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Útdráttur 

 

Transferrín er verðmætt prótein úr blóði. Í dag er vöntun á einfaldri en góðri 

framleiðsluaðferð þess. Griptækni er tækni til hreinvinnslu próteina og hefur verið nýtt í 

vaxandi mæli með sívaxandi vinnslu fjölda próteina. Griptækni býður oft upp á mikla 

einföldun í hreinvinnsluferli próteina og gerir þau þannig hagkvæmari, þar sem 

vinnsluskrefum hreinvinnsluferilsins fækkar. Í þessu verkefni var beitt slembismíðaraðferð 

til að hanna og smíða 40 líhermi griphópa. Griphæfni þeirra var prófuð með hreinum 

próteinlausnum af holo-transferríni og apo-transferríni. Gripefnasmíðin fór fram á föstum 

fasa (Sepharósa) og var notast við efnafræði eiginleika þríklóróþríazíns. Fyrir 

magngreiningu lausnanna var notast við tvennskonar mæliaðferðir, Bradford-aðferð og 

gleypni við 280 nm. Amínefni gripefnanna sem sýndu mestu bindigetu fyrir transferrín 

voru 4,4´-diaminobibenzyl (5A og 4B) og benzylamín (2A og 2B), en einnig sýndi 4-

amino- benzamidín ágæta bindigetu. Almennt gilti að þau gripefni sem höfðu bindigetu 

fyrir holo-transferríni höfðu einnig bindigetu fyrir apo-transferríni. Að auki var bindigeta 

gripefnanna almennt betri við apo-transferrín heldur en við holo-transferrín. 
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Inngangur: 

Transferrín: 

Transferrín er glýkóprótein með mólmassa um 80 kDa og er nýmyndað í lifrinni. Hlutverk 

þess er að bindast járni í blóðinu og flytja það inn í frumur, en hver transferrín sameind getur 

bundist tveimur þrígildum járnjónum (Fe
3+

). Þegar transferrín er bundið járni kallast það holo-

transferrín, en annars kallast það apo-transferrín. Tenging járns við transferrín er kröftug en er 

þó afturkræf. Sækni transferríns í járn er mjög mikil, eða um 10
23

 M
-1

 við pH 7,4 en minnkar 

hratt með lækkandi sýrustigi (pH-gildi). Holo-transferrín binst viðtaka sínum sem er staðsettur 

á yfirborði frumna. Transferrín-viðtaka komplexinn flyst inn í frumuna í blöðrung með 

innfrumun (endocytosis). Blöðrungurinn súrnar inni í frumunni niður í pH 5,5. Þessar súru 

aðstæður leiða til þess að transferrínið sleppir járninu. Transferrín-viðtaka komplexinn er þá 

fluttur aftur á yfirborð frumunnar, þar sem hlutlausa pH-gildi blóðsins verður til þess að 

viðtakinn sleppir apo-transferríninu aftur frjálsu í blóðið.  

Transferrín flokkast sem α+β prótein, en það er samsett úr α-helixum og β-flötum sem mynda 

2 hneppi (domains), N-enda og C-enda hneppi. Hneppin binda hvort um sig eina þrígilda 

járnjón, en þau innihalda samsvarandi amínósýruraðir sem mynda bindiset járnsins. Það eru 

fjórar amínósýrur sem mynda einna helst tengslin við járnið: tvær tyrosín, ein aspartat og ein 

histidín. Auk þeirra taka fleiri amínósýrur þátt í bindingunni og veita byggingunni einnig 

aukinn stöðugleika. 

  

Mynd 1: Transferrín sameind. Vinstra 

megin (fjólublá) er N-enda hneppið í apo-

transferrín formi, þ.e. óbundið. Hægra 

megin (rauð) er C-enda hneppið í holo-

transferrín formi, þ.e. bundið járni.  

Mynd 2: Bindiset transferríns. Sýnir 

amínósýrurnar sem taka þátt í bindingu 

járnsins við transferrín sameindina.    
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Sameindakennsl: 

Sameindakennsl (molecular recognition) eru sértæk tengsl milli tveggja eða fleiri sameinda 

með veikum ósamgildum hrifum, t.d. vetnistengjum, vatnsfælnihrifum, van der Waals hrifum 

eða jónahrifum. Styrkur slíkra tenginga byggist á því að mörg veik hrif geta unnið saman og 

myndað sterka heild. Slík tengsl eru grundvallareiginleiki lífefna innan frumna, t.d. DNA-

DNA, DNA-RNA, prótein-prótein, ensím-hvarfefni og mótefni-mótefnisvaki. Þar sem 

sameindakennsl geta verið mjög sértæk þá hefur reynst gagnlegt að hagnýta þau við 

sundurgreiningu efna. Fjölmargar aðferðir hafa verið þróaðar sem byggja á 

sameindakennslum sem eru notaðar í lífefnafræði og öðrum skyldum greinum. Ein þeirra 

aðferða er griptækni, en hún var fyrst kynnt árið 1968 af Meir Wilchek, Pedro Cuatrecasas og 

Christian B. Anfinsen. 

Griptækni: 

Griptækni (affinity chromatography) er oft lýst sem einni af öflugustu aðferðunum til 

hreinvinnslu og greiningu próteina. Aðferðin byggir á því að sértæk en afturkræf hrif verða á 

milli viðkomandi griphóps (ligand) og þess próteins sem óskað er eftir að hreinsa úr tilteknu 

sýni (t.d. bakteríurækt eða vefjaútdráttur).  

Hlutar gripefnis eru burðarefni, griphópur og millistykki (ef þess er þörf, það er ekki 

nauðsynlegt). Algengast er að griphópurinn sé kyrrsettur með samgildum tengjum á 

óleysanlegu burðarefni pökkuðu í súlu. Millistykki er notað ef hætta er á að prótein bindist 

ekki griphópunum vegna sterískrar hindrunar, t.d. ef griphópurinn er of lítill. Það er mikilvægt 

að allir hlutar gripefnisins þoli þær aðstæður sem eru í hreinvinnsluferlinu og tengingin á milli 

þeirra sé sterk. Ef tengslin rofna frá burðarefninu, þá skolast griphópurinn út í próteinlausnina 

sem er verið að hreinvinna og mengar hana. 

Í dag er mikið úrval burðarefna (matrix) til en val þess fer að mestu eftir eiginleikum þess. 

Það fer eftir eðli tilraunarinnar hvaða eiginleikar eru ákjósanlegastir hverju sinni, t.d. hvort 

gripefninu sé pakkað í súlu, eða hvort það sé fest á himnu eða plastefni. Almennt nauðsynlegir 

eiginleikar burðarefnis eru að það sé stöðugt og sterkt, hafi mikið yfirborð og sé óleysanlegt. 

Þá er oft æskilegt að það hafi góða rýmd, sé auðpakkanlegt í súlu og hafi góða 

gegnumflæðiseiginleika. Einnig skiptir miklu máli að það sé ódýrt, aðgengilegt á markaði og 

þægilegt í notkun. Agarósi er mest notaða burðarefnið (Sepharósi eru hlaupkorn búin til úr 

agarósa), en ýmiskonar önnur efni geta einnig verið notuð, eins og t.d. sellulósi, dextran og 

akrýlamíð, plastefni, himnur og glerfilmur.  

