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Agrip

[ pvi verkefni sem hér verdur til umraedu var vidjaafnid hvort syna meetti fram & mun &
trypsin serin préteindsum Ur N-Atlantshafsporskiefiskum)- og feereyskum porski med

lifefnafraedilegum greiningum. Framkvaemd fol i séeifsun og einangrun trypsins ur

meltingarfaerum faereysks porsks, keyrslu & jonaakipti, jafnhledslustillingu,
molmassaakvoroun og moétefnisprykk.



Tileinkad Joni V. Halldorssyni (afa Nonna)
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1 Inngangur

A undanférnum arum hafa kuldakeaer ensim, einkunmgmdteasar ur N- Atlantshafsporski
(Gadus morhuag) verid rannsoknaefni Raunvisindastofnunar HasKélands. Dr. Jén
Bragi Bjarnason, préfessor i lifefnafreedi vid Hdskdslands stofnadi fyrirtaekid
Ensimtaeki ehf. sem sérhaefir sig i rannsoknum aakdidgudum ensimum og i notkun
beirra i snyrtivorum og i hudaburdi. Ensimtaekni. éfamleidir PENZIM, huddburd sem
inniheldur trypsin einangrad ur porski sem hefupggrkandi ahrif a likamann.

Rannsoknir hafa leitt i [jos ad virka efnid i PENE&burdinum vinni & yfirbordspréteinum
i frumum dnaemiskerfisins eins og CD4, CD8, CD54 @Q102 auk ymissa annarra
proteina & bord vid malmproéteinasa og styriprotdmacytokines). Morg peirra eru talin
koma vid sogu i sjukdémum, s.s. bolgu, psoriasizemi o.fl. (Ensimtaekni 2010).

Nylegar rannséknir hafa leitt i Ij6s ad PENZIM rsfthugsanlega gegn sykingum af
voldum herpes veira og vinni bug a flensuafbrigdf8N2 og fuglaflensuafbrigdinu HSN1
& hao ogn vitro (Kristinn Ingvarsson 2007).

Komid hefur i ljés vid rannsoknir ad feereyski paossinn vex hlutfallslega hradar i
samanburdi vid adra porsstofna Ur N-Atlantshaflyadi steerri og feitari (mynd 1). Af
pbeirri astaedu er talid ad trypsin feereyska stofnkafi haa hvotunargetu — jafnvel pa
haestu medal porsksstofna a nordurslodum par sesitrpefur hefur stort hlutverk i
feedunytingu porsks og pannig vexti hans (Horaldenden 2009:1-2, 4-5).

Ef haegt veeri med virkum heetti ad syna fram & advey, pa veeri trypsin feereyska
porskins tilvalid sem hid virka innihaldsefni i PEW.
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Mynd 1:Samanburdur & medalpyngd fullvaxta porsks i N-Atefi (Horaldur Joensen 2009:5).



1.1 Trypsin

Trypsin er serin proteinasi sem finnst i meltinggivmargra hryggdyra par sem pad
vatnsryfur prétein. Trypsin og adrir serin protaaatilheyra vatnsleysanlegum proteinum
sem audvelt er ad draga Gt i buffer og pannig dtiédevinna med.

Miklar rannsoknir hafa verid gerdar a trypsini sghgia og somuleidis trypsini annarra
hryggdyra og hryggleysingja (Bjarni Asgeirsson 1889.

Trypsin er framleitt i ovirku formi (zymogen) semdsinogen i brisi og seytt Gt i
meltingarveg likamans. Vid virkjun vatnsryfur trypgeptiokedjur karboxylmegin (C-
enda) vid basisku amindésyruleifarnar lysin (K) ogjirdn (R) ad pvi undanskildu ad prolin
(P) fari & undan peim. Pannig er trypsin enddpaptipar sem klipping verdur innan kedju
en ekki & enda hennar. bad hefur nedst i hvarsiid neikvaett hladna aminésyru*®®)
sem stydur ad bindingu hinna jakveett hl6dnu amirlisin og arginins. | hvarfstod allra
serin proteinasa er ad finna prjar skautadar aminbsem mynda svokallada
hvétunarprennd en paer eru HisAsp'% og Set®.

Vid hreinsun a trypsini er suluefndaminébenzamidin sem er sértaekur hindri fyrir
trypsin.

Porskur i N-Atlanshafi@adus morhuper pekktur fyrir ad mynda margvisleg iséform
trypsins, kollud trypsin 1, 1l og Ill (Bjarni Asgesison 1989). Einnig hafa cDNA radir af
borskatrypsini (trypsin I, trypsin X and trypsin ¥8rid einangradar og radgreindar
(Agusta Gudmundsdottir o.fl. 1993).



