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Útdráttur 
 

Járn er lífsnauðsynlegt líkamanum, meðal annars fyrir upptöku og flutning súrefnis. 
Transferrín er prótein sem bindur járn. Transferrín í blóðvöka tekur upp járn frá 
meltingarveginum og flytur það til frumna líkamans. Griptækni er tækni til hreinvinnslu 
próteina sem hefur verið nýtt í auknum mæli á síðustu áratugum. Griptæknin byggist á því 
að griphópur með sérstaka hæfni til að binda ákveðið prótein er tengdur á burðarefni og er 
svo notaður til að veiða viðkomandi prótein úr blöndu próteina. Þetta verkefni var unnið 
sem framhald af BS verkefni Unnar Magúsdóttur, „Smíði og prófun griphópasafns fyrir 
próteinvinnslu” (2012). Þar beitti hún slembismíðaraðferð til að hanna og smíða 40 
griphópa sem síðan voru skimaðir fyrir bindingu holo-transferríns og apo-transferríns. Í 
þessu verkefni voru valdir tveir griphópar sem best komu út úr tilraunum Unnar og þeir 
prófaðir nánar. Gripefnin sem voru smíðuð voru prófuð með keyrslu transferrín 
próteinlausna af mismunandi styrkleika á súlur pakkaðar með gripefnunum. Gegnumflæði 
próteinlausna, skollausna og losunarlausna var safnað og transferrín var magngreint í 
lausnunum með gleypni við 280 nm og Bradford-aðferð. Vonast var til þess að hægt væri 
að aðskilja transferrín frá öðrum plasmapróteinum en það gekk hins vegar ekki eftir.  

 

Abstract 
Iron is essential for the human body. It is for example necessary for the uptake and 
transport of oxygen. Transferrin is an iron binding protein. Serum transferrin takes up iron 
from the digestive system and transports it to cells of the body. Affinity chromatography is 
a technique used more and more over the last decades in protein purification. In affinity 
chromatography, a ligand, which has a certain ability to bind to a specific protein of 
interest, is connected to a matrix. The ligand is then used to fish the protein of interest out 
of a mixture of proteins. This study was done in continuation of the research for the 
bachelor thesis of Unnur Magúsdóttir, “Synthesis and evaluation of a collection of ligands 
for protein processing” (2012). Unnur used combinatorial synthesis to design and 
synthesize 40 ligands. The ligands were then tested for binding of holo-transferrin and apo-
transferrin. In the current study we picked out two ligands which had the best outcome in 
Unnur’s studies and tested them more closely. The  substrates that were synthesized were 
put in columns and tested for the binding of different concentrations of transferrin 
solutions. The flow of every soulution was collected and the protein concentration 
measured with absorbance at 280 nm and Bradford-procedure. We had hoped that it would 
be possible to isolate transferrin from other plasmaproteins using the synthesized ligands 
but that was not possible. 
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1 Inngangur 
1.1 Transferrín 
Járn er lífsnauðsynlegt líkamanum. Það er nauðsynlegt fyrir súrefnisupptöku líkamans, 
virkni margra ensíma sem og vöxt og þroska heila barna og unglinga. Þar af leiðandi er 
flutningur járns líka nauðsynlegur líkamanum (Embætti landlæknis, 2008). 

Transferrín próteinfjölskyldan inniheldur nokkrar tegundir af erfðafræðilega líkum 
próteinum. Þekktasta próteinið er líklegast transferrín sem finnst í blóðvökva. Það er 
glýkóprótein og er flutningsprótein fyrir járn í blóðvökva. Til eru aðrar tegundir 
transferríns eins og til dæmis laktóferrín og melanótransferrín sem einnig geta bundið járn. 
Bygging flestra próteina úr transferrín fjölskyldunni er keimlík. Próteinið er gert úr tveimur 
yfirhneppum (e. lobes) sem hvort um sig hefur bindistað fyrir þrígilda járnjón. Þó hafa 
fundist prótein með aðeins einu eða þremur yfirhneppum. Eins og áður sagði er transferrín 
aðallega þekkt fyrir að binda og flytja járn um líkamann en einnig hafa aðrir 
fjölskyldumeðlimir þróast í að sinna öðrum verkum og taka til dæmis þátt í ónæmissvörum 
(Lambert, 2012). 

Transferrín var fyrst uppgötvað í eggjahvítum árið 1944, þá fannst prótein sem bæði gat 
bundið járn og hafði letjandi áhrif á bakteríuvöxt. Tveimur árum seinna fannst þetta sama 
prótein í blóðvökva. Serum transferrín úr mönnum (e. human serum transferrin), oft kallað 
hTF, bindur járn með mikilli sækni, það hefur bindifasta í kringum 1022 M-1 (Sigma 
Aldrich, e.d.). Eins og flest prótein transferrín fjölskyldunnar hefur það tvö samstæð (e. 
homologous) hneppi, N og C hneppi sem greinast hvort fyrir sig í tvö undirhneppi, N1 og 
N2, C1 og C2. hTF hefur tvo bindistaði fyrir þrígilda járnjón, einn í N hneppi og annan í C 
hneppi. Transferrín sem er bundið járni er kallað holo-transferrín en transferrín sem hefur 
ekki bundið járn er kallað apo-transferrín. Mynd 1 sýnir byggingu transferríns úr 
blóðvökva (Lambert, 2012). 
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Mynd 1. Bygging transferrín sameindar úr blóðvökva (e. human serum transferrin). C1 
undirhneppið er litað gult, C2 undirhneppið rautt, N1 undirhneppið blátt og N2 undirhneppið 
grænt. Einnig sjást tvær brúnleitar járnjónir sem eru bundnar, ein C hneppi og önnur í N hneppi. 
Myndin er fengin úr greininni “Iron and bismuth bound human serum transferrin reveals a 
partially-opened conformation in the N-lobe” eftir Yan og samstarfsmenn hans (Yan et al., 2011). 
 

Amínósýrurnar sem binda þrígilt járn eru þær sömu í báðum yfirhneppum próteinsins. 
Bindisetin eru mynduð af tveimur týrósín leifum (Y92 og Y192), einni aspartic sýru leif 
(D60) og einni histidín leif (H253). Binding járns á transferrín krefst einnig anjónar sem í 
flestum tilfellum er karbónat. Þannig er járnið fastbundið með fjórum tengjum og 
hleðslujafnvægi ríkir í bindingunni. Bindiset járns má sjá á mynd 2 (Eckenroth et al., 
2011). 
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Mynd 2. Bindiset járns í transferrínsameind. Hér sjást amínósýrurnar sem taka þátt í bindingu járns við 
próteinið. Amínósýrurnar sem taka þátt í bindingunni eru tvær týrósínleifar (Y92 og Y192), ein histidínleif 
(H253) og  ein aspartic sýru leif (D60). Myndin er fengin frá vefsíðu St. Edwards háskóla (St. Edwards 
University, e.d.). 