Stundum er nauðsynlegt að hafa millistykki á milli burðarefnisins og griphópsins, t.d. ef 

griphópurinn er lítill eða ef bindistaðurinn á próteininu er djúpt grafinn. Millistykki er 

kolefniskeðja sem auðveldar tengingu við próteinið ef hætta er á sterískri hindrun sem kemur í 

veg fyrir bindingu. Millistykkið má þó hvorki vera of langt né of stutt. Sé millistykki of stutt 

getur próteinið ennþá átt í erfiðleikum með að tengjast griphóp vegna sterískrar hindrunar. Sé 

millistykki of langt getur það flækst eða bundið sjálfstætt önnur efni úr sýninu en það sem 

óskað er eftir, t.d. vegna vatnsfælnihrifa kolefniskeðjunnar (ósértæk binding). 
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Griphópar eru valdir í samræmi við byggingu og eiginleika bindisets þess próteins sem er 

verið að hreinsa. Hlutverk griphóps er að hafa sækni í það prótein sem óskað er eftir úr sýninu 

og að bindast því sértækt. Þá er nauðsynlegt að hafa umhverfi súlunnar þannig að binding 

próteinsins við griphópinn sé sem best. Það er gert með því að blanda sýninu í viðeigandi 

bufferlausn með stillt sýrustig og saltstyrk. Það er mikilvægt að bindingin sé hæfilega mikil, 

þ.e. hún sé ekki of laus en ekki of föst. Hæfilegur bindifasti griphóps er á bilinu 10
3
- 10

8
 M

-1
. 

Sé binding of laus er hætta á að próteinið missi tengslin við griphópinn og tapist við skolun 

súlunnar. Sé binding aftur á móti of föst er hætta á því að próteinið skemmist við losunina og 

missi virknina. Losun af súlu verður erfiðari eftir því sem bindingin er fastari og samfara því 

eykst hættan á tapi virkra próteineininga við losunina. 

Almennt eru fjögur skref í tilraunum sem notast við griptækni í súlum:  

1. Sýni sett á súluna. 

2. Sérhæft ásog á sér stað. 

3. Óbundnum efnum er skolað burt með skollausn. 

4. Bundin efni eru losuð af súlunni með losunarlausn. 

Sýnið sem er verið að hreinsa er keyrt í gegnum súluna eftir að hún hefur verið jöfnuð með 

viðeigandi bufferlausn. Þá skiptir máli að gripefnið hafi nægilega bindirýmd (capacity). Til að 

tryggja að sérhæft ásog geti átt sér stað skiptir máli að hafa tiltölulega hægan flæðihraða í 

gegnum súluna, ásamt því að hafa umhverfisaðstæður í samræmi við það prótein sem er verið 

að hreinsa úr sýninu. Súlan er næst skoluð með nokkrum súlurúmmálum af skollausn (sem er 

viðeigandi bufferlausn fyrir próteinið). Skollausn hefur ekki áhrif á bindingu próteinsins við 

griphópinn. Hún skolar burt öllu því sem binst ekki við gripefnið í súlunni. Í lokin er 

losunarlausn keyrð í gegnum súluna, en hún losar próteinið frá griphópnum og skolar því út. 

Það er hægt að fara nokkrar leiðir þegar prótein er losað frá griphóp, en þær aðferðir felast 

allar í því að breyta umhverfisaðstæðum súlunnar þannig að próteinið og griphópurinn missi 

tengslin sín á milli. Losunaraðferðirnar eru t.d. breytt sýrustig (pH), saltstyrkur, notkun 

afmyndara og/eða ethylen glýkóls. Losunaraðferð er valin með það í huga að halda próteininu 

sem mest á virku formi. Það er æskilegra og oft nóg að nota aukinn saltstyrk og/eða ethylen 

glýkól í losunarlausninni. Fastari binding krefst hinsvegar dramatískari breytinga í 

umhverfisaðstæðum sem fela yfirleitt í sér tímabundna afmyndun próteinsins. Þá er t.d. notast 

við breytt sýrustig eða notkun afmyndara (t.d. urea eða guanidiníum klóríð). Þegar 

losunaraðferð með afmyndun próteina er farin er nauðsynlegt að breyta aðstæðum til baka 

eftir losunina til að próteinin geti svipmótast aftur, t.d. sýrustigi breytt til baka eða afmyndari 

fjarlægður. Afmyndun próteina hefur í för með sér meiri áhættu í tapi á virkum 

próteineiningum, þar sem sum próteinin ná ekki réttu svipmóti aftur eftir afmyndunina. Þess 

vegna er notkun aukins saltstyrks og/eða ethylen glýkóls talin vera betri kostur sem 

losunaraðferð heldur en breytt sýrustig eða notkun afmyndara.  
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Mynd 3: Skýringarmynd af griptækni ferlinu. 

Í kerfi eins og þessu mun einungis próteinið sem binst við gripefnið haldast á súlunni, en öll 

önnur efni sem eru í sýninu munu renna í gegnum súluna og skolast út með skollausninni. 

Gegnumflæði allra lausnanna er safnað í lítil skammtaglös eftir keyrsluna í gegnum súluna. 

Þannig má auðveldlega aðgreina önnur efni sýnisins frá próteininu sem óskað er eftir að fá 

hreinsað. Þá gildir að því sértækari sem tengsl viðeigandi próteins við griphóp eru, því betri 

verður hreinsunin. Með griptækni má þannig einfalda hreinvinnsluferli próteina verulega og 

gera þau hagkvæmari, þar sem vinnsluskrefum (unit operations) hreinsunarferilsins fækkar. 

Þetta á þó bara við ef heppilegur griphópur fyrir próteinið liggur fyrir og ef hægt er að skala 

allt ferlið upp í iðnaðarframleiðslu, en það á alls ekki við í öllum tilfellum.  

 

Notkun lífherminna griphópa í stað náttúrulegra griphópa: 

Náttúruleg efni með sérhæfða gripgetu gagnvart tilteknum próteinum hafa verið notuð sem 

griphópar til hreinvinnslu próteina. Stundum eru slíkir griphópar fjarri því að vera hentugir, 

t.d. vegna þess að þeir hafa litla bindirýmd, eru óstöðugir og að auki eru þeir oft mjög dýrir. 

Fyrir tilviljun uppgötvaðist að ákveðið gervilitunarefni bast ákveðnu ensími með nokkuð 

sérhæfðum hætti. Gervilitunarefni voru búin til útfrá efnafræði þríklóróþríazíns (cyanuric 

chloride) og voru fyrst tekin í notkun í textíliðnaði á sjötta áratugnum. Kostir þeirra voru að 

þau bundust fastar við vefþræði en eldri litunarefni á þeim tíma. Eftir því sem tilraunum 

fjölgaði varð smám saman ljóst að griphópur þurfti ekki að vera af náttúrulegum toga eða 

tengjast próteini um náttúrulegt bindiset, svo framarlega sem bindifastinn var af hæfilegri 

stærð og sameindakennslin voru nægilega sértæk. Það leiddi til þess að menn fóru að hanna 

og smíða lífhermi griphópa, en þá er reynt að smíða griphópa sem líkja eftir náttúrulegum 

griphóp tiltekins próteins, s.s. peptíði, hvarfefni eða hindra. Einn helsti kostur lífherminna 

griphópa fram yfir náttúrulega griphópa er sá að þeir eru efnafræðilega stöðugari, þ.e. þeir 

þola mun betur erfiðar aðstæður sem eru oft óumflýjanlegar í hreinsun gripefna. Slík hönnun 

krefst hinsvegar þess að þrívíddarbygging próteinsins sé þekkt og að hugmyndir um hvernig 

tenging við bindiset tiltekins próteins sé. Þá er gripefni smíðað sem inniheldur svipaða 

efnahópa og þá sem náttúrulega gripefnið inniheldur. Viðkomandi prótein er þá líklegt til að 

tengjast lífhermi griphópnum á svipaðan hátt og það tengist náttúrulega gripefninu. 



8 

 

Með slembismíð (combinatorial synthesis) er reynt að aðlaga griphóp til að fá fram bestu 

byggingu gripefnisins hverju sinni. Slembismíð gengur þannig fyrir sig að tiltölulega fá en 

nokkuð lík hvarfefni eru valin og samtengd á alla mögulega máta. Á þann máta fæst fram 

mikill fjöldi mismunandi gripefna til prófunar. Þannig má finna út á stuttum tíma hvort 

tiltekinn griphópur bindur viðkomandi prótein eða ekki og ef svo er, hversu auðvelt sé að losa 

próteinið af gripefninu. Ef niðurstöður eru neikvæðar er hönnunin endurtekin og endurbætt og 

nýir griphópar smíðaðir. Séu niðurstöður jákvæðar eru þeir hópar valdir sem sýna bestu 

griphæfnina, þeir smíðaðir í meira magni og þaulprófaðir á stærri súlum. 

