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Ágrip 

Markmið verkefnisins var að kanna áhrif málma á stöðugleika alkalísks 

fosfatasa (AP) úr E. coli með því að framkvæma takmarkað próteinrof með 

trypsíni. Hluta af áður framkvæmdum tilraunum Bucevic-Popovic o.fl. var reynt 

að framkvæma aftur í verkefninu. Með því að fjarlægja nauðsynlega málma úr AP 

var hægt að kanna mismunandi klippingu trypsíns á AP með og án málma. 

Ensímsýnin voru greind með SDS rafdráttarhlaupi og MALDI-TOF 

massagreiningum ásamt því að virknimælingar voru gerðar á ensímunum. 

Niðurstöður úr massagreiningum voru bornar saman við fræðilegt massaniðurbrot 

samkvæmt Expasy vefsíðunni. Þannig var hægt að greina klippistaði við ákveðnar 

amínósýrur (með því að sjá peptíð) í AP úr E. coli sem voru viðkvæmari en aðrar 

gagnvart trypsíni þegar ensímið var annars vegar með og hins vegar án málma. 

 

 

Abstract 
English title: The agile movements of surface loops explored with mass 

spectrometry. 

The main focus of this project was to explore the influence of metals on the 

stability of alkaline phosphatase (AP) from E. coli by performing a limited 

proteolysis with trypsin. A portion of previously performed experiments by 

Bucevic-Popovic et. al was attempted to re-experiment in this project. The 

difference in cleavage by trypsin on AP with or without metals was found by 

removing the necessary metals from AP. The enzyme samples were analyzed with 

SDS electrophoresis gels, MALDI-TOF mass spectrometry and activity assays. 

The results of the mass spectrometry were compared with theoretical mass 

degradation according to the Expasy website. Amino acids at certain cleavage sites 

that were more susceptible to trypsin were found with this method (by analyzing 

peptide fragments) with regards to whether the enzyme was with or without its 

metals. 
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1. Inngangur 

 1.1 Alkalískur fosfatasi (AP) 

Alkalískir fosfatasar (AP, E.C. 3.1.3.1.) finnast víða í náttúrunni, innan baktería 

sem og spendýra eins og manna. Aðalferli hvötunarferilsins eru þau sömu séu 

spendýra og bakteríu AP borin saman [1]. Greiningar á amínósýruröðum sýna að 

AP hafa varðveist vel í þróun en séu AP úr spendýrum, geri og E. coli bornir 

saman kemur í ljós að amínósýruröðin er varðveitt í 25-35% tilvika. 

Virknistöðvarnar eru alveg varðveittar með þremur undantekningum [2].  Ensímið 

er ósértækur fosfómónóesterasi sem hvatar vatnsrof fosforýlesterhópa af mörgum 

fosfómonoesterum [1, 3]. Ensímið hvatar einnig umfosfórun milli tveggja hópa, 

t.d. ROH (alkohóls) og NPP (4-nitrofenýl fosfat) [4]. Hvarf ensímsins verður í 

gegnum samgilt serín-fosfat millistig sem gefur af sér ólífrænt fosfat og alkóhól 

[5]. 

AP úr Escherichia coli (E. coli) finnst í millihimnurými bakteríunnar og 

samanstendur af tveimur eins peptíðkeðjum sem er haldið saman í tvennd [1, 3]. 

Hvor keðja, eða einliða, samanstendur af 449 amínósýruleifum með massann Mr 

47029. Massinn af allri tvenndinni er þá Mr 94058 [6]. Hvor tvennd inniheldur þrjá 

málma í hverju virkniseti, tvær Zn2+ jónir og eina Mg2+ jón [3] (sjá mynd 1). 

AP var fyrsta sínk ensímið sem var uppgötvað sem innihélt þrjár málmjónir sem 

voru staðsettar nálægt hvor annarri í virknisetinu [7]. Í náttúrulegu formi er 

ensímið nokkuð stöðugt gagnvart hitastigs- og efnabreytingum en stöðugleika AP 

má að stórum hluta þakka bindingu Zn(II) og Mg(II) [8]. Enginn AP hefur enn 

fundist sem er virkur án þess að innihalda málma [9, 10]. Hlutverk magnesíums í 

AP er oft ekki metið en þó það sé ekki nauðsynlegt er það mikilvægt svo ensímið 

nái fullum stöðugleika og virkni. Magnesíum virkjar apoensímið ekki en eykur 

virknina sé sínk þá þegar til staðar [9]. Áður framkvæmdar tilraunir hafa sýnt fram 

á að AP notfærir sér þrjá málma í hvarfgangi sínum sem þýðir að magnesíum er 

mikilvægara en áður var haldið [5]. 

Þegar ensímið kemst í tæri við EDTA missir það virkni [11]. Sýnt hefur verið 

fram á nytsemi Chelex til útdráttar málma í lausn  [12]. Með notkun EDTA og 

Chelex er unnt að rannsaka tiltekið ensím þegar það er í engri nálægð við málma. 

Oftast er hægt að koma aftur á virkni með því að bæta málmum í ensímlausnina 

og verður virknin svipuð og fyrir missi málmanna [11]. 
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Mynd 1. Annars stigs bygging alkalísks fosfatasa úr E. coli [2]. Málmbindistaðirnir 

þrír á hverri einliðu eru táknaðir með svörtum hringjum.  

 

 1.2 Trypsín og takmarkað próteinrof 

Takmarkað próteinrof er mikilvægt tæki til þess að rannsaka próteinstrúktúr í 

þaula og greina litlar breytingar á próteinlögun [13]. Ákveðnir staðir í AP eru 

næmari fyrir árásum trypsíns með vaxandi hitastigi. Trypsín klýfur peptíðtengi á 

carboxýlenda við amínósýrurnar lýsín og arginín en ekki eru allar amínósýrurnar 

jafn aðgengilegar trypsíninu þar sem sumar þeirra eru grafnar djúpt inni í 

próteininu og eru þ.a.l. ekki klofnar jafn hratt. Því má búast við því að klofnun eigi 

sér stað á breiðum yfirborðssvæðum sem eru berskjölduð fyrir leysinum sem 

umkringir próteinið, t.d. á lykkjusvæðum [13].  

