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Agrip
Krosstenging fjol -eda fasykra a ensim er 6flug leid til ad auka stodugleika peirra. Pannig ma gera
ensim haefara til starfa vid adstaedur sem pau allajafna myndu tapa virkni sinni vid. betta ma
hagnyta i ymsum tilgangi, t.d. i liftaeknidnadi. Samkvaemt nidurstédum pessa verkefnis hefur
kitdosanfasykra talsvert stodugleikaaukandi dhrif & nautatrypsin vid hatt hita -og syrustig. Uppleyst
kitdésan i trypsinlausn hefur mikid minni ahrif. Vid hatt hitastig jokst virkjunarorka edlissviptingar

um 33% eftir krosstengingu. Mikid virknitap verdur pé vid krosstengingu midad vid frjalst trypsin
og er pad helsti 6kosturinn vid krosstenginguna

Abstract

Conjugation of poly —or oligosaccahrides on enzymes is a robust technique to increase their
stability. Hence, it is possible to make enzymes more suitable to work in conditions they
otherwise would lose their kinetic activity in. That makes conjugation practical for miscellaneous
purposes, f.ex. in the biotechnical industry. According to the results of this project, chitosan
oligosaccahrides increase stability of bovine trypsin, significantly, at high temperature and alkaline
conditions. Dissolved chitosan in a solution with trypsin has much weaker stabilizing effects. At
high temperature, the energy of inactivation increased by 33,5% after conjugation of the
oligosaccharide. However, the enzyme lost quite an amount of its activity after conjugation
compared to free trypsin. That is the probably the greatest drawback of the chitosan conjugation
on trypsin.
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1. Inngangur
1.1 Kitésan

1.1.1 Edli og eiginleikar

Kitosan (poly-p-1,4-D-Glucosamine) er natturleg fjolsykruafleida af kitini (poly-p-1,4-N-acetyl-
D-Glucosamine). Kitosan er ekki myndad af morgum lifverum i lifrikinu, en finnst p6 m.a. i
frumuveggjum sumra sveppategunda og i stodkerfi krossfiska [7,10]. Kitin finnst p6 vida i
lifrikinu t.d. i krabbadyrum, sveppum, skordyrum og smokkfiskum, svo féeitt sem nefnt. | raun
er kitin asamt selltlésa pau efni sem dyrrikio framleidir mest af . Kitdsan er haegt ad mynda i
basahvatadri afasetyleringu & Kitini vid hatt hitastig [10].

Hvorki kitin né kitésan hafa akvedinn massahlutfoll, vegna nattdrulegrar 6reglu i fjolda
asetylhdpa og frjalsra aminohopa. Kitin innheldur faa frjalsa aminéhdpa & medan kitésan
innheldur marga frjalsa aminéhépa. Kitdsan fjolsykrur eru i raun einskonar fjélskylda innan
kitina par sem sykrunar eru flokkadar eftir stigum afasetyleringa (e. Degree of deacetylation).
pannig myndi kitosan med t.d. 30% afasetyleringu hafa meiri kitineiginleika en kitdsan sem
hefur 100% afasetyleringu. par sem kitdsan er fjélsykra med mismunandi 16ngum D-glukdsamin
einingum eru kitosan fjolsykrur einnig flokkadar eftir stigi fjollidunar (e. degree of
polymerization) [5,6].

Kitosan hefur pad fram yfir Kitin ad pad er ad hluta leysanlegt i sGrum vatnslaunum (s.s. 1%
ediksyrulausn eda 0,01 M HCI lausn) en Kitin leysist nar ekkert upp i vatni, alveg sama hvort
vatnslausnin sé sur eda ekki. Ef kitin myndi leysast upp i vatni geetu morg sjavardyr afskrifad
kitin sem byggingarefni i stodkerfi sinu.

Vatnsleysanleiki kitosans haeekkar med aukinni afasetyleringu, og einnig eftir pvi sem
fjolsykrunar eru minni. [5,7]. Haegt er ad brjéta nidur kitésan fjolsykrur i minni einingar med
orhljodbylgjum (e. Ultrasonication) eda med ensiminu kitinasa [6].

Notkunareiginleikar kitdsan byggja adallega a fjoljonefna (e. polyelectrolytic) eiginleikum peirra
sem og hafni aminéhopanna til ad girda (e. chelate) eingildar sem og fjélgildar katjénir, sem
hafa haa hledslupéttni en litla skautunarhafni (e. polarizability). Na*, Ca®*, Cr®* og Zr** eru
daemi um slikar jonir [16]. | sirum lausnum (pH <5) eru amindhépar kitésan & mestum hluta &
protonerudu formi (-NH3"), en pK, gildi —~NHs" kitdsans i vatni er 6,2 (petta gildi & vid kitdsan
med DEA 64%) en sama gildi fyrir D-Glucosamine-HCI, p.e. ein einstok eining kitosans, er 7-8.
Muninn a pK; gildum kitésans og D-Glucosamin er haegt skyra med peirri stadreynd ad pad eru
sterkir rafhrindikraftar sem virka milli -NHs" hopanna i kitdsaninu, en slikir kraftar hvetja
ammoniumhopinn ad losa sig vid préténuna vid mun laegra syrustig en gerist hja D-Glucosamini

[5].



pad er vel pekkt ad seigja fjollidulausnar eykst med aukinni hledslu fjollidanna. Park et al.
komust af pvi ad innri seigja kitésans (e. Intrinsic viscosity) er i j6fnu hlutfalli vid proténun
amindhdpa, vid leekkun syrustigs lausnar, eins og vid var ad buast. pad gefur til kynna ad fleiri
og fleiri amin6hdparnir eru ad protonerast. Eftir pvi sem fleiri amindhopar eru & préoténerudu
formi teygist meir og meir ar fjollidunni, vegna rafhrindikrafta milli hdpanna.

Anrif styrks kitosans & seigju kitosanlausnar er haegt ad nota til ad fa ymsar praktiskar
sameindakennisteerdir (e. Molcular parameters). Huggin‘s jafna lysir sambandi skertrar seigju (e.
reduced viscosity) & styrk fjollida i pynntum fjollidulausnum:

Nisp

— =71 +kK [n]?c (Jafna 1)

bar sem c er styrkur, hlutfallid ngp/c er ,,skert* seigja (e. reduced viscosity), [n] er innri seigja
(e. intrinsic viscosity) og k* er Huggin‘s fasti. Innri seigja fjollidulausnar er i jofnu hlutfalli vid
kvadratrot medalheildarlengdar fjollidou og medalmolmassa fjéllidunar samkveemt Flory-Fox
jofnunni:

_ <R?>¥2¢ (Jafna 2)

MW
par sem ¢ er einingalausi Flory fastinn (c.a. 3,7 -10%* fyrir 6j6nadar fjéllidur { lausn), R er lengd
fjollidunar og M,, er medalmolmassi fjollidanna. Park et Al. reiknudu Ut ad lengd hverrar D-
glukdsamin i kitésanfjollidunni, c.a. 0,3A. bad var gert med pvi ad deila medalfjélda D-
glukdésamin-eininga i hverri fjollidu i medalheildarlengd fjéllidanna, en su steerd faest at ur Flory-
Fox jofnunni. Alla jafna er aslaeg lengd hverrar einingar i dtstrekktum fjoélsykrum & bilinu 4 — 5
A. betta bendir til pess ad kitdsansameindir i lausn eru mjog uppbrettar fjéllidur (e. highly
coiled), vegna pess ad 0,3A << 4-5 A. pannig virdast aminéhopar kitosans frekar mynda
vetnistengi innbyrdis en vid vatnssameindir i lausninni [5].

Utstrekkt fijollida UIJIJbI_‘ett fiéllida
(e. expanded polymer) (e. coiled polymer)

L\w 555

Mynd 1: Synir muninn & Gtstrekktri fjollidu og uppbrettri
fjollidu.

So6lt hafa pau ahrif ad draga ur seigju hladinna fjéllidulausna. Tvigildar malmjonir hafa mun
meiri seigjuleekkandi ahrif en eingildar malmjonir, vegna getu peirra ad girda tvo hladna hépa i



einu [3]. Seigjuleekkandi ahrif salts stafa af peirri stadreynd ad hledsla proténerudu
amindhdpanna er pa skylt af anjonum saltsins sem veikir til muna annars sterka rafhrindakrafta
milli proténerudu amindhdpanna, og par af leidandi teygist ekki ur eins mikid ar fjéllidunni [5].

1.1.2 Notkun kitdsans

Mikill &hugi hefur verid & efnafraedi kitdsans undanfarna aratugi vegna notkunareiginleika
bessarar 6venjulegu lifreenu og éeitrudu fjolsykru. EKKi eru til margar fjolsykrur sem er
katjoniskar yfir jafn breitt pH-bil og kitésan. bessir eiginleikar &amt 6drum gera kitdsan
hagnytanlegan i alls kyns hluti. Kitésan hefur 6rveru og -krabbmeinsfrumudrepandi ahrif, flytir
blodstorknun (er nu pegar notad i sarabindi) , studlar ad betri upptoku lyfjaefna i gegnum
bekjulag smaparmanna, eykur 6nemi nytjaplantna gegn sjakdomum, myndar tiltélulega sterkar
filmur og geeti pjénad sem suluefni (e. column matrix) i suluskiljum.

Innan efnafraedinnar er kitésan notad sem kloefni (e. chelating agent) t.d. vid
pbungmalmahreinsanir eda sem hratfellir (e. flocculant) t.d. vid ad fella ar lausn neikveett hladna
jonir og agnir s.s. fosfolipid ar frumuhimnum [5,6,7].

1.2 Ensimid trypsin

1.2.1 Almennt um trypsin

Arid 1876 lysti pjodverjinn Wilhelm Kiihne (1837-1900), fyrstur manna, prétinrofs eiginleikum
trypsin, en hann gaf ensiminu nafn. Hann bar saman trypsin og pepsin, og komst ad pvi ad pau
voru virkust vid mjog o6likt syrustig.

