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Agrip

Markmid verkefnisins var a0 kanna ahrif malma & stodugleika alkalisks
fosfatasa (AP) ur E. coli med pvi a0 framkvaema takmarkad proteinrof med
trypsini. Hluta af 4dur framkvaemdum tilraunum Bucevic-Popovic o.fl. var reynt
a0 framkvama aftur i verkefninu. Med pvi ad fjarleegja naudsynlega malma ar AP
var hagt ad kanna mismunandi klippingu trypsins & AP med og an malma.
Ensimsynin voru greind med SDS rafdrattarhlaupi og MALDI-TOF
massagreiningum asamt pvi ad virknimalingar voru gerdar 4 ensimunum.
Nidurstodur Gr massagreiningum voru bornar saman vid fredilegt massanidurbrot
samkvaemt Expasy vefsidunni. Pannig var hagt ad greina klippistadi vid akvednar
amindsyrur (med pvi ad sja peptid) i AP ar E. coli sem voru vidkvaemari en adrar

gagnvart trypsini pegar ensimid var annars vegar med og hins vegar 4n malma.

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 Alkaliskur fosfatasi (AP)

Alkaliskir fosfatasar (AP, E.C. 3.1.3.1.) finnast vida i nattirunni, innan bakteria
sem og spendyra eins og manna. Adalferli hvotunarferilsins eru pau somu séu
spendyra og bakteriu AP borin saman [1]. Greiningar & amindsyrurddum syna ad
AP hafa vardveist vel i préun en séu AP ur spendyrum, geri og E. coli bornir
saman kemur i lj6s ad amindsyrurddin er vardveitt 1 25-35% tilvika.
Virknistodvarnar eru alveg vardveittar med premur undantekningum [2]. Ensimid
er osértekur fosfomonodesterasi sem hvatar vatnsrof fosforylesterhopa af mérgum
fosfomonoesterum [1, 3]. Ensimid hvatar einnig umfosféorun milli tveggja hopa,
t.d. ROH (alkoho¢ls) og NPP (4-nitrofenyl fosfat) [4]. Hvarf ensimsins verdur i
gegnum samgilt serin-fosfat millistig sem gefur af sér olifreent fosfat og alkohol
[5].

AP ur Escherichia coli (E. coli) finnst i millihimnurymi bakteriunnar og
samanstendur af tveimur eins peptidkedjum sem er haldid saman i tvennd [1, 3].
Hvor kedja, eda einlida, samanstendur af 449 amindsyruleifum med massann M,
47029. Massinn af allri tvenndinni er pa M, 94058 [6]. Hvor tvennd inniheldur prja
malma i hverju virkniseti, tveer Zn** jonir og eina Mg”*" jon [3] (sja mynd 1).

AP var fyrsta sink ensimid sem var uppg6tvad sem innihélt prjar malmjonir sem
voru stadsettar nalagt hvor annarri i virknisetinu [7]. I nattarulegu formi er
ensimid nokkud stodugt gagnvart hitastigs- og efnabreytingum en stédugleika AP
ma ad storum hluta pakka bindingu Zn(IT) og Mg(Il) [8]. Enginn AP hefur enn
fundist sem er virkur an pess a0 innihalda malma [9, 10]. Hlutverk magnesiums i
AP er oft ekki metid en po pad sé ekki naudsynlegt er pad mikilvaegt svo ensimid
nai fullum stodugleika og virkni. Magnesium virkjar apoensimid ekki en eykur
virknina sé sink pa pegar til stadar [9]. Adur framkvaemdar tilraunir hafa synt fram
a a0 AP notfeerir sér prja malma i hvarfgangi sinum sem pydir a0 magnesium er
mikilveegara en adur var haldid [5].

begar ensimid kemst i teeri vio EDTA missir pad virkni [11]. Synt hefur verid
fram 4 nytsemi Chelex til Utdrattar malma i lausn [12]. Med notkun EDTA og
Chelex er unnt ad rannsaka tiltekid ensim pegar pad er i engri nalaegd vido malma.

Oftast er haegt a0 koma aftur & virkni med pvi ad bata malmum i ensimlausnina

og verdur virknin svipud og fyrir missi malmanna [11].



Mynd 1. Annars stigs bygging alkalisks fosfatasa ur E. coli [2]. Malmbindistadirnir

prir a hverri einlidu eru taknadir med svértum hringjum.

1.2 Trypsin og takmarkad proéteinrof

Takmarkad proteinrof er mikilvaegt taeki til pess ad rannsaka préteinstruktur i
paula og greina litlar breytingar a proteinlogun [13]. Akvednir stadir i AP eru
nemari fyrir ardasum trypsins med vaxandi hitastigi. Trypsin klyfur peptidtengi &
carboxylenda vid aminosyrurnar lysin og arginin en ekki eru allar amindsyrurnar
jafn adgengilegar trypsininu par sem sumar peirra eru grafnar djupt inni i
préteininu og eru p.a.l. ekki klofnar jafn hratt. Pvi mé buast vio pvi ad klofnun eigi
sér stad & breidum yfirbordssvedum sem eru berskjoldud fyrir leysinum sem
umkringir proteinid, t.d. & lykkjusvedum [13].

Med pvi ad rannsaka ahrif trypsins & nidurbrot AP vid mismunandi hitastig er
mogulegt ad finna pa stadi i préteininu sem verda fyrir mestu adhrifum
proteinkljufsins, eru vidkvamastir fyrir. Adur framkvaemdar tilraunir 4 E. coli
notudu takmarkad proteinrof (e. limited proteolysis) til rannsokna & préteinstraktir
pess. Breytingar 4 16gun og formi ensimsins sem verda vid malmbindingu er hegt

ad greina med trypsin préteinrofi i lausn med eda an malma [14].