Með því að rannsaka áhrif trypsíns á niðurbrot AP við mismunandi hitastig er 

mögulegt að finna þá staði í próteininu sem verða fyrir mestu áhrifum 

próteinkljúfsins, eru viðkvæmastir fyrir. Áður framkvæmdar tilraunir á E. coli 

notuðu takmarkað próteinrof (e. limited proteolysis) til rannsókna á próteinstrúktúr 

þess. Breytingar á lögun og formi ensímsins sem verða við málmbindingu er hægt 

að greina með trypsín próteinrofi í lausn með eða án málma [14]. 
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Sýnt hefur verið fram á að klofning var svipuð á málmfríu ensími og ensími 

sem hafði verið bætt í tveimur Mg2+ á tvennd. Ensímið var klofið niður hratt og 

auðveldlega. Með innleiðslu tveggja og fjögurra Zn2+ á tvennd minnkaði 

klofningin og klofningsstaðirnir [14] enda sýna áður framkvæmdar tilraunir að 

próteinrof ensímsins verður, og takmarkast, við amínóenda. Meðhöndlun með 

trypsíni olli broti milli R-11 og A-12 í amínósýruröð ensímsins [15]. AP sýndi tap 

á um 20% virkni eftir að hafa komist í tæri við trypsín en apóensímið (málmlaust) 

sýndi hins vegar tap á nær allri virkni. Undir þessum kringumstæðum tapaði 

ensímið stuttri amínósýrukeðju af amínóenda ensímsins við Arg-10 Ala-11 tengi 

[8, 11, 15, 16]. Á mynd 2 er amínósýruröð AP úr E. coli samkvæmt Expasy 

vefsíðunni (http://www.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl, próteinið P00634 var 

valið í PeptideMass). Á myndina eru staðir trypsínklofnunar merktir með rauðu. 

Samkvæmt Expasy inniheldur ensímið 450 amínósýrur en stundum er fyrstu 

arginín amínósýrunni sleppt og inniheldur ensímið þá 449 amínósýrur (Bradshaw 

[6]). 

         10         20         30         40         50         60 
RTPEMPVLEN RAAQGDITAP GGARRLTGDQ TAALRDSLSD KPAKNIILLI GDGMGDSEIT 
 
         70         80         90        100        110        120 
AARNYAEGAG GFFKGIDALP LTGQYTHYAL NKKTGKPDYV TDSAASATAW STGVKTYNGA 
 
        130        140        150        160        170        180 
LGVDIHEKDH PTILEMAKAA GLATGNVSTA ELQDATPAAL VAHVTSRKCY GPSATSEKCP 
 
        190        200        210        220        230        240 
GNALEKGGKG SITEQLLNAR ADVTLGGGAK TFAETATAGE WQGKTLREQA QARGYQLVSD 
 
        250        260        270        280        290        300 
AASLNSVTEA NQQKPLLGLF ADGNMPVRWL GPKATYHGNI DKPAVTCTPN PQRNDSVPTL 
 
        310        320        330        340        350        360 
AQMTDKAIEL LSKNEKGFFL QVEGASIDKQ DHAANPCGQI GETVDLDEAV QRALEFAKKE 
 
        370        380        390        400        410        420 
GNTLVIVTAD HAHASQIVAP DTKAPGLTQA LNTKDGAVMV MSYGNSEEDS QEHTGSQLRI 
 
        430        440        450 
AAYGPHAANV VGLTDQTDLF YTMKAALGLK 
 

Mynd 2. Amínósýruröð alkalísks fosfatasa úr E. coli samkvæmt Expasy. Staðir 

hugsanlegs trypsínrofs (lysín og arginín) eru rauðmerktir. 

 

Í þessu verkefni var sömu aðferðum beitt við takmarkað próteinrof E. coli AP 

og í grein eftir Bucevic-Popovic [14]. Í þessari ritgerð táknar AP fullmótað og 
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virkt ensím með öllum málmum nema annað sé tekið fram. Fylgst var með rofi 

trypsíns á AP og málmlausum AP og áhrif málmanna skoðuð með rafdrætti. Sýnin 

voru einnig greind með MALDI-TOF massagreiningum en með þeim hætti er hægt 

að greina fjölpeptíð með mikilli upplausn og næmni. 
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2. Efni og aðferðir 

2.1 Efni 

Alkalískur fosfatasi (AP) úr E. coli (P5931) (með Tris buffer söltum, MgSO4 og 

ZnSO4), trypsin úr bovine brisi (T4665), TPCK (T4376), Tris (T3253), MgCl2 

(M5921), EDTA (ED255), acetonitrile, Chelex 100 sodium form (C7901), bis-

(cyclohexylammonium) 4-nitrophenylphosphate salt (pNPP), var fengið frá Sigma. 

Trifluoroacetic acid (TFA) var fengin frá Fluka (St. Louis, MO).  

Díetanólamín var fengið frá Acros Organics (Geel, Belgía). 

Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes (0,5-3,0mL), Slide-A-Lyzer® Buoys, Slide-

A-Lyzer® Syringes (5,0mL) var fengið frá Pierce Biotechnology/Thermo 

Scientific, (Rockford, IL). 

 

2.2 Aðferðir  

Ensímundirbúningur 

AP (1mg/mL) úr E. coli í 2,5M ammoníum súlfat lausn var notað í tilraunirnar.  

Ensímið var afmálmað með díalýsu, skipt var þrisvar sinnum um 20mM Tris, 

20mM EDTA pH 8,0 lausn og því næst díalýserað þrisvar sinnum með 20mM Tris 

lausn sem hafði verið afmálmuð með Chelex. Á sama tíma, og jafnoft og skipt var 

um lausn á AP sem afmálma átti, var skipt um Vibrio AP buffer (20mM Tris, 

10mM MgCl2, pH 8,0) fyrir AP til viðmiðs.  

 

Próteasamelta 

AP (1mg/mL) í Vibrio AP buffer melt með Tosyl fenýlalanyl klórometýl ketón 

(TPCK) meðhöndluðu trypsíni við 37°C. AP og málmlaus AP var settur í 

trypsínmeltu með AP/trypsín 1/1 w/w þyngdarhlutfalli. Sýni tekin á ákveðnum 

tímum úr lausn og greind með SDS rafdrætti eða MALDI-TOF massagreiningu. 

Tímarnir voru 0, 20, 40 mín og 1, 2, 5, 24 klst. 

 

Virknimæling 

Sýni (4μL) var tekið á hverjum tíma og 995μL af p-NPP notað sem hvarfefni. 

Fylgst var með hvarfinu í 5mM bis-(sýklóhexylammonium) 4-nitrofenýlfosfat salti 
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(pNPP) í 1,0M díetanólamíni (DEA) við pH 9,8 með 1,0mM MgCl2 við 25°C. 

Mælt var við 410 nm í 30 sek. og mælingar endurteknar þrisvar. 