Trypsin® er proteasaensim Ur flokki svokalladra serin proteasa. Trypsin er 23,8 kDa kululaga (e.
globular) protin og er seytt Ut af B frumum brisins sem dvirkt ,,forvera ensim* (e. proenzyme)
eda trypsindgen. Trypsindgen er virkjad med pvi ad virkt trypsin eda enteropeptidasi klyfur
sexleifa peptidbit (e. hexpeptide) af N-upphafshluta (e. N-terminal) trypsindgensins, milli Lys6
og lle7. Vid pad fest svokallad B trypsin. Ef B trypsin klyfur sjalft sig, C-megin vid lysin
(Lys148) i akvedni sjalfseydingarlykkju (e. autolysis loop), sem samanstendur af peptididrodinni
Gly145 - Val157, i protininu verdur til onnur gerd af trypsini, svokallad o trypsin. St gerd
trypsins samanstendur af tveimur megin peptiokedjum sem hanga saman med tvisulfiobrim. o
trypsin er ekki eins virkt og stodugt eins og P trypsin. Til ad koma i veg fyrir sjalfmeltu parf
protinid ad vera { allt ad 20mM Ca?* lausn. Kjorsyrustig trypsins er { kringum pH 8,0 og
jafnhledslusyrustig pess er pH 10,5-10,8.[11, 24]. Braedslumark (T, eda Tsoy) trypsins er i
kringum 59 C° [9].

1.2.2. Bygging trypsins

! begar talad er um ,,trypsin“ i pessari umfjéllun er eingdngu &tt vid trypsin dr spendyrum. Trypsin er hinsvegar
tilstadar i meltingarvegi margra annarra lifvera.



Arid 1974 var pridja stigs byggingin radin, en st bygging pjonadi sem fyrirmynd allrar serin
endopeptidasa S1 fjolskyldunnar. ,,Venjulegt® trypsin (p.e. B trypsin) er samansett er ar 13 8
flétum og 2 a helixum, og er einnig mjog rikt af lykkjum. B fletirnir flétta sig saman og mynda
svokallada B-tunnu (e. B barrel) pridju stigs byggingu. Tveer  tunnur mynda svo pridju stigs
byggingu trypsins, ein fléttast saman ur 6 B flotum og hin ur 7  flétum. Protininu er haldid
saman af 6 tvisalfiobram. Trypsin er ekki samansett ar hneppum (e. domains) heldur er hvert
trypsin molekul eitt hneppi [11, 24].

Mynd 2: prividdarbygging trypsins (Bovine). o Helixarnir er
raudir en f fletirnir eru gulir. Myndin er gerd med forritinu
Swiss Viewer med upplysingum fra www.pdf.org.

1.2.3. Hvoétun trypsins

Likt og 6ll ensim er trypsin mjog sértaekt. Virkt trypsin Klippir prétin -eda peptidkedjur C-enda
megin vid jakvett hladnar lysin og arginin hlidarkedjur prétina. Undantekningar er reyndar til,
t.d. ef prélinleif er C-megin vid arginin eda lysin hindrar pad klofnun. Aminésyrurnar His57,
Aspl102 og Ser195 gegna lykilhlutverki i hvétun trypsins (likt og annarra serin préteasa), pvi
beer mynda hina virku hvétunarpriund (e. catalytic triad) ensimsins, sem allajafna er skilgreint
sem hvarfst6d ensimsins.



Mynd 3: prividdarbygging trypsins (bovine), synd med hvotunarpriundinni

His57 (raudur), Asp102 (ljésblar) og Ser195 (Mosagran). Myndin

var gerd i Swiss Viewer med upplysingum fr4 www.pdf.org.
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Eins og mynd 4 ber med sér ad pa dregur neikvatt hladna Asp102 leifin i virkniseti trypsins ad
sér jakveett hladnar arginin eda lysinleifar hvarfefnisins , i gegnum jona-jona hrif [9]. Eftir ad
hvarfefni, t.d. BAPNA eda peptidkedja, er komid i hvarfstéd ensimsins tekur His57 protonu fra
Ser195 sem eykur til muna kjarnsakni (e. nucleophilia) pess (Skref 1, mynd 4). Afpréténerud
hydroxylanjon Ser195 gerir pvi naest kjarnsaekna arés a rafseekid kolefni karbonylhop amidsins —
eda estersins (Skref 1, mynd 4), og myndar oxyanjon ferflétungslaga milliefnisins (e. tetrahedral
intermediate) . Asp102 stédgar & medan jakvaeda hledslu His57. Svo myndast aftur -tengi milli
kolefnisins og oxyanjonarinnar, en vid pad hverfur aminfarhopur. Proténeradi His57 virkar pa
sem Bronsted syra og gefur prétonu til aminfarhdpsins (Skref 2, mynd 4). Inn kemur vatn sem
kjarnszkir og gerir aras a asyl-ensim milliefnid og myndar aftur ferflétungslaga milli efni (Skref
3, mynd 4). Vid pad fer E-Ser-O" ut sem farhépur (Skref 4, mynd 4) og endurprotonerast af
His57 (Skref 5, mynd 4). bannig er hvotunarpriundin aftur komin i sitt venjulega form og tilbuin
undir adra hvotun [21].

1.2.4. Notkun trypsins

Trypsin er notad i lifteekni og idnadi m.a. vid vefjaadgreiningu, einangrun hvatbera, fjarlegjun
frumna og frumuleifa af plast —og glerilatum, i synadtbaning fyrir frumufledimelingar (e. flow
cytometry) og myndun glykdpeptida fra hreinsudu glyképrotinum [24].

1.3 Stddugleiki protina: Breyting Ur svipmotudu formi i
edlisvipt form

1.3.1. Svipmotad form protina

Svipmoétad form proétina ( e. Native/Folded protein) er st bygging prétina, sem er peim
lifedlislaeg, p.e. si mynd sem pau starfa in vivo. Um 1950, kom Christian Anfinsen med pa
kenningu ad aminosyrurdd prétina dkvardadi pridju stigs byggingu peirra. Rannsoknir i gegnum
tidina hafa synt ad pessi kenning & vid rok ad stydjast fyrir flest 611 sma og kalulaga protin.
Steerri og pradlaga prétin purfa hjalp annarra prétina vid ad na fullri svipmétun. Slik
hjalparprotin eru nefnd chaperonar. Peir smakraftar sem vega mest i svipmé6tun nymyndadrar
peptidkedju eru vatnsfeelin hrif umlykjandi vatnslausnar og vatnsfelinna amindsyra, sem og
myndun vetnistengja innbyrdis i prétininu. Svipmotad form prétina hefur yfir ad rada mestum
fjolda 6samgildra hrifa og tvisalfidbraa, og eftir pvi sem pessi hrif eru meiri, pvi stdédugra er
prétinio [14,22].

1.3.2. Edlissvipt form proétina

Edlisvipting prétina er ferli sem endar med mikilli breytingu i prividdarbyggingu svipmétads
forms pess. Edlissvipt prétin hefur misst flest 6samgildu hrifin og flestar eda allar



tvisulfiobryrnar hafa rofnad, pannig ad protinid eda peptidkedjan er ordin af handahofskenndum
brad® (e. random coil), ekkert 6svipad og Utstrekkt fjollida (sja mynd 1). Hagt er ad edlissvipta
prétin & ymsa vegu. Skorp og mikil breyting fra kjorhitastigi og/eda kjorsyrustigi, breytingar &
jonastyrki, notkun lifreenna leysa, uppleysing sapuefna, sem og vidbot efna & bord Ureu
(pvagefni, carbamid) eda guanidinhydrdklorid eru allt pekktar leidir til ad edlissvipta protin [14].

Oftast er edlissvipting protina synd sem eftirfarandi efnajafna:

kp
Ne D (Jafna 3)

par sem N taknar svipmotad protin (Native) , D taknar edlissvipt protin (Denatured) og kp er
jafnveegisfasti edlissviptingar. Athuganir & edlisviptum astondum prétina, sem hafa verid drifin
ar svipmotudu i edlissvipt astand vid edlissviptandi adsteedur, syna ad i millitidinni er protinid
halfedlissvipt, en pad merkir ad annars stigs byggingar peirra eru enn til stadar, en raknad hafi ar
pbridju- og fjordu stigs byggingu prétinanna. Innvidi pessara halfedlissviptu protina er
vokvakennt, vegna minnkunar i pokkunarrdmali aminosyra innvidsins, auk pess sem vétnun
verdur & amindsyruleifum sem voru adur voru i kjarna protinsins vids fjarri fra vatnssameindum
leysisins . bvi er petta halfedlisvipta stig kallad ,,Molten globule intermediate* (MG) [22]. Ef
betta halfedlissvipta stig er tekid med i reikningin breytist jafna 3 i:

kp
NeMG-D (Jafna 4)

Khan et Al. komust ad pvi, vid rannséknir synar & albimini ar kaninusermi (e. Rabbit Serum
Albumin), ad munur var & Ty, gildi protinsins eftir pvi hvada malingaradferd var beitt. Med CD
(Circular Dichroism) meaelingum fékkst 2 C° heerra gildi fyrir T, gildi prétinsins midad vid gildi
sem fengust Ur seigjumalingum. peir alyktudu ad pridja stigs bygging albuminsins ridlist

(e. collapses) nokkru adur en annars stigs byggingin [4].

1.3.3. Varmafraedi -og stédugleiki proétina
Stdédugleiki protina er best lyst med Gibbs frjalsorkubreytingu. Stadal frjalsorkubreyting
edlissviptingar (AGp ) segir til um hversu ,,mikid* prétinid er stédugt, vid dkvednar adstadur,

gagnvart edlissviptingu, skv:

—R-T-InKp =AGp = AHp — T- ASp (Jafna 5)

? Likt og kemur fram seinna meir, eru pad tvé 6lik form sem edlissvipt prétin getur tekid sér.