hTF er glýkóprótein sem er nýmyndað í lifur og seytt í blóðvökva þar sem það bindur járn 
sem tekið er upp í smáþörmum eftir fæðuinntöku. Eftir að hTF binst járni þá ferðast það 
um blóðið þangað til það finnur transferrín viðtaka á yfirborði frumu. Transferrín viðtaki er 
tvíliða sem fer í gegnum frumuhimnu og samanstendur af tveimur eins einliðum sem 
tengdar eru saman með brennisteinsbrúm. Viðtakinn tengist tveimur hTF próteinum mjög 
þétt og innfrumun á sér stað þar sem transferrín er tekið upp í bólu og fært inn í umfrymi. 
Þegar komið er í umfrymið lækkar sýrustig bólunnar sem veldur því að transferrín sleppir 
járninu og er það svo flutt aftur út úr frumunni. Rannsóknir benda til þess að um 80% af 
járni frá meltingarvegi fari til beinmergsfrumna þar sem það er notað í nýmyndun á 
rauðum blóðkornum (Eckenroth et al, 2011; Silverthorn et al., 2013; Sigma Aldrich, e.d.). 
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1.2 Griptækni 

1.2.1 Saga og hagnýting griptækninnar 

Griptækni er tækni til hreinvinnslu próteina sem hefur verið nýtt í vaxandi mæli á síðustu 
áratugum. Griptækni byggir á sértækum, afturkræfum tengslum á milli tveggja efna sem 
hafa sækni hvert í annað, tengjast og mynda komplex. Þessi tengi sem myndast á milli 
griparms og sameindar eru ekki samgild en ýmis hrif og tengi geta verið til staðar eins og 
jónavíxlverkanir (e. ion interaction), van der Waals hrif, vetnistengi og vatnsfælnihrif 
(Dong et al., 2008; Filippusson, 2006). 

Cuatrecasas og samstarfsmenn hans birtu grein árið 1968 sem oft er talin marka upphaf 
griptækninnar. Þar segir að í griptæknitilraunum er ensímið sem hreinvinna skal látið renna 
í gegnum krosstengda fjölliðu eða gel sem sértækur samkeppnishindri ensímsins, eða 
griphópur, hefur verið tengdur á með samgildum tengjum. Þannig munu öll prótein sem 
hafa ekki sækni í hindrann renna beint í gegnum gripefnið en ensímið sem hreinvinna átti 
situr eftir, fast bundið við gripefnið. Til að losa ensímið má svo breyta saltstyrk, sýrustigi 
eða bæta samkeppnishindra í lausn sem er látin renna um gripefnið (Cuatrecasas et al., 
1968; Filippusson, 2006; Roque & Lowe, 2006).  

Griptæknin þróaðist hratt eftir birtingu greinar Cuatrecasas og reyndist hún góð og skilvirk 
aðferð til hreinvinnslu lífefna.  

Í upphafi þróunar griptækni, á áttunda áratug síðustu aldar, voru helst notaðir kyrrsettir 
griphópar eins og ensímhindrar, kófaktorar, kjarnsýrur og hvarfefnalíki. Undir lok áttunda 
áratugs síðustu aldar urðu ýmis litarefni vinsæl sem griphópar. Síðar voru innleiddir 
flóknari griphópar eins og til dæmis mótefni. Oft eru þessir griphópar ekki nægilega 
hentugir þar sem þeir geta verið bæði dýrir, óstöðugir og erfiðir til kyrrsetningar 
(Filippusson, 2006; Roque & Lowe, 2006). 

Eftir því sem þekking á þrívíddarbyggingu próteina hefur aukist og tölvuforrit til 
sameindamódelgerða hafa komið fram hefur sú leið að hanna og smíða frá grunni sérhæfða 
griphópa reynst vinsæl. Þessir griphópar eru kallaðir lífhermigriphópar. Ef 
þrívíddarbygging próteins er þekkt er hægt að hanna og smíða lífhermigriphópa sem er 
sérstaklega ætlað að tengjast ákveðnum bindisetum á próteininu (Filippusson, 2006; Roque 
& Lowe, 2006). 

Venjulega eru notuð sameindalíkön í tölvu til að hanna lífhermigriphópa eftir 
þrívíddarbyggingu próteins sem hreinvinna skal. Griphóparnir eru svo oft smíðaðir með 
þríazínkjarna sem uppistöðu.  

Slembismíð er aðferð sem mikið er notuð í smíðun griphópa. Slembismíð gengur út á það 
að margir líkir griphópar með sömu uppistöðu eru smíðaðir, prófanir eru gerðar á bindigetu 
hópanna og þeir sem gefa besta niðurstöðu eru notaðir til áframhaldandi tilrauna. Þannig 
eru smíðaðir griphópar sem eru að minnsta kosti gerðir úr tveimur efnum hver. Þessum 
efnum er svo breytt kerfisbundið og smíðaður er fjöldi griphópa sem hafa allir sömu 
undirstöðu (Filippusson & Erlendsson, 1999; Magnúsdóttir, 2012). 

Dexian Dong og samstarfsmenn hans sýndu fram á með yfirgripsmikilli rannsókn að bæði 
má nota griptækni til auðgunar (e. enrichment) próteina sem er hlutfallslega lítið af í 
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lausnum (e. low abundance) og áhugi er fyrir að hreinvinna, til eyðingar (e. depletion) 
próteina sem er hlutfallslega mikið af (e. high abundance) í lausnum og áhugi er fyrir að 
losna við en einnig til hreinsunar ákveðinna próteina í einu skrefi (e. one step purification). 
Þeir hönnuðu og smíðuðu safn 700 lífhermigriparma. Valdir voru úr 297 griparmar og 
griphæfni þeirra prófuð fyrir próteinútdrætti úr blóðsugum með súlukeyrslum. Í ljós kom 
að 154 af súlunum 297 sýndu auðgunaráhrif, 83 súlur sýndu eyðingaráhrif og 36 súlur 
sýndu hreinsun í einu skrefi (Dong et al., 2008). 

Yao og samstarfsmenn sýndu einnig fram á að griptækni getur verið hagnýt leið til 
próteinhreinsunar þegar þeir prófuðu súlukeyrslur á burðarefni með lífhermigripörmum til 
hreinsunar á ensíminu lípasa B úr sveppnum Candida Antarctica. Þetta ensím er einn af 
mest notuðum hvötum fyrir lífræna efnasmíð. Aðferðin sem áður hefur verið notuð við 
hreinvinnslu ensímsins er framkvæmd í mörgum skrefum, hún er dýr í framkvæmd og 
heimtur oftast litlar. Í tilraun Yao og félaga voru valdir 298 lífhermigriphópar úr safni 700 
slíkra og prófaðir nánar. Með þremur griphópanna var hægt að framkvæma próteinhreinsun 
í einu skrefi með súlukeyrslu og einn þeirra sýndi bæði góðar heimtur og mikla hreinsun 
(Yao et al., 2011). 