Synt hefur verid fram 4 ad klofning var svipud & malmfriu ensimi og ensimi
sem hafdi verid beatt i tveimur Mg>" 4 tvennd. Ensimid var klofid nidur hratt og
audveldlega. Med innleidslu tveggja og fidgurra Zn** 4 tvennd minnkadi
klofningin og klofningsstadirnir [14] enda syna adur framkvaemdar tilraunir ad
proéteinrof ensimsins verdur, og takmarkast, vid amindéenda. Medhondlun med
trypsini olli broti milli R-11 og A-12 1 amin6syruréd ensimsins [15]. AP syndi tap
4 um 20% virkni eftir ad hafa komist 1 teri vid trypsin en apdensimid (malmlaust)
syndi hins vegar tap & ner allri virkni. Undir pessum kringumstedum tapadi
ensimid stuttri amindsyrukedju af amindenda ensimsins vid Arg-10 Ala-11 tengi
[8, 11, 15, 16]. A mynd 2 er aminésyrur6d AP ur E. coli samkvaemt Expasy
vefsidunni (http://www.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl, proteinid P00634 var
valid i PeptideMass). A myndina eru stadir trypsinklofnunar merktir med raudu.
Samkvaemt Expasy inniheldur ensimid 450 amindsyrur en stundum er fyrstu
arginin amindsyrunni sleppt og inniheldur ensimid pa 449 aminosyrur (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 NQOKPLLGLF 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 VGLTDQTDLEF YTMKAALGLK

Mynd 2. Aminosyrur6d alkalisks fosfatasa ur E. coli samkveemt Expasy. Stadir

hugsanlegs trypsinrofs (lysin og arginin) eru raudmerktir.

[ pessu verkefni var somu adferdum beitt vid takmarkad proteinrof E. coli AP

og i grein eftir Bucevic-Popovic [14]. 1 pessari ritgerd taknar AP fullmétad og



virkt ensim med 6llum malmum nema annad sé¢ tekid fram. Fylgst var med rofi
trypsins & AP og malmlausum AP og 4hrif malmanna skodud med rafdratti. Synin
voru einnig greind med MALDI-TOF massagreiningum en med peim hatti er haegt

a0 greina fjolpeptido med mikilli upplausn og neemni.



2. Efni og adferoir

2.1 Efni

Alkaliskur fosfatasi (AP) ar E. coli (P5931) (med Tris buffer séltum, MgSOy4 og
ZnS0y), trypsin ur bovine brisi (T4665), TPCK (T4376), Tris (T3253), MgCl,
(M5921), EDTA (ED255), acetonitrile, Chelex 100 sodium form (C7901), bis-
(cyclohexylammonium) 4-nitrophenylphosphate salt (pNPP), var fengid frad Sigma.

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

Dietandlamin var fengid fra Acros Organics (Geel, Belgia).

Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes (0,5-3,0mL), Slide-A-Lyzer® Buoys, Slide-
A-Lyzer® Syringes (5,0mL) var fengid fra Pierce Biotechnology/Thermo
Scientific, (Rockford, IL).

2.2 Aoferoir

Ensimundirbuningur

AP (Img/mL) ur E. coli i 2,5M ammonium sulfat lausn var notad i tilraunirnar.
Ensimid var afmalmad med dialysu, skipt var prisvar sinnum um 20mM Tris,
20mM EDTA pH 8,0 lausn og pvi naest dialyserad prisvar sinnum med 20mM Tris
lausn sem hafdi verid afmalmud med Chelex. A sama tima, og jafnoft og skipt var
um lausn & AP sem afmalma atti, var skipt um Vibrio AP buffer (20mM Tris,

10mM MgCl,, pH 8,0) fyrir AP til vidmids.

Proteasamelta

AP (Img/mL) 1 Vibrio AP buffer melt med Tosyl fenylalanyl klérometyl ketén
(TPCK) medhondludu trypsini vid 37°C. AP og malmlaus AP var settur i
trypsinmeltu med AP/trypsin 1/1 w/w pyngdarhlutfalli. Syni tekin & dkvednum
timum Ur lausn og greind med SDS rafdraetti eda MALDI-TOF massagreiningu.
Timarnir voru 0, 20, 40 min og 1, 2, 5, 24 klst.

Virknimeeling
Syni (4puL) var tekid 4 hverjum tima og 995uL af p-NPP notad sem hvarfefni.

Fylgst var med hvarfinu i SmM bis-(syklohexylammonium) 4-nitrofenylfosfat salti



(PNPP) 1 1,0M dietanolamini (DEA) vid pH 9,8 med 1,0mM MgCl, vid 25°C.

Melt var vid 410 nm i 30 sek. og mealingar endurteknar prisvar.

SDS rafdrattur
Syni (8uL) var tekid & hverjum tima og 2pL af fimmfalt sterkum SDS buffer
blandad vid. Synin voru greind med SDS rafdreetti & 12,5% polyakrylamid hlaupi

samkvaemt kerfi Laemmli [17] og litad med Coomassie lit.

MALDI-TOF massagreining

Massagreining var framkvemd i Briicker MALDI-TOF Autoflex III Smart
Beam massagreini. Syni (0,6uL) voru sett & 384-syna plotu og latin loftporna eftir
viobatingu jafns rummals af mettadri lausn af  3,5-dimethoxy-4-

hydroxycinnaminik syru (sinapinic syra) i blondu 50% acetonitrils og 0,3% TFA.
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3. Nidurstoour og umrzeda

3.1 Dialysa

Tvo syni (500uL hvort) voru sett i dialysuramma og rammarnir settir i
bikarglos med videigandi bufferum (sja efna og adferdakafla). Eftir dialysu var
rammalid 1 pokanum sem innihélt AP ensimid enn S00pL en raimmalid i pokanum
sem innihélt malmlausa ensimid hafoi tvofaldast. Maeling 4 proteinmagni syndi ad
malmlausa AP synid hafdi pynnst ut, p.e. gat hafdi komid & pokann eda verid par
fyrir. Haldid var 4fram med syni0 pratt fyrir petta.

