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Agrip

Himnuflekar eru litil, misleit, sterél- og sphingdlipid rik svedi sem gegna
mikilveegum hlutverkum i ymsum frumuferlum. Vegna mikilveegi peirra hefur &hugi a
himnuflekum aukist & undanférnum arum og kenningin um tilvist peirra fengid meiri
medbyr. Rannsdéknir & himnuflekum ar innri hluta parmapekjufrumna ar kaldsjavar-
geislauggum svo sem porski hafa ekki verid framkvemdar adur, svo framarlega sem
vid vitum. Markmid verkefnisins var ad einangra og skoda samsetningu slikra
himnufleka Ur Atlantshafsporski. Atlunin var ad stadfesta tilvist peirra og athuga
hvort peir syni sému einkenni og himnuflekar annarra lifvera.

I upphafi verkefnisins var fundin adferd til ad einangra innri himnu pekjufrumna.
Med breytingum sem gerdar voru a &dur birti adferd reyndist mégulegt ad einangra
pennan frumuhluta med litilli mengun fra 6drum frumuliffeerum. Himnuflekar voru
sidan einangradir 0r frumuhimnunni og lipidsamsetning peirra midad vid
heildarhimnuna skodud. Himnuflekarnir reyndust kolester6l og sphingolipid rikir, en
pad er i samraeemi vid pad sem adur hefur verid birt um himnufleka. Lipidsamsetning
beirra reyndist pé Ovenjuleg ad pvi leyti ad magn af mettudum fitusyrum var ekKi
meira en i heildarhimnunni. Greining a proteinsamsetningu himnufleka og
heildarhimnunnar var hafin i pessu verkefni, en fjogur keypt motefni af peim sem
préfud voru reyndust alitleg til ad audkenna protein i porski. Einnig var einangrun &
Na,K-ATPasa komin vel af stad.

I pessu verkefni voru himnuflekar i fyrsta skipti einangradir Gr innri himnu
bekjufrumna i pormum Atlantshafsporsk og tilvist peirra par stadfest.



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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1. Inngangur

Markmid pessa verkefnis var fjorpeett, (a) proa adferdar til ad einangra innri himnu
pekjufrumu ar porski, (b) proa adferd til ad einangra himnufleka, (c) greina
fitusamsetningu innri himnunnar og (d) einangra ahugaverd protein ar innri himnunni,
par & medal Na,K-ATPasa.

Meltingarvegur likamans skapar kjoradstedur fyrir nidurbrot og upptoku & hina
ymsu tegundum faeduefna sem hann parfnast. Parmur er mikilveegur hluti af
meltingarkerfinu, en par er faedan melt og naringarefni tekin upp med virkum eda
ovirkum flutningi. Einfalt lag pekjufruma myndar ysta lag parmanna ad holryminu, en
bad er verndad gegn lagu syrustigi ramsins med slimi. Skautadar parmapekjufrumur
stjorna upptoku faeduefna, en frumuhimnu peirra mé skipta uppi tvd sveedi. bad er
annars vegar burstalag (e. brush border membrane, BBM) eda ,,apical“ hluta og hins
vegar ,,basolateral” hluta (BLM). Snyr burstalag himnunnar ut ad holrymi parmanna
(ytri himnan) og ,,basolateral“ hlutinn fra pvi (innri himnan) [1]. Mynd 1 synir
stadsetningu og utlit pekjufrumna i parmi.

Alkaliskur fosfatasi, AP, er ensim sem ——— Burstalag

Ortotur

hvatar vatnsrof fosférsambanda og hefur mjog
breida sérvirkni [2]. Mismunandi afbrigdi
ensimsins hafa 6lika hvotunarvirkni sem gerir
ensimid ad ahugaverdu rannsoknarefni. |

finnst 1 lifverum { 6llum rikjum lifsins. AP (“3\‘\‘5'“”"“%
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pekjufruma

heilkjarna frumum er ensimid bundid
utanverdri  frumuhimnunni  med  GPI )
(glykdsyl-fosfatidylindsitol) akkeri, en GPI- /
tengt protein eru adallega stadsett a i s
himnuflekum  frumuhimnunnar ~ [3]. |
pormunum er AP ad finna BBM megin a
skautadri pekjufrumu, en liffreedilegt hlutverk
pbess par er umdeilt og ad mestu Opekkt [4].
Nylega hefur po verid varpad fram beirri g

kenningu ad AP geti att patt i pvi ad koma | &= e
veg fyrir bolgu af véldum orvera i pormum 5""&
med pvi ad gera lipopdlysaccharid Geitrad [5]. Mynd 1. Smaparmar. Myndin synir
Einnig hefur verid synt fram 4 ad AP i hvernig  frumuhimna  parmabekju
p6rmum masa hefur hradatakmarkandi ahrif &4 Skiptist i tvo hluta. Myndin er fengin dr
upptoku fitu [6]. bok Silverthorns [1]

A undanférnum arum hafa verid framkveemdar ytarlegar rannsoknir & ensiminu r
bérmum Atlantshafsporsk (Gadus morhua) af rannséknarhépi Dr. Bjarna Asgeirssonar

vid Haskdla Islands, baedi & hvitunargetu pess og byggingu [7-9]. betta var talinn sterkur
grunnur til ad hefja rannséknir & liffreedilegu hlutverki AP i pérmum, og par sem hlutverk
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AP i heilkjarna frumum getur verid motad af stadsetningu pess var &kvedid ad skoda
himnufleka nanar. Langtima markmid var pvi ad einangra himnufleka ur pekjufrumum
borskaparma og greina protein- og lipid innihald peirra, svo samsetning peirra yrdi ljos.
Pannig veeri haegt ad skoda umhverfi himnupréteinsins nanar og lera meira um
liffreedilega virkni pess. Atlantshafsporskur er vinsell fiskur til manneldis og er pvi
mikilveegt ad skilja nanar hlutverk AP par sem virkni ensimid getur haft ahrif & heilsu
pborsksins, ekki sist ef hann verdur mikilvaegur eldisfiskur.

petta verkefni var pvi hluti af sterra verkefni, en markmid pess var ad skoda
protein og lipid samsetningu BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks og
himnufleka einangrada Ur peim hluta. Tveer astaedur lagu ad baki rannsdkninni, annars
vegar var &tlunin ad bera samsetningu himnunnar saman vid BBM en pannig ma fa
heilsteda mynd af frumuhimnu pekjufrumna ar porski og umhverfi AP. Hins vegar
var astedan ad stadfesta tilvist himnufleka i BLM hluta pekjufrumna ar pérmum
Atlantshafsporsks og athuga hvort peir syna svipud einkenni og i 6drum lifverum.
Ekki hafa verio gerdar rannsoknir & himnuflekum BLM hluta parmapekjufruma
geislaugga (e. ray-finned fishes) adur, svo framarlega sem vid vitum. Med pessum
rannsoknum vonudumst vid pvi til ad auka pekkingu manna innan okkar fraedisvids &
edli himnufleka i kaldsjavarfiskum.

1.1. Frumuhimna

Frumuhimna umlykur sérhverja frumu, afmarkar hana og vidheldur mun &
samsetningu umfrymis og umhverfis. Gegnir hin ymsum hlutverkum, medal annars
verndar frumuna gegn innras veira og orvera, stjornar for efna inn og ut ur frumunni
og tekur vid bodum Gr umhverfinu. Samsetning himnunnar tekur mid af mismunandi
umhverfi hennar og 6likum porfum frumna & hverjum stad [10].

Frumuhimnan er sveigjanleg, punn og jafnframt héalfgegndreep. P6 samsetning
hennar sé mismunandi, er grunnuppbygging hennar svipud. Himnunni er oft lyst med
seigfljotandi tigulsteinalikani (e. fluid mosaic model) eins og synt er 4 mynd 2. bar er
synt hvernig lipidsameindirnar mynda nokkurs konar samloku par sem vatnsaekni hluti
sameindarinnar snyr Ut og vatnsfelni hlutinn snyr inn og & moti vatnsfelum hluta
annarrar lipidsameindar. Asamt lipidum er himnan samsett Gr mismunandi proteinum
og kolesteroli. Einnig eru sykursameindir tengdar vid utanverda frumuhimnuna [10].

Himnuproétein gaeda frumuhimnur sinar olikum liffreedilegum eiginleikum, en pau
hafa mérgum hlutverkum ad gegna. Pau geta til deemis starfad sem flutningsprotein,
vidtakar eda ensim. Flutningur efna yfir himnuna getur verid hlutlaus, en pa fleeda efni
yfir himnuna vegna mun & styrk eda hledslu, eda virkur flutningur en pa parf préteinid
orku til ad flytja efni yfir frumuhimnuna gegn styrkhallanda [10]. Na,K-ATPasi (flytur
Na* og K), klérgéng (CLC gong, flytja CI") og aquaporin (vatnsgéng) eru demi um
flutningsproétein, en ahugi & himnupréteinum og skilningur a edliseiginleikum peirra
hefur aukist & undanférnum arum. Framproun a svidi Kristallsgreiningar er helsta
asteedan & bak vid pessum aukna dhuga. Ad kristallsgreina himnuprétein er mérgum
vandamalum tengt, en helsta astedan fyrir pvi ad erfitt er ad kristallsgreina pau
sérstaklega er ad pau una sér illa i vatnslausn.



Prétein eru himnubundin & mismunandi vegu. Pau geta verid innlimud i himnuna,
verid a jadrinum eda jafnvel fest vio himnuna med akkeri. Par sem préteinin eru ad
mestu leyti umlukin dskautudu umhverfi himnunnar, parf bygging peirra ad taka mid
af pvi. Almennt gildir fyrir himnuprotein ad pau hafa eingdngu skautadar aminosyrur
4 svedum sem visa Gt ar himnunni eda visa inn ad kjarna préteinanna par sem peer
vixlverka vio adra skautada hdpa og taka patt i ad mynda gong i gegnum himnuna.
Hlidarkedjur & ytri bordi pessara proteina eru sidan ad mestu leyti vatnsfaelnar. Vegna
umhverfisins hafa himnuprétein sterka tilhneigingu til ad mynda 2. stigs byggingu, en
stakir helixar eru til deemis stoédugir i himnum og algengir par. Annad byggingalegt
einkenni himnupréteina er ad hafa tyrésin og tryptéfan a skilum himnunnar og
skautads umhverfis [10].

€ 3 £ o~ Glykoprotein

- Glykdlipia

Lipia
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Protein tengt
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Protein

Mynd 2. Seigfljotandi tigulsteinalikan af frumuhimnunni. Myndin synir hvernig
tvofalt lag lipida myndar samloku, par sem vatnsakni hlutinn snyr Gt og vatnsfaelni
hlutinn inn og & moéti vatnsfeelnum hluta annarrar lipidsameindar. Einnig synir han
hvernig protein, kolesterdl og sykur tengjast frumuhimnunni. Myndin er fengin ar bok
Nelsons og Cox [10].

Eiginleikar préteina i himnunni geta verid had lipidumhverfi peirra [11]. Til demis
fljotanleika og lipidsamsetningu i nasta nagrenni. Lipid er fjolbreyttur hépur efna, en
bau geta verid skilgreind sem efni sem eru leysanleg i lifrenum leysum [12]. Haegt er
ad skipta lipidum upp i tvo hdpa, pad er annars vegar skautud lipid eins og fosfolipio
og hins vegar hlutlaus lipid eins og triacylglyserid (pad er po ekki talid hluti af
himnunni). Fosfoglyserid er mikilvegur hépur innan frumuhimnunnar, en tveer
fitusyrur eru bundnar vid glyserdl og & endakolefninu er fosfatalkohol hopur. |
himnunni snyr skautadi fosfatalkoho6l hopurinn Gt ad vatnsyfirbordinu, en fitusyrurnar
inn og & moti 6drum fitusyrukedjum. Byggingin er synd a mynd 3A, en einkenni hvers
flokks fosfélipada redst af hopnum sem eru tengdir vid fosfatid (mynd 3B).
Fosfolipid sem eru tengd vid etandlamin, serin og inositol eru helst ad finna i innra
lagi himnunnar sem snyr ad umfryminu. Fosfatidylkolin er hins vegar frekar hluti af
ytra lagi himnunnar dsamt sphingéomyelini [12].



Sphingolipid er annar flokkur skautada lipida. Bygging peirra samanstendur af
sphingosini og fitusyru. Kallast pessi bygging ceramid, en pegar fosforylkélin er
bundin vid bygginguna Kallast hin sphingémyelin. 1 stadin fyrir fosforylkélin getur
sykra verid bundin vid bygginguna og myndar pa glykdsphingolipio [12]
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Mynd 3. Bygging fosfélipida (FL) og mismunandi tengihdpa. (A) Grunnbygging
fosfélipida. Glyserodl er tengt vid tveer fitusyru kedjur og eitt fosfat. (B) Tengihdpar vid
fosfathdpinn. R taknar grunnbyggingu fosfélipida. Myndin er fengin Gr grein eftir
Tocher [12].

Triacylglyserol (triglyserid) er stér hopur hlutlausra lipida sem saman stendur af
fitusyrukedjum a prem alkahol hopum glyserdls. Vox telst annar hopur hlutlausra
lipida, en pa myndar fitusyra estertengi vid fitusyru alkahol. Sidasti hdpurinn sem
verdur nefndur hér er hopur sterdla, en pessi hdpur er talsvert olikur peim sem talad
hefur verid um &dur byggingalega séd (sja mynd 4). Kolesterdl er pekktast innan pessa
hops en pad er forveri annarra steréla. bad er einnig mikilvaegt sem hluti af
frumuhimnunni, en kélesterdl & patt i ad tempra seigju himnunnar [12].

Samsetning frumuhimnar midast vid visst hitastig, en lipid hafa mismunandi
braedslumark sem fer medal annars eftir mettun og lengd fitusyrukedja. Ef umhverfi
himnunnar verdur kaldara en han er gerd fyrir getur hin ordid seig og dregid getur ar
starfsemi préteina. Hins vegar ef umhverfishitinn er heerri en han er gerd fyrir getur



han ordid of fljotandi og jafnvel leyst upp. Frumuhimnan er pvi had vissu hitastigi til
ad geta uppfyllt skyldur sinar [13].

Atlantshafsporskur (Gadus morhua) er botnfiskur sem lifir i kéldum sjé i Nordur
Atlantshafi. borskur getur haest lifad vid 23-24°C, en hann finnst afar sjaldan vid
haerra hitastig en 16°C. Hins vegar er porskur mjog kuldapolinn og hefur fundist vid
hitastig leegra en nuall gradur &

selsius. Kjorvaxtar-hitastig porsks er =

p6 vid um 7°C [14]. Par sem pessi - CHa
lifvera lifir vid kaldar adsteedur ma

blast vid ad frumuhimna pekjufrumu CHg
porsks hafi fleiri cis Omettadar CHa

fitusyrur, meira af  léngum
fjolomettudum  fitusyrum, heerra
fosfatidyletanolamin/fosfatidylkélin
hlutfall og heerra kolesterolmagn en
lifverur sem lifa vid heerra hitastig.
pessir pettir eru pekktir fyrir ad
draga Ur seigju frumuhimnunnar [13].
pad er einnig pekkt ad frumuhimnur lifvera geta adlagast breyttum umhverfishita,
medal annars himnur i pekjuvef fiska [13, 15-17]. Rannsdkn & hitastigsadlogun
frumuhimnu parmapekjufrumna i vatnakarfa (e. carp, Cyprinus carpio) hafa medal
annars gefid mjog ahugaverdar nidurstodur. Paer syndu baedi fram & pad ad BLM og
BBM hluti himnunnar hafa 6lika lipidsamsetningu sem méa skyra med 6liki hlutverki
og umhverfi, og ad BLM himnan getur adlagast breyttu hitastigi [15].

HO

Mynd 4. Kolester6l. Myndin er fengin ur
grein eftir Tocher [12].

1.2. Himnuflekar

pegar seigfljotandi tigulsteinalikan Singers og Nicholson var birt arid 1972 (mynd 2),
var pad mikilveegt skref i att ad auknum skilningi & uppbyggingu frumuhimnunnar.
Likanid synir hvernig tvofalt lag lipida myndar samloku med proteinum dreift
tilviljunarkennt um hana. [ dag er petta heldur einféldud mynd af pvi sem vid vitum
um himnuna, en hdn er ekki eins einsleit eins og likanid synir. Fyrir rGmlega tuttugu
arum eda arid 1988 birtu Simons og van Meer kenningu um ad innan himnunnar veru
sértakir klasar [18]. Miklar rannsoknir hafa verid framkvemdar & frumuhimnunni
sidan pa og kenningin um klasa eda himnufleka (e. lipid rafts) svokallada hafa fengid
meiri medbyr. Arid 2006 komu freedimenn sér saman um skilgreiningu & hvad
himnuflekar veeru en hun hljédar a pessa leid:

,Himnuflekar eru litil (10-200 nm), misleit, breytileg, sterdél- og
sphingolipiorik sveedi sem framkvema frumuferla. Litlir flekar geta
myndad steerri med proétein-protein eda lipid-protein samskiptum [19].

| pessari ritgerd mun ordid himnuflekar vera notad yfir 6rklasamyndun i
frumuhimnunni, en vidbét vid frumuhimnulikanid méa sja @ mynd 5. Hafa pessir klasar
gengid undir ymsum néfnum par & medal sapu-polnar himnur (DRM), sapu-
Oleysanleg glykolipid rik sveedi (DIGs), glykolipid-rikar himnur (GEMs) og edlislétt
Triton-6leysanleg svaedi (LDTI) [20]. Pessi nofn eru flest skirskotun hvernig



himnuflekar eru einangradir, en vid einangrun himnufleka er 6leysanleiki peirra i
6jonudum sapum vid lagt hitastig (~4°C) yfirleitt nyttur. Ein algengasta adferdin i dag
er ad medhondla frumuhimnuna med 1% Triton X-100 og adskilja leysanlega hlutann
fra peim oleysanlega (himnufleka hlutinn) med pvi ad spinna efnividinn gegnum
stigul vid haan g-kraft. VVar pessari adferd upphaflega lyst af peim Brown og Rose [3],
en pau lystu einangrun & kolesterol- og glykosphingdlipid rikum himnuflekum og ad
GPI-tengd protein hefdu einangrast med.

Himnufleki, rikur af kolesteroli
og sphingolipidum

Kolesterol GPl-tengd

protein

Utan frumu

Acyl hopar
— (palmitoyl, myristoyl)
Protein

(acylad tvisvar)

Mynd 5. Himnufleki. Myndin er vidbét vid seigfljotandi tigulsteinalikan Singers og
Nicholson, en pad synir kdlesterol og sphingolipid rikan fleka innan frumuhimnunnar.
Myndin er fengin ar bok Nelsons og Cox[10]

P& Triton X-100 adferdin sé einna vinselust, hafa adrar adferdir verid notadar.
Medal annars notkun annarra ¢jonadra sapa (Brij-96) og adferdir &n sapu eins og
medhdndlun med hau syrustigi og hljédbylgjum [20]. Einnig hafa verid framkveemdar
tilraunir vid mismunandi hitastig og hafa verid einangradir svokalladir ,,ofurflekar*
vid 37°C, en pad var liffreedilegt hitastig peirrar lifveru sem rannsokud var [21].
Helsta gagnryni a himnuflekakenninguna er hvernig peir eru einangradir, pad er med
notkun 6jonada sapa og lagt hitastig. Hafa verid vangaveltur um hvort pessir peettir yta
undir myndun peirra in vitro, en séu ekki til stadar in vivo. A undanfornum arum hafa
b6 verdid birtar rannsoknir, medal annars med fldorljdbmandi merkingum, sem gefa til
kynna tilvist peirra in vivo [22, 23].

Starfsemi préteina getur verid had umhverfi peirra eins og nefnt hefur verid i
kaflanum hér & undan. Himnuflekar geta pvi skapad kjorid umhverfi fyrir sum protein.
Annar kostur vid sampjoppun préteina i himnufleka er ad koma proteinum sem purfa
ad vinna saman i aukid navigi. Med pvi ad skapa sérstakt umhverfi lipida og med
sampjoppun vissra préteina eru himnuflekar taldir taka patt i mérgum mikilveegum



storfum frumuhimnunnar. Par & medal styra bodleidum, hafa ahrif & starfsemi
jonadzla og styra upptoku efna. Pbetta gerir himnufleka ad mjog ahugaverdu
rannsoknarefni og hafa peir fengid aukna athygli & undanférnum arum medal annars
sem hugsanleg lyfjatakmaork [20, 24, 25].

Himnuflekar er misleitur hépur og hafa pvi mismunandi protein og lipid
samsetningu. P hafa rannséknir synt ad viss protein hafa tilhneigingu ad vera frekar
innan himnufleka i stadinn fyrir ad vera fyrir utan. Protein innan himnufleka eru til
daemis heterotrimeric G prétein, flotillin, caveolin-1 og annexin. Einnig eru GPI-tengt
protein, eins og CD-14 og AP, pekkt fyrir ad vera tengd himnuflekum [24-26].

Lipidsamsetning himnfleka hefur viss einkenni p6 ad munur getur verid a milli fleka.
Peir eru medal annars yfirleitt kdlesterdl og sphingolipid rikari en umhverfi peirra. Einnig
eru fosfolipid peirra yfirleitt tengd meira mettudum fitusyrum en fosfolipid heildar
himnunnar. Aukning & sphingdémyelini kemur yfirleitt nidur & magni fosfatidylkdlin, svo
magn kolinberandi lipida verdur svipad i himnuflekum og frumuhimnunni. Rannsoknir a
himnuflekum hafa einnig leitt i [jos ad magn fosfatidylserin getur verid tvisvar til prisvar
sinnum haerra i flekum en heildar himnunni [25].

1.3. Na,K-ATPasi

Na,K-ATPasi eda natrium-kalium dzla eins og hun er oft kéllud, var fyrsta jonadeelan
sem var uppg6tvud en henni var fyrst lyst &rid 1957 af manni ad nafni Jens. C. Skou
[27]. Fyrir pessa mikilveegu uppgdtvun var hann heidradur med Nobelsverdlaunum i
efnafraedi &rid 1997, sem hann deildi med Prof. Paul D. Boyer og Dr. John E. Walker
fyrir rannséknir synir & FOF1-ATPasa. Med pessu framtaki pjappadi hann saman
lifedlis- og lifefnafreedingum sem héfou dhuga a ad rannsaka flaedi jona i tengslum vid
himnuspennu og virkan flutning.

Na,K-ATPasi er dala af P-gerd og gegnir pvi hlutverki ad flytja natrium jonir (Na")
yfir frumuhimnur inn i frumur og kalium (K") jonir Gt gegn styrkhallanda. petta er
virkur flutningur og notar proteinid adenosin 5”-trifosfat (ATP) sem orkugjafa. Proteinid
finnst i 6llum lifverum og gegnir mikilveegum hlutverkum i frumum, medal annars vid
ad vidhalda himnuspennu og innra frumurdmmali. Préteinid finnst til deemis i nyrum,
talknum, pormum, vodvum og taugafrumum, en i skautudum pekjufrumum er proteinid
po adeins ad finna ,,basolateral* megin [28]. Var proteinid pvi kjorid sem merkiensim
fyrir BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks vid einangangrun & peim hluta,
asamt pvi ad vera athyglisvert vegna mikilveegi pess i pormum.

1.3.1. Bygging

pegar Na,K-ATPasi hydrolyserar ATP er endafosfatid & ATPinu tengt vid proteinid
vid karboxylenda aspartik syru. Myndun acylfosfats sem millistigs er eitt af
einkennum P-typu ATPasa og er aminosyrurédin D-K-G-T-[LIVM]-[TIS] eitt af pvi
sem skilgreinir pennan hop jénagangna fra 6drum. bessi gerd af ATPdsum hefur um
300 medlimi, en & undanférnum arum hafa komid upp nokkur flokkunarkerfi til ad
reyna ad flokka pa nanar innan hopsins sem byggjast & hvada jonir peir flytja og a
mismun i byggingu [28].

Na,K-ATPasi er tvennd, off heterodimer, sem samanstendur af um ~110 kDa a-
einingu og sykradri B-einingu (~55 kDa sykrud). Adeins ATPasar sem flytja kalium



jonir asamt 60rum jonum hafa B-einingu, en dsamt Na,K-ATPasa er pad adeins H,K-
ATPasi af P-gerd jonadeela sem hefur adra einingu [28]. a-einingin hefur um 1012
amindsyrur og samanstendur af tiu o-helixum sem fara i gegnum himnuna og lykkjum
sem tengja pad saman utan himnunnar. Steerst er tengin milli helix 4 og 5, en hin
samanstendur helst ur B-flotum. a-einingunni er haegt ad skipta nidur i fjoéra undirklasa,
en peir eru merktir inna mynd 6. Prir af peim eru umfrymisklasar (N, P og A) og einn er
himnueining (M). N einingin gegnir pvi hlutverki ad binda ATP, P einingin flytur y-
fosfat af ATP & ensimid og A einingin er naudsynleg til ad affosforilera ensimid og
tengir hydrdlyseringu ATP vid jonaflutning i gengum himnuna [29, 30].

Greint hefur verid fra fjorum mismunandi isé6formum af a-einingunni, en pau
finnast i mismunandi hlutféllum i mismunandi vefjum til ad geta komid til mots vid
parfir frumna a hverjum stad. Amindsyrur6din er mjog samberileg, en helsti
munurinn felst i breytingu & N-enda. Isoform a; finnst nanast i 6llum tegundum af
frumum par a4 medal i parmapekjufrumum, o, er helst ad finna i frumum
beinagrindavodva, az i taugavef og a4 i frumum i eistum [31]. Einnig hefur verid
greint fr& um premur mismunandi is6formum af B-einingu [31]. Hefur mismunandi
samsetning isémera ahrif & virkni proteinsins.

Utan frumu s \C

N

Mynd 6. @ og g eining Na,K-ATPasa. (A) Mynd af  og £ einingu Na,K-ATPasa. Svaedi A, P
og N tékna undirklasa « einingarinnar. N taknar amindenda proéteinsins og C karboxylenda.
Myndin er fengin ar grein eftir Jorgensen [31]. (B) Nanari mynd af g-eining Na,K- ATPasa.
Dokka linan vid C-endann taknar pann stad sem tengist lykkju @ milli helixa 7 og 8 a a-
einingunni. Svortu spordskjulaga hringirnir tdkna bindingu oligosakkharida vid bygginguna
og S-S taknar stadsetningu brennisteinsbria. Myndin er fengin ar grein eftir Kaplan [28].

B-einingin er um ~37 kDa og samanstendur af um pad bil 370 amin6syrum [28].
Einingin fer einu sinni i gegnum frumuhimnuna sem a-helix en N-endi einingarinnar
er umfrymismegin. C-endinn er fyrir utan frumuna og er mun lengri enn N-endinn.
Hann er bundinn premur sykureiningum og hefur prjar mikilveegar brennisteinsbryr
(sja mynd 6B). Hafa rannsOknir synt ad ef bryrnar eru eydilagdar med J-
merkaptoetanoli eda DTT pé dregst verulega Ur virkni Na,K-ATPasa [28]. Rannsdknir
& B-einingunni hafa synt ad han er mikilveeg pegar kemur ad bindingu og flutningi



jona og virkni heildareiningarinnar [29]. Einnig virdist han mikilvaeg pegar kemur ad
pvi ad innlima nymyndada deelu i frumuhimnu. An hennar er a-eining ekki flutt og
innlimud i frumuhimnuna [28].

Litid protein, um ~9 kDa, var uppgoétvad fyrir um 30 arum og er kallad A-eining
Na,K-ATPasa. Proteinid parf ekki & pessari einingu ad halda til ad vidhalda virkni, en
bad getur pé haft ahrif & seekni pess i ATP, natrium og kalium [29].

1.3.2. Hvarfgangur

Heilkjarna dyrafrumur eru med haan styrk af natriumjonum utan vid frumuna og haan
kalium styrk innan i frumunni. Kalium hefur pvi tilhneigingu til ad leita ut ur
frumunni & medan natrium leitar inn. Na,K-ATPasi gegnir pvi mikilveega hlutverki ad
vidhalda styrksmuninum og par af leidandi vidheldur pad naudsynlegri himnuspennu.
Proteinid flytur prjar natrium jonir at ar frumunni fyrir hverjar tveer sem pad flytur
inn. Kerfid er orkufrekt og gengur fyrir ATP, en préteinid er talid nota um pridjung af
bvi ATP sem er myndad i likamanum [29].

Mynd 7. Bygging a-einingar Na,K-ATPasa, hreyfing undireiningara ur stellingu E;
i E». a-helixar eru syndir sem blair og graenir og p-fletir sem gulir og raudir. Myndin
er fengin Ur grein eftir Kaplan [28].

Na,K-ATPasi er i tveimur mismunandi stellingum eftir pvi hvar pad er i
hvarfhringnum, kallad E1 og E2 [30]. I upphafi bindur Na,K-ATPasi prjar natrium jonir
ar umfryminu, sidan fosforilerar ATP préteinid. Vid pad myndast orkurikt tengi (merkt
~ & mynd 8) og i framhaldinu fer proteinid ur stellingu E1 i E2 og hleypir natrium



jonunum Ut (sja mynd 7). Fyrsta natrium jonin fer hratt Gt, en hinar tveer haegar. |
stellingu E2, eftir losun natrium jénanna, bindur proteinid tveer kalium jonir og hvarfast
vid vatn en vid pad losnar dbundna fosfatid inni umfrymid. Pumpan lokar hringnum
med pvi ad breyta sér aftur i upphaflegu stellingu (E1) og sleppir ad lokum kalium
jonum Gt umfrymis megin. Hvarfhringinn mé sja & mynd 8, en hringurinn er magnesium
hadur. Ouabain er sérstakur hindri & Na,K- ATPasa en pad bindst préteininu utan
frumunnar og getur komid i veg fyrir ad hvarfid gangi sinn edlilega hring.

A\TP

2K Umfrymi  O,PO 2~

PO, H+

QpO,?
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Mynd 8. Hvarfhringur Na,K-ATPasa. E; og E, eiga vid mismunandi stellingar
proteinsins. Svortu drvarnar tdkna venjulega leid hvarfsins, en raudu hugsanlegan
stad par sem hvarfid getur gengid i badar attir. Kalium jonir (K*) eru taknadar med
graenu, en natrium (Na*) med blau. Myndin er fengin ar grein eftir Faller [29].

1.3.3. Umhverfi

Umbhverfi Na,K-ATPasa i himnunni hefur ahrif & virkni hans. bad hefur medal annars
verid synt fram & ad pykkt frumuhimnunnar og fljotanleiki hennar hefur ahrif &
starfsemi préteinsins, asamt fosfolipiosamsetningu, koélesterélmagni og lengd
fitusyrukedja [11]. Ymsar rannsoknir hafa verid framkvaemdar & ahrifum samsetningar
himnunnar & proteinid, par & medal i talknum fiska. [ Atlantshafsporski syndu
Staurnes et al. fram & ad virkni proteinsins veeri had fljotanleika himnunnar i frumum
talkna, en peir reektudu fisk annars vegar vid 8°C og hins vegar vid 1°C i 17 daga [14].
Sau peir enga breytingu & himnusamsetningu i talknum, en virkni Na,K-ATPasa var
heerri i fiskum reektudum vid leegra hitastig sem gefur til kynna ad aukin virkni tengist
minni fljotaleiki himnunnar. Almennt hefur po verid synt fram a ad peettir sem auka
fljotanleika himnunnar hafa tilhneigingu ad auka virkni Na,K-ATPasa [11]. Til demis
hefur verid synt fram & ad i nyrum og pérmum silungs sé aukid kolester6lmagn, sem
stifir himnuna, og framkalli neikvaed ahrif & virkni Na,K-ATPasa [32].

Yfirleitt er Na,K-ATPasi talinn vera fyrir utan himnufleka, medal annars i
skautudum pekjufrumum. Nylegar rannsoknir hafa p6 synt fram & ad préteinid geti
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einnig verid innan himnufleka og jafnvel fert sig inni fleka ef adsteedur krefja [33,
34]. Hefur medal annars verid synt fram a ad i talknum silungs feerir préteinid sig inni
himnufleka pegar fiskurinn fer ur fersku vatni og yfir i sj6. Vid pad eykst virkni
préteinsins, liklega vegna studning glykdsphingolipida vid proteinid. Hefur liklega
porf fyrir jonaflutning Na,K-ATPasa mikid ad segja um stadsetningu proteinsins
hverju sinni. bad er pvi ahugavert ad sja hvort Na,K-ATPasi sé hluti af himnuflekum i
parmapekju Atlantshafsporsk eda ekki.

