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Utdrattur

Jarn er lifsnaudsynlegt likamanum, medal annars fyrir upptoku og flutning surefnis.
Transferrin er prétein sem bindur jarn. Transferrin i blodvoka tekur upp jarn fra
meltingarveginum og flytur pad til frumna likamans. Griptaekni er tekni til hreinvinnslu
préteina sem hefur verid nytt i auknum meli 4 sidustu dratugum. Griptaeknin byggist 4 pvi
ad griphdpur med sérstaka hafni til ad binda dkvedid prétein er tengdur & burdarefni og er
svo notadur til ad veida vidkomandi protein Ur blondu proteina. Petta verkefni var unnid
sem framhald af BS verkefni Unnar Magusdottur, ,,Smidi og profun griphdpasafns fyrir
préteinvinnslu” (2012). bar beitti hin slembismidaradferd til ad hanna og smida 40
griphopa sem sidan voru skimadir fyrir bindingu holo-transferrins og apo-transferrins. {
pessu verkefni voru valdir tveir griphdpar sem best komu 1t ar tilraunum Unnar og peir
profadir nanar. Gripefnin sem voru smidud voru profud med keyrslu transferrin
préteinlausna af mismunandi styrkleika & sulur pakkadar med gripefnunum. Gegnumfledi
proteinlausna, skollausna og losunarlausna var safnad og transferrin var magngreint i
lausnunum med gleypni vid 280 nm og Bradford-adferd. Vonast var til pess ad haegt veri
a0 adskilja transferrin fra 60rum plasmaproteinum en pad 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 Magusdoéttir, “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 Transferrin

Jarn er lifsnaudsynlegt likamanum. Pad er naudsynlegt fyrir surefnisupptoku likamans,
virkni margra ensima sem og voxt og proska heila barna og unglinga. Par af leidandi er
flutningur jarns lika naudsynlegur likamanum (Embetti landlaeknis, 2008).

Transferrin proteinfjolskyldan inniheldur nokkrar tegundir af erfoafraedilega likum
proteinum. bekktasta proteinid er liklegast transferrin sem finnst i blodvokva. bad er
glykoprotein og er flutningsprotein fyrir jarn 1 blédvokva. Til eru adrar tegundir
transferrins eins og til demis laktoferrin og melanotransferrin sem einnig geta bundid jarn.
Bygging flestra proteina Ur transferrin fjolskyldunni er keimlik. Proteinid er gert ur tveimur
yfirhneppum (e. lobes) sem hvort um sig hefur bindistad fyrir prigilda jarnjon. b6 hafa
fundist protein med adeins einu eda premur yfirhneppum. Eins og adur sagdi er transferrin
adallega pekkt fyrir ad binda og flytja jarn um likamann en einnig hafa adrir
fjolskyldumedlimir proast i ad sinna 60rum verkum og taka til demis patt i dnemissvorum
(Lambert, 2012).

Transferrin var fyrst uppgotvad i eggjahvitum 4arid 1944, pa fannst protein sem baedi gat
bundid jarn og hafdi letjandi ahrif 4 bakteriuvoxt. Tveimur d&rum seinna fannst petta sama
prétein 1 blodvokva. Serum transferrin ir ménnum (e. human serum transferrin), oft kallad
hTF, bindur jarn med mikilli sakni, pad hefur bindifasta i kringum 10** M (Sigma
Aldrich, e.d.). Eins og flest protein transferrin fjolskyldunnar hefur pad tvo samstad (e.
homologous) hneppi, N og C hneppi sem greinast hvort fyrir sig i tvé undirhneppi, N1 og
N2, C1 og C2. hTF hefur tvo bindistadi fyrir prigilda jarnjon, einn i N hneppi og annan i C
hneppi. Transferrin sem er bundid jarni er kallad holo-transferrin en transferrin sem hefur
ekki bundid jarn er kallad apo-transferrin. Mynd 1 synir byggingu transferrins ur
blodvokva (Lambert, 2012).



(

Mynd 1. Bygging transferrin sameindar ur bloovokva (e. human serum transferrin). CI
undirhneppio er litad gult, C2 undirhneppio rautt, N1 undirhneppio blatt og N2 undirhneppio
greent. Einnig sjast tveer brunleitar jarnjonir sem eru bundnar, ein C hneppi og onnur i N hneppi.
Myndin er fengin ur 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).

Aminosyrurnar sem binda prigilt jarn eru par sému i badum yfirhneppum proéteinsins.
Bindisetin eru myndud af tveimur tyrosin leifum (Y92 og Y192), einni aspartic syru leif
(D60) og einni histidin leif (H253). Binding jarns a transferrin krefst einnig anjonar sem i
flestum tilfellum er karbonat. Pannig er jarnid fastbundid med fjorum tengjum og
hledslujafnveegi rikir i bindingunni. Bindiset jarns ma sja a mynd 2 (Eckenroth et al.,
2011).



Mpynd 2. Bindiset jarns i transferrinsameind. Hér sjast aminosyrurnar sem taka patt i bindingu jarns vid
proteinid. Amindsyrurnar sem taka patt i bindingunni eru tveer tyrosinleifar (Y92 og Y192), ein histidinleif
(H253) og ein aspartic syru leif (D60). Myndin er fengin fra vefsiou St. Edwards haskola (St. Edwards
University, e.d.).

hTF er glykoprotein sem er nymyndad i lifur og seytt i blodvokva par sem pad bindur jarn
sem tekid er upp i smapormum eftir feeduinntoku. Eftir ad hTF binst jarni pa ferdast pad
um bl6d10 pangad til pad finnur transferrin vidtaka 4 yfirbordi frumu. Transferrin vidtaki er
tvilida sem fer i gegnum frumuhimnu og samanstendur af tveimur eins einlidum sem
tengdar eru saman med brennisteinsbrim. Vidtakinn tengist tveimur hTF préteinum mjog
pétt og innfrumun a sér stad par sem transferrin er tekid upp i bolu og fert inn i umfrymi.
begar komid er i umfrymid laekkar syrustig bélunnar sem veldur pvi ad transferrin sleppir
jarninu og er pad svo flutt aftur ut ar frumunni. Rannsoknir benda til pess ad um 80% af
jarni frd meltingarvegi fari til beinmergsfrumna par sem pad er notad i nymyndun a
raudum blédkornum (Eckenroth et al, 2011; Silverthorn et al., 2013; Sigma Aldrich, e.d.).



1.2 Griptaekni

1.2.1 Saga og hagnyting griptekninnar

Griptekni er taekni til hreinvinnslu préteina sem hefur verid nytt i vaxandi meaeli 4 sidustu
aratugum. Griptaekni byggir 4 sértekum, afturkrefum tengslum & milli tveggja efna sem
hafa sekni hvert i annad, tengjast og mynda komplex. Pessi tengi sem myndast & milli
griparms og sameindar eru ekki samgild en ymis hrif og tengi geta verid til stadar eins og
jonavixlverkanir (e. ion interaction), van der Waals hrif, vetnistengi og vatnsfelnihrif
(Dong et al., 2008; Filippusson, 2006).