 

SDS rafdráttur 

Sýni (8μL) var tekið á hverjum tíma og 2μL af fimmfalt sterkum SDS buffer 

blandað við. Sýnin voru greind með SDS rafdrætti á 12,5% polyakrýlamíð hlaupi 

samkvæmt kerfi Laemmli [17] og litað með Coomassie lit. 

 

MALDI-TOF massagreining 

Massagreining var framkvæmd í Brücker MALDI-TOF Autoflex III Smart 

Beam massagreini. Sýni (0,6µL) voru sett á 384-sýna plötu og látin loftþorna eftir 

viðbætingu jafns rúmmáls af mettaðri lausn af 3,5-dimethoxy-4-

hydroxycinnaminik sýru (sinapinic sýra) í blöndu 50% acetonitríls og 0,3% TFA. 



11 
 

3. Niðurstöður og umræða 

 3.1 Díalýsa 

Tvö sýni (500µL hvort) voru sett í díalýsuramma og rammarnir settir í 

bikarglös með viðeigandi bufferum (sjá efna og aðferðakafla). Eftir díalýsu var 

rúmmálið í pokanum sem innihélt AP ensímið enn 500μL en rúmmálið í pokanum 

sem innihélt málmlausa ensímið hafði tvöfaldast. Mæling á próteinmagni sýndi að 

málmlausa AP sýnið hafði þynnst út, þ.e. gat hafði komið á pokann eða verið þar 

fyrir. Haldið var áfram með sýnið þrátt fyrir þetta. 

 

 3.2 Virknimælingar 

Sýni (4µL) af AP og málmlausu AP voru tekin þrisvar á hverjum tíma (0, 20, 

40 mín og 1, 2, 5, 24 klst) til þess að fylgjast með breytingum sem verða á virkni 

við aukið trypsínniðurbrot. Virkni ensímsins var mæld fyrir og eftir díalýsu en hún 

jókst um 8% hjá AP, var því 108% eftir díalýsu. Með því að taka málmana úr öðru 

sýninu eyðilagðist hvötunargeta AP nánast alveg, eða var 4,5% eftir díalýsu. Til 

samanburðar var virkni eftir díalýsu í sambærilegri tilraun 2% [14]. 

Virkni hélst nokkuð stöðug eins og sést á mynd 3.  
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Mynd 3. Virkni AP með eða án málma á móti tíma í trypsínmeltu. Sýni (4µL) voru 

tekin þrisvar á hverjum tíma (0, 20, 40 mín og 1, 2, 5, 24 klst) og virknimæld í 

995µL af p-NPP í 1,0M díetanólamíni við pH 9,8 með 1,0mM MgCl2 við 25°C. 

Bláu kassarnir tákna AP og rauðu kassarnir tákna málmlaust AP. 

 

3.3 SDS rafdráttur 

Sýni (8µL) af AP og málmlausum AP voru tekin á hverjum tíma (0, 20, 40 mín 

og 1, 2, 5, 24 klst) og rafdregin. Með þessum hætti ætti að vera hægt að sjá hvaða 

áhrif málmarnir hafa á aðgengi trypsíns til að brjóta niður ensímið vegna 

afmyndunar eða breytingar í byggingu.  

  

3.3.1 AP á SDS hlaupi 

Á mynd 4 sést SDS rafdráttarhlaup trypsínklofnunar AP úr E. coli eftir litun 

m.t.t. tíma. Í rás 2 og 3 sést að ensímið er óbreytt í byggingu, þ.e. böndin eru eins 

fyrir og eftir díalýsu sem er það sem búist var við. Þar sem þyngdin á AP E. coli 

einliðunni er um 47.000 Da hlýtur neðra bandið í rásum 2 og 3 að vera það, þar 

sem það kemur fram rétt fyrir ofan 43.000 Da bandið á stiganum. B1 bandið í rás 4 

(þá er trypsín nýkomið út í) táknar líklega AP þegar trypsínið er búið að narta 10 

fyrstu amínósýrurnar af (á N enda ensíms) en eins og áður hefur verið sýnt fram á 

gerist það þegar AP á í hlut [8, 11, 15, 16]. Því lengra sem líður á próteinrofið 
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koma fram fleiri bönd eins og sést bersýnilega í rásum 5-10 (B2-B4). Svo virðist 

sem trypsínið sé að narta meira og meira í ensímið. AP nær þó að standast árásir 

trypsínsins nokkuð vel þar sem massinn á einliðunni minnkar ekki mikið og virkni 

ensímsins helst stöðug samanber mynd 3. Efstu böndin í rásum 2-4 er ekki gott að 

útskýra þar sem þyngdin á þeim er ekki næg til að þetta gæti verið tvíliða AP 

ensímsins. Kannski er eitthvað sem hangir á ensíminu sem fer svo strax af þegar 

trypsín er sett í lausnina sbr. rás 5 en efri böndin hverfa fljótt. B1 bandið skiptist 

svo niður í B2-B4 böndin. Böndin sem koma neðst í kringum 20.000 Da í rásum 4-

10 er trypsínið samanber rás 1 á mynd 5. 

 

Mynd 4. SDS rafdráttarhlaup trypsínklofnunar AP úr E. coli m.t.t. tíma. Próteinrof 

var framkvæmt með prótein/próteasa hlutfallið 1:1. Ensímið var inkúberað við 

37°C og sýni tekin eftir 0, 20, 40 mín og 1, 2, 5, 24 klst. (rásir 4-10). Sýni voru 

rafdregin á SDS rafdráttarhlaupi með stiga (rás 1), AP fyrir díalýsu (rás 2) og AP 

eftir díalýsu (rás 3) sem viðmið. Trypsín sem viðmið má sjá á mynd 4 (rás 1). 

 

3.3.2 Málmlaus AP á SDS hlaupi 

Á mynd 5 sést SDS rafdráttarhlaup trypsínklofnunar AP án málma úr E. coli 

eftir litun m.t.t. tíma. Á rás 2 sést ensímið eftir díalýsu, eitt stórt og breitt fallegt 

band. Sé það borið saman við AP fyrir díalýsu í rás 2 á mynd 4 sést að efra bandið 

er ekki lengur til staðar eftir að búið er að afmálma ensímið. Trypsín á rás 1 er til 

viðmiðunar. Um leið og búið er að blanda trypsíninu út í ensímlausnina byrjar 
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próteinrofið af fullum krafti samanber fjölda banda á rás 3 sem komu ekki fram í 

sýni á rás 2. Séu rásir 3-5 og 7 bornar saman sést hvernig böndin dofna með tíma 

sem styður þá staðreynd að þegar búið er að taka málma út úr alkalískum fosfatasa 

missir hann nánast allan stöðugleika og aðgengi trypsíns verður auðveldara [8]. 