1.4. Uppsetning rannséknar

Markmid rannsoknarinnar var ad einangra og greina protein- og lipid samsetningu
BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks og himnufleka fra peim hluta. Til ad
na settu markmidi vard i upphafi rannsdknarinnar ad finna goda leid til ad einangra
BLM. Var pvi farid i ad proa einangrunaradferd sem hentadi pessum efnivid, en
merkiensim voru notud til ad fylgjast med hvernig adferdin gekk fyrir sig. Na,K-
ATPasi var valinn til ad nota sem merkiensim fyrir BLM hluta par sem préteinid
finnst adeins peim megin i skautudum pekjufrumum.

Pegar asettanlegum efnivid var ndd var farid i ad einangra himnufleka. Einangrun
himnufleka var framkveemd med sapumedhdndlun (1% Triton X-100), en ad lokinni
einangrun var kannad hvort peir syndu svipud einkenni og i 6drum lifverum.

Til ad fa heildarsyn yfir samsetningu BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks
var &tlunin ad greina protein- og lipidsamsetningu hans. Ytarleg greining & lipidum var
framkveemd med punnlagsskiljun (TLC), ljésgleypnimalingum og med gasgreiningum &
fitusyrum. Var lipidgreining framkveemt baedi a BLM og 4 himnuflekum einangrudum ur
peim hluta. Vid greiningu & préteinsamsetningu BLM hluta parmapekjufrumna og
himnufleka Gr peim hluta, var etlunin ad stydjast vid virknimelingar, motefni og
massagreiningar. A mynd 9 er synt yfirlit yfir uppsetningu verkefnisins.

Virknimaslingar

: M iningar

Protein assagrelninga
Mdtefnalitun

Punnlagsskiljun

Gasgreining
Lipid Fosfor, hexdsa og
kolesterdl maeling
Einangrun BLM
Virknimaelingar
Prétein Massagreiningar
Matefnalitun

Parmapekjufrumur =
igrun himnufleka -
Atlantshafsporsks Punnlagsskiljun
Gasagreining

Fosfdr, hexdsa og
kolesterdl masling

Lipid

Einangrun dhugaverda Métefnaframleidsla
himnupréteina (Na,K-ATPasi)

Mynd 9. Flaedirit sem synir yfirlit yfir rannséknarverkefnid.
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2. Efni og adferdir

2.1. Efni

Tris[hydroxymetyllJamindmetan (Tris), N-[hydroxymetyl]piperasine-N-[2-etansulfon
syra] (Hepes), DNAasi Ur kalfabrisi, para-nitrofenyl fosfat, D-mannitol, ammonium
salt molybdik syra, adenosin 5°trifosfat dinatrium salt (ATP), pyruvate kinasi/laktat
dehydrogenasi ensim 0r kaninuvddva, ouabain octahydrate, fosféenolpyruvic syra
monokalium salt (PEP), B-nicotinamid adenin di-nucleotid (NADH), aprotinin,
leupeptin, N,N,N",N"-tetrametyletylendiamin (TEMED), acrylamid, bis-acrylamid,
natrium desyl sulfat (SDS), 2-merkaptdetandl, 2-prépandl, etylendiamin tetraacetic
syra (EDTA), etylenglykdl-bis-(B-amino-ethyl ether) N,N’-tetraacetic syra (EGTA),
p-nitréanilio, 2,6- diklorofendl-indofendl, imidazdl, iodoacetamid, Percoll, ediksyra,
glycyl glycin, natrium karbénat (Na,COgz), ammodnium bikarbénat (NH4HCO3),
dithiothreitol (DTT), trypsin, Sephadex G-25 fin kornott, kélester6l og stadlar fyrir
bunnlagsskilju voru fra Sigma-Aldrich Chemical Company. Sukrési og natrium Kklorio
fékkst fra Fluka Analytical. Ammdnium sulfat ((NH4)SO,), silicotungstic syru, silfur
nitrat, magnesium klérid (MgCl,), kalium klério (KCI), KH,PQO4, natrium hydrogen
fosfat (Na,HPO,), maurasyra, silica gel (kieselgel 60, 230-400 mesh) og silica gel 60
plétur fyrir punnlagsskiljun var fra Merck. Glysin fra Acros organics. Onnur efni en
talin eru upp hér ad ofan eru tekin fram i adferdarkaflanum par sem vid a.

2.2. Skilvindur og snudar

prjar skilvindur voru notadar vid framkvemd verkefnisins. Tver voru stadsettar &
Raunvisindastofnun Haskola islands, en per eru Hettich Universal 320R og Sorvall
RC-5C. pridja var af gerdinni Beckman Coulter Optima L-100xp sem er ofurskilvinda
(e. ultracentrifuge) og var stadsett i Oskju. Notast var vid snid SS-34 i Sorvall RC-5C
skilvinduna, en petta er snadur sem snyr glésunum vid fast horn (e. fixed angel) og fer
heest upp i 20.000 snuninga (~47.800xg). Snudur 1619 og 1689 var notadur i
Universal 320R skilvinduna. Sa fyrri sveiflar skilvinduglésunum 0t (e. swing-out) og
fer haest upp i 4.000 sndninga (~2.701xg). Sidari snyr eppendorfglésum vid fast horn
og fer hast upp 14.000 snininga (~21.255xg). I Beckman skilvinduna var notadur
snadurinn SW-41, sem fer hast upp i 41.000 sndninga (~288.000xg). SW-41 er
snudur sem sveiflar skilvinduglosunum ut.

2.3. Einangrun parmapekjufrumna ar Atlantshafsporski

parmar Ur Atlantshafsporski (Gadus morhua) voru fengnir fra tilraunaeldisst6d
Hafrannsoknarstofnunnar ad Stad vid Grindarvik. Porskarnir voru sleegdir & stadnum
og parmarnir klipptir fra skaflongum og endaparmi. beir voru sidan opnadir langsum
og hreinsadir med HBS lausn (25 mM Hepes, 150 mM NaCl (pH 7,1)). Ad lokinni
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hreinsun voru parmarnir annad hvort notadir beint i einangrun & BLM eda snoggfrystir
med fljotandi kdfnunarefni og geymdir vid -20°C par til einangrun var framkvaemd.

Einangrun & parmapekju var framkvemd med skéfun. Ef efnividurinn var frosinn,
var hann latinn pidna rélega fyrir notkun. barmapekjan var sidan skafin ofan af
parminum innanverdum med beittum hnifi. Reynt var ad fara ekki of djapt i vefinn til
ad lagmarka mengun fra vddvalaginu sem liggur undir parmapekjunni. Slimkenndi
efnividurinn sem fekkst innihélt parmapekjufrumur og var notadur ferskur &fram i
adgreiningu a BLM og BBM.

Préteinasa hindrunum aprotinin og leupeptin (10 pg/ml) var beatt saman vid allar
vinnulausnir vid einangrun parmapekjufrumna og vid pattun frumuhimnunnar.

2.3.1. battun frumuhimnu pekjufrumna med adferd Booth og Kenny

Einangrun a BLM med adferd Booth og Kenny [35], sidar breytt af Danielsen et al.
[36], byggir a ad parmapekjulagid sem snyr inn ad meltingarvegi var skafid ofan af
eins og lyst var &dur. Jafningur var sidan gerdur ar efnivionum i Potter-Elevhjelm med
1:10 (w/v) vinnulausn (2 mM Tris-HCI, 50 mM mannit6l (pH 7,1)). Jafningnum var
skipt nidur i 50 ml skilvindugl6s og pau spunnin vid 150xg i 5 min. i snud SS-34 i
Sorvall RC-5C skilvindu. bessi spuni skilur ad dsprungnar frumur og adrar steerri
leifar fra jafningnum. Haldid var afram med flotid og pad stillt & 10 mM MqgCl,.
Lausnin var latin standa & is i 10 min. og sidan spunnin vid 1.150xg i 10 min. i sama
snud. Botnfallid & ad innihalda frumuhimnuhlutann med herra fosfolipidhlutfall, sem
er BLM hluti frumuhimnunnar. Botnfallid var leyst upp i lagmarksrammali af HBS
lausn. Sidan var pad fryst med fljotandi kdfnunarefni og geymt vid -20°C til frekari
medhondlunar sidar. Heegt var ad vinna afram med flotid til ad einangra burstalag
(BBM) hluta frumuhimnunnar. Flotid var pa spunnid vid 48.000xg i 30 min. sem
gefur botnfall sem er skilgreint sem BBM. Tekin voru eins millilitra syni af hverri
lausn i gegnum ferlid, einnig peim sem ekki var unnid frekar med. Yfirlitsmynd af
pattunarferlinu ma sja & mynd 10.

2.3.2. battun frumuhimnu pekjufrumna med breyttri adferd Booth
og Kenny

Jofnun frumnanna var framkveemd i Potter-Elevhjelm med 1:10 (w/v) vinnulausn (2
mM Tris-HCI, 50 mM mannitdl (pH 7,1)) eftir ad peaer hofou verid skafnar fra
parminum. DNAasa var beett Gti ad 1 U/ml lokastyrk og var jafningurinn latinn standa
med reglulegum hristingi i eina klukkustund til ad minnka seigju. Jafningur var sidan
spunninn i 50 ml glésum i Hettich Universal 320R skilvindu vid 150xg i 5 min. til ad
adskilja osprungnar frumur og adrar steerri leifar fra. Flotid var hirt og sidan spunnid
vid 2.700xg i 10 min. i Hettich Universal 320R skilvindu til ad spinna fra hvatbera.
Flotid var svo stillt 8 10 mM MgCI, og latid standa & is i 10 min. Lausnin var sidan
spunnin vid 1.150xg i 10 min. i 50 ml glésum i sntd SS-34 i Sorvall RC-5C.

Botnfallid var hirt, en pad inniheldur frumuhlutann med haerra fosfolipidhlutfall, sem
sagt BLM hluta frumuhimnunnar. Sidan var botnfallid leyst upp i lagmarksrimmali af
HBS lausn, pad fryst med fljotandi kofnunarefni og syni geymt vid -20°C til nanari
greiningar sidar. Haegt var ad halda afram med flotid pvi ef pad var spunnid vid 48.000xg
i 30 min. gaf pad botnfall skilgreint sem burstalag frumuhimnunnar eda ,,apical* hluti (e.
brush border membrane, BBM). Slikt botnfallid var lika leyst upp i lagmarksrammali af
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HBS lausn og geymt vid -20°C til ndnari greininga sidar. Tekin voru eins millilitra syni af
hverri lausn i gegnum ferlid, einnig peim sem ekki var unnid frekar med. Yfirlitsmynd af
pattunarferlinu mé sjd & mynd 11.

bParmapekja
skafin

Jafningsgerd, 5 min.

150xg, 5 min. 4°C

B1
F1 + 10 mM MgCl.,

10 min. 4°C

1.150xg,10 min. 4°C
. B4

B3 g GV
30 min. 4°C

Mynd 10. Fladirit sem synir pattun frumuhimnu parmapekjufrumna med adferd
Booth og Kenny [35], sem hafdi verid breytt af Danielsen [36]. A myndinni taknar B
botnfall, F flot, BLM ,,basolateral “ hluta frumuhimnunnar og BBM burstlag eda 60ru
nafni ,,apical “ hluti.

2.4. Einangrun himnufleka

Vid einangrun himnufleka Ur BLM hluta frumuhimnunnar var notast vid adferd
Brown og Rose [3] sem hafdi verid adlogud af Danielsen et al. [37]. Sukrosalausninar
sem notadar voru, voru Utbanar i HBS lausn (25 mM Hepes, 150 mM NaCl (pH 7,1)).

Syni var undirbtid med pvi ad blanda 100 pl af 10% Triton X-100 (w/v) i
afjonudu vatni saman vid 900 pl af syni. Blandan var h6fo 4 is 1 10 minatur og synid
sidan stillt & 40% (w/v) sukrosa med 80% (wi/v) sukrosastofnlausn. Ofan & lausninni
var sidan annad hvort lagdur linulegur sukrésastigull eda prepastigull.

Fyrir einangrun med linulegum sukrosastigli var sapumedhodndlada syninu komid
fyrir nedst i 12 ml spunaglasi. Utbdinn var linulegur stkrésastigull (35%-10%) med
stigulblandara, en lausninni var deelt nidur i glasid gegnum roér sem var stadsett u.p.b.
einum millimetra fyrir ofan synid. bynnri sukrdsalausnin var héfo i fremra holfi
stigulblandarans og su pyngri i pvi aftari. Lausninni var dalt nidur og eftir pvi sem
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lausnin vard pyngri ytti hun & undan sér peim léttari upp spunaglasid. Ad lokum var
rorid dregid varlega uppur glasinu til ad fordast blondun. Samtals var stigullinn sem
for ofan a synio niu millilitrar. Glésin voru sett i Beckman skilvinduna i sniid SW-41
0g pau spunnin i 18 Klst. vid 210.000xg.

Einangrun himnufleka med prepaskiptum sukrosa var framkvemdur pannig ad i
stadinn fyrir ad setja linulegan sukrosastigul ofan a synid voru sjo millilitrar af 35%
stkrésa lagdir ofand. Sidan voru tveir millilitrar af 5% sukrosa lagdir par ofana. Glosin
voru sett i Beckman skilvinduna i snid SW-41 og pau spunnin i 18 klst. vid 210.000xg.

Ad loknum spuna i Beckman skilvindunni, var deelt uppur glésunum og stigulnum
skipt nidur i ellefu glés, einum millilitra i hvert. Glosin voru merkt fra einum uppi
ellefu, pannig ad glas ellefu var skammturinn nedst Ur spunaglasinu par sem sukrésinn
var péttastur og glas eitt var toppurinn. Skammtur merktur tolf var uppleyst botnfall ef
pbad er eitthvad.

Parmabekja
skafin
Jafningsgerd, 5 min.
DNA melta, 1 klst.

150xg, 5 min. 4°C

2.700xg, 10 min. 4°C

B2 F2 + 10 mM MgCl,
10 min. 4°C

1.150xg,10 min. 4°C
B4

B3 F3 *é—<EBBM)
(BLM) 48.000xg, F4
30 min. 4°C

Mynd 11. Fleedirit sem synir pattun frumuhimnu parmapekjufrumna med peim
breytingum sem gerdar voru & adferdinni. A myndinni taknar B botnfall, F flot, BLM
,basolateral hluta frumuhimnunnar og BBM burstalag eda 60ru nafni ,,apical*
hluti.
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2.5. Einangrun Na,K-ATPasa

Einangrunarferill Na,K-ATPasa byggdist & adferd Jorgensen et al. [38], sem hafdi
verid adlogud ad peirri adstodu sem var i bodi. Byrjadi ferlid & pvi ad parmar ar
Atlantshafsporski (Gadus morhua) voru piddir rolega, en peir hofdu verid hreinsadir
fyrir frystingu. Pekjulagid sem snyr inn ad meltingarvegi var skafid ofan af og var
jafningur gerdur i Potter-Elevhjelm med 1:10 (w/v) vinnulausn (25 mM imidazol, 1
mM EDTA, 250 mM sukroési og 0,1 mM PMSF (pH 7,2 vid 20°C)). Midad var vid
fimm umferdir med Potter-Elevhjelm. Jafningurinn var spunninn vid 5.900xg i 15
min. i Sorvall RC-5C skilvindunni til ad n& hrati fra. Flotid var tekid fra eftir spunann
og botnfallid endurleyst og keyrt aftur vid somu adstedur. Flotin voru sameinud og
lausnin spunnin vid 47.800xg i 30 min. i somu skilvindu. Botnfallid var hirt en pad &
ad innihalda frumuhimnubolur. Flotid & hinsvegar ad vera samsett ar litlum og léttum
brotum af himnum innan frumunnar og leysanlegum umfrymisproteinum.

Utbdin var 40% Percoll lausn (leyst upp i 0,25 M sukrésa), synid lagt ofana og lausn
spunnin vid 47.800xg i 90 min. i snud SS-34 i Sorvall RC-5C skilvindu. Tilgangur
bessa skrefs var ad adskilja himnubrot sem innihalda hdan styrk af Na,K-ATPasa fra
6drum himnum eins og hvatberahimnum. Eftir petta skref var virkni Na,K-ATPasa
meeld og sa hluti med mestu virknina hirtur. Til ad n& Percollinu fra fyrir neaesta skref i
einangrunarferlinu var sd hluti sem var hirtur settur saman og lausnin spunnin vid
100.000xg i 2 Klst. i snad SW-41 i Beckman skilvindunni. Eftir spunann Ia punn himna
ofan & péttu gleaeru Percoll botnfalli og var himnan leyst upp i vinnulausn.

Synid var nast medhondladur med SDS i navist ATP, en pa var leysanlegum
himnupréteinum komid Gt i lausn. Na,K-ATPasi helst &fram sem hluti af himnunni
vegna studnings ATP. Ad lokinni iblondun SDS var synid lagt 4 sukrosastigul og
lausnin spunnin. Midad var vid ad synid veeri 2 mg/ml prétein, en lokastyrkur
iblondunarefna var 2 mM Na,ATP, 2 mM EDTA, 0,71 mg/ml SDS i 25 mM imidaz6l-
HCI, pH 7,5 vid 20°C. Efnunum vard ad blanda i sérstakri r6d vid synio, en fyrst var
blandad Na,ATP og EDTA saman vid og sidan var SDS lausninni blandad hegt
saman vid medan hreert var i lausninni. Lausnin var latin vera i 20°C heitu vatnsbadi i
30 min. Synid (3,0 ml) var sidan lagt ofan a sukrosastigul, en hann var samsettur Ur
30% (w/v) (4,0 ml), 15% (w/v) (2,5 ml) og 10% (w/v) (1,6 ml) sukrosalausnum (leyst
upp i 25 mM imidaz6l-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,2 vid 20°C). Lausnin var spunnin i
Beckman skilvindu i snad SW-41 i 90 min. vid 210.000xg. Eftir spunann var lausninni
deelt uppudr spunaglasinu og skipt upp i ellefu skammta, millilitri i hvert glas. Virkni
Na,K- ATPasa var meald og syni rafdregin i von um ad sja band sem tilheyrir
ensiminu. Skammtarnir voru frystir med fljétandi kéfnunarefni og geymdir vid -20°C
til frekari medhondlun sidar. Yfirlit af einangrunarferlinu ma sja mynd 12.

2.6. Proteinhreinsun
Tveer stlur voru notadar vid hreinsunina, en paer eru hlaupsiun og Q-Sepharosa sula.

2.6.1. Hlaupsiun

Hlaupsiunarsalan var jofnud med preféldu rammali sulunnar med keyrslulausn (25
mM Tris, 0,1% (w/v) lipium dodesyl sulfat (LDS), pH 8,5). Sulan var st6dlud med
blondu af blau dextrani (e. blue dextran) nr. D-5751 fra Sigma-Aldrich (15 mg),
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kalium ferricyanatum fra Merck (15 mg), B-amylasa nr. A-8781 fr4 Sigma-Aldrich (10
mg) og nautgripaalbumin (e. aloumin bovine) nr. A-8531 fra Sigma-Aldrich (10 mg),
sem var leyst upp i 50 ml af keyrslulausn. Sdlan var keyrd i 24 kist. vio 4°C,
rennsluhradinn var 0,5 ml/min og um 4,3 ml skémmtum safnad.

Himnusyni (5,0 ml) var undirbuid fyrir stlukeyrslu med pvi ad blanda pvi saman
vid 1% (w/v) LDS, pannig ad lokastyrkur pess var 0,1% (w/v). Lausnin var latin
standa vid herbergishita i 15 min. og sidan spunnin vid 2.700xg i Hettich Universal
320R skilvindu. betta var gert til ad na sem mestu af fitunni fra, en han getur valdio
bvi ad sulan stiflast. Flotido var hirt, pad sett & stluna og i kjolfario var sett
keyrslulausn a stluna. Sulan var keyrd vid sému adsteedur og adur.

barmapekja
skafin

Jafningsgerd
2x (5.900xg, 15 min. 4°C)

N\

Bl F1

47.800xg, 30 min. 4°C

F2 B2 Synilagt ofan &
40% percoll lausn

47.800xg, 90 min. 4°C

Sa hluti stigulsins sem innihelt mest
af Na,K-ATPasa var hirtur og
medhondlad med SDS 1 navist ATP.

Stkrosastigull
210.000xg, 90 min. 4°C

. Stigull

Mynd 12. Yfirlitsmynd yfir einangrunarferil Na,K-ATPasa. F taknar flot og B tAknar
botnfall.
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2.6.2. Q-Sepharodsa sulukeyrsla

Proteinsyni af hlaupsiun var undirbaid fyrir keyrslu & Q-Sepharésa med pvi ad setja
pad a dialysu yfir nott til ad losna vid sapu (LDS) sem bléndud var saman vid. Dialysu
pokunum var komid fyrir i 25 mM Tris lausn, pH 8,5, en samberileg lausn var einnig
notud sem keyrslulausn. Til ad undirbda stluna var sulan jofnud med prefoldu
sulurammali af keyrslulausn, en salan var keyrd vid 4°C. 1,0 M NaCl var sidan sett a
stluna til ad losa af stlunni pau efni sem hugsanlega geetu hafa ordid eftir vid sidustu
keyrslu. Keyrslulausn var sidan notud til ad skola saltinu i burtu. Eftir ad sulan hafdi
verid jofnud var synid sett & og pad var sidan losad af med 25 ml af salt styrkhallanda,
fra 0 uppi 0,8 M NaCl. | lokin var stlan skolud med keyrslulausn til ad na
endapunktinum. Eftir stlukeyrsluna var meld gleypni vid 280 nm i skommtum sem
sofnudust af salunni. Fyrst var safnad 3,4 ml i hvert glas en 1,4 ml eftir ad
styrkhallandinn var settur &.

2.7. Virknimeelingar & merkiensimum frumuliffaera

Allar virknimelingarnar voru framkvemdar & Unicam UV1 ljésgleypnimali sem
tengdur hafdi verid vid hitabad til ad tryggja ad meelingar faeru fram vid stédugt hitastig.

2.7.1. Alkaliskur fosfatasi

Virkni alkalisks fosfatasa (AP) var akvordud med 5 mM p-nitréfenylfosfati i lausn
sem innihélt 1,0 M dietan6lamin og 1,0 mM MgCl; (pH 9,8) [39]. Hvarfid var sett af
stad med pvi ad setja syni saman vid hvarflausnina ad eins millilitra rammali.
Gleypnibreyting var meld vid 405 nm og virknin metin med gleypnistudli 18.500 M~
lem™. Hvarfid var framkvaemt vid 25°C og l4tid ganga 30 sekdndur. Hvarfferillinn
var linulegur yfir timabilid.

2.7.2. Leusin aminb6peptidasi

Virkni leusin amindpeptidasa (LAP) var akvordud med 0,9 mM leusin-p-nitréanilidi i
50 mM NayHPO, lausn (pH 7,2) [40]. Hvarfid var sett af stad med pvi ad setja syni
saman vid hvarflausnina ad eins millilitra rammali. Gleypnibreyting var meald vid 405
nm og virknin metin med gleypnistudli 9.900 M™cm™. Hvarfid var framkvaemt vid
25°C og latid ganga i 30 sekundur. Hvarfferillinn var linulegur yfir timabilid.

2.7.3. Na,K-ATPasi

Virkni Na,K-ATPasa var mald & tvennan hatt, annars vegar med ensimkerfi sem lyst
var af Scarscmidt et al. arid 1979 [41] og hins vegar med adferd sem lyst var af R. L.
Post og A. K. Sen arid 1967 [42] sem melir laust fosfat.

2.7.3.1. Virkni Na,K-ATPasa mald med samsettu ensimkerfi

Adferd Scarschmidt et al. var notud til ad akvarda virkni Na,K-ATPasa [41]. Adferdin
byggist & notkun ensimkerfis, par sem gleypnibreyting vid oxun NADH er mald vid
340 nm.
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Ensimkerfi:
ATPasi

ATP —— ADP + P,
PK
ADP + PEP — Pyruvat + ATP

LDH
Pyruvat + NADH + H* — Laktat + NAD*
PEP + NADH + H* — laktat+ NAD' + P,

Hvarflausn var samsett Ur 130,90 mM Tris, 1,05 EGTA, 125,60 mM NaCl, 13,09
mM KCI og 5,24 mM NaN; (pH 7,4). Ouabain (1,06 mM) var bett saman vid
hvarflausnina fyrir melingu pegar kanna atti Na,K-ATPasa virkni eingéngu. ATP
(adenosin  5'trifosfat dinatrium salt) og PK/LDH (pyruvat kinasi/ lactic
dehydrogenasi) lausnir vard ad Utbla samdagurs og lata vera & is & medan a
melingum st6d. 200 mM ATP var leyst upp i 200 mM MgCl; lausn, en 0,52 mM
NADH (B-nicotinamid adenin dinukleotid) og 2,62 mM PEP (fosféenolpyruvat) var
leyst upp i hvarflausn. Gleypni var meld vid 340 nm og virkni metin med
gleypnistudli 6.220 M™cm™.

Fyrir 1 ml hvarf:
0,945 ml Hvarflausn (+/- ouabain).
0,025 ml  ATP lausn.
0,020 ml  Syni.
0,010 ml  PK/LDH ensimlausn (midad vid 10 U af hvoru ensimi).

Hvarfid var framkvaemt vid 25°C og latid ganga i 15 min. Til ad fa Gt virkni Na,K-
ATPasa, var hvarf an ouabain dregid fra hvarfi med ouabain.

2.7.3.2 Virkni Na K-ATPasa metin med meelingu & lausu fosfati

Adferd sem lyst var af R. L. Post og A. K. Sen [42] byggist & pvi ad mala laust fosfat
fra ATP, en Na,K-ATPasi notar ATP sem orkugjafa til ad deela jonum inn og Gt ar
frumunni. Adferdin byggist a tveimur skrefum:

Skref 1:

Hvarflausn var samsett ar 113,2 mM NaCl, 22,6 mM KCI, 5,7 mM MgCl,, 0,57
mM EDTA, 22,64 mM glycyl glycini og 22,6 mM imidaz6ol. ATP var batt vid pa
hvarflausn sem vid atti fyrir malingu, lokastyrkur ATP var 5 mM. Samsetning hvarfs
var eftirfarandi:

Fyrir 750 pl hvarf:
0,662 ml Hvarflausn, med eda an ATP.
0,075 ml 10 mM ouabainlausn eda dH,0O.
0,013 ml  Syni, stadall eda dH,O (milli Q).

Hvarf var stoppad med:
0,250 ml 1,2 M perklorsyra med 80 g/L silicotungstik syru.
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Tilraunin for pannig fram ad prjar lausnir voru blandadar. Fyrsta lausnin innihélt
syni og hvarflausn an ATP, énnur lausnin innihélt syni og hvarflausn med ATP og
pridja lausnin innihélt syni, ouabainlausn og hvarflausn med ATP. Einnig purfti ad
hafa eina lausn sem innihélt adeins hvarflausn &n ATP og adra adeins med hvarflausn
med ATP.

Hvarfid var sett i gang med pvi ad setja syni saman vid hvarflausnina. Hvarfid var
I4tid ganga i klukkutima vid 25°C, sidan stoppad med syru og glosin sett 4 is.

Skref 2:

Molybdat er oft notad til ad mala magn fosfors og pad var notad hér. ATP er
hinsvegar 6st6dugt i naveru sirs mélybdats, og pvi er best ad adskilja fosfomolybdat
fra ATP med pvi ad draga pad Ut i etyl acetat. Meling & lausu fosfati var pvi gerd a
eftirfarandi hatt.

1. 0,75 ml af 60 mM molybdatlausn (med 0,27 M NaCl) var bett saman vid
lausn fra skrefi eitt og glasid hrist.

2. 2,00 ml af etyl acetati var batt uti. Lausnunum var blandad vel saman med
pvi ad nota hristara i lagmark 20 sekindur. Lausnin var sidan skilundin i
eina mindtu til ad skilja lausnirnar ad.

3. 1,00 ml af efra laginu var blandad saman vid 2,00 ml af is6propandli (med
0,06 mM CuCl;, og 0,27 M H,S0,).

4. 2,5 uL 2-merkapt6etanol var sidan 1atid saman vid og glasid hrist.
5. Gleypni var loks mald vid 625 nm eftir 10 minutur.

Til ad fa ut virkni Na,K-ATPasa, var gleypni lausnar an ouabain dregin fra lausn
med ouabain. Gleypnimunurinn var borinn saman vid stadallinu og magn af lausu
fosfati fengid.

2.7.4. Succinat dehydrogenasi

Virkni succinat dehydrogenasa (SDH) var akvoroud med 2,6-dikléréfendl-indéfendl.
Hvarfefnid var i lausn sem innihélt 10 mM kaliumfosfat, 2 mM kalium syanid (pH
7,4) [43]. Hvarfid var sett af stad med pvi ad setja syni saman vid hvarflausnina ad
eins millilitra rammali. Til ad fa at virkni SDH var hvarf framkvaemd baedi med og an
succinats (lokastyrkur 7,5 mM). Hvarfid med succinati var dregid fra hvarfi an pess.
Gleypnibreyting var meld vid 600 nm og virknin metin med gleypnistudli 21.010 M
'em™. Hvarfid var framkveemt vid 25°C og l4tid ganga i 3 min. Hvarfferillinn var
linulegur yfir timabilid.

2.7.5. Sur fosfatasi

Virkni sars fosfatasa (a-P) var akvoroud med sama hvarfefni og vid sému adstedur og
AP. Hvarflausnin var pé onnur en notud var 50 mM ediksyra (pH 5,0) [44].
Hvarfferillinn var linulegur yfir timabilid.
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2.8. Akvordun & magni préteins

Proteinmagn syna var metid med litarefninu Coomassie Blue G-250, sem bindur
aminohopa proteina magnbundid [45]. Notast var vid adkeyptan stadal til vidmidunar,
préteinstadal 540-10 fra Sigma Aldrich. Malingar voru annad hvort framkvemdar i
Molecular Device TermoMax Orplétumeeli eda i Unicam UV1 ljésgleypnimeli. Fyrir
orplotumaelinn var 25 pl af syni sett i synabolla og 225 pl af litunarlausn bztt saman
vid. Fyrir meelingu var lausnin latin standa i 10 min. vid herbergishita. Gleypnin var
sidan mald vid 650 nm vid stofuhita, en melirinn var Gtbdinn med pannig ljéssiu.
Proteinmaeling fyrir Unicam UV1 ljésgleypnimali var framkveemd med pvi ad setja
250 pl af syni saman vid 2,75 ml af litunarlausn. Lausnin var sidan latin standa i 10
min. fyrir meelingu og sidan meld vid 620 nm vid stofuhita.

2.9. Akvordun & magni kolesterdls

Magn kélesterols var metid med adkeyptu ensimkerfi fra Randox Laboratories LTD
(Crumlin, UK), CHOD-PAP hvarfsett. Notast var vid stadal gerdan ar kolesteroli fra
Merck til ad Utbla stadallinu. Melingar voru annad hvort framkvaemdar i Molecular
Device TermoMax orplotumeli eda i Unicam UV1 ljésgleypnimali. Fyrir
orplétumeelinn var 25 ul af syni sett i synabolla og 225 pl af hvarflausn beett saman
vid. Fyrir malingu var lausnin latin standa i 30 min. vid 37°C, en petta er
endapunktsmeling. Gleypnin var sidan meld vid 490 nm vid stofuhita, en melirinn
var (tbdin med pannig ljossiu. Kolesterolmeling fyrir Unicam UV1 ljésgleypnimeli
var framkvaemd med pvi ad setja 75 pl af syni saman vio 675 pl af hvarflausn.
Lausnin var sidan latin standa likt og fyrir érplotumaelinguna i 30 min. vid 37°C og
sidan meld vid 500 nm vid stofuhita.

Hvarfsettid fra Randox var einnig notad pegar melt var kolester6lmagn i synum
eftir fitultdratt. Undirbdningur synanna var po adeins frdbrugdinn en synin voru
purrkud nidur undir nitri og sidan endurleyst i 15 puL af 20% (w/v) Triton X-100, 75
pL etandli og 700 pL af hvarfefni. Lausnin var sidan latin standa i 30 min. vid 37°C
og gleypnin ad lokum meeld vid 500 nm i ljésgleypnimeeli.

