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Samantekt

Markmid pessa forverkefnis var ad afla grunn upplysinga um trypsinblskap porsklirfa i
hefdbundnu eldi. Upplysingarnar verda lagdar til grundvallar vio mat & neringarastandi og
adgerdum er mida ad bettri meltingargetu lirfanna. Medsent handrit ad visindagrein
(Sveinsddttir et al., 2006), sem nefnist “Involvement of trypsin and chymotrypsin activities in
the maturation of Atlantic cod (Gadus morhua) eggs and embryos”, var nylega sent til
birtingar i visindaritid Aquaculture. I handritinu er addraganda og forsendum verkefnisins lyst
nanar auk pess sem greint fra hluta af nidurstddum pess. Helstu nidurstdédur verkefnisins eru
paer ad trypsinvirkni lirfanna er nanast engin vid upphaf feedunams en pad timabil einkennist
af harri danartioni og litlum vexti. Massagreining af préteinmengjageljum mun vantanlega
leida i 1jos onnur mikilveeg prétein sem unnt verdur ad nota sem lifmerki (biomarkers) til ad

meta nearingarastand porsklirfa & frumstigum eldis.

Upphafleg skipting verkpatta

Fyrsti verkpattur: Oflun syna Gr hefdbundnu porsklirfueldi fyrir annan, pridja og fjorda
verkpatt.

Annar verkpattur: Gerd proteinlausna ur synum porsklirfa, magngreiningu préteina sem og
melingum & virkni trypsina og chymotrypsina i préteinlausninni.

Pridji verkpattur: Greining tveggja trypsin afbrigda (trypsins 1 og trypsins Y) i
préteinlausninni med SDS-PAGE rafdreetti og 6naemisprykki (Western blot) par sem nota atti
sérhonnud matefni gegn trypsin afbrigdunum.

Fjoroi verkpattur: Magnbundin greining & tjaningu (mRNA) trypsin afbrigdanna tveggja med
magnbundinni RT-PCR adferad.

Fimmti verkpattur: Tolfreedileg Urvinnsla nidurstadna og ritun visindagreinar.

Flestum verkpattum er lokid ad undanskilinni tolfreedilegri Urvinnslu gagna, sem na stendur
yfir. Vegna bilunar i tekjablnadi var akvedid ad skipta ut fjorda verkpeetti (trypsin tjaningu
med magnbundinni rtRT-PCR taekni) og nota préteinmengjagreiningu i stadinn. HoImfridi
Sveinsddttur, doktorsnema baudst ad fara til Aberdeen i Skotlandi og vinna ad
préteinmengjagreiningu & synunum. Proteinmengjagreining er mun 6flugri greining en
magnbundin rtRT-PCR greining par sem han greinir magnbundid 6ll tjad protein a peim tima
sem syni er tekid, par med talin trypsin. Adrir kostir breytinganna vid notkun

préteinmengjagreiningar i stad rtRT-PCR taekninnar eru:



1. Dr. Phil Cash yfirmadur proteinmengjagreiningardeildarinnar vid Haskolann i
Aberdeen er einn fremsti sérfreedingur i heimi i proteinmengjagreiningu og pvi var
mjog eftirsoknarvert fyrir HOImfridi ad vinna undir hans handleidslu.

2. Proteinmengjataekni hefur litid sem ekkert verid beitt til pessa vid eldisrannsoknir
a porski og er pvi um mikilveegan pekkingarlegan avinning ad reeda.

3. Efling & samstarfi vid erlenda haskola og stofnanir er mjég mikilvaeg fyrir islenskt

visindasamfélag.

Nidurstoour
Lifun porsklirfanna i tilrauninni var 16,4%. Lengd lirfanna jokst eftir aldri (mynd 1) en
voxtur (mm/dag) var mishradur (mynd 2). burrvigt lirfanna jokst haegt framanaf en i

kringum 40. dag jokst han hradar (mynd 3).
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Virkni trypsins sem og chymotrypsins i porskhrognum og —lirfum var meld i prisyni. H(n
reyndist breytileg eftir aldri lirfanna (mynd 4). A pridja til sjounda degi eftir klak er
trypsinvirknin i lagmarki en hakkar svo aftur og naer hamarki a milli 14. og 21 dags eftir klak.
A 28. degi hefur virknin minnkad nidur i ca. 15 mU/mg og helst nanast stodug Ut tilraunina.
Chymotrypsinvirknin er mun leegri, han er i hamarki i kringum 10. dag eftir klak, ca 8mU/mg

(mynd 5) en minnkar svo aftur nidur i pad ad vera nanast engin .
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Mynd 4. Trypsinvirkni (mU/mg prétein) +SEM i porsklirfuflotum.
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Mynd 5. Chymotrypsinvirkni (mU/mg protein £SEM i porsklirfuflotum.