Cuatrecasas og samstarfsmenn hans birtu grein arid 1968 sem oft er talin marka upphaf
gripteekninnar. Par segir ad i gripteknitilraunum er ensimid sem hreinvinna skal 1atid renna
i gegnum krosstengda fjollidu eda gel sem sérteekur samkeppnishindri ensimsins, eda
griphopur, hefur verid tengdur 4 med samgildum tengjum. Pannig munu 61l protein sem
hafa ekki sakni i hindrann renna beint i gegnum gripefnid en ensimid sem hreinvinna atti
situr eftir, fast bundid vid gripefnid. Til ad losa ensimid ma svo breyta saltstyrk, syrustigi
eda bata samkeppnishindra i lausn sem er latin renna um gripefnid (Cuatrecasas et al.,
1968; Filippusson, 2006; Roque & Lowe, 2006).

Gripteknin proadist hratt eftir birtingu greinar Cuatrecasas og reyndist hiin g60 og skilvirk
adferd til hreinvinnslu lifefna.

[ upphafi préunar griptaekni, 4 4ttunda aratug sidustu aldar, voru helst notadir kyrrsettir
griphopar eins og ensimhindrar, kofaktorar, kjarnsyrur og hvarfefnaliki. Undir lok attunda
aratugs sidustu aldar urdu ymis litarefni vinsel sem griphdpar. Sidar voru innleiddir
floknari griphopar eins og til demis motefni. Oft eru pessir griphdpar ekki neegilega
hentugir par sem bpeir geta verid badi dyrir, Ostodugir og erfidir til kyrrsetningar
(Filippusson, 2006; Roque & Lowe, 2006).

Eftir pvi sem pekking & prividdarbyggingu proteina hefur aukist og tdélvuforrit til
sameindamodelgerda hafa komid fram hefur st leid ad hanna og smida fra grunni sérhaefoa
griphopa reynst vins@l. bessir griphopar eru kalladir lifhermigriphopar. Ef
prividdarbygging proteins er pekkt er hegt ad hanna og smida lithermigriphdpa sem er
sérstaklega @tlad ad tengjast akvednum bindisetum a proéteininu (Filippusson, 2006; Roque
& Lowe, 2000).

Venjulega eru notud sameindalikon 1 tolvu til ad hanna lifhermigriphopa eftir
prividdarbyggingu préteins sem hreinvinna skal. Griphoparnir eru svo oft smidadir med
priazinkjarna sem uppistodu.

Slembismid er adferd sem mikid er notud i smidun griphopa. Slembismid gengur ut 4 pad
a0 margir likir griphdpar med somu uppistddu eru smidadir, profanir eru gerdar 4 bindigetu
hopanna og peir sem gefa besta nidurstodu eru notadir til aframhaldandi tilrauna. bPannig
eru smidadir griphdpar sem eru ad minnsta kosti gerdir Gr tveimur efnum hver. Pessum
efnum er svo breytt kerfisbundid og smidadur er fjoldi griphdpa sem hafa allir somu
undirstodu (Filippusson & Erlendsson, 1999; Magntsdéttir, 2012).

Dexian Dong og samstarfsmenn hans syndu fram a med yfirgripsmikilli rannsokn ad badi
ma nota griptekni til audgunar (e. enrichment) préteina sem er hlutfallslega litid af i



lausnum (e. low abundance) og ahugi er fyrir ad hreinvinna, til eydingar (e. depletion)
préteina sem er hlutfallslega mikid af (e. high abundance) i lausnum og 4hugi er fyrir ad
losna vid en einnig til hreinsunar akvedinna préteina i einu skrefi (e. one step purification).
beir honnudu og smidudu safn 700 lithermigriparma. Valdir voru ar 297 griparmar og
griphaefni peirra profud fyrir proteinttdraetti ur blédsugum med sulukeyrslum. I 1jos kom
ad 154 af stlunum 297 syndu audgunardhrif, 83 stlur syndu eydingardhrif og 36 stlur
syndu hreinsun i einu skrefi (Dong et al., 2008).

Yao og samstarfsmenn syndu einnig fram 4 ad griptekni getur verid hagnyt leid til
proteinhreinsunar pegar peir profudu sulukeyrslur & burdarefni med lithermigripdrmum til
hreinsunar & ensiminu lipasa B ur sveppnum Candida Antarctica. betta ensim er einn af
mest notudum hvotum fyrir lifreena efnasmid. Adferdin sem adur hefur verid notud vid
hreinvinnslu ensimsins er framkvaemd i morgum skrefum, hin er dyr i framkvaemd og
heimtur oftast litlar. [ tilraun Yao og félaga voru valdir 298 lifhermigriphdpar ar safni 700
slikra og profadir nanar. Med premur griphopanna var hagt ad framkvama préteinhreinsun
i einu skrefi med stlukeyrslu og einn peirra syndi badi gédar heimtur og mikla hreinsun
(Yaoetal, 2011).

[ dag er gripteeknin mikid notud, medal annars i vinnslu 4 ymsum lyfjum, ensimum og
60rum lifefnum. A sidustu arum hefur notkun einstofna motefna sem lyfja synt godan
arangur 1 medhondlun & krabbameini, lidagigt og ymsum bolgusjukdomum. Téluverdur
fjoldi lithermigriparma sem binda motefnissameindir (e. immunoglobulin) hefur verid
hannadur eftir rontgenkristalgreiningu 4 motefnabindandi proteinum og motefnum. Flestir
griparmarnir hafa verid hannadir og smidadir 4 fostum fasa med priazin-kjarna. Komid er
fram nytt hvarf sem sumir telja muni taka vid af priazin hvarfinu. Hvarfid er 4-patta Ugi
hvarf (e. ‘4-component’-Ugi reaction) og er pad sagt gefa moguleika & meiri fjolbreytni
griparma. Hvarfid er einnig framkvaemt vid eitt hitastig, 50°C, en ekki vid hitastig fra 0°C-
90°C eins og priazin smidin. Graziella El Khoury og Christopher R. Lowe smidudu nylega
lifhermigriparm med Ugi hvarfinu sem hermir eftir pridja hneppi G proteins streptokokka
sem bindur Fab-hluta (e. antigen binding fragment) immunéglobulin G sameindar. begar
griparmurinn var kyrrsettur syndi hann eiginleika til hreinsunar 4 1gG sameindum og Fab-
hlutum ur spendyra- og sveppafrumuraektum (Khoury & Lowe, 2013).

1.2.2 Griptaeknitilraunir

Gripefni samanstendur af burdarefni, millistykki og griph6p. Mikilvaegt er ad burdarefni sé
stodugt og sterkt og hafi mikid yfirbord. Ymsar fjollidur hafa verid notadar sem burdarefni
en agarosi er vinsell. Sepharosi, sem er hlaupkorn Gr agardsa er einnig mikid notadur.
Millistykki er kolefniskedja & milli burdarefnis og griphdps. Passa parf ad millistykkid sé
af réttri lengd pvi ef pad er of langt getur pad bundid efni sjalfstaett en ef pad er of stutt
getur pad komid 1 veg fyrir bindingu. Gott er ad notast vid millistykki ef hatta er a steriskri
hindrun (Filippusson, 2012; Asgeirsson, 2012).