2.10. Akvérdun & magni fosfats

Magn fosfolipida i himnum var dkvardad med pvi ad mela heildarmagn fosfats med
adferd Rouser et al. [46]. Fitudtdrattur var purrkadur nidur undir nitri og sidan var synid
endurleyst i 0,3 ml af 70% perklorsyru. Glésin sem synin voru i voru sidan hrist og
komid fyrir i 180-190°C heitu oliubadi i 60 min. Til ad koma i veg fyrir uppgufun voru
,marbles* kulur settar ofana tilraunaglosin. Eftir hitun voru synin latin kélna nidur ad
herbergishita. Sidan var 1,0 ml af afjonudu vatni, 0,4 ml 1,25% ammonium molybdati
og 0,4 ml af 5,0% ascorbic syru blandad saman vid. Tilraunaglésunum var sidan komid
fyrir i 100°C heitu vatni i 5 min. Eftir hitun var lausnin mald vid 797 nm vid stofuhita i
Unicam UV1 ljésgleypnimeeli. Nidurstadan var borin saman vid fosfor stadallinu.
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2.11. Akvérdun & magni hexosa

Magn glykolipida var dkvardad med adferd Kushwaha et al. [47], med pvi ad nota
galaktosa sem stadal. I Gtreikningum var gert rad fyrir ad molarhlutfall hexdsa midad
vid glykolipid veeri 1:1.

Fitudtdrattur var purrkadur nidur undir nitri og synid endurleyst i 0,4 ml af
afjonudu vatni, 0,2 ml 50% (w/v) fenol vatnslausn og 1,0 ml fullsterkri
brennisteinssyru. Eftir ad lausnin hafi verid hrist var han hitud i 5 min. i 200°C heitu
vatni. Lausnin var sidan meld vid 490 nm vid stofuhita.

2.12. Rafdrattur

Natrium lauryl salfat poélyakrylamidhlaups rafdrattur (e. SDS - PAGE
electrophoresis) var framkvaemdur med 12,5% polyakrylamidhlaupi samkveemt kerfi
Laemmli [48], ymist & 7 x 8 cm hlaupum eda a 14 x 14 cm hlaupum. Hlaupin voru
keyrd vid fastan straum, 25 mA ef um eitt var ad reeda en 50 mA ef tvo voru keyrd i
einu.

Fyrir rafdratt voru synin medhondlud med synalausn, en blandad var saman
einum hluta af 5x sterkri synalausn @ méti fjorum hlutum af syni. Blandan var svo
sodin i vatnsbadi i 2-5 min. Ef porf var & pvi ad pétta synin voru préteinin feld med
syru eda med kloroform/metandl fellingu. Syrufelling var framkveemd med pvi ad
beeta 100% TCA (trichloroacetic syra) saman vid synid pannig ad lokastyrkur pess
var 10% (v/v). Lausnin var sidan hofd a is i 30 min. og svo spunnin vid 14.000xg i 1
min. i snid 1689 i Universal 320R. Flotinu var hent en botnfallid var skolad tvisvar
sinnum med etandli. Ad lokum var botnfallid endurleyst upp i litlu rammali af 1x
sterkri synalausn og lausnin sodin i vatnsbadi i 2-5 min.

Kléréform/metandl felling var framkveemd med pvi ad 100 ul af syni var sett
saman vid 400 pl af metandli og lausnin hrist. 100 pl af kléréformi var sidan beett
saman vid og lausnin hrist. Ad lokum var 200 pl af dH,O batt saman vid og lausnin
spunnin vid 14.000xg i 1 min. i snad 1689 i Universal 320R skilvindunni. Eftir
spunann liggja proéteinin & milli laga og var vatnsfasinn fjarleegdur. 400 pl af
metandli var pa beett saman vid, lausnin hrist og spunnin i 2 min. vid 14.000xg i
somu skilvindu. Eftir spunann hafa préteinin myndad botnfall og var flotid fjarleaegt.
Botnfallid var sidan purrkad med frostpurrkun (Speedvac-SVC100) og ad lokum
endurleyst i 2x synalausn. Synid var sidan sodid i 2-5 min. en i 6llum tilfellum voru
synaglosin spunnin vid 14.000xg i 30 sekundur eftir sudu. 15-30 ul af syni var sett a
rasir hlaupsins, en rummalid for eftir styrk synanna (10-200 pg af préteinum).
Einnig var proteinstigi til steerdarviomidunnar fra Fermentas nr. SM0671 rafdreginn
med.

Hlaup var undirbldid med pvi ad steypa fyrst adgreiningarhlaup, en pad var
yfirleitt latid fjollidast yfir nott. Ofana var sidan steypt péttihlaup, en samsetning
hlaupanna er synd i toflu 1 og 2. Samsetning lausna er synd i t6flu 3. Einnig voru
notud adkeypt hlaup fra Invitrogen (NUPAGE nr. IM-8042).

Ad loknum rafdreetti voru hlaupin litud eda haldid beint &fram med pau i Western-
pberrun.

23



Tafla 1. Hlaupblanda fyrir adgreiningarhlaup (fyrir fjogur 7x8 cm hlaup).

Hlauplausnir 12,5% hlaup
Lausn A 9,0 ml
Lausn C 15,0 ml
Eimad vatn 11,8 ml
TEMED 50,0 pl
Lausn D 0,2 mi

Tafla 2. Hlaupblanda fyrir péttinlaup (fyrir fjogur 7x8 cm hlaup).

Hlauplausnir Magn (ml)
Lausn B 2,5
Lausn C 15
Eimad vatn 6,5
Lausn D 0,5

Tafla 3. Samsetning lausna fyrir rafdratt.

Lausnir

Samsetning

Hlauplausn A

1,5 M Tris- HCI, pH 8,9.

Hlauplausn B

0,5 M Tris- HCI, 10 ml/L TEMED, pH 6,8.

Hlauplausn C

30% Akrylamid, 2,6% bis-akrylamid. Siad i gegnum Whatman 1 pappir.

Hlauplausn D

10% (w/v) Ammédnium persulfat.

Synalausn 5x

60 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5% (w/v) SDS, 10% (w/v) sukrosi, 0,02% (w/v)
brémaofendl blatt. Fyrir notkun var synalausnin gerd afoxandi med pvi ad
beeta saman vido DTT (dithiothreitol).

Keyrslulausn
5X

0,25 M Tris-HCI, 1,9 M glysin, 10 mM EDTA, 0,5 % (w/v) SDS, pH 8,75.
Keyrslulausn var st sama fyrir baedi an6du og katdéou bakka.

2.13. Litun rafdrattarhlaupa

Rafdrattarhlaup voru annad hvort litud med silfurlitun eda Coomassie Brilliant Blue.
For val & litunaradferd eftir pvi hve neem litunin vard ad vera en silfurlitun er neemari.

2.13.1. Silfurlitun

Rafdrattarhlaup voru litud med silfurlitun samkveemt adferd Chevallet et al [49].
Samsetning lausna er ad finna i t6flu 4, en framkvaemd litunar var eftirfarandi:

1. Ediksyru-etanol lausn var hellt yfir hlaupid sem a ad lita og pad hrist i
30 min. a hristara (e. orbital shaker). betta skref er gott ad gera prisvar
til ad tryggja goda litun. petta hefur po ahrif a massagreiningu, pvi
adeins gert einu sinni ef nota & hlaupid til pess.
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Hlaupid var pvegid tvisvar sinnum med 20% (v/v) etandllausn i 10 min.
Hlaupid var sidan pvegid tvisvar sinnum 10 min. med dH,O.

Hlaupid var pakid med nemnilausn i 1 min. Lausninni var sidan hellt af og
hlaupid skolad tvisvar med eimudu vatni i 1 min. i hvert skipti.

Skollausn var hellt af og hlaupid pakid med silfurlitunarlausn i 30 min. A
medan lausnin la a var hlaupid haft a hristara. (Petta skref ma vera allt fra
20 min. til 2 klst.)

Silfurlitunarlausninni var hellt af og hlaupid pvegid oOrstutt med eimudu
vatni (10-20 s).

Framkollunarlausn var hellt yfir hlaupid. Myndun banda tok um 5 min., en
hvener lausnin var tekin af var matsatridi.

Framkollunarlausn var hellt af og hlaupid feert i stopplausn og latid vara i
30 min. vid hristing. (Hlaupid ma vera i stopplausninni i allt ad 2 tima).

Hlaupid var loks skolad tvisvar med eimudu vatni, ad minnsta kosti 30 min
i hvert skipti.

Tafla 4. Samsetning lausna fyrir silfurlitun

Lausnir

Samsetning

Ediksyru-etandl lausn | 10% (v/v) ediksyra (10% v/v), 30% (v/v) etandl (30% Vv/v)

Naemnilausn 0,02% (w/v) natriumpidsalfat

Silfurlitunarlausn 0,2% (w/v) silfurnitrat

Framkollunarlausn

3% (w/v) natrium karbénati, 1,25x10 % (w/v) natriumpiosulfat,
1,25x10™ % (v/v) formaldehydi

Stopplausn 4% (wi/v) Tris-HCI, 2% (v/v) ediksyra

Hlaupid ma geyma i 1% ediksyrulausn vid 4°C. Ef pad atti ad nota hlaupid til
massagreininga var best ad skera Ut bondin sama daginn.

2.13.2 Coomassie Brilliant Blue litun

Hlaupin voru litud med Coomassie Brilliant Blue R-250 lausn i 1-2 klukkustundir og
sidan aflitud i samskonar lausn an litarins. Coomassie Brillian Blue liturinn (0,25%,
w/v) var leystur upp i 45% metan6li og 7,0% ediksyru.

2.14. Métefni
2.14.1. Western-perrun (e. western-blot)

PVDF (Polyvinyldifluoride) himna var klippt i hentuga sterd, yfirleitt h6fd adeins
sterri en hlaupid. HUn var sidan bleytt med 100% metandli i 1 min. og sidan 16gd i
flutningslausn i minnst 15 min. &samt rafdrattar hlaupinu.
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Protein voru flutt fra hlaupinu yfir & himnuna i teki fr& Amersham pharmacia
biotech (nr. 20076232). Himnan var 16gd ofan & niu 16g af filterpappir bleyttum i
flutningslausn. Sidan var hlaupid lagt & himnuna og filterpappir par ofand. Takinu var
lokad og pad stillt & fasta spennu i 1-1% tima (for eftir steerd & hlaupinu), 12V.
Himnan var svo 16gd i skollausn A og sidan motefnalitud. Einnig var moguleiki ad lita
himnuna med Coomassie Brilliant Blue. Yfirlit yfir samsetningu lausna er ad finna i
toflu 5.

2.14.2. berriblettun (e. dotblot)

Perriblettun var framkvaemd nénast alveg eins og Western-perrun fyrir utan ad hér er
ekki yfirfaersla préteina af hlaupi & himnu heldur var syni sett beint & himnuna. Likt og
aour var PVDF himna klippt nidur i hentuga steerd. HUn var sidan bleytt med 100%
metanoli i 1 min. og 16gd i flutningslausn i minnst 15 min. Himnan var sidan 1690 a
fjogur 16g af filterpappir bleyttum i flutningslausn svo himnan pornadi ekki. 0,5-1,0 ul
af syni var komid fyrir & himnunni og droparnir latnir porna. Himnan var svo 1690 i
skollausn A og sidan moétefnalitud. Einnig var moguleiki ad lita himnuna med
Coomassie Brilliant Blue. Samsetning lausna er ad finna i t6flu 5.

Tafla 5. Samsetning lausna fyrir perrun og moétefnalitun

Lausn Samsetning

Flutningslausn zangl\él glysin, 48 mM Tris-HCI, 0,037% (w/v) SDS, 20% (v/v) metandl,
HBS lausn 25 m,M Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,1.

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

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

10 mg 3-amin6-9-ethylkarbazole er leyst uppi 5 ml dimetyl formamid. 45 ml
Framkollunarlausn | af 50 mM ediksyru er svo bett saman vid (pH 5,0). A0 lokum er 20 pl af
30% vetnisperoxid beett vid lausnina.

2.14.3. Moétefnalitun.

Eftir perrun var PVDF himnan 1690 i skollausn A i 10 min. og skolud prisvar med
skollausn B. Sidan var himnan hulin hafilega pynntu fyrsta stigs (e. primary) moétefni
sem pekkir préteinid sem verid var ad skoda hverju sinni. Lausnin var hofd a yfir nott
vid stofuhita, en himnunni var komid fyrir a hristara. Daginn eftir var himnan skolud
prisvar sinnum med skollausn B, 5 min. i senn. Himnan var sidan hulin hzafilega
pynntu annars stigs (e. secondary) motefni sem var HRP-tengt. Himnan var latin vera
a hristara vid stofuhita i u.p.b. 3 klst og sidan pvegin prisvar sinnum med skollausn B i
5 min. i senn. Framkdllunarlausn var pa hellt yfir himnuna og framkallad i u.p.b. 10
min. eda par til sterk bond fengust. Samsetning lausna er ad finna i toflu 5.

2.14.4. Yfirlit yfir motefni
2.14.4.1. Fyrsta stigs motefni (e. primary antibody)

Aktin:
Aktin (C-2), nr. sc-8432 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Einstofna (e.
monoclonal) motefni gagnvart aktini unnid ar mus. Motefnavakinn var Gr manni.
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a-adrenvirkur vidtaki (e. a-adrenergic receptor)::
a-AR (H-136), nr. sc-28982 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjélstofna motefni
gagnvart a-adrenvirkum vidtaka unnin ar kaninu. Métefnavakinn var ar manni.

B-adrenvirkur vidtaki (e. p-adrenergic receptor):
B-AR (V-19), nr. sc-568 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjélstofna métefni
gagnvart B-adrenvirkum vidtaka unnin dr kaninu. Métefnavakinn var Ur mus.

Alkaliskur fosfatasi:
Fjolstofna motefni gagnvart alkaliskum fosfatasa ur porski, framleitt i kaninu hja
Innovagen i Svipjoa.

Annexin II:
Annexin Il (C-16), nr. sc-1924 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjélstofna (e.
polyclonal) métefni gagnvart annexin Il unnid ar geit. Motefnavakinn var tr manni.

Caveolin:

1. Caveolin, nr. 610059 fra BD Biosciences Pharmingen. Motefni
gagnvart caveolini var unnid ur kaninu. Métefnavakinn var ar manni.

2. Caveolin 3, nr. 610421 fra BD Biosciences Pharmingen. Einstofna
motefni gagnvart caveolin. Métefnavakinn var Ur rottu.

Cholera toxin, p eining:
Métefni nr. c-3741 fra Sigma-Aldrich, Inc. HRP-tengt motefni.

EEAL1 (e. early endsome antigen 1):
EEAL (C-15), nr. sc-6414 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjolstofna motefni
gagnvart EEAL unnid Ur geit. Métefnavakinn var Gr manni.

Flotillin:
Flotillin, nr. F1805 fra Sigma-Aldrich. Moétefni gagnvart flotillini var unnid ar
kaninu. Motefnavakinn var ar manni.

Na,K-ATPasi:

1. Na,K-ATPasi B1 (N-19), nr. sc-16053 frd Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Fjolstofna motefni gagnvart Na"K*ATPasa unnid Gr geit. Motefnavakinn
var ur manni.

2. Na,K-ATPasi Bl eining, nr. 11-20/5.75.36-c fra Dvelopmental Studies
Hybridoma Bank (DSHB). Métefni gagnvart Na,K-ATPasa unnid ur mas.
Motefnavakinn var ar haenu, en moétefnid hefur pekkt proteinid i vissum
fiski-tegundum.
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3. Na,K-ATPasi al og 1 eining, nr.a6F fra Dvelopmental Studies Hybridoma
Bank (DSHB). Motefni gagnvart NaK-ATPasa unnid ar mas.
Motefnavakinn var Gr haenu, en motefnid hefur pekkt préteinid i vissum
fiskitegundum.

4. Na,K-ATPasi al og Bl eining, nr.a5 frd Dvelopmental Studies Hybridoma
Bank (DSHB). Motefni gagnvart NaK-ATPasa unnid ar mas.
Motefnavakinn var Gr haenu, en motefnid hefur pekkt préteinid i vissum
fiskitegundum.

Prohibitin:
Prohibitin (H-80), nr. sc-28259 fra Santa Cruz Biotechnology, Inc. Fjolstofna
motefni gagnvart prohibitin unnid ar kaninu. Métefnavakinn var Ur manni.

Sucrasi-isomaltasi:

Motefni gagnvart a-sucrasa-isomaltasa ur svini, framleitt i kaninu. Framleitt og
fengio ad gjof frd Dr. Michael E. Danielsen hja Panium Institute vid Haskolanum i
Kaupmannahofn i Danmaorku.

Villin:
Villin, nr. 610358 fra Biosite Incorporated. Métefni gagnvart villini var unnid ar
mus. Motefnavakinn var ur manni.

2.14.4.2. Annars stigs motefni (e. secondary antibody)

prjar gerdir af annars stigs maétefni voru notud:
1. Anti-mus 1gG-HRP tengt, nr. NXA931 fra Amersham ECL.
2. Anti-kanina IgG- HRP tengt, nr. A-8275 fra Sigma-Aldrich, Inc.
3. Anti-geit IgG-HRP tengt, nr. sc-2378 fra Santa Cruz Biorechnology, Inc.

2.15. Massagreining a proteinum

Undirbuningur syna fyrir massagreiningu var eftirfarandi, en verklysingin er fengin
fr4 Protein rannsoknarhop vid Haskdlann i Sudur Danmork (e. Protein Research
group, University of Southern Denmark). Fyllsta hreinlatis vard ad geeta vio
framkvaemdina, en teknin er mjog nem & dhreinindi.

1. Préteinbdnd fjarleeqd ur pdlyacrylamio hlaupi:

Rafdrattarhlaup var pvegid tvisvar sinnum med vatni i 10 min. Sidan var skorid i
kringum préteinbandid eins nalaegt pvi og haegt var til ad minnka ,,bakgrunn®. Bandid
var tekid fra og skorid i u.p.b. 1 mm? bita og feert i hrein 1,5 ml eda 0,5 ml glés.
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2. Hlaupbutar pvegnir:

Hlaupbutar voru pvegnir med u.p.b. 5x rammal peirra. Fyrst med eimudu vatni i
15 min. og sidan 50% acetonitril i 15 min. Var pessi pvottur sidan endurtekinn og ad
lokum var sett 100% acetonitril lausn yfir batana. Lausnin var fjarleegd pegar batarnir
h6fdu minnkad og voru ordnir hvitir.

3. Samdrattur og alkylering:

Eftir pvottinn voru hlaupbutarnir latnir pratna ut i 10 mM dithiothreitol (DTT)
uppleyst i 0,1 M NH4HCO3 og glésunum komid fyrir i 56°C heitu vatnsbadi i 45 min.
Eftir hitun var lausnin latin kélna ad herbergishita. Umframvokvi pa fjarlegdur og
snoggt beett sama rammali af jodasetamid lausn (55 mM jodacetamid i 0,1 M
NH4HCO3) ofana buatana. Glésunum var komid fyrir i dimmu herbergi vio
herbergishita i 30 min. Sidan var lausnin fjarleegd og pvottaskref endurtekid (skref 2).

4. Melting:

Eftir pvottaskrefid var glosunum komid fyrir & is og trypsinlausn sett & (500 ng af
trypsini i 5 pl HCI leyst upp i 80 pl af 50 mM NH4HCO3). Magn lausnarinnar fer eftir
ummali bdtana en lausnin a rétt svo ad pekja butana. Eftir 45 min. var aukarGmmal
fjarleegt og 5-20 pul af 50 mM NH4HCO3 sett a bdtana og glésunum komid fyrir i 37°C
heitan hitaskap yfir nott.

5. Utdréattur peptida dr geli:

Vokvinn ofand batunum var fluttur i annad glas. Dregid var sidan meira Gt Or
hlaupbutnum med pvi ad beaeta fyrst 5% maurasyru ofan & butana pannig ad hun pekti
pa. Lausnin var hofd & i 15 min. og sidan var sama rammali af 100% acetonitril bzett
vid. Eftir 15 min. var lausnin hirt og bett saman vid vokvann sem var fyrir. pessi
utdrattur var sidan endurtekinn einu sinni enn. Syni voru sidan purrkud i frostpurrkun
(Speedvac-SVC100). Eftir purrkun voru synin endurleyst i 10 pl af 5% maurasyru eda
0,1% TFA og sett drstutt i hljodbad.

6. Massagreining:

MALDI-TOF MS massagreiningar (Matrix Assisted Laser Deorption lonization-
Time Of Flight Mass Spectrometry) voru framkveemdar a4 Brucker Daltonics,
Autoflex ~ Smartbeam  Ill.  Tekid var stadsett i  Efnagreiningarsetri
Raunvisindastofnunar Haskola islands. Syni (0,5 pl) var kristallad med sama rammali
af matrixulausn (10 mg/ml a-cyano-4-hydroxycinnamik syru uppleystri i 50%
acetonitril lausn sem var buin til i 0,1% TFA) &a MALDI plétu (MTP 384 plata, Bruker
Daltonics, Bremen, byskaland). Borin var kennsl a protein i Mascot (Matrix Science
Ltd., London, Bretland), sem er gagnabankaleit & veraldarvefnum. Leitarskilyrdi for
eftir undirbdningi synanna og hvad var verid ad leita eftir. Yfirleitt var pé gefid
eftirfarandi skilyrdi: Actinopterygii (ray-finned fiskar), gagnabankar NCBI eda
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MSDB, gefid rddrim & ad trypsin missi af einu Klippiseti innan peptids,
carbamidomethylering sem fost breyta vegna alkyleringu & systeini med jodasetamid,
einnig var gefin moguleiki & oxun & mepionini, peptid hlidrun um +/- 80 ppm og
massa gildi MH".

2.16. Fitugreining.
2.16.1. Utdréattur lipida.

Utdréttur lipida var framkvaemdur annars vegar med adferd Christansen et al. [50] og
hins vegar adferd Dreyfus et al. [51]. Fyrir atdratt & lipidum himnufleka vard ad gera
radstafanir til ad na sukrosa spunastigulsins fra svo hann trufli ekki meelingar sem eftir
komu a lipioum himnufleka. bad var framkvaemt pannig ad himnan var spunnin nidur
vid 14.000xg i 10 min. i snud 1689 i Universal 320R. Flotinu var hent, botnfallid leyst
upp i tveimur millilitrum af HBS lausn (sja samsetningu i kafla 2.2.) og pad spunnid
aftur vid sému adstedur. betta var gert fimm sinnum og i lokin var botnfallid leyst
uppi einum millilitra af HBS lausn. Var pa synid tilbuid fyrir lipid utdratt.

2.16.1.1. Utdrattur lipida med adferd Christansen et al.

Himnusyni sem ahugi var fyrir ad fitugreina voru spunnin nidur og u.p.b. 100 mg leyst
aftur upp i HBS lausn og lausninni komid fyrir i skruftappaglasi med Teflon tappa.
Pvi naest var beatt vid glasid 1,0 ml af kléréformi og 3,5 ml af metandli og lausnin
hrist kroftuglega i hvirfilhristara. P4 var beatt i glasid 1 ml af metandli og 3,5 ml af
dH20 og aftur hrist kroftuglega i hvirfilhristara. Neest var blasid argon (Ar) eda nitri
yfir synid i glasinu, pvi lokad og komid fyrir i keeliské&pi yfir nott. Daginn eftir var
glasid spunnid vid 1.500xg i Universal 320R skilvindu og lifreeni fasinn sem la undir
fjarlegdur og komid fyrir i nyju glasi. Hann var svo notadur afram til frekara
greiningar.

2.16.1.2. Utdrattur lipida med adferd Dreyfus et al.

Lipid, par & medal gangliosid, voru dregin Gt Ur himnum med adferd Dreyfus et al.
[51]. Einum millilitra af syni var blandad saman vid 5,0 ml af kléroform/metandl
blondu (1:1, v/v) og latid standa yfir nott i 4°C. Daginn eftir var glasid spunnid vid
2.700xg i 10 min. i skilvindu (Universal 320R). Lifreeni fasinn var tekinn frd og
geymdur, en botnfallid var endurleyst i 6,0 ml af klor6form/metandl blondu (1:1, v/v).
Lausnin var sidan latin standa i 10 min. og sidan var glasio spunnid aftur vid sému
adstaedur. Eftir spunann var lifraeni fasinn hirtur og settur saman vid pann sem pegar
hafdi verid tekinn frd. Botnfallid var endurleyst aftur nd med 6,0 ml af
klor6form/metandl bléndu (1:2, v/v) i 66rum hlutféllum. Lausnin var latin standa i 10
min. og sidan var glasid spunnid vid somu adstedur. Lifreeni fasinn var tekin fra og
settur saman vid pann sem verid var ad geyma. Botnfallid var na endurleyst i 6,0 ml af
kloroformi/metanoli/afjonadu vatni (48:35:10, v/v) og lausnin latin standa i 10 min.
Glasid var sidan spunnid likt og adur og lifreeni fasinn hirtur. T lokinn voru flotin
purrkud nidur undir nitri og endurleyst i 2,5 ml af kléréform/metandl/afjonad vatn
blondu (60:30:4,5, v/v).
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2.16.2. battun i mismunandi lipidhépa

Lipidatdratturinn var hreinsadur med a Sephadex G-25 sulu og sidan pattadur i sundur
i hlutlaus lipid, osialylerud glykolipid (e. non-sialylated glycolipids) og fosfolipid,
mono-sialylerud gangliosid (e. mono-sialylated gangliosides) and pdly-sialylerud
ganglidsio & silica 60 sulu (Kieselgel 60, 230-400 mesh) [51]. Sidan var dsialylerud
glykolipid og fosfolipid hlutinn adskilinn & silica 60 sulu eins og er lyst af Pernet et al.
[52].

Sephadex G-25 sulu (pvermal 1,0 cm, had 3,5 cm) var jofnud med
kloroform/metandl/dH,O bléndu (60:30:4,5, v/v). Synid var sidan sett a suluna og
skolad med 5,0 ml af jofnunarlausninni. I kjélfarid var 2,5 ml af klér6form/metanol
(2:2, vIv) blondu og 2,5 ml af kléré6form/metandl/dH,0 (48:35:10, v/v) bléndu I4tid
renna i gegnum suluna. Skolin voru sett saman, purrkud undir nitri og endurleyst i
einum millilitra af Kkléroformi. Pbessi skammtur var notadur sem upphafsefni i
maelinum.

Silica 60 sula (pvermal 0,6 cm, had 2,5 cm) var jofnud med kloroformi. Synid var
sidan sett & og skolad med 12 ml af kléréformi, en med pvi nadust hlutlaus lipid af
stlunni. Sidan var fosfolipidum og 6sialylerud glykolipid nad af stlunni med pvi ad
skola synid fyrst med 1,5 ml af kloroform/metandl/aceton/ediksyru/dH,O
(52:8:8:18:4, v/v) blondu og sidan med 8,0 ml af kléréform/metandl bléndu (4:1, viv).
Neest var gangliésidoum nad af salunni. Mono-sialylerud gangliésid voru fengin med
pvi ad setja 2,5 ml af kléréform/metandl (2:3, v/v) lausn & suluna. Sidan i lokin var
poly-sialylerud gangliosio fengin med pvi ad setja prjar mismunandi samsetningar af
kléroform/metandl/dH,O & suluna. Fyrst 65:25:4 (v/v), sidan 60:35:5 (v/v) og i lokinn
48:35:10 (V/v).

Til ad na fosfolipidum og osialylerudum glykoélipidum i sundur var skammturinn
purrkadur nidur og endurleystur i kloréformi. Synid var sidan sett aftur a silica 60
stlu, sem hafdi verid jofnud med kléréformi. Fyrst var synid skolad med 10 ml af
kloroformi, sidan var glykolipioum nad fra med pvi ad setja 15 ml aceton/metandl
(9:1, v/v) bléndu & stluna. T lokinn var fosfolipidum nad af stlunni med pvi ad skola
synid med 10 ml af metandli med 200 pl af ediksyru Gt i.

Allir skammtar af silica 60 sulunni voru purrkadir nidur undir nitri og endurleystir
i 300 pl af klér6form/metandl (1:1, v/v) med 50ug/ml butylated hydroxytolueni
(BHT) til ad hindra oxun & tvitengjum. Sma vatni var bett vid gangliosidin til ad
audveldara veeri ad endurleysa pau. Synin voru sidan geymd vid -20°C.

2.16.3. bunnlagsadgreining

punnlagsadgreining (e. thin layer chromatography, TLC) var framkvaemd & Gtdregnum
lipioum med 6likum skridvokvum eftir gerd peirra lipida sem sést var eftir ad greina.
20 pl af uppleystu syni var sprautad a punnlagsplotu (10 x 10 cm, Merck TLC Silica
gel 60 plotur) i beina linu milli tveggja punkta. Pl6tunni var sidan komid fyrir i keri
med videigandi skridvokva. begar skridvokvinn hafdi nad vist hatt var platan tekin Gt
og latin porna. Eftir ad skridvokvinn hafdi gufad upp voru lipidin litud. Samsetning
skridvokvanna var eftirfarandi: fyrir fosfolipio var notad klér6form/metandl/edik-
syra/H,O (60:50:1:4, v/v) blanda, fyrir oOsialylerud glykolipid var notud
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klor6form/metandl/ aceton/ediksyru/dH,0O (52:8:8:18:4, v/v) blanda og fyrir hlutlaus
lipid var notad hexan/diethyl ether/ediksyra (60:40:2, v/v) sem skridvokva.
prjar adferdir voru notadar til ad lita lipidin:

1. Kopar sulfat litun:

punnlagsplatan var sett ofan i 10% (w/v) kopar sulfat lausn, leyst uppi 8% (v/v)
fosforsyru. Platan var hofd i lausninni i um 20 sekdndur og sidan latin porna i 10 min.
Eftir pad var platan sett i 130°C heitan hitaofn i 10 min.

2. Jodlitun:

Jod litar allar gerdir lipida sem innihalda 6mettadar fitusyrur, sem byggir & tengslum
vid tvitengi milli kolefna. Jodi var komid fyrir i lokudu ilati, punnlagsplétu var sidan
komid fyrir ofan i ilatinu. Litunin ték allt frd nokkrum minatum upp i klukkustund, allt
eftir magni lipioa & pl6tu. Gott var ad hafa ilatid vid veegan hita svo betri uppgufun jods
fengist med tima.

3. Ninhydrin litun:

Aminberandi lipid (serin, etandlamin) voru litud med 0,2% (w/v) ninhydrin lausn i
batanoli og 0,5% (v/v) ediksyru.

Hlutfallsgreiningar & flokkum lipida innan hvers hops, var framkveemd med pvi ad
greina tilheyrandi linu & punnlagsplétu  med Imagel forriti  (1.42p,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, USA).

2.16.4. Fitusyrugreining

Fitusyrumetylesterar hvers lipids flokksvoru Gtbunir med pvi ad nota boron trifllorid
metandl (BTM) lausn fra Sigma-Aldrich (Missouri, USA) eins og framleidandinn maelti
med. Pad var gert i stuttu mali med pvi ad purrka 50 pL af lipid syni undir nitri i Kimax
glerglasi med teflon tappa. Synid var sidan endurleyst i 700 uL of BTM og pad sett i
100°C heitan hitaskap i 30 min. Eftir hitun voru fitusyru metyl esterar dregnir Ut i hexani,
synid sidan purrkad nidur undir nitri og endurleyst i 50 pL of hexani. Var pa synid tilbuid
fyrir gasgreiningu.

Fitusyrur voru greindar med Hewlett-Packard 6890 GC kerfi (Waldbronn, Germany),
sem var med Megabore DB-225 sulu (30 m x 0,25 mm i.d.x 0,25 pm film) (J&W
Scientific, California, USA) og var fledihradinn & helium gasinu 0,6 ml min™. Hitinn var
hafour 250°C par sem synid for inn. Ofninn var latinn auka hitan med hradanum 3°C min
! fr4 150°C ad 220°C og latin halda peim hita i 10 min. en heildarkeyrslan tok 33,3 min.
Adskilnadur & fitusyrunum var numinn med Hewlett-Packard 5973 (Waldbronn,
Germany) med massabil milli 50 og 550 m/z. Borin var kennsl & fitusyrur med réstima, en
rastiminn var borinn saman vid stadal (FAME 37 mix #47885U, Pennsylvania, USA).
Einnig var studst vid ad massarof sem tekin voru af toppunum, en réfin voru borin saman
vid réf i gagnabanka (Whiley 275 K, 1996) i leitarvél fra National Institute of Standard
and Technology, Gaithersburg, MD 20899, USA.
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3. Nidurstoéour

3.1. ,,Basolateral”“ himna parmapekjufrumu ur Atlantshafsporski

Gott upphafsefni er lykillinn ad rannséknum sem eftir koma badi & BLM og
himnuflekum einungrudum ur peim hluta. Pvi var sést eftir ad adskilja ,,basolateral*
himnu fra burstalagshimnu ar einangrudum parmapekjufrumum porsk med sem
minnstri mengun fra 6drum frumulifferum. Mérgum adferdum hefur verid lyst fyrir
pattun pessara frumuhimna pekjufruma i ymsum lifverum, par & medal adferd fyrir
pekjufrumur ar fiskum [15, 17, 35, 53, 54]. Nyta pessar adferdir breytileika a
edliseiginleikum BLM og BBM sem er til kominn vegna 6likrar samsetningar. Medal
annars er gert rad fyrir mun a hledslu og/eda edlispyngd. Farid hefur verid i gegnum
nokkrar adferdir i leit ad hentugri adferd fyrir okkar efnivid en peer hafa reynst
misjafnlega [55]. Ein peirra var adferd lyst af Booth og Kenny arid 1974 [35], sem
seinna hafdi verid breytt af Danielsen [36]. Reyndist hun einna alitlegust og var
akvedid ad proa hana afram fyrir okkar efnivid. Adur en préun & einangrunaradferd
var hafin, voru skodadar nokkrar élikar adferdir til ad mela virkni Na,K-ATPasa.
Ensimid er pekkt merkiensim fyrir BLM hluta pekjufrumu [15, 17, 35, 53, 54].