Mynd 6 synir SDS-PAGE rafdrattagel af floti porsksynanna fra degi 5 fyrir klak ad degi
56 eftir klak. I ras 1 & mynd 6a og ras 6 & mynd 6¢c ma sja mélmassastadal, i ras 2 & mynd 6a,

og ras 1 & myndum 6b og 6c er einangrad porskatrypsin.
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Mynd 6 SDS-PAGE rafdrattargel af porsklirfuflotum



Proteinmengjagreining

proun adferda vid prdéteinmengjagreiningu & porsklirfum er lokid. pPréun adferda folst
m.a. i pvi ad finna adferd til ad leysa sem best préteinin Gt i lausn. Einnig purfti ad finna
remur sem veeru med rétta pH-bilid sem myndi taka yfir best yfir flest préteinin i
lausninni. Einnig folst proun adferda i ad finna polyacrylamid gel sem myndi gefa bestu
upplausnina fyrir préteinin i lausninni. broun adferda leiddi af sér eftirfarandi:
Proteinextrakt fyrir tvividan rafdratt var buid til med pvi ad jafna lirfusyni i fjorféldu
magni af i frumurofsboffer (7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 0.3% (w/v) DTT,
1% protease inhibitor cocktail), spunnid (11 500g i 10 min) og flotid hirt.
Proteinextraktid var blandad saman vid bélgnunarbdffer (7M urea, 2M thiourea, 4%
(w/v) CHAPS, 0.3% (w/v) DTT), spunnid (11 500g i 5 min) og pipetterad yfira 11 cm
IPG (immobilised pH Gradient, pH 4-7, BioRad, Hemel Hempstead, UK) remu.
Jafnhledslustilling proteina (fyrsta vidd) for fram i premur prepum med aflidandi
(ramped) spennubreytingu milli prepa (200 V i 1 min. 3500 V i 90 min og 3500 V i 7
Klst, 2 mA og 5 W i 6llum prepum). Sidari vidd var gerd i 12% polyacrylamid geli
(16x15 cm). Proteinin voru litud med Colloidal Coomassie Blue G250 litun. Gelin voru
skonnud og vistud sem bmp skjél (myndir 6 og 7). Samanburdar gel var gert med
hreinsudu porskatrypsini (mynd 8). Deplarnir & samanburdargelinu voru sneiddir Gt ar
gelinu og meltir med trypsini &n elGeringar (in-gel trypsin digestion).

Nidurbrotsafurdirnar voru greindar med MALDI-TOF massagreini.
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Mynd 6. Tvividur prétein profill af porsklirfum 6 dogum eftir klak.



Mynd 7. Tvividur prétein profill af porsklirfum 24 d
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Mynd 8. Tvividur protein profill af hreinsudu porskatrypsini. Depill 1 og 2 syna cod
trypsinogen | (MM 25811 Da, pl 6.2) og depill 3 og 4 trypsinogen X (MM 25845 Da, pl
5.5).

Umrada og alyktanir

Myndir 1-3 syna hvad porsklirfur hafa gridarlega mikla vaxtargetu en lirfur
sjavarfiska hafa mestu vaxtargetu allra hryggdyra. Eins og mynd 2 synir pa eru 17 mm
langar lirfur ad vaxa um ca. 0,5 mm a dag 43 dogum eftir klak. Hrogn og nyklaktar lirfur
Atlantshafsporsks hafa tiltdlulega mikla trypsinvirkni eins og sést @ mynd 4. Hun
minnkar po strax eftir klak og neer lagmarki premur vikum eftir klak. Svipad ferli sest
einnig hja édrum sjavarfiskum, t.d. barra (Cahu og Zambonino Infante, 2001) og 1Gdu
(Rojas Garcia og Rgnnestad 2002). bar sem trypsin virknin var meald i heilum lirfum og
lirfurnar uxu mjog hratt (sja mynd 1-3) er sennilegt ad hlutfallslegt magn trypsina hafi

minnkad par sem préteinmagn eykst i porsklirfum eftir aldri. I upphafi er pad tiltdlulega
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jafnt (4-10 mg/mL) ad 21. degi. A 28. degi aftur & méti tok préteinmagn lirfanna stokk og
var 25 mg/mL og jokst eftir pad um 2 mg/mL & viku. Eftir ad lirfurnar nd akvednum aldri
veeri sennilega betra ad taka skuflangana og jafna pa Ut i boffer i stadinn fyrir ad taka
heila lirfu. Pad sama ma segja um chymotrypsin, par ner virknin hamarki 10 dégum eftir
klak en fellur svo nidur i nanast ekki neitt og helst pannig til loka tilraunarinnar. Vid
jofnun lirfanna losna proteinasa hindrar ur vodvum og blédi og er liklegt ad peir séu ad
valda litilli virkni eftir pvi sem lirfurnar vaxa og bl6d- og védvamyndun eykst.

Nidurstodurnar leida i 1jos ad trypsinvirkni lirfanna er nénast engin um pad leyti sem
baer hefja faadunam (u.p.b. & 5 degi eftir klak) en pad timabil einkennist af harri danartioni
og litlum vexti lirfanna (Blaxter, 1988). Mikilveegt er ad meltinarensim & bord vid trypsin
séu virk pegar fordi lirfanna er uppurinn og paer algjorlega hadar utanadkomandi faedu.
Ahugavert veeri ad rannsaka hvort auka metti trypsinvirknina og par med bata
meltingargetu lirfanna a pessu stigi, t.d. med vidbeattum peptidum eda proteinum, sem
geeti verid lidur i pvi ad studla ad beettri lifun i porsklirfueldi.

Fjorir deplar greindust a tvividu rafdrattargeli (mynd 8). MALDI-TOF massagreining
& deplunum leiddi i Ijos tveer tegundir trypsina, cod trypsinogen | (MM 25811 Da, pl 6.2)
og trypsinogen X (MM 25845 Da, pl 5.5).

Greining & tvividum rafdrattargeljum (myndir 6 og 7) af lirfuflotum i Phoretix 2-D
Expression 2005 (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK) forritinu er ekki
lokid. Han mun leida i 1jés ndkvaemar upplysingar um tjaningu trypsina sem og annarra
préteina i porsklirfum annars vegar 6 dogum eftir klak og hins vegar 24 dégum eftir klak.
Par a eftir verda ahugaverd protein sneidd Ut dar geli og skilgreind med MALDI-TOF

massagreiningingu.
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