Godur griphopur parf ad geta bundist efni sem hreinvinna & afturkreft. Einnig parf
sérhafing bindingar ad vera gdd svo adeins s¢ bundid pad efni sem hreinvinna skal en ekki
onnur efni. Akjésanlegur bindifasti milli lifefnis og griparms er 4 bilinu 10°-10° M™'. Best
er p6 ad hann sé 4 bilinu 10°-10° M™" (Filippusson, 2012; Roque & Lowe, 2006).



Framkvaemd griptilraunar inniheldur venjulega fjogur skref. Pau eru:

* Numer 1; Syni sett 4 stlu
* Numer 2; Sérheeft 4sog a sér stad
e Nuamer 3; Obundnum efnum er skolad burt

¢ Numer 4; Bundin efni losud af silu

Mynd 3 synir gripteknitilraun i hnotskurn.
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Mynd 3. Gripteknitilraun i hnotskurn. Byrjad er ad kyrrsetia griphop (e. ligand) a burdarefni (e. matrix).
Lausn er keyrd i gegnum burdarefnid med aféstum griphop og tiltekio syni (e. sample) binst griphopnum og
myndar komplex. Onnur ohreinindi (e. impurities) i syninu renna beint i gegnum burdarefnid og festast ekki.
Ad lokum ma losa bundin efni fra griphopnum, oft med breytingu a syrustigi eda saltstyrk. Pannig er buid ad
hreinvinna synid ad einhverju marki. Myndin er fengin ur sledusyningu sem synd var i afanganum Hagnytt
lifefnafrceedi G, haustio 2012 (Filippusson, 2012).



1.3 Efnafraedi priazins

Efnid syanurinklorid eda 2,4,6-prikloro-1,3,5-priazin hentar vel til smidar litherminna
griphopa. Efnid er hvarfgjarnt vid nokkud mildar adstedur. Kloratomin hafa
rafeindatogandi ahrif sem gerir kolefnin i heterohringnum vidkvem fyrir kjarnsaekinni
aras. bvi er audvelt ad skipta Gt kloratomunum premur fyrir sameindir eins og til demis
aminhdpa og smida pannig liherminn griphdép. PO nokkur munur er 4 hvarfgirni eftir
hopum sem telst gédur kostur fyrir efnasmid, pa sérstaklega ef festa a prju 6lik efni &
syanurinklorid sameindina. Fyrsta skiptihvarfid & sér stad vio 0-4°C, annad skiptihvarfid
vid 25-40°C og pad bridja vid 80-100°C. Mynd 4 synir byggingu priklroropriazins
(Magnusdottir, 2012; Filippusson & Erlendsson, 1999).
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Mynd 4. Bygging 2,4,6-prikloré-1,3,5-priazins. Sameindin hefur aromatiskan hring med premur nituratomum
0g premur kolefnisatomum. A kolefnisatomin eru svo afést prju kloratom, eitt a hvert kolefni. Myndin til
vinstri er tekin af Wikipedia vefnum en myndin til heegri var teiknud upp 1 forritinu ChemDraw (Wikipedia,
2008).



1.4 Smidi griphopa a fostum fasa

Mogulegt er ad smida griphopa med priazinkjarna sem undirstodu baedi i upplausn eda a
fostum fasa. Smidi a fostum fasa audveldar mjog pvott umfram hvarfetna a milli skrefa i
smidinni. begar smidi er framkvaemd i upplausn getur mikill timi og erfidi farid i pvott &
millistigsefnum. Smidi 4 fostum fasa telst pvi oft fysilegri kostur en p6 kann ad vera
naudsynlegt ad smida efnid einnig i upplausn par sem moguleiki er 4 ad sanna byggingu
efnisins med adferdum litréfsgreiningar.

[ pessu verkefni voru griphdpar smidadir 4 fostum fasa, sepharosa. Skref sem felast i
adferdinni eru eftirfarandi:
* Numer 1; Virkjun Sephardsa. Sephardsi er hvarfadur vid epiklorohydrin og eftir
stendur hvarfgjarn epoxyhopur 4 sepharoésanum.
* Numer 2; Breyting epoxids i amin. Epoxysepharosi er hvarfadur vid ammoniak til
pess ad fa amindvirkjadan sepharosa.
* Numer 3; Hvarf vid priklorépriazin: Amindvirkjadur sephardsi er hvarfadur vid
priklordépriazin vid 0-4°C 1 2 klukkustundir.
e Numer 4; Hvarf vid fyrra aminefni, R;-NH,. brefalt yfirmagn af fyrra aminefninu
er hvarfad vid prikloropriazinvirkjada sepharosann vid 25-40°C 1 1 sélarhring.
e Numer 5; Hvarf vid seinna aminefnid, R,-NH,. Fimmfalt yfirmagn seinna

aminefnisins er hvarfad vid sephardsann vid 80-100°C i 3 so6larhringa.

Eftir rekilega hreinsun er burdarefnid med afostum griphépum tilbtid til profana
(Magnusdottir, 2012; Filippusson & Erlendsson, 1999). Mynd 5 4 neastu sidu synir skref
efnasmidar.
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Mynd 5. Skref | efnasmidi a gripefni fyrir transferrin. Nanari utskyring a skrefunum er d bladsidunni d
undan. Myndin var teiknud upp i forritinu ChemDraw.



1.5 Magngreiningar a proteini
1.5.1 Gleypnimaelingar vio 280 nm

Gleypni vid 280 nm er ein einfaldasta magnbundna préteinmaelingaradferdin en hiin byggir
4 pvi ad arOmatiskir hlidarhopar amindsyra gleypa 1jos af bylgjulengd 280 nm. Hlutfall
arOmatiskra amindsyra i proteinum getur po verid mjog mismunandi en oft er midad vid ad
lausn med proteinstyrkinn 1 mg/mL hafi gleypnina 1 optical density einingu (Asgeirsson,
2012).

1.5.2 Bradford-aodferd

Bradford-adferd (1976) er nem og einfold leid til datlunar 4 proteinstyrk. Adferdin byggir
a pvi ad aminohdpar proteina binda litarefnid Coomassie Blue magnbundid. Oft 4 tidum er
notast vi0 afbrigdi &4 Bradford-adferd par sem litaretnid Coomassie Blue G-250 er leyst upp
i perklorsyru 1 stad fosforsyru eins og gert var 1 upphaflegu adferdinni. Sa litur hefur reynst
audveldari 1 gerd og stodugri vid geymslu. Helsti 6kostur Bradford-adferdar er ad protein
hafa hlutfallslega mismarga aminohdpa og nidurstodur sem fast pvi ekki alltaf nakvaemar
(Asgeirsson, 2012).

1.6 Rafdrattur

Rafdrattur er g60 adferd til pess ad adskilja hladnar storsameindir eins og protein og
kjarnsyrur. Adferdin er byggd 4 pvi ad i rafsvidi ferdast hladnar agnir i 4tt ad gagnsteett
hlodnu rafskauti. A9 rafdraetti loknum, pegar blid er ad rjufa strauminn, ma sidan festa og
lita sameindirnar og pannig faest Ut r60 banda, eitt fyrir hverja sameind sem verid er ad
rafdraga.