3.2 Virknimalingar

Syni (4uL) af AP og malmlausu AP voru tekin prisvar & hverjum tima (0, 20,
40 min og 1, 2, 5, 24 klst) til pess ad fylgjast med breytingum sem verda 4 virkni
vi0 aukid trypsinnidurbrot. Virkni ensimsins var meld fyrir og eftir dialysu en hin
jokst um 8% hja AP, var pvi 108% eftir dialysu. Me0 pvi ad taka malmana ar 60ru
syninu eydilagdist hvétunargeta AP nanast alveg, eda var 4,5% eftir dialysu. Til
samanburdar var virkni eftir dialysu 1 samberilegri tilraun 2% [14].

Virkni hélst nokkud stodug eins og sést 4 mynd 3.

11



14,00

12,00

T ol

10,00 ¢ 8 b 4

8,00

U/mL

6,00
4,00

2,00

0,00 h—l 0O L

0123456 78 910111213141516171819202122232425

Timi (klst)

Mynd 3. Virkni AP med eda an malma & moéti tima i trypsinmeltu. Syni (4uL) voru
tekin prisvar & hverjum tima (0, 20, 40 min og 1, 2, 5, 24 klist) og virknimaeld i
995uL af p-NPP i 1,0M dietandlamini vid pH 9,8 med 1,0mM MgCl, vid 25°C.

Blau kassarnir tdkna AP og raudu kassarnir tdkna malmlaust AP.

3.3 SDS rafdrattur

Syni (8uL) af AP og malmlausum AP voru tekin 4 hverjum tima (0, 20, 40 min
og 1, 2, 5, 24 klst) og rafdregin. Med pessum hetti @tti ad vera haegt ad sja hvada
ahrif malmarnir hafa a adgengi trypsins til ad brjota nidur ensimid vegna

afmyndunar eda breytingar i byggingu.

3.3.1 AP 4 SDS hlaupi

A mynd 4 sést SDS rafdrattarhlaup trypsinklofnunar AP ur E. coli eftir litun
m.t.t. tima. [ ris 2 og 3 sést ad ensimid er dbreytt i byggingu, p.e. bondin eru eins
fyrir og eftir dialysu sem er pad sem buist var vid. bar sem pyngdin a AP E. coli
einlidunni er um 47.000 Da hlytur nedra bandid i rdsum 2 og 3 ad vera pad, par
sem pad kemur fram rétt fyrir ofan 43.000 Da bandid 4 stiganum. B1 bandid i ras 4
(pa er trypsin nykomid ut i) taknar liklega AP pegar trypsinid er buid ad narta 10
fyrstu aminosyrurnar af (4 N enda ensims) en eins og adur hefur verid synt fram a

gerist pad pegar AP a i hlut [8, 11, 15, 16]. bvi lengra sem lidur 4 proteinrofid
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koma fram fleiri bond eins og sést bersynilega i rasum 5-10 (B2-B4). Svo virdist
sem trypsinid s¢ ad narta meira og meira i ensimid. AP nar po ad standast arasir
trypsinsins nokkud vel par sem massinn 4 einlidunni minnkar ekki mikid og virkni
ensimsins helst stodug samanber mynd 3. Efstu bondin i rasum 2-4 er ekki gott ad
utskyra par sem pyngdin 4 peim er ekki nag til ad petta gaeti verid tvilida AP
ensimsins. Kannski er eitthvad sem hangir 4 ensiminu sem fer svo strax af pegar
trypsin er sett i lausnina sbr. ras 5 en efri bondin hverfa fljott. B1 bandid skiptist
svo nidur 1 B2-B4 bondin. Bondin sem koma nedst i kringum 20.000 Da i rdsum 4-

10 er trypsini0 samanber ras 1 4 mynd 5.

ql 2 & 4 & 6 7 8 9 10
Ladder AP-N AP-N AP-N AP-N AP-N AP-N AP-N AP-N AP-N
i U Omin 20min 40min 1kist 2Klst 5kist 24Klst

130

95

T2 s

55— —m T———

43 e = +~ B2 -
B ——— a——— == ‘=\"B3 e
31 \
B4
2
17 - - - - - -
-

1"

Mynd 4. SDS rafdrattarhlaup trypsinklofnunar AP ur E. coli m.t.t. tima. Préteinrof
var framkvaemt med proétein/préteasa hlutfallid 1:1. Ensimid var inkuberad vid
37°C og syni tekin eftir 0, 20, 40 min og 1, 2, 5, 24 kist. (rasir 4-10). Syni voru
rafdregin a SDS rafdrattarhlaupi med stiga (ras 1), AP fyrir dialysu (ras 2) og AP

eftir dialysu (ras 3) sem vidmid. Trypsin sem vidmid ma sja a mynd 4 (ras 1).

3.3.2 Mélmlaus AP 4 SDS hlaupi
A mynd 5 sést SDS rafdrattarhlaup trypsinklofnunar AP 4n malma r E. coli
eftir litun m.t.t. tima. A ras 2 sést ensimid eftir dialysu, eitt stort og breitt fallegt
band. Sé pad borid saman vid AP fyrir dialysu i rds 2 & mynd 4 sést ad efra bandiod
er ekki lengur til stadar eftir ad buid er ad afmalma ensimid. Trypsin 4 ras 1 er til

vidmidunar. Um leid og buid er ad blanda trypsininu Ut i ensimlausnina byrjar
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proteinrofio af fullum krafti samanber fjolda banda 4 ras 3 sem komu ekki fram i
syni & ras 2. Séu rasir 3-5 og 7 bornar saman sést hvernig bondin dofna med tima
sem stydur pa stadreynd ad pegar bliid er ad taka malma ut ar alkaliskum fosfatasa
missir hann nanast allan stodugleika og adgengi trypsins verdur audveldara [8].

Hegdun yfirbordslykkjanna verour pvi kvikulli.

Mynd 5. SDS rafdrattarhlaup trypsinklofnunar AP an malma ur E. coli m.t.t. tima.

Préteinrof var framkveemt med protein/proteasa hlutfallid 1:1. Ensimid var
inkuberad vid 37°C og syni tekin eftir 0, 20, 40 min og 1, 2, 5, 24 klist. (rasir 3-5 og
7-10). Syni voru rafdregin a SDS rafdrattarhlaupi med stiga (ras 6), trypsini (ras 1)
og AP eftir dialysu (ras 2) sem vidmid. AP fyrir dialysu ma sja a8 mynd 4 (ras 2).

