K-ATPasa (rúmlega tvöföld aukning) var mest í skammti B4. Ef 

magnesíum fellingin hefði verið að virka sem skyldi hefði virkni Na,K-ATPasa, 

merkiensím fyrir BLM, verið hæst í botnfalli eftir þriðja spuna (B3). Þess í stað komu 

báðir frumuhlutar þekjufrumunnar BLM og BBM niður í skammti B4.  

.  

 
Mynd 44. Hlutfallsleg eðlisvirkni merkiensíma við aðskilnað BLM og BBM með 

aðferð Booth og Kenny [35], sem seinna hafði verið breytt af Danielsen [36]. Fyrri 

prófanir á einangrunarferli BLM [55]. Þídd þarmaþekja úr þorski var skafin og 

jafningur gerður í HBS vinnulausn með Potter-Elevhjelm jafnara. Jafningur var 

spunnin við 150xg í 5 mín. til að skilja frá ósprungnar frumur og annað hrat. Flot var 

hirt (F1) og spunnið aftur, nú við 10.000xg í 10 mín. Það var gert til að athuga hvort 

hægt væri að ná hvatberahimnum frá. Flot (F2) var síðan hirt og það stillt að 10 mM 

MgCl2, en lausnin var látin standa á ís í 10 mín. Lausnin var spunnin við 1.150xg í 10 

mín. Botnfallið var tekið frá (B3), það endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. 

Haldið var síðan áfram með flotið og það spunnið við 48.000xg í 30 mín. Botnfallið 

var hirt (B4) og endurleyst í lágmarksrúmmáli af HBS lausn. Na,K-ATPasi (Na/K, 

mælt með aðferð Scarschmidt et al. [41]), leusín amínópeptíðasi (LAP), alkalískur 

fosfatasi (AP), succinat dehydrogenasi (SDH) og súr fosfatasi (a-P).  
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Samkvæmt þessum niðurstöðum voru tvö vandamál sem varð að finna lausn á. Það 

var annars vegar hvatberamengun á síðari skrefum aðgreiningarferilsins og hins vegar 

að ekki hafði tekist að þátta í sundur frumuhluta þarmaþekjufrumunnar með 

magnesíum fellingu 

Viðauki B. Áhrif sápu á himnuflekaeinangrun 

Kannað var hvaða áhrif það hefði að sleppa sápunni í einangrunarferli himnufleka. 

Einkenni himnufleka er óleysanleiki þeirra í ójónuðum sápum, og felst 

sápumeðhöndlunin og súkrósastigullinn í kjölfarið í því að skilja að leysanlega og 

óleysanlega hluta himnunnar. Niðurstöður á mynd 45 sýna að engin aðskilnaður varð 

og leitaði öll himnan upp. Þar af leiðandi varð ekki einangrun á himnuflekum. Sápan 

er því nauðsynleg til að aðskilnaður verði.  

 

 
Mynd 45. Einangrunaraðferð himnufleka án sápu, prótein, kólesteról og 

kólesteról/prótein dreifing. BLM hluti þarmaþekjufrumu var blandað saman við 

súkrósa að 40% (w/v) lokastyrk og línulegum súkrósastigli (10-35% (w/v))bætt þar 

ofan á. Eftir spuna við 210.000xg í 18 klst. var dælt uppúr glösunum og lausninni 

skipt upp í 1 ml skammta. Skammtur efst úr spunaglasinu er númer eitt og svo er 

númerað niður. Próteinmagn (mg/ml, ▲), kólesterólmagn (mg/ml, ■) og 

kólesteról/prótein hlutfall (♦).  

Viðauki C. Massagreiningar  

Þrjár tilraunir voru gerðar til að fá góð róf og marktækt skor af sýnum úr 

einangrunarferli himnufleka. Þau bönd sem voru hirt til greiningar eru sýnd á mynd 

46.  

Sem viðmið var þekkt prótein rafdregið með, það hirt úr hlaupinu og massagreint. 

Þetta var gert til að hafa jákvætt viðmið á undirbúning sýnanna, gekk massagreining á 

viðmiðunarsýnum vel. Hér að neðan er róf og greining á tveim viðmiðunarpróteinum, 
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Vibrio alkalískur fosfatasi annars vegar og carbonic anhydrasi úr manni hins vegar. 

Niðurstaðan er sýnd á mynd 47. 

