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Utdrattur

Transferrin er verdmeett protein Gr blodi. | dag er vontun & einfaldri en godri
framleiosluadferd pess. Griptaekni er teekni til hreinvinnslu préteina og hefur verid nytt i
vaxandi meli med sivaxandi vinnslu fjolda proteina. Griptekni bydur oft upp & mikla
einfoldun i hreinvinnsluferli proteina og gerir pau pannig hagkvemari, par sem
vinnsluskrefum hreinvinnsluferilsins faekkar. | pessu verkefni var beitt slembismidaradferd
til ad hanna og smida 40 lihermi griphopa. Griphafni peirra var préfud med hreinum
préteinlausnum af holo-transferrini og apo-transferrini. Gripefnasmidin for fram a fostum
fasa (SepharGésa) og var notast vid efnafredi eiginleika priklordpriazins. Fyrir
magngreiningu lausnanna var notast vid tvennskonar meliadferdir, Bradford-adferd og
gleypni vid 280 nm. Aminefni gripefnanna sem syndu mestu bindigetu fyrir transferrin
voru 4,4"-diaminobibenzyl (5A og 4B) og benzylamin (2A og 2B), en einnig syndi 4-
amino- benzamidin ageta bindigetu. Almennt gilti ad pau gripefni sem héfou bindigetu
fyrir holo-transferrini hofou einnig bindigetu fyrir apo-transferrini. Ad auki var bindigeta
gripefnanna almennt betri vid apo-transferrin heldur en vid holo-transferrin.
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Inngangur:

Transferrin:

Transferrin er glykoprétein med molmassa um 80 kDa og er nymyndad i lifrinni. Hlutverk
pess er ad bindast jarni i blodinu og flytja pad inn i frumur, en hver transferrin sameind getur
bundist tveimur prigildum jarnjénum (Fe**). begar transferrin er bundid jarni kallast pad holo-
transferrin, en annars kallast pad apo-transferrin. Tenging jarns vid transferrin er kroftug en er
b6 afturkraef. Saekni transferrins i jarn er mjog mikil, eda um 10% M vid pH 7,4 en minnkar
hratt med leekkandi syrustigi (pH-gildi). Holo-transferrin binst vidtaka sinum sem er stadsettur
a yfirbordi frumna. Transferrin-vidtaka komplexinn flyst inn i frumuna i bl6drung med
innfrumun (endocytosis). Blédrungurinn sarnar inni i frumunni nidur i pH 5,5. bessar slru
adstedur leida til pess ad transferrinid sleppir jarninu. Transferrin-vidtaka komplexinn er pa
fluttur aftur & yfirbord frumunnar, par sem hlutlausa pH-gildi blodsins verdur til pess ad
vidtakinn sleppir apo-transferrininu aftur frjalsu i bl6did.

Transferrin flokkast sem o+p protein, en pad er samsett ur a-helixum og B-flétum sem mynda
2 hneppi (domains), N-enda og C-enda hneppi. Hneppin binda hvort um sig eina prigilda
jarnjon, en pau innihalda samsvarandi amindsyruradir sem mynda bindiset jarnsins. bad eru
fjorar amindsyrur sem mynda einna helst tengslin vid jarnid: tveer tyrosin, ein aspartat og ein
histidin. Auk peirra taka fleiri amindsyrur péatt i bindingunni og veita byggingunni einnig
aukinn stodugleika.

Mynd 1: Transferrin sameind. Vinstra Mynd 2: Bindiset transferrins. Synir
megin (fj6lubla) er N-enda hneppid i apo- amindsyrurnar sem taka patt i bindingu
transferrin formi, p.e. 6bundid. Heagra jarnsins vid transferrin sameindina.

megin (raud) er C-enda hneppid i holo-
transferrin formi, p.e. bundid jarni.



Sameindakennsl:

Sameindakennsl (molecular recognition) eru sértek tengsl milli tveggja eda fleiri sameinda
med veikum 6samgildum hrifum, t.d. vetnistengjum, vatnsfalnihrifum, van der Waals hrifum
eda jonahrifum. Styrkur slikra tenginga byggist a pvi ad morg veik hrif geta unnid saman og
myndad sterka heild. Slik tengsl eru grundvallareiginleiki lifefna innan frumna, t.d. DNA-
DNA, DNA-RNA, prétein-protein, ensim-hvarfefni og motefni-moétefnisvaki. bar sem
sameindakennsl geta verid mjog sértek pa hefur reynst gagnlegt ad hagnyta pau vid
sundurgreiningu efna. Fjolmargar adferdir hafa wverid préadar sem byggja a
sameindakennslum sem eru notadar i lifefnafreedi og 6drum skyldum greinum. Ein peirra
adferda er griptekni, en han var fyrst kynnt arid 1968 af Meir Wilchek, Pedro Cuatrecasas og
Christian B. Anfinsen.

Gripteekni:

Griptekni (affinity chromatography) er oft lyst sem einni af 6flugustu adferdunum til
hreinvinnslu og greiningu préteina. Adferdin byggir a pvi ad sérteek en afturkref hrif verda &
milli viokomandi griphops (ligand) og pess préteins sem 6skad er eftir ad hreinsa ar tilteknu
syni (t.d. bakteriureekt eda vefjadtdrattur).

Hlutar gripefnis eru burdarefni, griphdpur og millistykki (ef pess er porf, pad er ekki
naudsynlegt). Algengast er ad griphopurinn sé kyrrsettur med samgildum tengjum &
Oleysanlegu burdarefni pokkudu i stlu. Millistykki er notad ef hetta er & ad protein bindist
ekki griphdpunum vegna steriskrar hindrunar, t.d. ef griph6purinn er of litill. Pad er mikilveegt
ad allir hlutar gripefnisins poli paer adsteedur sem eru i hreinvinnsluferlinu og tengingin & milli
beirra sé sterk. Ef tengslin rofna fra burdarefninu, pa skolast griphdpurinn at i proteinlausnina
sem er verid ad hreinvinna og mengar hana.

[ dag er mikid Grval burdarefna (matrix) til en val pess fer ad mestu eftir eiginleikum pess.
pad fer eftir edli tilraunarinnar hvada eiginleikar eru akjésanlegastir hverju sinni, t.d. hvort
gripefninu sé pakkad i stlu, eda hvort pad sé fest a himnu eda plastefni. Almennt naudsynlegir
eiginleikar burdarefnis eru ad pad sé stddugt og sterkt, hafi mikid yfirbord og sé 6leysanlegt.
pPa er oft @skilegt ad pad hafi gdéda rymd, sé audpakkanlegt i sulu og hafi gdda
gegnumflaediseiginleika. Einnig skiptir miklu mali ad pad sé 6dyrt, adgengilegt & markadi og
baegilegt i notkun. Agar6si er mest notada burdarefnid (Sephar6si eru hlaupkorn bain til ar
agardsa), en ymiskonar 6nnur efni geta einnig verid notud, eins og t.d. selluldsi, dextran og
akrylamid, plastefni, himnur og glerfilmur.

Stundum er naudsynlegt ad hafa millistykki & milli burdarefnisins og griphopsins, t.d. ef
griphépurinn er litill eda ef bindistadurinn & proteininu er djupt grafinn. Millistykki er
kolefniskedja sem audveldar tengingu vid proteinid ef heatta er a steriskri hindrun sem kemur i
veg fyrir bindingu. Millistykkid ma po hvorki vera of langt né of stutt. Sé millistykki of stutt
getur proteinid ennpd att i erfidleikum med ad tengjast griphop vegna steriskrar hindrunar. Sé
millistykki of langt getur pad fleekst eda bundid sjalfsteett onnur efni Ur syninu en pad sem
Oskad er eftir, t.d. vegna vatnsfeelnihrifa kolefniskedjunnar (6sértek binding).