3.4 MALDI-TOF massagreiningar

Syni (0,6uL) af AP og malmlausum AP voru tekin 4 hverjum tima (0, 20, 40
min og 1,2,524 klIst) og greind i MALDI-TOF massagreini. Meo
massagreiningum er haegt ad fylgjast med nidurbroti AP ensimsins med eda an
malms en nemnin og upplausnin sem fylgir slikum meliadferoum er gridarlega
mikil.

Staerd proteina/peptida faest med massa yfir hledslu (m/z). Geisla er skotid a
syni og flugtimi hladins proteins/peptios inn ad nema er maldur en adeins hladid
syni getur ,,flogid“. Synin verda oftast einhladin (ein H' jén) en tvi- eda jafnvel
prihladin efni geta p6 lika myndast. Ef proteinin/peptidin eru tvi- eda prihladin

14



parf ad margfalda massann sem massagreinirinn gefur med tveimur eda premur par
sem hledslunni & syninu hefur pa verid deilt upp i massann (m/z). Sé hledslan
dregin fr4 (og marghladnar jonir margfaldadar med videigandi tolu til ad fa
einliou) er hagt ad nota maelieininguna Dalton (Da) til steerdarakvordunar ef taekid
hefur pa pegar verid stadlad med proteinum/peptidum af pekktri steerd i Dalton.

Massarof var tekid af AP fyrir dialysu, mynd 6. Mlt var 4 bilinu 10.000-
60.000 m/z. Peptidrof var einnig tekid af ensiminu (frd 1000-6000 m/z) en pad
syndi enga toppa (mynd ekki synd). Ensimid er pvi mjog heilt og hreint og
inniheldur engin peptid ,,0hreinindi*.

A myndinni sést ein-, tvi- og prihladin jon einlidunnar. Massi einhl6dnu
jonarinnar er 47.023,6 m/z (47.022,6 Da 4n H' jénarinnar) sem er mjog nzrri
reiknudum massa AP Ur E. coli, 47.029 Da samkvemt Bradshaw (449 aminosyrur,
fyrsta R sleppt) [6]. Massi tvihloonu jonarinnar er 23.670,8 m/z (23.668,8 m/z an
tveggja H' jona) og sé hiin margfoldud med 2 til pess ad fa massa einlidunnar
verdur nidurstadan 47.337,6 Da. Massi prihlodnu jonarinnar er 15.935,8 m/z
(15.932,5 m/z an priggja H' jona) og sé hiin margfoldud med 3 til pess ad f4 massa
einlidunnar verdur nidurstadan 47.797,5 Da. Samkvamt pessu er pénokkur munur
a massa einlidunnar eftir pvi hvada jon er midad vid. Samkvaemt Expasy vefnum
er massi AP 47.198,7 Da (450 aminésyrur, fyrsta R er hofo med). 1 toflu 1 eru
pessir mismunandi massar fyrir AP einliduna bornir saman. Einhladna jonin passar
best vid pad sem Bradshaw og Expasy (pegar buid er ad fjarlegja fyrstu R) segja
til um og pvi er hiin besti malikvardinn & massa AP einlidunnar. Tvi og prihladna
jonin @tti ad vera akkurat tvisvar og prisvar sinnum minni en einhladna jonin en

pad er ekki stadreyndin i pessu tilviki. Astaedan fyrir pessum mun er ekki vitud.
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Mynd 6. Massarof AP Gr E. coli fyrir dialysu. A myndinni sést massi einlidunnar
og ein, tvi og prihladin jén hennar. Massatoppar fra vinstri til heaegri: 13.726,9;
15.935,8; 23.670,8; 47.023,6 m/z.

3.4.1 MALDI-TOF massagreiningar & AP Ur E. coli

3.4.1.1 Proteinrof
A mynd 7 ma sja samanburd & tveimur synum af AP ur E. coli sem voru
massagreind annars vegar eftir 1 klst inkuberingu vid 37°C og hins vegar eftir 24
klst inkuberingu. A rofunum ma greinilega sja nidurbrot AP einlidunnar en eins og
sést 4 mynd 6 er massinn & einlidunni upphaflega 47.023 m/z. A mynd 7 koma
fram prir toppar & hvoru réfi vid ~44.190, 45.400 og 46.592 m/z. Mikill munur er &
toppunum en nidurbrot AP er greinilega komid lengra (mynd 7B) par sem minnsti
toppurinn af prennutoppunum steekkar mikid med tima. I grein eftir Bucevic-
Popovic kemur fram ad trypsin nar einna helst ad klippa af lykkjunni & N-enda
AP, eda vi0 amindsyruna arginin i stoou 1, 11, 24 og 25, eins og margir
visindamenn hafa adur sannad [8, 14, 15, 16]. Med pa vitneskju ad leidarljosi er
hagt ad finna Ut fredilega sterd 4 proteininu pegar blid er ad klippa vid pessar
tilteknu amindsyrur og gd hvort su sterd passi vid meldar nidurstddur.

Nidurstodurnar ma sja i toflu 1.
Munurinn & prennutoppunum, p.e. peptidin sem eru ad 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. Massaréf AP ar E. coli eftir vidbaetingu trypsins (1:1). Samanburdur a
inkuberingu ensimsins vid 37°C eftir 1 kist (A) og 24 kiIst (B). Massatoppar fra
vinstri til heegri (A): 9586,4; 21.425,1; 44.190,6; 45.401,8; 46.592,0 m/z.
Massatoppar fra vinstri til haegri (B): 19.561,8; 44.195,2; 45.432,9; 46.593,4 m/z.