2 Aodferoir

2.1 Protein- og virknimeaeling

Virknimaeling

Virknimeaelingar eru gerdar til pess ad fylgjast nme@dr og hve mikla ensimvirkni er ad
finna i vinnsluferli. Ef annadhvort hvarf- eda mfici efnahvarfs gleypa ljés a synilega
eda utfjblublaa svidinu er haegt ad fylgjast mednkim & styrk hvarfefna eda aukningu a
styrk myndefna a timaeiningu vid akvedna bylgjukng

Ef gleypnibreyting a styrk hvarf- eda myndefnigpekkt ma reikna at pa styrkbreytingu
sem verdur skv. Beer’s [6gmali:

% =£Eb[—ld—c
dt dt

par sem dA/dt er gleypnibreyting & timaeiningwer edlisgleypni efnisins, b er breidd
kuvettu og dC/dt er styrkbreyting.

Ef gleypnibreyting hvarf- eda myndefnis er pekkt &k&arda styrkbreytingu & timaeiningu
skv. Beer’s |ogmali.

Ensimvirkni er gefin upp sem breyting a styrk heénifs a timaeiningu. Ein ensimeining
(U) er yfirleitt skilgreind sem pad magn ensims d@eytir styrk hvarfefnis um 1umdél &
minutu.

Sérteekt hvarfefni fyrir trypsin sem notad er i pgisannsokn er benzoyl-glycine-proline-
argininp-nitréanilido (BA-GPRp-NA) en med hjalp trypsin eydist pad hratt. Sémink
reedst af hlidarkedju arginin amindsyrunnar semtlbingarfstod ensimsins (Bjarni
Asgeirsson 2009:10-11) sem sidan klippipdlA hépinn sem gleypir vid bylgjulengdina
410nm (edlisgleypmp-NA, &, \, = 8.800Mlcm'1). A pennan hatt ma fylgjast med gangi
hvarfsins med gleypnimeelingu.



Meelingar a préteinstyrk
Vid einangrun og hreinsun proéteina er naudsynlégieta meelt proteinstyrk lausna.

Algengasta adferdin er adferd Bradford’s sem hp&um kost ad vera hréd og skilvirk, er
einféld, neem og notar adeins eitt hvarfefni. Hagdigt a pvi ad aminéhodpar proteina
binda litarefnid coomassie-blue G-250 magnbundkogtur adferdarinnar er ad protein
innihalda hlutfallslega mismarga aminohopa.

Utgafa Zaman og Verwilghen af maeliadferd Bradfoet'slgengari i dag. Par er litarefnié
leyst upp i perklorsyru (HCIg) i stad fosforsyru (HPOy) — pannig helst liturinn stodugri

vid geymslu (Bjarni Asgeirsson 2009:12-13).

Sem stadalprotein er nautgripaalbumin (e. bovingns@lbumin, BSA) notad af pekktum
styrk. Gleypni (A20) er meeld og gildi dregin upp sem fall af proteynistog styrkur lausna
sem meela a er fundinn Ut fra stadalferli BSA-lausna

2.2 Jonaskiptaskiljun

Jonaskiptaskiljun er adferd til ad adgreina efnsadg prétein eftir mismunandi hledslu
peirra. Vid adgreiningu er notad sérstakt jonasiapti ur 6leysanlegu smakornottu
stodefni yfirleitt Ur selluldésa eda sykurfjéllioudonaskiptaefni er hladid i gler- eda
plastsulu og er pakid jakveett- (anjonaskiptir) adkveett hlodnum tengihGpum
(katjonaskiptir).

Talad er um sterka og veika jonaskipta. Sterkiagiiptar halda hledslu sinni a breidara
pH-bili en veikir jonaskiptar og eru notadir fytitan pH svidid 4-9.

[ upphafi keyrslu eru hledslur stodefnis og prégeparadar gagnjonum.

Gagnjonir parf ad losa (eda skipta at) af tengitilégd binding préteins og stodefnis verdi
maoguleg.

Ad velja bufferefni og stilla pH-gildi pess er midegur pattur. Syrustig buffers hefur ahrif
a hledslu proteins, jonaskiptaefnis (ef pad ertyal ef pad er ekki naegilega vel stillt geta
svokollud Donnan ahrif myndast sem lysa sér i myngheytilegs pH par sem
hledslupéttleiki er mikill.

Losun af jonaskiljum getur farid fram med breytirggpH-gildi og/eda saltstyrk
skollausnar. Breytingar i saltstyrk er st adfend seest er notud og er pa salstyrk breytt i
brepum eda med hallanda. (Bjarni Asgeirsson 2009).