Hegðun yfirborðslykkjanna verður því kvikulli.   

 
Mynd 5. SDS rafdráttarhlaup trypsínklofnunar AP án málma úr E. coli m.t.t. tíma. 

Próteinrof var framkvæmt með prótein/próteasa hlutfallið 1:1. Ensímið var 

inkúberað við 37°C og sýni tekin eftir 0, 20, 40 mín og 1, 2, 5, 24 klst. (rásir 3-5 og 

7-10). Sýni voru rafdregin á SDS rafdráttarhlaupi með stiga (rás 6), trypsíni (rás 1) 

og AP eftir díalýsu (rás 2) sem viðmið. AP fyrir díalýsu má sjá á mynd 4 (rás 2). 

  

3.4 MALDI-TOF massagreiningar 

Sýni (0,6µL) af AP og málmlausum AP voru tekin á hverjum tíma (0, 20, 40 

mín og 1,2,5,24 klst) og greind í MALDI-TOF massagreini. Með 

massagreiningum er hægt að fylgjast með niðurbroti AP ensímsins með eða án 

málms en næmnin og upplausnin sem fylgir slíkum mæliaðferðum er gríðarlega 

mikil.  

Stærð próteina/peptíða fæst með massa yfir hleðslu (m/z). Geisla er skotið á 

sýni og flugtími hlaðins próteins/peptíðs inn að nema er mældur en aðeins hlaðið 

sýni getur „flogið“. Sýnin verða oftast einhlaðin (ein H+ jón) en tví- eða jafnvel 

þríhlaðin efni geta þó líka myndast. Ef próteinin/peptíðin eru tví- eða þríhlaðin 
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þarf að margfalda massann sem massagreinirinn gefur með tveimur eða þremur þar 

sem hleðslunni á sýninu hefur þá verið deilt upp í massann (m/z). Sé hleðslan 

dregin frá (og marghlaðnar jónir margfaldaðar með viðeigandi tölu til að fá 

einliðu) er hægt að nota mælieininguna Dalton (Da) til stærðarákvörðunar ef tækið 

hefur þá þegar verið staðlað með próteinum/peptíðum af þekktri stærð í Dalton. 

Massaróf var tekið af AP fyrir díalýsu, mynd 6. Mælt var á bilinu 10.000-

60.000 m/z. Peptíðróf var einnig tekið af ensíminu (frá 1000-6000 m/z) en það 

sýndi enga toppa (mynd ekki sýnd). Ensímið er því mjög heilt og hreint og 

inniheldur engin peptíð „óhreinindi“. 

Á myndinni sést ein-, tví- og þríhlaðin jón einliðunnar. Massi einhlöðnu 

jónarinnar er 47.023,6 m/z (47.022,6 Da án H+ jónarinnar) sem er mjög nærri 

reiknuðum massa AP úr E. coli, 47.029 Da samkvæmt Bradshaw (449 amínósýrur, 

fyrsta R sleppt) [6]. Massi tvíhlöðnu jónarinnar er 23.670,8 m/z (23.668,8 m/z án 

tveggja H+ jóna) og sé hún margfölduð með 2 til þess að fá massa einliðunnar 

verður niðurstaðan 47.337,6 Da. Massi þríhlöðnu jónarinnar er 15.935,8 m/z 

(15.932,5 m/z án þriggja H+ jóna) og sé hún margfölduð með 3 til þess að fá massa 

einliðunnar verður niðurstaðan 47.797,5 Da. Samkvæmt þessu er þónokkur munur 

á massa einliðunnar eftir því hvaða jón er miðað við. Samkvæmt Expasy vefnum 

er massi AP 47.198,7 Da (450 amínósýrur, fyrsta R er höfð með). Í töflu 1 eru 

þessir mismunandi massar fyrir AP einliðuna bornir saman. Einhlaðna jónin passar 

best við það sem Bradshaw og Expasy (þegar búið er að fjarlægja fyrstu R) segja 

til um og því er hún besti mælikvarðinn á massa AP einliðunnar. Tví og þríhlaðna 

jónin ætti að vera akkúrat tvisvar og þrisvar sinnum minni en einhlaðna jónin en 

það er ekki staðreyndin í þessu tilviki. Ástæðan fyrir þessum mun er ekki vituð. 
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Mynd 6. Massaróf AP úr E. coli fyrir díalýsu. Á myndinni sést massi einliðunnar 

og ein, tví og þríhlaðin jón hennar. Massatoppar frá vinstri til hægri: 13.726,9; 

15.935,8; 23.670,8; 47.023,6 m/z. 

 

3.4.1 MALDI-TOF massagreiningar á AP úr E. coli 

  3.4.1.1 Próteinróf 

Á mynd 7 má sjá samanburð á tveimur sýnum af AP úr E. coli sem voru 

massagreind annars vegar eftir 1 klst inkúberingu við 37°C og hins vegar eftir 24 

klst inkúberingu. Á rófunum má greinilega sjá niðurbrot AP einliðunnar en eins og 

sést á mynd 6 er massinn á einliðunni upphaflega 47.023 m/z. Á mynd 7 koma 

fram þrír toppar á hvoru rófi við ≈44.190, 45.400 og 46.592 m/z. Mikill munur er á 

toppunum en niðurbrot AP er greinilega komið lengra (mynd 7B) þar sem minnsti 

toppurinn af þrennutoppunum stækkar mikið með tíma.  Í grein eftir Bucevic-

Popovic kemur fram að trypsín nær einna helst að klippa af lykkjunni á N-enda 

AP, eða við amínósýruna arginín í stöðu 1, 11, 24 og 25, eins og margir 

vísindamenn hafa áður sannað [8, 14, 15, 16]. Með þá vitneskju að leiðarljósi er 

hægt að finna út fræðilega stærð á próteininu þegar búið er að klippa við þessar 

tilteknu amínósýrur og gá hvort sú stærð passi við mældar niðurstöður. 

Niðurstöðurnar má sjá í töflu 1. 

Munurinn á þrennutoppunum, þ.e. peptíðin sem eru að detta af er ≈ 1190,2 og 

1211,3 Da fyrir mynd 7A og 1160,5 og 1237,6 Da fyrir mynd 7B. 
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Mynd 7. Massaróf AP úr E. coli eftir viðbætingu trypsíns (1:1). Samanburður á 

inkúberingu ensímsins við 37°C eftir 1 klst (A) og 24 klst (B). Massatoppar frá 

vinstri til hægri (A): 9586,4; 21.425,1; 44.190,6; 45.401,8; 46.592,0 m/z. 