3.1.1. Virknimeeling & Na,K-ATPasa

Jonadzlan Na,K-ATPasi er talin vera adeins ,basolateral“ megin & skautadri
pekjufrumu og er pvi hentugt sem merkiensim fyrir pann hluta. Tveer adferdir eru
aberandi i visindaritum til ad mela virkni préteinsins. Annars vegar er magn ADP
melt [41] og hins vegar er laust fosfat malt [42, 56]. ADP og laust fosfat myndast
begar Na,K-ATPasi notar ATP til ad dela natrium jonum Gt og kalium jénum inn i
frumuna gegn styrkhallanda.

Reyndist okkur erfitt ad finna hentuga adferd til ad meala virkni Na,K-ATPasa. |
upphafi verkefnisins var studst vid adferd lyst af Scarschmidt et al. [41], en su adferd
byggist a pvi ad nota ensimkerfi til ad mala ADP. pessi adferd reyndist pd ekki
neegilega nem og hentadi pvi ekki fyrir okkar efnivid sem hafdi jafnan lagan styrk af
préteininu [55]. 1 leit ad hentugri adferd var farid yfir i ad nota endapunktsmelingu og
meela laust fosfat i framhaldinu. Laust fosfat, eftir ad hvarfid hafi verid stoppad med 3%
TCA, var fyrst malt med adkeyptu efni, ,,Biomol green” (AK-111) frA BIOMOL®
Research Laboratories. Pad hentadi ekki vel i pessum tilgangi par sem pad virtist falla Gt
og gleypnin aukast med tima. Var pa akvedid ad beita annarri adferd vid ad meela magn
fosfats sem byggist a adferd Rouser et al. [46]. SU adferd notar molybdat til ad meela
magn fosfats. Reyndist hun ekki heldur hentug par sem ATP er dstddugt i naveru sars
molybdats [42]. Var péa farid i ad adskilja fosfomolybdat fra ATP med pvi ad draga pad
ut i etyl acetat med adferd lyst af Post og Sen arid 1967 [42].

Til ad kanna hvort pessi adferd er hentug til ad mela virkni Na,K-ATPasa, var
kannad samband & milli losunar fosfats og magn proteins annars vegar og hinsvegar
samband & milli losun fosfats og hvarftima. Nidurstédurnar eru syndar & mynd 13, en
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paer syndu linulegt samband i badum tilfellum. | framhaldin var athugad hvort magn
ATP veri hamlandi pattur fyrir klukkutima hvarf. Virkni Na,K-ATPasa var meald eftir
ad magn ATP hafdi verid leekkad ur 5,0 mM i 1,25 mM, en hdn var 16,8+1,1 nmol
Pi/mg min og 17,3+0,5 nmdl Pi/mg min. Virknin minkadi ekki med 75% laekkun a
magni ATP, svo heagt er ad alykta ad magn pess sé negilegt. bar sem pessar
nidurstodur voru alitlegar var akvedid ad nota adferdina & syni einangrunarferils BLM.
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Mynd 13. Samband fosfatsmagns og hvarftima annars vegar og magn proéteins hins
vegar. Mealt med adferd Post og Sen [42]. (A) Tengsl & milli losunar a fosfati (Pi) og
magn af proteini. (B) Tengsl a milli losunar & fosfati (Pi) og hvarftima. Notast var vid
syni af talknum. Talkn voru hreinsud med HBS lausn. Sidan var jafningur utbuinn i
Potter- Elevhjelm og spunninn vid 150xg i 10 min. Flotid var ad lokum hirt og notad
til ad kanna adferdina. Fjoldi tilrauna (n)=3.

3.1.2. Einangrun & BLM hluta parmapekjufrumu Atlantshafsporsks

Einangrun med adferd Booth og Kenny [35], sem seinna hafdi verid breytt af
Danielsen [36], byggist & pvi ad nota magnesium til ad patta i sundur 6lika himnuhluta
bekjufrumu. Magnesium (Mg®") er tvigild katjon sem myndar bryr milli neikvadra
hledslna fosfolipida og myndar pannig netju sem veldur Gtfellingu sem haegt er ad
spinna nidur. Yfirbord BBM er talid vera frekar hlutlaust, en pad hefur ekki jafn hatt
hlutfall fosfolipida og adrar himnur innan frumunnar [35]. Med ibléndun katjéna naest
pvi adskilnadur a milli BBM og BLM, en pad verdur pess valdandi ad BLM spinnst
fra par sem han er minushladnari en BBM.

Ensim sem voru einkennandi fyrir akvedin frumuliffeeri voru notud til ad meta
einangrunarferlid. Alkaliskur fosfatasi (AP) og leusin amindpeptidasi (LAP) voru
notadir sem merkiensim fyrir BBM, sur fosfatasi (a-P) var notadur sem merkiensim
fyrir leysikorn (e. lysosome), succinat dehydrogenasi (SDH) var notadur sem
merkiensim fyrir hvatbera og Na,K-ATPasi var merkiensim fyrir BLM [15, 35]. Fyrri
préfanir & einangrunarferlinu gafu til kynna ymiss vandamal sem porf var a ad laga, en
nidurstdduna ma sja i vidauka A. Helstu ahyggjuefnin voru hvatberamengun & sidara
stigum einangrunarferilsins og ekki nagilega godur adskilnadur & milli frumuhluta
parmapekjufrumunnar med magnesium fellingu. Var pvi adferdin ekki ad gefa peer
nidurstddur sem sost var eftir vid pattun pessarra frumuhluta og pvi naudsynlegt ad
skoda ferlid nanar.
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Vid jafningsgerd ma gera rad fyrir pvi ad DNA innan Ur frumunni gangi Gt i
lausnina. Petta getur valdid pvi ad seigja jafningsins sé breytileg eda of mikil, svo
spunaskref virka ekki sem skyldi. petta getur badi leitt til pess ad erfitt er ad na
hvatberum fra & fyrri stigum einangrunarferilsins og ad magnesium felling sé ekki ad
virka sem skyldi. Var pvi hugsanlegt ad melting med DNAasa i upphafi veri til bota.
AJ sama skapi purfti ad kanna ahrif frystingar a pattunarferlid, en parmarnir h6fou
&tid verid frystir med fljotandi kéfnunarefni strax eftir slatrun. pad var hugsanlegt ad
hvatberarnir gaetu opnast vid slika medhdndlun og farid i minni agnir. bar af leidandi
veeru himnubrot hvatbera ad koma nidur & sidari stigum einangrunarferilsins.

Radist var i ad setja upp tilraun til ad kanna pessar tilgatur. Tilraunin fol i sér
samanburd & syni sem hafdi verid fryst og syni sem var notad ferskt. Ad auki voru
framkveemd auka spunaskref, annars vegar vid 1.500xg og hins vegar 2.700xg fyrir
magnesiumfellingu til ad reyna ad na hvatberum frd med botnfellingu. Uppsetning
tilraunarinnar er synd & mynd 14. Fylgst var med vikni SDH, merkiensimi fyrir
hvatberahimnur, i skdmmtum einangrunarferilsins til ad sja hvenar naest ad adskilja
paer fra. A mynd 15A eru nidurstédurnar fyrir tilraun & fersku upphafsefni syndar. peer
syna ad hvatberahimnurnar eru ad koma hlutfallslega mest nidur vid 2.700xg spunann
baedi med og an DNAasa. Einnig er téluvert ad koma nidur vid upphafsspunann. pegar
nidurstodurnar eru skodadar i framhaldinu fyrir skammta sidar i einangrunarferlinu er
athyglisvert ad pad var enn hvatberamengun i skammti B4 (BBM) par sem DNAasa
hafdi ekki verid bett saman vid jafninginn. Hins vegar meldist ekki virkni i skammti
B4 par sem DNAasa hafdi verid beett saman vid. | skammti B3 (BLM) var mengun fra
hvatberum hvorki ad finna i skammti med DNAasa né an.

1.500xg
Med DNAasa Auka spunaskref eftir fyrsta spuna 2 700xg
Fryst
4 1.500xg
An DNAasa Auka spunaskref eftir fyrsta spuna 2.700xq

battun BLM og BEM

1.500xg
Med DNAasa Auka spunaskref eftir fyrsta spuna 2.700xg

Ferskt
1.500xg

An DNAasa Auka spunaskref eftir fyrsta spuna 2.700%g

Mynd 14. Tilraun til ad proa adferd Booth og Kenny [35], sem hafdi verid breytt af
Danielsen [36]. Markmidid var ad koma i veg fyrir hvatberamengun & sidari skrefum
einangrunarferilsins og auka skilvirkni pattunar a frumuhlutum pekjufruma. Parmar
Ur porskum voru annad hvort notadir ferskir eda piddir. Eftir ad
parmapekjufrumurnar hoéfou verid einangradar med skofun, var Gtbdinn jafningur.
Eftir jafningsgerd var annars vegar haldid beint a4fram med framkvaemdalysinguna
eda syni melt med DNAasa i eina klukkustund &dur en framkvemdalysingu var haldid
afram. Eftir fyrsta spunann var beett vid spunaskrefi, annars vegar vid 1.500xg og hins
vegar vid 2.700xg. bad var gert til ad athuga hvort haegt veeri ad spinna
hvatberahimnurnar fra fyrir magnesiumfellingu.
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Nidurstoour fyrir parmasyni sem hafdi verid fryst i upphafi eru syndar & mynd
15B. beer gafu svipadar nidurstodur og fyrir ferskt ad pvi leyti ad pad var hlutfallslega
mesta edlisvirkni SDH i botnfallinu eftir 2.700xg. Hins vegar syndu nidurstédurnar ad
enn var hvatberamengun & sidari stigum einangrunarferilsins. I skammti B3 (BLM),
baedi med og &n DNAasa, var hvatberahimnur ad finna. Einnig i skammti B4 (BBM)
sem ekki hafdi verid DNAasa melt.

Markmidid var ad nad hvatberahimnum frd snemma i einangrunarferlinu.
Samkveemt nidurstédum a melingum & SDH synd & mynd 15 var akjosanlegast ad
nota ferskt upphafsefni sem hafdi verid melt med DNAasa. Einnig var til bota ad beeta
nyju spunaskrefi vid, 2.700xg i 10 min., fyrir magnesium fellingu til ad spinna
hvatberahimnunnar fra. Til ad kanna hvada &hrif breytingin & adferdinni hafoi a
adskilnad BLM og BBM var ferlid endurtekid og virkni Na,K-ATPasa (merkiensim
fyrir BLM) og AP (merkiensim fyrir BBM) meld i skdmmtum einangrunarferilsins.
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Mynd 15. Hlutfallsleg edlisvirkni SDH af floti eftir fyrsta spuna (F1). Parmapekjan
var skafin og jafningur gerdur i HBS lausn med Potter- Elevhjelm jafnara. Syni var
sidan skipt upp og annar hlutinn meltur med DNAasa. Plus a myndinni taknar med
DNAasa en minus &n DNAasa. Badir hlutar jafningsins voru spunnir vid 150xg i 5
min. til ad skilja ad dsprungnar frumur og annad ouppleyst. Flotid var hirt (F1) og
spunnid aftur, fyrst vid 1.500xg og sidan 2.700xg. Flotid (F2) var hirt og stillt ad 10
mM MgCl; og pad latid standa i 10 min. & is. Lausnin var pa spunnin vid 1.150xg i 10
min. Botnfallid (B3) var sidan tekid fra, pad endurleyst i lagmarksrammali af HBS
lausn. Flotid (F3) var spunnid vid 48.000xg i 30 min. Botnfallid (B4) var hirt og pad
endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn. Virkni SDH var mald eins og lyst er i
adferdakafla 2.7.4. (A) Notad ferskt upphafsefni. (n =1). (B) Notad upphafsefni sem
hafdi verid fryst og pitt fyrir notkun. (n=1).

Adferd Post og Sen [42] var notud til ad mela virkni Na,K-ATPasa i skommtum
einangrunarferilsins par sem han virtist alitleg eftir ad gaedi hennar voru kénnud (sja
kafla 3.1.1). Nidurstédurnar eru syndar & mynd 16A, sem synir ad hlutfallslega var
edlisvirkni Na,K-ATPasa mest i skammti F1 og B3. Buist var vid ad BLM himnur séu
ad finna i skammti B3, pad er i botnfallinu eftir magnesium fellingu. Hins vegar atti
BBM hluti frumuhimnunnar ad koma seinna nidur, eda i skammti B4. Samkvaemt
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pessum nidurstddum virtist adskilnadur hafa nadst & milli frumuhlutanna, en
hlutfallsleg edlisvirkni Na,K-ATPasa var ha i skammti B3 en engin i B4. Til ad athuga
hvort adskilnadur hafi i raun ordid, pad er, a8 BBM himnuhlutinn hafi ekki komid
med nidur med magnesium fellingunni var mald virkni AP. Nidurstédurnar eru
syndar & mynd 16B, en par syna ad hlutfallsleg edlisvirkni er mest i skammti B4 eins
0g buist var vid.

Til ad fa heildaryfirlit yfir einangrunarferlio med peim breytingum sem hoféu
verid gerdar & adferdinni, var pad framkvemt i heild sinni aftur og virkni merkiensima
meld prisvar sinnum hvert. petta var gert til ad stadfesta fyrri nidurstddur, en
nidurstadan er synd & mynd 17. Samkvaemt pessum nidurstodum jokst hlutfallsleg
edlisvirkni AP sjofalt mida vid upphafsefni (F1) og LAP nénast fjérfalt i skammti B4.
Merkiensim BBM géafu pvi til kynna ad sa hluti frumuhimnunnar vaeri ad koma nidur
a réttum stad. Hlutfallsleg edlisvirkni Na,K-ATPasa var riflega niféldud i skammti B3,
sem pyddi ad magnesium fellingin var ad virka sem skyldi og nadi BLM
frumuhlutanum frd& BBM. Hlutfallsleg edlisvirkni SDH var riflega tvofalt herri i
skammti B2 mida vido upphafsefnid, en wvar lag i 0drum skémmtum
einangrunarferilsins. Var pvi markmidinu nad, pad er ad na i burtu hvatberahimnum &
fyrri stigum einangrunarferilsins. Virkni a-P, sem er merkiensim leysikorna, var um
pad bil tvofalt heerri i skammti B3 og B4 mida vid upphafsefni.
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Mynd 16. Hlutfallsleg edlisvirkni Na,K-ATPasa og alkalisks fosfatasa (AP) midad
vid flot eftir fyrsta spuna (F1). Ferskt parmasyni var skafid og jafningur gerdur i
vinnulausn med Potter-Elevhjelm jafnara. DNAasa var bett saman vid og lausnin
latin standa i klukkutima. Jafningurinn var sidan spunninn vid 150xg i 5 min. Flotid
(F1) var sidan hirt og spunnid vid 2.700xg i 10 min. til ad na hvatberahimnum fra.
Flotid eftir spuna tvo (F2) var hirt og pad stillt ad 10 mM MgCI2. Lausnin var sidan
latin standa i 10 min. & is og pad spunnid ad pvi loknu vid 1.150xg i 10 min.
Botnfallid (B3) var sidan tekid fra, pad endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn.
Flotid (F3) var spunnid vid 48.000xg i 30 min. Eftir spunann var botnfallid hirt (B4)
og pad endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn. Virkni ensimanna var meld eins
og lyst er i adferdakafla 2.7.3.2. og 2.7.1. (A) Na,K-ATPasi. (n=1). (B) Alkaliskur
fosfatasi (AP). (n=1).
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Syni fra einangrunarferlinum eftir ad adferdinni var breytt voru rafdreginn til ad
skoda préteinsamsetningu synanna (sja mynd 18). Stadsetning proteina i skdmmtum
einangrunarferilsins og steerd peirra getur gefid visbendingar um hvada proétein er ad
reeda. Alfa eining Na,K-ATPasa er til demis um 110 kDa og a ras 9, par sem BLM
synid var, er haegt ad sja band af peirri steerd. Einnig mé sja band vid ~37 kDa, sem
heegt veeri ad tulka sem beta-einingu Na,K-ATPasa. Til ad stadfesta hvada prétein eru
til stadar i hverjum skammti veeri haegt ad massagreina valin bond eda nota métefni.

Bond voru valin til massagreininga af ras 9, en bondin gafu annad hvort ekki god
rof eda pa ekki marktaekt svar i Mascot. Stadfesting & proteinum i syni B3 (BLM) med
motefnum er ad finna hér ad nedan i kafla 3.4.
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Mynd 17. Hlutfallsleg edlisvirkni merkiensima mismunandi frumuhluta mida
vidupphafsefni (F1) fyrir helstu skammta einangrunarferilsins. Ferskt parmasyni
var skafid og jafningur gerdur i vinnulausn med Potter-Elevhjelm jafnara. DNAasa
var bett saman vid og lausnin latin standa i klukkutima. Jafningurinn var sidan
spunninn vid 150xg i 5 min. Flotid (F1) var sidan hirt og spunnid vid 2.700xg i 10
min. til ad na hvatberahimnum fra. Flotid eftir spuna tvo (F2) var hirt og pad stillt ad
10 mM MgCl,. Lausnin var sidan latin standa i 10 min. & is og hun spunnin ad pvi
loknu vid 1.150xg i 10 min. Botnfallid (B3) var sidan tekid fra, pad endurleyst i
lagmarksrummali af HBS lausn. Flotid (F3) var spunnid vid 48.000xg i 30 min. Eftir
spunann var botnfallid hirt (B4) og pad endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn.
Virkni ensimanna var meald eins og lyst er i adferdakafla 2.7. Na,K-ATPasi (Na/K,
aoferd 2.7.3.2), leusin amindpeptidasi (LAP), alkaliskur fosfatasi (AP), succinat
dehydrogenasi (SDH) og sur fosfatasi (a-P). (n=3).
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3.2. Himnuflekar

Himnuflekar eru glykdsphingolipid/kolesterolrik svaedi innan frumuhimnunnar.
Einangrun peirra byggir & 6leysanleika peirra i 6jonudum sapum (t.d. Triton X-100)
0og adskilnad & sukrosastigli. Notkun spunastigulsins byggir & adgreiningu eftir
edlispyngd og leitar s& hluti synisins sem hefur minni edlispyngd upp stigulinn pegar
lausnin er spunnin vid haan g-kraft. Syni var gert tilbGid fyrir einangrun &
himnuflekum & tvennan hatt eftir iblondun sapu. | 6dru tilfellinu var linulegur
sukrosastigull settur ofan & synid og i hinu tilfellinu var prepa sukrosastigull settur
ofan 4. Med prepastigulsadferdinni ganga himnuflekar upp og péttast saman vid skilin
& mismunandi styrk sukrosa. Linulegur sukrosastigull gefur hins vegar meiri dreifingu
& himnuflekum innan spunaglassins vegna 6likrar edlispyngdar peirra.

Til ad fa yfirsyn yfir hvernig einangrunin gekk fyrir sig var magn kdlesterdls og
préteins meelt, perriblettun og rafdrattur framkvemdur & synunum.
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Mynd 18. SDS-rafdrattarhlaup af synum einangrunarferils BLM hluta
parmapekjufrumna, med adlagadri adferd ad Atlantshafsporski (kafli 2.3.2). Syni
voru leyst upp i 5x sterkri synalausn og sodin i 5 min. en midad var vid ad setja 100ug
af préteini a hverja ras. 12,5% akrylamid hlaup var Gtbuid og keyrt samkveemt adferd
Laemmli (sja kafla 2.12). Ad loknum rafdratti var hlaupid silfurlitad. A ras 1 var
proteinstigi (Fermentas #SM0671), rasir 2 og 12 voru tomar, ras 3 var med syni af
jafningi, a ras 4 var fyrsta flot (1F), & ras 5 var fyrsta botnfall (1B), & ras 6 var annad
flot (2F), & réas 7 var annad botnfall (2B), a ras 8 var pridja flot (3F), a ras 9 var
bridja botnfall (3B, BLM), a ras 10 var fjorda flot (4F) og & ras 11 var fjérda botnfall
(4B, BBM).

3.2.1. Einangrun himnufleka

Einangrun himnufleka fra BLM hluta parmapekjufrumu var framkvemdur med pvi ad
nota adferd lyst af Brown og Rose [3], med breytingum gerdar af Danielsen [37].
Pessi adferd hafdi reynst vel til ad einangra himnufleka BBM megin a
parmapekjufrumum Atlantshafsporsk [57] og var pvi talin &kjésanlegur kostur.
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Rannsdknir hafa synt ad hvatberahimnur geta einangrast med himnuflekum og er pvi
naudsynlegt ad upphafs-efnividur sé ad mestu laus vid hvatbera [20, 25]. Fjallad var
um einangrun BLM i kaflanum hér & undan, en med breytingum & &dur birtri adferd
tokst ad einangra BLM hluta pekjufrumu Atlantshafsporsks med litilli mengun fra
6drum frumulifferum. Var pvi komid asettanlegt upphafsefni til ad einangra
himnufleka fra. Efnividurinn var medhondladur med Triton X-100 og himnuflekar
einangradir fra & sukrosastigli. Pad syndi sig ad sapan var naudsynleg en ef spunni
var sleppt voru engin skil @ milli himnufleka og annarra hluta frumuhimnunnar (sja
nidurstodur i vidauki B).

Eftir einangrun baedi med linulegum sukrésastigli og prepastigli var kélesterdl og
proteinmagn skodad i skdmmtum stigulanna. Eitt af einkennum himnufleka er ad peir
eru kolesterdl rikari en onnur himnusvaedi [19] og pvi var ahugvert ad skoda
kolesterdl/protein hlutfall skammtanna. Nidurstada fyrir einangrun med linulegum
sukrosastiguli er synd & mynd 19A, en han synir ad kolesterdlmagn er mest efst i
stiglinum (skammtur 1-3) og i skdmmtum 9-10. Lagur préteinstyrkur reyndist vera i
midjunni (4-8), en herri i edlisléttari og pyngri skommtunum. Kolesterol/prétein
hlutfall var haest efst i stiglinum (1-3). bad gefur til kynna ad nadst hafi ad einangra
himnufleka fra leysanlegum hluta himnunnar.

A mynd 19B eru nidurstédur fyrir einangrun himnufleka med prepaskiptum
sukrosa (40%, 35%, 5%). Kolester6lmagn var mest & skilum sukrosalausnanna eda i
skammti tv0. Proéteinstyrkur skammtanna reyndist vera har i nedstu tveimur
skommtunum (11-12) og i efstu tveimur (1-2). Kélesterdl/protein hlutfall var haest i
efstu tveim skommtunum (1-2).

0,8

1,0 (B) 1,0
o) ~= = =
2 0,6 0,8 = § \% 0'8§ S
s > 5 2E
= S 2 06E=
o 014 e N — O O
jus O o c o
3 = o) 'S QD
7t 043 & = 043
< \S 1] g o‘ \E w
Ne) 0’2 et % S A & 3
Y 020 g v '.-.L"'*.i-*"'*" 02X
0.0 gy % Em .!..-l-.-!-l--lololl.T 00
1 3 5 7 9 11 1 3 5 7 9 11
Skammtur #, nr. 12 botn Skammtur #, nr. 12 botn

Mynd 19. Himnuflekaeinangrun ar BLM hluta parmapekjufrumu, protein,
kolesterdl og kdlesterol/protein dreifing. BLM hluti parmapekjufrumu var blandadur
saman vid Triton X-100 (ad 1% lokastyrk) og latid standa i 10 min. Synid var sidan
blandad saman vid sukrdésa ad 40% (w/v) lokastyrk og linulegum sukrésastigli (10-
35% (w/v)) eda prepastigli (35%, 5%) beett par ofan a. Eftir spuna vid 210.000xg i 18
kist. var daelt uppar glésunum og lausninni skipt upp i 1 ml skammta. Skammtur efst
ar spunaglasinu var namer eitt og svo var numerad nidur. Skammtur 12 er uppleyst
botnfall. (A) Protein og koélesterdl dreifing yfir linulegan sdkroésastigul. (n=3). (B)
Protein og kolesterol dreifing yfir prepastigul. (n=3). Proteinmagn (mg/ml, A),
kolesterolmagn (mg/ml, m) og kolesterol/protein hlutfall (4).
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GM; (mdnosialotetrahexosyl gangliésid) er pekkt fyrir ad vera innan himnufleka
[21]. Métefnalitun & skdmmtum sukrosastiglanna fyrir GM; getur pvi gefid sterkar
visbendingar hvernig einangrunin heppnadist og hvar himnufleka er ad finna i
stigulinum. Mynd 20A synir nidurstédur motefnalitunar fyrir GM; & skémmtun
einangrunarferilsins med linulegum sukrésastigli. Nidurstoournar syna sterkustu
litunina fyrir GM; i efstu premur skdmmtunum, en pad stydur fyrri nidurstodur.
Einnig virtist litast fyrir GM; i skammti 9 og 10, en pad er mogulegt ad edlispyngri
himnuflekar hafi ekki ndd ad leita haerra upp stigulinn.

A mynd 20B eru nidurstodur motefnalitunnar fyrir GM; & skommtum
einangrunarferilsins med prepaskiptum sukrosastigli. Nidurstodurnar syna afgerandi
sterkustu litunina fyrir GM; i efstu tveim skdmmtunum, en petta stydur einnig fyrri
nidurstddur kolesterdls/protein hlutfalls. Eins og bdist var vid, hentar pvi prepaskiptur
stkrosastigull betur pegar safna a himnuflekum i heild, til deemis fyrir fituGtdrétt.
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Mynd 20. Perriblettun sem synir dreifingu GM; (mondsialotetrahexosyl ganglidsid)
i skdmmtum sukrosastigla notada til ad einangra himnufleka. PVDF
(pblyvinyldifldorid) himna var klippt i hentuga sterd og bleytt med metandli. Hun var
sidan latin liggja i flutningslausn i 15 min. og ad peim tima loknum var hun 16gd &
blautan filterpappir. 0,5 ul af syni var sett @ himnuna og droparnir latnir porna.
Himnan var sidan 16gd i HBS lausn med 2% (v/v) Tween-20 og var hin svo
métefnalitud. Notad var HRP-tengt cholera toxin. (A) Motefnalitun fyrir GM; a
skdommtum linulegs sukrdsastiguls. Efsti skammtur spunaglassins er nr. 1 og svo er
nimerad nidur, en skammtur nr. 12 er botnfall. BSA (nauta albumin) var notad sem
neikveett viomid (-) og BLM var notad sem jakvett viomid (+). (B) Motefnalitun fyrir
GM; & skdommtum prepastiguls. Upprdédun st sama.

Syni einangrunarferilsins med linulegum sdkrosastigli voru rafdregin til ad sja
proteindreifingu i skémmtum ferilsins (sja mynd 21A). Sterd proéteina getur gefio
visbendingu um hvada protein er ad raeda i hverju syni. Til ad bera saman protein i
edlislétta hluta stigulsins, himnuflekahlutanum, og peim sem var i edlispyngri hlutanum er
pd naudsynlegt ad bera kennsl & pau protein sem eru i synunum. Til ad gera slikt voru
valin dhugaverd bond og reynt var ad massagreina pau med MALDI-TOF MS. bau bénd
sem voru tekin ma sja & mynd 46 i vidauka C. Likt og adur, reyndist erfitt ad fa god rof og
ef pad nadist, bar leit i Mascot ekki arangur. Til ad fyrirbyggja ad petta hafi verid mistok i
medferd syna, var ferlid framkveaemt aftur og hlaupbutur med alkaliskum fosfatasa notadur
sem jakveett viomid (nidurstadan er & mynd 47 i vidauka C). Ekkert benti til pess ad
eitthvad athugunarvert var vid undirbining og medferd synanna, en leit i Mascot gaf
alkaliskan fosfatasa. Hugsanleg asteda pess ad leit i Mascot bar ekki arangur fyrir
himnuflekasyni ar BLM hluta Atlantshafsporsks er ad radgreining & genamengi porsks er
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ekki komin inni pann gagnabanka. Geta proteinin verid neagilega olik til ad ekki faist
marktaek svOr pegar pau eru borin saman vid protein annarra fiska eda lifvera.

Annar moguleiki til ad bera kennsl & protein er notkun métefna, en til pess parf hentug
motefni sem pekkir protein i porski. Hafin var leit ad slikum maétefnum, en fjallad er um
pad nénar i kafla 3.4. Framkveemd var perriblettun og métefnalitun fyrir Na,K-ATPasa til
ad fa visbendingu um dreifingu préteinsins i skdmmtum einangrunarferilsins. Eins og
nefnt hefur verio &dur er Na,K-ATPasi merkiensim fyrir BLM hluta parmapekju-
frumunnar og er ahugavert ad sja hvort ensimid er innan himnufleka eda ekki. Samkvamt
nidurstddum & mynd 21C virdist ensimid ekki vera innan himnufleka. pPessar nidurstédur
pyrfti pé ad stadfesta med virknimaelingum eda Western-perrun.

1 2 3 4 5 6 7 8

10 1| A2

(kDa),
170 -
(A) 130 =
100
70
55
40

35

25

w

- _!
1 2 3456 7 8 9 1011 12 13

70
(B) AP 55

(C) NaK-ATPasi

Mynd 21. Proteinsamsetning syna Ur einangrunarferli himnufleka BLM hluta
parmapekjufruma med linulegum sukrosastigli. (A) SDS-rafdrattarhlaup af synum
einangrunarferilsins. Syni voru TCA felld og leyst upp i 1x sterkri synalausn og sodin i 5
min., en midad var vid ad setja um 70 pg af proteini & hverja ras. 12,5% akrylamiohlaup
var Uthaid og keyrt samkveemt adferd Laemmli (sj& kafla 2.12). Ad loknum rafdreetti var
hlaupid silfurlitad. A ras 1 var préteinstigi (Fermentas #SM0671) og & ras 2-12 voru
skammtar einangrunarferilsins (fra skammiti efst ur spunaglasinu og nidur). (B) Western
perrun og motefnalitun & sambeerilegu hlaupi fyrir alkaliskum fosfatasa. Upprédun syna
er sambeerileg, nema a ras 13 er botnfall eftir einangrun himnufleka & stigul. Perrun og
litun var framkvaemt eins og lyst er i kafla 2.14. Notad var 1/200 af fyrsta stigs motefni
(fiolstofna motefni gagnvart alkaliskum fosfatasa) og 1/2000 af annars stigs motefni (anti-
rabbit 1gG-HRP tengt, nr. A-8275 fra Sigma). (C) Perriblettun og métefnalitun fyrir
Na,K-ATPasa. 0,5 pl af syni var sett & himnuna og hun litud likt og lyst er i kafla 2.14.
Efsti skammtur spunaglassins er nr. 1 og svo er nimerad nidur, en skammtur nr.12 er
botnfall. BSA (nautaserum albdmin) var notad sem neikvaett viomio (-) og BLM var notad
sem jakvaett viomid (+). Notad var 1/150 af fyrsta stigs motefni (B1 (N-19), nr. Sc-16053
fra Santa Cruz) og 1/2000 af annars stigs motefni (anti-goat 19G-HRP tengt, nr. Sc-2378
fra Santa Cruz).
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Nidurstodur & motefnalitun fyrir alkaliskum fosfatasa er synd @ mynd 21B. Hin
virdist gefa til kynna ad proteinid sé til stadar, en litunin var sterkust i tveim nedstu
skdmmtum spunastigulsins. betta var stadfest med virknimalingum, en virknin var
mest i skommtum 10 og 11 (sja mynd 22).