2.3 Rafdrattur

Rafdréttur (e. electrophoresis) er adferd til aijaskd hladnar storssameindir a bord vid
prétein og ma nota til ad greina proétein ut framusandi jafnhledslugildi (pl) eda steerd
(molmassi) peirra i par til geroum rafdrattarkerfudugmyndafreedi adferdarinnar er ad i



rafsvidi ferdast hladnar agnir i att ad andstagétdil rafskauti. Ef rafdratturinn er
framkveemdur i hentugu og gengdraepu stodefni mélkauin rafdreetti festa og lita
sameindir par sem paer eru pé staddar i gelinufasp@&inkennandi litarbdnd fyrir pa
sameindablondu sem greind er.

Pegar gel Ur polyacrylamidi er steypt er lausn a@§lamidi og krosstengjandi efni
(bisacrylamidi) blandad vid bufferlausn og fjollidkomid af stad. Med pvi ad breyta styrk
acrylamios eda bisacrylamids fast gel med mismumaddkvasteerd. Krosstengjandi efnid
verdur til pess ad langar polyacrylamiokedjur tasggin a milli i stora sameind — gel.

Oft er persulfat (ammonium persulfat, APS) notafjdiliounarhvotunar auk tertier amins
(tetrametyletylen diamin, TEMED). Persulfat ogitaramin hvata myndun stakeinda.

Gellausn er sidan latin milli glerplatna par sem hviarfast og ar verdur hlaup.

Til ad fylgjast med proéteini i keyrslu er orlitld tarefni blandad i synin, t.d. bromophenyl
blaum.

Ad rafdreetti loknum eru hlaup tekin ur teekinu dgdi med proteinlit eda sérvirkum
litunaradferdum sem gefa til kynna stadsetningiedkwa préteina i geli (Bjarni
Asgeirsson 200974-75).

Talad er um samfelld og 6samfelld rafdrattarkdrfiamfelldu rafdrattakerfi er sami buffer
hafdur i 6llu kerfinu, i hlaupinu og efra og ne&gai. Ferdahradi proteina raedst af steerd
og hledslu peirra. Adgreining byggist a pvi ad &@drs protein eiga erfidara med ad trodast
i gegnum pétta moskva polyacrylamids-hlaupsingdemeira og ferdast pvi styttra.
Jafnstér protein adgreinast eftir hledslu.

[ 6samfelldum rafdreetti eru tvé misgljap hlaup firsaplétukerfinu og prir mismunandi
bufferar. Nedra hlaupid — adgreiningarhlaupid esaig hlaupin sem notud eru vid
samfelldan rafdratt. Efra hlaupid — péttihlaupidunennad syrustig en
adgreiningarhlaupio og buid til ar lausn med laagrylamidstyrk svo mdskvarnir eru pad
storir ad peir tefja ekki fleedi sameinda. Protemsr skammtad i brunna a efra hlaupi og
efri buffer par ofan a. Efri buffer inniheldur almtvenns konar bufferjonir, for- og
bakjon. Nedri bufferinn hefur yfirleitt svipada saetningu og syrustig og sa sem er i
adgreiningarhlaupinu.

Pegar straumur er settur & kerfid ferdast sameindif efra hlaupid. Hreyfanleiki annarra
bufferjénarinnar, forjénar breytist er hin kemunyit syrustig péttinlaupsins.. Afsteed
jénasamsetning i péttihlaupinu verdur ad forjonfyest, pa prétein og sidast bakjon. Til ad
vidhalda j6fnum flutningi a hledslum i pverskurdahpsins leitast jonir vid ad viohalda
pbessari r6d. Pannig pjappast préteinsameindir sarfiahband milli for- og bakjona.

Pegar pjappad synid berst inn i adgreiningarhlasprd hefur annad syrustig eykst
hreyfanleiki bakjona og peer feerast gegnum proteidida Utkoman verdur feest orfint
préteinband. (Bjarni Asgeirsson 2009:74-77).



2.3.1 Jafnhledslustilling

Vio akvedid syrustig er nettd hledsla préteins utdaengin, p.e. jafnmargar jakveedar og
neikvaedar hledslur eru fyrir hendi sem nalla hv@iraait. Vio 6nnur syrustig er proteinid
hladid. Vid petta akvedna syrustig er talad umhéslupunkt préteinsins stundum kallad
isoelektriskt pH (pl). Fyrir ofan pl gildi proteies hledsla pess neikvaed og fyrir nedan pad
jakveed.

Vid jafnhledslustillingu er syrustigshallandi i el og protein feerast par til pau koma ad

bvi syrustigi sem samsvarar jafnhledslugildi (p)rpa — par stédvast pau og mynda
Ormjott band.