Vermisbreytingin AH p (e. enthalpy change) samsvarar orku kraftanna sem halda prétininu
saman i vatnslausninni, p.e. rafstodukréftum, van der Waals hrifum og vetnistengjum, en
vatnsfeelnu hrifin samsvara nokkurn veginn dreidubreytingunni ASp. Prétin verda stodugri eftir
bvi sem frjals orkan, p.e. AG p gildid, verdur neikvaedari og herri. Stodugleiki svipmétada
astands flestra protina minnkar yfirleitt vid hd sem og lag hitastig. [2, 22].

Stadal frjalsorkubreyting edlissviptingar (e. Standard free energy of denaturation) fyrir tveggja
astanda ferli (e. two state transistion) p.e. N <> D er haegt ad fa ur rofi DSC melingar. bPekktu
steerdinum ar slikum meelingum er svo stungid inn i jofnu 6 til ad ad reikna Ut frjalsorku
breytinguna:

AG, = AHp- T, - 1—% +AC, T—Tp -T-ln(%) (Jafna 6)

par sem AH p er stadalvermi edlissviptingar, T er pad hitastig par sem skénnunin byrjadi vid, Tp
er midpunktshitastigid eda pad hitastig par sem breyting milli svipmotads og afmyndads protins
er hrodust og AC, er breyting a varmarymd milli svipmoétads og afmyndad protins.

Litill orkumunur er & milli svipmaétadra og edlissviptra forma protina. Varmafraedimalingar gefa
til kynna ad svipmétad protin er eingongu 20-40 /e meira stodugra en edlissvipt protin. petta
er svipud orkusteerd og eitt vetnistengi. Pratt fyrir ad litill orkumunur sé & milli svipmétadra og
edlissviptra forma protina, parf edlissviptingarferlid ad yfirvinna akvedinn ,,orkuhdl* (mynd 5)
svo ad edlissvipting geti att sér stad. Pessi ,,orkuholl® er yfirleitt nefnd virkjunarorka
edlissviptingar (e. in-activation energy) og er venjulega & bilinu 146 — 732 ¥/ fyrir
hitaedlisviptingu prétina [13, 14].
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Framgangur
Mynd 5: Synir orkugraf fyrir demigerda protinedlissviptingu.
[N] taknar svipmotad protin, [M] taknar ,,molten globule og [D]
taknar edlissvipt protin.



Fullkomlega edlissvipt protin hegda seér @ mjog dlikan hatt i lausn:

1) Ef vixlverkandi van der Waals hrif innan edlissviptrar peptiokedjunnar eru orkulega
hagstaedari en samasvarandi van der Waals hrif milli peptiokedjunnar og leysisins, pa eiga
edlissvipt prétina pad til ad péttast og draga kedjuna saman.

2) Ef pessi somu hrif eru orkulega hagsteedari milli leysisins og peptidkedjunnar, pé eiga
edlissvipt prétina pad til ad mynda handahofskenndan prad (e. random coil) [22].

1.3.4. Hlutverk vatnsfaelinna hrifa, vetnistengja og tvisulfidbrua i stodugleika
protina

Kraftarnir sem halda protini saman i lausn eru mismikilveegir. Van der Waals hrifin vega minnst
en vatnsfeelin hrif, vetnistengi og tvisulfidbryr vega mest. Vatnsfealin hrif gefa sennilega mesta
stoduleikaframlagid af 6llum smakroftum hja svipmétudum prétinum, en fast a haela peirra er
sennilega stdduleikaframlag vetnistengjanna [22].

Vatnsfalin hrif eru hrif eda vixlverkun sem f4 6skautud efni eda leifar (e. residues) i
storsameindum til ad pjappa sig saman (e. cluster) til pess ad minnka eins og heagt er viokomu
vid vatnssameindir. Vatnsfealin hrif eru 6lik 6drum millisameindakréftum ad pvi leyti ad hrifin
verda ekki til vegna vixlverkanna milli atoma eda milli sameinda, heldur vegna peirrar
stadreyndar ad dskautud efni fordast vatn. Vatnsfalin hrif gegna pydingarmiklu hlutverki i
byggingu prétina. Pegar fjolpeptidkedja protins svipmotast i prividdar byggingu sina i, in vivo
eda in vitro, verda vatnsfeelin hrif til pess ad 6skautadar aminosyruleifar adalkedju prétinsins
mynda innvidi pess (s.s. glysin, alanin, valin, prélina, phenylalanin o.s.frv.). En a yfirbordi
prétinsins koma skautadar aminésyrur protinsins til med ad rada sér (s.s. arginin, serin,
glatamiksyra o.s.frv.). Vatnsfeelin hrif eru 6reidudrifio ferli, sem setja ma fram & eftirfarandi hatt

R1(H20)n + R2(H20)s © RiOR:z + 2nH;0 (Jafna 7)

par sem Ry og R, eru leifar tveggja dskautadra amindsyra i sému peptidkedju eda protini.

Ferlid, sem jafna 7 lysir, er innvermid (AH > 0) par sem vatnid er dregid fra 6skautudu hopunum.
Hinsvegar verdur mun meiri reida a pvi vatni sem losnar fra éskautudu sameindunum pvi pau
blandast uppstéduvatninu (e. bulk water) med videigandi reidu og vetnistengjamyndunum. Vid
pad minnkar 6reidan talsvert, pannig ad vid herbergishita er TAS << 0, sem gerir pad ad verkum
ad AG <0, pannig ad myndun vatnsfalinna hrifa er sjalfgengt ferli [14].

Vetnistengi eru sérstok tegund af tviskauts-tviskauts hrifum milli vetnisatdma og rafneikvaedra
atdbma (O, N, og F), en vetnisatomin er einnig tengd rafneikveedum atomum. Styrkur vetnistengja
er & bilinu 4-40 ¥/ ;.61 [14]. Hinz et.Al. syndu fram & mikilvagi vetnistengja i stédgun prétina



med melingum a ,,purrum‘ prétinum. Med ,,purrum* protinum (e. dry proteins) er att vio ad
styrkur vatns i prétinlausninni sé nar enginn, eda minna en 0,2 & *"y pretin. I slikum lausnum
verdur prétinid ad mynda fleiri vetnistengi innbyrdis, par sem vetnistengi vid vatnid eru naer
enginn. purr protin pola pvi mun herra hitastig en préotin sem er leyst upp i ofgnott (e. excess) af
vatni (eda vatnsbuffer) [2].

Tvisulfiobru er nafn yfir samgilt sulfhydryl tengi hlidarhdpa tveggja cysteineleifa i protinum eda
peptidkedjum [physical chang]. Tvisulfidbryr halda prétinum saman ekkert dsvipad og
hurdarhjarar halda hurdum uppi. Doig et Al. fundu Gt ad medaltals stodugleikaaukning per
tvisalfid bra er c.a. AGp = 13 kJ/(mm af tvisulfia bram) [2]-

1.4. Stodugleikaaukandi ahrif sykra a proétin

Sykrur eru medal utbreiddustu sameindum sem lifverur hafa hagnytt sér til ad koma i veg fyrir
mogulegar skemmdir t.d. sokum has osmotisks prystings eda kulda/hita sjokks [4]. Pegar
braudger (Saccharomyces cervisisae) kemst i teeri vio mikinn hita, safnar hann upp miklum
birgdum af tvisykrunni trehaldsa [8]. Glykoprotin heilkirnunga purfa oft ad pola adsteedur sem
annars frjals protin (p.e. &n sykrunnar) myndu ekki pola [10].

S. N. Timasheff &lyktadi ad almennt vixlverkist sykrur ekki beint vid protin i lausn, heldur
leysast fremur upp i ,,uppstodu vatninu (e. bulk water). betta fyrirbaeri kalla peir
forgangsvétnun (e. preferential hydration) prétina. Forgangsvotnun lysir sér pannig, ad i prifasa
vatnslausn, sem samanstendur af vatni, proteinum og samleysi (e. cosolvent), sem i pessu tilfelli
eru sykrunar, er samleysinum athyst fra lausnarskelinni (e. solvation layer). bannig er proétinid
forgangsvatnad, pvi adeins vatn kemur sér fyrir i lausnarskelinni. Par sem vatnsmolekul verda
einnig ad leysa upp sykrunar, verdur pad til ad pess frambod vatns til ad myndunar &
lausnarsambandi vid proétinid minnkar. Stokes radiusinn minnkar, sem minnkar aftur
sveigjanleika protinsins en eykur stédugleika pess. bad hefur i for med sér 6reiduminnkandi
ahrif, en pad er varmafraedilega hagstett (og sjalfgengt) ferli, par sem [19]:

AG < —T-AS (Jafna 8)

Sykrur hafa mismunandi vétnunarramal (e. hydration volume), en vétnunardmmal er i raun
samanlagt rammal sem heildarfjoldi sykrusameindanna taka i vatnslausn. Tvisykran trehaldsi i
1,5 M styrk tekur 37,5% af rammal lausnarinnar, & medan tvisykran maltosi, i sama styrk, tekur
adeins 14%. bess vegna hefur trehaldsi mun meiri stodugleikaaukandi ahrif a prétin i lausn, en
maltdsi. Pad er vegna pess ad mun fleiri vatnssameindir rada sér i kringum trehalosa en maltosa,
0g pannig minnkar lausnarskel protins meir, vegna litils frambods af 6bundnu vatni i trehalosa
lausn [4, 8].
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Krosstenging ohvarfgjarna fjollida a protin eykur stédugleika peirra, med pvi ad minnka
oreiduaukningu vid edlissviptingu. Pannig styrkja pau vatnsfalnu hrif prétinanna, sem eru eins
0g adur sagdi mikilveegustu ésamgildu kraftar prétinsins [2].