Griphopar eru valdir i samraemi vid byggingu og eiginleika bindisets pess proteins sem er
verid ad hreinsa. Hlutverk griphdps er ad hafa saekni i pad protein sem 6skad er eftir ar syninu
0g ad bhindast pvi sérteekt. P4 er naudsynlegt ad hafa umhverfi sulunnar pannig ad binding
préteinsins vid griphopinn sé sem best. bad er gert med pvi ad blanda syninu i videigandi
bufferlausn med stillt syrustig og saltstyrk. pad er mikilveegt ad bindingin sé hefilega mikil,
b.e. htin sé ekki of laus en ekki of fost. Hafilegur bindifasti griphdps er & bilinu 103- 10° M™.
Sé binding of laus er hetta & ad préteinid missi tengslin vid griphopinn og tapist vid skolun
sulunnar. Sé binding aftur a moti of fost er heetta a pvi ad proteinid skemmist vid losunina og
missi virknina. Losun af slu verdur erfidari eftir pvi sem bindingin er fastari og samfara pvi
eykst heettan & tapi virkra proteineininga vid losunina.

Almennt eru fjogur skref i tilraunum sem notast vid griptaekni i sGlum:

1. Syni sett & stluna.

2. Sérhzft asog a sér stad.

3. Obundnum efnum er skolad burt med skollausn.

4. Bundin efni eru losud af stlunni med losunarlausn.

Synid sem er verid ad hreinsa er keyrt i gegnum suluna eftir ad han hefur verid jofnud med
videigandi bufferlausn. ba skiptir mali ad gripefnid hafi naegilega bindirymd (capacity). Til ad
tryggja ad sérhaeft asog geti att sér stad skiptir mali ad hafa tiltdlulega haegan fledihrada i
gegnum suluna, asamt pvi ad hafa umhverfisadsteedur i samraemi vid pad protein sem er verid
ad hreinsa Ur syninu. Sulan er naest skolud med nokkrum sulurimmalum af skollausn (sem er
videigandi bufferlausn fyrir préteinid). Skollausn hefur ekki &hrif & bindingu préteinsins vid
griphdpinn. Hun skolar burt 6llu pvi sem binst ekki vid gripefnid i stlunni. I lokin er
losunarlausn keyrd i gegnum suluna, en hdn losar préteinid fra griphdpnum og skolar pvi Gt.
pad er haegt ad fara nokkrar leidir pegar protein er losad fra griphdp, en paer adferdir felast
allar i pvi ad breyta umhverfisadsteedum sulunnar pannig ad proteinid og griphdpurinn missi
tengslin sin a milli. Losunaradferdirnar eru t.d. breytt syrustig (pH), saltstyrkur, notkun
afmyndara og/eda ethylen glykols. Losunaradferd er valin med pad i huga ad halda préteininu
sem mest & virku formi. Pad er askilegra og oft ndg ad nota aukinn saltstyrk og/eda ethylen
glykdl i losunarlausninni. Fastari binding krefst hinsvegar dramatiskari breytinga i
umhverfisadsteedum sem fela yfirleitt i sér timabundna afmyndun préteinsins. pa er t.d. notast
vid breytt syrustig eda notkun afmyndara (t.d. urea eda guanidinium Klorid). Pegar
losunaradferdo med afmyndun préteina er farin er naudsynlegt ad breyta adsteedum til baka
eftir losunina til ad proteinin geti svipmétast aftur, t.d. syrustigi breytt til baka eda afmyndari
fjarleegour. Afmyndun préteina hefur i for med sér meiri aheettu i tapi & virkum
préteineiningum, par sem sum proéteinin na ekki réttu svipmati aftur eftir afmyndunina. bess
vegna er notkun aukins saltstyrks og/eda ethylen glykols talin vera betri kostur sem
losunaradferd heldur en breytt syrustig eda notkun afmyndara.
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Mynd 3: Skyringarmynd af gripteekni ferlinu.

I kerfi eins og pessu mun einungis proteinid sem binst vid gripefnid haldast & stlunni, en oll
onnur efni sem eru i syninu munu renna i gegnum stluna og skolast ut med skollausninni.
Gegnumfleadi allra lausnanna er safnad i litil skammtaglos eftir keyrsluna i gegnum suluna.
pannig ma audveldlega adgreina onnur efni synisins fra proteininu sem dskad er eftir ad fa
hreinsad. P4 gildir ad pvi sérteekari sem tengsl videigandi proteins vid griphdp eru, pvi betri
verdur hreinsunin. Med gripteekni méa pannig einfalda hreinvinnsluferli préteina verulega og
gera pau hagkveemari, par sem vinnsluskrefum (unit operations) hreinsunarferilsins faekkar.
Petta 4 pd bara vid ef heppilegur griphdpur fyrir proteinid liggur fyrir og ef haegt er ad skala
allt ferlio upp i idnadarframleidslu, en pad a alls ekki vid i 6llum tilfellum.

Notkun lifherminna griphdpa i stad natturulegra griphdpa:

Natturuleg efni med sérhaefda gripgetu gagnvart tilteknum préteinum hafa verid notud sem
griphdpar til hreinvinnslu proéteina. Stundum eru slikir griphdpar fjarri pvi ad vera hentugir,
t.d. vegna pess ad peir hafa litla bindirymd, eru 6stédugir og ad auki eru peir oft mjog dyrir.
Fyrir tilviljun uppg6tvadist ad akvedid gervilitunarefni bast akvednu ensimi med nokkud
sérhaefoum heetti. Gervilitunarefni voru buin til Gtfra efnafraedi priklordpriazins (cyanuric
chloride) og voru fyrst tekin i notkun i textilidnadi & sjotta aratugnum. Kostir peirra voru ad
pau bundust fastar vid vefpraedi en eldri litunarefni & peim tima. Eftir pvi sem tilraunum
fjolgadi vard smam saman ljost ad griphopur purfti ekki ad vera af nattarulegum toga eda
tengjast préteini um natturulegt bindiset, svo framarlega sem bindifastinn var af hefilegri
steerd og sameindakennslin voru nagilega sérteek. bad leiddi til pess ad menn foru ad hanna
og smida lifhermi griphdpa, en pa er reynt ad smida griphopa sem likja eftir nattarulegum
griphdp tiltekins proteins, s.s. peptioi, hvarfefni eda hindra. Einn helsti kostur lifherminna
griphdpa fram yfir nattarulega griphdpa er sa ad peir eru efnafreedilega stodugari, p.e. peir
pola mun betur erfidar adsteedur sem eru oft dumflyjanlegar i hreinsun gripefna. Slik hénnun
krefst hinsvegar pess ad prividdarbygging proéteinsins sé pekkt og ad hugmyndir um hvernig
tenging vid bindiset tiltekins proteins sé. pa er gripefni smidad sem inniheldur svipada
efnahdpa og pa sem néttarulega gripefnid inniheldur. Viokomandi protein er pa liklegt til ad
tengjast lithermi griphépnum & svipadan hatt og pad tengist nattarulega gripefninu.