Badi er haegt ad framkvama samfelldan og 6samfelldan rafdratt. [ samfelldum rafdreetti er
sami buffer hafdur i 6llu rafdrattarkerfinu og redst ferdahradi proteinanna i hlaupinu badi
a sterd peirra og hledslu. Pannig er haegt ad adgreina misstor protein med sama
massa/hledslu-hlutfall. Adgreiningin er byggd a pvi ad stor protein eiga erfidara ad komast
i gegnum moskva i polyakrylamidhlaupi en pau minni. Pess vegna tefjast pau midad vid
minni protein. Aftur & moti adgreinast jafnstor protein eftir hledslu, par sem mikid hladin
protein ferdast hradar 1 att ad gagnstaett hloonu rafskauti en litid hladin prétein. Baoi
proteinin tefjast samt jafnmikid 1 hlaupinu vegna sterdar sinnar par sem pau eru jafnstor.
Samfelldur rafdrattur veitir nokkud gréfar upplysingar um eiginleika proteina, eins og
molmassa og jafnhledslupunkt.

Osamfelldur rafdrattur byggir aftur 4 moti 4 pvi ad tvo mispétt hlaup eru notud i sama
plotukerfi og prir mismunandi bufferar. Nedra hlaupid sem notad er i 6samfelldum
rafdreetti kallast adgreiningarhlaup og er pad af somu gerd og hlaupin sem eru notud i
samfelldan rafdratt. Efra hlaupid sem notad er, kallad péttihlaup, hefur aftur & moéti annad
syrustig en adgreiningarhlaupid og er gert ur lausn med laegri akrylamidsstyrk svo moskvar
pess eru nogu storir til pess ad tefja hvorki flaedi litilla né stérra sameinda. Préteinsynid
sem rafdraga 4 er lagt i brunna ofan 4 efra hlaupinu og efri bufferinn par ofan 4.

Kostur 6samfelds rafdrattar fram yfir pann samfellda er ad proteinunum er pjappad saman i
orfint band & péttihlaupinu svo adgreining er mun betri pegar notast er vid 6samfelldan
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rafdratt i samanburdi vid samfelldan rafdratt. Pannig er haegt ad setja mun sterra og pynnra
proteinsyni & hlaup 1 6samfelldum rafdreetti en peim samfellda.

SDS eda natrium lauryl sulfat (e. sodium dodecyl sulfate) er hagt ad nota til pess ad gefa
Ollum proteinum sama hledslu/massa hlutfall. betta er gert svo ad adgreina megi protein
adeins eftir sterd. begar protein eru sodin i lausn med SDS og 2-merkaptoetanoli
afmyndast pau par sem 2-merkaptoetandl klyfur S-S tengi i proteinunum og pridja stigs
bygging peirra rofnar vid sudu. Eftir afmyndun radast SDS sameindir utan a
polypeptidokedjurnar og sntia 6hl6dnu endum sinum ad henni en hlodnu stlfathopunum er
snuid ut i lausnina. Pad magn af SDS sem binst hverri polypeptidkedju er had lengd hennar
og par med moélmassa hennar. Hledslur proteinanna sjalfra vega pad litid0 midad vid
neikvadar hledslur sulfathopanna ad hledslu/massa hlutfall verdur pad sama fyrir 61l
protein. bvi radst ferdahradi proteinsyna sem medhondlud hafa verid med SDS adeins af
steerd proteinanna og fara staerstu préteinin styst en pau minnstu dragast lengst. Linulegt
samband er & milli ferdahrada proteina i SDS rafdraetti og logranum af molmassa peirra
innan akvedinna sterdarmarka sem fer eftir péttleika hlaupsins. Pannig ma utbta
stadallinurit med pvi ad rafdraga protein med pekktan mdlmassa i SDS-rafdrattarkerfi og
mela ferdahrada peirra. P4 ma svo rafdraga oOpekkt prétein i sama kerfi og mala
ferdahrada pess og finna it mélmassa pess Ut fra stadallinunni (Asgeirsson, 2012).
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2 Efni og aoferdir
2.1 Efni

Sepharose CL-6B var keyptur fra Sigma-Aldrich Inc. Nautgripa holo-transferrin og apo-
transferrin (98%) voru keypt fra Sigma Chemical Co. og manna holo-transferrin (<97%)
var einnig keypt frd Sigma Chemical Co. Onnur efni sem notud voru vid tilraunina voru
ymist keypt fra Sigma-Aldrich Inc. eda Sigma Chemical Co.

2.2 Adferoir

2.2.1 Virkjun Sepharoésa

Sepharosi var virkjadur med epiklorohydrini med adferd Porath og Fornstedt (1970). 100
ml af Sephardsa voru pvegnir raekilega med afjonudu vatni og blandad ut i 80 ml af 1,0 M
NaOH lausn og blandan hrist rolega i eina klukkustund. 14 ml af epiklorohydrini var batt
rolega Ut 1 lausnina og hrert 1 4 medan. Lausnin var hrist yfir nétt vid 30°C. Epoxyvirkjadi
Sepharosinn var pveginn rakilega med afjonudu vatni og fjoldi epoxyhopa 4 hvert gramm
hans maldur.

2.2.2 Meling a fjolda epoxyhdopa a Sepharésa

1 gramm af epoxyvirkjudum Sepharésa var hrert saman vid 3 ml af 1,3 M
natriumpiosulfatlausn. Lausnin var latin standa i 30 minatur vid stofuhita. Lausnin var
titrud nidur ad pH 7,0 med 10 pl skdmmtum af 0,1 M HCI. Fj6ldi 10 pl skammta sem
purfti til ad na pH 7,0 jafngilti fjolda pmola epoxyhopa & hvert gramm Sephardsans.

2.2.3 Aminerun epoxyvirkjada Sephardésans

Tvofoldu yfirmagni af ammoniaklausn yfir fjolda epoxyhopa Sephardsans var blandad vid
epoxyvirkjada Sepharosann og lausnin hrist vid 30°C yfir nott. Gert var rad fyrir ad allir
epoxyhopar Sepharosans hefdu aminerast par sem ammoniak var i tvofoldu yfirmagni.
Eftir hvarfid var aminovirkjadi Sephardsinn pveginn raekilega med afjonudu vatni.