 

Efnafræði þríklóróþríazíns: 

Á mynd 4 má sjá þríklóróþríazín-sameindina. Efnafræði eiginleikar hennar henta mjög vel til 

hönnunar og smíði lífherminna gripefna. Hún hefur 6 atóma arómatískan heteróhring sem er 

úr þremur kolefnisatómum og þremur nituratómum. 

 

Mynd 4: Þríklóróþríazín-sameindin (cyanuric chloride). 

Hvarfgirni sameindarinnar liggur í því að klóratóm er tengt við hvert kolefnisatóm hringsins, 

sem gerir kolefnisatómin viðkvæm fyrir kjarnsækinni árás, t.d. af hálfu amína. Kostur 

þríklóróþríazíns fyrir efnasmíð liggur m.a. í því að töluverður munur í hvarfgirni er á milli 

skiptihvarfanna. Hvarf í fyrstu stöðu gerist við um 0-4°C,  í aðra stöðu við um 25-40°C og í 

þriðju stöðu við um 80-100°C. Þannig má raða amínunum að vild í hverja stöðu 

sameindarinnar með því að framkvæma hvörfin við mismunandi hitastig.  

 

Almenn aðferðafræði við smíði griphópa á föstum fasa: 

Notkun óleysanlegs burðarefnis (fastur fasi) er góður kostur fyrir smíði griphópa. Það 

auðveldar smíðina mikið, þar sem þá er auðvelt að hreinsa burt öll umfram hvarfefni og 

millistigsefni sem eru til staðar eftir hvert hvarf áður en næsta hvarf er framkvæmt. Það sparar 

bæði tíma, vinnu og erfiði. Í upplausn þarf að hreinsa öll umfram hvarfefni og millistigsefni 

rækilega úr lausninni. Það getur kostað mikinn tíma og vinnu og getur auk þess verið mjög 

erfitt. Þó getur verið nauðsynlegt að smíða gripefni einnig í upplausn til að sanna byggingu 

þeirra með litrófsgreiningar aðferðum.  
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Ef notast er við óleysanlegt burðarefni, eins og t.d. agarósa (Sepharósa), er nauðsynlegt að 

virkja það þannig að það beri amínóhópa, til að hvarfið við þríklóróþríazínið gangi. Þau skref 

sem eru almennt farin í gripefnasmíð á Sepharósa eru: 

1. Virkjun Sepharósans. Sepharósinn er hvarfaður við epiklóróhydrín sem skilur eftir sig 

hvarfgjarnan epoxýhóp. 

2. Breyting epoxíðs í amín. Epoxývirkjaði Sepharósinn er hvarfaður við ammóníak til að 

breyta epoxíhópunum í amínóhópa. 

3. Hvarf við þríklóróþríazín (cyanuric chloride). Amínóvirkjaði Sepharósinn er hvarfaður 

við þríklóróþríazín við 0-4°C í um 2 klst. 

4. Hvarf við fyrsta amínefnið (R1-NH2). Þrefalt yfirmagn af fyrsta amínefninu er hvarfað við 

Sepharósann við 25-40°C í um 1 sólarhring. 

5. Hvarf við annað amínefnið (R2-NH2). Fimmfalt yfirmagn af öðru amínefninu er hvarfað 

við Sepharósann við 80-100°C í um 3 sólarhringa. 

Eftir rækilega hreinsun gripefnisins með viðeigandi leysi og afjónuðu vatni er það tilbúið til 

prófunar. 
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Mynd 5: Efnahvörf í tengingu þríklóríþríazíns (cyanuric chloride) við Sepharósa eftir virkjun 

með epiklóróhydríni. R1 og R2 hóparnir eru viðeigandi amínefni sem voru hvörfuð við 

þríklóróþríazín-sameindina hverju sinni. 
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Prótein-magngreiningar: 

Við hreinsun og greiningu próteina er nauðsynlegt að geta mælt próteinstyrk lausna. Til þess 

hafa verið þróaðar margar aðferðir í gegnum tíðina, sem allar hafa sína kosti og galla. Í 

þessari rannsókn var notast við tvær aðferðir sem eru mikið notaðar til magngreininga, en þær 

eru gleypni við 280 nm og Zaman og Verwilghen afbrigðið af Bradford-aðferðinni.  

Í þessari rannsókn var hrein próteinlausn blönduð, bæði fyrir athugun á griphæfni gripefnanna 

og fyrir gerð staðalkúrvunnar fyrir báðar mæliaðferðirnar. 

Gleypni (A280): 

Gleypni við 280 nm er ein einfaldasta prótein-magngreiningaraðferðin, en hún byggir á því að 

arómatískir hliðarhópar amínósýra gleypa ljós af bylgjulengdinni 280 nm. Með því að mæla 

gleypni lausnar við þessa bylgjulengd má áætla próteinstyrk hennar (útfrá jöfnu 

staðalkúrvunnar). Í raunaðstæðum þegar notast er við sýni (t.d. bakteríurækt eða vefjaútdrátt, 

á ekki við hér), getur hlutfall arómatískra amínósýra í próteinum verið mjög mismunandi, en 

það er helsti ókostur þessarar aðferðar. Þá er nauðsynlegt að búa til staðalkúrvu með 

staðalpróteini sem hefur svipað hlutfall arómatískra amínósýra og það prótein sem verið er að 

prófa fyrir. 

Bradford-aðferð: 

Bradford-aðferð er bæði fljótvirk og næm til að áætla próteinstyrk sýna, auk þess að vera 

einföld. Hún byggir á því að amínóhópar próteina binda litarefnið Commassie Blue 

magnbundið. Afbrigði af þessari aðferð er Zaman og Verwilghen mæliaðferðin, en eini 

munurinn á henni og Bradford-aðferðinni er að Coomassie Blue G-250 litarefnið er leyst upp í 

perklórsýru í stað fosfósýru. Litunin byggist á samverkun milli anjóna Coomassie 

litunarefnisins og amínóhópa próteina. Í óbundnu formi er Coomassie lausnin rauð, en við 

bindingu þess við prótein myndast blár komplex. Gleypni lausnarinnar er mæld með 

ljósgleypni við 650 nm og er styrkur komplexins því í hlutfalli við magn próteins í lausninni. 

Kostir aðferðarinnar eru að hún er ódýr, auðveld í framkvæmd og ekki þarf að meðhöndla 

próteinið áður en það er mælt. Hún er líka næm og getur mælt próteinstyrki á mjög víðu 

styrkbili, þ.e. frá nokkrum μg/ml upp í 2-3 mg/ml. Ókostur þessarar aðferðar er sá að prótein 

innihalda hlutfallslega mismarga amínóhópa. Vanda verður því valið á staðalpróteini þannig 

að það hæfi vel fyrir próteinið sem er verið að prófa fyrir (á ekki við hér).  
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Efni og aðferðir 

Efni: 

Sepharose CL-6B var keyptur frá Sigma-Aldrich Inc. Nautgripa holo-transferrin og apo-

transferrin (98%) var keypt frá Sigma Chemical Co. Önnur efni sem voru notuð við tilraunina 

voru ýmist frá Sigma-Aldrich Inc. eða Sigma Chemical Co. 

 

Aðferðir: 

Virkjun Sepharósans: 

Sepharósinn var virkjaður með epiklóróhydríni með aðferð Porath og Fornstedt (1970). 100 

ml af Sepharósa voru þvegnir með afjónuðu vatni. Þeim var blandað út í 80 ml af 1,0 M 

NaOH lausn og blandan hrist rólega í um 1 klst. 14 ml af epiklóróhydríni var bætt út í 

lausnina og hún hrist við 30°C yfir nótt. Epoxývirkjaði Sepharósinn var þveginn vel með 

afjónuðu vatni og fjöldi epoxýhópa á hverju grammi hans mældur. 