 

 
 

 

 
 

Mynd 46. SDS-rafdráttarhlaup af sýnum úr einangrun himnufleka úr BLM hluta 

þarmaþekjufruma með línulegum súkrósa stigli. Sýni voru leyst upp í 5x sterkri 

sýnalausn og soðin í 5 mín, en miðað var við að setja 70-100 µg af próteini á hverja 

rás. 12,5% akrýlamíð hlaup voru útbúin og keyrð samkvæmt aðferð Laemmli. Að 

loknum rafdrætti voru tvö hlaup silfurlituð (A, B) og eitt coomassie blue litað (C). Á 

hlaupi A var próteinstigi (Fermentas #SM0671) á rás 1 og á rás 2-12 voru skammtar 

einangrunarferilsins (frá skammti efst úr spunaglasinu og niður). Á hlaupi B og C var 

heildar BLM sýni á rás 1, á rás 2 var próteinstigi (Fermentas #SM0671) og á rás 3-14 

voru skammtar einangrunarferilsins (frá skammti efst úr spunaglasinu og niður). 

Rauðu númerin tákna þau bönd sem hirt voru til massagreiningar.  

  

 

 

 

 

 

(A)                                                              (B) 

(C) 
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Mynd 47. Massagreiningarróf af alkalískum fosfatasa úr Vibrio (A) og carbonic 

anhydrasa úr manni (B) og niðurstöður Mascot leitar.   

(A) 
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Viðauki D. Munur á fitusamsetningu BLM rottu og þorsks 

Þegar fitusamsetning BLM úr þorski var skoðuð, framkvæmdi samstarfsaðili, Guðjón 

Andri Gylfason, sambærilega rannsókn á BLM hluta þarmaþekjufrumu úr rottu. 

Einangrun á BLM, útdráttur lípíða og flokkun var sambærileg þeim greiningum sem 

var framkvæmdar voru á þorski. Fjallað er ýtarlega um niðurstöðurnar í RH skýrslu 

15-2010 [66]. Samanburður á þeim niðurstöðum og þeim sem kom út úr rannsóknum 

á fitusamsetningu BLM hluta þarmaþekju úr þorski er sýndur hér að neðan.  

Hlutfall helstu lípíða innan frumuhimnunnar  

Mólhlutfall helstu lípíða miða við heildarútdrátt úr BLM hluta frumuhimnunnar í 

þorski annars vegar og rottu hins vegar er sýnd á mynd 48A. Samanburður á milli 

rottu og þorsks sýnir að samsetning frumuhimnanna er svipuð, en mólhlutfall helstu 

lípíða var sambærilegur. Þorskasýnið sýndi þó tilhneigingu til að hafa lægra kólesteról 

(~3%), en hærra glýkólípíð hlutfall (~4%). 

Á mynd 48B er hlutfall kólesteróls og fosfólípíða (KÓ/FL) annars vegar og 

kólesteróls og heildarmagn skautaðra lípíða (fosfólípið og glýkólípíð) (KÓ/HS) hins 

vegar sýnt. Niðurstöður sýndu að lítill munur væri á hlutföllunum í þorski og rottu, þó 

svo að rottan sýndi tilhneigingu að vera hærri í báðum tilfellum.  

 

 
Mynd 48. Fitusamsetning BLM hluta þarmaþekjufrumu rottu (svartir stöplar) og 

Atlantshafsþorsk (hvítir stöplar). (A) Mólhlutfall kólesteróls (KÓ), fosfólípíða (FL) 

og glýkólípíða (GL) af heildar lípíðum dregnum út. (n=3) (B) Mólarhlutfall 

kólesteróls/fosfólípíða (KÓ/FL) og kólesteróls/heildar skautaða lípíða. Hlutfall 

fosfatidyletanólamín/ fosfatidylkólín (PE/PC) og sphingómýelín/fosfatidylkólín 

(SM/PC). (n=3).   

Þunnlagsskiljun á helstu flokkum lípíða; munur á milli þorsk og rottu 

Hlutfall helstu flokka lípíða innan hvers hóps var fengin út frá greiningu á 

þunnlagsskiljun, sjá mynd 49. Niðurstöður fyrir fosfólípíð sýna að talsverður munur er 

á milli BLM himnu í rottu og þorski. Hafði þorskurinn hærra hlutfall af SM og PC en 

rottan (SM var ~34% á móti ~20% og PC var ~49% á móti ~24%), en á móti var 

minna af öðrum fosfólípíðum (PS var 8% á móti ~26%, PI var ~3% á móti ~8% og PE 

var 4% á móti 22%). Þegar hlutfall PE/PC er skoðað var það um tólf sinnum hærra í 

(A) (B) 
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BLM rottu en í þorski, sjá mynd 48. Hlutfall SM/PC var einnig aðeins lægra í 

þorskinum.  