Í dag er griptæknin mikið notuð, meðal annars í vinnslu á ýmsum lyfjum, ensímum og 
öðrum lífefnum. Á síðustu árum hefur notkun einstofna mótefna sem lyfja sýnt góðan 
árangur í meðhöndlun á krabbameini, liðagigt og ýmsum bólgusjúkdómum. Töluverður 
fjöldi lífhermigriparma sem binda mótefnissameindir (e. immunoglobulin) hefur verið 
hannaður eftir röntgenkristalgreiningu á mótefnabindandi próteinum og mótefnum. Flestir 
griparmarnir hafa verið hannaðir og smíðaðir á föstum fasa með þríazín-kjarna. Komið er 
fram nýtt hvarf sem sumir telja muni taka við af þríazín hvarfinu. Hvarfið er 4-þátta Ugi 
hvarf (e. ‘4-component’-Ugi reaction) og er það sagt gefa möguleika á meiri fjölbreytni 
griparma. Hvarfið er einnig framkvæmt  við eitt hitastig, 50°C, en ekki við hitastig frá 0°C-
90°C eins og þríazín smíðin. Graziella El Khoury og Christopher R. Lowe smíðuðu nýlega 
lífhermigriparm með Ugi hvarfinu sem hermir eftir þriðja hneppi G próteins streptókokka 
sem bindur Fab-hluta (e. antigen binding fragment) immúnóglóbúlín G sameindar.  Þegar 
griparmurinn var kyrrsettur sýndi hann eiginleika til hreinsunar á IgG sameindum og Fab-
hlutum úr spendýra- og sveppafrumuræktum (Khoury & Lowe, 2013). 

1.2.2 Griptæknitilraunir 

Gripefni samanstendur af burðarefni, millistykki og griphóp. Mikilvægt er að burðarefni sé 
stöðugt og sterkt og hafi mikið yfirborð. Ýmsar fjölliður hafa verið notaðar sem burðarefni 
en agarósi er vinsæll. Sepharósi, sem er hlaupkorn úr agarósa er einnig mikið notaður. 
Millistykki er kolefniskeðja á milli burðarefnis og griphóps. Passa þarf að millistykkið sé 
af réttri lengd því ef það er of langt getur það bundið efni sjálfstætt en ef það er of stutt 
getur það komið í veg fyrir bindingu. Gott er að notast við millistykki ef hætta er á sterískri 
hindrun (Filippusson, 2012; Ásgeirsson, 2012). 

Góður griphópur þarf að geta bundist efni sem hreinvinna á afturkræft. Einnig þarf 
sérhæfing bindingar að vera góð svo aðeins sé bundið það efni sem hreinvinna skal en ekki 
önnur efni. Ákjósanlegur bindifasti milli lífefnis og griparms er á bilinu 103-108 M-1.  Best 
er þó að hann sé á bilinu 105-106 M-1 (Filippusson, 2012; Roque & Lowe, 2006). 
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Framkvæmd griptilraunar inniheldur venjulega fjögur skref. Þau eru: 

• Númer 1; Sýni sett á súlu 

• Númer 2; Sérhæft ásog á sér stað 

• Númer 3; Óbundnum efnum er skolað burt 

• Númer 4; Bundin efni losuð af súlu 

Mynd 3 sýnir griptæknitilraun í hnotskurn. 

 

Mynd 3. Griptæknitilraun í hnotskurn. Byrjað er að kyrrsetja griphóp (e. ligand) á burðarefni (e. matrix). 
Lausn er keyrð í gegnum burðarefnið með áföstum griphóp og tiltekið sýni (e. sample) binst griphópnum og 
myndar komplex. Önnur óhreinindi (e. impurities) í sýninu renna beint  í gegnum burðarefnið og festast ekki. 
Að lokum má losa bundin efni frá griphópnum, oft með breytingu á sýrustigi eða saltstyrk. Þannig er búið að 
hreinvinna sýnið að einhverju marki. Myndin er fengin úr slæðusýningu sem sýnd var í áfanganum Hagnýtt 
lífefnafræði G, haustið 2012 (Filippusson, 2012). 
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1.3 Efnafræði þríazíns 
Efnið sýanúrínklóríð eða 2,4,6-þríklóró-1,3,5-þríazín hentar vel til smíðar lífherminna 
griphópa. Efnið er hvarfgjarnt við nokkuð mildar aðstæður. Klóratómin hafa 
rafeindatogandi áhrif sem gerir kolefnin í heterohringnum viðkvæm fyrir kjarnsækinni 
árás. Því er auðvelt að skipta út klóratómunum þremur fyrir sameindir eins og til dæmis 
amínhópa og smíða þannig líherminn griphóp. Þó nokkur munur er á hvarfgirni eftir 
hópum sem telst góður kostur fyrir efnasmíð, þá sérstaklega ef festa á þrjú ólík efni á 
sýanúrínklóríð sameindina. Fyrsta skiptihvarfið á sér stað við 0-4°C, annað skiptihvarfið 
við 25-40°C og það þriðja við 80-100°C. Mynd 4 sýnir byggingu þríklróróþríazíns 
(Magnúsdóttir, 2012; Filippusson & Erlendsson, 1999). 

 
Mynd 4. Bygging 2,4,6-þríklóró-1,3,5-þríazíns. Sameindin hefur arómatískan hring með þremur nituratómum 
og þremur kolefnisatómum. Á kolefnisatómin eru svo áföst þrjú klóratóm, eitt á hvert kolefni. Myndin til 
vinstri er tekin af Wikipedia vefnum en myndin til hægri var teiknuð upp í forritinu ChemDraw (Wikipedia, 
2008). 
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1.4 Smíði griphópa á föstum fasa 
Mögulegt er að smíða griphópa með þríazínkjarna sem undirstöðu bæði í upplausn eða á 
föstum fasa. Smíði á föstum fasa auðveldar mjög þvott umfram hvarfefna á milli skrefa í 
smíðinni.  Þegar smíði er framkvæmd í upplausn getur mikill tími og erfiði farið í þvott á 
millistigsefnum. Smíði á föstum fasa telst því oft fýsilegri kostur en þó kann að vera 
nauðsynlegt að smíða efnið einnig í upplausn þar sem möguleiki er á að sanna byggingu 
efnisins með aðferðum litrófsgreiningar. 

Í þessu verkefni voru griphópar smíðaðir á föstum fasa, sepharósa. Skref sem felast í 
aðferðinni eru eftirfarandi: 

• Númer 1; Virkjun Sepharósa. Sepharósi er hvarfaður við epiklóróhýdrín og eftir 

stendur hvarfgjarn epoxýhópur á sepharósanum. 

• Númer 2; Breyting epoxíðs í amín. Epoxýsepharósi er hvarfaður við ammoníak til 

þess að fá amínóvirkjaðan sepharósa. 

• Númer 3; Hvarf við þríklóróþríazín: Amínóvirkjaður sepharósi er hvarfaður við 

þríklóróþríazín við 0-4°C í 2 klukkustundir. 

• Númer 4; Hvarf við fyrra amínefni, R1-NH2. Þrefalt yfirmagn af fyrra amínefninu 

er hvarfað við þríklóróþríazínvirkjaða sepharósann við 25-40°C í 1 sólarhring. 

• Númer 5; Hvarf við seinna amínefnið, R2-NH2. Fimmfalt yfirmagn seinna 

amínefnisins er hvarfað við sepharósann við 80-100°C í 3 sólarhringa. 