2.2.4 Virkjun med prikléropriazini

100 ml af afjonudu vatni var blandad vid amindvirkjada Sepharosann og blandan keld ad
um pad bil 0°C & isbadi. Fimmfalt yfirmagn af priklorépriazini yfir fjolda aminéhopa var
leyst upp 1 asetoni og einnig kelt ad 0°C & isbadi. briklorépriazin-aseton blondunni var
batt vid Sephardsann i litlum skdmmtun 4 medan hraert var vel 1 lausninni. Fylgst var med
syrustigi lausnarinnar 4 medan 4 blonduninni st6d og pvi vidhaldid a bilinu pH 7,0-7,5 med
viobatingu 1,0 M NaOH. Hvarfid var 1atid ganga par til syrustig lausnarinnar var ordid
nokkud stodugt, eda i um 3 klukkustundir. Eftir hvarfid var Sepharosinn pveginn rekilega
med 300 ml skdommtum af lausn med asetoni og afjonudu vatni i hlutfollunum 75:25, 50:50
og 25:75 og ad endingu med afjonudu vatni.
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2.2.5 Tenging fyrra aminefnisins (R;-NH;) a Sepharésa

Fimmfalt yfirmagn af fyrra aminefni yfir fj6lda aminoéhopa var leyst upp i 0,1 M
natriumkarbonat bufferlausn med pH 10,3 i sama rammali og vegid magn af Sepharosa.
Lausninni med aminefninu var blandad saman vid Sephardsann og hrist vid 30°C 1 1
solarhring. Eftir hvarfid var Sephardsinn pveginn vel med bufferlausninni og ad lokum
med afjonudu vatni.

2.2.6 Tenging seinna aminefnisins (R>-NH;) a Sepharodsa

Sephardsinn med fyrra aminefni aféstu var pveginn med DMF (dimetylformamid) og
vegid magn sett i universal skruftappafloskur med teflon péttingu. Fimmfalt yfirmagn af
seinna aminefninu (yfir fjolda aminohopa) var leyst upp i DMF og blandad vid
Sephardsann 1 skruftappafloskunum. Floskunum var komid fyrir i veltigrind 1 hitaskdp og
velt par 1 3 solarhringa vid 80°C. Eftir hvarfid var Sepharosinn latinn kdélna og pveginn
med 300 ml skdmmtum af DMF, DMF/afjonudu vatni og ad lokum rakilega med afjonudu
vatni. Sephardsinn var settur aftur i skraftappafléskurnar og var blandad vid sama rammal
af 1 M etanolamin lausn og velt 1 hitaskap vid 50°C i 1 s6larhring. betta var gert til pess ad
ganga Ur skugga um ad engir ohvarfadir hopar veru til stadar & prikloropriazinvirkjada
Sepharosanum. Sephardsinn var pveginn raekilega med afjonudu vatni og var pa tilbainn til
profunar. Vid geymslu var Sepharosinn geymdur i 20% etanollausn i isskap vid 4°C til ad
koma 1 veg fyrir 6rveruvoxt i gripefninu.

2.2.7 Smid gripefna

Tvo gripefni voru smidud (efni 1 og efni 2) og voru pau gripefni valin sem best komu ut i
profunum Unnar Magnusdottur, ,,.Smidi og profun griphopasafns fyrir préteinvinslu”,
2012. Smidin 4 gripefnunum var framkvaemd tvisvar sinnum par sem grunur var um ad i
fyrri smidinni hefdu efnin brunnid vid.

Efni 1 bar benzylamin i annarri stédu & prikloropriazinkjarnanum en 3-amino-2-naphtoic
syru 1 pridju stodu (sja mynd 6A). Efni 2 bar benzylamin einnig i annarri stodu &
prikléropriazinkjarnanum en 4,4’-diamindbibenzyl 1 pridju stodu (sja mynd 6B). Mynd 6
synir byggingu efnanna.
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Mynd 6. Bygging gripefnanna sem smioud voru. Efni 1 (A) hefur benzylamin i annarri stoou d
prikloropriazinkjarna og 3-amino-2-napthoic syru i pridju stéou. Efni 2 (B) hefur benzylamin 1 fyrri stédu da
prikloropriazinkjarna og 4,4 -diaminobibenzyl [ pridju stédu. Myndirnar voru teiknadar upp i forritinu

ChemDraw.



2.2.8 Skimun gripefna fyrir bindingu holo-transferrins og apo-
transferrins

3 gromm af gripefni voru sett i Pharmacia sulur. Salurnar voru pakkadar og jafhadar med
20 mM Tris buffer med pH 7,5 (buffer A). Griphafni efnanna var profud fyrir badi apo-
transferrini og holo transferrini. Holo-transferrin var blandad i buffer A badi i styrknum 1
mg/ml og 0,1 mg/ml. Apo-transferrin var einungis blandad i styrknum 0,1 mg/ml. begar
bliid var ad pakka og jafna stlurnar voru eftirfarandi lausnir keyrdar i gegnum stlurnar:

* Numer 1; 2 ml af préteinlausn (styrkur 1 mg/ml eda 0,1 mg/ml).

e Numer 2; Skollausn (buffer A) til ad skola 6bundnum efnum af sulunni.

* Numer 3; Losunarlausn 1: 0,5 M NaCl + 20% etylen glykél blandad i buffer A.
* Numer 4; Losunarlausn 2: 1,0 M NaCl + 40% etylen glykél blandad i buffer A.

Ekki var keyrt sama magn skollausna og losunarlausna i 6llum keyrslum, fylgst var med
gagnasofnun 4 Biologic LP chromatography system taeki fra Bio-Rad sem melir stodugt
gleypni vid 280 nm og lausnir keyrdar i samraemi vid pad. Allar keyrslur voru gerdar vid
herbergishita. Myndir af stlukeyrslum ma sja i vidauka A.

Gegnumfledi hverrar lausnar fr4 hverri sulukeyrslu var safnad i sérstok merkt
skammtaglds. Synin voru magnmald badi med gleypni vid 280 nm og med Bradford
aoferd til ad kanna griphefni hvors suluefnis.

2.2.9 Magngreiningar a proteinum

2.2.9.1. Gleypni vid 280 nm

Gleypnimelingar vid 280 nm voru gerdar i ljosgleypnimali. 1 ml Gr hverju skammtaglasi
var meldur 1 kvartzkavettu. Malingar voru framkvamdar vid herbergishita.

Stadalktrva var utbuin fyrir melingarnar. 1 mg/mL stadalproteinlausn var utbtin og pynnt
yfir styrkbilid 0-0,4 mg/ml. Melingar 4 stadallausnum voru framkvaemdar 4 sama hatt og
melingar 4 proteinlausnum ar skammtaglosum. Fundin var besta lina stadalkurvu og med
henni var hagt ad reikna Ut styrk i maldum préteinlausnum. Stadalkarvu fyrir malingar
med gleypni vid 280 nm ma sja i vidauka B.

2.2.9.2. Bradford-adfero

Notast var vid afbrigdi Zaman og Verwilghen (1979) af Bradford-adferd. Litunarlausn var
blondud & eftirfarandi hatt: utbtin var stofnlausn par sem 5 g af Coomassie Brilliant Blue
G-250 var leyst upp i blondu af 100 ml af metan6li og 900 ml af vatni. 200 ml af
stofnlausninni var blandad saman vid 84 ml af perklorsyru og pynnt upp i 2000 ml. Pessi
lausn var kollud litunarlausn og var notud til magngreininga.

Melingar voru framkvamdar med 6rplotumali. Notadir voru 25 pl ur hverju skammtaglasi
og blandad vid 275 pl af litunarlausn. Synin voru latin standa vid herbergishita i 30
minatur 4dur en melingar voru framkvaemdar par sem gleypni var meald vid 620 nm i
orplotumeeli.
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Utbtin var stadalkarva fyrir meelingarnar. 1 mg/mL stadalproteinlausn var Gtbiin og pynnt
yfir styrkbilid 0-0,4 mg/ml. Melingar & stadallausnum voru framkvamdar 4 sama hatt og
melingar 4 proteinlausnum Gr skammtaglosum. Fundin var besta lina stadalkurvu og med
henni var hagt ad reikna Ut styrk i maldum proteinlausnum. Stadalkarvu fyrir malingar
med Bradford-adferd ma sja i vidauka B.