3.2.2. Stadsetning alkalisks fosfatasa

Alkaliskur fosfatasi er GPI-tengt (glycosylphospatidylinositol) prétein, en GPI-tengd
protein eru talin liggja innan himnufleka [37]. Petta protein er talid vera adeins BBM
megin i skautudum parmapekjufrumum og var notad sem merkiensim fyrir pann hluta.
Ahugavert var ad skoda dreifingu ensimsins annars vegar i stkrdsastigli fyrir
einangrun himnufleka BBM megin, og hins vegar fyrir einangrun himnufleka BLM
megin. Nidurstddurnar eru syndar & mynd 22, en nénast engin aukning var &
edlisvirkni alkalisks fosfatasa i efri skommtum BLM stigulsins. Mikil aukningin var i
efri hluta & samberilegan stigul fyrir einangrun himnufleka ar BBM hluta himnunnar.
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Mynd 22. Eodlisvirkni alkalisks fosfatasa (U/mg protein) i skommtum linulegs
sukrosastiguls. Einangradur himnuhluti parmapekju, BLM eda BBM, var blandadur
saman vid Triton X-100 (ad 1% lokastyrk) og latid standa i 10 min. Synid var sidan
blandad saman vid sukrosa ad 40% (w/v) lokastyrk og linulegum sukrésastigli (10-
35% (w/v)) beett par ofan &. Eftir spuna vid 210.000xg i 18 klist. var delt uppur
glésunum og lausninni skipt upp i 1 ml skammta. Skammtur efst r spunaglasinu er
numer eitt og svo er numerad nidur. Virkni AP og magn proteins var melt eins og lyst
er i kafla 2.7.1. og 2.8. Himnuflekaeinangrun Ur hluta BLM, ¢. Himnuflekaeinangrun
uar hluta BBM, &. (n=3).

3.3. Fitugreining

3.3.1. Fitusamsetning

BLM hluti parmapekjufrumu var einangradur med adlagadri einangrunaradferd fyrir
pekjufrumur Atlantshafsporsks. Himnuflekar fra peim hluta voru i framhaldinu
einangradir med prepastigli eins og lyst er i kafla 3.2. Lipid voru sidan dregin Ut ar
frumuhimnunni og pau flokkud & sulum. Var adallega studst vid adferd lyst af Dreyfus
et al. [51] vid utdréatt og flokkun lipida, en han var talin henta pessum efnividi betur en
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adrar adferdir sem oft eru notadar eins og adferd Folch et al. [58]. bessi adferd hefur
pad fram yfir adrar ad vatnsfasinn er ekki tekinn fr4 eins og gert er i 6drum
utdrattaradferoum. bannig var mogulegt ad fa betri heimtur & peim lipidum sem geta
leysts ad hluta upp i vatnsfasa, til demis glykolipid.

Eftir utdratt og flokkun var magn kolesterdls, fosfélipida og gykolipida metid i
heildarlipidutdreettinum. Hver flokkur var sidan greindur med punnlagsskilju (TLC) til
ad meta hlutfall dkvedna lipidtegunda innan hvers flokks. I lokinn var framkvaemd
fitusyrugreining a 6llum flokkum, nema & hlutlausum lipidum, en ekki var hagt ad
setja pau & stluna sem var notud.

3.3.2. Hlutfall helstu lipida innan frumuhimnunnar

Molhlutfall helstu lipida midad vido heildarutdratt ar BLM hluta frumuhimnunnar
annars vegar og einangrada himnufleka fra peim hluta hins vegar er synd a mynd 23A.
Samanburdur & milli heildarfrumuhimnu BLM og himnufleka synir ad pad sé meira
kolesterol i heildarfrumuhimnunni, ~25,3% a moéti ~14,3% i himnuflekum. Hins vegar
var magn glykdlipida herra i himnuflekum, ~77,6% & moti ~58,3%. Eins og fyrir
kolesterolid, var hlutfall fosfélipida heerra i heildarhimnunni en pad var ~16,4% & moti
~8,1% i himnuflekum. Af pessum nidurstodum ma draga pa alyktun ad himnuflekar
eru hlutfallslega rikir af glykdlipidum a kostnad annarra lipidtegunda. Hatt hlutfall
glykolipida, pa sértaklega glykdsphing6lipida, er eitt af einkennum himnufleka. Leegra
kolesterol magn i himnuflekum kom pé & Gvart, svo pad var skodad nanar. bad parf po
ad hafa i huga ad i Utreikningum var gert rad fyrir ad molarhlutfall hexdsa midad vid
glykolipid veeri 1:1. bad er hugsanlegt ad glykdlipid himnufleka hafi lengri
skykursameindir bundnar vid sig og hlutfall glykélipida sé par af leidandi laegri og
magn kolesterol haerra.
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Mynd 23. Fitusamsetning BLM hluta parmapekjufrumu Atlantshafsporsks (svartir
stoplar) og himnufleka einangrudum fra peim hluta (hvitir stoplar). (A) Mélhlutfall
kélesterdls (KO), fosfolipida (FL) og glykolipida (GL) af heildarlipidum dregnum (t.
(n=3). (B) Mdlar hlutfall kélesterols/fosfolipida (KO/FL) og kélesterdls/heildar magn
skautada lipida (KO/HS). Hlutfall kolesterols/proteins (KO/PR, nmol/ug). (n=3).

A mynd 23B er hlutfall kolesterdls og fosfolipida (KO/FL), kélesterdls og

heildarmagn skautadra lipida (fosfélipid og glykolipid) (KO/HS) og hlutfallid & milli
kolesterdls og proteins synt (KO/PR). Hlutfall KO/FL reyndist adeins laegra i
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heildarhimnu BLM, ~1,54 (25,3/16,4) & méti ~1,78 (14,3/8,1) i einangrudum
himnuflekum. Heildarhimnan er p6 med harra hlutfall KO/HS (~0,34) en er i
himnuflekum (~0,17). Eins og buist var vid var KO/PR hlutfall harra i himnuflekum
(~1,86 4 moti ~1,31). Hatt KO/PR hlutfall er eitt af einkennum himnufleka.

3.3.3. bunnlagsskiljun a helstu flokkum lipida

punnlagsskiljun var framkvemd & fosfélipioum (FL), hlutlausum lipidum (NL) og
oOsialylerudum glykdlipidum (NSL) til ad skoda helstu flokka lipida innan hvers hops.
Ut fra punnlagsplétunum voru hlutféllin sidan skodud af hverjum flokki en pad var
greint eins og list er i kafla 2.16.3. bunnlagspléturnar syna heildarmagn lipida i BLM
syni og himnufleka syni fyrir og eftir pattun & silica-60 sulu. Einnig var rottusyni af
BLM hluta parmapekjufrumu haft til vidmidunar, en fitusamsetning rottu er pekktari en
borska og var hin notud sem jakveett vidomid um ad adferdin veeri ad virka sem skyldi.

3.3.3.1. Fosfalipio

Fosfolipid voru greind med punnlagsskiljun og eru nidurstédurnar syndar & mynd 24.
Greinilegur munur var & heildarhimnunni og himnuflekum. Magn sphingdmyelins
(SM) var mun harra i himnuflekum eda ~92% & m6ti ~36% i heildarhimnunni. A mati
hau SM hlutfalli i himnuflekum voru adrir hopar fosfolipida leegri. Fosfatidylkdlin
(PC) hlutfall var ~7% a moti ~49% i heildarhimnunni, fosfatidylserin (PS) var ~1 &
moéti ~8% og fosfatidylinositol (Pl) og fosfatidyletandlamin (PE) greindist ekKki i
himnuflekum en var 3% og 4% i heildarhimnunni. Syni Gr BLM hluta parmapekju
rottu var notad til vidmidunar, en lipid Utdrattur og pattun var samberileg og
framkveemdur var a porskinum. Var markmidid ad skoda hvort porskurinn veeri
ovenjulegur ad pvi leyti hve lagt PE hlutfallid veeri i heildarhimnunni og hatt SM eda
hvort petta atti reetur sinar ad reka i Utdrattaradferdina. Svo reyndist ekki vera, en
rottan syndi mynstur sem hafdi verid buist vid, p.e. er heerra PE og leegra SM (sja
mynd 49 i vidauka D).

Lipid voru dregin Gt ar synum einangrunarferils himnufleka med linulegum
sukroésastigli med adferd Christansen et al. [50]. Var lipidatdratturinn sidan greindur
med punnlagsskiljun og er nidurstadan synd & mynd 25A. | skammti 1 og 2, par sem
himnuflekarnir eru, ma greina sterkt band fyrir SM og adeins ljosara fyrir PC. Ef
rasirnar eru skodadar vel ma greina PS og PE einnig. bessi nidurstada stadfestir fyrri
nidurstddur ad SM er rikjandi i himnuflekum, p6 ad annarri Utdrattaradferd og litun
(jod i stad kopar sulfats litun) sé beitt.

3.3.3.2. Hlutlaus lipid

Hlutlaus lipid voru greind & punnlagsskilju, en nidurstddur & mynd 26 synir ad munur
var & heildarhimnunni og himnuflekum. Eins og buist var vid var kélesterdl (KO)
magn herra i himnuflekum ~36% & moti ~16% i heildarhimnunni. Hins vegar
greindist adeins di-glycerid i heildarhimnunni (~8%), einnig var meira af frjalsum
fitusyrum (FFA) og tri-glyceridi (TG) i heildarhimnunni. Meira reyndist af
kolesterolester (CE) & moti i himnuflekum (34% & moéti 9% i heildar himnunni).

Lipid himnufleka voru dregin Ut med annarri adferd, adferd Christansen et al. [50].
Pau voru sidan greind med punnlagsskilju og litud med jodi i stad kopar sulfats, en
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nidurstadan er synd & mynd 25B. Himnuflekar safnast fyrir ofarlega i spunastiglinum
og a myndinni sjast sterk kolesterol bond i efstu tveim skdmmtum spunastigulsins.
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Mynd 24. Dunnlagssklljun a fosfoll'pl'éum (FL) og hlutfall peirra af heild. (A)
Framkveemd var punnlagsskiljun & BLM hluta parmapekjufrumna porsks og rottu.
Einnig var framkveemd punnlagsskiljun a himnuflekasyni ar BLM hluta porsk. Lipid
voru dregin Ut og pattud med adferd Dreyfus et al. [51]. Skriovokvi var kloroform/
metandl/ediksyra/dH,O (60:50:1:4, v/v) blanda. Rés 1: FL stadall, ras 2: rottu BLM
syni fyrir pattun, ras 3: porska BLM syni fyrir pattun, ras 4: einangradur FL skammtur
ar rottu BLM, rés 5: einangradur FL skammtur Ur porska BLM, ras 6: himnufleka BLM
syni fyrir pattun, rds 7: einangradur FL skammtur Gr himnufleka BLM syni, ras 8:
fosfélipio stadall og & ras 9 er fosfolipid skammtur Ur porska BLM. Rasir 1-7 voru
litadar med kopar sulfati, en 8 og 9 med ninhydridi. (B) Hlutfall hvers flokks innan FL
at fra greiningu med ImageJ forriti & tilheyrandi linu & punnlagsplétu. Stoplar FL
skammts BLM porsks eru svartir, en FL skammtur himnufleka hvitir. LPC er
lysofosfatidylkolin, SM er sphingdmyelin, PC er fosfatidylkélin, PS er fosfatidylserin, Pl
er fosfatidylinositol og PE er fosfatidyletan6lamin.

3.3.3.3. Glykolipid

Osialylerud glykolipid voru fengin af silica-60 sGlu og greind & punnlagsplotu.
Nidurstadan er synd & mynd 27. Heildarhimnan reyndist hafa mikid af glébdsidum
(GLOB) (~73%) en pad greindist ekki i himnuflekum. Himnuflekar h6fou hins vegar
mikid af ménd-hexadsylceramidi (MHC), ~92% a méti ~27% i heildar himnunni.

3.3.4. Fitusyrugreining

Fitusyrur voru einangradar fra fosfolipioum (FL), 6sialylerudum glykolipidum (NSL),
mono-sialylerudum gangliésioum (MG) og pély-sialylerudum gangliésioum (PG)
baedi ar heildarhimnu BLM ar Atlantshafsporski og ar himnuflekum. Gasgreinir
(GC/MS) var notadur til ad greina hvada fitusyrur eru i hverjum flokki og i hvada
magni. Petta var gert til ad geta attad sig betur & samsetningu himnunnar, en
nidurstadan er synd i toflu 6. Var hlutfall mettadra (SFA), eindmettadra (MUFA) og
fjolomettadra fitusyra (PUFA) skodad i framhaldinu (sja mynd 28). Einnig var reiknad
ut medalkolefniskedjulengd, tvitengjastudull og hlutfall fj6lémettadra/mettadra
fitusyra og er nidurstadan synd & mynd 29.
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Mynd 25. Punnlagsskiljun a fosfélipioum og hlutlausum lipidum & synum
einangrunarferils himnufleka. Himnuflekar voru einangradir a linulegum sukrosastigli
ur BLM hluta parmapekjufruma ar Atlantshafsporski. Lipid voru dregin Gt med adferd
Christansen et al. [50], en ekki pattud frekar. (A) Punnlagsskiljun & fosfolipidum & synum
einangrunarferils  himnufleka. ~ Skridvokvi var  kloréform/metanol/ediksyra/dH,O
(60:50:4:1, v/v) blanda og var platan litud med jodi. A rés eitt til tolf eru syni
einangrunarferilsins, ras 1 er med skammtinn efst ar spunaglasinu og svo fylgja nimerin
nidur. R&s 12 er botnfall ur spunaglasinu. Plus er BLM heildarhimnan og St stendur fyrir
stadal. SM er sphingémyelin, PC er fosfatidylkolin og PE er fosfatidyletandlamin. (B)
punnlagsskiljun a hlutlausum lipidum & synum einangrunarferils himnufleka. Skridvokvi
var hexan:diethyl ether:ediksyru (60:40:2, v/v) blanda og var platan litud med jodi. Sama
upprodun er & rasunum. KO er kdlesterol.
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Mynd 26. bunnlagsskiljun & hlutlausum lipidum (NL) og hlutfall peirra af heild.
(A) Framkveemd var punnlagsskiljun & BLM hluta parmapekjufruma porsks og rottu.
Einnig var framkvaeemd punnlagsskiljun & himnuflekasyni ur BLM hluta porsk. Lipid
voru dregin Ut og pattud med adferd Dreyfus et al. [51]. Skridvokvi var hexan:diethyl
ether:ediksyru (60:40:2, v/v) blanda. Ras 1: Stadall fyrir NL, ras 2: rottu BLM syni
fyrir pattun, ras 3: porska BLM syni fyrir pattun, ras 4: NL 0r rottu BLM, ras 5: NL
ur porska BLM, ras 6: himnufleka BLM syni fyrir pattun, ras 7: NL ar himnufleka
BLM syni. Rasirnar voru litadar med kopar sulfati. (B) Hlutfall hvers flokks innan NL
ut fra greiningu med ImageJ forriti a tilheyrandi linu a punnlagsplétu. Stéplar NL ar
BLM porsks eru svartir en ar himnuflekum hvitir. KO er kolesterol, FFA eru friar
fitusyrur, DG er di-glycerid, CE er kolesterdlester og TG er tri-glycerid.
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Mynd 27. bunnlagsskiljun a 6sialylerudum glykolipidum (NSL) og hlutfall peirra af
heild. (A) Framkvaemd var punnlagsskiljun & BLM hluta parmapekjufruma porsks og
rottu. Einnig var framkvaemd punnlagsskiljun & himnuflekasyni ar BLM hluta porsk.
Lipid voru dregin Gt og pattud med adferd Dreyfus et al. [51]. Skridvokvi var
kléréform/metandl/ aceton/ediksyru/dH,O (52:8:8:18:4 v/v) blanda. Ras 1: Stadall
fyrir NSL, ras 2: rottu BLM syni fyrir pattun, ras 3: porska BLM syni fyrir pattun, ras
4: NSL 0r rottu BLM, ras 5: NSL ur porska BLM, ras 6: himnufleka BLM syni fyrir
pattun, ras 7: NSL ur himnufleka BLM syni. Rasirnar voru litadar med kopar sulfati.
(B) Hlutfall hvers flokks innan NSL ut fra greiningu med ImageJ forriti & tilheyrandi
linu @ punnlagsplétu. Stoplar NSL ar BLM porsks eru svartir en ar himnuflekum
hvitir. GLOB er gl6bosid, THC er tri-hexosyl ceramid, SPH er sphingosin og MHC er
maénad-hexdsyl ceramid.

3.3.4.1. Fitusyrugreining & fosfolipioum

Fitusyrur fosfélipida voru greindar og er nidurstadan synd i toflu 6 og & mynd 28. b6
ekki veeri markteekur munur milli himnuhluta, p& syndu himnuflekar tilhneigingu til ad
hafa hearra hlutfall af mettudum fitusyrum, eda ~63,1% a moti ~55,3% i
heildarhimnunni. Helstu fitusyrurnar i badum tilfellum voru 16:0 (~17,5% i
himnuflekum en ~23,5% i heildarhimnunni) og 18:0 (~30,7% i himnuflekum en
~25,0% i heildarhimnunni). Hins vegar var hlutfall eindmettadra fitusyra heerra i
heildarhimnunni mida vid einangrada himnufleka, eda ~35,9% & moti ~24,0%. Helsta
asteeda heerra hlutfalls i heildarhimnunni var haerra hlutfall 24:1, sem var 6venjulega
ha par eda 17,6%.

Eins og med hlutfall mettadra fitusyra, var ekki markteekur munur & milli heildar-
himnunnar og himnufleka pegar magn fjolomettadra fitusyra var skodad. H6fou pod
himnuflekar tilhneigingu til ad hafa adeins meira magn, eda ~12,8% & moti ~9,8% i
heildarhimnunni. Var helsta fitusyran 20:3 (~6,6%) i himnuflekum, en 18:2 (~4,0%) i
heildarhimnunni.

3.3.4.2. Fitusyrugreining & 6sialylerudum glykélipioum

Nidurstada fyrir fitusyrugreiningu & dsialylerudum glykolipioum er ad finna i t6flu 6
og a mynd 28 fyrir heildarhimnu BLM og himnufleka. Var hlutfall mettadra fitusyra
mjog svipad i himnuflekum og heildarhimnunni, eda ~58,5% & mati ~58,1%. Voru
helstu fitusyrurnar likt og fyrir fosfolipidin 16:0 (~19,4% i heildarhimnunni og
~18,7% i himnuflekum) og 18:0 (~28,5% i heildarhimnunni og ~27,6 i himnuflekum).
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Hlutfall ein-Omettadra fitusyra var einnig svipad, eda ~26,6% i himnuflekum & moti
~26,7% i heildarhimnunni. Hlutfallslega var mest af 18:1 medal einOmettadra fitusyra,
~10,4% i himnuflekum og ~11,3 i heildarhimnunni.

A hinn béginn syndi heildarhimnan tilhneigingu til ad hafa adeins meira af
fjolomettudum fitusyrum i heildarhimnunni, eda ~16,0% & moti ~14,8%. Var
hlutfallslega mest af 22:6 i badum tilfellum af fjolomettud fitusyrum, pad er ~4,9% i
heildarhimnunni & méti 4,7% i himnuflekum.
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Mynd 28. Munur & hlutfalli milli mettadra og 6mettadra fitusyra i heildarhimnunni
(svartir stoplar) og himnuflekum (hvitir stoplar). Gogn eru unnin uppudr toflu 6. (A)
Hiutfall mettadra fitusyra (SFA) midad vid heild. (B) Hlutfall einémettadra fitusyra
(MUFA) af heild. (C) Hiutfall fijdlomettadra fitusyra (PUFA) af heild. FL er fosfélipid, NSL
er Osialylerud glykélipia, MG er méno-sialylerud gangliésid og PG er poly-sialylerud
gangliosid. *p<0,05; an marks er dmarkteekur munur med stidenta t-profi. (n=3).

3.3.4.3. Fitusyrugreining & méno-sialylerudum gangliosioum

Fitusyrugreining & monoé-sialylerudum gangliésidum leiddi i ljos ad heildarhimnan hafdi
tilhneigingu til ad innihalda laegra hlutfall mettadra fitusyra en himnuflekar, p6 ad
nidurstodurnar geefu ekki markteekan mun. Magn mettadra fitusyra var um ~51,6% i
himnuflekum & méti ~43,1% i heildarhimnunni. Helstu fitusyrurnar voru likt og adur
16:0 og 18:0. A méti héfou himnuflekar tilhneigingu til ad hafa leegra hlutfall af
omettudum fitusyrum midad vid heildarhimnuna. Af eindmettudum fitusyrum var
~46,2% i heildarhimnunni en ~41,9% i himnuflekum. Var helsta fitusyran 22:1, ~21,4%
i heildarhimnunni & moti 18,9% i himnuflekum. Par & eftir kom 18:1 en um ~8,4% var
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af henni i heildarhimnunni & méti ~5,9% i himnuflekum. Hlutfall fjolémettadra fitusyra
var ~10,9% i heildarhimnunni & moti ~6,6% i himnuflekum. Var helsta fitusyran 18:3 i
badum tilfellum, ~4,9% i heildarhimnunni & méti ~2,9% i himnuflekum.

3.3.4.4. Fitusyrugreining a poly-sialylerudum gangliésioum

Flokkur poly-sialylerada gangliésida var fitusyrugreindur og leiddu paer
nidurstdour i ljos ad fitusyrur himnufleka hofdu tilhneigingu til ad hafa harra
hlutfall mettadra fitusyra & moti leegra hlutfalli 6mettadra fitusyra, po ekki var
marktekur munur. Hlutfall mettadra fitusyra var ~48,7% i himnuflekum & méti
~46,4% i heildarhimnunni. Likt og adur voru 16:0 og 18:0 helstu fitusyrurnar i
badum tilfellum af flokki mettadra fitusyra. Hlutfall ein-Omettadar var ~46,2% i
heildarhimnunni en ~45,4% i himnuflekum og hlutfall fjélomettadra var ~7,4% &
moti ~5,9%. Eins og i flokki mond-sialylerada gangliosida var 22:1 helsta
fitusyran af eindmettudum fitusyrum, eda ~19,9% i heildarhimnunni en ~19,6 i
himnuflekum. Af fjolémettudum fitusyrum var hlutfall 18:3 (~2,8%) hest i
heildarhimnunni og 18:2 (~2,4%) i himnuflekum.

3.3.4.5. Reiknud gildi at fra fitusyrugreiningu

Tvitengjastudull var reiknadur at fyrir hvern lipioflokk. Hann var reiknadur ut fra
prosentu hverrar fitusyru sinnum fjoldi tvitengja, en gildin voru 16gd saman i
lokinn fyrir allar fitusyrur i hverjum flokki. Nidurstadan er synd & mynd 29C, en
hun synir ad studullinn er svipadur fyrir heildarhimnuna og himnufleka fyrir alla
flokka nema fyrir moénd-sialylerudu gangliésidin er hann adeins herri i
heildarhimnunni.

Reiknad var Gt hlutfallio & milli fjolomettadra og mettadra fitusyra, en
nidurstadan er synd a mynd 29A. Hlutfallid var frekar jafnt milli heildarhimnunnar
og himnufleka, pé hafdi pad tilhneigingu ad vera adeins legra i himnuflekum. pad
var po adeins marktekur munur a flokki mono-sialylerada ganglidsida.

A mynd 29B voru syndar nidurstédur fyrir medal kolefniskedjulengd. Lengdin
var mjog svipud en medallengdin var um ~19 kolefni badi i heildarhimnunni og i
himnuflekum.

3.4. Motefni og greining himnuproteina

Motefni geta reynst gagnleg tol vid ad bera & kennsl & ahugaverd protein. Einnig er
moguleiki a ad nota pau & vefjasyni til ad skoda stadsetningu proteina i frumum og
notfera ser pau til ad draga protein sem pad pekkir asamt nagrénnum pess fra
6drum efnividi (moétefnafelling).

Mikid er til af motefnum gagnvart préteinum i spendyrum, en annad er ad segja
gagnvart préteinum i fiskum. bvi var gerd leit af métefnum sem mynda krosstengsl
vid protein ur Atlantshafsporski sem heaegt veeri ad nyta i framhaldinu. Einnig veeri
moguleiki & pvi ad hreinsa proétein ar porski og bua til motefni gagnvart pvi.
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Tafla 6. Samanburdur & fitusyruinnihaldi heildarhimnu BLM og himnufleka. Lipid voru dregin Ut og pattud samkvemt adferd Dreyfus et
al. [51]. Boron trifliorid var notad til ad bua til fitusyru metyl estera og voru peir sidan greindir & gasgreini (GC/MS). (n=3).

F osfolipid Osialylerud glykolipid Mon 6-sialylerud gangliosid Poly-sialylerud gangliosid
BLM BLM A% BLM BLM A% BLM BLM A% BLM BLM A%
Himnuflekar Himnufiekar Himnuflekar Himnuflekar

140 22 07 - - 22 - - - - - - - 16 = 01 16| 17 +11 40 =01 -2.3
15.0 - - - - - - - - - - - - 09 +03 -09] 10=+x04 1.3 +01 -0,3
16:0| 235 65 175 £26 6,1 194 £50 187 £25 07| 181 +£52 177 £ 45 04| 190 + 36 209 = 31 -1.9
17:0 - - 1,3 £0,1 -1.3] 1,1 +01 1,1 +£01 00 - - 09 +01 -09] 0801 07 01 01
18:0| 250 27 307 42 57| 285 09 276 13 09| 202 +17 216 50 -1,4| 162 05 18,9 £ 35 27
20000 19 =07 61 +24 -41 28 04 28 05 00| 3807 30 +11 08 42+09 21+09 21
210 18 +04 53 09 35 3305 32+05 0,1 10 02 12 £ 02 -01 3106 09 +01 2.1
2201 08 =01 10 02 -0,2 12 +01 1,2 +01 0,0 S L 07 04 07 06 02 - - 06

B - - E 4 gt . - 3 S5 2 g % 52 X

24:0 = 22 19 03 1,9 1.7 03 39+04 -23 - - 49 +11 -49 - - - - -
>SFA| 553 44 631 £55 7,8 581 £23 585 +0,3 04| 431 £53 51,6 = 61 84| 464 =52 48,7 = 1,2 2,3
16:1 20 09 28 02 -08] 30=+08 29 +02 01 41 +06 32 +03 1.0 37+ %41 37 07 0.1
18:1| 104 39 101 £ 11 03] 11,3 +09 104 £ 01 09| 84 21 59 +13 26 78 12 77 03 01
2001 28 01 21 =13 07 30=zx16 38 01 -08] 48 16 46 £ 04 02| 46 £13 55 07 -0,9
221 30 £10 61 +09 -3.1 6,105 6,105 01 214 £ 57 189 + 18 25| 199 £ 45 196 = 3,0 03
241 176 £34 30 £05 146|] 33x10 3511 02| 73 41 94 +16 200 99=+15 89 04 1,0
SMUFA| 359 =6,3 240 £36 11,8| 26,7 =19 266 +19 01| 46,2 = 40 419 =41 43| 46,2 = 2,7 454 + 3,7 0,8
182| 40 +16 17 0.2 22| 34 +07 29 +02 05| 19 +05 23 +18 03[ 19+09 24 £+ 15 -05
18:3| 33 16 26 +06 07| 2202 2001 02 41 +15 29+09 12| 28 07 18 05 1.0

oy - - s = E c £ 3 . e 10 = = 4 . 2 -
B - - 66 +18 66| - - S 1o - S & = - =g 06+01 -06
20:4 - - 12 +04 12| 2405 22 07 02 29 +12 15 +04 14 21 +£05 1104 1.0

205 - - - - - 3108 3008 01 - - - - - - - -

222 - - - - - - - - - - - - - - - =) 4= - - -
226| 25 +03 10 £0.2 15] 49 01 47 01 02| 2011 - - 20 08 x02 - - 08
SPUFA| 98 =30 128 £20 -3,00 160 +28 148 +15 12| 10,9 1,7 66 25 44| 74 £07 59 =25 15

-: Fitusyra ekki greind

A%: Mismunur a milli heildarhimnunnar og himnufleka, minus gildi tAknar ad meira magn var af fitusyrunni i himnuflekum.
>'SFA: Summa af mettudum fitusyrum.

>MUFA: Summa af eindmettudum fitusyrum.

>PUFA: Summa af fjélémettudum fitusyru
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Mynd 29. Reiknud gildi ut fra fitusyrugreiningu & BLM hluta parmapekjufrumu ar
porski og himnuflekum. (A) Hlutfall & milli fjolomettadra og mettadra fitusyra(P/S).
(B) Medalkolefniskedjulengd. (C) Tvitengjastudull fitusyranna. FL er fosfélipid, NSL
er Osialylerud glykolipia, MG er mondé-sialylerud gangliésio og PG er pély- sialylerud
gangliésia.*p<0,05, dmerkt pydir ekki markteekur munur med stadenta t-proéfi. (n=3).

3.4.1. Proteinhreinsun fyrir motefnaframleidsiu

Markmidid var ad hreinsa protein ar BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks,
og ef pad reyndist &hugavert, ad senda pad i framhaldinu i métefnaframleidslu. Til ad
na hreinu préteini var BLM syni hreinsad a sulu, en nidurstédounni er lyst i kafla
3.4.1.1. Einnig var reynt ad einangra Na,K-ATPasa sérstaklega med mismunandi
spunaskrefum (sja kafla 3.4.1.2).

3.4.1.1. Proteinhreinsun a sdlum

Til ad hreinsa prétein ar himnusyninu var notast vid stlur. Fyrst var BLM syni sett &
hlaupsiun til ad flokka préteinin eftir steerd og sidan & Q-Sepharosa sulu. Byrjad var a
ad stadla hlaupsiuna, en nidurstadan er synd & mynd 30. Fyrsti toppurinn var blatt
dextran (fyrir V), annar toppurinn var beta-amylasi sem var um 200 kDa, pridji var
nautgripaalbumin sem var um 66 kDa og fjoroi kalium ferricyanatum (fyrir Vy). Med
pessari nidurstédu var haegt ad bda til stadallinu sem hagt var ad nota til ad meta
steerd préteina sem komu af stlunni i framhaldinu.

Syni af BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsks var sett & hlaupsiuna.
Nidurstadan er synd a mynd 31, en hagt var ad greina sjo toppa. Fyrsti toppurinn var
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frekar litill, en préteinin voru um 369 kDa midad vid stadallinu. Um 246 kDa protein
myndudu topp numer tvd. Neaestu tveir toppar, toppur prja og fjogur & myndinni,
myndudu sterstu toppana. Proteinin i nimer 3 voru um 149 kDa, en i fjégur voru pau
adeins minni eda um 129 kDa. Toppur 5 var um helmingi minni en sa fyrir framan, en
préteinin voru um 61 kDa. Um 39 kDa prétein myndudu topp 6 og litil prétein um 18
kDa myndudu sidasta toppinn namer sjo. Eftir ad buid var ad flokka préteinin eftir
steerd a hlaupsiunni, var skdmmtum af salunni skipt nidur i fjora hluta. Fyrsti nadi yfir
topp tvo (glas 60 - 74), annar yfir toppa 3 og 4 (glas 75 -91), pridji nddi yfir topp 5
(glas 92 — 117) og fjérai yfir topp 6 (glas 118 - 131).
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Mynd 30. Stédlun hlaupsiun. Sulan var jofnud med preféldu rammali af keyrslulausn
(25mM Tris, 0,1% (w/v) lipium dodesyl sulfat (LDS), pH 8,5). Flaedihradinn var
stilltur & 0,5 ml & min. og var sulan keyrd vid 4°C i 24 klukkustundir. Blanda af blau
dextran, kalium ferricyanatum, ;-amylasa og nautagripaalbtmini var leyst upp i 5 ml
af keyrslulausn og var sett a stluna. Keyrslulausn var sidan latin fylgja i kjolfario
eftir ad synid var komid a. 4,3 ml var safnad i hvert glas af lausn sem kom af salunni.
(A) Gleypni vid 280 nm i glosum stlukeyrslunnar. Numerin takna hvener efnin komu
af salunni, 1. Blatt dextran, 2. Beta-amylasi (molpyngd 200,000), 3. Albdmin
(mdélpyngd. 66,000) og 4. Kalium ferricyanatum. (B) Log(moélmassa) sem fall af Kav.
Kav = Ve-Vo/Vt-Vo, par sem Kav er medaldreifing, Ve er fledirimmal hvers einstaks
proteins, Vo er gegnumflaedi ramtak sulunnar og Vt er heildarrimmal sulunnar.

Neest voru hlutarnir fjérir af hlaupsiunni settir & Q-Sephardsa sulu til ad na betri
adskilnadi a milli proteina. Byggist pessi flokkun & adgreiningu efna eftir mismunandi
rafhledslu, en suluefnid er anjénaskiptir. Nidurstodurnar eru syndar & mynd 32, en
ahugavert var ad sja ad sulukeyrslurnar voru ekki eins og var pad merki pess ad um
mismunandi protein veeru ad adskiljast i hverjum skammti eftir hlaupsiuna.