Massatoppar frá vinstri til hægri (B): 19.561,8; 44.195,2; 45.432,9; 46.593,4 m/z. 

 

Í töflu 1 má sjá samanburð á massatoppunum sem komu fram á rófum á mynd 

7 og fræðilegt massaniðurbrot skv. Expasy vefsíðunni (http://www.expasy.org/cgi-

bin/peptide-mass.pl). Í töflunni er einnig samanburður á þeim mismunandi 

mössum sem fengust fyrir einliðuna á mynd 6 til þess að reyna að finna út hver 

hinn fræðilegi massi einliðunnar er miðað við klofning við arginín í stöðu 1, 2, 11, 

24 og 25. Eins og sést í töflunni passar massaniðurbrot 47.022,6 Da (einhlaðna AP 

jónin á mynd 6) best við toppana á rófum á mynd 7. Í töflu 1 eru massar 

peptíðraða sem talið er að trypsín klippi af dregnir frá massa einhlöðnu jónarinnar 

á mynd 6 til þess að sjá hvort að sú stærðarákvörðun sé best fyrir ensímið, þ.e. að 

hún passi við niðurbrotstoppa á mynd 7. 
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Fyrsti toppurinn (lengst til hægri) sem kemur fram á mynd 7A er vegna 

klippingar við Arg1 og sýnir massann 46.591,0 Da, (46.592,0 m/z á mynd) (2-450, 

fræðilegur massi 46.847,5 Da). Þar sem einliðan ber þess merki að ensímið 

innihaldi 449 amínósýrur er Arg1 væntanlega ekki partur af ensíminu. Ekki tókst 

að finna út nákvæma amínósýruröð frá framleiðanda þannig að möguleikanum er 

haldið opnum. Toppurinn (lengst til hægri) lækkar með tíma samanber mynd 7B. 

Annar toppurinn (annar frá hægri) er vegna klippingar við Arg10 og sýnir massann 

45.400,8 Da (12-450, fræðilegur massi 45.661,9 Da). Þriðji toppurinn (þriðji frá 

hægri) er vegna klippingar við Arg25 og sýnir massann 44.190,6 Da (26-450, 

fræðilegur massi 44.302,2 Da). Massi toppanna á mynd 7 er  ≈46.592 , 45.400 og 

44.190 sem passar ágætlega við massa einliðunnar þegar búið er að klippa Arg1, 

Arg 11 og Arg 25 af. 

Ástæða þess að massi toppanna passar ekki alveg við fræðilegan massa gæti 

verið einhver óvissa í mælingunum (±1 Da) eða stöðlunin eitthvað óáreiðanleg. 

Meþíónín í ensíminu gætu verið oxuð eða akrýlamíð viðbæting gæti hafa átt sér 

stað ásamt ýmsum jónum sem gætu hafa fests á einhverjar amínósýrur í ensíminu 

sem gerir það að verkum að massinn verður aðeins frábrugðinn fræðilegum massa 

ensímsins. 

 
Tafla 1. Fræðilegt massaniðurbrot AP ensíms úr E. coli með trypsíni og ein-, tví 

og þríhlaðinnar jónar á mynd 6 borið saman við róf á mynd 7. 

Amínósýrur massi1 
(Da) 

 
Massaniðurbrot AP (Da) 

 

1* eingild 
jón2 (Da) 

2* tvígild 
jón2 (Da)

3* þrígild 
jón2 (Da)

Massi skv. 
Bradshaw 

(Da) 

1 klst 
trypsín-
melta3 

(Da) 

24 klst 
trypsín-
melta3 

(Da) 

1-450 47.198,7        
2-450 47.023,6 47.022,6 47.339,7 47.798,4 47.029,0 46.592,0 46.593,4
12-450 45.838,0 45.837,1   45.843,4 45.401,8 45.432,9
25-450 44.653,4 44.652,5   44.658,8   
26-450 44.478,3 44.477,4   44.483,7 44.190,6 44.195,2

  

1 Skv. Expasy    2 Skv. mynd 6    3.Skv. mynd 7 
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  3.4.1.2 Peptíðróf 

Á peptíðrófi sem var einnig tekið af AP var hægt að fylgjast með 

peptíðniðurbroti ensímins. Til þess að útiloka trypsíntoppa sem raunverulega AP 

peptíðtoppa var trypsín sjálfmelt á sama hátt og AP ensímin voru melt með 

trypsíni þ.e. við 37°C og sýni tekin á sömu tímum. Á mynd 8 má sjá dæmi um 

peptíðróf af AP sem melt hefur verið með trypsíni. Eins og sjá má er rófið mjög 

„óhreint“, þ.e. með mikið af toppum sem flestir tilheyra trypsíni. Með því að 

útiloka trypsíntoppa á AP peptíðrófi var hægt að sjá hvaða toppar tilheyra AP en 

ekki trypsíninu. 

 
Mynd 8. Peptíðróf af AP eftir 1 klst trypsínmeltu. Mælt frá 1000-6000 m/z. 

AP/trypsín hlutfall var 1:1 og melt við 37°C. Massatoppar frá vinstri til hægri: 

1183,4; 1340,1; 1895,0 m/z. Aðrir toppar tilheyra trypsíni. 

 

Með því að bera saman peptíðróf eins og á mynd 8 og peptíðróf trypsíns er 

hægt að sjá hvaða toppar tilheyra AP. Toppar við 1182,4 (1183,4 m/z á rófi) ; 

1339,1 og 1894,0 Da komu fram. Á mynd 9 er samanburður á þessum toppum. 

Trypsíntoppur sem kemur fram við 2270,0 m/z var notaður sem viðmið á hverju 

rófi og hlutfall af honum notað til að gróflega áætla niðurbrot/aukningu á 

toppunum m.t.t. tíma. Toppur við 1182,4 Da eykst hægt með tíma en 1339,1 Da 

toppur lækkar hratt. 1894,0 Da toppurinn helst stöðugur. Þrátt fyrir að topparnir 

séu veikir á rófunum er hægt að fylgjast með breytingum á þeim. 
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Í töflu 2 má sjá massa nokkurra peptíðraða skv. Expasy vefsíðunni sem passa 

við toppana tvo sem aukast og minnka á mynd 8. Þannig getur 1339,1 Da 

toppurinn átt við amínósýrur 1-11 eða 12-25, í báðum tilvikum sleppir trypsín 

einum arginín klippistað. Líklegast er að toppurinn eigi við peptíðið 12-25 þar sem 

AP ensímið sem notað var er líklegast ekki með Arg1 (ekki tókst að staðfesta frá 

framleiðanda). Ástæðan fyrir því að 1182,4 Da toppurinn eykst á mynd 8 gæti 

verið sú að amínósýran arginín sem er á endanum á 1-11 eða 12-25 keðjunni er 

klippt af og þá minnkar keðjan úr ≈1339 Da í ≈1183 Da.  