2.2.10 Rafdrattur

[ rafdrattinn var notad NuPAGE® rafdrattarkerfi og keypt tilbtiin NuPAGE® Novex Bis-
Tris akrylamidgel fra Invitrogen™.

Notadur var NuPAGE® SDS-MOPS keyrslubuffer. 20x MOPS keyrslubuffer er 50 mM
MOPS, 50 mM Tris, 0,1% SDS og 1 mM EDTA vid pH 7.7.

Synum sem hladid var 1 brunna 4 rafdrattargeli var blandad & eftirfarandi hatt: 20 pl af
proteinsyni var blandad saman vid 60 pl af LDS (e. lithium dodecyl sulfate) 4x NuPAGE®
synabuffer fra Invitrogen™. Synin voru latin standa i 10 minttur vid 70°C & hitabadi adur
en peim var hladid i brunna 4 rafdrattargeli.

5 ul af BenchMark™ proteinstadli (e. ladder) fra Invitrogen™ var hladid a gelin tvo 1
brunni 1 1 hvoru geli. 25 pL af medhondludum stofnlausnum (0,1 mg/ml holotransferrin og
0,1 mg/ml apotransferrin) var hladid 4 gelin i brunni 2 og 3 4 badum gelum. 37 pl af
medhondludum proteinsynum var hladid 4 gelin i brunnum 4-9 4 badum gelum.

0,1% Coomassie Brilliant Blue litunarlausn var blondud a eftirfarandi hatt: 1 g Coomassie
Brilliant Blue R-250 var leyst upp 1 einum litra af afjonudu vatni, metandli og isediki i
hlutféllunum 5:5:2 1 1000 mL meliflosku. Lausnin var sidan siud med siupappir og var pa
tilbuin til litunar & rafdrattargelum.

Aflitunarlausn var 30% metanol i afjonad vatn.

Rafdrattargelin voru latin liggja i litunarlausn i 2 solarhringa og i aflitunarlausn 1 3
sOlarhringa.
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3 Nidurstoour
3.1 Smidi griphopa

Smidadir voru tveir lithermigriphopar & Sepharosa. Vid smidina var notast vid efnafraedi
priklorépriazins. Efnid samanstendur af arématiskum heteréhring med premur
nituratomum og premur kolefnisatdmum. Vid hvert og eitt kolefnisatbmanna er svo tengt
klératom (Mynd 1). Efnid er heppilegt til efnasmida par sem pad er hvarfgjarnt og audvelt
er a0 framkvema skiptihvorf 4 kloratomunum og til demis aminum. Klorhoparnir hafa
mismunandi hvarfgirni og er pvi hagt ad stjorna hvorfunum med hitastigi. Fyrsta
skiptihvarfid 4 sér stad vid 0-4°C, annad skiptihvarfid vid 25-40°C og pad pridja vid 80-
100°C.

Fyrsta skref smidar 4 gripefni var virkjun Sephardsa med epiklorohydrini vid basiskar
adstedur. Maelingar a fjolda epoxyvirkjadra hopa a Sepharosa gafu péttleika 4 bilinu 25-30
umol epoxyhopa 4 gromm Sephardsa. Pvi nast var tvofoldu yfirmagni af ammoniaki yfir
fjolda epoxyhdpa blandad vid epoxyvirkjada Sephardosann. Gert var radd fyrir ad allir
epoxyhopar hefdu aminerast. Priazin sameindin var tengd & aminovirkjadan Sepharosa 4
isbadi par sem hvarfid 4 sér stad vid 0-4°C. Hvarfid var 14tid ganga 1 3 klst og syrustigi
haldid 4 bilinu pH 7,0-7,5 med vidbatingu 1 M NaOH. Fyrra aminefnid (R;-NH) var leyst
upp 1 natriumkarbonat buffer vio pH 10,3. bad var tengt i adra stodu priazin
sameindarinnar med hvarfi vid 30°C 1 hitaskap i 1 solarhring. Seinna aminefnid (R2-NH>)
var leyst upp i DMF. bad var tengt i pridju stédu priazin sameindarinnar med hvarfi vid
80°C 1 veltigrind 1 3 solarhringa. Hvarfid var framkvaemt i skruftappafloskum med teflon
péttingu. Ad lokum var gripefnid hvarfad vid etandlamin vid 50°C i 1 solarhring. betta var
gert til ad tryggja ad engir 6hvarfadir hopar veru til stadar 4 priazin sameindunum.

3.2 Profun gripefna fyrir bindingu holo-
transferrins og apo-transferrins

Gripefnunum sem smidud voru var pakkad i fj6lnota stlur frd Pharmacia. 3 gromm af
gripefni voru i hverri silu og voru par pakkadar og jaftnadar med buffer A. Nokkrar
endurtekningar voru gerdar 4 sulukeyrslum med hverju gripefni til samanburdar.
Gegnumflaedi allra lausna var safnad i skammtaglos. Magngreiningar & transferrini ar
skammtaglésunum voru gerdar baedi med gleypni vid 280 nm og med Bradford-adferd.

Fyrst voru gripefni fyrri smidar profud med 1 mg/ml holo-transferrin lausn. Par 4 eftir voru
gripefni seinni smidar einnig profud med 1 mg/ml holo-transferrin lausn. Par sem mikid
proteinmagn rann beint i gegnum suluna 4n bindingar var akvedid ad pynna
proteinlausnirnar og gripefni seinni smidar voru profud med 0,1 mg/ml holo-transferrin
lausn og 0,1 mg/ml apo-transferrin lausn. Eins og mynd 7 synir p4 for enn t6luverdur hluti
proteinsins beint i gegnum stluna, 4n bindingar vid gripefni. Bindirymd (e. capacity)
gripefnisins virdist pvi ekki vera mjog mikil. Myndir af sulukeyrslunum ma sja i vidauka
A.