Med slembismid (combinatorial synthesis) er reynt ad adlaga griphop til ad fa fram bestu
byggingu gripefnisins hverju sinni. Slembismid gengur pannig fyrir sig ad tiltdlulega fa en
nokkud lik hvarfefni eru valin og samtengd 4 alla mogulega mata. A pann mata faest fram
mikill fjoldi mismunandi gripefna til préfunar. Pannig mé finna Ut & stuttum tima hvort
tiltekinn griphopur bindur vidkomandi protein eda ekki og ef svo er, hversu audvelt sé ad losa
préteinid af gripefninu. Ef nidurstdédur eru neikvaedar er honnunin endurtekin og endurbeett og
nyir griphdpar smidadir. Séu nidurstddur jakveedar eru peir hopar valdir sem syna bestu
griphafnina, peir smidadir i meira magni og paulpréfadir & steerri stlum.

Efnafreedi prikloropriazins:

A mynd 4 ma sja prikl6rdpriazin-sameindina. Efnafraedi eiginleikar hennar henta mjog vel til
hénnunar og smidi lifherminna gripefna. HUn hefur 6 atdbma aromatiskan heteréhring sem er
ar premur kolefnisatomum og premur nituratomum.

Cl

P

Mynd 4: priklorépriazin-sameindin (cyanuric chloride).

Hvarfgirni sameindarinnar liggur i pvi ad klératom er tengt vid hvert kolefnisatom hringsins,
sem gerir kolefnisatomin vidkvem fyrir kjarnsekinni &rés, t.d. af halfu amina. Kostur
prikloropriazins fyrir efnasmid liggur m.a. i pvi ad téluverdur munur i hvarfgirni er & milli
skiptihvarfanna. Hvarf i fyrstu stédu gerist vid um 0-4°C, i adra stddu vid um 25-40°C og i
prigju stéou vid um 80-100°C. Pannig ma rada aminunum ad vild i hverja stodu
sameindarinnar med pvi ad framkvaema hvorfin vid mismunandi hitastig.

Almenn adferdafraedi vid smidi griphdpa a fostum fasa:

Notkun 6leysanlegs burdarefnis (fastur fasi) er géour kostur fyrir smidi griphdpa. bad
audveldar smidina mikid, par sem pa er audvelt ad hreinsa burt 6l umfram hvarfefni og
millistigsefni sem eru til stadar eftir hvert hvarf adur en nasta hvarf er framkvaemt. bad sparar
baedi tima, vinnu og erfidi. | upplausn parf ad hreinsa 61l umfram hvarfefni og millistigsefni
reekilega Ur lausninni. bad getur kostad mikinn tima og vinnu og getur auk pess verid mjog
erfitt. P& getur verid naudsynlegt ad smida gripefni einnig i upplausn til ad sanna byggingu
peirra med litrofsgreiningar adferdum.



Ef notast er vid dleysanlegt burdarefni, eins og t.d. agarosa (Sepharosa), er naudsynlegt ad
virkja pad pannig ad pad beri amindhopa, til ad hvarfid vid prikloropriazinid gangi. Pau skref
sem eru almennt farin i gripefnasmid & Sephardsa eru:

1. Virkjun Sepharosans. Sephardsinn er hvarfadur vid epiklérohydrin sem skilur eftir sig
hvarfgjarnan epoxyhop.

2. Breyting epoxids i amin. Epoxyvirkjadi Sepharésinn er hvarfadur vid ammoniak til ad
breyta epoxihopunum i aminohopa.

3. Hvarf vid priklérdpriazin (cyanuric chloride). Aminovirkjadi Sephardsinn er hvarfadur
vid priklordpriazin vid 0-4°C i um 2 Kist.

4. Hvarf vid fyrsta aminefnid (R;-NH,). prefalt yfirmagn af fyrsta aminefninu er hvarfad vid
Sephardsann vid 25-40°C i um 1 s6larhring.

5. Hvarf vid annad aminefnid (R2-NH,). Fimmfalt yfirmagn af 6dru aminefninu er hvarfad
vid Sephardsann vid 80-100°C i um 3 soélarhringa.

Eftir reekilega hreinsun gripefnisins med videigandi leysi og afjénudu vatni er pad tilbdid til
préfunar.

cl NH
/HO /_((I) NH, /_(’ 2
OH — 0 — O OH
cl
0-4°C Nl)kN
CIJ\N/)\CI
NHR )C\I
NN
1 R.NH, JNl\\N
CI” N7 NH 0 - z
/\OC 25-40°C o N NH/\O|HAO

RoNH, 80-100°C

NHR

N” SN

|
RZNH)\N/ NH >0

OH

Mynd 5: Efnahvorf i tengingu prikloripriazins (cyanuric chloride) vid Sepharosa eftir virkjun
med epikloréhydrini. Ry og R, hoparnir eru videigandi aminefni sem voru hvorfud vio
pbriklorépriazin-sameindina hverju sinni.
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Protein-magngreiningar:

Vid hreinsun og greiningu préteina er naudsynlegt ad geta malt proteinstyrk lausna. Til pess
hafa verid préadar margar adferdir i gegnum tidina, sem allar hafa sina kosti og galla. |
pbessari rannsokn var notast vid tveer adferdir sem eru mikid notadar til magngreininga, en peer
eru gleypni vid 280 nm og Zaman og Verwilghen afbrigdid af Bradford-adferdinni.

[ pessari rannsokn var hrein préteinlausn bléndud, baedi fyrir athugun & griphaefni gripefnanna
og fyrir gerd stadalkurvunnar fyrir badar meeliadferdirnar.

Gleypni (A280):

Gleypni vid 280 nm er ein einfaldasta protein-magngreiningaradferdin, en hun byggir & pvi ad
aromatiskir hlidarhopar aminodsyra gleypa ljos af bylgjulengdinni 280 nm. Med pvi ad mala
gleypni lausnar vid pessa bylgjulengd méa astla proteinstyrk hennar (utfra jofnu
stadalkirvunnar). I raunadstedum pegar notast er vid syni (t.d. bakteriuraekt eda vefjadtdratt,
a ekki vid hér), getur hlutfall arématiskra aminosyra i proteinum verid mjég mismunandi, en
pbad er helsti Okostur pessarar adferdar. P4 er naudsynlegt ad bua til stadalkdrvu med
stadalpréteini sem hefur svipad hlutfall arématiskra amindsyra og pad prétein sem verid er ad
préfa fyrir.

Bradford-adferd:

Bradford-adferd er baedi fljotvirk og nem til ad aaxtla préteinstyrk syna, auk pess ad vera
einfold. Han byggir & pvi ad aminohopar proteina binda litarefnid Commassie Blue
magnbundid. Afbrigdi af pessari adferdo er Zaman og Verwilghen meliadferdin, en eini
munurinn & henni og Bradford-adferdinni er ad Coomassie Blue G-250 litarefnid er leyst upp i
perklérsyru i stad fosfésyru. Litunin byggist & samverkun milli anjéna Coomassie
litunarefnisins og amin6hdpa proteina. I 6bundnu formi er Coomassie lausnin raud, en vid
bindingu pess vid protein myndast blar komplex. Gleypni lausnarinnar er mald med
ljésgleypni vid 650 nm og er styrkur komplexins pvi i hlutfalli vid magn préteins i lausninni.
Kostir adferdarinnar eru ad hun er odyr, audveld i framkveemd og ekki parf ad medhondla
préteinid adur en pad er melt. HUn er lika nem og getur malt proteinstyrki & mjog vidu
styrkbili, p.e. fra nokkrum pg/ml upp i 2-3 mg/ml. Okostur pessarar adferdar er sa ad protein
innihalda hlutfallslega mismarga aminéhopa. Vanda verdur pvi valid & stadalpréteini pannig
ad pad hefi vel fyrir proteinid sem er verid ad profa fyrir (& ekki vid hér).
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Efni og aoferadir

Efni:

Sepharose CL-6B var keyptur frd Sigma-Aldrich Inc. Nautgripa holo-transferrin og apo-
transferrin (98%) var keypt fra Sigma Chemical Co. Onnur efni sem voru notud vid tilraunina
voru ymist fra Sigma-Aldrich Inc. eda Sigma Chemical Co.