 

 
Mynd 9. Hlutfall peptíðtoppa AP skoðað m.t.t. hlutfalls af trypsíntoppi (2270,5 Da). 

Niðurbrot peptíðtoppanna 1182,4 Da; 1339,1 Da og 1894,0 Da borið saman m.t.t. 

tíma eftir trypsín viðbætingu. Sýni (0,6µL) var mælt í MALDI-TOF massagreini. 

Tímarnir voru 0 mín (bláu súlurnar), 40 mín (rauðu súlurnar), 1 klst. (grænu 

súlurnar) og 2 klst. (fjólubláu súlurnar). 
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Tafla 2. Massi mismunandi peptíðraða úr AP ensíminu úr E. coli skv. Expasy 

vefsíðunni. R/K sleppt er arginín eða lysín sem trypsín sleppir að klippa, fer 

framhjá. 

 
R/K sleppt 

 
 

Peptíðröð  
AP E. coli 

Massi  (Da) 

0  2-11 1184,6 
1  1-11 1340,7 
0  12-24 1183,6 
1  12-25 1339,7 

 

3.4.2 MALDI-TOF massagreiningar á málmlausum AP úr E. coli 

  3.4.2.1 Próteinróf 

Á mynd 10 má sjá samanburð á tveimur sýnum af AP án málma úr E. coli sem 

voru massagreind annars vegar strax eftir díalýsu og hins vegar um leið og trypsín 

hafði verið sett í ensímlausnina (0 mín). Á rófunum sjá hversu fljótt einliðan 

klippist, eða strax og trypsín hefur verið sett út í lausnina. Séu myndir 6 og 10A 

bornar saman er mikill munur á einliðunni, eða 47.022,6 Da (47.023,6 m/z á rófi) 

fyrir AP en 47.965,2 Da eftir díalýsu (málmar teknir út). Þar sem einliðan klippist 

mjög fljótt eftir að búið er að taka málmana út hlýtur eitthvað að hanga utan á sem 

gerir það að verkum að einliðan er mun þyngri. Massaminni toppinn á mynd 10A-

B er ekki gott að útskýra þar sem hann er of massalítill til að geta verið tvíhlaðna 

jónin fyrir einliðuna en aðeins of stór til að geta verið trypsíntoppur (trypsín sýndi 

topp við ≈23.000 m/z, mynd ekki sýnd). 
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Mynd 10. Massaróf AP án málma úr E. coli eftir díalýsu og eftir viðbætingu 

trypsíns (1:1). Samanburður á ensíminu eftir díalýsu (A) og strax eftir viðbætingu 

trypsíns (0 mín) (B). Massatoppar frá vinstri til hægri (A): 21.792,5; 47.966,2 m/z. 

Massatoppar frá vinstri til hægri (B): 21.448,8; 47.287,6 m/z. 

 

  3.4.2.2 Peptíðróf 

Á peptíðrófi sem var einnig tekið af málmlausu AP var hægt að fylgjast með 

peptíðniðurbroti ensímins. Til þess að útiloka trypsíntoppa sem raunverulega AP 

peptíðtoppa var trypsín sjálfmelt á sama hátt og AP ensímin voru melt með 

trypsíni þ.e. við 37°C og sýni tekin á sömu tímum. Á mynd 11 má sjá peptíðróf af 

málmlausum AP eftir 0 mín (A) og 1 klst (B). Eins og sjá má eru rófin fremur 

„óhrein“, þ.e. með mikið af toppum sem flestir tilheyra trypsíni. Með því að 

útiloka trypsíntoppa á málmlausu AP peptíðrófi var hægt að sjá hvaða toppar 

tilheyra AP en ekki trypsíninu. Séu róf A og B á mynd 11 borin saman sést að 

málmlausa ensímið brotnar fljótt niður þar sem fleiri toppar sjást. 
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Mynd 11. Peptíðróf AP án málma úr E. coli eftir viðbætingu trypsíns (1:1). Styrkur 

peptíðtoppa á móti m/z. Samanburður á inkúberingu ensímsins við 37°C eftir 0 

mín (A) og 1 klst (B). Massatoppar frá vinstri til hægri (A): 1957,5; 2175,5; 2321,6; 

3701,6 m/z. Massatoppar frá vinstri til hægri (B): 1288,2; 1629,0; 2175,5; 2321,6; 

3701,6 m/z. Aðrir toppar tilheyra trypsíni. 

 

Með því að bera saman peptíðróf eins og á mynd 11 og peptíðróf trypsíns er 

hægt að sjá hvaða toppar tilheyra málmlausum AP. Toppar við 1182,2; 1287,2; 

1339,2; 1628,0; 1893,6; 1956,5; 2174,5; 2320,6; 3700,6 og 5052,3 Da komu fram 

(1 dregin frá m/z sem kemur fram á rófi). Á mynd 12 er samanburður á þessum 
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toppum. Trypsíntoppur sem kemur fram við 2270,0 Da var notaður sem viðmið á 

hverju rófi og hlutfall af honum notað til að gróflega áætla niðurbrot/aukningu á 

toppunum m.t.t. tíma. Topparnir sem komu fram við niðurbrot á AP koma líka 

fram á mynd 12 en eru ekki jafn afgerandi. Sumir toppar eins og toppar við 1956,5 

Da og 5052,3 Da koma ekki fram á öllum tímum, þ.e. þeir myndast og eyðast eða 

öfugt. Toppurinn við 1287,2 Da er sérstaklega afgerandi og kemur mjög sterkt 

fram á öllum tímum, toppur við 2174,5 Da kemur einnig fram nokkuð sterkt. 

 

 
Mynd 12. Hlutfall peptíðtoppa AP án málma skoðað m.t.t. hlutfalls af trypsíntoppi 

(2271,0 Da). Niðurbrot peptíðtoppanna 1182,2 Da; 1287,2 Da; 1339,2 Da; 1628,0 

Da; 1893,6 Da; 1956,5 Da; 2174,5 Da; 2320,6 Da; 3700,6 Da; 5052,3 Da borið 

saman m.t.t. tíma eftir trypsín viðbætingu. Sýni (0,6µL) voru mæld í MALDI-TOF 

massagreini. Tímarnir voru 0 mín (bláu súlurnar), 20 mín (rauðu súlurnar), 40 mín 

(grænu súlurnar), 1 klst. (fjólubláu súlurnar), 2 klst. (ljósbláu súlurnar), 5 klst. 