Eftir rækilega hreinsun er burðarefnið með áföstum griphópum tilbúið til prófana 
(Magnúsdóttir, 2012; Filippusson & Erlendsson, 1999). Mynd 5 á næstu síðu sýnir skref 
efnasmíðar. 
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Mynd 5. Skref í efnasmíði á gripefni fyrir transferrín. Nánari útskýring á skrefunum er á blaðsíðunni á 
undan. Myndin var teiknuð upp í forritinu ChemDraw. 
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1.5 Magngreiningar á próteini 

1.5.1 Gleypnimælingar við 280 nm 

Gleypni við 280 nm er ein einfaldasta magnbundna próteinmælingaraðferðin en hún byggir 
á því að arómatískir hliðarhópar amínósýra gleypa ljós af bylgjulengd 280 nm. Hlutfall 
arómatískra amínósýra í próteinum getur þó verið mjög mismunandi en oft er miðað við að 
lausn með próteinstyrkinn 1 mg/mL hafi gleypnina 1 optical density einingu (Ásgeirsson, 
2012). 

1.5.2 Bradford-aðferð 

Bradford-aðferð (1976) er næm og einföld leið til áætlunar á próteinstyrk. Aðferðin byggir 
á því að amínóhópar próteina binda litarefnið Coomassie Blue magnbundið. Oft á tíðum er 
notast við afbrigði á Bradford-aðferð þar sem litarefnið Coomassie Blue G-250 er leyst upp 
í perklórsýru í stað fosfórsýru eins og gert var í upphaflegu aðferðinni. Sá litur hefur reynst 
auðveldari í gerð og stöðugri við geymslu. Helsti ókostur Bradford-aðferðar er að prótein 
hafa hlutfallslega mismarga amínóhópa og niðurstöður sem fást því ekki alltaf nákvæmar 
(Ásgeirsson, 2012). 

1.6 Rafdráttur 
Rafdráttur er góð aðferð til þess að aðskilja hlaðnar stórsameindir eins og prótein og 
kjarnsýrur. Aðferðin er byggð á því að í rafsviði ferðast hlaðnar agnir í átt að gagnstætt 
hlöðnu rafskauti. Að rafdrætti loknum, þegar búið er að rjúfa strauminn, má síðan festa og 
lita sameindirnar og þannig fæst út röð banda, eitt fyrir hverja sameind sem verið er að 
rafdraga.  

Bæði er hægt að framkvæma samfelldan og ósamfelldan rafdrátt. Í samfelldum rafdrætti er 
sami buffer hafður í öllu rafdráttarkerfinu og ræðst ferðahraði próteinanna í hlaupinu bæði 
á stærð þeirra og hleðslu. Þannig er hægt að aðgreina misstór prótein með sama 
massa/hleðslu-hlutfall. Aðgreiningin er byggð á því að stór prótein eiga erfiðara að komast 
í gegnum möskva í pólýakrýlamíðhlaupi en þau minni. Þess vegna tefjast þau miðað við 
minni prótein. Aftur á móti aðgreinast jafnstór prótein eftir hleðslu, þar sem mikið hlaðin 
prótein ferðast hraðar í átt að gagnstætt hlöðnu rafskauti en lítið hlaðin prótein. Bæði 
próteinin tefjast samt jafnmikið í hlaupinu vegna stærðar sinnar þar sem þau eru jafnstór. 
Samfelldur rafdráttur veitir nokkuð grófar upplýsingar um eiginleika próteina, eins og 
mólmassa og jafnhleðslupunkt.  

Ósamfelldur rafdráttur byggir aftur á móti á því að tvö misþétt hlaup eru notuð í sama 
plötukerfi og þrír mismunandi bufferar. Neðra hlaupið sem notað er í ósamfelldum 
rafdrætti kallast aðgreiningarhlaup og er það af sömu gerð og hlaupin sem eru notuð í 
samfelldan rafdrátt. Efra hlaupið sem notað er, kallað þéttihlaup, hefur aftur á móti annað 
sýrustig en aðgreiningarhlaupið og er gert úr lausn með lægri akrýlamíðsstyrk svo möskvar 
þess eru nógu stórir til þess að tefja hvorki flæði lítilla né stórra sameinda. Próteinsýnið 
sem rafdraga á er lagt í brunna ofan á efra hlaupinu og efri bufferinn þar ofan á.  

Kostur ósamfelds rafdráttar fram yfir þann samfellda er að próteinunum er þjappað saman í 
örfínt band á þéttihlaupinu svo aðgreining er mun betri þegar notast er við ósamfelldan 
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rafdrátt í samanburði við samfelldan rafdrátt. Þannig er hægt að setja mun stærra og þynnra 
próteinsýni á hlaup í ósamfelldum rafdrætti en þeim samfellda. 

SDS eða natríum lauryl súlfat (e. sodium dodecyl sulfate) er hægt að nota til þess að gefa 
öllum próteinum sama hleðslu/massa hlutfall. Þetta er gert svo að aðgreina megi prótein 
aðeins eftir stærð. Þegar prótein eru soðin í lausn með SDS og 2-merkaptóetanóli 
afmyndast þau þar sem 2-merkaptóetanól klýfur S-S tengi í próteinunum og þriðja stigs 
bygging þeirra rofnar við suðu. Eftir afmyndun raðast SDS sameindir utan á 
polypeptíðkeðjurnar og snúa óhlöðnu endum sínum að henni en hlöðnu súlfathópunum er 
snúið út í lausnina. Það magn af SDS sem binst hverri polypeptíðkeðju er háð lengd hennar 
og þar með mólmassa hennar. Hleðslur próteinanna sjálfra vega það lítið miðað við 
neikvæðar hleðslur súlfathópanna að hleðslu/massa hlutfall verður það sama fyrir öll 
prótein. Því ræðst ferðahraði próteinsýna sem meðhöndluð hafa verið með SDS aðeins af 
stærð próteinanna og fara stærstu próteinin styst en þau minnstu dragast lengst. Línulegt 
samband er á milli ferðahraða próteina í SDS rafdrætti og logranum af mólmassa þeirra 
innan ákveðinna stærðarmarka sem fer eftir þéttleika hlaupsins. Þannig má útbúa 
staðallínurit með því að rafdraga prótein með þekktan mólmassa í SDS-rafdráttarkerfi og 
mæla ferðahraða þeirra. Þá má svo rafdraga óþekkt prótein í sama kerfi og mæla 
ferðahraða þess og finna út mólmassa þess út frá  staðallínunni (Ásgeirsson, 2012). 
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2 Efni og aðferðir 
2.1 Efni 
Sepharose CL-6B var keyptur frá Sigma-Aldrich Inc. Nautgripa holo-transferrín og apo-
transferrín (98%) voru keypt frá Sigma Chemical Co. og manna holo-transferrín (≤97%) 
var einnig keypt frá Sigma Chemical Co. Önnur efni sem notuð voru við tilraunina voru 
ýmist keypt frá Sigma-Aldrich Inc. eða Sigma Chemical Co. 