Mynd 7 A-F synir nidurstodur skimunar fyrir bindingu holo-transferrins og apo-
transferrins vid gripefnin tvo, fyrri og seinni smid.
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Mynd 7. Skimun gripefnanna tveggja fyrir bindingu holo-transferrins og apo-transferrins. A X-ds eru efnin,
efni 1 fyrri smid (E1S1), efui 1 seinni smid (E1S2), efui 2 fyrri smid (E2S1) og efni 2 seinni smid (E252). A Y-
ds er magn transferrins magngreint vir skammtaglésum med gleypni vio 280 nm og Bradford-adferd. A mynd
A, C og E eru syndar magngreiningar med gleypni vio 280 nm en d@ mynd B, D og F magngreiningar med
Bradford-adferd. Myndir A og B syna magngreiningar ur skammtaglosum sem var safnad eftir keyrslu med 2
ml af 1 mg/ml holo-transferrin proteinlausn. Myndir C og D syna magngreiningar ur skammtaglosum sem
var safnad eftir keyrslu med 2 ml af 0,1 mg/ml holo-transferrini. Myndir E og F syna magngreiningar ur
skammtaglosum sem var safnad eftir keyrslu med 2 ml af 0,1 mg/ml apo-transferrini.
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3.3 Rafdrattur

Holo-transferrin lausn ad styrkleika 0,1 mg/ml og apo-transferrin ad sama styrkleika voru
rafdregnar asamt synum ur skammtaglosum sem var safnad eftir keyrslu med 0,1 mg/ml
holo-transferrin lausn og keyrslu med 0,1 mg/ml apo-transferrin lausn 4 badi efni seinni
smidar. Eftir rafdrattinn voru gelin litud med Coomassie Brilliant Blue R-250 og pa aflitud
svo ad adeins myndi sitja eftir litur i proteinbéndunum. { 1j6s kom ad synin tr keyrslunum
voru of punn til ad bond sajust 4 peim. Adeins saust bond Gr lausnunum sem keyrdar voru
a sulurnar en ekki ur gegnumflaedi lausnum sem safnad var ur sulukeyrslum. Mynd 8 synir
mynd af 60ru geli rafdrattarins par sem badi gelin komu alveg eins 1ut, adeins saust bond
fra proteinstadli og 0,1 mg/ml lausnum af holo-transferrini og apo-transferrini.

Eftir 4 ad hyggja hefodi verid betra ad rafdraga syni af keyrslum ur 1 mg/ml préteinlausnum

en ekki var nagur timi til endurtektar 4 rafdrettinum. Pad sést p6 ad 0,1 mg/ml
proteinlausnirnar sem blandadar voru hreinar.

kD
! -220

-120
-90

| O

3
'
:
:
_
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Mynd 8. Rafdrattur syna. A mynd til vinstri sést rafdratturinn en & mynd til heegri sést mynd af
proteinstadlinum sem notadur var. I fyrsta brunn var latinn proteinstadall, i annan brunn 0,1 mg/ml holo-
transferrin lausn, i pridja brunn 0,1 mg/ml apo-transferrinlausn. I brunna 4-9 voru sett syni iir
skammtaglosum sem var safnad vio keyrslur 0,1 mg/ml holo-transferrins og 0,1 mg/ml apo-transferrins d
seinni smidar a efnum 1 og 2. Eins og myndin synir voru lausnirnar of punnar og koma pvi ekki fram a
rafdrattargelinu. Myndin af proteinstadlinum fékkst af vefsidu Invitrogen. (Invitrogen, e.d.)
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4 Umraadur og alyktanir

Verkefni petta var gert sem framhald af verkefni Unnar Magnusdoéttur ,,Smidi og profun
griphopasafns fyrir proteinvinnslu”, 2012. Verkefni Unnar gekk Gt 4 ad smida hop gripefna
med slembismidaradferd og kanna bindingu peirra fyrir transferrini. I pessu verkefni voru
valdir tveir griphdpar sem syndu hvad bestar nidurstodur ur rannsékn Unnar, peir smidadir
og préfadir nanar. Atlunin var ad athuga hvort haegt veri ad adgreina transferrin fra 6drum
plasmaproteinum. bad reyndist pvi midur ekki haegt par sem bindirymd gripefnanna sem
smidud voru var litil. bratt fyrir ad gerdar veru pynningar 4 proteinlausnum sem keyrdar
voru & stlur med burdarefnunum i var afram téluvert magn af préteini sem for beinustu
leid i gegnum suluna an bindingar. bvi voru ekki forsendur fyrir préfun 4 adgreiningu
transferrins frd 60rum proteinum. b6 hefoi matt profa ad minnka fledihrada & stlunum,
sem venjulega var 1 ml/min, og sja hvort meiri binding @tti sér stad.

Nidurstodur Ur proteinmagnmelingum med gleypni vid 280 nm og Bradford-adferd gafu
ekki alltaf somu nidurstodur. Einhver skekkja er greinilega i maelingunum en pad getur
verid ad jarnjonin bundin transferrini (i holo-transferrini) hafi 4hrif 4 gleypni vid 280 nm.
Gleypni vid 280 nm er ekki linuleg hja medlimum transferrin préteinfjolskyldunnar og pvi
getur pad gefid skekktar nidurstodur ad reikna transferrin proteinmagn ut fra linulegri
stadalkarvu. Arid 2008 gafu Nicholas James og Anne Mason at verklysingu til pess ad
akvarda ndkvema molargleypnistudla fyrir transferrin sem innihélt jarn. Frodlegt veri ad
profa melingar med pessari adferd og athuga hvort nidurstédur yrdu svipadar og i pessu
verkefni (James & Mason, 2008).

Athyglisvert er ad burdarefnin syndu ekki alltaf somu bindirymd vid fyrri og seinni smidi.
Efni 1 syndi meiri bindirymd vid fyrri smidi en efni 2 syndi meiri bindirymd vid seinni
smidi. bvi matti athuga hvort haegt s¢ ad bata skref i byggingu efnanna a einhvern hatt.
Skrefid vid bindingu annars aminshops (R»-NHb») 1 pridju stodu priazin sameindarinnar er
erfidasta skref smidarinnar par sem bindingin a sér stad vid 80-90°C. Vegna mikils hita og
prystings er hatta vid ad skruftappafloskurnar sem hvarfid er framkveemt i leki. Komist var
hja pvi ad mestu med teflonpéttingu. P6 maetti baeta péttinguna pvi moguleiki er ad einhver
uppgufun hafi att sér stad.

Fyrir frekari rannsoknir & vidfangsefni verkefnisins vari haegt ad stiga skref til baka og
stekka griphdpasafnid sem Unnur hannadi og smidadi. P4 mé profa bindigetu nyju
griphopanna fyrir transferrini og vonast til pess ad fa burdarefni med meiri bindirymd. Ef
bindirymd er meiri og ekkert eda mjog litid magn proteinsins fer beina leid i gegnum sulur
med burdarefninu vari haegt ad profa adskilnad transferrins frd 60rum plasmapréoteinum
eins og albumini og immunuglobulini. Ef pad gengur vel matti profa ad keyra blodvoka-
syni 4 salur med burdarefnunum og sja hvort hagt sé ad einangra transferrin.

Einnig veeri spennandi ad profa ad smida griparma med “4-patta” Ugi hvarfi (e. “4-
component” Ugi reaction) sem minnst var 4 i inngangi og profa bpa fyrir bindingu
transferrins. Par eru skref byggingarinnar 61l gerd vid 50°C og pvi ekki sama hetta 4
uppgufun og leka eins og er vid bindingu annars aminhops (R»-NHb) 1 pridju stédu priazin
sameindarinnar (Khoury & Lowe, 2013).
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5 Vidauki A
5.1 Sdalukeyrslur

Keyrdar voru fj6lmargar stlukeyrslur en hér eru syndar myndir af einni keyrslu fyrir hvert
efni vid par adstedur sem profadar voru.
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Mynd 9. 2 ml holo-transferrin (1 mg/mL) keyrt a sulu med efni 1, smidi 1 med fledihrada 1 ml/min. X-as
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafoi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftiv 19 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftir 28 mintitur. Ollum
proteintoppum var safnad i merktar safufloskur og proteinmagn meelt med gleypni vid 280 nm og Bradford
adferd.
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Mynd 10. 2 ml holo-transferrin (1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 2, smidi 1 med fledihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafdi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 28 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vido pH 7,5) var sett a eftir 53 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safufloskur og proteinmagn meelt med gleypni vio 280 nm og
Bradford adferd.