(appelsínugulu súlurnar) og 24 klst. (gráu súlurnar).  

 

Í töflu 3 má sjá massa nokkurra peptíðraða skv. Expasy vefsíðunni sem passa 

við toppana (sumir passa mjög gróflega) sem aukast og minnka á mynd 12. 

Topparnir sem eiga líka við AP peptíðróf má sjá í töflu 2. Í þeim peptíðum sem 

innihalda meþíónín gæti það hafa oxast (sjá töflu 3) en þá stækkar massinn á 

peptíðinu og passar enn síður við mældu peptíðin (flest af fræðilegu peptíðunum 
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eru of stór fyrir til að passa við þau sem mældust). Í flestum tilvikum er alltof stór 

skekkja á milli þeirra peptíða sem mældust og fræðilegs niðurbrots. Tafla 3 sýnir 

muninn á fræðilegu og mældu peptíðunum en  munurinn á sumum þeirra gæti 

verið sá að ákveðnar jónir gætu hangið á peptíðunum og þannig breytt massanum 

sem mælist. Skekkja í sjálfu tækinu, villa í eða engin stöðlun eða toppar merktir á 

„vitlausum“ stað gæti einnig verið ástæðan, sérstaklega þó í þeim tilvikum þegar 

munurinn er mjög lítill (1-3 Da). 

Þau fræðilegu peptíð sem passa einna helst við þau sem mældust í 

massarófunum eru peptíð sem koma eftir að trypsín hefur misst af einum, tveimur 

jafnvel þremur klippistöðum. Ef trypsín „gleymir“ einum klippistað á lykkjunni og 

klippir framhjá Arg11 verður peptíðið 2350,2 Da (2-24) sem passar við 2320,6 Da 

toppinn sem sást á rófinu. Peptíð frá 12-35 er 2366,2 Da þannig að það gæti líka 

passað. Peptíð 12-35 er hins vegar ólíklegra þar sem þá er tveimur klippistöðum 

sleppt. Í báðum tilvikum er mælda peptíðið minna en þau fræðilegu þannig að þá 

er spurning hvort einhver lítill hópur hafi farið af peptíðinu í stað þess að einhver 

jón hafi fests á því. 

Stóri toppurinn við 1287,2 Da á best við amínósýrur 25-35 (1200,7 Da) en þá er 

trypsínið að klippa aðeins lengra heldur en lykkjan nær. Munurinn er 86,5 Da sem 

gæti verið t.d. tvær K+ jónir eða þrjár Na+ jónir. Ef trypsínið fer framhjá Arg35 

klippir það við Lys41 (25-41) sem gefur peptíð á stærð við 2142,2 Da (2174,5 Da 

á mynd 12). Munurinn er 32,3 Da sem gæti verið K+ jón. Peptíð við 274-293 

vegur 2182,1 Da sem gæti líka átt við 2174,5 toppinn en sýnt hefur verið fram á að 

trypsín klippi málmlaust AP við Arg293 [14].  

Toppur við 1956,5 Da hverfur eftir 20 mínútur og það eru tveir möguleikar á 

því hvar það peptíð er að brotna af, við amínósýrur 26-44 (1986,0 Da) eða 45-63 

(1958,0 Da). Þó er hið síðara mun líklegra þar sem stærðin á því er mun líkari 

þeirri sem mældist.  

Stærsta peptíðbrotið kemur við 5052,3 eftir langa meltu, eða við 1 klst, 

amínósýrur 26-74 (5067,6 Da) eða 45-92 (5055,6 Da) gætu passað við þessa 

massa. Í báðum tilvikum sleppir trypsínið 2-3 klippistöðum. Peptíðið sem vegur 

5055,6 Da er sem fyrr líklegri kostur þar sem það er nær í stærð því peptíði sem 

mældist ásamt því að vera afrakstur þess er trypsín sleppir 2 klippistöðum en ekki 

3 eins og 5067,6 Da peptíðið. Peptíðið 3700,6 Da kemur sterkast fram við 20 

mínútur og passar vel við amínósýrur 234-268 (3702,9 Da).  
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Tafla 3. Massi mismunandi peptíðraða úr AP ensíminu úr E. coli skv. Expasy 

vefsíðunni. R/K sleppt er arginín eða lysín sem trypsín sleppir að klippa, fer 

framhjá. Fræðileg peptíð fengin af Expasy vefsíðunni og þær mögulegu breytingar 

sem gætu orðið á peptíðinu eru sýndar. Massi mældu peptíðanna er einnig settur 

fram og munurinn á fræðilegum og mældum massa reiknaður. 

R/K sleppt Peptíðröð 
 
 
 

Fræðilegur 
massi  skv. 
Expasy(Da) 

Breytingar 
Massi 

mældur 
(Da) 

Munur á 
fræðilegum og 

mældum 
massa (Da) 

Oxað 
meþíonín 

(Da) 

Akrýlamíð 
viðbæting 

(Da) 
1 2-24  2350,2 2366,2  2320,6 29,6 
2 12-35  2366,2   2320,6 45,6 
1 25-35  1200,7   1287,2 -86,5 
2 25-41  2142,2   2174,5 -32,3 
1 26-44  1986,0   1956,5 29,5 
3 26-74  5067,6 5083,6  5052,3 15,3 
0 45-63  1958,0 1974,0  1956,5 1,5 
2 45-92  5055,6 5071,5  5052,3 3,3 
0 75-92  1974,0   1956,5 17,5 
0 234-268  3702,9 3718,9  3700,6 2,3 
0 274-293  2182,1  2253,1 2174,5 7,6 
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4. Lokaorð 

AP og málmlaus AP úr E. coli voru settir í trypsínmeltu til þess að kanna áhrif 

málmanna á virkni og stöðugleika ensímsins. Tilgangurinn var að endurtaka tilraun 

að hluta sem Bucevic-Popovic framkvæmdu [14] þar sem framkvæmt var 

takmarkað próteinrof á AP með eða án málms með trypsíni. Tvö sýni af AP úr E. 

coli voru sett í tvenns konar díalýsur til viðmiðs og afmálmunar. 

Díalýsurammarnir sem voru notaðir virkuðu vel fyrir AP ensímið þar sem virknin 

jókst eftir díalýsu en rúmmálið á  málmlausa ensíminu jókst um helming. Einhver 

lausn hlýtur því að hafa lekið inn og ensímið þannig þynnst út. Það er því spurning 

hvort vísindamaðurinn hafi gert gat á díalýsurammann eða hvort að ramminn hafi 

einfaldlega verið gallaður. Þetta kom ekki að sök þar sem virknin varð nánast 

engin eftir díalýsuna eins og búist var við og rafdráttur á geli kom mjög vel út 

ásamt massagreiningum. 