1.5. Ahrif syru -og hitastigs & virkni ensima

1.5.1. Ahrif syrustigs & virkni ensima

Ef syrustig fellur eda eykst marktaekt fra kjorsyrustigi ensims (e. optimum pH) verdur virknitap
og ef syrustigsbreytingin er mjog mikid getur ensimid jafnvel edlissvipts. Amindsyruleifar i
virkniseti virka eins og veikar syrur eda basar, en pad er undirstadan i virkni peirra. Jénun
hlidarkedja aminosyra i virkniseti er pvi nefnt i pessu sambandi, par sem jonahrif gegna
gridarlega miklu hlutverki i ad draga hvarfefni inn i virkniset, sem og stjérna legu peirra inn i
hvarfstodinni pannig ad hin sé sem hagstaedust i hvotuninni [18]. Pad eitt ad His57 i hvarfstod
serin proéteasa, taki upp svo litid sem eina prétonu (ef syrustig fellur mikid nidur fyrir pH 6,0)
getur His57 ekki tekid upp protonu fra Ser195 i upphafi hvotunar, par af leidandi verdur enginn
hvoétun.

1.5.2. Ahrif hitastigs & virkni ensima

Almennt eykst hvarfhradi ensimhvatadra hvarfa med haekkudu hitastigi med sama heetti og hradi
annarra efnahvarfa. Hradinn u.p.b. tvofaldast & hverjar tiu gradur. bad gerist p6 vid akvedid
hitastig (fer eftir eiginleikum prétinsins, s.s. amindsyrur6d) ad prétinid byrjar ad edlissviptast, en
pba lekkar hradi hins hvatada hvarfs hratt. Hiti rifur vetnistengi og minnkar vatnsfelin hrif i
innvidum protins. Pad gerist vegna pess ad haekkandi hitastig eykur hreyfiorku atbmanna i
aminésyruleifunum, pannig ad titringur og sniningur i tengjunum eykst, og & sama tima minnkar
grundvollur fyrir veikum hrifum. pPridja stigs bygging protinsins raknar upp og prétinid
afmyndast i skrefum. Dami um pydingarmikil, hrif sem halda pridju stigs byggingu prétins
saman, og veikjast med auknu hitastigi, eru svokollud tvipél-tvipol hrif, sem geta verid t.d. hrif
milli tveggja a-helixa i protini (kollum pé helix A og helix B) Pessir helixar hafa sitthvort (eda
sama) tviskautsvaegi pua og pg. Stddurorka tengisins er:

— _ 2, _Haks 1
V= 3 Timey 216 kgt (Jafna 9)
par sem p er tviskautsveegi hvorn helix fyrir sig, ,,r”” er radius a milli helixa, kg er Boltzmann
fasti og T er hitastigid. Eins og jafna 9 ber med sér ad pa minnka tvipdls-tvipols hrifin med
auknu hitastigi af pvi ad V er i 6fugu hlutfallid vid hitann [2, 14].
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1.6 Markmid verkefnisins

Markmid verkefnisins var adallega ad kanna ahrif hitstigs -og syrustigs & stodugleika
nautatrypsins i lausn med kitésanfasykru annarsvegar og krosstengt samgildum tengjum vid
kitosanfasykru hinsvegar, og hvort tenging kitésans samgilt & nautatrypsin hafi ahrif & virkni
pbess. Einnig var kannad hvort uppleyst kitésan i lausn med nautatrypsini hefdi samskonar hrif.
Trypsin hefur verid notad i ymsum idnadi og pvi er hagnytt ad finna leidir til pess ad auka
stodugleika pess i geymslulausnum vid sveiflukenndar adsteaedur.

2. Efni og adferadir

2.1 Efnavorur

Himnusiad og frostpurrkad trypsin ar nautabrisi (EC 3.4.21.4) gerd T-4665, metanol , 1-etyl-3-
(3-dimetylamindprépyl)karbodiimid (EDAC), stlféhydroxysukkinimid (Sulfo-NHS), N-a-
Benzoyl-D--arginin-p-nitréanilin (BAPNA), triepan6lammonium hydroklérid (TEA),
kalsiumklorid og 2-(N-Morphdling)epansulfonsyra var allt adkeypt fra Sigma-Aldrich,
Bandrikjunum. Sitronusyra, natriumhydrogenfosfat, borsyra, fendl og dimetylsulfoxid (DMSO)
var adkeypt fra Merck, byskalandi. Brennisteinsyra og perklérsyra var adkeypt fra Acros
Organics, Bandarikjunum. Coomassie Blue var adkeyptur fra Fluka, Sviss.

Kitésanfasykrunar voru unnar Ur skel Uthafsreekju (Pandolus borealis) og komu fra Primex ehf.
sem stadsett er & Siglufirdi. Kitésanfasykran sem notud var i pessu verkefni var 4-8
sykrueiningar & lengd og stig afasetyleringar var 55%. Medalmdlmassi fasykranna var 1,34 kDa
og saltinnhald var 20,4% (w/w) [10].

Trypsinlausnirnar og bufferinn voru geymd i keeliskap vid 4 c® pegar pad var ekki i notkun.

2.2. Teeki

2.2.1. Orpldtuljésmeelir

[ virknimaelingunum fyrir hitasstigsstédugleika og syrustigsstodugleika sem og i protin —og
sykrumalingunni var notast vid 6rplétuljosmeelinn Thermomax Microplate reader fra
fyrirteekinu Molecular Devices, Kaliforniu, Bandarikjunum. Melirinn er tengdur Macintosh
télvu og mealingum var safnad saman i forritio Softmax, fra sama fyrirtaeki.
Orplotuljésmeelirinn er ekki frabrugdin venjubundnum ljésmeeli nema ad pvi leyti ad hann getur
meelt mun fleiri syni i einu med mun minna rammal. Lodreéttur ljosgangur er fyrir hvern einasta
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bolla érplétunnar og ljésnemi fyrir nedan. Orpléturnar eru Gr polnu plasti og innhélt hver érplata
96 bolla og i hvern bolla var haegt ad setja rumlega 300 pL af syni. Ljosmalirinn mealdi hrada
trypsinhvatadrar sundrunar a hvarfefninu BAPNA , med pvi ad mala gleypni & timeiningu
(mA/min) sundrunarafurdarinnar p-nitréanilin, sem er gult & litinn, vid 405 nm, & 30 sekindna
fresti i 15 minutur. I prétin —og kolhydratmalingunum var gerd endapunktsmaeling (e. Endpoint
measurement), en pa var gleypnin bara meld einu sinni og leysirinn (blankur) dregin fra.

2.2.2. Syrustigsmeelir

Syrustig buffera var melt med Metrohm 632 stafreenum syrustigsmeeli, tengdur raftrédu.
Melirinn var stadladur & nokkurra daga fresti med stodlunarbufferum (pH 4 og 7) fra Riedel-de-
Haén, byskalandi.

2.2.3 Onnur teeki

Oll purrefni voru viktud med stafreenni Mettler 240 vikt, sem er nakveem upp ad fjorda aukastafi,
i grommum talid (p.e. upp ad 0,0001 grammi).

Vatnsbddin BioBlock Scientific og Grant voru notud i hitastigsstoduleikaprofunum, en badi
b6din eru med stafreenum hitastigstillingabdnadi. Stafreenn hitameelir var einnig hafdur med til
samanburdar.

Notadar voru stillanlegar pipettur fra Labsystems. Passad var upp & nakveemni peirra. |
hitastigstoduleikamalingunum var notud skeidklukka fra lagvoruversluninni Tiger®.

2.3 Magngreiningaradferdir

2.3.1. Prétinmagngreing

Trypsin var magngreint med breyttri adferd Bradford’s, sem kennd er vid Zaman og Vervilghen.
Han gengur Gt & pad ad i sterksarri lausn binda aminéhopar prétina litarefnid Coomassie Blue
magnbundid [13]. bessi adferd er ein besta litmagngreingaradferd (e. colorometric assay) a
prétinum og er mjég nem. Adferdin er linuleg fyrir prétinstyrki upp ad 100ug/mL [17].
Bradford-lausnin var Gtbuin skv. leidbeiningum sem utbunar voru fyrir Thermo Max
orplotuljésmaelinn. Syni voru meeld i 6rplétuljosmelinum med pvi ad setja 275uL af Bradford-
lausn og 25 pL af syni ofan i hvern bolla sem atti ad maela. Orplétunar voru latnar standa i ca.
20 minatur fyrir maelingu. Stadallina var Gtbdin med mismunandi styrkjum af trypsini i TEA
buffer. Blankad var med 275 pL af Bradford-lausn og 25 pL af hreinum TEA buffer
[Lifefnafreedistofa]. Fyrir meelingu & frjalsu trypsini var einnig blankad med 25 uL af hreinum
TEA buffer. Fyrir meelingu & trypsini med uppleystu kitosani (t+k) var blankad med videigandi
styrk a kitésani i TEA buffer (25 pL af videigandi kitésanstyrk i TEA buffer auk 275 pL af
Bradford lausn).
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2.3.2. Sykrumagngreining

Fendl-Brennisteinssyru adferdin er gdd leid til pess ad magngreina margar sykrur, en pé ekKi
deoxysykrur, s.s. deoxyribosa [20]. bessi adferd var fyrst birt i grein sem Dubois et. al. birtu &rid
1956, og er mjog mikid notud. Hagt er ad nota adferdina a einsykrur, tvisykrur og fasykrur, sem
og a afoxandi eda 6afoxandi sykrur, en megn brennisteinssyran sér um ad kljufa glykosidisku
tengin milli sykrueininganna i tvi og fasykrum [1, 10, 20]. Nokkrar atgafur eru til ad adferdinni
en per ganga allar Gt pad sama, p.e. ad sykrur i sterksurri lausn mynda furfural-afleidur, en hver
og ein farfaral-afleida hvarfast vid 2 moligildi af fendli. Vid pad myndast gul-litadur
,,conjugeradur” komplex sem gefur hamarkgleypni vid 492 nm [10]. Liturinn eykst med auknum
sykrustyrk. Med stadallinu er svo haegt ad dkvarda sykrustyrki i lausnum. Ef rétt er farid ad, er
adferdinn ndkvaem upp & £2% [20]. bessi adferd er svo neem ad passa purfti alla sellilésamengun
(t.d. ar pappir, pannig ad synaglds voru EKKI purrkud med pappir).