[ t6flu 1 ma sja samanburd & massatoppunum sem komu fram 4 réfum a4 mynd
7 og fredilegt massanidurbrot skv. Expasy vefsidunni (http://www.expasy.org/cgi-
bin/peptide-mass.pl). [ toflunni er einnig samanburdur & peim mismunandi
mossum sem fengust fyrir einliduna 4 mynd 6 til pess ad reyna ad finna ut hver
hinn fredilegi massi einlidunnar er midad vid klofning vid arginin 1 stédu 1, 2, 11,
24 og 25. Eins og sést 1 toflunni passar massanidurbrot 47.022,6 Da (einhladna AP
jonin 4 mynd 6) best vid toppana 4 rofum & mynd 7. [ t6flu 1 eru massar
peptidrada sem talid er ad trypsin klippi af dregnir fra massa einhl6dnu jonarinnar
a4 mynd 6 til pess ad sja hvort ad st sterdardkvordun sé€ best fyrir ensimid, p.e. ad

htn passi vid nidurbrotstoppa 4 mynd 7.
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Fyrsti toppurinn (lengst til hagri) sem kemur fram 4 mynd 7A er vegna
klippingar vid Argl og synir massann 46.591,0 Da, (46.592,0 m/z 4 mynd) (2-450,
freedilegur massi 46.847,5 Da). bar sem einlidan ber pess merki ad ensimid
innihaldi 449 aminosyrur er Argl ventanlega ekki partur af ensiminu. Ekki tokst
ad finna ut ndkvema amindsyruréd fra framleidanda pannig ad moguleikanum er
haldid opnum. Toppurinn (lengst til haegri) lekkar med tima samanber mynd 7B.
Annar toppurinn (annar fra haegri) er vegna klippingar vid Argl0 og synir massann
45.400,8 Da (12-450, freedilegur massi 45.661,9 Da). Pridji toppurinn (pridji fra
haegri) er vegna klippingar vid Arg25 og synir massann 44.190,6 Da (26-450,
fredilegur massi 44.302,2 Da). Massi toppanna 4 mynd 7 er ~46.592 , 45.400 og
44.190 sem passar agetlega vid massa einlidunnar pegar buid er ad klippa Argl,
Arg 11 og Arg 25 af.

Asteda pess ad massi toppanna passar ekki alveg vid fraedilegan massa gaeti
verid einhver 6vissa i melingunum (1 Da) eda stodlunin eitthvad dareidanleg.
Mebidnin i ensiminu gatu verid oxud eda akrylamid vidbaeting geeti hafa att sér
stad dsamt ymsum jonum sem gatu hafa fests 4 einhverjar amindsyrur i ensiminu
sem gerir pad ad verkum ad massinn verdur adeins frabrugdinn fredilegum massa

ensimsins.

Tafla 1. Fraedilegt massanidurbrot AP ensims ar E. coli med trypsini og ein-, tvi

og prihladinnar jéonar a mynd 6 borid saman vid réf a mynd 7.

Massanidurbrot AP (Da)

Aminésyrur massi*
(Da) Massi sky 1 klst 24 kist
1* eingild | 2* tvigild | 3* prigild " | trypsin- | trypsin-
2 .2 L9 Bradshaw 3 3
jén* (Da) | jon® (Da) | jon* (Da) (Da) melta melta
(Da) (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

' Skv. Expasy 2 Skv.mynd 6 *Skv.mynd 7
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3.4.1.2 Peptiorof

A peptidréfi sem var einnig tekid af AP var haegt ad fylgjast med
peptionidurbroti ensimins. Til pess ad utiloka trypsintoppa sem raunverulega AP
peptidtoppa var trypsin sjalfmelt 4 sama hatt og AP ensimin voru melt med
trypsini p.e. vid 37°C og syni tekin 4 sému timum. A mynd 8 ma sjia demi um
peptidrof af AP sem melt hefur verid med trypsini. Eins og sja ma er r6fid mjog
,ohreint”, p.e. med mikid af toppum sem flestir tilheyra trypsini. Med pvi ad
utiloka trypsintoppa & AP peptiorofi var hegt ad sja hvada toppar tilheyra AP en
ekki trypsininu.

Trypsin

Styrkur

Mynd 8. Peptidréf af AP eftir 1 kist trypsinmeltu. Meelt fra 1000-6000 m/z.
AP/trypsin hlutfall var 1:1 og melt vid 37°C. Massatoppar fra vinstri til haegri:
1183,4; 1340,1; 1895,0 m/z. Adrir toppar tilheyra trypsini.

Med pvi ad bera saman peptidrof eins og & mynd 8 og peptidrof trypsins er
hagt ad sja hvada toppar tilheyra AP. Toppar vid 11824 (1183,4 m/z & r6fi) ;
1339,1 og 1894,0 Da komu fram. A mynd 9 er samanburdur 4 pessum toppum.
Trypsintoppur sem kemur fram vid 2270,0 m/z var notadur sem vidmid 4 hverju
ro6fi og hlutfall af honum notad til ad groflega aztla nidurbrot/aukningu a
toppunum m.t.t. tima. Toppur vid 1182,4 Da eykst haegt med tima en 1339,1 Da
toppur lekkar hratt. 1894,0 Da toppurinn helst stodugur. Pratt fyrir ad topparnir

séu veikir 4 r6funum er haegt ad fylgjast med breytingum 4 peim.
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[ toflu 2 ma sja massa nokkurra peptidrada skv. Expasy vefsidunni sem passa
vid toppana tvo sem aukast og minnka & mynd 8. Pannig getur 1339,1 Da
toppurinn att vid aminésyrur 1-11 eda 12-25, 1 badum tilvikum sleppir trypsin
einum arginin klippistad. Liklegast er ad toppurinn eigi vid peptidid 12-25 par sem
AP ensimid sem notad var er liklegast ekki med Argl (ekki tokst a0 stadfesta fra
framleidanda). Asteedan fyrir pvi ad 1182,4 Da toppurinn eykst 4 mynd 8 gati
verid st ad amindsyran arginin sem er 4 endanum 4 1-11 eda 12-25 kedjunni er

klippt af og pa minnkar kedjan r <1339 Da i <1183 Da.

1,000
0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -

M0 min

0,400 - H 40 min

i 1 klst.