Til ad mynda syrustigshallanda er h6fd sur lausm@dmegin vid hlaupid og basisk
hinum megin. | hlaupi® er blandad amphoteriskunigssédmeindum, svk. amfélytum sem
hafa 6ll moguleg pKagildi. Pegar stodugri rafspennu milli rafskautkemio a kerfid rada
pbessar sameindir sér vid pl-gildi sin og vidhaldarpg syrustigshallanda.

Til ad na amfolytum Ur geli og koma i veg fyrir péir trufli litun banda eru gel pegin med
priklorediksyru (e. trichloroacetic acid) (Bjarnsgeirsson 2009:87, Jon Bragi Bjarnason
2010).

Heegt er ad akvarda pl gildi préteina og ferdahi@dali samkvaemt eftirfarandi j6fnum:

Vegalengd préteinban

Ferdahradi (B =
Vegalengd fremsta bands

09
pl=aR, +b

par sem pl er jafnhledslugildi, a er hallatala at@dils, R er ferdahradi eda hlutfallid milli
feerslu préteinbands og heildarlengd gels og b edsknktur vid y-as.

2.3.2 Tricine-SDS-PAGE
Tricine-SDS-PAGE er 6samfellt rafdrattarkerfi ogadmennt notad til adgreiningar
préteina a steerdarsvidinu 1-100kDa og hentar vél fiyotein <30kDa ad steerd.

Jofn Tricine-SDS gel adgreina vel & litlu massais\io% gel adgreina protein a bilinu 1-
100kDa og 16% gel a bilinu 1-70kDa (Hermann Sch&gfe6:16).



2.4 Litunaraodferdir

Margar adferdir hafa verid notadar til ad lita semeindir i rafdrattargelum. Litun med
coomassie brilliant blue R-250 er ein algengastméiradferdin. Oftast er liturinn leystur i
prikloréediksyru (TCA) eda metandl- ediksyru vatiisiolu. Hlaup eru héfd i litnum i 1-
2klist (eda lengur) og sidan aflitud i samskonasriaan litarefnisins. Litstyrkur
proteinbanda er ekki endilega i réttu hlutfalli pidteinstyrk peirra pegar litad er (Bjarni
Asgeirsson 2009:82).

2.5 Westernprykk

Eftir rafdratt og litun préteinbanda ma nota akvea&dferd — motefnisprykk, sem byggir a
bvi ad nota sérheefd motefni gegn ensiminu senmes@tir, til ad kanna hvort pad ensim,
sem stod til ad einangra, sé til stadar i synivay & rafdrattargeli pad er stadsett.

Med rafdreetti eru protein flutt - peim er prykkt,geli & annad stodefni (oft nitrusellul6sa)
og par binst motefni motefnisvaka. Himnan er sidaegin til ad fjarleegja 6bundin
moétefni. Mjolkurprotein eda bovine serum albumirS@ er oft notad til ad hindra
Osérteeka bindingu moétefna vido himnuna. Himnandarslatin liggja i lausn med sértaeku
motefni gegn pvi proéteini (eda ensimi) sem skoda a.

Lykillinn ad métefnisprykki felst i sértaekni météfrsem rannsakandi hefur undir
hondum. Maétefni geta verid ein- eda fjdlstofna.l§jofna métefni eru ekki eins sértaek og
ekki eins dyr og einstofna motefni.

Litun adferdarinnar byggir & tveimur tengiskrefuredrmaotefnum, 1° og 2° motefnum. 1°
motefni (e. primary antibody) er sérteekt gegn madgninu en 2° motefni (e. secondary
antibody) tengist & almennan hétt peim flokki mééesem fyrra métefnid tilheyrir. A
seinna motefninu hanga ensim, t.d. alkaliskur fasfada flarljomandi smasameindir sem
tengdar eru vio &hluta moétefnissameindar. Ensimin mynda ljdsmeekjgy pau er sett i
akvedna lausn og efnahvorf fara af stad sem shiljasig sjaanlega afurd - préteinbénd
(Bjarni Asgeirsson 2009:67).



3 Efni

Efni notud fra Sigmap-aminébenzamidin-Agardsa suluefni, kalsium kloGaACHL), Tris,
natrium klorio (NacCl), etanol, metandl, sérteekt rfafai fyrir trypsin BA-GPRp-NA,
nautgripaalbamin (bovine serum albumin, BSA), cossiebrilliant blar R-250 litarefni,
pbvagefni (urea, (NB.CO), DTT (dithiothreitol), brémdphenyl blar (e. lmophenyl blue),
metyl raudur (e. methyl red), acrylamid/bisacryldrammonium persulfat (APS), TCA
(triochloroacetic acid) og proteinstadlar (carbonendhydrasi, mydglobulin, [3-
laktoglobulin).