Aoferaoir:

Virkjun Sephardsans:

Sephardsinn var virkjadur med epikléréhydrini med adferd Porath og Fornstedt (1970). 100
ml af Sephardsa voru pvegnir med afjonudu vatni. beim var blandad at i 80 ml af 1,0 M
NaOH lausn og blandan hrist rélega i um 1 klist. 14 ml af epikl6réhydrini var beatt Gt i
lausnina og hun hrist vid 30°C yfir nott. Epoxyvirkjadi Sephardsinn var pveginn vel med
afjonudu vatni og fjoldi epoxyhopa a hverju grammi hans maldur.

Meling & fjolda epoxyhdpa a Sepharésanum:

1 gr af epoxyvirkjudum Sepharosa var hreert Gt i 3 ml af 1,3 M natriumpiosulfatlausn og
lausnin latin standa i 30 minatur vid stofuhita. Lausnin var titrud nidur ad pH 7,0 med 0,1 M
HCIl, sem var bett Gt i lausnina 1 10 pl skommtum. Fj6ldi pl deilt med 10 sem purfti til ad
hlutleysa lausnina jafngilti fjolda epoxyhdpa & hverju grammi Sephardsans (p.e. fjoldi pl af
HC1/10 = fjoldi umol epoxyhopa/g).

Aminerun epoxyvirkjada Sepharosans:

Epoxyvirkjadi Sephardésinn var amineradur med pvi ad blanda tvoféldu yfirmagni af
ammoniaklausn (yfir fjélda epoxyhodpa) vid epoxyvirkjada Sephardsann. Lausnin var hrist yfir
nott vid 30°C. Amindvirkjadi Sephardsinn var pveginn vel med afjonudu vatni. bar sem
ammoniak var i miklu yfirmagni var aztlad ad allir epoxyhdpar Sephardsans hefdu aminerast.
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Virkjun med prikléropriazini:

Aminovirkjadi Sephardsinn var pveginn og vigtadur. bad var blandad 100 ml af afjonudu
vatni vid Sepharésann og hann keldur i isbadi nidur ad um 0°C. Fimmfalt yfirmagn (yfir
fjolda amindhopa) af prikloropriazini var leyst upp i asetoni og kalt i isbadi nidur ad um 0°C.
prikloropriazininu var blandad vid keelda Sepharésann i litlum skommtum og hreert vel i
lausninni & medan. Fylgst var med syrustigi lausnarinnar & medan og pvi vidhaldid & bilinu
pH 7,0 — 7,5. bad var gert med pvi ad baeta 1,0 M NaOH ut i lausnina eftir pérfum. Hvarfinu
var leyft ad ganga par til syrustig lausnarinnar var ordid tiltélulega stédugt, eda i um 2-3 Kist.
prikloropriazinvirkjadi Sephardsinn var pveginn med 300 ml skdmmtum af aseton/afjonad
vatn i hlutfollunum: 75:25, 50:50, 25:75, og ad lokum vel med afjonudu vatni.

Tenging fyrra aminefnis (R;) a Sepharésann:

Pegar aminefnid var audleysanlegt i vatni var notad 0,1 M natriumkarb6nat med pH 10,3
bufferlausn sem leysir. begar aminefnid var torleyst eda ekki leysanlegt i vatni var DMF
(dimethylformamid) notad sem leysir. Fimmfalt yfirmagn (yfir fjolda aminéhdpa) af fyrra
aminefninu (R;) var leyst upp i videigandi leysi i sama rummali og vegid magn af
Sepharésanum. Lausninni  med uppleysta aminefninu var blandad saman vid
prikloropriazinvirkjada Sephardsann og blandan hrist vid 30°C i 1 sélarhring. Sephardsinn var
pveginn vel med videigandi leysi og ad lokum vel med afjonudu vatni.

Tenging seinna aminefnis (R,) & Sepharésann:

Sephar6sinn med fyrra aminefnid (R;) tengt var pveginn med DMF og vegid magn sett i
universal skruftappafléskur med teflon péttingu. Fimmfalt yfirmagn af seinna aminefninu (R>)
var leyst upp i DMF leysi og blandad i skraftappafloskurnar. FIoskunum var komid fyrir i
veltigrind i ofni vid 80-90°C og velt par i 3 s6larhringa. Gett var vel ad floskurnar lekju ekki
og ad Sepharo6sinn pornadi ekki upp. Sephardsinn var svo latinn kélna og pveginn vel med
300 ml skémmtum af: DMF, DMF/afjénudu vatni og ad lokum vel med afjénudu vatni.
Sephardsinn var settur aftur i skrdftappafloskurnar og blandad vid sama rammal af 1 M
etandlamin lausn og velt vid 50°C i 1 s6larhring. Pad var gert til pess ad tryggja ad engir
6hvarfadir hopar veeru til stadar & priklérépriazininu. Sepharésinn var pveginn mjég vel med
afjonudu vatni og var pa tilbdinn til profunar. Vid geymslu var hann geymdur i 20%
etanollausn i iskap vid 4°C til ad koma i veg fyrir bakteriuvoxt i gripefninu.
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Val aminefna og slembismid gripefna:

Gripefnin voru smidud i tveimur hlutum, i fyrri smidinni voru 25 gripefni smidud og i peirri
seinni voru 16 gripefni smidud. Fyrst voru 5 aminefni valin sem héfdu mismunandi byggingu.
Med peim voru 25 gripefni smidud med slembismidaradferd samkveemt 5x5 toflu (tafla 1 hér
fyrir nedan), p.e. o6l efnin voru Iatin hvarfast i allar mogulegar stodur &
prikloropriazinvirkjada Sepharésanum m.t.t. hinna efnanna (engin pessara 25 gripefna voru
nakvaemlega eins). Griphafni pessara 25 gripefna var profud fyrir holo-transferrini og gerdar
prjar endurtekningar til samanburdar. A milli préfanna var 0,5 M NaOH lausn keyrd i gegnum
sulurnar til ad hreinsa gripefnin almennilega. Hreinsunin hafdi mikil ahrif & gripefnin pannig
ad pau misstu griphaefni sina og skemmdust. bratt fyrir ad meira magn var til af pessum 25
gripefnum var akvedid i samrédi vid leidbeinanda ad sleppa pvi ad profa griphaefni pessara
gripefna fyrir apo-transferrini. Til ad koma i veg fyrir misskilning a milli fyrri og seinni
gripefnasmidanna voru fyrstu 5 aminefnin nimerud og pau merkt med A:

1. T-ChOS (chitooligomer)

2. Benzylamin

3. 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol
4. 3-amino-2-naphtoic acid

5. 4,4 -diaminobibenzyl

Tafla 1: Samr6dun fyrstu 5 aminefnanna i videigandi stodur priklorépriazin-sameindarinnar
hja fyrstu 25 smidudu gripefnunum.