Hlutfall af trypsintopp

0,300
0,200 - M 2 klst.
0,100

0,000 -

1182,4 1339,1 1894,0 2270,5/Trypsin

Peptidtoppar (Da)

Mynd 9. Hlutfall peptidtoppa AP skodad m.t.t. hlutfalls af trypsintoppi (2270,5 Da).
Nidurbrot peptidtoppanna 1182,4 Da; 1339,1 Da og 1894,0 Da borid saman m.t.t.
tima eftir trypsin vidbaetingu. Syni (0,6uL) var meaelt i MALDI-TOF massagreini.
Timarnir voru 0 min (blau sulurnar), 40 min (raudu sulurnar), 1 kist. (greenu

sulurnar) og 2 kist. (fidlublau sulurnar).
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Tafla 2. Massi mismunandi peptidrada ur AP ensiminu ur E. coli skv. Expasy

vefsidunni. R/K sleppt er arginin eda lysin sem trypsin sleppir ad klippa, fer

framhja.
Peptidrod .
R/K sleppt 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 4 malmlausum AP ur E. coli

3.4.2.1 Proteinrof

A mynd 10 mé sja samanburd & tveimur synum af AP an malma tr E. coli sem
voru massagreind annars vegar strax eftir dialysu og hins vegar um leid og trypsin
hafdi verid sett i ensimlausnina (0 min). A roéfunum sja hversu fljott einlidan
klippist, eda strax og trypsin hefur verid sett it i lausnina. Séu myndir 6 og 10A
bornar saman er mikill munur a einlidunni, eda 47.022,6 Da (47.023,6 m/z a rofi)
fyrir AP en 47.965,2 Da eftir dialysu (malmar teknir 0t). Par sem einlidan klippist
mjog fljott eftir ad buid er ad taka malmana ut hlytur eitthvad ad hanga utan 4 sem
gerir pad ad verkum ad einlidan er mun pyngri. Massaminni toppinn 4 mynd 10A-
B er ekki gott ad utskyra par sem hann er of massalitill til ad geta verid tvihladna
jonin fyrir einliduna en adeins of stor til ad geta verid trypsintoppur (trypsin syndi

topp vid =23.000 m/z, mynd ekki synd).
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Mynd 10. Massarof AP an malma ur E. coli eftir dialysu og eftir vidbaetingu
trypsins (1:1). Samanburdur & ensiminu eftir dialysu (A) og strax eftir vidbaetingu
trypsins (0 min) (B). Massatoppar fra vinstri til haegri (A): 21.792,5; 47.966,2 m/z.
Massatoppar fra vinstri til haegri (B): 21.448,8; 47.287,6 m/z.

3.4.2.2 Peptiorof

A peptidrofi sem var einnig tekid af malmlausu AP var hagt ad fylgjast med
peptidnidurbroti ensimins. Til pess ad utiloka trypsintoppa sem raunverulega AP
peptidtoppa var trypsin sjalfmelt 4 sama hatt og AP ensimin voru melt meo
trypsini p.e. vid 37°C og syni tekin 4 somu timum. A mynd 11 ma sja peptidrof af
malmlausum AP eftir 0 min (A) og 1 klst (B). Eins og sja ma eru réfin fremur
,»ohrein®, p.e. med mikid af toppum sem flestir tilheyra trypsini. Med pvi ad
utiloka trypsintoppa 4 malmlausu AP peptidréfi var hagt ad sja hvada toppar
tilheyra AP en ekki trypsininu. Séu r6f A og B 4 mynd 11 borin saman sést ad

malmlausa ensimid brotnar fljott nidur par sem fleiri toppar sjast.
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Mynd 11. Peptidréf AP an malma ur E. coli eftir vidbaetingu trypsins (1:1). Styrkur
peptidtoppa a moéti m/z. Samanburdur & inkuberingu ensimsins vié 37°C eftir 0
min (A) og 1 kist (B). Massatoppar fra vinstri til heegri (A): 1957,5; 2175,5; 2321,6;
3701,6 m/z. Massatoppar fra vinstri til haegri (B): 1288,2; 1629,0; 2175,5; 2321,6;
3701,6 m/z. Adrir toppar tilheyra trypsini.

Med pvi ad bera saman peptidrof eins og & mynd 11 og peptiordf trypsins er
hagt ad sja hvada toppar tilheyra malmlausum AP. Toppar vid 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 fri m/z sem kemur fram 4 r6fi). A mynd 12 er samanburdur 4 pessum

23



toppum. Trypsintoppur sem kemur fram vid 2270,0 Da var notadur sem vidmid &
hverju rofi og hlutfall af honum notad til ad gréflega deetla nidurbrot/aukningu &
toppunum m.t.t. tima. Topparnir sem komu fram vid nidurbrot & AP koma lika
fram 4 mynd 12 en eru ekki jafn afgerandi. Sumir toppar eins og toppar vid 1956,5
Da og 5052,3 Da koma ekki fram 4 6llum timum, p.e. peir myndast og eydast eda
ofugt. Toppurinn vid 1287,2 Da er sérstaklega afgerandi og kemur mjog sterkt

fram 4 6llum timum, toppur vid 2174,5 Da kemur einnig fram nokkud sterkt.
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Mynd 12. Hlutfall peptidtoppa AP an malma skodad m.t.t. hlutfalls af trypsintoppi
(2271,0 Da). Nidurbrot peptidtoppanna 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 borid
saman m.t.t. tima eftir trypsin vidébaetingu. Syni (0,6uL) voru meeld i MALDI-TOF
massagreini. Timarnir voru 0 min (blau sulurnar), 20 min (raudu sulurnar), 40 min
(greenu sulurnar), 1 kist. (fijélublau sulurnar), 2 kist. (ljosblau sulurnar), 5 klst.

(appelsinugulu sulurnar) og 24 kist. (grau sulurnar).