Notud var afbrigdi af adferdinni fra undirsiounni Cell Wall Genomics Techniques vid Purdue-
Haskola, Bandarikjunum [23]:

I hrein synaglos var sett 300 pL af syni og 300 L af 5% fenoli. bessu var blandad vel saman.
Sidan voru 3 mL af 96-98% brennisteinssyru latnir dropa ofan i nokkrum skdmmtum, en petta
olli mikilli hitamyndun. Synaglésunum var svo leift ad standa inn i stinkskép i 10 min. Eftir pad
voru pau feerd i 30 C° hitabad i 25 minatur, en & medan jokst liturinn & lausnunum (misjafnt eftir
sykrustyrk synanna).

Sidan voru 300 pL skémmtum af synum pipetterad i hvern bolla, sem nota atti, & 6rpl6tu og meelt
i orplétuljosmeelinum vid 490 nm. Stadallina var Utbdin med pvi ad mala mismunandi styrki
kitosans & bilinu 1 — 9 M9/, i veiksUrri vatnlausn (1% HCI). Blankad var med hreinni veiksurri
vatnslausn. Fyrir kitbsanmeelingu a trypsin i kitdsanlausn og trypsini med samgilt tengdu
kitosani, var blankad med videigandi trypsinstyrkjum.

2.4 Virknimaelingar

2.4.1. Almennt um virknimaelingarnar

Adur en virknimalingar hofust var fundin haefilegur vinnslustyrkur & trypsininu. Hvarfefni
trypsinsins, BAPNA, parf ad vera i talsverdu yfirmagni svo ad ensimid nai hdmarksvinnsluhrada
sinum (Vmax). Til ad virknin yrdi linuleg purfti ad hafa pynninguna pannig ad ef pynnt
trypsinstofnlausn yréi pynnt til helminga (2x) myndi hamarksvinnsluhradinn einnig leekka u.p.b.
um helming. Fyrir frjalsa trypsinstofnlausn i styrknum 2,32 ™9/, og trypsin m/uppleystu kitsani
(t+K) i styrknum 2,68 M9/ reyndist 20x pynning hefileg. Odru mali gengdi fyrir trypsin tengt
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kitésani samgildum tengjum (tck). Fyrir® tckl reyndist 2,5x pynning hafileg en fyrir tck2
reyndist 7x pynning hefileg. | 6llum virknimalingunum var frjalst trypsin, t+k og tck(1 og 2)
leyst upp i TEA buffer (0,112 M TEA, 0,0115 M CaCl, pH 7,80).

BAPNA var leyst upp i DMSO (Dimetylsulfoxid), i styrknum 19 mM, en DMSO reyndist mun
betri leysir fyrir pad efni en vatn.

2.4.2. Syrustigsstodugleikameeling

Blandadur var 1 liter af ,,universal buffer” i afjénad vatn (0,025 M Sitronusyra, 0,025 M
Natriumhydrogenfosfat og 0,025 M Borsyra) , en sa buffer ,,bufferar” vel yfir pH 4 — 10.

[ 14 stykki af 50 mL plastglésum, var pippeterad 40 mL af universal buffer, ofan i 61l 14
plastglésin. Sidan var stillt @ mismunandi pH i hverju plastglasi fyrir sig og fyllt upp ad 50 mL
markinu med afjonudu vatni . Plastglésin hoféu syrustigin 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
7.8, 8.0, 8.5,9.0, 9.5 og 10.

Ofan i hvern bolla 6rplétunnar sem atti ad meela i, for 230 pL af videigandi sirum (eda
basiskum) universal buffer, 10 uL af 19 mM BAPNA, og 10 pL af videigandi pynntri
trypsinstofnlausn. Virknimalt var i 6rplétuljosmeelinum vid 405 nm i 15 minGtur, vid
herbergishita (22 — 24 c°).

2.4.3. Hitastigsstbdugleikameeling

Trypsinstofnlausn (frjalst trypsin, t+k og tck2) var sett i plastglas og gerd videigandi pynning
med TEA buffer, og pad latid merkja “0 minttur”, p.e. byrjun hitastigsstoduleikamzlingar. |
fyrirfram hitastillt vatnsbad var akveonu magni af buffer i glersynaglasi med glerloku (til ad
koma i veg fyrir uppgufun) komid fyrir og hann latinn na jafnveegi vid hitastig vatnsbadsins (c.a.
3 minatur). Trypsinsstofnlausn var svo pipetterad ofan i hitada bufferinn i pvi magni pannig ad
videigandi pynning fékkst (t.d. féru 100 pL af frjalsu trypsini ofan i 1900 pL af forhitudum
buffer en pad er 20x pynning). Syni voru tekin upp Ur vatnshitada glersynaglasinu og sett i litil
plastsynaglos, og svo strax sett & is (p.e. i fraudplastform fyllt med iskurli), eftir 3, 5, 8, 12, 17,
23 0g 30 mindtur.

Eftir ad meelingu var lokid, var 230 pL af buffer sett ofan i hvern einasta bolla sem meala att i,
asamt 10 pL af 19 mM BAPNA og 10 pL af pynntu frjalsu trypsinsyni (eda t+k og tck2) sem
hofou verid i 0, 3,5, 8, 12, 17, 23 og 30 mindtur ofan i hitabadinu.

Fyrir frjalst trypsin og t+k var petta gert vid eftirfarandi hitastig: 50, 52, 54, 56, 58 og 60 C°.

* Utbua purfti tvisvar sinnum tck, par sem ekki var haegt ad mynda négu mikid tck i hverju krosstengingarhvarfi fyrir
baedi syrustigmaelinguna og hitaafvirkjunarmaelinguna. Sja nanar i Vidauka 2.



Fyrir tck2* var petta gert vid eftirfarandi hitastig: 62, 66 og 70 C°.

begar TEA buffer er hitadur breytist syrustig hans um -0,02 P"/c- [12]. betta fer ad hafa truflandi
ahrif & stodugleika trypsin vid pau hitastig sem melt var vid i hitastigsstoduleikamaelingunum.
Syrustig hans var alltaf malt pH 7,80 vid c.a. 22 C°. bannig ad vandamal var leyst med pvi ad
leidrétta syrustig buffersins &dur en hann var hitadur. T.d. i malingunni vid 54 c°:

pH leidrétt = 7,80 + (22 — 54 C° )*-0,02 *"/c- = 8,44

pad merkir ad TEA buffer er pH 7,80 vid 54 c° pegar hann er pH 8,44 vid 22 c°. Sambarileg
leidrétting var gerd fyrir 6ll hitastigin.

2.5 Myndun samgildra tengja kitdsans vid nautatrypsin

2.5.1. Almennt um krosstengingu stérsameinda vid protin med EDAC

EDAC (1-etyl-3(3-dimetylammoniumprépyl)karbodiimioklorid)) er algengasta krosstenginga
karbodiimidefnid, og likt og 6nnur karbodiimidefni er pad notad til ad tengja saman
storsameindir sem innhalda aminéhdpa vid karboxylhlidarkedjur prétina . EDAC er
vatnsleysanlegt, en pad eru einning ovirk myndefni pess, s.s. isourea, sem myndast vid
krosstengingu (e. by-products), pannig hagt er ad fjarleegja pau eftir krossteningu med
hlaupsiun.

N-setin (e. N-substituted) karbodiimidefni hvarfast vid karbdxylsyruleifar prétinanna og mynda
hvarfgjarnt en dstédugt protintengt o-asyldrea milliefni. O-asylurea er virkt milliefni (e. active
intermediate) sem heldur &fram ad hvarfast i krosstengingarhvarfinu. Rannsoknir hafa synt ad
EDAC hvarfast best i vatnsbufferum sem hafa pH gildi a bilinu 4,5 — 6,0 en einnig gengur ad
krosstengja i lausnum med syrustigi allt ad pH 7,5 an pess ad mikil breyting verdi a
krosstengingaruppskeru (e. cross-linking yield). Steersti gallinn vid ad nota eingéngu EDAC vid
krosstengingu er sa ad ad prétintengda o-asylurea milliefnid hvarfast oft ekki nogu hratt vid
aminhop stérsameindarinnar, sem tengja & vid protinid. O-asylUrea er ekki mjog stodugt efni i
vatnslausn og vatnsrofnar (e. hydrolyzes) fljott eftir ad pad myndast. Pvi er N-
hydroxysukkinimidi (NHS) eda Sulfo-N-hydroxysukkinimid (Sulfo-NHS) beett Gt i hvarflausnina
til ad hvarfast vid protintengda o-asylurea milliefnid. Vid pad myndast mjog rafsaekin
prétintengdur NHS ester sem hvarfast audveldlega vid amindhdpa stérsameindarinnar sem a ad
tengja vio protinid. Aminohopurinn gerir kjarnsaekna aras a rafsekna karbénylkolefni
prétintengda NHS-estersins. Vid pad losnar frjalst NHS og stédugt amidtengi myndast milli
prétinsins og stérsameindarinnar.