 

Mæling á fjölda epoxýhópa á Sepharósanum: 

1 gr af epoxývirkjuðum Sepharósa var hrært út í 3 ml af 1,3 M natríumþíósúlfatlausn og 

lausnin látin standa í 30 mínútur við stofuhita. Lausnin var títruð niður að pH 7,0 með 0,1 M 

HCl, sem var bætt út í lausnina í 10 μl skömmtum. Fjöldi μl deilt með 10 sem þurfti til að 

hlutleysa lausnina jafngilti fjölda epoxýhópa á hverju grammi Sepharósans (þ.e. fjöldi μl af 

HCl/10 = fjöldi μmól epoxýhópa/g). 

 

Amínerun epoxývirkjaða Sepharósans: 

Epoxývirkjaði Sepharósinn var amíneraður með því að blanda tvöföldu yfirmagni af 

ammoníaklausn (yfir fjölda epoxýhópa) við epoxývirkjaða Sepharósann. Lausnin var hrist yfir 

nótt við 30°C. Amínóvirkjaði Sepharósinn var þveginn vel með afjónuðu vatni. Þar sem 

ammoníak var í miklu yfirmagni var áætlað að allir epoxýhópar Sepharósans hefðu amínerast.   
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Virkjun með þríklóróþríazíni: 

Amínóvirkjaði Sepharósinn var þveginn og vigtaður. Það var blandað 100 ml af afjónuðu 

vatni við Sepharósann og hann kældur í ísbaði niður að um 0°C. Fimmfalt yfirmagn (yfir 

fjölda amínóhópa) af þríklóróþríazíni var leyst upp í asetóni og kælt í ísbaði niður að um 0°C. 

Þríklóróþríazíninu var blandað við kælda Sepharósann í litlum skömmtum og hrært vel í 

lausninni á meðan. Fylgst var með sýrustigi lausnarinnar á meðan og því viðhaldið á bilinu 

pH 7,0 – 7,5. Það var gert með því að bæta 1,0 M NaOH út í lausnina eftir þörfum. Hvarfinu 

var leyft að ganga þar til sýrustig lausnarinnar var orðið tiltölulega stöðugt, eða í um 2-3 klst. 

Þríklóróþríazínvirkjaði Sepharósinn var þveginn með 300 ml skömmtum af asetón/afjónað 

vatn í hlutföllunum: 75:25, 50:50, 25:75, og að lokum vel með afjónuðu vatni. 

 

Tenging fyrra amínefnis (R1) á Sepharósann: 

Þegar amínefnið var auðleysanlegt í vatni var notað 0,1 M natríumkarbónat með pH 10,3 

bufferlausn sem leysir. Þegar amínefnið var torleyst eða ekki leysanlegt í vatni var DMF 

(dimethylformamíð) notað sem leysir. Fimmfalt yfirmagn (yfir fjölda amínóhópa) af fyrra 

amínefninu (R1) var leyst upp í viðeigandi leysi í sama rúmmáli og vegið magn af 

Sepharósanum. Lausninni með uppleysta amínefninu var blandað saman við 

þríklóróþríazínvirkjaða Sepharósann og blandan hrist við 30°C í 1 sólarhring. Sepharósinn var 

þveginn vel með viðeigandi leysi og að lokum vel með afjónuðu vatni. 

 

Tenging seinna amínefnis (R2) á Sepharósann: 

Sepharósinn með fyrra amínefnið (R1) tengt var þveginn með DMF og vegið magn sett í 

universal skrúftappaflöskur með teflon þéttingu. Fimmfalt yfirmagn af seinna amínefninu (R2) 

var leyst upp í DMF leysi og blandað í skrúftappaflöskurnar. Flöskunum var komið fyrir í 

veltigrind í ofni við 80-90°C og velt þar í 3 sólarhringa. Gætt var vel að flöskurnar lækju ekki 

og að Sepharósinn þornaði ekki upp. Sepharósinn var svo látinn kólna og þveginn vel með 

300 ml skömmtum af: DMF, DMF/afjónuðu vatni og að lokum vel með afjónuðu vatni. 

Sepharósinn var settur aftur í skrúftappaflöskurnar og blandað við sama rúmmál af 1 M 

etanólamín lausn og velt við 50°C í 1 sólarhring. Það var gert til þess að tryggja að engir 

óhvarfaðir hópar væru til staðar á þríklóróþríazíninu. Sepharósinn var þveginn mjög vel með 

afjónuðu vatni og var þá tilbúinn til prófunar. Við geymslu var hann geymdur í 20% 

etanóllausn í ískáp við 4°C til að koma í veg fyrir bakteríuvöxt í gripefninu. 
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Val amínefna og slembismíð gripefna: 

Gripefnin voru smíðuð í tveimur hlutum, í fyrri smíðinni voru 25 gripefni smíðuð og í þeirri 

seinni voru 16 gripefni smíðuð. Fyrst voru 5 amínefni valin sem höfðu mismunandi byggingu. 

Með þeim voru 25 gripefni smíðuð með slembismíðaraðferð samkvæmt 5x5 töflu (tafla 1 hér 

fyrir neðan), þ.e. öll efnin voru látin hvarfast í allar mögulegar stöður á 

þríklóróþríazínvirkjaða Sepharósanum m.t.t. hinna efnanna (engin þessara 25 gripefna voru 

nákvæmlega eins). Griphæfni þessara 25 gripefna var prófuð fyrir holo-transferríni og gerðar 

þrjár endurtekningar til samanburðar. Á milli prófanna var 0,5 M NaOH lausn keyrð í gegnum 

súlurnar til að hreinsa gripefnin almennilega. Hreinsunin hafði mikil áhrif á gripefnin þannig 

að þau misstu griphæfni sína og skemmdust. Þrátt fyrir að meira magn var til af þessum 25 

gripefnum var ákveðið í samráði við leiðbeinanda að sleppa því að prófa griphæfni þessara 

gripefna fyrir apo-transferríni. Til að koma í veg fyrir misskilning á milli fyrri og seinni 

gripefnasmíðanna voru fyrstu 5 amínefnin númeruð og þau merkt með A: 

1. T-ChOS (chitooligomer) 

2. Benzylamín 

3. 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol 

4. 3-amino-2-naphtoic acid 

5. 4,4´-diaminobibenzyl 

Tafla 1: Samröðun fyrstu 5 amínefnanna í viðeigandi stöður þríklóróþríazín-sameindarinnar 

hjá fyrstu 25 smíðuðu gripefnunum. 

A(R1/R2) 

R2 

1 2 3 4 5 

R1 

1 1. A(1/1) 2. A(1/2) 3. A(1/3) 4. A(1/4) 5. A(1/5) 

2 A(2/1)* 6. A(2/2) 7. A(2/3) 8. A(2/4) 9. A(2/5) 

3 10. A(3/1) 11. A(3/2) 12. A(3/3) 13. A(3/4) 14. A(3/5) 

4 15. A(4/1) 16. A(4/2) 17. A(4/3) 18. A(4/4) 19. A(4/5) 

5 20. A(5/1) 21. A(5/2) 22. A(5/3) 23. A(5/4) 24. A(5/5) 

*Gripefni A(2/1) tapaðist í smíðinni, svo aðeins 24 gripefni voru smíðuð í heildina. 
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Í seinni gripefnasmíðinni voru 16 gripefni smíðuð með slembismíðaraðferð samkvæmt 4x4 

töflu (tafla 2 hér fyrir neðan), eins og í fyrri smíðinni. Amínefnin nr.2A og 5A í fyrri smíðinni 

sýndu góða griphæfni fyrir holo-transferríni. Þau voru því notuð aftur í seinni 

gripefnasmíðinni, ásamt tveimur nýjum amínefnum sem voru valin útfrá því að hafa svipaða 

byggingu og eiginleika og þau. Griphæfni þessara 16 gripefna var prófuð fyrir bæði holo-

transferríni og apo-transferríni. Amínefnin 4 voru númeruð og merkt með B: 

1. 4-amino-benzamidín-dihydrochlorid 

2. Benzylamín  

3. 2-aminobiphenyl 

4. 4,4´-diaminobibenzyl 

Tafla 2: Samröðun seinni 4 amínefnanna í viðeigandi stöður þríklóróþríazín-sameindarinnar 

hjá seinni 16 smíðuðu gripefnunum. 