Efni notud fra Fluka: amfolytar, glyserdl, TEMEDe{tametyletylendiamin)
Efni notad fra BDH Laboratory Reagent: piopvagétiiourea, CShH,)

Efni notud fra Merck: saltsyra (HCI), etanélaminT@), sulfosalicylic syra (SSA)
molybdate, succinic syra, fosforsyrasf;)

Efni notud fra Across organic: natrium oxalat §8z0.,)
Efni notud fra Riedel-de Haén: ediksyra ((SLHDOH)
Efni notud fra Thermo Scientific: CHAPS

Efni notud fra Appli chem. pyrégallol raudur (e.rpgallol red)



4 Framkvamd

4.1 Einangrun og hreinsun

Um %kg af skuflangavef og innyflum porsk&é&dus morhupveiddum vid Sudurey i
Faereyjum voru send til Haskdla islands til frekaginsunar og greiningar.

Hreinsunarferli for fram vid ~4°C.

Skuaflangavefur var lagour i utdrattarlausn (100mkis,T20mM CaCl pH 8.2), latinn
pidna og adskilinn fra 6drum innyflum porskins. $gpunnid nidur i skilvindu (x2) vid
10.000rpm i 30min. Syrustig jafnad med NaOH ad pH Brat skilid fra, floti safnad og
fita fjarleegd med filtrun. Syni keyrt a sérteegramindbenzamidin-Agarésa skilju jafnadri
med jofnunarbuffer (100mM Tris, 20mM Ca(@H 8,2) a fleedihrada ~3 mLm%n Sula
skolud med jofnunarbuffer, gegnumfleedi safnad aayhi (A,,) maeld par til stédugu
gildi var nad. Osértaekt bundin efni losud med mtffer (25mM ediksyra, 20mM CaLl
pH 5,0). Sérteekt bundin efni (trypsin) losud mesulmarlausn (25mM ediksyra, 20mM
CaCh pH 3,0)og safnad i séfnunarlausn (200mM Tris, 20mM GggH 8,5). Gleypni
(A,g) Meeld reglulega.

Ad lokum gengid fra sulu a videigandi hatt med k&kadn (10mM HCI, 1M NaCl pH 2,0),
afjébnudu vatni (dHO) og ad sidustu geymslulausn (25% etandl, 0,1MIp&C7,5).

Lokasyni var skipt til helminga og geymt i keeliskapnar helmingur synis geymdur i
50% glyserali vid -25°C og hinn frystur i k6fnunéme(N,) og geymdur vid -25°C.
Til samanburdarmeelinga voru fengin tilbuin trypgimsZPX 3007 i sulukeyrslu og ZMP

3001 a gel) af rannséknastofu Dr. Jons Braga Bgammar fr& Ensimteekni ehf. unnid ar
islenskum porski veiddum i N-Atlantshafi.

4.2 Jonaskiptaskiljun

Trypsin syni keyrt & MonoQ 5/5 jonaskiptastlu semtengd vié Akta hreinsi (e. Akta
purifier) fra Pharmacia Biotech med Unicorn hughdin&ulan var j6fnud med buffer A
(20mM Tris, 3mM etandélamin, 10mM CafINotadur var 0-650mM NaCl saltstigull &
fleedihradanum ‘. til ad losa prétein af sudlu.

4.3 Virknimeaeling

Virknimaelingar fyrir trypsin voru gerdar med hvdrislausn BA-GPR3-NA sem og
100mM Tris, 5SmM CaCl (pH 8,0) sem buffer. Hver ensimeining var akvordath

vatnsrof a 9 af hvarfefni.



Innihald plastkuvettu (940uL buffer, 10uL hvarfedfiausn) var blandad vel saman med
plasthreeru og leyft ad na jafnveegi vid 25°C i ad.k. 3 min. adur en 50uL af syni sem
innihélt 0,25-1,05.. var baett 4t i. Pau syni sem féllu utan linulegdisvéds voru pynnt.
Virkni maeldist & bilinu 0,2-0,9UmL. Ultrospec 4000 lj6sgleypnimeelir (fra Pharmacia
Biotech) var notadur til maelinga. Meelt var vid 4frn

4.4 Proteinmaeling

Styrkur trypsins var akvardadur med gleypnimeelir{§d.q) med pvi ad nota Beer’s
Lambert 16gmalid (Azbc) og proéteinstyrkur akvardadur med adferd Zamawvegvilche
medBSA sem stadalprotein. Gleypni var meeld med Uleasf000 gleypnimaeli tengdum
vid télvu med SWIFT Il hugbunadi (frd Pharmacia teh).