R>
A(R/R)
1 2 3 4 5
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)
R, 3 | 10.AQM) | 1LA@GR) | 12.AGR) | 13.A@3M4) | 14 AGI5)
4 | 15.A@) | 16.A@42) | 17.A@43) | 18.A@4) | 19. A@I5)
5 | 20.AG/) | 2L.AGR) | 22.AGR) | 23.AG4) | 24. AGI5)

*Gripefni A(2/1) tapadist i smidinni, svo adeins 24 gripefni voru smidud i heildina.
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I seinni gripefnasmidinni voru 16 gripefni smidud med slembismidaradferd samkvaemt 4x4
toflu (tafla 2 hér fyrir nedan), eins og i fyrri smidinni. Aminefnin nr.2A og 5A i fyrri smidinni
syndu goda griphaefni fyrir holo-transferrini. Pau voru pvi notud aftur i seinni
gripefnasmidinni, asamt tveimur nyjum aminefnum sem voru valin Gtfra pvi ad hafa svipada
byggingu og eiginleika og pau. Griphafni pessara 16 gripefna var préfud fyrir baedi holo-
transferrini og apo-transferrini. Aminefnin 4 voru nimerud og merkt med B:

1. 4-amino-benzamidin-dihydrochlorid
2. Benzylamin

3. 2-aminobiphenyl

4. 4,4 -diaminobibenzyl

Tafla 2: Samrédun seinni 4 aminefnanna i videigandi stodur prikldropriazin-sameindarinnar
hj& seinni 16 smidudu gripefnunum.

R2
A(R1/R))
1 2 3 4
1. B(1/1) 2. B(112) 3. B(1/3) 4. B(1/4)
5. B(2/1) 6. B(2/12) 7.B(213) 8. B(2/4)
R1
9. B(3/1) 10. B(3/2) 11. B(3/3) 12. B(3/4)
13. B(4/1) 14. B(4/2) 15. B(4/3) 16. B(4/4)

Bygging allra gripefnanna er synd i vidauka 1. Par sem aminefni nr.2A/2B og 5A/4B voru
notud aftur i seinni smidinni eru nokkur gripefni eins, pé engin gripefni voru eins i hvorri
smidi fyrir sig. Pott sum efnin veeru til fra fyrri smidinni voru pau samt sem adur smidud aftur

i seinni smidinni.
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Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferrins og apo-transferrins:

Gripheaefni smidudu gripefnanna var profud i litlum polystyrensilum fra Pierce. Gropnir
polystyrendiskar voru settir efst og nedst i sulurnar til ad halda vokva i gripefninu og koma
pannig i veg fyrir ad pad pornadi upp eftir pokkun. 1 gr af hverju gripefni var vigtad og
pakkad i hverja sulu. 20 mM Tris buffer med pH 7,5 (buffer A) var notadur til ad pakka
gripefnunum i stlurnar og til ad jafna sulurnar eftir pokkun (stilla pH-gildi peirra).

Badar proteinlausnirnar, holo-transferrin og apo-transferrin, sem voru notadar til profunar a
griphaefni gripefnanna voru blandadar i buffer A og voru med styrkinn 1 mg/ml. Fyrst var
athugad gripheaefni gripefnanna fyrir holo-transferrini og svo fyrir apo-transferrini. Pegar buid
var ad profa griphaefni gripefnanna fyrir holo-transferrini voru per sulur settar i 20%
etandllausn og geymdar i iskap. Nyju gripefni var pakkad i nyjar sulur fyrir profun a
griphaefni gripefnanna fyrir apo-transferrini. Eftir pokkun og jofnun sulanna voru eftirfarandi
lausnir keyrdar i gegnum hverja stlu i pessari roo:

Fyrir gripefni fyrri smidinnar:

1. 1 ml af préteinlausn (med styrkinn 1 mg/ml).
2. 5 ml af skollausn (buffer A) til ad skola burt 6llum 6bundnum efnum af sdlunni.

3. 5 ml af fyrri losunarlausninnni: 0,5 M NaCl + 20% ethylen glykoél, blandad i buffer A
(losunarlausn 1)

4. 5mlaf 0,5M NaOH lausn, fyrir hreinsun gripefnisins & milli profanna.

Fyrir gripefni seinni smidinnar:

1. 1 ml af préteinlausn (med styrkinn 1 mg/ml).
2. 5 ml af skollausn (buffer A) til ad skola burt 6llum 6bundnum efnum af sdlunni.

3. 5 ml af fyrri losunarlausninnni: 0,5 M NaCl + 20% ethylen glykél, blandad i buffer A
(losunarlausn 1)

4. 5 ml af seinni losunarlausninni: 1,0 M NaCl + 40% ethylen glykol, blandad i buffer A
(losunarlausn 2).

pad var breytt um hreinsunarlausn fyrir gripefni seinni gripefnasmidarinnar og akvedid ad
hafa sterkari losunarlausn i stadinn (losunarlausn 2). Pad var gert vegna pess ad gripefnin
skemmdust eftir keyrslu 0,5 M NaOH lausnarinnar og 61l gripefnin misstu griphafni sina.

pad var safnad gegnumflaedi hverrar lausnar fra hverri sulu i litil merkt skammtaglos. Hver
lausn var magnmald med gleypni vid 280 nm og med Bradford-adferd til ad athuga griphaefni
hvers suluefnis (badar adferdirnar notadar til samanburdar).
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Protein-magngreiningar:

Gleypni (A280):

Melingarnar voru gerdar med ljosgleypnimali. 1 ml Ur hverju skammtaglasi var
gleypnimeldur vid 280 nm i kvartzkavettu.

Bradford-adfero:

pad var notast vid adferd Zaman og Verwilghen (1979), en litunarlausn fékkst tilbuin fra
Bjarna Asgeirssyni. Litunarlausnin var bdin til & eftirfarandi hatt: fyrst var bléndud
stofnlausn, par sem 5 gr af Coomassie Brilliant Blue G-250 var leyst upp i 100 ml af metandli
og 900 ml af vatni. 200 ml af stofnlausninni var blandad saman vid 84 ml af perkldrsyru og
pynnt upp ad 2000 ml marki. Sa lausn var latin standa yfir nott og svo siud. bad var su lausn
sem var kollud litunarlausn og var notud til magnmaelinganna.

Melingarnar voru gerdar med Orplotumeli. Pad var sett 25 pl Gr hverju skammtaglasi i
orplotubolla og blandad vid pa 275 ul af litunarlausn. Orplatan var 14tin standa vid stofuhita i
30 minatur fyrir meelingu. Gleypnin var meald vid 650 nm i drplétumaelinum.

Stadalkurvur fyrir badar gleypniadferdirnar voru gerdar. Protein stadallausnir voru blandadar
med pvi ad pynna Gt proteinlausnirnar yfir styrkbilio 0 — 0,4 mg/ml. Pzr lausnir voru
gleypnimaldar med badum meliadferdunum, med sama hatti og er lyst hér ad ofan. pannig
var reiknad Ut magn hverrar lausnar Utfra jofnu bestu linu videigandi stadalkdrvu
(magngreindar med badum gleypniadferdum til samanburdar). Allar keyrslur og melingar
féru fram vio stofuhita.

Stadalkurvur allra meelinganna mé sja i vidauka 2.