A(R1/R2) 

R2 

1 2 3 4 

R1 

1 1. B(1/1) 2. B(1/2) 3. B(1/3) 4. B(1/4) 

2 5. B(2/1) 6. B(2/2) 7. B(2/3) 8. B(2/4) 

3 9. B(3/1) 10. B(3/2) 11. B(3/3) 12. B(3/4) 

4 13. B(4/1) 14. B(4/2) 15. B(4/3) 16. B(4/4) 

 

Bygging allra gripefnanna er sýnd í viðauka 1. Þar sem amínefni nr.2A/2B og 5A/4B voru 

notuð aftur í seinni smíðinni eru nokkur gripefni eins, þó engin gripefni voru eins í hvorri 

smíði fyrir sig. Þótt sum efnin væru til frá fyrri smíðinni voru þau samt sem áður smíðuð aftur 

í seinni smíðinni.  
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Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferríns og apo-transferríns: 

Griphæfni smíðuðu gripefnanna var prófuð í litlum polystyrensúlum frá Pierce. Gropnir 

pólystyrendiskar voru settir efst og neðst í súlurnar til að halda vökva í gripefninu og koma 

þannig í veg fyrir að það þornaði upp eftir pökkun. 1 gr af hverju gripefni var vigtað og 

pakkað í hverja súlu. 20 mM Tris buffer með pH 7,5 (buffer A) var notaður til að pakka 

gripefnunum í súlurnar og til að jafna súlurnar eftir pökkun (stilla pH-gildi þeirra).  

Báðar próteinlausnirnar, holo-transferrín og apo-transferrín, sem voru notaðar til prófunar á 

griphæfni gripefnanna voru blandaðar í buffer A og voru með styrkinn 1 mg/ml. Fyrst var 

athugað griphæfni gripefnanna fyrir holo-transferríni og svo fyrir apo-transferríni. Þegar búið 

var að prófa griphæfni gripefnanna fyrir holo-transferríni voru þær súlur settar í 20% 

etanóllausn og geymdar í ískáp. Nýju gripefni var pakkað í nýjar súlur fyrir prófun á 

griphæfni gripefnanna fyrir apo-transferríni. Eftir pökkun og jöfnun súlanna voru eftirfarandi 

lausnir keyrðar í gegnum hverja súlu í þessari röð: 

Fyrir gripefni fyrri smíðinnar: 

1. 1 ml af próteinlausn (með styrkinn 1 mg/ml).  

2. 5 ml af skollausn (buffer A) til að skola burt öllum óbundnum efnum af súlunni.  

3. 5 ml af fyrri losunarlausninnni: 0,5 M NaCl + 20% ethylen glýkól, blandað í buffer A 

(losunarlausn 1) 

4. 5 ml af 0,5 M NaOH lausn, fyrir hreinsun gripefnisins á milli prófanna. 

Fyrir gripefni seinni smíðinnar: 

1. 1 ml af próteinlausn (með styrkinn 1 mg/ml).  

2. 5 ml af skollausn (buffer A) til að skola burt öllum óbundnum efnum af súlunni.  

3. 5 ml af fyrri losunarlausninnni: 0,5 M NaCl + 20% ethylen glýkól, blandað í buffer A 

(losunarlausn 1) 

4. 5 ml af seinni losunarlausninni: 1,0 M NaCl + 40% ethylen glýkól, blandað í buffer A 

(losunarlausn 2). 

Það var breytt um hreinsunarlausn fyrir gripefni seinni gripefnasmíðarinnar og ákveðið að 

hafa sterkari losunarlausn í staðinn (losunarlausn 2). Það var gert vegna þess að gripefnin 

skemmdust eftir keyrslu 0,5 M NaOH lausnarinnar og öll gripefnin misstu griphæfni sína. 

Það var safnað gegnumflæði hverrar lausnar frá hverri súlu í lítil merkt skammtaglös. Hver 

lausn var magnmæld með gleypni við 280 nm og með Bradford-aðferð til að athuga griphæfni 

hvers súluefnis (báðar aðferðirnar notaðar til samanburðar). 
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Prótein-magngreiningar: 

Gleypni (A280): 

Mælingarnar voru gerðar með ljósgleypnimæli. 1 ml úr hverju skammtaglasi var 

gleypnimældur við 280 nm í kvartzkúvettu.  

Bradford-aðferð: 

Það var notast við aðferð Zaman og Verwilghen (1979), en litunarlausn fékkst tilbúin frá 

Bjarna Ásgeirssyni. Litunarlausnin var búin til á eftirfarandi hátt: fyrst var blönduð 

stofnlausn, þar sem 5 gr af Coomassie Brilliant Blue G-250 var leyst upp í 100 ml af metanóli 

og 900 ml af vatni. 200 ml af stofnlausninni var blandað saman við 84 ml af perklórsýru og 

þynnt upp að 2000 ml marki. Sú lausn var látin standa yfir nótt og svo síuð. Það var sú lausn 

sem var kölluð litunarlausn og var notuð til magnmælinganna. 

Mælingarnar voru gerðar með örplötumæli. Það var sett 25 μl úr hverju skammtaglasi í 

örplötubolla og blandað við þá 275 μl af litunarlausn. Örplatan var látin standa við stofuhita í 

30 mínútur fyrir mælingu. Gleypnin var mæld við 650 nm í örplötumælinum.  

 

Staðalkúrvur fyrir báðar gleypniaðferðirnar voru gerðar. Prótein staðallausnir voru blandaðar 

með því að þynna út próteinlausnirnar yfir styrkbilið 0 – 0,4 mg/ml. Þær lausnir voru 

gleypnimældar með báðum mæliaðferðunum, með sama hætti og er lýst hér að ofan. Þannig 

var reiknað út magn hverrar lausnar útfrá jöfnu bestu línu viðeigandi staðalkúrvu 

(magngreindar með báðum gleypniaðferðum til samanburðar). Allar keyrslur og mælingar 

fóru fram við stofuhita. 

Staðalkúrvur allra mælinganna má sjá í viðauka 2. 
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Niðurstöður: 

Smíði lífherminna griphópa: 

Hér var smíðað gripefnasafn lífherminna griphópa á föstum fasa (Sepharósa) með 

slembismíðaraðferð og var notast við efnafræði eiginleika þríklóróþríazíns. Eiginleikar 

þríklóróþríazíns henta mjög vel fyrir hönnun og smíði gripefna. Töluverður munur er á 

hvarfgirni í mismunandi stöður sameindarinnar, t.d. gagnvart amínum. Þannig má raða 

mismunandi amínum að vild inn á sameindina með því að framkvæma skiptihvörfin við 

mismunandi hitastig. Þar sem efnasmíðin er framkvæmd á föstum fasa er auðvelt að skola frá 

öll umfram hvarfefni áður en næsta hvarf er framkvæmt. Saman gefa þessir eiginleikar kost á 

smíði mikils fjölda mismunandi gripefna á einfaldan og fljótlegan hátt.  

Gripefnasmíðin fór fram í tveimur hlutum, eins og greint var frá í aðferðarlýsingunni. Í fyrri 

smíðinni voru 24 gripefni smíðuð (25-1, gripefni A(2/1) tapaðist í smíðinni) og í þeirri seinni 

voru 16 gripefni smíðuð. Fyrsta skref smíðarinnar var virkjun Sepharósans þannig að hann 

bæri amínóhópa. Fyrst var Sepharósinn virkjaður með epiklóróhydríni við basískar aðstæður. 