4.5 Jafnhledslustilling

Gel (1,5mm ad pykkt) voru steypt i Mighty-Small9E250 kerfi frA Hoefer sem innihéldu
6% acrylamid, 0,2% bis-acrylamid, 8M pvagefni, 0,dftfolyta, 1% CHAPS, 0,01% APS
og 0,001% TEMED. Gel voru sett i rafdrattarker ni€@nM fosforsyru i nedra holf og
25mM Tris i efra holf. Proteinsyni, proteinstadtay einangrud trypsinsyni, voru bléndud
vid synabuffer (7M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS,%.8mphdlytar (pH 3-10), 50mM
DTT, 4% glyseral, snefill af brdmophendl blaum) &gmum hladid i brunna. Rafdrattur for
fram vid 200V i 30min; 500V i 15min; 750V i 15mig ad lokum 1000V i 75min med
spennugjafa fra Hoefer. Medan a keyrslu stod Viairagtarker lagt i vatnsbad (~23°C) til
keelingar, segull settur i nedri bakka kers og &agegulhreeru (Jeffray C. Anderson 2008:
881-885).

Gelin voru litud med coomassie-blue R-250 lit.

| rafdreetti voru prétein med pekkt pl gildi notuéns stadalprotein. Sja toflu 1.

Tafla 1: Proteinstadlar i IEF-rafdreetti.
pl gildi i svipmdtudu- og afmyndudu &standi stadéigina*

Proteinstadall Uppruni pl (svipmotad pl (afmyndad
proétein) proétein)
Myoglébulin Hjartavefur hests 6,9-7,4 7,4-8,3
Karbonic anhydrasi | Blodkorn nautgripa 6,0 7,3
Cytécrom C Hjartavefur hests 10,7 9,8
Glukésa oxidasi Aspergillus niger 4,2 5,5
Trypsin hindri Soyjabaunir 4,5 5,0
B-laktoglubalin Mjolk nautgripa 5,3 5,80
Amyléglukosidasi Aspergillus niger 3,8 4,80

*Upplysingar fengar frA SERVA (Pyskaland) Ur “Iseetring Focusing in the Presence of Urea Applicatio
to 2D Electrophoresis”
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4.6 Tricine-SDS-PAGE

Unnid samkvaemt verklysingu Hermanns Schégger usinBdSDS-PAGE rafdratt i
greininniTricine-SDS-PAGE

4.7 Motefnisprykk

Unnid samkvaemt verklysingu GE Healthcare i baeklimgimersham ECL Plex Western
blotting system um Westernprykk. Til ad flytja syfir & himnu var studst vid
leidbeiningar fra BIO-RAD i hefti um Trans-BfbSemi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell. Notad var peptiomoétefni hannad gegn C-endaalactrypsins 1 og X ((NH)
CVLSGWVRDTMA (-COOH)).

4.8 Botnfelling punnra syna fyrir
jafnhledslustillingu

Unnid samkvaemt verklysingu Ur greinirfiecipitation of Dilute Chromatographic
Samples (ng/ml) Containing Interfering Substastarioe SDS-PAGEftir Roberto M.
Aguilar et. al.
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5 Nidurstoour og umraeoda

5.1 Einangrun og hreinsun

Yfirlit yfir einstok skref hreinsunarferlis & tryps ar faereyskum porski mé sja i toflu 2.
Pad ber ad taka fram ad meeling a virkni- og préteata gegnumfleedi af sulu vid pvott
forst fyrir.

Tafla 2 Einangrunartafla trypsins Ur skiflangavef feereystusks.

Yfirlit yfir einstok skref hreinsunarferlis trypsin

Til virknimaelinga var vatnsrof trypsins a sérteekarfefninu BA-GPR-pNA meelt (A vid ~25°C.

Til &kvérounar a proteinstyrk var adferd Zaman agwilghen notud med BSA sem stadalproéteigfA

Rommal Styrkur  virkni  Heildar- Massi  g3jisvirkni Heimtur  Hreinsun

Skref V) © v) eining (M) U feim
[mL] [™ ] [Y%l (U)[U]  [mg] B [Ymd (%) [%] (x) [x]

Uppphafssyni eftir
10.000rpm spuna
(x2) i 30min og
siun keyrt a 250 0,65 27,5 6.875 162,8 42,2 100,0 1,0
sértaekri p-
aminébenzamidin-
Agarésa sulu.

Gegnumfleedi
upphafssynis af p-
aminébenzamidin-
Agarésa sulu.

230 0,43 0,50 113,9 98,4 1,2 1.7 0,0274

Skolunarbuffer
latinn & & p-
aminébenzamidin-
Agarosa sulu og
gegnumflaedi
safnad og meelt.

125 0,21 0,20 25,6 26,1 1,0 0,4 0,0232

Losunarlausn

latin & p-
aminébenzamidin-
Agarésa sulu og 42,0 0,15 58,8 2.470 6,3 389,4 35,9 9,23
syni safnad i
s6fnunarlausn og
meelt.