[ toflu 3 ma sja massa nokkurra peptidrada skv. Expasy vefsidunni sem passa
vid toppana (sumir passa mjog groflega) sem aukast og minnka & mynd 12.
Topparnir sem eiga lika vid AP peptidrof ma sja i toflu 2. I peim peptidum sem
innihalda mepidnin gaeti pad hafa oxast (sja téflu 3) en pa stekkar massinn &

peptidinu og passar enn sidur vid maldu peptidin (flest af fredilegu peptidunum
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eru of stor fyrir til ad passa vid pau sem maldust). I flestum tilvikum er alltof stor
skekkja & milli peirra peptida sem maldust og fredilegs nidurbrots. Tafla 3 synir
muninn & fredilegu og meldu peptidunum en munurinn 4 sumum beirra gaeti
verid sa a0 akveOnar jonir gatu hangid a peptidunum og pannig breytt massanum
sem melist. Skekkja i sjalfu teekinu, villa 1 eda engin stodlun eda toppar merktir a
»Vvitlausum* stad gaeti einnig verid astedan, sérstaklega pd i peim tilvikum pegar
munurinn er mjog litill (1-3 Da).

bau fraedilegu peptid sem passa einna helst vid pau sem meldust i
massarofunum eru peptid sem koma eftir ad trypsin hefur misst af einum, tveimur
jafnvel premur klippistooum. Ef trypsin ,,gleymir* einum klippistad 4 lykkjunni og
klippir framhja Argl1 verdur peptidid 2350,2 Da (2-24) sem passar vid 2320,6 Da
toppinn sem sast & rofinu. Peptid fra 12-35 er 2366,2 Da pannig ad pad geti lika
passad. Peptid 12-35 er hins vegar 6liklegra par sem pa er tveimur klippistooum
sleppt. I badum tilvikum er maelda peptidid minna en pau freedilegu pannig ad pa
er spurning hvort einhver litill hopur hafi farid af peptidinu i stad pess ad einhver
jon hafi fests & pvi.

Stori toppurinn vid 1287,2 Da 4 best vid amindsyrur 25-35 (1200,7 Da) en pa er
trypsinid ad klippa adeins lengra heldur en lykkjan naer. Munurinn er 86,5 Da sem
gati verid t.d. tver K™ jonir eda prjar Na' jonir. Ef trypsinid fer framhja Arg35
klippir pad vid Lys41 (25-41) sem gefur peptid a sterd vid 2142,2 Da (2174,5 Da
4 mynd 12). Munurinn er 32,3 Da sem gati verid K jon. Peptid vid 274-293
vegur 2182,1 Da sem geeti lika att vid 2174,5 toppinn en synt hefur verid fram a ad
trypsin klippi malmlaust AP vio Arg293 [14].

Toppur vid 1956,5 Da hverfur eftir 20 minttur og pad eru tveir moguleikar &
pvi hvar pad peptid er ad brotna af, vid aminésyrur 26-44 (1986,0 Da) eda 45-63
(1958,0 Da). b6 er hio sidara mun liklegra par sem sterdin a pvi er mun likari
peirri sem maldist.

Staersta peptiobrotid kemur vid 5052,3 eftir langa meltu, eda vid 1 kist,
amindsyrur 26-74 (5067,6 Da) eda 45-92 (5055,6 Da) gatu passad vid pessa
massa. I badum tilvikum sleppir trypsinid 2-3 klippistodum. Peptidid sem vegur
5055,6 Da er sem fyrr liklegri kostur par sem pad er nar i steerd pvi peptidi sem
meldist &samt pvi ad vera afrakstur pess er trypsin sleppir 2 klippistodum en ekki
3 eins og 5067,6 Da peptidid. Peptidid 3700,6 Da kemur sterkast fram vid 20
minttur og passar vel vid aminésyrur 234-268 (3702,9 Da).
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Tafla 3. Massi mismunandi peptidrada ur AP ensiminu ur E. coli skv. Expasy

vefsidunni. R/K sleppt er arginin eda lysin sem trypsin sleppir ad klippa, fer

framhja. Fraedileg peptid fengin af Expasy vefsidunni og paer mdgulegu breytingar

sem geetu ordid a peptidinu eru syndar. Massi maeldu peptidanna er einnig settur

fram og munurinn a fraedilegum og maeldum massa reiknadur.

Fraedilegur Breytingar Massi M'unur 8
R/K sleppt | Peptidrod massi skv. Oxad Akrylamid | maeldur fraeg!;itr; g
Expasy(Da) | mepionin | vidbeeting (Da) massa (Da)
(Da) (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. Lokaoro

AP og malmlaus AP ur E. coli voru settir i trypsinmeltu til pess ad kanna ahrif
malmanna & virkni og stodugleika ensimsins. Tilgangurinn var ad endurtaka tilraun
ad hluta sem Bucevic-Popovic framkvemdu [14] par sem framkvemt var
takmarkad préteinrof & AP med eda an malms med trypsini. Tvo syni af AP ar E.
coli voru sett 1 tvenns konar dialysur til vidmids og afmalmunar.
Dialysurammarnir sem voru notadir virkudu vel fyrir AP ensimid par sem virknin
jokst eftir dialysu en rimmalid & mdalmlausa ensiminu jokst um helming. Einhver
lausn hlytur pvi ad hafa lekid inn og ensimid pannig pynnst t. Pad er pvi spurning
hvort visindamadurinn hafi gert gat 4 dialysurammann eda hvort ad ramminn hafi
einfaldlega verid galladur. betta kom ekki ad sk par sem virknin vard nanast
engin eftir dialysuna eins og buist var vid og rafdrattur 4 geli kom mjog vel ut
asamt massagreiningum.

SDS rafdrattargelin komu mjog vel ut par sem audvelt var ad sja& muninn a
nidurbroti AP ensimsins med eda an malma. Pad var augljést 4 hlaupunum ad
malmarnir eru mjog mikilveegir fyrir ensimid. AP hlaupid var samberilegt adur
framkvaemdum tilraunum par sem prji bond & nanast sama stad 4 gelinu adgreinast
betur og betur med tima [ 14]. Gelid med malmlausa ensiminu syndi hratt nidurbrot
ensimsins pegar buid var ad taka malmana ar pvi med morgum bondum dreifoum
um gelid sem hurfu hratt. Onnur tilraun var framkvemd par sem AP var
trypsinmelt vid 25°C til pess ad reyna ad sja nidurbrotid gerast haegar en su tilraun
for urskeidis.