SDS rafdráttargelin komu mjög vel út þar sem auðvelt var að sjá muninn á 

niðurbroti AP ensímsins með eða án málma. Það var augljóst á hlaupunum að 

málmarnir eru mjög mikilvægir fyrir ensímið. AP hlaupið var sambærilegt áður 

framkvæmdum tilraunum þar sem þrjú bönd á nánast sama stað á gelinu aðgreinast 

betur og betur með tíma [14]. Gelið með málmlausa ensíminu sýndi hratt niðurbrot 

ensímsins þegar búið var að taka málmana úr því með mörgum böndum dreifðum 

um gelið sem hurfu hratt. Önnur tilraun var framkvæmd þar sem AP var 

trypsínmelt við 25°C til þess að reyna að sjá niðurbrotið gerast hægar en sú tilraun 

fór úrskeiðis. 

Á mynd 13 má sjá þrívíddarbyggingu AP úr E. coli samkvæmt Swiss-

PdbViewer forritinu (1ALK valið). Inn á myndina er búið að merkja staðina þar 

sem trypsín klippir einna helst miðað við framkvæmdar tilraunir. Þeir staðir sem 

eru merktir með rauðu eru amínósýrurnar Arg1, Arg11, Arg24/25 en það er þar 

sem trypsínið nær að narta af á AP. Þetta eru allt staðir á lykkju ensímsins sem 

áður er búið að sýna fram á að séu staðir trypsínrofs [8, 11, 15, 16]. Bláu staðirnir 

eru þeir staðir sem trypsín klippir líka við (klippir líka við rauðu) þegar búið er að 

taka málmana úr ensíminu. Það gekk ágætlega að tengja þessa staði við fræðilegt 

peptíðrof (skv. Expasy) en ýmsar jónir geta þó t.d. hangið utan á þegar peptíðin eru 

mæld sem skekkja útkomuna t.d. Na+ og K+. 
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Mynd 13. Þrívíddarbygging AP úr E. coli samkvæmt Swiss-PdbViewer (1ALK). 

Horft framan á og aftan á ensímið. Staðir trypsínrofs eru merktir með rauðu (einu 

staðir klippingar á AP) og bláu (staðir klippingar á málmlausu AP). Rauðu 

staðirnar eiga einnig við málmlaust AP. 

 

AP hlaupin og sambærileg massaróf var hægt að tengja saman. Böndin þrjú 

(B2-B4) á mynd 4 passa við toppana þrjá á rófum á mynd 7 og þau peptíð sem 

voru klippt af sem gerðu það að verkum að topparnir mynduðust komu fram á AP 

peptíðrófunum. Topparnir þrír á próteinrófinu (mynd 7) eru eftir klippingu við 

Arg1, Arg11 og Arg25 (tafla 1) sem passar við það sem sást á peptíðrófi (mynd 9 

og tafla 2) eða klipping við Arg 11 og Arg 24/25. Þar sem lítið sást á próteinrófinu 

fyrir AP án málma og flest niðurbrotsböndin á rafdráttargelinu voru heldur veik 

var ekki hægt að tengja hlaupið og massagreininguna vel saman fyrir utan það 

hversu einliðan var fljótt að klippast í sundur í báðum greiningaraðferðum. Mun 

fleiri peptíðtoppar fengust hjá AP án málma sem styður það enn og aftur hversu 

mikilvægir málmarnir eru fyrir virkni og stöðugleika ensímsins. 

Magnbundinn samanburð á peptíðtoppum (mynd 9 og 12)  er ekki hægt að taka 

sem algildum sannleik þar sem ekki er vitað hvort skotið var jafnoft á öll sýnin og 

hvert magnið var í hverju sýni. Ósamræmi getur verið á próteinþéttleika eftir því 

hvar er skotið á hvert sýni á plötunni ásamt því sem aðeins eitt sýni var tekið á 

hverjum tíma en ekki þrjú eins og oftast er gert til þess að mark sé hægt að taka á 

niðurstöðum. 
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Niðurstöður sem Bucevic-Popovic o.fl. [14] fengu koma heim og saman við 

niðurstöður í þessu verkefni. Trypsín klippir helst við Arg1, Arg11, Arg24/25 og 

Arg35 þegar AP á í hlut. Klippistaðurinn Arg35 var reyndar ekki greindur sem 

klippistaður AP í þessari grein heldur klippistaður á málmlausum AP. Í greininni 

eru málmarnir settir inn aftur hver af öðrum í málmlausa ensímið en við það 

minnkuðu líkurnar á klippingu við Arg293 sérstaklega (sem er klippistaður sem 

Bucevic-Popovic o.fl. tóku eftir í málmlausa ensíminu) en trypsín klippti alltaf við 

Arg11, Arg25, Arg35 óháð málmum. Í þessu verkefni fundust mun fleiri 

hugsanlegir klippistaðir trypsíns á málmlausum AP eða við Lys41, Lys44, Arg63, 

Lys74 og Lys92. 

Magn trypsíns í tilrauninni, AP/trypsín 1:1 w/w þyngdarhlutfall mætti 

endurskoða. Yfirgnæfandi trypsíntoppar komu fram í prótein og peptíðrófum 

ásamt því að sterkt trypsínband kom á SDS rafdráttarhlaupin. Það ætti því að vera 

hægt að minnka magn trypsíns í tilrauninni, bæði vegna kostnaðar og sparsemi en 

einnig væri mun þægilegra að vinna með niðurstöður þar sem trypsín væri ekki svo 

yfirþyrmandi. Vegna magnsins var ekki notað trypsín sem búið er að meðhöndla til 

notkunar í massagreiningum sem hefði gefið mun minna af „truflandi“ 

trypsíntoppum. 

Áætlað er að beita sömu aðferðum við athugun á alkalískum fosfatasa úr 

kuldakærri Vibrio bakteríu. E. coli er hitakær baktería en Vibrio kuldakær og er 

talið að hitakær ensím öðlist hitastigsstöðugleika á kostnað sveigjanleika og virki 

vel undir kjöraðstæðum þess við 37°C en að kuldakær ensím viðhaldi 

sveigjanleika sínum og virkniskilvirkni á kostnað hitastigsstöðugleika [18]. 

Áhugavert væri að bera saman mismunandi eiginleika sama ensíms úr tveimur 

mismunandi bakteríum, E. coli og Vibrio og reyna að gera sér grein fyrir þeim 

amínósýrum sem gera virkni alkalísks fosfata svo ólíka við mismunandi hitastig. 
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