16



Nidurstoodur:
Smidi lifherminna griphépa:

Hér var smidad gripefnasafn lifherminna griphopa & fostum fasa (Sepharésa) med
slembismidaradferd og var notast vid efnafredi eiginleika prikloropriazins. Eiginleikar
prikloropriazins henta mjog vel fyrir hénnun og smidi gripefna. Toluverdur munur er &
hvarfgirni i mismunandi st6dur sameindarinnar, t.d. gagnvart aminum. bannig méa rada
mismunandi aminum ad vild inn & sameindina med pvi ad framkvaema skiptihvorfin vid
mismunandi hitastig. Par sem efnasmidin er framkveemd & fostum fasa er audvelt ad skola fra
oIl umfram hvarfefni adur en naesta hvarf er framkveemt. Saman gefa pessir eiginleikar kost &
smidi mikils fjolda mismunandi gripefna a einfaldan og flj6tlegan hatt.

Gripefnasmidin for fram i tveimur hlutum, eins og greint var fra i adferdarlysingunni. I fyrri
smidinni voru 24 gripefni smidud (25-1, gripefni A(2/1) tapadist i smidinni) og i peirri seinni
voru 16 gripefni smidud. Fyrsta skref smidarinnar var virkjun Sephardsans pannig ad hann
beeri aminodhopa. Fyrst var Sepharosinn virkjadur med epiklorohydrini vid basiskar adstaedur.
pannig fékkst hvarfgjarn epoxyhopur & hann, sem var svo amineradur. Utfra malingu var
fjoldi epoxyhdpa i badum smidunum & bilinu 25-30 umoél/g Sephardsans. Notad var tvofalt
yfirmagn af amin6hépum yfir fjolda epoxyhopa og pvi gert rdd fyrir ad peir hefou allir
aminerast. Tenging i fyrstu stéou priklérdpriazin-sameindarinnar gerist vid 0-4°C, svo hvarf
pess vid amindvirkjada Sephar6sann var framkvaemt i isbadi og pvi leyft ad ganga vid hristing
i 2-3 Kklst. pad er mikilvaegt ad hvorfin fari fram i buffer eda lifreenum leysi sem er ekki
kjarnsaekinn. Hér var notad karbonat buffer med pH 10,3 ef aminefnin voru audleysanleg i
vatni, en DMF ef aminefnin voru ekki leysanleg i vatni. Fyrra aminefnid (Ry) var tengt i adra
stoou priklérépriazinsins vid 30°C i 1 sélarhring. Sidasta skiptihvarfid vid prikléropriazin-
sameindina hefur laegstu hvarfgirnina og parf pvi hatt hitastig og lengstan tima. bad er einnig
vidkveemasta skrefid i allri gripefnasmidinni. Fylgst var vel med pvi ad gripefnin pornudu
ekki upp i ofninum vid hitunina. Hvarf seinna aminefnisins (R;) var framkvemt i
skruftappafloskum med teflon péttingu i veltigrind i ofni. [ fyrri smidinni var hvarfid
framkvemt vid 90°C i 3 solarhringa. Mikill hiti og prystingur vard til pess ad eitt gripefnid
tapadist (gripefni A(2/1)) og nokkrar af floskunum laku. Pa var einnig talio liklegt ad
gripefnin brunnu sem innihéldu T-ChOS sykruna (nr.1A) par sem dékkbran aferd var & peim
gripefnum. Pegar floskurnar laku var sama magn hvarfefnis (p.e. videigandi aminefni) leyst
upp i videigandi leysi og pvi blandad aftur vid Sephardsann i skraftappafloskurnar. I seinni
smidinni var reynt ad komast hja pessu med pvi ad beeta teflon péttinguna &
skrouftappafloskunum og lekka hitastigid nidur i 80°C i ofninum. bad gekk vel par sem
floskurnar laku ekki og ekkert gripefni tapadist.

Lokaskref smidanna var ad hvarfa etanolamin vid gripefnin vid 50°C i 1 sélarhring. Pad var
gert til ad tryggja ad engir Ohvarfadir hopar veeru til stadar & priklorépriazin-sameindum
gripefnanna, sem geetu pa valdid deeskilegum hvorfum préteina vid gripefnin.
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Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferrins og apo-transferrins:

Ollum gripefnunum sem voru smidud var pakkad i litlar einnota plaststlur fra Pierce. Magn
gripefnis i hverri stlu var 1 gr og peer jafnadar med buffer A fyrir préfun. Profunin &
griphaefni gripefnanna var framkveemd eins og lyst var i adferdarlysingunni og gerdar prjar
endurtekningar til samanburdar. Gegnumfleedi allra lausnanna var safnad i litil skammtaglds
og gleypni peirra mald, baedi med Bradford adferd og med gleypni vid 280 nm. Utfra
videigandi stadalkurvu var magn proteins i lausnunum akvardad. Numer gripefhanna &
myndum 6-11 kemur fram i t6flum 1 og 2 & bls. 13 og 14.

Fyrst voru 61l 24 gripefnin profud fyrir holo-transferrin bindingu. A milli préfana var keyrt
0,5 M NaOH lausn i gegnum sulurnar til ad hreinsa gripefnin. Hreinsunin hafdi mikil ahrif &
gripefnin pannig ad pau misstu griphaefni sina og skemmdust.

Myndir 6 og 7 syna nidurstddur skimunar fyrir bindingu holo-transferrins vid 24 gripefnin.
Gildin & myndunum eru einungis nidurstodur fyrstu profunarinnar, par sem hinar tveer syndu
litla sem enga griphaefni hja gripefnunum og voru ekki i samraemi vid raunverulegt magn
préteins sem var sett & stlurnar.

1000

800
600

400 M Losunarlausn

200 m Skollausn

m Préteinlausn

Magn holo-transferrins (pg)

Gripefni

Mynd 6: Skimun 24 gripefna fyrri gripefnasmidinnar fyrir bindingu holo-transferrins med
Bradford-adferd.
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Mynd 7: Skimun 24 gripefna fyrri gripefnasmidinnar fyrir bindingu holo-transferrins med
gleypni vid 280 nm.

pratt fyrir ad meira magn var til af pessum 24 gripefnum var akvedid i samradi vid
leidbeinanda ad sleppa endurpokkun peirra & stlur til ad athuga griphafni peirra fyrir apo-
transferrini.

Nidurstodur i griphaefni fyrri 24 gripefnanna syndu ad aminefnin nr. 2A og 5A hoféu goda
griphaefni fyrir holo-transferrin. Pau voru benzylamin (nr.2A) og 4,4 -diaminobibenzyl
(nr.5A). bau voru notud aftur i seinni smidinni, &samt tveimur nyjum aminefnum sem voru
valin utfra pvi ad hafa svipada byggingu og eiginleika og pau. Pannig var reynt ad adlaga
byggingu og eiginleika griphdpanna til ad fa fram bestu mégulegu byggingu griphdpanna. |
seinni gripefnasmidinni voru 16 gripefni smidud og pau préfud baedi fyrir holo-transferrini og
apo-transferrini, eins og var lyst i adferdarlysingunni.