Vid krosstengingu i sirum lausnum hefur reynslan synt ad gott er ad nota MES [2-(N-

* Kitésan krosstengt trypsin afvirkjast (edlissviptist) hverfandi litid vid hitastig undir 60 c°.
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Morfolind)epansulfonsyra] buffer, en pad efni hefur engan karboxyl —eda aminohop sem geeti
valdid 6askilegum hlidarhvorfum (e. side reactions).

Nokkur éaeskileg hlidarhvorf geta po att sér stad pegar EDAC/NHS er notad til ad krosstengja
storsameindir & protin:

1) EDAC getur myndad stddugan complex med sulfhydrylhdpum cysteine & yfirbordi prétina.

2) Tyrosin (p.e. ef hlidarhdpur pess er & formi anjoniskrar fendxylatjonar) getur hvarfast vid
EDAC.

3) Imidazolyl hlidarkedja histidins getur hvarfast vid NHS ester-milliefni sem leidir til myndunar
a virkum karbonyl-imidazol hépi sem sidar getur hydrolyserad [15].

2.5.2. Krosstenging kitdésans vid nautatrypsin

EDAC/NHS hvarfid tengir primert amindhop kitésanfjolsykranna vid karboxylhdpa aspartik -og
glatamik syruleifa & yfirbordi trypsinsins , eins og synt er & mynd 6 [6, 15]:
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Mynd 6: Synir hvarf EDAC/NHS hvatada krosstengingu kitdsans vid trypsin.
Sameindamyndirnar fengust Ur bokinni Bioconjugate Techniques. ATH: Sulfohépum NHS
sameindanna var sleppt til einféldunar.

Karbodiimid/Sulfo-NHS krosstenging kitdsans & trypsin hefur pann eiginleika ad tengingin er
,,Zero-length spacer arm* tenging. bad merkir ad engum utankomandi atdbm mynda tenginguna,
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adeins atom kitdsansins og trypsinsins mynda amidtengid sem tengir pessar tveer storsameindir
saman [15].

Adferdin sem notud var vid krosstenginguna kom fr Stefani Braga Gunnarssyni, M.S. nema i
liffefnafreedi vid Hi. Hann hefur notad eftirfarandi adferd vid krosstengingu kitosan & peroxidasa
Ur pipar6t med ageetum arangri:

Utbdin var 2 mL af 50 mM MES buffer (MES uppleyst i afjonudu vatni). I bufferinn var viktad
10 mg (u.p.b. 0,00746 mmol) af kitdsani, og lausnin hrist par til ad allt kitdsanid var uppleyst.
Naest var viktad ofan i lausnina 4 mg (u.p.b. 0,000168 mmadl) af nautatrypsini, og pH stillt & 6,5.
A0 lokum viktad i lausnina, 8 mg (0,0417 mmol) af EDAC og 4 mg (0,0184 mmdl) af Salfo-
NHS. Lausnin var hrist i s6larhring vid herbergishita (22-24 C°). Sidan var lausnin afsoltud &
PD-10 hlaupsiunarsulu frd GE Healtcare, Svipj6d.

2.6 Gelsiun

Gelsiun (e. Gel filtration) er stluskiljunaradferd sem adskilur sameindir eftir steerd. Stodufasi
skiljunnar er samansettur af kalulaga fjollioum (t.d. Sephadex) med gétum og holum af
akvedinni steerd. Storar sameindir geta ekki fests i pessum holum og fljota, pvi sem nast, beint
niour. Smaerri sameindir festast oft og titt, timabundid, i gétum kalulaga fjéllidanna, og ferdast
par af leidandi mun hagar [18].

Gelsiun var notud til ad afsalta hvarflausn eftir krosstengingu kitésans & nautatrypsin. Adkeypt
PD-10 forpdkkud afsoltunarsila var keypt fra GE Healtcare, Svipjéd. Stodufasi sulunnar er ar
fjollidunni Sephadex G-25 (blanda af fjollidudum sephardsa og dextrani). Sulunnar skilja ad
sameindir sem eru meir en 5000 kDa (t.d. Kits6san krosstengda trypsinid) fra sameindum sem
eru minni en 1000 kDa (t.d. hvarfad EDAC, hvarfad Sulf6-NHS, MES bufferjonir o0.s.frv.).

Likt og &0ur kom fram var rammal krosstengingar hvarflausnarinnar 2 mL. Hvarflausninni var
hladid & stluna og fyrstu 2 mL sem kom Ut Ur stlunni var hent. Skammtur af TEA buffer (112
mM TEA og 11,5 mM CaCl, pH 7,80) var hladid & stluna fyrstu 3,5 mL af rennslislausninni
(e. elute) var safnad og virknimeelt, og seinna notad i meaelingum [25].

Pynningarfaktorinn eftir gelsiunina er 3,5 mL/2,0 mL = 1,75. bvi var groflega aztlad ad

/

prétinstyrkurinn eftir pynningu veeri % = 1,14 mg/mL . Petta var gert par sem ekki er haegt

ad prétinmeela kitosan krosstengt nautatrypsin med breyttri adferd Bradfords. Astaedan er st ad
amindhdpar kitésansins bindast einnig Coomassie Blue sameindunum ésamgildum tengjum likt
og aminohopar trypsins, og rugla peir pvi malinguna.
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3. Niourstbour og umraeoda

3.1 Nidurstdédur magngreininga

3.1.1. Nidurstédur protinmeelingu med breyttri adferd Bradfords og
sykrumaelingu med Fendl-Brennisteinssyruadferdinni.

[ stodluninni fyrir protinmalinguna og sykrumalinguna var hver stadall maldur
fjorum sinnum samtimis.

0.14

——y =0,014591 + 1,2373x RE 0,98692
012

¥
/]

Gleypni [A]

0.04

|

n.oz

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Proteinstyrkur trypsinstadals [mg/mL]

Mynd 7: Stodlunargraf fyrir prétinmaelingu med breyttri adferd
Bradford's (Zaman&\Vervilghen, 1979). Skekkjustikurnar (e. error bar)
vid hvern punkt tdkna stadalfravio melinga pess punkts.
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Mynd 8: Stadagraf fyrir Fendl-Brennisteinsyruadferd Dubois. et.Al. Skekkjustikurnar
vid hvern punkt takna stadalfravid meelinga pess punkts (ATH: Skekkjustikurnar sjast illa).

Nidurstddur ur gréfum mynda 7 og 8 birtast svo i t6flu 1 og 2:

Tafla 1: Nidurstddur prétinmelinga fyrir magngreiningu a frjalsi trypsin og trypsin
m/uppleystum kitésanfasykrum (t+k). Trypsinstyrkirnir er fundnir t med jéfnu bestu linu
grafanna & myndum 7 og 8. Synin tckl og tck2 voru mald med 6drum adferdum, enda ekki haegt
aod meela pau med breyttri adfero Bradford's, likt og aour hefur komio fram.

Pynning Fjoldi maelinga Gleypni [A] Styrkur trypsins [mg/mL]

Frjalst trypsin 50x 8 0,072 2,32
T+k 50x 8 0,081 2,68

Tckl  Sjaundirkafla 2.6 - - 1,14

Tck2 Sja vidauka 2 - - 2,41
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Tafla 2: Nidurstodur sykrumelinga fyrir magn kitosan. Kitdsanstyrkirnir er fundnir Gt med jofnu
bestu linu grafsins @ mynd X.

bynning Fjoldi maelinga Gleypni [A] Styrkur trypsins [mg/mL]

Frjalst trypsin Enginn 0 0 0
T+k Enginn 8 0,069 0,934

Tckl Enginn 6 0,133 2,02

Tck2 Enginn 8 0,138 2,10

3.1.2. Mélhlutfoll milli kitdsans og trypsins

Fjoldi kitésanssykra midad vid hverja sameind trypsins feest med pvi ad deila mélfjolda trypsin i
molfjolda kitdsans.

Tafla 3: Molhlutfall kitésan og trypsins, Gtreikningar midudust vid magn trypsins og kitosans i
toflum 1 og 2.

Gerd trypsins umol trypsins  umol kitésan Fjéldi kitésansameinda fyrir hverja
trypsinsameind
T+k 0,113 0,697 6,2
Tckl 0,0479 1,51 31,5
Tck2 0,101 1,56 15,4

Greinilegt vanmat er & styrk krosstengdu trypsinanna, tck1 og tck2. Utilokad er ad 31,5 eda 15,4
kitosanfasykrueiningar hafi, ad medaltali, bundist hverri trypsinsameind, pvi ad adeins eru
samtals 10 aspartik —og glatamiksyruhdpar i virku nautatrypsini, en & pa hopa tengir
EDAC/SUlf6-NHS hvarfid kitdsanfasykrunar. Adferdirnar sem notadar voru til ad greina
trypsininnhald tck-afleidanna, eru frekar dndkveemar. Til deemis, var styrkur tckl1 akvardadur
med pvi ad deila pynningarhlutfalli gelsiunarinnar i pann styrk trypsin sem viktad var ofan i
EDAC/Sulf6-NHS hvarflausnina. Viktunartalan féll mjog ort, sennilega vegna uppgufunar, &
medan viktunin for fram pannig ad atilokad var ad vita nakveemlega hvad mikid trypsin for ofan
i hvarflausnina.

pratt fyrir vanmatio & styrk tckl og tck2 eru nidurstédurnar (Gr téflu 3) géd visbending um ad
flestir, ef ekki allir, hlidarhdépar aspartik —og glutamiksyruleifa trypsinsins hafi hvarfast vid
kitosanfasykrur, sem voru eftir allt saman i miklu yfirmagni i EDAC/SUlf6-NHS hvarflausninni.
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3.2. Samanburdur a edlisvirkni

[ t6flu 4 ma sja samanburd & edlisvirkni frjals trypsins, trypsins m/uppleystu kitésani (t+k) og
trypsins med krosstengdum kitésansykrum (tck2), vid herbergishita (22-24 c°):

Tafla 4: Synir samanburd & edlisvirkni frjalsa trypsinsins, t+k og tck2 vid herbergishita. (Nanar
um reikniadferd & pessum steerdum i Vidauka 1).