Af toflu 2 mé sja ad heildarhreinsun trypsins uiifldngavef faereysks porsk er u.p.b. 9-
fold og heimtur um 36%. Litlar heimtur ma t.d. Gtsk med pvi ad buffervirkni hafi ekki
verio naegilega god. Slikt geeti eydilagt viokveendismd. | hverju skrefi hreinsunarferlis
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verdur alltaf tap & efni. Somuleidis getur veridridti ensims hafi afmyndast vid
syrulosun og jafnframt ma vera ad eitthvad ensifndnéio eftir & sulu vid losun. Melta og
sjalfmelta ensima geta einnig skyrt lagar heinftug, nidurbrot a trypsini vid hreinsun.

| lokaskrefi meelist haesta ensimvirknin sem og ebkai eins og vid var buist. Lag virkni
og litill préteinstyrkur meelist i milliskrefunum sevoru m.a. til pess folgin ad losa efni
sem bundin voru 6sértaekt sulu og pvi ekki nemaadmeelingar syni lag gildi.
Heildarfjoldi ensimeinga meelist téluvert leegri kdskrefi hreinsunar en i byrjun en pad
ma skyra med pvi ad i vatnsurdreetti upphafi hafidvierm ensims sem bindast sulu ekki
vel p6 pau virki a hvarfefnid.

5.2 Proteinmeaeling

Dreginn var upp BSA-proéteinstadalferill til akvordar & magni préteina i trypsinsynum.
Jafna ferils i gegnum gogn er notud til akvorduagroteinmagni- og styrk i synum, par
sem y er gleypni vid 620nm og x er magn préteiigs.n$/nd 2.

|
1.2
E o N
1
g E
§R o5 -
e
y=-2E-05x7+ 0,0071x+0,6326
0.8 1 R*=0,50024
0.7 1
0,6 . : : ; : -
0 20 44 &0 20 100 120
Magn proteins [pg)

Mynd 2:BSA-préteinstadalferill.
Til magngreiningar préteinsyna.
Gleypni meaeld (x3) vid 620nm & moti akvednu magrB&A-proteinstadli ad pekktum styrkleika.

Af mynd 2 ma sja:
 jofnu BSA-stadalferils: y =2[10°x?+ 0,007 + 0,632¢ (R? = 0,994)

pbar sem y er gleypni (v. 620nm) og x er magn pn&tei
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5.3 Jonaskiptaskiljun

Trypsin Ur feereyskum porski sem buid var ad eimargyrsérteekrp-amindbensamidin-
Agarosa skilju og frysta i nitri (geymt vid -25°@ar keyrt & jonaskiptaskilju. Fyrir keyrslu
var syrustig synis adlagad ad pH ~9,1 med 0,1M Na§)&l nidurstodu keyrslu & mynd 3.

Mynd 3 Keyrsla trypsin synis ar feereyskum porski a joraakkilju.

Notast var vid épynnt syni sem fryst haféi verigsiri N, og geymt vid -25°C.

Syni var jafnad ad pH ~9,1 fyrir keyrslu.

Graf synir gleypni vid 280nm (Aq), 215nm (A;s) og leidni (1) & moti fleedirammali.
Rl
A280nm

A
s 2150m

U [%]

i
=

Til samanburdar var trypsin Ur islenskum porski @Msem buid var ad einangra og
geyma til helminga vid glyserol keyrt i hlutféllumul:1,5 vid buffer A a jonaskiptakilju.
Fyrir keyrslu var syrustig synis jafnad ad pH ~®ned 0,1M NaOH. Sja nidurstéour
keyrslu a mynd 4.
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Tiypsin

; Nidurbrot A3gonm
Gegnumfladi | |
Agy

Srum

U [l

Mynd 4:Keyrsla trypsin synis Ur islenskum porski & jonatsiskilju.

Hlutféll notud vid sulukeyrslu 1:1,5 (trypsin:buffd).

Syni var jafnad ad pH ~9,1 fyrir keyrslu.

Graf synir gleypni vid 280nm (Aq), 215nm (A1s) og leidni (1) & mati flaedirammali.

A mynd 4 er merkt inn & pad sem fyrri nidurstodannsokna med SDS-PAGE og
massagreiningu a tilraunastofu Jéns Braga Bjarras@nitgefio efni) hafa leitt i lj6s ad
merktir toppar trypsin | og trypsin X innihaldi giingu pau iséform trypsins auk pess ad
toppar merktir nidurbrot séu afurdir nidurbrots magneltu og sjalfmeltu ensima sem geeti
att sok a pvi ad ad trypsin sé klippt nidur i lmgesést sem misstorir toppar a grafi.