Þannig fékkst hvarfgjarn epoxýhópur á hann, sem var svo amíneraður. Útfrá mælingu var 

fjöldi epoxýhópa í báðum smíðunum á bilinu 25-30 μmól/g Sepharósans. Notað var tvöfalt 

yfirmagn af amínóhópum yfir fjölda epoxýhópa og því gert ráð fyrir að þeir hefðu allir 

amínerast. Tenging í fyrstu stöðu þríklóróþríazín-sameindarinnar gerist við 0-4°C, svo hvarf 

þess við amínóvirkjaða Sepharósann var framkvæmt í ísbaði og því leyft að ganga við hristing 

í 2-3 klst. Það er mikilvægt að hvörfin fari fram í buffer eða lífrænum leysi sem er ekki 

kjarnsækinn. Hér var notað karbónat buffer með pH 10,3 ef amínefnin voru auðleysanleg í 

vatni, en DMF ef amínefnin voru ekki leysanleg í vatni. Fyrra amínefnið (R1) var tengt í aðra 

stöðu þríklóróþríazínsins við 30°C í 1 sólarhring. Síðasta skiptihvarfið við þríklóróþríazín-

sameindina hefur lægstu hvarfgirnina og þarf því hátt hitastig og lengstan tíma. Það er einnig 

viðkvæmasta skrefið í allri gripefnasmíðinni. Fylgst var vel með því að gripefnin þornuðu 

ekki upp í ofninum við hitunina. Hvarf seinna amínefnisins (R2) var framkvæmt í 

skrúftappaflöskum með teflon þéttingu í veltigrind í ofni. Í fyrri smíðinni var hvarfið 

framkvæmt við 90°C í 3 sólarhringa. Mikill hiti og þrýstingur varð til þess að eitt gripefnið 

tapaðist (gripefni A(2/1)) og nokkrar af flöskunum láku. Þá var einnig talið líklegt að 

gripefnin brunnu sem innihéldu T-ChOS sykruna (nr.1A) þar sem dökkbrún áferð var á þeim 

gripefnum. Þegar flöskurnar láku var sama magn hvarfefnis (þ.e. viðeigandi amínefni) leyst 

upp í viðeigandi leysi og því blandað aftur við Sepharósann í skrúftappaflöskurnar. Í seinni 

smíðinni var reynt að komast hjá þessu með því að bæta teflon þéttinguna á 

skrúftappaflöskunum og lækka hitastigið niður í 80°C í ofninum. Það gekk vel þar sem 

flöskurnar láku ekki og ekkert gripefni tapaðist. 

Lokaskref smíðanna var að hvarfa etanólamín við gripefnin við 50°C í 1 sólarhring. Það var 

gert til að tryggja að engir óhvarfaðir hópar væru til staðar á þríklóróþríazín-sameindum 

gripefnanna, sem gætu þá valdið óæskilegum hvörfum próteina við gripefnin.  
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Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferríns og apo-transferríns:  

Öllum gripefnunum sem voru smíðuð var pakkað í litlar einnota plastsúlur frá Pierce. Magn 

gripefnis í hverri súlu var 1 gr og þær jafnaðar með buffer A fyrir prófun. Prófunin á 

griphæfni gripefnanna var framkvæmd eins og lýst var í aðferðarlýsingunni og gerðar þrjár 

endurtekningar til samanburðar. Gegnumflæði allra lausnanna var safnað í lítil skammtaglös 

og gleypni þeirra mæld, bæði með Bradford aðferð og með gleypni við 280 nm. Útfrá 

viðeigandi staðalkúrvu var magn próteins í lausnunum ákvarðað. Númer gripefnanna á 

myndum 6-11 kemur fram í töflum 1 og 2 á bls. 13 og 14. 

Fyrst voru öll 24 gripefnin prófuð fyrir holo-transferrín bindingu. Á milli prófana var keyrt 

0,5 M NaOH lausn í gegnum súlurnar til að hreinsa gripefnin. Hreinsunin hafði mikil áhrif á 

gripefnin þannig að þau misstu griphæfni sína og skemmdust. 

Myndir 6 og 7 sýna niðurstöður skimunar fyrir bindingu holo-transferríns við 24 gripefnin. 

Gildin á myndunum eru einungis niðurstöður fyrstu prófunarinnar, þar sem hinar tvær sýndu 

litla sem enga griphæfni hjá gripefnunum og voru ekki í samræmi við raunverulegt magn 

próteins sem var sett á súlurnar. 

 

 

Mynd 6: Skimun 24 gripefna fyrri gripefnasmíðinnar fyrir bindingu holo-transferríns með 

Bradford-aðferð. 
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Mynd 7: Skimun 24 gripefna fyrri gripefnasmíðinnar fyrir bindingu holo-transferríns með 

gleypni við 280 nm. 

Þrátt fyrir að meira magn var til af þessum 24 gripefnum var ákveðið í samráði við 

leiðbeinanda að sleppa endurpökkun þeirra á súlur til að athuga griphæfni þeirra fyrir apo-

transferríni.  

 

Niðurstöður í griphæfni fyrri 24 gripefnanna sýndu að amínefnin nr. 2A og 5A höfðu góða 

griphæfni fyrir holo-transferrín. Þau voru benzylamín (nr.2A) og 4,4´-diaminobibenzyl 

(nr.5A). Þau voru notuð aftur í seinni smíðinni, ásamt tveimur nýjum amínefnum sem voru 

valin útfrá því að hafa svipaða byggingu og eiginleika og þau. Þannig var reynt að aðlaga 

byggingu og eiginleika griphópanna til að fá fram bestu mögulegu byggingu griphópanna. Í 

seinni gripefnasmíðinni voru 16 gripefni smíðuð og þau prófuð bæði fyrir holo-transferríni og 

apo-transferríni, eins og var lýst í aðferðarlýsingunni.  

 

Fyrst voru öll 16 gripefnin prófuð fyrir holo-transferrín bindingu. Hér var önnur losunarlausn 

(losunarlausn 2) notuð á milli prófana í stað 0,5 M NaOH hreinsunarlausnarinnar. Sú 

losunarlausn innihélt tvöfaldan saltstyrk og magn ethylen glýkóls miðað við fyrri 

losunarlausnina (losunarlausn 1).  
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Myndir 8 og 9 sýna niðurstöður skimunar fyrir bindingu holo-transferríns við gripefnin 16. 

Gildin á myndunum eru meðaltal þeirra þriggja endurtekninga sem voru gerðar. 

 

Mynd 8: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmíðinnar fyrir bindingu holo-transferríns með 

Bradford aðferð. 

 

 

Mynd 9: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmíðinnar fyrir bindingu holo-transferríns með 

gleypni við 280 nm. 
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Niðurstöðurnar sýna hvernig amínefnin nr. 2B (2A) og 4B (5A) sýna ennþá bestu 

griphæfnina. Það vakti athygli að þrátt fyrir að sum gripefnin væru alveg eins og gripefni fyrri 

smíðarinnar, þá sýndu gripefni seinni smíðarinnar töluvert betri bindingu heldur en þau úr 

fyrri smíðinni. Útfrá því var ályktað að aukin teflon þétting og lægra hitastig við hvarf seinna 

amínefnisins í þriðju stöðu þríklóróþríazín-sameindina á Sepharósanum hefði haft góð áhrif á 

seinni gripefnasmíðina.  

 

Griphæfni gripefnanna 16 fyrir apo-transferríni var að lokum prófuð. Myndir 10 og 11 sýna 

niðurstöður skimunar fyrir bindingu apo-transferríns við gripefnin. Gildin á myndunum eru 

meðaltal þeirra þriggja endurtekninga sem voru framkvæmdar. 