Frjdlst t+k tck2

trypsin
Trypsinstyrkur [mg/mL] 2,32 2,68 2,41
Pynning 20x 20x 7x
Styrkur e. thynningu [mg/mL] 0,12 0,13 0,34
Prétinmagn i 6rplétubolla [mg] 0,0012 0,0013 0,0034
Hamarkshvarfhradi, V., [MA/min] 18,57 16,92 17,34
Edlisvirkni [U/mg] 0,56 0,44 0,18

Likt og sest i toflu 4 ad pa leekkar edlisvirknin um 21,4% milli frjalsa trypsinsins og t+k.
Sennilega stafar pad af peirri stadreynd ad seigjan hakkar i kitdsanlausnum, og pvi verdur
erfidara fyrir hvarfefnid (BAPNA) ad finna hvarsto trypsin, sokum tidra arekstra vid
kitosanfjollidur.

Edlisvirknin tapast um 67,8% milli frjalsa trypsinsins og trypsin krosstengt kitésansykrum.
Vandamal sem hlyst af samgildum tengingum ensima vid fjollidur er medal annars mikid
virknitap ensimanna midad vid frjalst ensim, sérstaklega ef tengingar verda nalaegt hvarfstod
ensimsins. bessar nidurstodur eru sambeerilegar vid pad sem adrir hafa komist ad raun um.
Delanoy et Al. komust ad pvi eftir ad kitdsan hafdi verid samgilt tengt a ensimid laccasa (e.
Laccase) tapadi pad virkni sinni um allt ad 28%, en pad for eftir hversu storar kitdsanfjéllidunar
voru [6].

Hvers vegna nautatrypsin krosstengt kitdsansykrum missir svona mikla virkni er ekki gott ad
segja. Asp102 (asparatiksyra) er hluti af hvotunarpriund protinsins. Ef trypsin sameind
krosstengist kitésani a Asp102 er su sameind ordinn évirk, og pvi hugsanlegt ad eitthvad af
kitosansameindunum hafi krosstengst a Asp102.
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3.3. Syrustigstoduleiki

Mynd 9 (til vinstri) : Synir
pbrividdarbyggingu
nautatrypsins dsamt
hvotunarpriund og 7 af 10
aminésyruhlidarhopum
aspartiksyru

(greenn) og glutamiksyru
(fijolublar). Blaa orin visar
asparatiksyruhlidarhop sem er
pad nalegt hvotunarpriundinni
ad krosstenging & hann geeti
haft umtalsverd ahrif &

Kdnnud var breyting & virkni frjals trypsins, trypsins m/uppleystum kitdsani (t+k) og trypsins

med krosstengdum kitésansykrum (tck1) vid

syrustig & bilinu pH 4-10 (vid herbergishita)
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Mynd 10: Hlutfallsleg virkni frjalsa trypsinsins, trypsin m/uppleystum kitésansykrum og
trypsin krosstengt kitosansykrum, sem fall af syrustigi (pH 4-10).



Trypsin m/uppleystum kitdsansykrum (t+Kk) virdist verda orlitid virkara vid syrustig leegra en pH
7, midad vid frjalst trypsin. Annars er litill munur & t+k og frjalsu trypsini. T+k og frjalst trypsin
eru virkust vid c.a. pH 8,0 sem eru i samraemi vid vidurkennd gildi [11]. Tck er aftur @ méti ordid
basakeert (e. basophile), en ekki sa fyrir endann & hamarksvirkni pess, sem sennilega er vid heerra
syrustig en pH 10. Kitésansykrurnar sjad um ad verja protinid betur gagnvart basiskum adstedum,
en surum. Sennilega er pad vegna pess ad vid sUrar adsteedur eru kitésansykrunar Utstrekktar (sja
umfjollun um kitésan 1.1.1.) vegna rafstodufrahrindikrafta, enda aminéhopar kitésans
plishladnir ad mestu undir pH 6, pannig ad protonur (Hz0") geta med litilli fyrirhdfn prétonerad
His57 i hvotunarpriundinni og pannig afvirkjad hana. Vid basiskar adstedur er kitdsanfjollidan
hledsluhlutlaus og pvi uppbrett, pannig ad kitdésansykrunar ,,hylja“ protinid likt og dukur hylur
bord. bad ver prétinid gagnvart afvirkjun hydréxid jona (OH") [9, 10].

Eftirtektarvert er stokk i virkni eftir pH 6,0 & mynd T, en pad ma skyra med pvi ad vid u.p.b. pad

syrustig tekur histidinleifin (His57) i hvotunarpriundinni upp proténu og priundin verdur aftur
virk.

3.4 Hitastigsstoougleiki

Hitastigsstogudleiki ensima/prétina er geta peirra til ad halda sér & svipmétudu og virku® formi
yfir einhvern tiltekin tima. Hitastigsstoduleiki nautatrypsins er mjog mismunandi eftir hvort
kitosansykrur séu krosstengdar a ensimid edur ei. Uppleyst kitdsan hefur mun minni ahrif.
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_ Mynd 11(til vinstri): Synir muninn
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> Ensim sem hefur tapad mest allri virkni sinni vid hatt hitastig parf ekki ad vera fullkomlega edlissvipt. Eins og adur
hefur komid fram getur ensim tapad pridju stigs byggingu sinni an pess ad annars stigs byggingin tapist. Pa er
ensimid ordid ,,afvirkjad” en ekki alveg edlissvipt. Til einfoldunar er pd ,,edlissvipting” notud um o6ll pessi hugtok.



Hversu hratt frjalsa trypsinid (og t+k eda tck) missir virkni med tima, veltur a
afvirkjunarfastanum

Afvirkjunarfastinn, kp, fyrir hitastigsedlisviptingu ensima, vid tiltekid hitastig, ma lysa med
almennu jofnunni fyrir fyrsta stigs hvarf [10]:

In ~ = —kp -t (Jafna 10)
Vo

par sem V, er upphafshvotunarhradi, og V er hvétunarhradi eftir t sekandur (,,t stendur fyrir
tima). Ef In(V/Vy) er teiknad upp sem fall af t, feest afvirkjunarfastinn (-kp) sem hallatala jéfnu
bestu linu grafsins. Afvirkjunarfastann méa svo nota til ad reikna Gt virkjunarorku edlissviptingar
(Ein), sem og helmingunartima (t;,) frjalsa trypsinsins, t+k og tck. Virkjunarorka edlissviptingar
er reiknud Ut med jofnu Arrenhiusar[13]:

Ein .
kp=A-eRT >lnkp=— -2 -Z4InA (Jafna 11)

par sem A er emperiskur fasti (sem meelir arekstrartioni og hlutfall hvarfgjarna arekstra), T er
hitastig, R er gasfasti, og Ei, er virkjunarorka edlissviptingar, eda sa ,,orkuhdll* sem parf ad
yfirstiga svo ad trypsinid (frjalsa, t+k eda tck) edlissviptist. Ef In(kp) er teiknad upp sem fall af
1/T, pa er -Ej/R hallatala jofnu bestu linu pess grafs [13]. Slikt graf er oft kallad
Arrhenisuargraf.

Helmingunartimi (t;,2) er s& timi sem pad tekur ensim ad missa helming virkni sinnar. Hann méa
finna at med eftirfarandi formulu:

ti2 = lz—; (Jafna 12)

Lysandi er ad teikna helmingunartimann sem fall af hitastigi sem vidkomandi
hitastigsstodugleikaprofun atti sér stad vid.

Afvirkjunarfastarnir fyrir frjalst trypsin, trypsin m/uppleystum kitésansykrum (t+k) og trypsin
krosstengdum kitosansykrum (tck2) voru fengnir it med peirra adferd sem lyst var hér ad ofan:
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Frjalst trypsin:
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Trypsin m/krosstengdum kitésansykrum (tck2)
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Mynd 12: Grof In(V/V,) sem fall af tima. Hallatalan gefur —kp.
Tck2 var adeins meelt vid 62, 66 og 70 C° (sja 1id 2.4.3)

NU pegar afvirkjunarfastarnir (kp) eru pekktir, er haegt ad teikna upp videigandi Arrheniusargrof

Svo unnt sé ad meta virkjunarorku edlissviptingar:
5 T
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Mynd 13: Arrheniusargraf fyrir frjalst trypsin og trypsin m/uppleystum
kitosansykrum. Eins og sést kemur brot i linurnar fyrir c.a. midju. petta

bendir til pess ad tveir afvirkjunarfastar séu & mismunandi hitastigsbilum.
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Likt og sést a mynd 13 er einskonar brot i ferlunum fyrir u.p.b. midju, p.e.a.s. ad ferlarnir heatta
yfir stutt bil ad vera linulegir. betta ,,brot* er sinu meira hja frjalsu trypsini en trypsin
m/uppleystum kitésan (t+k). bessi brot i ferlunum ma skyra med pvi ad afvirkjunarferlid
(eolisviptingin) er ekki linuleg med einum afvirkjunarfasta heldur tveim (eda jafnvel fleirum)
[10]. bar sem trypsin krosstengt kitosansykrum (tck2) var meelt & 6dru hitastigsbili en frjalst
trypsin og t+k, er ekki haegt ad bera saman afvirkjunina, nema gert sé rad fyrir ad
afvirkjunarferlar frjalsa trypsinsins og t+k haldist linulegir. A myndinni fyrir nedan (mynd 14)
sést hvernig arrheniusargrafid fyrir frjalst trypsin og t+k lita Gt pegar buid er ad taka burt
punktanna sem 6llu brotinu. Fylgnistudlarnir (Pearson R-studullinn, syndir a grafinu) syna ad
ferlarnir falla betur ad bestu linu pegar btid ad fjarlegja ,,brotapunktanna®.
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Mynd 14: Sama Arrheniusargraf og mynd B syndi fyrir frjalst trypsin og trypsin m/uppleystum

kitosansykrum, nema ao brotunum i ferlunum hafa verio ,,fjarleego “ (p.e. tveir punkta ,,klipptir “

burt). Hallatélur jafna bestu linanna gefa —E; /R.