Proteinin voru losud af Q-Sepharosa sulunni med saltstigli til n& betri adskilnadi
milli 6likra préoteina. Skammtar yfir hvern topp sulukeyrsinanna voru settir saman.
Skammtar ar glosum 22—-26 & mynd 32A voru settir saman, kallad 1A. Einnig voru
skammtar ar glésum 36-40 &4 sému mynd sett saman, kallad 1B. Skammtar ur glésum
21 — 24 (2A) annars vegar og 34-40 (2B) hins vegar & mynd 32B voru settir saman. A
mynd 32C voru skammtar 28-33 (3A) og 36-43 (3B) settir saman og & mynd 32D voru
skammtar 18-23 (4A) og 33-37 (4B) settir saman.
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Mynd 31. Syni af BLM hluta parmapekjufrumu Atlantshafsporsks sett & hlaupsiu til
ao skipta proteinum pess nidur eftir steerd. Stlan var jofnud med preféldu rammali af
keyrslulausn (25 mM Tris, 0,1% (w/v) LDS, pH 8,5). Fledihradinn var stilltur & 0,5
ml & min. og var stlan keyrd vid 4°C i 24 klukkustundir. 5 ml syni var sett & stluna og
keyrslulaus sett a stluna i framhaldinu. 4,3 ml var safnad i hvert glas af lausn sem
kom af sulunni. Ad lokinni stlukeyrslu var gleypni vid 280 nm meld i skdmmtunum.
Namerin takna péa toppa sem komu.

Til ad skoda proteinsamsetningu syna af Q-Sephardsa stlunni voru pau rafdregin &
SDS-hlaupi. Synin ettu ad vera ordin nagilega einfdld til ad velja &hugavert prétein
til ad skoda nanar og greina. Nidurstadan er synd a mynd 33. Prétein i skdmmtum 1-
4B, pad er protein i seinni toppum af Q-Sephardsa sulunni, saust illa & SDS-hlaupinu
eftir rafdratt (rds 4, 6, 8 og 10). Liklega hefdi purft ad pétta pau syni betur fyrir
rafdratt. Protein ar fyrri toppum Q-Sephardsastlunnar, skammtar 1-4A, saust hins
vegar betur (ras 3, 5, 7 og 9). Samsetning peirra virdist lik, en pad kom frekar & dvart.

par sem erfitt hefur reynst ad f4 markteka nidurstddu med massagreiningum, var
akvedio ad velja tvo bond til ad byrja med og f& Edman N-enda greiningu a peim. Til
ad hagt sé ad fa godda greiningu verdur bandid ad sjast vel a PVDF himnu eftir
coomassie blue litun. Nokkur bond voru alitleg til ad senda i greiningu Ur skdmmtum
1A, 2A, 3A og 4A af Q-Sephar6sasulu, sja mynd 33B. Ekki var hagt ad segja til um
sterd proteinanna, en svo virdist sem stiginn hafi brotnad nidur (ras 2 & mynd 33A).
Liklega hefur virkur préteinasi smitast i glasid sem innbyrgdi stigulinn. Til ad fa steerd
préteinanna var akvedid ad velja skammt 1A til ad rafdraga aftur, en nidurstadan er
synd & mynd 34. Akvedid var ad velja tvd bénd til ad senda Gt i N-enda greiningu
(Haskdlinn i Oulu, Finnlandi), en pau eru merkt innd& mynd 34. Nidurstada N-enda
greiningarinnar er synd i toflu 7, en prettan amindsyrur voru greindar & N-enda
préteins eitt & mynd 34 og tolf & enda préteins nimer tvo. Var nasta skref ad gera
gagnabankaleit ad préteinum med pessar amindsyruradir & N-enda.
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Mynd 32. Syni af BLM hluta parmapekjufrumu Atlantshafsporsks var sett a Q-
Sepharésa sulu eftir hlaupsiun. Salan var jofnud med prefoldu rammali af
keyrslulausn (25mM Tris, pH 8,5). Syni var sett & stluna merkt med raudu x-i,
keyrslulausn var sett & i framhaldinu merkt med greenu x-i og sidan voru proteinin
losud af stlunni med salt styrkhallanda, fra O til 0,8 M NaCl, merkt med blau x-i. |
lokinn var sulan skolud med keyrslulausn til ad na endapunktinum, greent x. Eftir
stlukeyrsluna var meld gleypni vid 280 nm i skdommtum sem séfnudust af stlunni,
fyrst var safnad 3,4 ml i hvert glas en 1,4 ml eftir ad styrkhallandinn var settur a.
Mynd A er af keyrslu fyrsta hluta af hlaupsiuninni & Q- Sepharosa sulu, mynd B er af
6drum hluta af hlaupsiuninni, mynd C er af pridja hluta af hlaupsiuninni og mynd D
er af fjorda hluta af hlaupsiuninni.

Undanfarin ar hefur verid unnid ad pvi ad radgreina genamengi Atlantshafsporsks
0og eru nidurstodurnar geymdar i gagnabanka Codgene (http://ri.imb.nrc.ca/
codgene/index. php). Voru radirnar Ur N-enda greiningunni bornar saman vid pann
gagnabanka en su leit bar ekki arangur. Voru pa radirnar bornar saman vid
gagnabanka NCBI (e. National Center for Biotechnology Information, http://blast
.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Fyrir band ndmer eitt & mynd 34 gaf rodin
ATVTTQNADGSNQ hasta skorid i gagnabankaleitinni, en pad var fyrir préteini i
Lactobacillus paracasei (sja vidauka E). N-enda greining a proteinbandi namer tvo gaf
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aminosyrurédina  QGQGAVEGELFY og gaf gagnabankaleitin  himnuprétein i
Pseudomonas fluorescens (sja vidauka E).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 910

(A)

Mynd 33. SDS-rafdrattarhlaup af synum préteinhreinsunar & Q-Sephardésa sulu
0og sama syni & himnu eftir Western perrun. Prétein i tveimur millilitrum af
hverju skammti voru TCA felld. Botnfoll synanna voru leyst upp i 100 pl af 1x
sterkri synalausn og pau sodin i 5 min. Tvo 12,5% akrylamid hlaup voru Gtbuin og
keyrd samkveemt adferd Laemmli (sja kafla 2.12.). Ad loknum rafdreetti var annad
hlaupid silfurlitad, en farid var afram med hitt i Western-perrun. Ras 1 var tom, &
rés 2 var proteinstigi (Fermentas #SM0671), ras 3 var skammtur 1A, a ras 4 var
skammtur 1B, & ras 5 var skammtur 2A, & ras 6 var skammtur 2B, & ras 7 var
skammtur 3A, a ras 8 var skammtur 3B, & ras 9 var skammtur 4A og & ras 10 var
skammturdB. (A) Hlaup silfurlitad. (B) Western perrun proteina af hlaupi yfir a
himnu. Himna litud med coomassie blue.

Til ad stadfesta pessar nidurstodur voru bondin massagreind med MALDI-TOF
MS. Lifvera og protein var stadfest med massagreiningum & bandi nr. 2, &amt ms/ms
rofi af einum af toppunum (nidurstadan er synd i vidauka E). Var amindsyrur6d
proteinsins tekin og Kklippt til ad sja hvar N-endinn liklega byrjar eftir ad hjalparadir
hafa verid Kklipptar i burtu (http://www.cbs.dtu.dk/). Nidurstadan er synd & mynd 35,
en han syndi ad liklegur endi er s& sami og N-enda greiningin gaf.

Massagreining & bandi nr. 1 stadfesti ekki lifveruna (sja vidauka E) en gaf einnig
markteekt skor a prétein Gr bakteriu. Massagreining & 6drum béndum a sému ras gafu
einnig proétein Ur bakterium, par & medal i Shewandle putrefacins og fleiri prétein i
Pseudomonas fluorescens. Utfra pessum nidurstddum var augljost ad bakteriuflora
hafdi ndd ad vaxa um of, sem gefur til kynna ad ferlid hafi verid of langt og er porf ad
baeta bakteriudrepandi efnum vid jafninginn i upphafi. Nadist pvi ekki ad einangra
ahugavert himnuproétein ar Atlantshafsporski med sulukeyrslum.
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Mynd 34. SDS-rafrattarhlaup af syni 1A eftir préteinhreinsun a Q-Sepharésa sulu
0g sama syni & himnu eftir Western perrun. Prétein i tveimur millilitrum af skammti
1A voru TCA felld. Botnfall synisins var leyst upp i 100 pl af 1x sterkri synalausn og
pad sodin i 5 min. Tvd 12,5% akrylamid hlaup voru Gtbuin og keyrd samkvaemt adferd
Laemmli (sja kafla 2.12.). Ad loknum rafdreetti var annad hlaupid silfurlitad og haldid
var afram med hitt i Western-perrun. A ras 1 var proteinstigi (Fermentas #SM0671),
ras 2 var skammtur 1A og ras 3 var tom. (A) Hlaup silfurlitad. (B) Western perrun
proteina af hlaupi yfir & himnu. Himna litud med coomassie blue. Bénd 1 og 2 voru
send i N-enda greiningu.

Tafla 7. Nidurstodur Edman N- endagreiningar. Syni af SDS-hlaupi var perrad yfir
a PVDF himnu og tvo bénd radgreind merkt & mynd 34.

Band nr. Steerd (kDa) R&0
1 ~42 ATVTTE(Q)D(N)ADGSNQ
2 ~ 39 QGQGAVEG(?)ELFY?

3.4.1.2. Einangrun Na,K-ATPasa

Na,K-ATPasi er pekkt merkiensim fyrir BLM hluta parmapekjufrumu og var pvi
ahugvert ad eiga motefni gegn pvi sem pekkir proteinid i Atlantshafsporski. Reynt var
ad einangra proteinid med adferd Jorgensen et al. [38]. Heildarferlid er synt & mynd
12, en fyrsta skrefid var ad utbia jafning. Sidan var jafningurinn grofhreinsadur med
tveimur spunaskrefum. Botnfall eftir annan spuna var kallad B1 en flotid F1. Eftir
hreinsun var frumuhimnan spunnin nidur (B2). Virkni var meald i skémmtunum adur
en haldio var a&fram med ferlid. Nidurstdduna ma sja a mynd 36A en botnfall B2 syndi
nestum tvofalda aukningu & edlisvirkni midad vid flot eitt (F1). Var petta talid
neegilega godur efnividur til ad halda afram med en botnfallid (B2) sem var sidan lagt
ofan & 40% Percoll lausn. Markmidid med keyrslu efnividsins & Percoll stigulnum var
ad aoskilja himnubrot sem innihalda haan styrk af Na,K-ATPasa fra 6drum himnum
eins og hvatberahimnum. Yfirlit yfir virkni préteinsins i skommtum Percoll stigulsins
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er synt 4 mynd 36B. Synid virdist hafa gengid Iitid inni stigullinn og var virknin mest
efst, hugsanlega veeri akjosanlegra ad nota adra adferd til ad nd hvatberahimnum fra.
Til demis ad nota upphafsskref einangrunaradferdar fyrir BLM hluta
parmapekjufrumu (kafli 3.1). par hefur verid kortldgd adferd til ad na peim himnum
fra. Akvedid var ad hirda efstu fjora skammtana. Skammtarnir voru settir saman og
Percollid spunnid fra fyrir naesta skref.
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Mynd 35. Synir hvar N-endinn er liklegur & aminosyrur6d préteins F ar
Pseudomonas fluorescens. Fengid af heimasidu http://www.cbs.dtu.dk, en liklegur N-
endi er undir-strikadur med raudu.

Pegar einangrunarferlid var rimlega halfnad voru synin rafdregin & SDS-hlaupi til
ad skoda proteinsamsetningu skammtana a leidinni. Nidurstadan er synd a mynd 37,
en fjogur bénd voru mjdg ahugaverd i skdmmtum ofarlega i Percoll stigulnum (ras 2-
8) par sem virkni Na,K-ATPasa var einnig mest. Alfa eining Na,K-ATPasa er um 110
kDa og beta einingin getur verid um 37 kDa eda um 55 kDa, fer eftir pvi hvort hin er
sykrud eda ekki. Sterkt band kom vid 110 kDa, merkt eitt med raudu & mynd 37, sem
heegt veeri ad tulka sem alfa einingu Na,K-ATPasa. Band merk 2 er um 55 kDa og
getur verid talkad sem sykrud beta eining Na,K-ATPasa. Bond 3 og 4 eru um 37 kDa
og 35 kDa og geta verid 6sykrud beta eining Na,K-ATPasa. Freistast var til ad reyna
ad massagreina bondin til ad kanna hvort um veri ad raeda einingar préteinsins. Band
1 gaf marktaekt skor fyrir beta aktini, band 2 gaf marktaekt skor fyrir beta einingu ATP
synthasa, band 3 og 4 gafu ekki marktakt skor (nidurstddur eru syndar i vidauka F).
Synir nidurstada & bandi namer 2 porf a ad hreinsa hvatbera betur fr4 en petta protein
er ad finna i himnum peirra.

Eins og sja ma a SDS-hlaupi af skémmtum Percolls stigulsins, eru enn morg
prétein til stadar og porf er a frekari hreinsun. Efnividurinn sem fékkst eftir ad
Percollid var spunnid fra var medhoéndladur med SDS i navist ATP. Efnividurinn var
sidan lagdur ofanad sukrosastigul og hann spunninn. Samkvemt adferdarlysingunni
&tti Na,K-ATPasi ad haldast inni himnunni pratt fyrir sapuna ataf navist ATP og
spinnast nidur & botn. Delt var uppur spunaglasinu ad loknum spuna og lausninni
skipt upp i ellefu millilitra skammta. Proteinmeeling @ skdmmtunum syndi ad mest var
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af préteinum efst i spunaglasinu (mynd 38A). Einnig leitadi sma nidur a botninn sem
gera ma rad fyrir ad innihaldi préteinid. Reynt var ad virknimala skammta
stkrosastigulsins, en litil sem engin virkni meldist. Er hugsanlegt ad synin hoféu
tapad virkni vid geymslu i -20°C, eda ad SDS medhondlunin hafi dregid ur virkni
Na,K-ATPasa. | framhaldinu var akvedid ad skoda proteinsamsetningu botnfallsins &
SDS-rafdrattar hlaupi (mynd 38B).
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Mynd 36. Virkni Na,K-ATPasa i skommtum einangrunarferilsins. (A) Hlutfallsleg
edlisvirkni Na,K-ATPasa midad vid fyrsta flot (F1), sja feril & mynd 12. (B) Botnfall
B2 var lagt ofana 40% Percoll lausn. Eftir spunann var lausninni deilt i niu skammta,
efst Ur spunaglasinu er nimer 1, annar skammtur nimer 2 og svo framvegis. Virkni
Na,K-ATPasa var meld i skdmmtum stigulsins med adferd sem lyst er i kafla 2.7.3.2.
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Mynd 37. SDS hlaup af synum einangrunarferils NaK-ATPasa ur
parmapekjufrumum Atlantshafsporsks. Syni voru leyst upp i 5x sterkri synalausn og
sodin i 5 min, en midad var vid ad setja 25- 100ug af proteini a hverja ras. 12,5%
akrylamid hlaup var Utbuid og keyrt samkvaemt adferd Laemmli. Ad loknum rafdratti
var hlaupid silfurlitad. A ras 1 var proteinstigi (Fermentas #SM0671), & ras 2 var
fyrsta flot (F1), & ras 3 var annad flot (F2), a ras 4 var annad botnfall (B2) og & ras 5-
13 eru skammtar Percolls stigulsins (skammtur 1-9). Skammtur 1 sem er efst Ur
spunaglasinu er a ras 5, skammturinn par fyrir nedan er a ras 6 og svo framvegis.
Raudu tolurnar tékna pau bond sem voru klippt Ut og massagreind.
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Mynd 38. Préteindreifing yfir sukrésastigul i Na,K-ATPasa einangrun og SDS-
rafdrattarhlaup af botnfallinu (nr. 12). (A) Syni var medhéndlad med SDS i navist
ATP og sidan lagt ofan a sukrdsastigul (30%, 15%, 10%). Lausnin var sidan spunnin i
90 min. vid 210.000xg vid 4°C. Eftir spunann var dalt uppdr spunaglasinu og
lausninni skipt nidur i ellefu eins millilitra skammta. Skammtur eitt er efstur ur
spunaglasinu, skammtur tvd er skammtur fyrir nedan og svo framvegis. (B) Syni var
syrufellt og leyst upp i 1x sterkri synalausn og pad sodid i 5 min. 12,5% akrylamid
hlaup var (tbuid og keyrt samkveemt adferd Laemmli. Ad loknum rafdratti var hlaupid
silfurlitad. A rasinni var botnfall stkrésastigulsins en steerdin var borin saman vid
proteinstiga (Fermentas #SM0671). Bond sem voru klippt Gt til ad massagreina eru
merkt med raudu.

Fjogur bond voru klippt ar hlaupinu, en pau eru synd & mynd 38B med raudum
télustéfum. Gaf Mascot ekki marktaek svor fyrir bondin. Ahugavert var p6 ad band 1
og 3 gaf skor & beta einingu Na,K-ATPasa Ur fiski pé pad hafi ekki verid markteekt, og
band 2 & V-typu ATPasa. Ekki var nagilegur efnividur til, til ad framkvema
hlauprafdréatt aftur til ad fa skarpari bond og endurtaka massagreininguna. Einnig veeri
akjosanlegt ad fa MS/MS rof lika.

Akvedid var ad framkvaema ferlid aftur med meira upphafsefni til ad fa sterkara
syni i lokin. bar sem vart hafdi verid vid hvatberamengun, var akvedid ad fara med
upphafsefnid i gegnum einangrunarferil BLM ad magnesium fellingunni en flot 2F a
ad vera ad mestu laust vid innri himnur a bord vid hvatbera. Percoll keyrslunni var pvi
sleppt og var synid medhondlad strax med SDS og sett a sukrosastigul. Nidurstadan er
synd & mynd 39, en Na,K-ATPasi er talin vera i skammti 12. Ekki vannst timi til ad
vinna frekar med efnividinn. Botnskammturinn var po notadur i motefnapreifingar
fyrir hentugu métefni gegn Na,K-ATPasa i porski, sja kafla 3.4.2.

3.4.2. Krosstengsl motefna vid protein Atlantshafsporsks kénnud

Athugad var hvort adfengin moétefni myndudu krosstengsl vid ensimid ar
Atlantshafsporski. VVoru prettdn maétefna athugud med perriblettun og er nidurstadan
synd & mynd 40. pau gafu 6ll jakvaed svor gagnvart BLM hluta parmapekjufrumna i
porski, en motefnin sem profud voru eru gegn proteinunum aktin, annexin 11, caveolin,
EEAL, villin, flotillin, prohibitin, a-adrenvirkur vidtaki og Na,K-ATPasa B-eining ur
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manni, B- adrenvirkur vidtaki Gr mus, caveolin ar rottu, a-sucrasa-isomaltasa Ur svini
og alkaliskur fosfatasi ar porski. Tvo peirra eru pd varhugaverd pvi motefnin gegn
prohibitin og a-adrenvirkur vidtaka pekkti einnig albimin (BSA) sem var notad sem
neikveett viomiod.
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Mynd 39. Proéteindreifing yfir stkrosastigul i Na,K-ATPasa einangrun. Syni var
medhondlad med SDS i navist ATP og sidan lagt ofan & sukrésastigul (30%, 15%,
10%). Lausnin var sidan spunnin i 90 min. vid 210.000xg vid 4°C. Eftir spunann var
deelt uppur spunaglasinu og lausninni skipt nidur i ellefu eins millilitra skammta.
Skammtur eitt er efstu Ur spunaglasinu, skammtur tvé er skammtur fyrir nedan og svo
framvegis. (n=3)

Til a0 stadfesta ad motefnid veeri ad pekkja rétt prétein og ad préteinid veeri i raun
ad finna i BLM hluta himnunnar var syni rafdregid og métefnalitad. Adeins flotillin,
caveolin og alkaliskur fosfatasi gafu band af réttri steerd, sjd mynd 41 og 21B (kafli
3.2.1). Flotillin er um 48 kDa og pekkti motefnid band af peirri sterd i syni BLM.
Einnig band vio um 32 kDa, en pad er hugsanlega nidurbrot & sama préteini. Caveolin
er um 22 kDa, en métefnid pekkti band af peirri steerd dsamt tveimur minni préteinum
um 15 kDa og 10 kDa. Motefni gagnvart alkaliskum fosfatasa er mjog nemt, en pad
var myndad gagnvart proteininu ar porski. Pad pekkti band af réttri steerd i BLM hluta
parmapekju, en virknimalingar h6fdu einnig synt ad préteinid veeri til stadar.

Akvedid var ad fjarfesta i motefnum gegn Na,K-ATPasa fra DSHB (Dvelopmental
Studies Hydridoma Bank). Motefni nr. a-5 gagnvart Na,K-ATPasa hafdi verid notad
med gédum arangri gegn préteininu ar talknum silungs (e. rainbow trout) [34]. Til ad
profa motefni nr. o-5 og i leidinni moétefni nr. a-6F gegn Na,K-ATPasa, var
framkveemd perriblettun og métefnalitun i framhaldinu. Syni Ur svini og rottu sem
vitad var ad var rikt af Na,K-ATPasa var notad sem jakvett viomid, en pau syni
litudust (ras 2 og 3 a mynd 42). Nautaalbumin og alkaliskur fosfatasi voru notud sem
neikveett viomid, p.e. til ad sja hvort métefnid var ad pekkja eitthvad annad en pad etti
ad gera (til deemis afastar sykurgreinar). Neikvaedu vidmidunarsynin litudust ekki, en
pau voru a rasum 1 og 8 a mynd 42. Motefnin tvé voru préfud gagnvart proteinum ar
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BLM hluta parmapekjufruma ar porski. bad syni var & ras 4 og gaf pad jakveeda
svorun i badum tilfellum. Var naesta skref ad framkveema rafdréatt, western-perrun og
motefnalitun til ad athuga hvort motefnid pekki band af réttri sterd. Nidurstadan er
synd & mynd 43.

I III III 10T IIIIII

1. Actin 4« 6.Sucrasi- 4. & 11.B-Arenergic o

isomaltasi ~ vibtaki
2. Annexin I #% & 7.Flotillin * 12.NaK-ATPasi ' @
3.Caveolin » & 8.Prohibitin $~ & 13.Caveolin °
4.EEA1 % 9.Alkaliskur ¢

fosfatasi
5. Villin #% 10.0-Adrenergic % * *

vidtaki

Mynd 40. Médtefnagreining & proteinum i BLM hluta parmpekjufrumna ar
Atlantshafsporski. Perriblettun og métefnalitun gagnvart préteinum i BLM hluta.
Fyrsta stigs motefni, styrkleiki 1/250: 1. aktin (motefnavaki ar manni), 2. annexin 11
(motefnavaki ar manni), 3. caveolin (métefnavaki ur manni), 4. Early endsome
antigen (EEAL) (motefnavaki Ur manni) 5. villin (motefnavaki vir manni), 6. a-sucrasi-
isomaltasi (métefnavaki ar svini), 7. flotillin (métefnavaki Ur manni), 8. prohibitin
(motefnavaki ur manni), 9. alkaliskur fosfatasi (motefnavaki ur porski), 10. a-
adrenvirkur vidtaki (motefnavaki Ur manni), 11. f-adrenvirkur vidtaki (motefnavaki ur
mus), 12. Na,K-ATPasi S unit (motefnavaki vur manni, fra Santa Cruz) og 13. caveolin
3 (moétefnavaki Gr rottu). A réd | var BLM hluti, & r6d 1l var albumin (neikveett
viomid) og & rdd 11l var annad stigs motefni (jakveett vidmid). Annars stigs moétefni
(HRP-tengt), styrkleiki 1/2000: Anti-mus (1,5,13), anti-kanina (3,6,7,8,9,10,11), anti—
geit (2,4,5,12)

Nidurstada motefnalitunar med a6F fra DSHB eftir rafdratt 4 mynd 43B syndi ad
motefnid myndadi krosstengsl vid Na,K-ATPasa Ur svini og rottu, ras 4 og 5. A
himnunni litadist sterkt band vid ~110 kDa, sem passar vid alfa einingu Na,K-
ATPasa. Einnig litudust veikari bond vid ~55, ~50, ~37 og ~35 kDa, sem heagt er ad
tilka sem beta einingu Na,K-ATPasa. Métefnid virtist p6 ekki mynda krosstengsl vid
prétein ar porski, en a ras 3 og 4 litudust engin bond. Ef himnan er skodud mjog vel
virdist vera dauft band vid ~110 kDa. Pad er pd ekki negilega afgerandi en motefnid
parf ad gefa gott svar til ad haegt sé ad nota pad afram i frekari rannsoknir, til deemis &
vefjasynum. Nidurstada motefnalitunar med o5 fra DSHB 4 mynd 43C, gaf svipadar
nidurstodur nema pad gaf ekki jafn afgerandi svar fyrir prétein ur rottu.

Akvedid var ad profa i leidinni motefni gegn beta einingu Na,K-ATPasa fra sama
fyrirteeki (nr. 11-20). Nidurstadan er synd & mynd 43D, en peer lofudu godu. Band vid
~50 kDa sést & ras 3 (merkt med raudu x-i & mynd 43D), band & sama stad og i
svinasyninu. Petta band er haegt ad tulka sem beta einingu Na,K-ATPasa ut fra
steerdinni. Hugsanlega asteda fyrir pvi ad bandid sést betur a peirri ras en & rasinni
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med BLM hluta parmapekjufrumu ar Atlantshafsporski, er ad meira magn er af
préteininu en pad hefur verid pétt med einangrunarferli fyrir Na,K-ATPasa (sja kafla
3.4.1.2). Mégulegt veeri ad nota petta motefni til frekari rannsdkna & synum ar porski.

1 2 3 4
kDa © " % 4 kDa |
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100 ; 100 b
70 70
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2 35 B
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25 1
4 1 1
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Mynd 41. Western perrun og moétefnalitun gagnvart préteinum i BLM hluta. BLM
syni var kléroform/metandl fellt, pad endurleyst i 1x synalausn og sidan var pad sodid
i 5 min. 12,5% akrylamid hlaup var Gtbuid og keyrt samkveemt adferd Laemmli (sja
kafla 2.12). A ras 1 og 3 var proteinstigi (Fermentas #SM0671) og & ras 2 og 4 var
BLM syni (100 ug var sett a rasina). Rasir 1 og 2 voru litadar fyrir flotillini, fyrsta
stigs métefni var flotillin (1/300) og annars stigs motefni var anti-kanina (1/2000).
Rasir 3 og 4 voru litadar fyrir caveolin, fyrsta stigs motefni var caveolin (nr. 610059
fra BP) (1/300) og annars stigs var anti- kanina (1/2000).

(A)

(B)

Mynd 42. berriblettun og motefnalitun fyrir Na,K-ATPasa med a-5 og a-6F
moétefnum. A ras 1 var albamin (BSA), & ras 2 var nyrnasyni Gr svini, & ras 3 var
BLM parmapekjufrumu ur rottu, a rés 4 var BLM parmapekjufrumu ar porski, & ras 5
var syni af fyrsta floti F1 einangrunarferils BLM og & ras 6 var botnfall B4 (BBM),
ras 7 var med botnfall eftir sikrosastigul seinni einangrunarferils Na,K—-ATPasa og a
ras 8 var syni af alkaliskum fosfatasa einangrudum ar porski. Mida var vid ad setja
1ug af proteini & himnuna af hverju syni. (A) Fyrsta stigs motefni, styrkleiki 1/150: a-
6F fra DSHB. Annars stigs métefni, styrkleiki 1/2000: anti-mas HRP tengt. (B) Fyrsta
stigs motefni, styrkleiki 1/150: -5 fra DSHB. Annars stigs motefni, styrkleiki 1/2000:
anti-mus HRP tengt.
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Mynd 43. Krosstengsl motefna fyrir Na,K-ATPasa fra DSHB vid ensimid i porski.
Syni var leyst upp i 5x sterkri synalausn og hitud vid 70°C i 10 min., en midad var vio
aod setja um 30ug af proteini & hverja ras. Notud voru adkeypt hlaup fra Invitrogen
(NUPAGE nr. IM-8042). Ad loknum rafdreetti var eitt hlaup silfurlitad og haldid afram
med hin i western-perrun. A ras 1 var proteinstigi (Fermentas #SM0671), & ras 2 var
BLM syni ar porski, & ras 3 var botnfall seinni einangrunar af Na,K-ATPasa U(r
porski, & rés 4 var BLM syni 0r rottu, & ras 5 var nyrnasyni Ur svini og a ras 6 var
hreinsadur alkaliskur fosfatasi ar porski. (A) Hlaup silfurlitad. (B-D) Moétefnalitud
himna fyrir Na, K-ATPasa, styrkleiki fyrsta stigs moétefnis var 1/150: (B) motefni nr.
A6F, (C) motefni nr. o5 og (D) métefni nr. 11-20. Voru pau 61l fr& DSHB. Styrkleiki
annars stigs motefnis var 1/2000, HRP-tengt anti-mus. Rautt x var sett vid ahugavert
band.
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4. Umraeda

4.1. ,,Basolateral“ hluti parmapekjufruma Atlantshafsporsks

Markmidid var i fyrstu ad na godri pattun & milli BLM og BBM, med sem minnstri
mengun fra 6drum frumuliffeerum til ad auka geedi frekari rannsokna. Einkennandi
ensim fyrir viss frumuliffeeri voru notud til ad fylgjast med einangrunarferlinu. Var
Na,K-ATPasi notadur i peim tilgangi sem einkennandi prétein fyrir BLM hluta
frumuhimnunnar, en eftir profanir & mismunandi adferdum reyndist adferd Post og
Sen [42] Aélitlegust til a0 mela virkni pess og var hun notud i athuganir &
einangrunarferli BLM.

Akvedid var ad stydjast vid adferd Booth og Kenny [35] vid einangrun & BLM,
med breytingum Danielsens [36]. Fyrri profanir a adferd Booth og Kenny hofdu synt
hvatberamengun & sidari skrefum ferilsins og ad pattun frumuhlutanna med
magnesium var ekki nagileg. Pessar nidurstodur gafu pvi til kynna ad porf veeri a ad
endurskoda adferdina. Settar voru fram tveer tilgatur, annars vegar um ad vid frystingu
myndu hvatberarnir rofna og erfitt veeri ad spinna himnubrotin fra og hins vegar ad
seigja jafningsins veeri of mikil vegna DNA sem faeri Ut i lausnina eftir jofnun og gerdi
pad ad verkum ad spunaskrefin vaeru ekki ad virka sem skyldi.

Nidurstodur préfana a pessum tilgatum syndu ad best veeri ad notast vid ferskt
upphafsefni og melta jafninginn med DNAasa. Med pvi ad nota ferskt upphafsefni var
audveldara ad nd hvatberum fra, sem stydur tilgatuna um rof hvatberahimnunnar.
Einnig reyndust spunaskrefin vera skilvirkari ef syni hofou verid melt med DNAasa.
Badi nadust hvatberarnir audveldara fra og pattun frumuhlutanna var betri. Reyndist
einangrunarferlid endurtakalegt og var pvi 6ll framhaldsvinna & einangrun BLM Ur
parmapekjufrumum Atlantshafsporsks unnin a fersku syni, jafningur meltur med
DNAasa og auka spunaskrefi vid 2.700xg batt vid fyrir magnesium fellingu.

4.2. Himnuflekar

Himnuflekar eru litil, fjolleit, ster6l- og sphingolipid rik sveedi sem gegna mikilveegu
hlutverki i ymsum frumuferlum, par & medal i bodflutningi. A undanférnum arum
hefur ahugi a himnuflekum aukist og kenning um tilvist peirra fengid meiri medbyr
[19, 25]. Rannsoknir & himnuflekum ,basolateral“ hluta parmapekjufrumna
geislauggafiska (Actinopterygii), par & medal Atlantshafsporsks, hefur ekki verid
framkvamd adur svo framarlega sem vid vitum. Markmidid var pvi ad stadfesta tilvist
beirra og athuga hvort peir syndu svipud einkenni og himnuflekar i 6drum lifverum.
Eitt helsta einkenni himnufleka er ad peir eru kolesterolrikir. Hatt kdlesterol/protein
hlutfall var meelt i edlislétta hluta stiglanna eftir himnuflekaeinangrun i pessari
rannsokn. Pad er sa hluti sem bdist var vid ad himnuflekar veeru stadsettir i eftir
einangrun og er pessi nidurstada pvi i samremi vid pad sem adur hefur verid birt um
himnufleka [21, 25, 57]. Himnuflekar hafa verid einangradir ur ymsum lifverum, po
adallega dyrum med heitt bl6d [33, 59, 60]. beir hafa p6 verid einangradir Ur fiskum
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adur, en nylega hafa himnuflekar medal annars verid einangradir ur BBM hluti
pbarmapekjufrumna ar Atlantshafsporski af rannsoknarhépi okkar [57]. Himnuflekar
BLM hluta pekjufrumu hefur p6 adeins verid einangradur ur talknum fiska [34, 61]. |
badum tilfellum var GM; notad sem merki fyrir himnufleka, en pad er pekkt sérkenni
peirra. Mdtefnalitun fyrir GM; var framkveemd i pessari rannsokn og sterkt svar fékkst
fyrir GM; i edlislétta hluta stiglanna. Pessar nidurstédur stadfesta peer fyrri og eru
svipadar peim sem &dur hafa verid birtar fyrir himnufleka baedi i fiskum og i lifverum
med heitt bl6o [25, 34, 57, 61, 62].