 

 

      
Mynd 49. Hlutfall helstu flokka fosfólípíða (FL), hlutlausra lípíða (NL) og 

ósíalýleraða glýkólípíða (NSL) af heild. Lípíð voru dregin út og þáttuð með aðferð 

Dreyfus et al. [51]. Síðan voru þau greind með þunnlagsskiljun og var hver lína á 

plötunni greind með ImageJ forriti. Stöplar BLM sýnis úr rottu voru svartir en hvítir 

fyrir BLM sýni úr þorski. (A) Hlutfall flokka FL af heild. LPC lýsófosfatidylkólín, SM 

sphingómýelín, PC fosfatidylkólín, PS fasfatidylserín, PI fosfatidylinositol PE 

fosfatidyletanólamín. (B) Hlutfall flokka NL af heild. KÓ kólesteról, FFA fríar 

fitusýrur, DG di-glyceríð, CE kólesteról ester, TG tri-glyceríð. (C) Hlutfall flokka NS 

af heild. GLOB glóbósíð, THC tri-hexosyl ceramíð, SPH sphingosín og MHC mónó-

hexósýl ceramíð. 

Hlutfall hlutlausra lípíða var meira sambærilegt á milli þorsks og rottu. Magn KÓ, 

DG, CE og TG var aðeins hærra í þorskinum, KÓ var ~16% á móti ~13%, DG var 

~8% á móti 4%, CE var ~9% á móti ~6% og TG var ~28% á móti ~24%. Hins vegar 

var hlutfall FFA lægra í þorskinum eða ~39% á móti ~53%.  

Niðurstöður fyrir ósíalýleruð glýkólípíð sýndu mikinn mun á milli BLM í þorski 

og rottu. Þorskurinn var með mun hærra hlutfall af GLOB eða ~73% á móti ~11% í 

rottu. Rottan var síðan hærri í öðrum flokkum, en THC og SPH greindist ekki í þorski. 

Ásamt GLOB greindist MHC í þorski en það var ~27% á móti ~57% í rottu.  

Fitusýrugreining, munur á milli þorsk og rottu  

Fitusýrugreining var framkvæmd á fosfólípíðum (FL), ósíalýleruðum glýkólípíðum 

(NSL), mónó-síalýleruðum ganglíósíðum (MG) og pólý-síalýleruðum ganglíósíðum 
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(PG) bæði úr heildarhimnu BLM úr Atlantshafsþorski og úr rottu. Gasgreinir 

(GC/MS) var notaður til að greina hvaða fitusýrur eru í hverjum flokki og í hvaða 

magni. Þetta var gert til að geta áttað sig betur á samsetningu himnunnar, en 

niðurstaðan er sýnd í töflu 8. Var hlutfall mettaðra (SFA), einómettaðra (MUFA) og 

fjölómettaðra fitusýra (PUFA) skoðað í framhaldinu (sjá mynd 50). Einnig var reiknað 

út meðalkolefniskeðjulengd, tvítengjastuðull og hlutfall fjölómettaðra/mettaðra 

fitusýra og er niðurstaðan sýnd á mynd 51.  

Hlutfall mettaðra fitusýra var yfirleitt lægri í þorskinum en það var aðeins hærra í 

skammti NSL. Var þetta aðallega vegna hærra hlutfalls palmitik sýru (16:0) og stearik 

sýru (18:0) í rottunni. Hlutfall einómettaðra fitusýra var hinsvegar yfirleitt hærri í 

þorskinum. Var það helst vegna hærra hlutfalls docosaenoik sýru (22:1) og nevronik 

sýru (24:1).  

Munur var á hlutfalli fjölómettaðar fitusýra í rottu og þorski. Var hlutfallið hærra í 

fosfólípíð skammti þorsks, en lægra í öðrum. Var þetta aðallega vegna hærri hlutfalls 

linoleik sýru (18:2) í rottu.  

 

 

 
Mynd 50. Hlutfall milli mettaðra og ómettaðra fitusýra í rottu (svartir stöplar) og 

Atlantshafsþorski (hvítir stöplar). Gögn eru unnin uppúr töflu 8. (A) Hlutfall 

mettaðra fitusýra (SFA) miða við heild. (n=3). (B) Hlutfall einómettaðra fitusýra 

(MUFA) af heild. (n=3). (C) Hlutfall fjölómettaðra fitusýra (PUFA) af heild. (n=3). 
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Tafla 8. Samanburður á fitusýruinnihaldi „basolateral“ þarmaþekjufrumna í Atlantshafsþorski og rottu. Lípíð voru dregin út og þáttuð 

samkvæmt aðferð Dreyfus et al. [51]. Boron triflúoríð var notað til að búa til fitusýru metýl estera og voru þeir síðan greindir á gasgreini 

(GC/MS). (n=3). 
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Reiknuð gildi frá fitusýrugreiningu á þorski og rottu 

Hlutfall fjölómettaðra á móti mettaðra fitusýra (P/S hlutfall) er sýnt á mynd 51A. Eins 

og búist var við var hlutfallið hærra í þorski í fosfólípíð flokknum. Hins vegar var 

hlutfallið lægra í öðrum flokkum. Reiknuð var meðal kolefniskeðjulengd en hún 

reyndist yfir heildina litið um einu kolefni lengri í þorskinum en í rottunni, sjá mynd 

51B.  