A mynd 13 ma sja prividdarbyggingu AP ur E. coli samkvamt Swiss-
PdbViewer forritinu (1ALK valid). Inn & myndina er bid ad merkja stadina par
sem trypsin klippir einna helst midad vid framkvaemdar tilraunir. beir stadir sem
eru merktir med raudu eru aminosyrurnar Argl, Argll, Arg24/25 en pad er par
sem trypsinid naer ad narta af 4 AP. betta eru allt stadir & lykkju ensimsins sem
adur er buid ad syna fram 4 ad séu stadir trypsinrofs [8, 11, 15, 16]. Blau stadirnir
eru peir stadir sem trypsin klippir lika vid (klippir lika vid raudu) pegar buid er ad
taka malmana ur ensiminu. bad gekk agetlega ad tengja pessa stadi vio fredilegt
peptidrof (skv. Expasy) en ymsar jonir geta pd t.d. hangid utan 4 pegar peptidin eru

meld sem skekkja itkomuna t.d. Na" og K.
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Mynd 13. brividdarbygging AP ur E. coli samkvaeemt Swiss-PdbViewer (1ALK).

Horft framan a og aftan a ensimi®. Stadir trypsinrofs eru merktir med raudu (einu

stadir klippingar a AP) og blau (stadir klippingar a8 malmlausu AP). Raudu

stadirnar eiga einnig vid malmlaust AP.

AP hlaupin og samberileg massardf var haegt ad tengja saman. Bondin prju
(B2-B4) 4 mynd 4 passa vid toppana prja 4 réfum 4 mynd 7 og pau peptid sem
voru klippt af sem gerdu pad ad verkum ad topparnir myndudust komu fram 4 AP
peptiorofunum. Topparnir prir & proteinréfinu (mynd 7) eru eftir klippingu vio
Argl, Argll og Arg25 (tafla 1) sem passar vid pad sem sast & peptiorofi (mynd 9
og tafla 2) eda klipping vid Arg 11 og Arg 24/25. bar sem liti0 sast 4 proteinrofinu
fyrir AP 4n malma og flest nidurbrotsbondin 4 rafdrattargelinu voru heldur veik
var ekki hagt ad tengja hlaupid og massagreininguna vel saman fyrir utan pad
hversu einlidan var fljott ad klippast i sundur i badum greiningaradferdum. Mun
fleiri peptidtoppar fengust hja AP 4n malma sem stydur pad enn og aftur hversu
mikilveegir malmarnir eru fyrir virkni og stodugleika ensimsins.

Magnbundinn samanburd 4 peptidtoppum (mynd 9 og 12) er ekki hagt ad taka
sem algildum sannleik par sem ekki er vitad hvort skotid var jafnoft 4 61l synin og
hvert magnid var i hverju syni. Osamrami getur verid 4 proteinpéttleika eftir pvi
hvar er skotid 4 hvert syni & plotunni dsamt pvi sem adeins eitt syni var tekid a
hverjum tima en ekki prju eins og oftast er gert til pess ad mark sé hagt ad taka a

nidurstodum.
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Nidurstodur sem Bucevic-Popovic o.fl. [14] fengu koma heim og saman vid
nidurstodur i pessu verkefni. Trypsin klippir helst vid Argl, Argll, Arg24/25 og
Arg35 pegar AP 4 i hlut. Klippistadurinn Arg35 var reyndar ekki greindur sem
klippistadur AP i pessari grein heldur klippistadur 4 malmlausum AP. [ greininni
eru malmarnir settir inn aftur hver af 66rum i malmlausa ensimid en vid pad
minnkudu likurnar & klippingu vid Arg293 sérstaklega (sem er klippistadur sem
Bucevic-Popovic o.fl. toku eftir i malmlausa ensiminu) en trypsin klippti alltaf vid
Argll, Arg25, Arg35 6had malmum. I pessu verkefni fundust mun fleiri
hugsanlegir klippistadir trypsins & malmlausum AP eda vid Lys41, Lys44, Arg63,
Lys74 og Lys92.

Magn trypsins 1 tilrauninni, AP/trypsin 1:1 w/w pyngdarhlutfall meetti
endurskoda. Yfirgnefandi trypsintoppar komu fram i protein og peptiorofum
asamt pvi ad sterkt trypsinband kom & SDS rafdrattarhlaupin. bad @tti pvi ad vera
hagt ad minnka magn trypsins i tilrauninni, baedi vegna kostnadar og sparsemi en
einnig veri mun pegilegra ad vinna med nidurstéour par sem trypsin veri ekki svo
yfirpyrmandi. Vegna magnsins var ekki notad trypsin sem buid er ad medhondla til
notkunar i massagreiningum sem hefdi gefid0 mun minna af ,truflandi
trypsintoppum.

Aztlad er ad beita somu adferdum vid athugun 4 alkaliskum fosfatasa Gr
kuldakeerri Vibrio bakteriu. E. coli er hitaker bakteria en Vibrio kuldaker og er
talid a0 hitakaer ensim 6dlist hitastigsstoougleika & kostnad sveigjanleika og virki
vel undir kjoradstedum pess vid 37°C en ad kuldaker ensim vidhaldi
sveigjanleika sinum og virkniskilvirkni & kostnad hitastigsstodugleika [18].
Ahugavert veri ad bera saman mismunandi eiginleika sama ensims tr tveimur
mismunandi bakterium, E. coli og Vibrio og reyna ad gera sér grein fyrir peim

amindsyrum sem gera virkni alkalisks fosfata svo 6lika vid mismunandi hitastig.
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5. bakkir

Bestu pakkir faer Dr. Bjarni Asgeirsson fyrir ad hafa leyft og gefid mér taekifzeri
til ad gera petta verkefni og fyrir goda leidsogn, hjalp og tillogur.

Gudjon Andri Gylfason M. Sc. fer bestu pakkir fyrir mikla hjalp vid allar hlidar
massagreininga.

Raunvisindastofnun héaskolans styrkti pessar rannsoknir fjarhagslega.
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