Fyrst voru 6ll 16 gripefnin préfud fyrir holo-transferrin bindingu. Hér var énnur losunarlausn
(losunarlausn 2) notud & milli profana i stad 0,5 M NaOH hreinsunarlausnarinnar. Su
losunarlausn innihélt tvofaldan saltstyrk og magn ethylen glykols midad vid fyrri

losunarlausnina (losunarlausn 1).
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Myndir 8 og 9 syna nidurstddur skimunar fyrir bindingu holo-transferrins vid gripefnin 16.
Gildin & myndunum eru medaltal peirra priggja endurtekninga sem voru gerdar.
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& e

g 0 @ Proteinlausn

Gripefni

Mynd 8: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmidinnar fyrir bindingu holo-transferrins med
Bradford adferd.
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Mynd 9: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmidinnar fyrir bindingu holo-transferrins med
gleypni vid 280 nm.
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Nidurstéournar syna hvernig aminefnin nr. 2B (2A) og 4B (5A) syna ennpa bestu
griphafnina. Pad vakti athygli ad pratt fyrir ad sum gripefnin veeru alveg eins og gripefni fyrri
smidarinnar, pa syndu gripefni seinni smidarinnar téluvert betri bindingu heldur en pau ar
fyrri smidinni. Utfra pvi var alyktad ad aukin teflon pétting og leegra hitastig vid hvarf seinna
aminefnisins i pridju stodu prikloropriazin-sameindina & Sepharésanum hefdi haft god ahrif &
seinni gripefnasmidina.

Griphafni gripefnanna 16 fyrir apo-transferrini var ad lokum préfud. Myndir 10 og 11 syna
nidurstédur skimunar fyrir bindingu apo-transferrins vid gripefnin. Gildin & myndunum eru
medaltal peirra priggja endurtekninga sem voru framkvaemdar.
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@ Préteinlausn

7 8
9 10 11 12 13 14
15 16

Gripefni

Mynd 10: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmidinnar fyrir bindingu apo-transferrins med
Bradford adferd.
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Mynd 11: Skimun 16 gripefna seinni gripefnasmidinnar fyrir bindingu apo-transferrins med
gleypni vid 280 nm.

Vid samanburd & griphafni 16 gripefnanna fyrir holo-transferrini og apo-transferrini ma sja
ad gripefni sem hafa griphafni fyrir holo-transferrin hafa einnig griphaefni fyrir apo-
transferrin. Einnig var griphefni gripefnanna almennt betri fyrir apo-transferrin heldur en
fyrir holo-transferrin.

T6flur med 6llum maeldum gildum mé sja i vidauka 3.

Vid samanburd & nidurstédum magngreiningaradferdanna (a milli Bradford-adferdar og
gleypni vid 280 nm) ma sja ad nidurstodurnar eru i 6llum tilfellum mjog svipadar. Almennt
synir p6 gleypni vid 280 nm orlitid meira magn proteins i lausnunum midad vid Bradford
adferdina. Hér var notast vid hreina préteinlausn, badi til ad bda til stadalkarvurnar og fyrir
préfun & griphaefni allra gripefnanna, sem geeti Gtskyrt hversu ndkvemar badar adferdirnar
eru.

Stadalkarvur allra melinganna ma sjé i vidauka 2.
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Alyktanir:

I pessari rannsokn var markmidid ad hanna og smida allnokkurn fjélda lifherminna gripefna
med slembismidaradferd og kanna griphaefni peirra fyrir holo-transferrin og apo-transferrin.
Gripefnin 40 syndu mismikla bindigetu fyrir holo-transferrin og apo-transferrin. Bindigeta
gripefnis var yfirleitt svipud fyrir holo-transferrin og apo-transferrin, p.e. gripefni sem batt
holo-transferrin batt lika apo-transferrin. Ad auki var bindigeta gripefnanna almennt betri vid
apo-transferrin heldur en vid holo-transferrin.

Nidurstoour skimunar & gripefnum fra fyrri smidinni syndu ad almennt var bindingin géd vid
gripefni sem innihéldu aminefnin nr. 2A og 5A. bau voru benzylamin (2A og 2B) og 4,4 -
diaminobibenzyl (5A og 4B). bPau voru pa notud aftur i seinni smidinni og reynt ad adlaga
byggingu griphdpanna med pvi ad velja tvé ny aminefni sem hoéfdu svipada byggingu og
eiginleika og pau. Nidurstédur skimunar & gripefnum seinni smidinnar syndu ad pessi tvo
aminefni hofou ennpa bestu griphafnina, badi fyrir holo-transferrin og fyrir apo-transferrin.
paer nidurstodur syndu einnig ad gripefnin hofou betri bindigetu ef midad var vid gripefni
fyrri smidinnar, pratt fyrir ad sum peirra veeru alveg eins. Utfra pvi var alyktad ad
gripefnasmidin med laekkudu hitastigi og bettri teflon péttingu hefdi haft god ahrif & seinni
gripefnasmidina (pegar seinna aminefnid var hvarfad i pridju stédu priklorépriazinsins &
Sephardsanum). Einnig syndu aminefnin sem voru notud i seinni smidinni betri griphafni
fyrir holo-transferrin og apo-transferrin midad vid aminefnin sem voru notud i fyrri smidinni.

Mesta bindirymd sem fékkst fyrir holo-transferrin og apo-transferrin var fra gripefnunum
B(4/1), B(4/3) og B(4/4), en einnig syndu B(2/1) og B(2/4) g6da bindirymd.

par sem smidin foru fram med slembismid (samkvemt 4x4 og 5x5 t6flum) voru aminefnin &
vixl ymist i annarri eda pridju stédu (aminefni R; eda R;) priklordpriazinsins a
Sephardsanum. bad potti athyglisvert ad stundum komu mismunandi nidurstodur ut, t.d. hja
gripefnunum B(2/1) og B(1/2), pratt fyrir ad pau innihéldu sému aminefnin. Utfra pvi var
alyktad ad stada aminefnanna a prikléropriazin sameindinni skipti stundum mali (ekki alltaf

o).

Utfra nidurstddum pessarar rannsoknar veeri hagt ad stiga ymis skref. Neasta skref pessarar
rannsoknar geeti verid ad stekka griphdpasafnio enn frekar og kanna bindigetu annarra
aminefna gagnvart transferrini, eda athuga bindigetu pessara gripefna gagnvart fleiri
préteinum. Pa veeri forvitnilegt ad kanna betur vid hvada styrk losunarlausnar proteinin losna
af gripefnunum. P& veeri jafnvel haegt ad kanna hvort moguleiki veeri & pvi ad adgreina holo-
transferrin og apo-transferrin sému lausnar utfrd pvi ad pau losni vid mismunandi styrk
losunarlausnarinnar. pPad veeri heaegt t.d. med pvi ad keyra losunarlausnina i gegnum suluna
med styrkhallanda og finna ndkvaemlega vid hvada styrk pau losna. ba veeri einnig haegt ad
paulprofa efnileg bindiefni fyrir transferrini a steerri sulum med raunverulegu syni, p.e.
bakteriuraekt eda vefjaltdraetti.
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Vidauki 1: Bygging gripefnanna

24 gripefnin sem voru smidud i fyrri gripefnasmidinni utfra toflu 1.
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Mynd V1-1: Bygging 24 gripefna fyrri gripefnasmidinnar.

16 gripefnin sem voru smidud i seinni gripefnasmidinni utfra téflu 2.
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Mynd V1-2: Bygging 16 gripefna seinni gripefnasmidinnar.
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Vidauki 2: Stadalkurvur

pad voru blandadar nokkrar préteinlausnir & styrkbilinu 0-0,4 mg/ml og peer gleypnimaldar
med videigandi gleypniadferd. Hver lausn var bléndud prisvar sinnum og punktarnir &
myndunum syna medaltal peirra.