2.2 Aðferðir 

2.2.1 Virkjun Sepharósa 

Sepharósi var virkjaður með epiklóróhýdríni með aðferð Porath og Fornstedt (1970).  100 
ml af Sepharósa voru þvegnir rækilega með afjónuðu vatni og blandað út í 80 ml af 1,0 M 
NaOH lausn og blandan hrist rólega í eina klukkustund. 14 ml af epiklóróhýdríni var bætt 
rólega út í lausnina og hrært í á meðan. Lausnin var hrist yfir nótt við 30°C. Epoxývirkjaði 
Sepharósinn var þveginn rækilega með afjónuðu vatni og fjöldi epoxýhópa á hvert gramm 
hans mældur. 

2.2.2 Mæling á fjölda epoxýhópa á Sepharósa 

1 gramm af epoxývirkjuðum Sepharósa var hrært saman við 3 ml af 1,3 M 
natríumþíósúlfatlausn. Lausnin var látin standa í 30 mínútur við stofuhita. Lausnin var 
títruð niður að pH 7,0 með 10 µl skömmtum af 0,1 M HCl. Fjöldi 10 µl skammta sem 
þurfti til að ná pH 7,0 jafngilti fjölda µmóla epoxýhópa á hvert gramm Sepharósans. 

2.2.3 Amínerun epoxývirkjaða Sepharósans 

Tvöföldu yfirmagni af ammoníaklausn yfir fjölda epoxýhópa Sepharósans var blandað við 
epoxývirkjaða Sepharósann og lausnin hrist við 30°C yfir nótt. Gert var ráð fyrir að allir 
epoxýhópar Sepharósans hefðu amínerast þar sem ammoníak var í tvöföldu yfirmagni. 
Eftir hvarfið var amínóvirkjaði Sepharósinn þveginn rækilega með afjónuðu vatni. 

2.2.4 Virkjun með þríklóróþríazíni 

100 ml af afjónuðu vatni var blandað við amínóvirkjaða Sepharósann og blandan kæld að 
um það bil 0°C á ísbaði. Fimmfalt yfirmagn af þríklóróþríazíni yfir fjölda amínóhópa var 
leyst upp í asetoni og einnig kælt að 0°C á ísbaði. Þríklóróþríazín-aseton blöndunni var 
bætt við Sepharósann í litlum skömmtun á meðan hrært var vel í lausninni. Fylgst var með 
sýrustigi lausnarinnar á meðan á blönduninni stóð og því viðhaldið á bilinu pH 7,0-7,5 með 
viðbætingu 1,0 M NaOH. Hvarfið var látið ganga þar til sýrustig lausnarinnar var orðið 
nokkuð stöðugt, eða í um 3 klukkustundir. Eftir hvarfið var Sepharósinn þveginn rækilega 
með 300 ml skömmtum af lausn með asetoni og afjónuðu vatni í hlutföllunum 75:25, 50:50 
og 25:75 og að endingu með afjónuðu vatni. 
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2.2.5 Tenging fyrra amínefnisins (R1-NH2) á Sepharósa 

Fimmfalt yfirmagn af fyrra amínefni yfir fjölda amínóhópa var leyst upp í 0,1 M 
natríumkarbónat bufferlausn með pH 10,3 í sama rúmmáli og vegið magn af Sepharósa. 
Lausninni með amínefninu var blandað saman við Sepharósann og hrist við 30°C í 1 
sólarhring. Eftir hvarfið var Sepharósinn þveginn vel með bufferlausninni og að lokum 
með afjónuðu vatni. 

2.2.6 Tenging seinna amínefnisins (R2-NH2) á Sepharósa 

Sepharósinn með fyrra amínefni áföstu var þveginn með DMF (dímetýlformamíð) og 
vegið magn sett í universal skrúftappaflöskur með teflon þéttingu. Fimmfalt yfirmagn af 
seinna amínefninu (yfir fjölda amínóhópa) var leyst upp í DMF og blandað við 
Sepharósann í skrúftappaflöskunum. Flöskunum var komið fyrir í veltigrind í hitaskáp og 
velt þar í 3 sólarhringa við 80°C. Eftir hvarfið var Sepharósinn látinn kólna og þveginn 
með 300 ml skömmtum af DMF, DMF/afjónuðu vatni og að lokum rækilega með afjónuðu 
vatni. Sepharósinn var settur aftur í skrúftappaflöskurnar og var blandað við sama rúmmál 
af 1 M etanólamín lausn og velt í hitaskáp við 50°C í 1 sólarhring. Þetta var gert til þess að 
ganga úr skugga um að engir óhvarfaðir hópar væru til staðar á þríklóróþríazínvirkjaða 
Sepharósanum. Sepharósinn var þveginn rækilega með afjónuðu vatni og var þá tilbúinn til 
prófunar. Við geymslu var Sepharósinn geymdur í 20% etanóllausn í ísskáp við 4°C til að 
koma í veg fyrir örveruvöxt í gripefninu. 

2.2.7 Smíð gripefna 

Tvö gripefni voru smíðuð (efni 1 og efni 2) og voru þau gripefni valin sem best komu út í 
prófunum Unnar Magnúsdóttur, „Smíði og prófun griphópasafns fyrir próteinvinslu”, 
2012. Smíðin á gripefnunum var framkvæmd tvisvar sinnum þar sem grunur var um að í 
fyrri smíðinni hefðu efnin brunnið við.  

Efni 1 bar benzýlamín í annarri stöðu á þríklóróþríazínkjarnanum en 3-amínó-2-naphtoic 
sýru í þriðju stöðu (sjá mynd 6A). Efni 2 bar benzýlamín einnig í annarri stöðu á 
þríklóróþríazínkjarnanum en 4,4’-díamínóbíbenzýl í þriðju stöðu (sjá mynd 6B). Mynd 6 
sýnir byggingu efnanna. 
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Mynd 6. Bygging gripefnanna sem smíðuð voru. Efni 1 (A) hefur benzýlamín í annarri stöðu á 
þríklóróþríazínkjarna og 3-amínó-2-napthoic sýru í þriðju stöðu. Efni 2 (B) hefur benzýlamín í fyrri stöðu á 
þríklóróþríazínkjarna og 4,4’-díamínóbíbenzýl í þriðju stöðu. Myndirnar voru teiknaðar upp í forritinu 
ChemDraw. 
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2.2.8 Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferríns og apo-
transferríns 

3 grömm af gripefni voru sett í Pharmacia súlur. Súlurnar voru pakkaðar og jafnaðar með 
20 mM Tris buffer með pH 7,5 (buffer A). Griphæfni efnanna var prófuð fyrir bæði apo-
transferríni og holo transferríni. Holo-transferrín var blandað í buffer A bæði í styrknum 1 
mg/ml og 0,1 mg/ml. Apo-transferrín var einungis blandað í styrknum 0,1 mg/ml. Þegar 
búið var að pakka og jafna súlurnar voru eftirfarandi lausnir keyrðar í gegnum súlurnar: 

• Númer 1; 2 ml af próteinlausn (styrkur 1 mg/ml eða 0,1 mg/ml). 

• Númer 2; Skollausn (buffer A) til að skola óbundnum efnum af súlunni. 