 

 

Mynd 10: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmíðinnar fyrir bindingu apo-transferríns með 

Bradford aðferð. 
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Mynd 11: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmíðinnar fyrir bindingu apo-transferríns með 

gleypni við 280 nm. 

 

Við samanburð á griphæfni 16 gripefnanna fyrir holo-transferríni og apo-transferríni má sjá 

að gripefni sem hafa griphæfni fyrir holo-transferrín hafa einnig griphæfni fyrir apo-

transferrín. Einnig var griphæfni gripefnanna almennt betri fyrir apo-transferrín heldur en 

fyrir holo-transferrín. 

Töflur með öllum mældum gildum má sjá í viðauka 3.  

 

Við samanburð á niðurstöðum magngreiningaraðferðanna (á milli Bradford-aðferðar og 

gleypni við 280 nm) má sjá að niðurstöðurnar eru í öllum tilfellum mjög svipaðar. Almennt 

sýnir þó gleypni við 280 nm örlítið meira magn próteins í lausnunum miðað við Bradford 

aðferðina. Hér var notast við hreina próteinlausn, bæði til að búa til staðalkúrvurnar og fyrir 

prófun á griphæfni allra gripefnanna, sem gæti útskýrt hversu nákvæmar báðar aðferðirnar 

eru.  

Staðalkúrvur  allra mælinganna má sjá í viðauka 2. 
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Ályktanir: 

Í þessari rannsókn var markmiðið að hanna og smíða allnokkurn fjölda lífherminna gripefna 

með slembismíðaraðferð og kanna griphæfni þeirra fyrir holo-transferrín og apo-transferrín. 

Gripefnin 40 sýndu mismikla bindigetu fyrir holo-transferrín og apo-transferrín. Bindigeta 

gripefnis var yfirleitt svipuð fyrir holo-transferrín og apo-transferrín, þ.e. gripefni sem batt 

holo-transferrín batt líka apo-transferrín. Að auki var bindigeta gripefnanna almennt betri við 

apo-transferrín heldur en við holo-transferrín. 

Niðurstöður skimunar á gripefnum frá fyrri smíðinni sýndu að almennt var bindingin góð við 

gripefni sem innihéldu amínefnin nr. 2A og 5A. Þau voru benzylamín (2A og 2B) og 4,4´-

diaminobibenzyl (5A og 4B). Þau voru þá notuð aftur í seinni smíðinni og reynt að aðlaga 

byggingu griphópanna með því að velja tvö ný amínefni sem höfðu svipaða byggingu og 

eiginleika og þau. Niðurstöður skimunar á gripefnum seinni smíðinnar sýndu að þessi tvö 

amínefni höfðu ennþá bestu griphæfnina, bæði fyrir holo-transferrín og fyrir apo-transferrín. 

Þær niðurstöður sýndu einnig að gripefnin höfðu betri bindigetu ef miðað var við gripefni 

fyrri smíðinnar, þrátt fyrir að sum þeirra væru alveg eins. Útfrá því var ályktað að 

gripefnasmíðin með lækkuðu hitastigi og bættri teflon þéttingu hefði haft góð áhrif á seinni 

gripefnasmíðina (þegar seinna amínefnið var hvarfað í þriðju stöðu þríklóróþríazínsins á 

Sepharósanum). Einnig sýndu amínefnin sem voru notuð í seinni smíðinni betri griphæfni 

fyrir holo-transferrín og apo-transferrín miðað við amínefnin sem voru notuð í fyrri smíðinni.  

Mesta bindirýmd sem fékkst fyrir holo-transferrín og apo-transferrín var frá gripefnunum 

B(4/1), B(4/3) og B(4/4), en einnig sýndu B(2/1) og B(2/4) góða bindirýmd. 

Þar sem smíðin fóru fram með slembismíð (samkvæmt 4x4 og 5x5 töflum) voru amínefnin á 

víxl ýmist í annarri eða þriðju stöðu (amínefni R1 eða R2) þríklóróþríazínsins á 

Sepharósanum. Það þótti athyglisvert að stundum komu mismunandi niðurstöður út, t.d. hjá 

gripefnunum B(2/1) og B(1/2), þrátt fyrir að þau innihéldu sömu amínefnin. Útfrá því var 

ályktað að staða amínefnanna á þríklóróþríazín sameindinni skipti stundum máli (ekki alltaf 

þó).  

Útfrá niðurstöðum þessarar rannsóknar væri hægt að stíga ýmis skref. Næsta skref þessarar 

rannsóknar gæti verið að stækka griphópasafnið enn frekar og kanna bindigetu annarra 

amínefna gagnvart transferríni, eða athuga bindigetu þessara gripefna gagnvart fleiri 

próteinum. Þá væri forvitnilegt að kanna betur við hvaða styrk losunarlausnar próteinin losna 

af gripefnunum. Þá væri jafnvel hægt að kanna hvort möguleiki væri á því að aðgreina holo-

transferrín og apo-transferrín sömu lausnar útfrá því að þau losni við mismunandi styrk 

losunarlausnarinnar. Það væri hægt t.d. með því að keyra losunarlausnina í gegnum súluna 

með styrkhallanda og finna nákvæmlega við hvaða styrk þau losna. Þá væri einnig hægt að 

þaulprófa efnileg bindiefni fyrir transferríni á stærri súlum með raunverulegu sýni, þ.e. 

bakteríurækt eða vefjaútdrætti. 
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Viðauki 1: Bygging gripefnanna 

24 gripefnin sem voru smíðuð í fyrri gripefnasmíðinni útfrá töflu 1. 
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Mynd V1-1: Bygging 24 gripefna fyrri gripefnasmíðinnar. 

 

16 gripefnin sem voru smíðuð í seinni gripefnasmíðinni útfrá töflu 2. 

 

NH

NH

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

B(1/1) B(1/2) B(1/3)

B(1/4) B(2/1) B(2/2)

NH

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH2

 



28 

 

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH2

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

B(2/3)

NH

NH

O

NH

OH

N

NN

B(2/4) B(3/1)

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

NH

NH2

B(3/2)

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

B(3/3)

NH

O

NH

OH

N

NN

NH

B(3/4)

B(4/1)

NH

O

NH

OH

N

NN

NH2

NH

NH

NH2

NH

O

NH

OH

N

NN

NH2

NH

NH

O

NH

OH

N

NN

NH2

NH

NH

O

NH

OH

N

NN

NH2

NH

NH2

B(4/2)

B(4/3) B(4/4)

 

Mynd V1-2: Bygging 16 gripefna seinni gripefnasmíðinnar. 
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Viðauki 2: Staðalkúrvur  

Það voru blandaðar nokkrar próteinlausnir á styrkbilinu 0-0,4 mg/ml og þær gleypnimældar 

með viðeigandi gleypniaðferð. Hver lausn var blönduð þrisvar sinnum og punktarnir á 

myndunum sýna meðaltal þeirra. 

  

24 gripefni frá fyrri gripefnasmíðinni: 

Myndir V2-1 og V2-2 sýna staðalkúrvur sem voru notaðar til að ákvarða magn holo-

transferríns í skammtaglösunum frá 24 gripefnum fyrri gripefnasmíðinnar. 

 

Mynd V2-1: Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns frá 24 gripefnum fyrri 

smíðinnar með Bradford aðferð. Jafna bestu línu var: y = 1,2066x og R
2
 = 0,9955. 

 

 

Mynd V2-2: Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns frá 24 gripefnum fyrri 

smíðinnar með gleypni við 280 nm. Jafna bestu línu var: y = 1,2325x og R
2
 = 0,9971. 
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16 gripefni frá seinni gripefnasmíðinni: 

Myndir V2-3 og V2-4 sýna staðalkúrvur sem voru notaðar til að ákvarða magn holo-

transferríns í skammtaglösunum frá 16 gripefnum seinni gripefnasmíðinnar. 