Loks pegar punktarnir sem ollu brotunum hafa verid fjarleegdir eru nidurstédurnar ar grafinu &
mynd C ordid samanburdarhafar vid nidurstddurnar sem arrheniusarplot tck2 gefur:
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Mynd 15: Arrheniusargraf fyrir trypsin krosstengt kitdsani og trypsin m/uppleystum
Hallatala jofnu bestu linu gefur —E;,/R.

Ur jéfnu bestu linu myndanna ma svo reikna Ut virkjunarorku edlissviptingar (Tafla 4):

Tafla 5: Virkjunarorka edlissviptingar, sem fékkst Ur videigandi jéfnum bestu lina
Arrheniusargrafa, fyrir frjalst trypsin, t+k og tck2.

Syni Hallatala E;,[ki/mdl] Ei,aukning  Aukning i présentum
(%)

Trypsin -18916 157,3 - -

T+k -18247 151,7 -5,6 -3,6

Tck2 -25254 210,0 52,7 33,5

Samkveemt Gtreiknudu nidurstédunum ur t6flu 5 gefur krosstenging kitosan & trypsin aukin
stodugleika midad vid frjalst trypsin og nemur aukningin 33,5%. bessar nidurstodur koma ekki &
Ovart par sem trypsin med krosstengdum kitosansykrum (tck2) purfti talsvert meiri hita til ad
edlissviptast en baedi frjalst trypsin og trypsin m/uppleystum kitésansykrum.

Virkjunarorka edlissviptingar trypsins m/uppleystum kitésansykrum (t+k) um 3,6% midad vid
frjalst trypsin, en munurinn er vart marktaekur.

Litum naest & helmingunartimann sem fall af hitastigi. Nidurstodum fyrir helmingunartima frjals
trypsins, trypsin m/uppleystum kitésansykrum og trypsin krosstengt kitdsansykrum, ma finna a
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myndum 16 og 17:
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Mynd 16: Helmingunartimi sem fall af hitastigi fyrir frjalst trypsin og trypsin
m/uppleystum kitdsan (t+k).

5000
[
4000
x
[T
W
Tl
§ 3000 \
t
®
£
S
g \
= 2000
E
T
1000 T
0
52 63 B4 85 66 &7 68 59 70

Hitastig [C°]
Mynd 17: Helmingunartimi sem fall af hitastigi fyrir trypsin
krosstengt kitosansykrum (tck2).
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Stodugleikaaukning trypsins krosstengt kitosansykrum gefur trypsininu gridarlega aukningu i
helmingunartima. Sem deemi pa er helmingunartimi trypsin krosstengt kitésansykrum (tck2) vid
70 ¢® um 810 sekdndur (mynd 17). Helmingunartimi frjals trypsins vid 60 c® (eda 10 c® leegri
hita) er 475 sek (mynd 16).

Nidurstodurnar benda til pess ad kitésanfasykrur hafi stodugleikaaukandi ahrif & trypsin,
sérstaklega pegar paer eru krosstengdar samgildum tengjum & trypsinid. Kitdsan i lausn med
trypsini (t+k) hefur ahrif & hitasstigsstodugleika pess, virkjunarorka edlissviptingar er reyndar
svipud og hja frjalsu trypsini, en helmingunartiminn er talsvert meiri.

Almennt hafa samgilt tengdar fjol —eda fasykrur stodugleikaaukandi ahrif & nautatrypsin.
Villalonga et.Al. rannsfkudu ahrif samgildrar tengingu B-syklodextrin karboxymetylselltlésa
sykrufjollidu & nautatrypsin. Nidurstodur peirra syndu ad T, gildi trypsinsins jokst um 16 C° vid
tenginguna. Auk pess vard trypsinid stodugra gagnvart sjalfmeltu (e. Autolysis) [9].

4. Samantekt

Heegt er draga prjar megin alyktanir af nidurstodunum :

1) Aukin hitapolni trypsins og basakearni (e. basophilia) faest med pvi ad krosstengja pad vid
kitosansykrur af gradu fjollidunar 4-8 og med 55% afasetyleringu. Kitdsanfasykrunar mynda
adallega vetnistengi innanbords og kurla sér pvi ad ensiminu og koma i veg fyrir ad vatn og jonir
komist ad yfirbordi pess.

2) Fleiri kitdsansameindir eda fleiri amindhopsleifar sama kitosans tengjast hverri
trypsinsameind vid ad lata krosstengingu fara fram i hvarflausn med EDAC &samt Sulf6-NHS
midad vid pad ad hvarfa pad eingdngu i hvarflausn med EDAC. Visbendingar pess efnis fast
med pvi ad bera saman fjélda kitdsanfasykra fyrir hverja sameind nautatrypsins, fra nidurstooum
Fannars Jonssonar i M.S.-verkefni hans [10] annarsvegar, og Ur nidurstédum minum hinsvegar.
Jafnvel pétt vanmat a protinstyrk krosstengda trypsinsins hafi verid vandamal i verkefninu minu,
ad pa er pad klart ad stykurinn er ekki pad mikid vanmetinn ad moélhlutfollinn séu mikid leegri en
5-7 kitdsansameindir & hverja sameind trypsins.

3) Umtalsvert virknitap verdur a trypsini tengt kitésani med samgildum tengjum (tck2) midad
vid frjalst trypsin. Einnig verdur virknitap a trypsini m/uppleystum kitosan, en po ekki eins
mikio.
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Vidauki 1

[ undirkafla 3.2. er edlisvirkni frjalsa trypsinsins, trypsinsins m/uppleystum kitdsansykrum og
trypsin med krosstengdum kitésansykrum borin saman. Edlisvirkni protina er steerd sem hefur
yfirleitt eininguna “/,q, par sem U er ensimvirkni med eininguna hmoly . 0g skilgreind sem pad
magn ensims sem breytir styrk hvarefnis um 1 pmol & minatu. Hér verdur gefid deemi um
hvernig edlisvirkni frjals trypsins var reiknud:

Skv. 16gmali Lamberts og Beer‘s:
AM =¢-1"Ac (Jafna A)
par sem AA er gleypnibreytingin (A/min), € er edlisgleypni p-nitréanilins (um 10200 M*cm™), |

er haed lausnarinnar i kavettu 6rplétunar (1= 0,7025 cm) og Ac er styrkmyndun & p-nitréanilini
(M/min). Med pvi ad leysa ut fyrir styrkmyndunina i jofnu A faest jafna B:

A
Ac = —
e-1

Nu er haegt ad reikna styrkbreytingu p — nitréanilins:

A
0,01857—— -
c= min =2,59-10°Min

T 10200—2—0,7025 cm
M-cm

Hvarfid gerdist i 0,00025 L kavettu, og 1 mél er 10° umol:

mol . .
2,59 1076 —~Lx 0,00025 L x 10° tniooll = 6,47 - 10* “mm/mm

min
Loks med pvi ad deila protinstyrknum (0,0012 mg eftir pynningu) er haegt ad fa edlisvirknina:

E __0,000647U
Edlisvirkni — 0,012 mg

=0,559 Y/ing
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Vidauki 2

EkKki reyndist mogulegt ad prétinmeela krosstengda trypsinid (tckl og tck2), med breyttri adferd
Bradfords, jafnvel pétt videigandi Kitdsanstyrkur veeri notadur i blanki. Tckl Gtbjoé ég med
Stefani Braga og var passad ad vikta trypsinid fljott ofan i MES bufferinn, og pvi var pad mat
okkar ad trypsinid sem veeri i lausninni veeri nokkud veginn 2 mg/mL. Tck1 dugadi eingdngu i
syrustigstoduleikamalinguna en svo klaradist pad. ba var tck2 Gtbdid.

Pegar trypsinid var viktad ofan i 2 mL af MES bufferi, i tbuninginum a tck2, var viktunartalan
alltaf ad leekka, vegna uppgufunar, en ég var ekki ndgu fljotur ad vikta ofan i. Pannig ad talsvert
meira for ofan i bufferinn en 4 mg af krist6lludu trypsini, en vandamalid var ad ég vissi ekki
hversu mikid meira en pessi 4 mg foru ofan. Eftir ad hafa rddfeert mig vid Hord Filipusson,
leidbeinanda minn, dkvad ég ad meta styrkinn med pvi ad bera saman hvarfahrada 10x pynnts
tckl (vitad var nokkud veginn hver styrkurinn & pvi syni var) hinsvegar og 10x pynnts tck2
annarsvegar.

Vid 10x pynningu var hvarfahradi tck1 5,456 ™/mn 0g tck2 10,550 ™. Passad var ad vid 10x
bynningu veri hvarfahradi tck1 og tck2 linulegur, pannig ad ef synin voru pynnt um helming
myndi hvarfahradi peirra einnig minnka um helming. Pannig ma reikna styrk tck2 med pvi ad
deila hvarfahradanum med gréflega asetludum styrk tckl og margfalda pad hlutfall med styrk
tck2:

Prétinstyrkur tckl __ Proétinstyrkur tck2
Hvar fahradi tckl Hvar fahradi tck2

(Jafna C)

Ef réttum gildum er svo stungid inn i J6fnu C, faest (styrkur tckl feest ar undirkafla 2.6):

mg mg
1,140 x 1,140

— mL _ — s ox = — mL | 10,550 mA n= 2,10 ™9
5,456 min 10,550 5,456 min m

min

Pessi adferd er ekki nakveem, en sennilega su illskasta.
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