• Númer 3; Losunarlausn 1: 0,5 M NaCl + 20% etýlen glýkól blandað í buffer A. 

• Númer 4; Losunarlausn 2: 1,0 M NaCl + 40% etýlen glýkól blandað í buffer A. 

Ekki var keyrt sama magn skollausna og losunarlausna í öllum keyrslum, fylgst var með 
gagnasöfnun á Biologic LP chromatography system tæki frá Bio-Rad sem mælir stöðugt 
gleypni við 280 nm og lausnir keyrðar í samræmi við það. Allar keyrslur voru gerðar við 
herbergishita. Myndir af súlukeyrslum má sjá í viðauka A. 

Gegnumflæði hverrar lausnar frá hverri súlukeyrslu var safnað í sérstök merkt 
skammtaglös. Sýnin voru magnmæld bæði með gleypni við 280 nm og með Bradford 
aðferð til að kanna griphæfni hvors súluefnis. 

2.2.9 Magngreiningar á próteinum 

2.2.9.1. Gleypni við 280 nm 
Gleypnimælingar við 280 nm voru gerðar í ljósgleypnimæli. 1 ml úr hverju skammtaglasi 
var mældur í kvartzkúvettu. Mælingar voru framkvæmdar við herbergishita. 

Staðalkúrva var útbúin fyrir mælingarnar. 1 mg/mL staðalpróteinlausn var útbúin og þynnt 
yfir styrkbilið 0-0,4 mg/ml.  Mælingar á staðallausnum voru framkvæmdar á sama hátt og 
mælingar á próteinlausnum úr skammtaglösum. Fundin var besta lína staðalkúrvu og með 
henni var hægt að reikna út styrk í mældum próteinlausnum. Staðalkúrvu fyrir mælingar 
með gleypni við 280 nm má sjá í viðauka B. 

2.2.9.2. Bradford-aðferð 
Notast var við afbrigði Zaman og Verwilghen (1979) af Bradford-aðferð. Litunarlausn var 
blönduð á eftirfarandi hátt: útbúin var stofnlausn þar sem 5 g af Coomassie Brilliant Blue 
G-250 var leyst upp í blöndu af 100 ml af metanóli og 900 ml af vatni. 200 ml af 
stofnlausninni var blandað saman við 84 ml af perklórsýru og þynnt upp í 2000 ml. Þessi 
lausn var kölluð litunarlausn og var notuð til magngreininga. 

Mælingar voru framkvæmdar með örplötumæli. Notaðir voru 25 µl úr hverju skammtaglasi 
og blandað við 275 µl af litunarlausn. Sýnin voru látin standa við herbergishita í 30 
mínútur áður en mælingar voru framkvæmdar þar sem gleypni var mæld við 620 nm í 
örplötumæli.  
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Útbúin var staðalkúrva fyrir mælingarnar. 1 mg/mL staðalpróteinlausn var útbúin og þynnt 
yfir styrkbilið 0-0,4 mg/ml. Mælingar á staðallausnum voru framkvæmdar á sama hátt og 
mælingar á próteinlausnum úr skammtaglösum. Fundin var besta lína staðalkúrvu og með 
henni var hægt að reikna út styrk í mældum próteinlausnum. Staðalkúrvu fyrir mælingar 
með Bradford-aðferð má sjá í viðauka B.  

2.2.10 Rafdráttur 

Í rafdráttinn var notað NuPAGE® rafdráttarkerfi og keypt tilbúin NuPAGE® Novex Bis-
Tris akrýlamíðgel frá Invitrogen™. 

Notaður var NuPAGE® SDS-MOPS keyrslubuffer. 20x MOPS keyrslubuffer er 50 mM 
MOPS, 50 mM Tris, 0,1% SDS og 1 mM EDTA við pH 7,7. 

Sýnum sem hlaðið var í brunna á rafdráttargeli var blandað á eftirfarandi hátt: 20 µl af 
próteinsýni var blandað saman við 60 µl af LDS (e. lithium dodecyl sulfate) 4x NuPAGE® 
sýnabuffer frá Invitrogen™. Sýnin voru látin standa í 10 mínútur við 70°C á hitabaði áður 
en þeim var hlaðið í brunna á rafdráttargeli. 

5 µl af BenchMark™ próteinstaðli (e. ladder) frá Invitrogen™ var hlaðið á gelin tvö í 
brunni 1 í hvoru geli. 25 µL af meðhöndluðum stofnlausnum (0,1 mg/ml holotransferrín og 
0,1 mg/ml apotransferrín) var hlaðið á gelin í brunni 2 og 3 á báðum gelum. 37 µl af 
meðhöndluðum próteinsýnum var hlaðið á gelin í brunnum 4-9 á báðum gelum. 

0,1% Coomassie Brilliant Blue litunarlausn var blönduð á eftirfarandi hátt: 1 g Coomassie 
Brilliant Blue R-250 var leyst upp í einum lítra af afjónuðu vatni, metanóli og ísediki í 
hlutföllunum 5:5:2 í 1000 mL mæliflösku. Lausnin var síðan síuð með síupappír og var þá 
tilbúin til litunar á rafdráttargelum. 

Aflitunarlausn var 30% metanól í afjónað vatn. 

Rafdráttargelin voru látin liggja í litunarlausn í 2 sólarhringa og í aflitunarlausn í 3 
sólarhringa. 
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3 Niðurstöður 
3.1 Smíði griphópa 
Smíðaðir voru tveir lífhermigriphópar á Sepharósa. Við smíðina var notast við efnafræði 
þríklóróþríazíns. Efnið samanstendur af arómatískum heteróhring með þremur 
nituratómum og þremur kolefnisatómum. Við hvert og eitt kolefnisatómanna er svo tengt 
klóratóm (Mynd 1). Efnið er heppilegt til efnasmíða þar sem það er hvarfgjarnt og auðvelt 
er að framkvæma skiptihvörf á klóratómunum og til dæmis amínum. Klórhóparnir hafa 
mismunandi hvarfgirni og er því hægt að stjórna hvörfunum með hitastigi. Fyrsta 
skiptihvarfið á sér stað við 0-4°C, annað skiptihvarfið við 25-40°C og það þriðja við 80-
100°C. 

Fyrsta skref smíðar á gripefni var virkjun Sepharósa með epiklóróhýdríni við basískar 
aðstæður. Mælingar á fjölda epoxývirkjaðra hópa á Sepharósa gáfu þéttleika á bilinu 25-30 
µmól epoxýhópa á grömm Sepharósa. Því næst var tvöföldu yfirmagni af ammoníaki yfir 
fjölda epoxýhópa blandað við epoxývirkjaða Sepharósann. Gert var ráð fyrir að allir 
epoxýhópar hefðu amínerast. Þríazín sameindin var tengd á amínóvirkjaðan Sepharósa á 
ísbaði þar sem hvarfið á sér stað við 0-4°C. Hvarfið var látið ganga í 3 klst og sýrustigi 
haldið á bilinu pH 7,0-7,5 með viðbætingu 1 M NaOH. Fyrra amínefnið (R1-NH2) var leyst 
upp í natríumkarbónat buffer við pH 10,3. Það var tengt í aðra stöðu þríazín 
sameindarinnar með hvarfi við 30°C í hitaskáp í 1 sólarhring. Seinna amínefnið (R2-NH2) 
var leyst upp í DMF. Það var tengt í þriðju stöðu þríazín sameindarinnar með hvarfi við 
80°C í veltigrind í 3 sólarhringa. Hvarfið var framkvæmt í skrúftappaflöskum með teflon 
þéttingu. Að lokum var gripefnið hvarfað við etanólamín við 50°C í 1 sólarhring. Þetta var 
gert til að tryggja að engir óhvarfaðir hópar væru til staðar á þríazín sameindunum. 