24



o
oy
o
LN
(=]
o

o

o

o

o

mS/cm
AU.

o

’l)lrlllglIIILIIIIJ'lllléllrl\[lllll'&llll&llll

o

0,004

-0,01]

T T T T T 1T
-
o

o

0,024
0 10 20 30 40 50 60 70 80 ) 100

-
=
o

Time [minutes]

Mynd 11. 2 ml holo-transferrin (1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 1, smidi 2 med fledihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafoi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 20 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftir 44 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safnfloskur og proteinmagn meelt med gleypni vid 280 nm og
Bradford adferd.
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Mynd 12. 2 ml holo-transferrin (1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 2, smidi 2 med fledihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafoi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 15 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vido pH 7,5) var sett a eftir 46 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safnfloskur og proteinmagn meelt med gleypni vid 280 nm og
Bradford adferd.
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Mynd 13. 2 ml holo-transferrin (0,1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 1, smidi 2 med fleedihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfleedistoppur proteinlausnarinnar hafoi kldarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 15 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftir 45 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safnfloskur og proteinmagn meelt med gleypni vid 280 nm og
Bradford adferd.
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Mynd 14. 2 ml apo-transferrin (0,1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 1, smidi 2 med fleedihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafoi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 15 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftir 55 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safufloskur og proteinmagn meelt med gleypni vio 280 nm og
Bradford adferd.
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Mynd 15. 2 ml holo-transferrin (0,1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 2, smidi 2 med fleedihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leidni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafoi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 17 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vido pH 7,5) var sett a eftir 45 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safufloskur og proteinmagn meelt med gleypni vio 280 nm og
Bradford adferd.
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Mynd 16. 2 ml apo-transferrin (0,1 mg/ml) keyrt a sulu med efni 2, smidi 2 med fleedihrada 1 ml/min. X-ds
synir tima [ minutum, Y-ds til vinstri synir gleypni vid 280 nm og Y-as til heegri synir leioni i mS/cm. Buffer A
(20 mM Tris vio pH 7,5) var keyrour par til gegnumfledistoppur proteinlausnarinnar hafdi klarast.
Losunarlausn 1 (0,5 M NaCl og 20% etylen glykol i 20 mM Tris vio pH 7,5) var sett a eftir 16 minutur en
losunarlausn 2 (1,0 M NaCl og 40% etylen glykol i 20 mM Tris vid pH 7,5) var sett a eftir 44 minutur.
Proteintoppunum premur var safnad i merktar safufloskur og proteinmagn meelt med gleypni vio 280 nm og
Bradford adferd.
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6 Vidauki B

6.1 Stadalkurvur fyrir préoteinmaeelingar

Utbunar voru 1 mg/ml stadalproteinlausnir sem voru svo pynntar yfir styrkbilid 0-0,4
mg/ml. Lausnirnar voru svo gleypnimeldar med videigandi adferd og teiknud var upp
stadalkirva. Hver lausn var blondud brisvar sinnum og syna punktarnir 4 grofunum
medaltal af lausnunum premur.
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Mynd 17. Stadalkurva fyrir magngreiningu holo-transferrins med gleypni vio 280 nm. Jafna bestu linu var
y=0,912x og R’=0,986.
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Mynd 18. Stadalkurva fyrir magngreiningu apo-transferrins med gleypni vid 280 nm. Jafna bestu linu var
y=0,959 og R*=0,993.
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Mynd 19. Stadalkurva fyrir magngreiningu holo-transferrins med Bradford-adferd. Jafna bestu linu var
y=0,9987x og R*=0,996.

0.45

0.4 /
0.3.5 /6

0.25 /

0.15

\

o
o

Gleypni vid 650 nm

e
=

0.05

0 T T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

Magn apo-transferrins (mg/ml)

Mynd 20. Stadalkurva fyrir magngreiningu apo-transferrins med Bradford adferd. Jafna bestu linu var
y=0,9808x og R*=0,998.
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7 Vidauki C

7.1 Nidurstoour magngreiningar

Tafla 1. Nidurstodur skimunar fyrir bindingu holo-transferrins, magngreining med gleypni vid 280 nm.
Reiknad magn holo-transferrins (mg) i gegnumfleedi lausna.

Efnil Efni 2
Smidi 1 Smidi 2 Smidi 1 Smidi 2
Styrkur préteinlausnar 1 mg/ml 1mg/ml | 0,1mg/ml | 1mg/ml 1mg/ml | 0,1 mg/ml
Skollausn 1,12 2,03 0,369 0,763 1,47 0,344
Losunarlausn 1 0,531 0,37 0,0494 0,8 0,41 0,208
Losunarlausn 2 0,247 1,08 0,526 0,513 0,322 0,133
Losun samtals: 0,778 1,45 0,575 1,31 0,732 0,341

Tafla 2. Nidurstéour skimunar fyrir bindingu holo-transferrins, magngreining med Bradford-adferd. Reiknad
magn holo-transferrins (mg) i gegnumfleedi lausna.

Efni 1l Efni 2
Smidil Smidi 2 Smidi 1 Smidi 2
Styrkur préteinlausnar 1 mg/ml 1mg/ml | 0,1mg/ml | 1mg/ml 1mg/ml | 0,1 mg/ml
Skollausn og préteinlausn 1,30 1,78 0,208 0,915 1,28 0,19
Losunarlausn 1 0,460 0,242 0,0901 0,811 0,341 0,0401
Losunarlausn 2 0,333 0,552 0,505 0,298 0,659 0,209
Losun samtals: 0,793 0,794 0,595 1,109 1,000 0,249

Tafla 3. Nidurstoour skimunar fyrir bindingu apo-transferrins, magngreining med gleypni vid 280 nm.
Reiknad magn apo-transferrins (mg) i gegnumfleedi lausna. Adeins voru gripefni af smidi 2 profud med apo-

transferrini af styrk 0,1 mg/ml.

Efni 1 Efni 2

Skollausn og préteinlausn 0,336 0,208
Losunarlausn 1 0,168 0,152
Losunarlausn 2 0,334 0,05
Samtals losun: 0,502 0,202

Tafla 4. Nidurstodur skimunar fyrir bindingu apo-transferrins, magngreining med Bradford-adferd. Reiknad
magn apo-transferrins (mg) | gegnumfledi lausna. Adeins voru gripefni af smidi 2 profud med apo-

transferrini af styrk 0,1 mg/ml.

Efnil Efni 2

Skollausn og proteinlausn 0,214 0,184
Losunarlausn 1 0,176 0,0785
Losunarlausn 2 0,428 0,301
Samtals losun: 0,604 0,3795
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