Pessar nidurstddur benda til pess ad pad hefur tekist ad einangra himnufleka ur
frumuhimnu BLM megin 4 parmapekjufrumu Atlantshafsporsk. 1 kjolfarid var
ahugavert ad skoda protein og fitusamsetningu himnuflekanna. Ytarleg fitugreining
var framkvaemd a einungrudum himnuflekum en fjallad er nanar um hana i kafla 4.3.
Til ad fa heildaryfirlit yfir prétein i himnuflekum var &tlunin ad motefnalita fyrir
ahugaverdum proteinum og massagreina pekkt protein ar rafdrattarhlaupi.

Viss protein eru pekkt innan himnufleka medal annars flotillin, annexin 1l og GPI-
tengd protein [25, 26, 33]. Algengt er ad métefnalita fyrir proteinum sem pekkt eru
fyrir ad vera innan himnufleka. | pessu verkefni var hafin leit ad slikum moétefnum til
kaups, en nidurstadan er tekin saman i kafla 4.4. [ nylegum greinum er yfirleitt borin
kennsl & opekkt protein i himnuflekum med massagreiningum [20, 33, 63]. Pannig er
hegt ad finna ny ahugaverd protein innan himnufleka og syna fram a ad pekkt
himnuflekaprotein séu innan peirra. Massagreiningar hafa po reynst erfidar & okkar
efnivid, en nidurstodurnar eru teknar saman i kafla 4.4.

Alkaliskur fosfatasi (AP) er eitt peirra proteina sem var skodad sértaklega.
Proteinid er GPI-tengt protein. bekkt er ad slik protein safnast saman innan
himnufleka BBM megin & skautadri pekjufrumu [57, 64]. Eins og nefnt hefur verid
aour var petta verkefni hluti af steerra verkefni en lokamarkmid pess var ad komast ad
liffreedilegu hlutverki vidkomandi proteins. Var pvi dhugavert ad sja hvort proteinid
veeri til stadar BLM megin lika og hvort pad veeri pa innan himnufleka.
Virknimelingar eftir einangrunarferil BLM syndi hlutfallslega laga edlisvirkni AP i
BLM midad vid i BBM hluta, en pad gaf til kynna ad adskilnadur hafdi ordid a
himnuhlutunum par sem AP var merkiensim fyrir BBM [15, 35]. Stadsetning
préteinsins sem pd meldist i BLM hluta var athugad i pessari rannsokn. Motefnalitun
og virknimelingar & vidkomandi proteini i himnuflekaskommtum einangrunarferils
syndi ad proteinid veeri nanast adeins i leysanlega hluta himnunnar. begar bornir voru
saman himnufleka einangrunarstigull ar BBM annars vegar og BLM hins vegar matti
sja ad virkni AP var mjog lag innan himnufleka einangrada Uur BLM midad vid
himnufleka BBM megin. bad er pvi haegt ad draga pa alyktun ad i parmapekjufrumum
Atlantshafsporsks sé AP adeins hluti af himnuflekum BBM megin sem er i samraemi
vid pad sem adur hefur verid birt [37, 64].

pad er hugsanlegt ad virkni AP i BLM hluta parmpekjufrumu sé vegna mengunar
fra BBM hluta. P06 er ekki haegt ad dtiloka ad AP sé i litlu magni BLM megin. Eftir
inntoku a fiturikum mat hefur verid synt fram & aukinn styrk af alkaliskum fosfatasa ur
pormum (IAP) i blédvokva og & umfrymisbolum innan i frumum. Arid 2007 syndu
Hansen et al. fram a ad alkaliskur fosfatasi fer inni pekjufrumur med fituupptoku i
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parminum [64]. Pegar fitan fer at hinum megin er ef til vill moéguleiki ad alkaliskur
fosfatasi sé a himnunni i bolum sem verdur hluti af BLM frumuhimnunni.

Na,K-ATPasi er annad protein sem &hugi var fyrir ad kanna nénar. Pad gegnir
mikilveegu hlutverki vid ad vidhalda frumurummali, jonajafnveegi og himnuspennu
[29]. Hefur proteinid medal annars verid mikid rannsakad i talknum fiska. Ahugi var
fyrir ad athuga hvada ahrif pad hefdi a magn préteinsins, dreifingu pess og virkni ad
fara ar pvi ad vera i pekjuvef sem tekur vid salti (i ferskvatni), i pad ad vera i salt
losandi vef (i sj0) [11, 34]. Rannsdknir leiddu i 1jés ad préteinid er had umhverfi sinu
0g getur baedi fundist innan himnufleka og fyrir utan pa. Reyndar ferdi pad sig inni
fleka pegar fiskarnir foru ur ferskvatni i sjo, en vid pad jokst virknin. Rannsoknir &
Na,K-ATPasa hefur ekki verid framkvemd adur i pormum porsks. pad veeri pvi
dhugavert ad skoda stadsetningu pess i BLM hluta parmpekjuvefs i porski.
perriblettun og métefnalitun fyrir Na,K-ATPasa leiddi i 1jos ad liklega veeri préteinid
stadsett fyrir utan himnufleka. | Atlantshafsporski hefur verid synt fram & ad pegar
hann fer ar pvi ad lifa vid 8°C (u.p.b. kjorvaxtarhitastig hans) nidur i 0°C pa eykst
virkni proteinsins i talknum [14]. Pad er moguleiki ad proteinid hafi feert sig inni fleka
vid pessa breytingu & umhverfinu og veeri mjog dhugavert ad athuga pad néanar.

4.3. Fitugreining

Frumuhimna adskilur umfrymi frumna fr4 umhverfinu og fer samsetning hennar eftir
pérfum hverjar frumu & hverjum stad. Lipidsamsetning frumuhimnunnar getur haft
mikil ahrif & starfsemi préteina i himnunni og par med getu frumuhimnunnar til ad
sinna sinu hlutverki. 1 pessu verkefni var framkveemd fitugreining & BLM hluta
parmapekjufrumna Atlantshafsporsks og einangrudum himnuflekum fra peim hluta.

Umhverfishiti frumuhimnunnar hefur ahrif & fljétanleika hennar [12]. Synt hefur
verid fram & ad frumuhimnan getur adlagast breytum umhverfishita med breytingum &
lipiodsamsetningu. Pannig getur han vidhaldid fljotanleika sinum vid mismunandi
hitastig og han starfad edlilega. Hefur baedi verid synt fram & ad petta geti gerst innan
lifskeids lifvera og med préun peirra vid visst hitastig [13, 15, 65]. Til ad kanna hvada
ahrif umhverfi  Atlantshafsporsks hafdi & samsetningu frumuhimnu BLM
parmapekjufrumu, adallega med tilliti til hita, var samsetning hennar borin saman vid
rottu. Nidurstadan er tekin saman i kafla 4.3.1.

Himnuflekar einangradir Ur BLM hluta parmapekjufrumu geta haft adra
lipiodsamsetningu en umhverfi peirra. Var pvi ahugavert ad greina og bera saman
lipiosamsetningu heildarhimnu BLM og himnufleka. Nidurstddurnar eru teknar saman
i kafla 4.3.2.

4.3.1. Fitusamsetning Atlantshafsporsk midad vid rottu

Fljotanleiki frumuhimnunnar fer eftir lipidsamsetningu hennar. 1 lifverum sem
adlagast hafa koldum umhverfishita likt og porskurinn ma buast vid ad
lipidsamsetning frumuhimnu peirra dragi Gr seigju hennar vegna kulda & ymsan hatt.
Getur frumuhimnan medal annars haft meira af dmettudum fitusyrum, haerra hlutfall
fosfatidyletanolamin/ fosfatidylkolin, laegra hlutfall sphingdmyelin/fosfatidylkolin,
styttri medalkolefnis-kedjulengd og harra magn koélesterdls en frumuhimnur lifvera
vid haerra hitastig [13]. begar fitusamsetning BLM hluta parmapekjufrumna ar porski
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var skodud var hun einnig greind i rottu. Helstu nidurstédurnar eru syndar i vidauka
D, en ytarlega er fjallad um per i RH-skyrslu 15-2010 [66].

4.3.1.1. Hlutfoll helstu lipida og innri flokka peirra

pegar hlutfoll helstu lipida innan frumuhimna lifveranna voru skodud reyndist ekKi
markteekur munur par @ milli. Kolester6lmagn var ekki harra i porskinum og eru pad
bvi liklega adrir peettir sem draga ur seigju frumuhimnunnar. Hlutverk kolesterols i
hitastigsadlogun hefur verid rannsakad i parmapekjufrumum fiska. Arid 1995 birtu
Crockett og Hazel nidurstddur rannsoknar & pvi hvert hlutverk koélesterols veeri i
hitastigsadlogun BBM hluta pekjufrumna annars vegar og BLM hins vegar i
regnbogasilungi [17]. Rannsdkudu pau fitusamsetningu frumuhimnu parmapekju-
frumu i silungi sem lifdi vid 5°C og 20°C. Nidurstodur peirra leiddu i ljés ad
samsetning BBM hluta frumuhimnunnar adlagadist leegra hitastigi med auknu
kolesterlmagni, en minnihattar breytingar urdu a fitusyrusamsetningu hennar. BLM
hluti frumuhimnunnar adlagadist legra hitastigi & annan hatt en breyting var a
fitusyrusamsetningu himnunnar en ekki & kolester6lmagni. petta er i takt vid peer
nidurstddur sem vid fengum. bau téldu ad hugsanleg skyring & pessu var Olikt
umhverfi og hlutverk frumuhlutanna tveggja. Fljotanleiki og kdlesterdl/fosfolipid
hlutfall getur verid vardveitt i BLM hluta frumuhimnunnar til ad vidhalda virkni
mikilveega himnuproteina & bord vid Na,K-ATPasa. Hefur verid synt fram & ad
préteinid er had umhverfi sinu [11].

Annad sem vakti athygli okkar var hve hatt glykolipid magn var i badum lifverum,
eda um ~60%. betta er téluvert haerra en adur hefur verid birt [17, 67]. Pessum hdpi er
einnig oft sleppt i svipudum rannséknum eda hlutfallid leegra vegna pess ad adrar
Utdrattaradferdir eru notadar [58]. Med pvi ad nota adferd lyst af Dreyfus [51] til ad
draga Gt lipio og flokka pau téldum vid okkur na betri heimtum af helstu
lipioflokkunum par a medal glykolipidum, en svo virdist raunin.

Pegar nidurstédur punnlagsskiljunnar fyrir fosfolipid voru skodadar kom a dvart
hve héatt hlutfall af sphingdmyelini var i himnunni og lagt hlutfall
fosfatdidyletan6lamin [11, 14]. Par sem rottan syndi hlutfoll sem buist var meira vid
virtist asteedan ekki liggja i hvernig utdrattur og flokkun lipida var framkveemd [67].
Yfirleitt er sphingdbmyelin og fosfatidylkolin talin vera hluti af ytri himnunni, en
fosfatidylserin, fosfatidylinositél og fosfatidyletan6lamin & innri hlid. bvi var
furdulegt hve litid var af fosfolipioum i porskinum sem talin eru vera & innri
himnunni. bad er hugsanlegt ad i stadinn fyrir kolin tengihop & sphingdmyelin sé
etanolamin [68], en petta er eitthvad sem pyrfti ad athuga nanar.

Tengihopur fosfolipida eru taldir hafa ahrif & seigju himnunnar. Hefur hlutfallio
fosfatidyletanolamin/fosfatidylkélin medal annars ahrif a fljotanleika himnunnar.
Likleg skyring & pvi er 6lik I6gun peirra en fosfatidyletandlamin er talid vera keilulaga
og dregur pvi Ur pokkun himnunnar. Fosfatidylkélin er hins vegar talid vera
sivalningslaga og getur pvi aukid pokkun [13]. Buist var vid herra hlutfalli
fosfatidyletanolamin/fosfatidylkdlin i porski, en nidurstédurnar leiddu annad i ljos.
Var hlutfallid heerra i rottunni en porskinum. Hlutfall sphingémyelin/fosfatdylkélin
hefur einnig ahrif & fljotanleika himnunnar. Hugsanleg skyring fyrir pvi er ad
sphingdmyelin getur badi verid vetnistengjapegi og gjafi, & medan fosfatidylkolin er
adeins pegi. Petta getur leitt af sér ad haerra sphingomyelin/fosfatidylkolin hlutfall
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eykur pokkun & himnunni og eykur par af leidandi stifleika. Nidurstédurnar syndu
adeins leegra sphingdmyelin/fosfatidylkdlin hlutfall i porskinum eins og buist var vid.
Nidurstodur punnlagsskiljunnar fyrir hlutlaus lipid syndi svipad munstur fyrir
porskinn og rottuna. bPad var pdé heldur minna af frjalsum fitusyrum i
frumuhimnusynum porsksins og meira af hinum flokkunum i stadinn. Nidurstéour
fyrir osialylerud glykolipio gaf hins vegar mun meiri mun & pessum tveim lifverum.
Frumuhimna porsksins hafdi hatt hlutfall gléposida & kostnad annarra lipioflokka.

4.3.1.2. Fitusyrusamsetning innri himnu parmapekjufrumna

Fitusyrusamsetning frumuhimnunnar er talin hafa ahrif & fljétanleika himnunnar, par &
medal lengd fitusyrukedja og mettun [17]. Rannsoknir hafa synt ad fedusamsetning
lifvera geti haft ahrif & fitusyrusamsetningu frumuhimna, medal annars i parminum
[69-71]. Pad var pd erfitt ad segja til um hvada ahrif samsetning faedunnar hafdi a
okkar efnivid par sem porskurinn var ekki hafdur & mismunandi fedi, né rottan.
Fitusyrusamsetning feedunnar sem rottan og porskurinn var gefid er synd i toflu 9 i
vidauka D. pegar hun er skodud pad méa hugsanlega sja samband milli pess hve hatt
22:1 magn var i porski og i faedunni, en fitusyran fannst hvorki i frumuhimnu
rottunnar né i feedunni sem hdn var 4. Hins vegar var magn 18:2 hatt i feedu rottunnar
0g pad virtist einnig vera i frumuhimnu rottunnar. Magn 18:2 reyndist lsegra i porski
og fedunni sem hann var .

Hlutfall mettadra-, einOmettadra- og fjolomettadrafitusyra var skodad badi i
porskinum og rottunni. Hlutfall mettadra fitusyra var leegra i porskinum eins og buist
var vid, nema i flokki ésialylerada glykdlipida par sem hlutfallid var heerra [13]. begar
hlutfall démettadra fitusyra var skodad kom & dvart ad helsti munurinn & milli
lifveranna var i magni eindmettadra fitusyra en ekki fjolomettadra [17, 72]. Hlutfall
eindmettadra fitusyra var toluvert herra i porskinum en i rottunni, nema i flokki
Osialylerada glykolipida par sem hlutfallid var adeins harra i rottunni. Var helsta
astaedan heerra magn af 22:1 i porski, sem getur verid ahrif fra feedunni, og évenju hatt
magn 24:1 [17]. Eindmettadar fitusyrur hafa leegra braedslumark en samberilegar
mettadar fitusyrur [12, 71]. Geta pvi pessar léngu eindmettudufitusyrur dregio ur
pokkun frumuhimnunnar og aukid fljétanleika hennar i porski. Pad er pekkt ad
sphingdlipid geta haft Ovenjulanga fitusyrukedju sem hluta af byggingu sinni
(sphing6sin hlutanum), par @ medal 24:1 [12, 73]. Pad er pvi hugsanlegt ad i 1josi pess
ad sphingdémyelin hlutfallid i porski var évenjuhatt ad pad utskyri ad hluta hatt magn
24:1 i fosfélipioflokknum. 24:1 getur haft svipadan rastima og 22:6 (DHA) a
gasgreinasulu, en DHA er ein helsta fjolomettadafitusyran i vefjum fiska [74]. Til ad
koma i veg fyrir ad vid hofum mistulkad gdgnin okkar var hreint DHA sett & stluna
sem vid hofdum notad [66]. Nidurstadan stadfesti peer fyrri, en 24:1 stadall kom
seinna af stlunni sem vid notudum en 22:6 stadall.

Svipad magn var af fjolomettudum fitusyrum i flokki fosfolipida, en pad var legra i
porskinum i 6drum flokkum. Petta kom & dvart baedi vegna pess ad algengt er ad sja haerra
hlutfall fjolomettadra fitusyra i lifveru sem adlagast hefur kaldara umhverfi og vefir fiska
eru Yfirleitt taldir rikir af eicosahexaenoik syru (EPA, 20:5) og docosahexaenoik syru
(DHA, 22:6) [13, 14, 17, 74, 75]. bad reyndist ekki vera i pessu tilfelli.

Ut fra fitusyrugreiningunni & porski var reiknadur Gt tvitengjastudull, hlutfall
fjolomettadra og mettadra fitusyra (P/S), og medalkolefniskedjulengd. Hlutfall P/S var

69



yfirleitt leegra i porskinum sem ma rekja til pess hve litid magn var af fjélomettudum
fitusyrum i porskinum midad vid pad sem buist var vid. Tvitengjastudullinn reyndist
po yfirleitt heerri i porskinum eins og buist var vid. Var pad vegna pess hve hatt
hlutfall eindmettadra fitusyra var i porskinum. Medalkedjulengdin var um pad bil einu
kolefni lengra i porskinum en i rottunni. Pad kom & dvart par sem lengri kedjulengd
getur leitt til betri pékkun a frumuhimnunni [13].

P& hér var adallega verid ad tala um tengsl fitusamsetningu vid umhverfishita, eru
adrir peettir sem geta haft ahrif einsog jonaumhverfi og feeda [34, 69].

4.3.2. Fitugreining & himnuflekum

Himnuflekar eru misleitur hopur, en lipidsamsetning peirra hefur po viss séreinkenni.
Peir eru medal annars taldir innihalda meira kolesterol, glykosphingdlipid, og mettadri
fitusyrur en heildarhimnan [25]. Helstu hlutfoll lipida og innri flokka peirra og
fitusyru-samsetning voru skodud i himnuflekum einangrudum ur BLM hluta
parmapekjufrumna Atlantshafsporsks til skoda muninn & peim og heildarhimnunni.

4.3.1.1. Hlutfoll helstu lipida og innri flokka peirra

Molhlutfall helstu lipida midad vid heildaratdratt ar BLM hluta frumuhimnunnar
annars vegar og einangrada himnufleka frd peim hluta hins vegar var skodad.
Nidurstodurnar syndu ad himnuflekar hofou haerra magn glykolipida mida vid
heildarhimnuna en legra af 6drum lipidum. Himnuflekar eru pekktir fyrir ad vera
glykolipid rikir og er petta pvi i samraemi vid nidurstodur sem adur hofou verid birtar
[25]. Pad sem var hins vegar athyglisvert var leegra magn kolester6ls i flekum. pegar
magn glykdlipida var skodad, var gert rad fyrir ad molhlutfall hexésa midad vid
glykolipid sé 1:1 i atreikningum. Hugsanlega getur magn kolester6ls verid herra ef
lipid himnufleka eru bundin vid lengri sykurkedjur. Magn kolesterdls var borid saman
vid protein. Himnuflekar h6fdu mun herra hlutfall en heildarhimnan sem er takt vid
beer nidurstédur sem adur hafa fengist i pessari rannsdkn og annarra [19, 25].

pegar hlutfoll innri flokka helstu lipida voru skodud kom fram augljés munur a
milli himnufleka og heildarhimnunnar. Magn sphingémyelins var mun hearra i
himnuflekum en i heildarhimnunni & kostnad fosfatidylkélins. Eitt af einkennum
himnufleka er ad peir eru sphingolipid rikir. Nidurstodur rannsdkna a himnuflekum
annarra lifvera hafa synt ad magn sphingdmyelins kemur nidur & magni
fosfatidylkolin, en petta eru beedi kolinberandi lipid [25, 62]. Rannsoknir &
himnuflekum hafa einnig leitt i [jos aukid magn fosfatidylserin og fosfatidylinositol i
flekum midad vid heildarhimnuna, en pad reyndist ekki vera tilfellid i okkar efnivid
[25, 76].

pegar innri flokkar hlutlausra lipida var skodad syndi nidurstodurnar aukid hlutfall
kolesterols i himnuflekum, sem er i samraemi vid fyrri nidurstédur. Einnig hofou
himnuflekar meira magn af kdlesterdlester. Heildarhimnan hafdi hins vegar meira
magn af frjdlsum fitusyrum, di-glyseridi og tri-glyseridi.

Flokkar oOsialylerada fitusyra gaf einkennandi mun & milli himnufleka og
heildarhimnunnar. Himnuflekar voru mun rikari af mond-hexdsyl ceramidi og
sphing6sini en heildarhimnan hafdi meira magn af globosioum.
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4.3.3. Fitusyrugreining

Fitusyrugreining syndi ad litill munur var & heildarhimnunni og himnuflekum.
Fosfdlipid voru p6 med adeins minna af eindmettudum fitusyrum og mono-sialylerud
gangliosio hofdu adeins minna af fjolomettudum. Buist var vid meiri mun en
himnuflekar eru yfirleitt taldir hafa meira af mettudum fitusyrum en heildarhimnan
[25]. Pad hefur po verid birt &dur litill munur & mettun heildarhimnunnar og
himnufleka i fiskum [76]. Munurinn milli heildarhimnunnar og himnufleka virdist pvi
liggja meira i gerd lipida en mun & mettun fitusyrukedja.

Lipid himnufleka eru yfirleitt talin vera bundin lengri kolefniskedjum. Svo
reyndist ekki raunin i himnuflekum BLM hluta parmapekjufrumna i porski, en
medallengdin var um 19 kolefni i badum tilfellum. Kunding et al. birti i byrjun ars
2010 grein par sem hann lysti melingum & pykkt himnufleka midad vio
heildarhimnuna, badi i BBM hluta og BLM hluta parmapekjufrumna ar svini [77].
Nidurstadan leiddi i ljos ad adeins var munur a pykkt BBM megin en ekki BLM. pad
er hugsanlegt ad BLM i svini hafi minna af himnuflekum en BBM hluti himnunnar og
ad pad sé ekki jafn mikil munur a fitusamsetningunni. betta & ef til vill lika vid um
himnufleka BLM megin i parmpekjufrumum i porski.

par sem litill munur var & mettun fitusyrukedjanna i heildarhimnunni og
himnuflekum, endurspegladist pad i litlum mun & tvitengjastudli og hlutfalls milli
fjolomettadra/mettadra fitusyra. PO var helsti munurinn & milli mdéné-sialylerada
gangliosida par sem hlutfallid var heerra i b4dum tilfellum i heildarhimnunni. Af pessu
er hegt ad draga pa alyktun ad himnuflekar hafa tilhneigingu til ad vera tengdir
mettadri fitusyrum, pd ekki i pvi magni sem adur hefur verid birt [25].

Umhverfi himnunnar hefur ahrif & samsetningu himnufleka, par & medal
samsetning fedunnar og breytingar & hitastigi [76, 78]. Veeri i framhaldinu dhugavert
ad athuga hvada breytingar i umhverfi BLM himnunnar hefdi a himnufleka. Mun til
demis aukid hlutfall fjolémettadara fitusyra i feedu og leegra hitastig leida til ad magn
Omettadra fitusyra eykst? Hefdi pad adeins ahrif a samsetningu himnufleka eda mundi
pad breyta samsetningu heildarhimnunnar einnig?

4.4. Préteingreining

Eitt af markmidi verkefnisins var ad skoda préteinsamsetningu BLM hluta
barmapekjufrumna ar Atlantshafsporski og himnufleka einangrada fra peim hluta.
Atlunin var ad nota massagreiningar til ad bera kennsl & Opekkt prétein ar
rafdrattarhlaupi, gera virknimalingar og préfa motefni gegn ahugaverdum préteinum.

4.4.1. Motefni

Motefni geta reynst hentugt tol til ad athuga hvort protein sé til stadar eda ekki. Einnig
er moguleiki a ad nota pau til magnbundinna malinga ef proteinmagn er stillt fyrir
motefnalitun. Leit ad motefnum sem krosstengja vid prétein i porski er hafin og er
stodu mala lyst i kafla 4.4.1.1. Tilraun til ad einangra d&hugaverd protein ir BLM hluta
barmpekju porsk med pad i huga ad senda i motefnaframleidslu var einnig hafin og er
fario yfir i kafla 4.4.1.2. hér ad nedan.
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4.4.1.1. Krosstengsl moétefna vid proétein ur Atlantshafsporski

Motefni gegn ymsum préteinum i spendyrum er til, en eins og adur hefur verid nefnt,
er minna til af peim gegn préteinum ar fiski. Pad var pvi athugad hvort métefni gegn
préteinum i ymsum lifverum myndudu krosstengsl vid protein i porski. Voru sextan
motefni profud, en fjogur peirra voru medal annars gegn Na,K-ATPasa.

Greint hefur verid fra fjorum isoformum af a-einingu Na,K-ATPasa og premur af
B- einingunni. Métefnin sem notud voru, voru gangvart al og Bl en pessi isoform er
ad finna i nanast 6llum tegundum frumna par & medal i parmapekjufrumum [31]. Eitt
motefni var gegn proteininu Ur manni og var keypt fra Santa Cruz, hin prju voru hins
vegar fra DSHB og var motefnavakinn ar haenu. H6fou motefnin fra DSHB verid adur
notad gegn proteininu i fiski og lofudu pvi géou [34, 79, 80]. Perriblettun og
motefnalitun med métefnunum gaf jakvaed svor gegn proteininu i BLM hluta
parmapekjufrumna Gr Atlantshafsporski. Pegar motefnin voru hins vegar notud til ad
lita fyrir Na,K-ATPasa & himnu eftir Western-perrun syndi adeins eitt motefni
préteinband af réttri steerd gegn préteinum ur porski. pad var métefni nr. 11-20 fra
DSHB, en pad var gagnvart B1 einingu Na,K-ATPasa. betta motefni veri hugsanlega
heegt ad vinna &fram med i framhaldinu.

Alkaliskur fosfatasi hefur verid einangradur Ur porski og métefni framleitt gegn
honum. Western-perrun og motefnalitun leiddi i ljos ad moétefnid pekkir band af réttri
steerd og syndi ad alkaliskur fosfatasi veeri til stadar i BLM hluta parmapekjufrumu.
petta var sidan stadfest med virknimelingum, en fjallad er ndnar um pessar
nidurstodur i kafla 4.2.

Prohibitin er pekkt innanhimnu hvatberaprotein sem er um 30-32 kDa [81].
Motefnavaki métefnisins sem notad var er ur manni, en perriblettun og moétefnalitun &
préteinum Gr BLM hluta parmapekjufrumna Atlantshafsporsk gaf jakveeda svorun.
Hins vegar litadi métefnid ekki band & himnu eftir rafdratt og Western-perrun a BLM
syninu. betta voru godar nidurstddur en med breytingum & einangrunaradferd BLM
atti synid ad vera ad mestu laust vid hvatberahimnur. Fyrri préfanir @ métefninu hofou
synt ad pad pekkti protein af réttri sterd i hvatberariku syni ar porski [55]. Onnur
motefni sem profud voru hofdu ekki verid préfud adur gagnvart proteininu i fiski. Pad
var pvi kannad hvort métefnin gegn préteinum ur spendyrum myndudu krosstengsl
vid proteinin i fiski.

Flotillin er eins og prohibitin medlimur i préteinfjolskyldu sem hefur svipada
einingu byggingalega séd sem kallast SPFH eining (einnig koéllud PHB). Flotillin er
pekkt fyrir ad vera innan himnufleka og er oft notad sem merkiensim fyrir fleka [24].
Til ad geta athugad hvort flotillin veeri einnig innan himnufleka i BLM hluta
parmapekjufrumna Atlantshafsporsks veeri mikil kostur ad eiga motefni sem myndar
krosstengsl vid proteinid i porski. Motefni gegn flotillini i manni var préfad a syni ar
porski, en motefnid pekkti band af réttri steerd i BLM syni Ur porski. Naesta skref getur
bvi verid ad athuga i hvada skammti einangrunarferils himnufleka ar BLM proéteinio
fyndist.

Caveolin er pekkt himnuflekaprétein sem tekur patt i ad mynda sérstakan
undirflokk himnufleka sem kallast caveolae [24]. Caveolea gegna medal annars
mikilvegu hlutverki i innfrumun. bad motefni sem préfad var pekkti band af rétti
steerd i BLM syni parmapekjufrumna porsks. Var petta métefni gegn préteininu ar

72



manni og var frd BD Biosciences Pharmingen. Nesta skref veeri likt og med motefni
gegn flotillini ad athuga hvada hluti einangrunarferils himnufleka ar BLM préteinid
fyndist i.

Onnur moétefni sem préfud voru virtust ekki mynda krosstengsl vid proéteinid i
porski. Par & medal var motefni gagnvart frymisgrindarproteininu aktin ar manni, en
pad hefur fundist med massagreiningum i himnuflekum BBM megin a
parmapekjufrumu i porski [57]. Einnig var profad motefni gegn villin og EEA-1 (e.
early endosome antigen 1) en métefnavakinn var i badum tilfellum ar manni og héfou
baedi verid greind med massagreiningum sem protein i himnuflekasyni BBM-megin &
parmapekjufrumu i porski [57]. Villin er talid vera aktin bindiprotein BBM-megin a
skautadri pekjufrumu, svo pad var ekki 6tralegt ad pad finnist ekki i BLM préteinsyni.
Onnur métefni sem profud voru, voru gegn annexin II, a- sucrasi-isomaltasi, o-
adrenvirkur vidtaki og f-adrenvirkur vidtaki.

4.4.1.2. Préteinhreinsun

Proteinhreinsun  fyrir motefnaframleidslu var annars vegar framkvemd med
stlukeyrslum og hins vegar med mismunandi spunaskrefum. Proteinhreinsun med
stlukeyrslum gekk framan af vel en adskilnadur nadist & milli préteina af olikri steerd
a hlaupsiun. pegar toppar af hlaupsiunni voru settir i framhaldinu & Q-Sephardsa stlu
til ad na betri adskilnadi milli proteina med pvi ad notfera sér mismunandi hledslu,
virtust keyrslunnar vera olikar fyrir hvern topp af hlaupsiunni. betta var merki um pad
ad mismunandi protein veaeru ad adskiljast. begar préteinin voru sidan rafdregin eftir
sidari sulukeyrsluna kom hins vegar & dvart hve likir skammtarnir voru.

Pegar N-enda greining og massagreininganidurstodur voru skodadar kom sidan i
lj6s ad bakteriur h6fou ndd ad vaxa um of & medan hreinsunni st6d. Bakteriuflora er
naudsynleg i pérmum og gegnir mikilveegu hlutverki par, medal annars vid ad koma i
veg fyrir ad skadlegar bakteriur nai sér a strik. Sulukeyrslurnar voru framkvaemdar vid
4°C, en par sem hid nattdrulega umhverfi bakteria i pormum porska er lagt hafa peer
ndd ad vaxa vid petta hitastig. Protein ur Pseudomanos fluorescens fannst medal
annars, en su bakteria er pekkt sem hluti af nattarulegri bakteriufloru i pérmum fiska
[82]. bar sem ekki er haegt ad keyra sulur vid leegra hitastig veeri helsti moguleikinn ad
reyna ad stytta keyrslutimann eda ad beta bakteriudrepandi efnum vid
upphafsjafninginn. betta er eitthvad sem pyrfti ad athuga nanar adur en hreinsun
proteina med stulum er framkveaemd aftur.