Á mynd 51C er tvítengjastuðull fitusýranna sýndur, en hann reyndist hærri í þorski 

í öllum flokkum nema NSL.  

 

 

 
Mynd 51. Reiknuð gildi út frá fitusýrugreiningu á BLM sýni rottu og þorsk. (A) 

Hlutfall á milli fjölómettaðra og mettaðra fitusýra (P/S). (n=3). (B) 

Meðalkolefniskeðjulengd. (n=3). (C) Tvítengjastuðull fitusýranna. (n=3). FL er 

fosfólípíð, NSL er ósíalýleruð glýkólípíð, MG er mónó-síalýleruð ganglíósíð og PG er 

pólý-síalýleruð ganglíósíð. 

Fitusýrusamsetning fæðunnar sem þorskurinn og rottan var á  

Samsetning fæðunnar getur haft áhrif á hver lípíðsamsetning frumuhimnunnar er. Í 

töflu 9 er fitusýrusamsetning fæðunnar sem þorskurinn og rottan var á. 
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Tafla 9. Fitusýrusamsetning fæðu sem þorskurinn og rottan var á. 

Fitusýrur  Rotta  Þorskur 

14:0 - 6,9 

15:0 - 0,4 

16:0 18,9 12,0 

16:1 0,2 5,0 

16:2 - 0,4 

16:3 - 0,2 

16:4 - 0,6 

17:0 - 0,2 

18:0 2,1 1,1 

18:1 17,8 10,7 

18:2 53,4 1,3 

18:3 5,6 1,3 

18:4 - 3,8 

20:0 - 0,2 

20:1 - 12,2 

20:2 - 0,2 

20:4 - 1,0 

20:5 - 7,6 

21:5 - 0,4 

22:1 - 19,9 

22:5 - 0,9 

22:6 - 8,7 

24:1 - 0,7 

Óþekkt 2,1 4,1 

 

-: Fitusýra ekki til staðar  

Þorskurinn var á fæði frá Laxá, kallað Viking komplett. 

Rottan var á fæði frá SDS (e. Special diet service). 

 

 

 

 



93 

Viðauki E. Niðurstöður Edman N-endagreiningar   

Niðurstöður gagnabankaleitar í NCBI (e. National Center for Biotechnology 

Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) á niðurstöðum Edman N-enda 

greiningarinnar er sýnd á mynd 52.  

 

(A) 

 

 
 

(B) 

 

 
 

Mynd 52. Gagnabankaleit á röðum eftir N-enda greiningu í NCBI (e. National 

Center for Biotechnology Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). (A) 

Amínósýru-röð á N-enda á próteinbandi nr. 1 á mynd 34: ATVTTQNADGSNQ. 

(Lífvera: ekkert valið, gagnabanki: N-redundant protein sequences). (B) 

Amínósýruröð á N-enda á próteinbandi nr. 2 á mynd 34: ATVTTQNADGSNQ. 

(Lífvera: ekkert valið, gagnabanki: N-redundant protein sequences). 

 

Böndin voru massagreind með MALDI-TOF MS. Fyrir band 2 staðfesti 

massagreiningin fyrri niðurstöður, ásamt ms/ms róf af einum toppinum. 

Niðurstöðurnar eru sýndar á mynd 53.  
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(A) 

 

 
 

(B) 

 

 
 

(C) 

 

 
 

Mynd 53. Massaróf (A), MS/MS róf af toppi 1324 (B) og niðurstöður úr Mascot 

fyrir band nr. 2. á mynd 34. 
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(A) 

 

 

 

(B) 

 

 
 

Mynd 54. Massaróf (A) og niðurstöður úr Mascot fyrir band nr. 1. á mynd 34. 

 

Viðauki F. Einangrun Na,K-ATPasa, massagreiningar 

Sýni úr einangrunarferli Na,K-ATPasa voru massagreind eftir rafdrátt en niðurstaðan 

er sýnd á mynd 55 fyrir hlaup á mynd 37.  
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(A) 

 

 
 

(B) 

 

 

 
 

Mynd 55. Niðurstöður úr Mascot fyrir bönd á mynd 37. (A) Band 1. (B) Band 2. 