3.2 Prófun gripefna fyrir bindingu holo-
transferríns og apo-transferríns 

Gripefnunum sem smíðuð voru var pakkað í fjölnota súlur frá Pharmacia. 3 grömm af 
gripefni voru í hverri súlu  og voru þær pakkaðar og jafnaðar með buffer A. Nokkrar 
endurtekningar voru gerðar á súlukeyrslum með hverju gripefni til samanburðar. 
Gegnumflæði allra lausna var safnað í skammtaglös. Magngreiningar á transferríni úr 
skammtaglösunum voru gerðar bæði með gleypni við 280 nm og með Bradford-aðferð. 

Fyrst voru gripefni fyrri smíðar prófuð með 1 mg/ml holo-transferrín lausn. Þar á eftir voru 
gripefni seinni smíðar einnig prófuð með 1 mg/ml holo-transferrín lausn. Þar sem mikið 
próteinmagn rann beint í gegnum súluna án bindingar var ákveðið að þynna 
próteinlausnirnar og gripefni seinni smíðar voru prófuð með 0,1 mg/ml holo-transferrín 
lausn og 0,1 mg/ml apo-transferrín lausn. Eins og mynd 7 sýnir þá fór enn töluverður hluti 
próteinsins beint í gegnum súluna, án bindingar við gripefni. Bindirýmd (e. capacity) 
gripefnisins virðist því ekki vera mjög mikil. Myndir af súlukeyrslunum má sjá í viðauka 
A. 

Mynd 7 A-F sýnir niðurstöður skimunar fyrir bindingu holo-transferríns og apo-
transferríns við gripefnin tvö, fyrri og seinni smíð. 
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Mynd 7. Skimun gripefnanna tveggja fyrir bindingu holo-transferríns og apo-transferríns. Á X-ás eru efnin, 
efni 1 fyrri smíð (E1S1), efni 1 seinni smíð (E1S2), efni 2 fyrri smíð (E2S1) og efni 2 seinni smíð (E2S2). Á Y-
ás er magn transferríns magngreint úr skammtaglösum með gleypni við 280 nm og Bradford-aðferð. Á mynd 
A, C og E eru sýndar magngreiningar með gleypni við 280 nm en á mynd B, D og F magngreiningar með 
Bradford-aðferð. Myndir A og B sýna magngreiningar úr skammtaglösum sem var safnað eftir keyrslu með 2 
ml af 1 mg/ml holo-transferrín próteinlausn. Myndir C og D sýna magngreiningar úr skammtaglösum sem 
var safnað eftir keyrslu með 2 ml af 0,1 mg/ml holo-transferríni. Myndir E og F sýna magngreiningar úr 
skammtaglösum sem var safnað eftir keyrslu með 2 ml af 0,1 mg/ml apo-transferríni. 
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3.3 Rafdráttur 
Holo-transferrín lausn að styrkleika 0,1 mg/ml og apo-transferrín að sama styrkleika voru 
rafdregnar ásamt sýnum úr skammtaglösum sem var safnað eftir keyrslu með 0,1 mg/ml 
holo-transferrín lausn og keyrslu með 0,1 mg/ml apo-transferrín lausn á bæði efni seinni 
smíðar. Eftir rafdráttinn voru gelin lituð með Coomassie Brilliant Blue R-250 og þá aflituð 
svo að aðeins myndi sitja eftir litur í próteinböndunum. Í ljós kom að sýnin úr keyrslunum 
voru of þunn til að bönd sæjust á þeim. Aðeins sáust bönd úr lausnunum sem keyrðar voru 
á súlurnar en ekki úr gegnumflæði lausnum sem safnað var úr súlukeyrslum. Mynd 8 sýnir 
mynd af öðru geli rafdráttarins þar sem bæði gelin komu alveg eins út, aðeins sáust bönd 
frá próteinstaðli og 0,1 mg/ml lausnum af holo-transferríni og apo-transferríni. 

Eftir á að hyggja hefði verið betra að rafdraga sýni af keyrslum úr 1 mg/ml próteinlausnum 
en ekki var nægur tími til endurtektar á rafdrættinum. Það sést þó að 0,1 mg/ml 
próteinlausnirnar sem blandaðar voru hreinar. 

 

Mynd 8. Rafdráttur sýna. Á mynd til vinstri sést rafdrátturinn en á mynd til hægri sést mynd af 
próteinstaðlinum sem notaður var. Í fyrsta brunn var látinn próteinstaðall, í annan brunn 0,1 mg/ml holo-
transferrín lausn, í þriðja brunn 0,1 mg/ml apo-transferrínlausn. Í brunna 4-9 voru sett sýni úr 
skammtaglösum sem var safnað við keyrslur 0,1 mg/ml holo-transferríns og 0,1 mg/ml apo-transferríns á 
seinni smíðar á efnum 1 og 2. Eins og myndin sýnir voru lausnirnar of þunnar og koma því ekki fram á 
rafdráttargelinu. Myndin af próteinstaðlinum fékkst af vefsíðu Invitrogen. (Invitrogen, e.d.) 
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4 Umræður og ályktanir 
Verkefni þetta var gert sem framhald af verkefni Unnar Magnúsdóttur „Smíði og prófun 
griphópasafns fyrir próteinvinnslu”, 2012. Verkefni Unnar gekk út á að smíða hóp gripefna 
með slembismíðaraðferð og kanna bindingu þeirra fyrir transferríni. Í þessu verkefni voru 
valdir tveir griphópar sem sýndu hvað bestar niðurstöður úr rannsókn Unnar, þeir smíðaðir 
og prófaðir nánar. Ætlunin var að athuga hvort hægt væri að aðgreina transferrín frá öðrum 
plasmapróteinum. Það reyndist því miður ekki hægt þar sem bindirýmd gripefnanna sem 
smíðuð voru var lítil. Þrátt fyrir að gerðar væru þynningar á próteinlausnum sem keyrðar 
voru á súlur með burðarefnunum í var áfram töluvert magn af próteini sem fór beinustu 
leið í gegnum súluna án bindingar. Því voru ekki forsendur fyrir prófun á aðgreiningu 
transferríns frá öðrum próteinum. Þó hefði mátt prófa að minnka flæðihraða á súlunum, 
sem venjulega var 1 ml/mín, og sjá hvort meiri binding ætti sér stað. 