 

 

Mynd V2-3: Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns frá 16 gripefnum seinni 

smíðinnar með Bradford aðferð. Jafna bestu línu var: y = 1,2412x og R
2
 = 0,9933.  

 

 

 

Mynd V2-4: Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns frá 16 gripefnum seinni 

smíðinnar með gleypni við 280 nm. Jafna bestu línu var: y = 1,1712x og R
2
 = 0,9996. 
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Myndir V2-5 og V2-6 sýna staðalkúrvur sem voru notaðar til að ákvarða magn apo-

transferríns í skammtaglösunum frá 16 gripefnum seinni gripefnasmíðinnar. 

 

 

Mynd V2-5: Staðalkúrva fyrir magngreiningu apo-transferríns frá 16 gripefnum seinni 

smíðinnar með Bradford aðferð. Jafna bestu línu var: y = 1,3397x og R
2
 = 0,9987. 

 

 

Mynd V2-6: Staðalkúrva fyrir magngreiningu apo-transferríns frá 16 gripefnum seinni 

smíðinnar með gleypni við 280 nm. Jafna bestu línu var: y = 1,139x og R
2
 = 0,9993. 
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Viðauki 3: Skimun – Töflur með niðurstöðum 

magngreiningar. 

Töflur V3-1 til V3-6 sýna niðurstöður magngreiningar allra gripefnanna með báðum 

gleypniaðferðunum. Fyrir prófun á bindigetu gripefnanna var keyrt í gegnum hverja súlu: 1 

ml af próteinlausn (G), 5 ml af skollausn (S), 5 ml af losunarlausn 1 (L2) og 5 ml af 

losunarlausn 2 (L2, einungis keyrð í gegnum síðari 16 gripefnin). Gegnumflæði hverrar 

lausnar var safnað í skammtaglas og þau öll magngreind með báðum gleypniaðferðunum, 

Bradford-aðferð og gleypni við 280 nm. Það voru framkvæmdar 3 endurtekningar á griphæfni 

gripefnanna og gildin í töflunum eru meðaltal þeirra.  

 

Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 24 gripefnum sem voru smíðuð í fyrri 

gripefnasmíðinni (A).  

 

Tafla V3-1: Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 24 gripefnum fyrri smíðinnar 

með Bradford-aðferð. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

  1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 2,2 2,3 2,4 2,5 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 4,1 4,2 4,3 4,4 4,5 5,1 5,2 5,3 5,4 5,5 

G (1 ml) 174 41 53 161 59 22 14 13 12 133 8 47 16 6 148 42 138 190 122 114 16 5 22 7 

S (5 ml) 833 870 928 841 849 468 514 535 348 1024 1007 1057 733 622 787 667 825 680 481 949 659 854 750 564 

L1(5 ml) 0 29 0 54 112 157 108 249 249 0 0 25 58 133 54 21 112 37 54 21 149 83 91 162 

Samtals: 1007 941 981 1056 1020 648 636 796 609 1156 1015 1129 807 760 989 730 1074 907 656 1083 824 941 863 733 

 

Tafla V3-2: Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 24 gripefnum fyrri smíðinnar 

með gleypni við 280 nm. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

  1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 2,2 2,3 2,4 2,5 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 4,1 4,2 4,3 4,4 4,5 5,1 5,2 5,3 5,4 5,5 

G (1 ml) 165 41 47 136 47 62 71 78 59 137 47 65 49 49 208 139 142 171 122 171 77 83 91 81 

S (5 ml) 779 852 763 726 706 600 621 604 519 763 690 645 540 471 775 645 682 609 767 864 694 832 767 621 

L1 (5 ml) 24 53 4 81 138 118 110 174 203 8 16 37 53 166 41 12 118 73 45 8 110 69 89 142 

Samtals: 968 946 814 944 891 780 802 857 781 908 753 746 642 686 1023 796 941 853 933 1043 880 983 947 844 
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Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 16 gripefnum sem voru smíðuð í seinni 

gripefnasmíðinni (B).  

 

Tafla V3-3: Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 16 gripefnum seinni smíðinnar 

með Bradford-aðferð. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

 

1,1 1,2 1,3 1,4 2,1 2,2 2,3 2,4 3,1 3,2 3,3 3,4 4,1 4,2 4,3 4,4 

G (1 ml) 206 191 50 124 91 5 18 30 71 11 176 49 118 0 45 17 

S (5 ml) 872 822 978 656 637 612 525 498 955 999 932 878 669 792 596 599 

L1 (5 ml) 4 46 9 60 92 43 38 77 16 30 18 84 58 53 70 96 

L2 (5ml) 43 55 31 191 204 162 206 263 34 65 47 114 204 130 254 238 

L1+L2 47 101 41 250 296 206 244 340 50 95 65 198 263 183 325 334 

Samtals: 1126 1115 1068 1030 1023 823 786 867 1077 1105 1173 1125 1050 975 966 950 

 

 

Tafla V3-4: Niðurstöður skimunar fyrir holo-transferrín hjá 16 gripefnum seinni smíðinnar 

með gleypni við 280 nm. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

 

1,1 1,2 1,3 1,4 2,1 2,2 2,3 2,4 3,1 3,2 3,3 3,4 4,1 4,2 4,3 4,4 

G (1 ml) 215 205 52 116 85 13 22 34 79 15 163 51 116 13 48 20 

S (5 ml) 801 731 905 538 555 546 460 425 865 852 731 753 603 717 525 521 

L1 (5 ml) 54 73 37 63 84 81 68 78 53 71 57 83 78 94 111 102 

L2 (5ml) 14 111 16 142 175 157 148 199 51 80 26 102 168 138 235 249 

L1+L2 68 184 53 205 259 238 216 277 104 151 83 185 246 232 346 351 

Samtals: 1085 1120 1010 859 899 797 698 737 1048 1018 976 988 966 962 919 893 
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Niðurstöður skimunar fyrir apo-transferrín hjá 16 gripefnum sem voru smíðuð í seinni 

gripefnasmíðinni (B). 

 

 Tafla V3-5: Niðurstöður skimunar fyrir apo-transferrín hjá 16 gripefnum seinni smíðinnar 

með Bradford-aðferð. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

 

1,1 1,2 1,3 1,4 2,1 2,2 2,3 2,4 3,1 3,2 3,3 3,4 4,1 4,2 4,3 4,4 

G (1 ml) 59 32 21 6 18 3 8 5 24 13 38 24 40 8 8 21 

S (5 ml) 945 773 974 348 331 373 234 243 977 909 840 734 204 475 127 122 

L1 (5 ml) 21 133 12 164 138 134 190 124 24 52 77 122 233 174 205 244 

L2 (5ml) 26 109 26 315 267 289 379 353 39 71 51 165 434 233 393 412 

L1+L2 47 243 39 479 406 423 570 478 62 123 128 287 667 407 598 656 

Samtals: 1052 1047 1034 833 755 799 811 726 1062 1045 1006 1046 911 890 733 798 

 

 

Tafla V3-6: Niðurstöður skimunar fyrir apo-transferrín hjá 16 gripefnum seinni smíðinnar 

með gleypni við 280 nm. Reiknað magn próteins (μg) í gegnumflæði hverrar lausnar. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

 

1,1 1,2 1,3 1,4 2,1 2,2 2,3 2,4 3,1 3,2 3,3 3,4 4,1 4,2 4,3 4,4 

G (1 ml) 61 35 16 29 15 4 1 2 18 6 31 3 50 5 9 10 

S (5 ml) 954 768 909 351 266 282 151 82 919 790 758 708 279 380 123 73 

L1 (5 ml) 22 161 34 167 138 155 190 116 63 98 101 157 240 176 181 186 

L2 (5ml) 10 111 4 337 306 307 376 338 18 41 54 164 477 281 442 451 

L1+L2 32 272 38 503 443 462 566 454 80 139 155 320 717 457 623 637 

Samtals: 1047 1075 963 883 724 749 718 537 1017 935 944 1032 1047 842 756 720 

 

 

 