Na,K-ATPasi er eitt af peim préteinum sem ahugi var fyrir ad skoda nanar. Var
pvi adkvedid ad reyna ad einangra pad ur pormum Atlantshafsporsks. Yfirleitt er po
valinn vefur sem inniheldur mikid magn af Na,K-ATPasa eins og nyru spendyra [38].
Proteinid hefur pé verid einangrad adur ar pormum med adferd Jorgensens. ba var pad
einangrad Ur pormum naggrisa med gédum arangri og var pvi akvedid ad gera slikt
hér [83]. Adferdin byggist & pvi ad nota mismunandi spunaskref til ad einangra Na,K-
ATPasa, sem er ef til vill hentugri leid en sulukeyrslur, par sem spunaskrefin eru
styttri. Einangrun med adferd Jorgensens gekk ageetlega. P4 reyndist erfitt ad na innri
himnum fra & Percoll stigli. Pegar einangrunarferlid var endurtekid til ad fa meira
efnivid i lokinn var akvedid ad nota efnivid sem hafdi farid i gegnum upphafsskref
einangrunarferils BLM ad magnesium fellingunni. bannig var haegt ad fa upphafsefni
sem var tiltélulega laust vid innri himnur & bord vid hvatberahimnur.
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pad nadist ekki ad Kklara seinna einangrunarferlid vegna timaskorts. Nesta skref
vaeri ad audkenna proétein i botnskammtinum eftir keyrslu & sukrosastigulnum. pad
veeri moguleiki ad senda bond sem possudu vid sterd Na,K-ATPasa i N-enda
greiningu eda athuga hvort pad keemi marktekt skor med massagreiningu. Band sem
litadist med motefni gegn B-einingu Na,K-ATPasa veri til demis tilvalid til ad kanna
nanar. Ef porf er 4 ad einfalda synid meira fyrir métefnaframleidslu veeri haegt ad baeta
stlukeyrslu vid i lokin. Eftir ad protein hefur verid stadfest sem Na,K-ATPasi er haegt
ad senda pad i motefnaframleidslu.

4.4.2. Massagreiningar

Massagreiningar eru gagnlegt tol til ad bera kennsl & dpekkt protein og er mikid
notadar sem slikar. Hefur medal annars verid studst vid massagreiningar til ad finna
ahugaverd prétein i himnuflekum [25, 33, 57, 63, 84]. Til pess ad massagreiningar
beri &rangur parf ad liggja fyrir upplysingar um préteinid ur lifverunni sem verid er ad
rannsaka i gangabonkum. Radgreining & Atlantshafsporski er ekki komin i
gangabanka tengdum massagreiningum og var pvi treyst & samsvorun Ur 6drum
lifverum. Fyrri rannsoknir med samanburdarleit préteina Gr Atlantshafsporski vid
adrar lifverur, par & medal Danio rerio, hafa borid arangur [57, 85]. Litill breytileiki &
amindsyrur6d getur po orsakad ad ekki faist marktek svor og reyndist pad vera
tilfellid i pessari rannsokn. begar meiri upplysingar um prétein Ur Atlandshafsporski
eru kominn i gangabanka matti gera adra leit med peim r6fum sem hafa fengist. |
vidauka C mé sjad ad massagreiningar gagnast vel til ad bera kennsl & protein i vel
skilgreindum lifverum. Eins og stadan er i dag, er ef til vill betra ad treysta meira a
motefni til ad audkenna protein.
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5. Lokaoro

Vido hofoum ahuga a ad skoda protein og lipidsamsetningu BLM hluta
parmapekjufrumna Atlantshafsporsks og himnufleka einangrada Gr peim hluta. |
upphafi verkefnisins var fundin adferd til ad mala merkiensim BLM, Na,K-ATPasa,
og i framhaldinu var &dur birt adferd adlogud ad okkar efnivid til ad einangra BLM.
Pegar peirri grunnvinnu var lokid voru himnuflekar einangradir ar innri himnu
pekjufrumna i pérmum Atlantshafsporsks og tilvist peirra konnud. Himnuflekarnir
reyndust kélesterél og sphingolipid rikir, en pad er eitt af einkennum peirra. Einnig
stadfesti maétefnalitun fyrir GM; stadsetningu peirra i edlislétta hluta spunastigulsins
eftir himnuflekaeinangrun. Hefur pvi tilvist himnufleka i BLM hluta
parmapekjufrumna i Atlantshafsporski verid i fyrsta skipti stadfest, svo framarlega
sem vid vitum.

Til ad atta okkur betur & samsetningu himnufleka BLM hluta parmpekjufrumna
Atlantshafsporsks og heildarhimnunnar, var lipidsamsetning himnunnar skodud.
Heildarhimnan Gr porski var borin saman vid rottu til ad skoda hvada ahrif umhverfi
porsksins hefdi & himnuna. Pegar hugsad var um ahrif med tilliti til hita kom & dvart
ad fosfatidyletandlamin/fosfatidylkolin hlutfall var heerra i porskinum, einnig kom i
lj6s ad kolefniskedjulengdin var lengri og hlutfall fjolémettadra fitusyra var lagt. Hins
vegar var lagt sphingémyelin/fosfatidylkolin hlutfall l&gt, leegra hlutfall mettadra
fitusyra fannst og heerri tvitengjastudull, sem buist var vid. Pad kom einnig & dvart ad
eindmettadar fitusyrur virdast eiga meiri patt i ad viohalda fljotanleika himnunnar i
borski en fjolémettadar fitusyrur.

Lipidsamsetning himnufleka var i framhaldinu borin saman vid heildarhimnuna.
Eins og buist var vid hofou himnuflekar haerra magn af glykolipioum, sphingémyelini
og heerra kélesterdl/prétein hlutfall en heildarhimnan. Hins vegar kom & 6vart hve litill
munur var & fitusyrusamsetningu himnufleka og heildarhimnunnar, p6 ad himnuflekar
hefdu tilhneigingu til ad hafa adeins harra hlutfall mettadra fitusyra.

Til ad skoda préteinsamsetningu himnufleka og heildarhimnunnar var tlunin ad
notast vid motefni, virknimelingar og massagreiningar. Leit ad motefnum sem mynda
krosstengsl vid préteinid i porski var hafin. Fjogur métefni af peim sem préfud voru
myndudu krosstengsl vid proteinid i BLM hluta Atlantshafsporsks. Pau pekktu
alkaliskan fosfatasa, flotillin, caveolin og beta einingu Na,K-ATPasa. Einnig var
&tlunin ad einangra ahugaverd himnuprétein og mynda motefni gagnvart peim.
Einangrun a Na,K-ATPasa Ur parmapekju porsk er langt komin i peim tilgangi.
Massagreiningar reyndust ekki vera hentugt tol fyrir pennan efnivid eins og stadan er i
dag. Gagnabankar eru p6 i orri proun og med meiri upplysingum um proétein i
Atlantshafsporski i gagnabénkum getur pessi teekni ordid gagnlegt tol vid ad pekkja
Opekkt prétein. Einnig er taeeknin vid ad fa goo réf af himnupréteinum i mikilli préun.

| framhaldinu & pessu verkefni veeri dhugavert ad skoda nanar proteinsamsetningu
himnufleka einangrada ar BLM hluta parmapekjufrumna ar porski. Ad byrja med veeri
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hegt ad nota motefni gegn flotillin og caveolin til ad kanna stadsetningu peirra og
klara einangrun & Na,K-ATPasa. bad veri mjog ahugavert ad kanna hvort pad protein
feerdi sig inni himnufleka vid breytar umhverfisadsteedur likt og pad gerir i talknum.
Til ad skoda préteinsamsetningu himnunnar parf ad bera kennsl & pau a einhvern hatt.
pvi veeri akjoésanlegt ad leita ad eda mynda fleiri métefni sem pekkja protein ar
Atlantshafsporski. Einnig er moguleiki ad senda d&hugaverd protein i N-endagreiningu.
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Vidauki

Vidauki A. Nidurstodur fra fyrri profunum a einangrunarferli BLM

Fyrri préfanir & einangrunarferli Booth og Kenni [35], sem seinna hafdi verid breytt af
Danielsen [36], syndu ad proa purfti adferdina nanar. A mynd 44 eru nidurstodur fra
fyrri profunum & einangrunarferlinu [55]. Auka spunaskrefi (10.000xg) hafdi verid
beett vid fyrir magnesium fellingu til ad reyna ad na hvatberum fra fyrr, en sa tilraun
bar p6 ekki &rangur. Virkni succinat dehydrogenasa (SDH), merkiensimi hvatbera, var
heest i skammti B3 eda um sjofold aukning. Hlutfallsleg virkni AP (um preféld
aukning) og Na,K-ATPasa (rumlega tvofold aukning) var mest i skammti B4. Ef
magnesium fellingin hefdi verid ad virka sem skyldi hefdi virkni Na,K-ATPasa,
merkiensim fyrir BLM, verid heest i botnfalli eftir pridja spuna (B3). Pess i stad komu
badir frumuhlutar pekjufrumunnar BLM og BBM nidur i skammti B4.
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Mynd 44. Hlutfallsleg edlisvirkni merkiensima vid adskilnad BLM og BBM med
adferd Booth og Kenny [35], sem seinna hafdi verid breytt af Danielsen [36]. Fyrri
profanir a einangrunarferli BLM [55]. Pidd parmapekja ur porski var skafin og
jafningur gerdur i HBS vinnulausn med Potter-Elevhjelm jafnara. Jafningur var
spunnin vid 150xg i 5 min. til ad skilja fra dsprungnar frumur og annad hrat. Flot var
hirt (F1) og spunnid aftur, nd vid 10.000xg i 10 min. bad var gert til ad athuga hvort
heegt veeri ad na hvatberahimnum fra. Flot (F2) var sidan hirt og pad stillt ad 10 mM
MgCly, en lausnin var latin standa a is i 10 min. Lausnin var spunnin vid 1.150xg i 10
min. Botnfallid var tekid fra (B3), pad endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn.
Haldid var sidan afram med flotid og pad spunnid vid 48.000xg i 30 min. Botnfallid
var hirt (B4) og endurleyst i lagmarksrammali af HBS lausn. Na,K-ATPasi (Na/K,
melt med adferd Scarschmidt et al. [41]), leusin amindpeptidasi (LAP), alkaliskur
fosfatasi (AP), succinat dehydrogenasi (SDH) og sur fosfatasi (a-P).
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Samkvaemt pessum nidurstddum voru tvo vandamal sem vard ad finna lausn &. pad
var annars vegar hvatberamengun & sidari skrefum adgreiningarferilsins og hins vegar
ad ekki hafdi tekist ad patta i sundur frumuhluta parmapekjufrumunnar med
magnesium fellingu

Vidauki B. Ahrif sapu a himnuflekaeinangrun

Kannad var hvada ahrif pad hefdi ad sleppa sapunni i einangrunarferli himnufleka.
Einkenni himnufleka er Oleysanleiki peirra i 06jénudum sépum, og felst
sapumedhondlunin og sukrosastigullinn i Kjolfarid i pvi ad skilja ad leysanlega og
Oleysanlega hluta himnunnar. Nidurstodur & mynd 45 syna ad engin adskilnadur vard
og leitadi 6ll himnan upp. bar af leidandi vard ekki einangrun & himnuflekum. Sapan
er pvi naudsynleg til ad adskilnadur verai.
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Mynd 45. Einangrunaradferd himnufleka an sapu, protein, kolesterél og
kolesterol/protein dreifing. BLM hluti parmapekjufrumu var blandad saman vid
sukrésa ad 40% (w/v) lokastyrk og linulegum sukrésastigli (10-35% (w/v))batt par
ofan a. Eftir spuna vid 210.000xg i 18 kist. var deelt uppur glésunum og lausninni
skipt upp i 1 ml skammta. Skammtur efst ar spunaglasinu er namer eitt og svo er
nimerad nidur. Préteinmagn (mg/ml, A), kdlesterolmagn (mg/ml, wm) og
kolesterol/protein hlutfall (#).

Vidauki C. Massagreiningar

Prjar tilraunir voru gerdar til ad fa go6d réf og marktekt skor af synum ar
einangrunarferli himnufleka. pau bond sem voru hirt til greiningar eru synd & mynd
46.

Sem viomid var pekkt protein rafdregid med, pad hirt ar hlaupinu og massagreint.
petta var gert til ad hafa jakveett viomid a undirbining synanna, gekk massagreining a
viomidunarsynum vel. Hér ad nedan er rof og greining & tveim vidmidunarproteinum,
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Vibrio alkaliskur fosfatasi annars vegar og carbonic anhydrasi Gr manni hins vegar.
Nidurstadan er synd a mynd 47.
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Mynd 46. SDS-rafdrattarhlaup af synum ar einangrun himnufleka tr BLM hluta
parmapekjufruma med linulegum sukrdsa stigli. Syni voru leyst upp i 5x sterkri
synalausn og sodin i 5 min, en midad var vid ad setja 70-100 g af proteini a hverja
rés. 12,5% akrylamid hlaup voru atbuin og keyrd samkvaemt adferd Laemmli. Ad
loknum rafdrztti voru tvd hlaup silfurlitud (A, B) og eitt coomassie blue litad (C). A
hlaupi A var proteinstigi (Fermentas #SM0671) a ras 1 og a ras 2-12 voru skammtar
einangrunarferilsins (fra skammti efst Gr spunaglasinu og nidur). A hlaupi B og C var
heildar BLM syni & ras 1, & ras 2 var proteinstigi (Fermentas #SM0671) og & ras 3-14
voru skammtar einangrunarferilsins (fr& skammti efst Ur spunaglasinu og nidur).
Raudu numerin takna pau boénd sem hirt voru til massagreiningar.
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liciners Mascot Search Results

User : erna
Email : erk2@hi.is
Search title : band #4
Database : NCBInr 20100910 (11759209 seqguences; 4015568644 residues)
Taxonomy : bony vertebrates (1203570 seguences)
Timestamp : 12 Sep 2010 at 19:50:15 GMT
Top Score : 81 for gi|4502517, carbonic anhydrase 1 [Homo sapiens]
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Mynd 47. Massagreiningarréf af alkaliskum fosfatasa ur Vibrio (A) og carbonic
anhydrasa Ur manni (B) og nidurstodur Mascot leitar.
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Vidauki D. Munur a fitusamsetningu BLM rottu og porsks

Pegar fitusamsetning BLM Ur porski var skodud, framkvemdi samstarfsadili, Gudjon
Andri Gylfason, samberilega rannsokn & BLM hluta parmapekjufrumu ur rottu.
Einangrun a BLM, utdrattur lipida og flokkun var samberileg peim greiningum sem
var framkvemdar voru & porski. Fjallad er ytarlega um nidurstodurnar i RH skyrslu
15-2010 [66]. Samanburdur a peim nidurstodum og peim sem kom Ut ar rannsoknum
a fitusamsetningu BLM hluta parmapekju ur porski er syndur hér ad nedan.

Hlutfall helstu lipida innan frumuhimnunnar

Molhlutfall helstu lipida mida vid heildaratdratt ar BLM hluta frumuhimnunnar i
borski annars vegar og rottu hins vegar er synd & mynd 48A. Samanburdur & milli
rottu og porsks synir ad samsetning frumuhimnanna er svipud, en mdlhlutfall helstu
lipida var sambaerilegur. Porskasynid syndi po tilhneigingu til ad hafa lsegra kélesterdl
(~3%), en heerra glykolipid hlutfall (~4%).

A mynd 48B er hlutfall kolesterols og fosfélipida (KO/FL) annars vegar og
kolesterols og heildarmagn skautadra lipida (fosfolipid og glykolipid) (KO/HS) hins
vegar synt. Nidurstédur syndu ad litill munur veeri & hlutféllunum i porski og rottu, p6
svo ad rottan syndi tilhneigingu ad vera heerri i badum tilfellum.

80
= (A) - (B)
fg 2.0+
= 60
k=
= T 1.0
,E
=
=)
® KO FL GL ’ KO/PL KO/HA PE/PC SM/PC

Mynd 48. Fitusamsetning BLM hluta parmapekjufrumu rottu (svartir stoplar) og
Atlantshafsporsk (hvitir stoplar). (A) Molhlutfall kolesteréls (KO), fosfolipida (FL)
og glykdlipida (GL) af heildar lipidum dregnum at. (n=3) (B) Molarhlutfall
kdlesterols/fosfolipida (KO/FL) og kolesterdls/heildar skautada lipida. Hlutfall
fosfatidyletanélamin/ fosfatidylk6lin  (PE/PC) og sphingomyelin/fosfatidylkolin
(SM/PC). (n=3).

Punnlagsskiljun a helstu flokkum lipida; munur a milli porsk og rottu

Hlutfall helstu flokka lipida innan hvers héps var fengin Gt fra greiningu &
bunnlagsskiljun, sja mynd 49. Nidurstddur fyrir fosfolipid syna ad talsverdur munur er
a milli BLM himnu i rottu og porski. Hafdi porskurinn haerra hlutfall af SM og PC en
rottan (SM var ~34% & moti ~20% og PC var ~49% & moti ~24%), en a moti var
minna af 6drum fosfolipioum (PS var 8% & moti ~26%, Pl var ~3% & moti ~8% og PE
var 4% & moti 22%). begar hlutfall PE/PC er skodad var pad um tolf sinnum herra i
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BLM rottu en i porski, sja mynd 48. Hlutfall SM/PC var einnig adeins legra i
porskinum.
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Mynd 49. Hlutfall helstu flokka fosfolipida (FL), hlutlausra lipida (NL) og
Osialylerada glykélipida (NSL) af heild. Lipid voru dregin Ut og pattud med adferd
Dreyfus et al. [51]. Sidan voru pau greind med punnlagsskiljun og var hver lina &
plétunni greind med Imaged forriti. Stoplar BLM synis Gr rottu voru svartir en hvitir
fyrir BLM syni ar porski. (A) Hlutfall flokka FL af heild. LPC lyséfosfatidylkélin, SM
sphingémyelin, PC fosfatidylkolin, PS fasfatidylserin, Pl fosfatidylinositol PE
fosfatidyletandlamin. (B) Hlutfall flokka NL af heild. KO kdlesterdl, FFA friar
fitusyrur, DG di-glycerid, CE kolesterdl ester, TG tri-glycerid. (C) Hlutfall flokka NS
af heild. GLOB globo6sid, THC tri-hexosyl ceramid, SPH sphingosin og MHC méné-
hexdsyl ceramid.

Hlutfall hlutlausra lipida var meira samberilegt & milli porsks og rottu. Magn KO,
DG, CE og TG var adeins herra i porskinum, KO var ~16% & méti ~13%, DG var
~8% a moti 4%, CE var ~9% a moti ~6% og TG var ~28% & méti ~24%. Hins vegar
var hlutfall FFA laegra i porskinum eda ~39% a mati ~53%.

Nidurstodur fyrir osialylerud glykélipio syndu mikinn mun & milli BLM i porski
og rottu. porskurinn var med mun harra hlutfall af GLOB eda ~73% & moti ~11% i
rottu. Rottan var sidan herri i 6drum flokkum, en THC og SPH greindist ekki i porski.
Asamt GLOB greindist MHC i porski en pad var ~27% & moti ~57% i rottu.

Fitusyrugreining, munur a milli porsk og rottu

Fitusyrugreining var framkveemd & fosfolipioum (FL), osialylerudum glykdlipidum
(NSL), méno-sialylerudum gangliésioum (MG) og pély-sialylerudum ganglidsidum
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(PG) badi ar heildarhimnu BLM ar Atlantshafsporski og ur rottu. Gasgreinir
(GC/MS) var notadur til ad greina hvada fitusyrur eru i hverjum flokki og i hvada
magni. betta var gert til ad geta attad sig betur & samsetningu himnunnar, en
nidurstadan er synd i t6flu 8. Var hlutfall mettadra (SFA), eindmettadra (MUFA) og
fjolomettadra fitusyra (PUFA) skodad i framhaldinu (sj& mynd 50). Einnig var reiknad
ut medalkolefniskedjulengd, tvitengjastudull og hlutfall fjolomettadra/mettadra
fitusyra og er nidurstadan synd & mynd 51.

Hlutfall mettadra fitusyra var yfirleitt leegri i porskinum en pad var adeins harra i
skammti NSL. Var petta adallega vegna herra hlutfalls palmitik syru (16:0) og stearik
syru (18:0) i rottunni. Hlutfall eindmettadra fitusyra var hinsvegar yfirleitt herri i
porskinum. Var pad helst vegna herra hlutfalls docosaenoik syru (22:1) og nevronik
syru (24:1).

Munur var & hlutfalli fjolémettadar fitusyra i rottu og porski. Var hlutfallid heerra i
fosfolipio skammti porsks, en leegra i 6drum. Var petta adallega vegna heerri hlutfalls
linoleik syru (18:2) i rottu.
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Mynd 50. Hlutfall milli mettadra og émettadra fitusyra i rottu (svartir stoplar) og
Atlantshafsporski (hvitir stoplar). Gogn eru unnin uppur toflu 8. (A) Hlutfall
mettadra fitusyra (SFA) mida vid heild. (n=3). (B) Hlutfall einbmettadra fitusyra
(MUFA) af heild. (n=3). (C) Hlutfall fjolomettadra fitusyra (PUFA) af heild. (n=3).

Hlutfall af PUFA
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Tafla 8. Samanburour d fitusyruinnihaldi ,,basolateral“ parmapekjufrumna i Atlantshafsporski og rottu. Lipid voru dregin Ut og pattud
samkveemt adferd Dreyfus et al. [51]. Boron trifltorid var notad til ad bua til fitusyru metyl estera og voru peir sidan greindir a gasgreini
(GCIMS). (n=3).

F 0sfolipid Osialylerud glykolipid Mon 6-gangliosid Poly-gangliosid

Rotta Porskur A% Rotta Porskur A% Rotta Porskur A% Rotta borskur A%

14:0 - - 22 +07 2.2 - - - - - - - - - - - - 17 11 17
15:0 - - - - - - - - - - - - - - - - - 10+ 04 10
16:0 279 + 59 235 £ 65 44| 258 +21 194 =50 64 145 22 181 = 52 -3,6) 316 £37 190 + 36 12,6
17:0 - - - - - - - 11 £ 01 -11 - - - - - - - 08 +01 -08
18:0 305 + 34 250 27 55/ 138 06 285 =09 -147| 354 +13 202 =+ 17 15,2| 266 +25 162 = 05 10,4
20:0 50 =09 19 £ 07 31 2303 28 =04 -05 - - 38 = 07 -38 71 06 42 + 09 29
21:0 - - 18 £ 04 -18] 12 £0.2 33 05 -21 - - 10 = 02 -1,0 - - 31 06 -3.1
22:0 39 £ 08 08 +01 31 18 04 12 £ 01 06 51 12 - - 51 36 =11 06 =02 30

230 19 £ 03 - - 19 - - - - - - - - - - - - - - -

24:0 41 + 14 - - 41 19 06 17 03 02 32 =01 - - 32 52 £12 - - -
> SFA 73,3 = 18 55,3 + 44 18,0| 46,8 =11 581 =23 11,3 581 =01 431 + 53 150 741 =32 464 = 52 27,7
16:1 - - 20 09 20| 26 £03 30 £08 -04 - - 41 = 06 -41 - - 37 =11 -37
18:1 150 + 16 104 + 39 46| 263 +09 113 £ 09 150( 105 =05 84 = 21 21 112 15 78 £ 12 34
20:1 20 £+ 14 28 £ 01 -08 - - 30 £16 -30 - - 48 + 16 -4.8 - - 46 =13 -46
221 - - 3010 -3,0 - - 61 £05 -6,1 - - 214 * 57 21,4 - - 199 + 45 -199
24:1 16 + 01 176 + 34 -16,00 10 01 33 £10 -23 - - 73 + 41 -7.3] 31 £12 99 + 15 -6,8
SMUFA | 186 = 20 359 + 6,3 17,3 29,9 = 0,6 26,7 +1,9 32 105 =05 462 = 40 357 143 20 469 =30 -326
18:2 41 + 02 40 + 16 01| 188 =04 34 £07 154| 147 + 38 19 = 05 12,8| 54 £05 19 + 09 35
18:3 - - 33 +16 33| 1202 22 +02 -10] 58 £17 41 += 15 17] 32 +04 28 £ 07 04
20:4 40 = 07 - - 40 22 +02 24 £ 05 02| 34 27 29 = 12 05 39 +19 21 05 18

205 - - - - - - 31 08 -31 - - - - - - - - - -
22:6 - - 25 +03 25 11 +03 49 + 01 -3.8 - - 20 + 11 -2.0 - - 08 +02 -08
SPUFA 81 + 04 98 =30 1,7 233 £ 0,8 160 + 2,8 73| 239 + 0,6 109 = 17 13,0l 125 £ 1,5 74 =07 51

- Fitusyra ekki greind.

A%: Mismunur 4 milli rottu og porsk, minus gildi tiknar ad meira magn er af fitusyrunni i porski.
YSFA: Summa af mettudum fitusyrum.

YMUFA: Summa af einomettudum fitusyrum.

YPUFA: Summa af fjslomettudum fitusyrum.
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Reiknud gildi fra fitusyrugreiningu a porski og rottu

Hlutfall fjolomettadra & moti mettadra fitusyra (P/S hlutfall) er synt @ mynd 51A. Eins
og bdaist var vid var hlutfallid heerra i porski i fosfolipid flokknum. Hins vegar var
hlutfallid leegra i 6drum flokkum. Reiknud var medal kolefniskedjulengd en hun
reyndist yfir heildina litid um einu kolefni lengri i porskinum en i rottunni, sj& mynd
51B.

A mynd 51C er tvitengjastudull fitusyranna syndur, en hann reyndist heerri i porski
i 6llum flokkum nema NSL.
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Mynd 51. Reiknud gildi at fra fitusyrugreiningu & BLM syni rottu og porsk. (A)
Hlutfall a milli fj6lomettadra og mettadra fitusyra (P/S). (n=3). (B)
Medalkolefniskedjulengd. (n=3). (C) Tvitengjastudull fitusyranna. (n=3). FL er
fosfolipid, NSL er osialylerud glykdlipio, MG er méno-sialylerud gangliosio og PG er
poly-sialylerud gangliosio.

Fitusyrusamsetning feedunnar sem porskurinn og rottan var &

Samsetning faedunnar getur haft ahrif &4 hver lipidsamsetning frumuhimnunnar er. |
toflu 9 er fitusyrusamsetning feedunnar sem porskurinn og rottan var .
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Tafla 9. Fitusyrusamsetning feedu sem porskurinn og rottan var .

Fitusyrur | Rotta porskur
14:0 - 6,9
15:0 - 04
16:0 18,9 12,0
16:1 0,2 50
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
Opekkt 2,1 41

-: Fitusyra ekki til stadar
porskurinn var & feedi fra Lax4, kallad Viking komplett.
Rottan var a faedi fra SDS (e. Special diet service).
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Vidauki E. Nidurstédur Edman N-endagreiningar

s

Nidurstddur gagnabankaleitar i NCBI (e. National Center for Biotechnology
Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) & nidurstédum Edman N-enda
greiningarinnar er synd a mynd 52.

(A)

Protein Sequence (13 letters)

Query ID [cl|86108 Database Name nr
Description None Description All non-redundant GenBank CDS translatio
Molecule type amino acid excluding environmental samples from WG
Query Length 13 Program BLASTP 2.2.24+ P Citation

Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment]

» Graphic Summary
¥ Descriptions
Legend for links to other resources [ unicene I3 6eo [E Gene B structure [ Map Viewer B4 pubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession I Description | Max score Total score | Query coverage
64.1 hypothetical protein LCAZH_1898 [Lactobacillus casei str. Zhang] >gb|ADK19114.1 39.7 39.7 100%

conserved hypothetical protein [Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2] > 39.7 39.7 100%

conserved hypothetical protein [Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 253 35.0 35.0 100%

(B)

Protein Sequence (12 letters)

Query ID Icl|51329 Database Name nr

Description None Description All non-redundant GenBank CDS translat
Molecule type amino acid excluding environmental samples from W
Query Length 12 Program BLASTP 2.2.24+ P Citation

Other reports: >Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alianment]

» Graphic Summary
¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [ unicene [3 ceo [E Gene B structure [ Map Viewer B pubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Description | Max score Total score I Query coverage
putative outer membrane porin A protein [Pseudomonas fluorescens SBW25] >emt - 40.9 100%
OprF [Pseudomonas sp. MFY63] 40.9 100%
OprF [Pseudomonas sp. MFY79] 40.9 100%

Mynd 52. Gagnabankaleit & rodum eftir N-enda greiningu i NCBI (e. National
Center for Biotechnology Information, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi). (A)
Aminésyru-rod & N-enda a proteinbandi nr. 1 & mynd 34: ATVTTQNADGSNQ.
(Lifvera: ekkert valid, gagnabanki: N-redundant protein sequences). (B)
Aminésyrur6d & N-enda & proteinbandi nr. 2 & mynd 34: ATVTTQNADGSNQ.
(Lifvera: ekkert valid, gagnabanki: N-redundant protein sequences).

Bondin voru massagreind med MALDI-TOF MS. Fyrir band 2 stadfesti
massagreiningin  fyrri  nidurstodur, asamt ms/ms rof af einum toppinum.
Nidurstédurnar eru syndar & mynd 53.

93



(A)

(SesiSpertran =)
Intens.
[au]
X109
2
4 h
3
= = o
2 & & b
& i =
T i
8 g
1 | a o
8 @ 45 |
5 s 27 5 oa g B g 4
g g 8 g S g g
g £ g 3 g & & ¢ & E
Fols i 7 S0 % .
ot A i Aot Juald ) )
1000 1500 2000 2500 3000 3500 iz
&
15 &
&
8
Ao
© —_ —
g T f— iy
101 T 3 g e o
2 —_ L —)
T 5
2 2
T 5 8
@ 3 & 5 T
0512 s 8 ol
diel Ple) ¥ S 5 2
=] | g3 = @ @ el
2 3 Y lg = e g g L [ b
p e & | g = F @ b 3 8 7 o
i THEEL 8 3@ & :
.- f g8 5 J A
! " A ”
200 400 600 800 1000 1200 mizj
Peptide Summary Report
Format As IF’epnde Summary LI Help
Significance threshold p< |0.05 Max. number of hits |5
Standard scoring © MudPIT scoring ¢ Ions score or expect cut-off |0 Show sub-sets |0

Show pop-ups * Suppress pop-ups { Sort unassigned | Decreasing Score  ~| Require bold red ™

Select All Select None Search Selected I~ Error tolerant
- 3 gil347153 Mass: 33646 Score: 13 Matches: 1(0) Sequences: 1(0)

protein F [Pseudomonas fluorescens]

[T Check to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Unigque Peptide
v 1 1324.6930 1323.6857 1323.6248 46.1 o 13 3.8e+02 1 U K.YYFTNNLYAR.A

Proteins matching the same set of peptides:
gi|347161 Mass: 33600 Score: 13 Matches: 1(0) Sequences: 1(0)
protein F [Pseudomonas tolaasii]

Mynd 53. Massaréf (A), MS/MS r6f af toppi 1324 (B) og nidurstddur Gr Mascot
fyrir band nr. 2. a mynd 34.
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MATRIX}
lscncrs Mascot Search Results
User : erna
Email : erk2¢hi.is
Search title : band #4
Database : NCBInr 20100910 (11759209 sequences; 4015568644 residues)
Timestamp : 13 Sep 2010 at 12:48:35 GMT
Top Score : 85 for gi|150390579, TPR repeat-containing protein [Alkaliphilus metalliredigens QYMF]

Mynd 54. Massarof (A) og nidurstédur ar Mascot fyrir band nr. 1. & mynd 34.

Vidauki F. Einangrun Na,K-ATPasa, massagreiningar

Syni ar einangrunarferli Na,K-ATPasa voru massagreind eftir rafdratt en nidurstadan
er synd a mynd 55 fyrir hlaup & mynd 37.
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(A)

lstiners Mascot Search Results

User : erna

Email : erk@hi.is

Search title : #1 Carmur

Database : NCBInr 20100910 (11759209 sequences; 4015568644 residues)
Taxonomy : Actinopterygii (ray-finned fishes) (165196 sequences)
Timestamp : 12 Sep 2010 at 18:59:13 GMT

Top Score : 138 for gi|185132289, actin beta [Oncorhynchus mykiss]

(B)

A X
Scinnvers Mlascot Search Results

User : erna

Email : erk2@hi.is

Search title : band2 nak

Database : NCBInr 20100910 (11759209 sequences; 4015568644 residues)
Taxonomy : Actinopterygii (ray-finned fishes) (165196 sequences)

Timestamp : 12 Sep 2010 at 19:05:25 GMT

Top Score : 135 for gi|159155102, Zgc:111961 [Danio rerio]

1 138 gij159155102 Mass: 55210 Score: 135 Expect: 5.2e-09 Matches: 11

Zgc:111961 [Danio rerio]

gi]292618824 Mass: 55637 Score: 135 Expect: 5.2e-09 Matches: 11
PREDICTED: mitochondrial ATP synthase beta subunit, partial [Danio rerio]
gil|66773080 Mass: 55080 Score: 115 Expect: 5.2e-07 Matches: 10

mitochondrial ATP synthase beta subunit-like [Danio rerio]

Mynd 55. Nidurstédur ar Mascot fyrir bond & mynd 37. (A) Band 1. (B) Band 2.
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