Niðurstöður úr próteinmagnmælingum með gleypni við 280 nm og Bradford-aðferð gáfu 
ekki alltaf sömu niðurstöður. Einhver skekkja er greinilega í mælingunum en það getur 
verið að járnjónin bundin transferríni (í holo-transferríni) hafi áhrif á gleypni við 280 nm. 
Gleypni við 280 nm er ekki línuleg hjá meðlimum transferrín próteinfjölskyldunnar og því 
getur það gefið skekktar niðurstöður að reikna transferrín próteinmagn út frá línulegri 
staðalkúrvu. Árið 2008 gáfu Nicholas James og Anne Mason út verklýsingu til þess að 
ákvarða nákvæma mólargleypnistuðla fyrir transferrín sem innihélt járn. Fróðlegt væri að 
prófa mælingar með þessari aðferð og athuga hvort niðurstöður yrðu svipaðar og í þessu 
verkefni (James & Mason, 2008). 

Athyglisvert er að burðarefnin sýndu ekki alltaf sömu bindirýmd við fyrri og seinni smíði. 
Efni 1 sýndi meiri bindirýmd við fyrri smíði en efni 2 sýndi meiri bindirýmd við seinni 
smíði. Því mætti athuga hvort hægt sé að bæta skref í byggingu efnanna á einhvern hátt. 
Skrefið við bindingu annars amínshóps (R2-NH2) í þriðju stöðu þríazín sameindarinnar er 
erfiðasta skref smíðarinnar þar sem bindingin á sér stað við 80-90°C. Vegna mikils hita og 
þrýstings er hætta við að skrúftappaflöskurnar sem hvarfið er framkvæmt í leki. Komist var 
hjá því að mestu með teflonþéttingu. Þó mætti bæta þéttinguna því möguleiki er að einhver 
uppgufun hafi átt sér stað. 

Fyrir frekari rannsóknir á viðfangsefni verkefnisins væri hægt að stíga skref til baka og 
stækka griphópasafnið sem Unnur hannaði og smíðaði. Þá má prófa bindigetu nýju 
griphópanna fyrir transferríni og vonast til þess að fá burðarefni með meiri bindirýmd. Ef 
bindirýmd er meiri og ekkert eða mjög lítið magn próteinsins fer beina leið í gegnum súlur 
með burðarefninu væri hægt að prófa aðskilnað transferríns frá öðrum plasmapróteinum 
eins og albúmíni og immúnúglóbúlíni. Ef það gengur vel mætti prófa að keyra blóðvöka-
sýni á súlur með burðarefnunum og sjá hvort hægt sé að einangra transferrín. 

Einnig væri spennandi að prófa að smíða griparma með “4-þátta” Ugi hvarfi (e. “4-
component” Ugi reaction) sem minnst var á í inngangi og prófa  þá fyrir bindingu 
transferríns. Þar eru skref byggingarinnar öll gerð við 50°C og því ekki sama hætta á 
uppgufun og leka eins og er við bindingu annars amínhóps (R2-NH2) í þriðju stöðu þríazín 
sameindarinnar (Khoury & Lowe, 2013). 
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5 Viðauki A 
5.1 Súlukeyrslur 
Keyrðar voru fjölmargar súlukeyrslur en hér eru sýndar myndir af einni keyrslu fyrir hvert 
efni við þær aðstæður sem prófaðar voru.  

 

Mynd 9. 2 ml holo-transferrín (1 mg/mL) keyrt á súlu með efni 1, smíði 1 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 19 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 28 mínútur. Öllum 
próteintoppum var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og Bradford 
aðferð. 
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Mynd 10. 2 ml holo-transferrín (1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 2, smíði 1 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 28 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 53 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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Mynd 11. 2 ml holo-transferrín (1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 1, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 20 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 44 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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Mynd 12. 2 ml holo-transferrín (1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 2, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 15 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 46 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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Mynd 13. 2 ml holo-transferrín (0,1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 1, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 15 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 45 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 

 

 

 

 

 

 



28 

 

Mynd 14. 2 ml apo-transferrín (0,1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 1, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 15 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 55 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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Mynd 15. 2 ml holo-transferrín (0,1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 2, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 17 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 45 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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Mynd 16. 2 ml apo-transferrín (0,1 mg/ml) keyrt á súlu með efni 2, smíði 2 með flæðihraða 1 ml/mín. X-ás 
sýnir tíma í mínútum, Y-ás til  vinstri sýnir gleypni við 280 nm og Y-ás til hægri sýnir leiðni í mS/cm. Buffer A 
(20 mM Tris við pH 7,5) var keyrður þar til gegnumflæðistoppur próteinlausnarinnar hafði klárast. 
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 16 mínútur en 
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etýlen glýkól í 20 mM Tris við pH 7,5) var sett á eftir 44 mínútur. 
Próteintoppunum þremur var safnað í merktar safnflöskur og próteinmagn mælt með gleypni við 280 nm og 
Bradford aðferð. 
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6 Viðauki B 
6.1 Staðalkúrvur fyrir próteinmælingar 
Útbúnar voru 1 mg/ml staðalpróteinlausnir sem voru svo þynntar yfir styrkbilið 0-0,4 
mg/ml. Lausnirnar voru svo gleypnimældar með viðeigandi aðferð og teiknuð var upp 
staðalkúrva. Hver lausn var blönduð þrisvar sinnum og sýna punktarnir á gröfunum 
meðaltal af lausnunum þremur. 

 
Mynd 17. Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns með gleypni við 280 nm. Jafna bestu línu var 
y=0,912x og R2=0,986.  

 
Mynd 18. Staðalkúrva fyrir magngreiningu apo-transferríns með gleypni við 280 nm. Jafna bestu línu var 
y=0,959 og R2=0,993. 
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Mynd 19. Staðalkúrva fyrir magngreiningu holo-transferríns með Bradford-aðferð. Jafna bestu línu var 
y=0,9987x og R2=0,996. 

 

 
Mynd 20. Staðalkúrva fyrir magngreiningu apo-transferríns með Bradford aðferð. Jafna bestu línu var 
y=0,9808x og R2=0,998. 
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7 Viðauki C 
7.1 Niðurstöður magngreiningar 
Tafla 1. Niðurstöður skimunar fyrir bindingu holo-transferríns, magngreining með gleypni við 280 nm. 
Reiknað magn holo-transferríns (mg) í gegnumflæði lausna. 

 

Tafla 2. Niðurstöður skimunar fyrir bindingu holo-transferríns, magngreining með Bradford-aðferð. Reiknað 
magn holo-transferríns (mg) í gegnumflæði lausna. 

 

Tafla 3. Niðurstöður skimunar fyrir bindingu apo-transferríns, magngreining með gleypni við 280 nm. 
Reiknað magn apo-transferríns (mg) í gegnumflæði lausna. Aðeins voru gripefni af smíði 2 prófuð með apo-
transferríni af styrk 0,1 mg/ml. 

 

Tafla 4. Niðurstöður skimunar fyrir bindingu apo-transferríns, magngreining með Bradford-aðferð. Reiknað 
magn apo-transferríns (mg) í gegnumflæði lausna. Aðeins voru gripefni af smíði 2 prófuð með apo-
transferríni af styrk 0,1 mg/ml. 

 

 

 