24 gripefni fra fyrri gripefnasmidinni:

Myndir V2-1 og V2-2 syna stadalkdrvur sem voru notadar til ad akvarda magn holo-
transferrins i skammtagldsunum fréa 24 gripefnum fyrri gripefnasmidinnar.
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Magn holo-transferrins (mg/ml)

Mynd V2-1: Stadalkarva fyrir magngreiningu holo-transferrins fr4 24 gripefnum fyrri
smidinnar med Bradford adferd. Jafna bestu linu var: y = 1,2066x og R* = 0,9955.
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Mynd V2-2: Stadalkurva fyrir magngreiningu holo-transferrins fra 24 gripefnum fyrri
smidinnar med gleypni vid 280 nm. Jafna bestu linu var: y = 1,2325x og R? = 0,9971.
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16 gripefni fra seinni gripefnasmidinni:

Myndir V2-3 og V2-4 syna stadalkdrvur sem voru notadar til ad akvarda magn holo-
transferrins i skammtaglésunum fr4 16 gripefnum seinni gripefnasmidinnar.
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Mynd V2-3: Stadalkuarva fyrir magngreiningu holo-transferrins fra 16 gripefnum seinni
smidinnar med Bradford adferd. Jafna bestu linu var: y = 1,2412x og R* = 0,9933.
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Mynd V2-4: Stadalkarva fyrir magngreiningu holo-transferrins fra 16 gripefnum seinni
smidinnar med gleypni vid 280 nm. Jafna bestu linu var: y = 1,1712x og R? = 0,9996.
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Myndir V2-5 og V2-6 syna stadalkirvur sem voru notadar til ad &kvarda magn apo-
transferrins i skammtaglésunum fra 16 gripefnum seinni gripefnasmidinnar.
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Mynd V2-5: Stadalkdarva fyrir magngreiningu apo-transferrins fra 16 gripefnum seinni
smidinnar med Bradford adferd. Jafna bestu linu var: y = 1,3397x og R* = 0,9987.
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Mynd V2-6: Stadalkdrva fyrir magngreiningu apo-transferrins fra 16 gripefnum seinni
smidinnar med gleypni vid 280 nm. Jafna bestu linu var: y = 1,139x og R® = 0,9993.
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Vidauki 3: Skimun Toflur med nidurstéoum

magngreiningar.

Toflur V3-1 til V3-6 syna nidurstédur magngreiningar allra gripefnanna med badum
gleypniadferdunum. Fyrir profun & bindigetu gripefnanna var keyrt i gegnum hverja sulu: 1
ml af proteinlausn (G), 5 ml af skollausn (S), 5 ml af losunarlausn 1 (L2) og 5 ml af
losunarlausn 2 (L2, einungis keyrd i gegnum sidari 16 gripefnin). Gegnumflaedi hverrar
lausnar var safnad i skammtaglas og pau 6ll magngreind med badum gleypniadferdunum,
Bradford-adferd og gleypni vid 280 nm. bad voru framkvemdar 3 endurtekningar a griphaefni
gripefnanna og gildin i téflunum eru medaltal peirra.

Nidurstddur skimunar fyrir holo-transferrin hja 24 gripefnum sem voru smidud i fyrri
gripefnasmidinni (A).

Tafla V3-1: Nidurstodur skimunar fyrir holo-transferrin hja 24 gripefnum fyrri smidinnar
med Bradford-adferd. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfleedi 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

11 12 13 14 15122 23 24 25| 31 32 33 34 35|41 42 43 44 45| 51 52 53 54 55

G (1ml) 174 41 53 161 59 22 14 13 12| 133 8 47 16 61148 42 138 190 122 | 114 16 5 22 7
S (5ml) 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: Nidurstodur skimunar fyrir holo-transferrin hja 24 gripefnum fyrri smidinnar

med gleypni vio 280 nm. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfleedi 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

11 12 13 14 15|22 23 24 25|31 32 33 34 35 41 42 43 44 45 51 52 53 54 55

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 (5ml) 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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Nidurstodur skimunar fyrir holo-transferrin hja 16 gripefnum sem voru smidud i seinni
gripefnasmidinni (B).

Tafla V3-3: Nidurstodur skimunar fyrir holo-transferrin hja 16 gripefnum seinni smidinnar
med Bradford-adferd. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfleedi hverrar lausnar.

G (1 ml)
S (5 ml)
L1 (5 ml)
L2 (5ml)
L1+L2

Samtals:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
11 12 13 14| 21 22 23 24| 31 32 33 34| 41 42 43 44
206 191 50 124 91 5 18 30 71 11 176 49| 118 0 45 17
872 822 978 656| 637 612 525 498| 955 999 932 878| 669 792 596 599

4 46 9 60 92 43 38 77 16 30 18 84 58 53 70 96
43 55 31 191| 204 162 206 263 34 65 47 114| 204 130 254 238
47 101 41 250| 296 206 244 340 50 95 65 198| 263 183 325 334

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

Tafla V3-4: Nidurstédur skimunar fyrir holo-transferrin hja 16 gripefnum seinni smidinnar

meo gleypni vio 280 nm. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfledi hverrar lausnar.

G (1 ml)
S (5 ml)
L1 (5 ml)
L2 (5ml)
L1+L2

Samtals:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
11 12 13 14| 21 22 23 24| 31 32 33 34| 41 42 43 44
215 205 52 116 85 13 22 34 79 15 163 51| 116 13 48 20
801 731 905 538| 555 546 460 425| 865 852 731 753| 603 717 525 521

54 73 37 63 84 81 68 78 53 71 57 83 78 94 111 102
14 111 16 142| 175 157 148 199 51 80 26 102| 168 138 235 249
68 184 53 205| 259 238 216 277| 104 151 83 185| 246 232 346 351
1085 1120 1010 859| 899 797 698 737|1048 1018 976 988| 966 962 919 893
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Nidurstddur skimunar fyrir apo-transferrin hja 16 gripefnum sem voru smidud i seinni
gripefnasmidinni (B).

Tafla V3-5: Nidurstodur skimunar fyrir apo-transferrin hja 16 gripefnum seinni smidinnar
med Bradford-adferd. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfleedi hverrar lausnar.

G (1 ml)
S (5 ml)
L1 (5 ml)
L2 (5ml)
L1+L2

Samtals:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
11 12 13 14| 21 22 23 24| 31 32 33 34| 41 42 43 44
59 32 21 6 18 3 8 5 24 13 38 24 40 8 8 21

945 773 974 348| 331 373 234 243| 977 909 840 734| 204 475 127 122
21 133 12 164| 138 134 190 124 24 52 77 122| 233 174 205 244
26 109 26 315| 267 289 379 353 39 71 51 165| 434 233 393 412
47 243 39 479| 406 423 570 478 62 123 128 287| 667 407 598 656

1052 1047 1034 833| 755 799 811 7261062 1045 1006 1046| 911 890 733 798

Tafla V3-6: Nidurstédur skimunar fyrir apo-transferrin hja 16 gripefnum seinni smidinnar

med gleypni vio 280 nm. Reiknad magn proteins (ug) i gegnumfleedi hverrar lausnar.

G (1 ml)
S (5 ml)
L1 (5 ml)
L2 (5ml)
L1+L2

Samtals:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
11 12 13 14| 21 22 23 24| 31 32 33 34| 41 42 43 44
61 35 16 29 15 4 1 2 18 6 31 3 50 5 9 10

954 768 909 351| 266 282 151 82| 919 790 758 708| 279 380 123 73
22 161 34 167| 138 155 190 116 63 98 101 157| 240 176 181 186
10 111 4 337| 306 307 376 338 18 41 54 164 | 477 281 442 451
32 272 38 503| 443 462 566 454 80 139 155 320 717 457 623 637

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