Af myndum 3 og 4 ma sja ad aberandi toppar fasindasstad, vid ~19mL annars vegar og
~30mL hins vegar sem gefur til kynna ad peir infdhfpau is6form ensimsins sem adur
voru nefnd (trypsin | og X) p6 ekki hafi pad vesiadfest.

Gloggt auga greinir ad toppar sulukeyrslu eru misHae. mismikil gleypni meelist i

synunum og ad fjorfalt heerri gleypni 4& og Api15) meelist hja trypsini | ar islenska
porskinum midad vido samsvarandi topp hja peim fakayeda 400mAU og 100mAU. bad
méa skyra ut frA mun a péttleika synanna. Proteikgtinn i syninu med trypsini Ur

islenska porskinum var mun haerri en synid sem @ninypsin ar feereyska porskinum.
Proteinstyrkur synis Ur islenska porskinum (ZMP) \ekki meeldur sérstaklega en
nidurstddur sulukeyrslu gefa glégglega til kynngrideikamun. Proteinstyrk trypsins ur
feereyska porsksins ma sja i toflu 2.

Trypsin ar feereyskum- og islenskum porski sem Vandad saman i hlutféllunum 1:1,
(islenskur:feereyskur) en adur var buid ad pynna &slanska porsksins i hlutféllunum
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1:1,5 (trypsin:buffer). Gripid var til pessa radsad pess ad fa nokkurn veginn sama styrk
préteins i bléndu en eins og adur segir var um fiiggialdan styrkleikamun a synum ad
reeda. Fyrir keyrslu var syrustig trypsinsynablofafuad ad pH ~9,1 med 0,1M NaOH.
Sja nidurstdour keyrslu & mynd 5.

- — Asgpnm
H Ay 150m
Gegnumflaedi ki
- = | Nidurbrot | U %]
! |
aa
-] [
|
40 : Trypsin X
|
|
x|l %
|
-}
] _ ni . |
’ = “ L s omi

Mynd 5:Keyrsla trypsin syna saman & jonaskiptaskilju.

Feereyskur og islenskur porskur saman. Hlutfoll dafid sulukeyrsiu 1:1 (trypsinblanda:buffer A). Bliar
ad pynna trypsin syni 1:1,5 (trypsin:buffer A) widffer fyrir bléndun.

Syni var jafnad ad pH ~9,1 fyrir keyrslu.

Graf synir gleypni vid 280nm (Aq), 215nm (A1s) og leidni (1) & mati flaedirammali.

Nidurstodur keyrslu sem synd er a mynd 5 gefa yihrla ad pad sé sama protein i
toppinum sem er merktur fyrir trypsin | & bAdumeyn bad sama virdist eiga um trypsin
X. Pad undirstrikar pad sem a undan var sagt (afth®/og 4) ad toppar innihaldi ad 6llum
likindum sému is6form ensims (trypsin 1 og X) p@ pafi ekki verid stadfest frekar.
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5.4 Jafnhledslustilling

Jafnhledslustilling var framkveemd med rafdraetti trgpsin synum ar feereyskum- og
islenskum porski auk stadalpréteina (sja pl gilttifiu 1). Syni keyrd & urea geli og litud
med coomassie-blaum ad rafdraetti loknum. Sja niédws a mynd 6.

Mynd 6: IEF-rafdrattur i ureu geli yfir pH svidid 3-9.

i rasum 6-9 eru stadalprétein med pekkt pl gildjagiobulin (pl 8,3); karbonik anhydrasi (pl 7,9 B-
laktéglobulin (pl 5,8 (pl 5,6 ekki synt)); trypsindri (pl 5,0).

I rasum 1 og 4 trypsin r faereyskum porski og B teypsin ar islenskum porski.

Trypsin einangrad ar Trypsin einangrad dr
lN—AtIantshafsborskil IN—At!antshafsborskil ; Préteinstadlar i
L] L} L ] LI J . L]
o 'y
e B ;
& & oS &
$ ° & e o 2O
o $ & 3 & ) S ; -
r & (g%" '.}& e\ge o‘*\} %ﬁo & 3 (5 Q(}(‘s
& \‘}E' é\‘?:' Q'i't ‘\L}Q' @1\0 1@{0 % <8
Has: 1 2 3 4 5 b 7 8 9
— p!
- @
- -
i ;
-
e —_—

5.8
* — . 2
- = -

Af mynd 6 sem synir jafnhledslurafdrétt trypsin ayir islenskum of faereyskum porski &
urea geli ma sja ad préteinbénd koma a sama stg@unum tveimur. Baedi sjast
mismunandi is6form ensimanna og nidurbrotsafukdgta bandid i rasum trypsin syna
(rasir 1,2,4 og 5) er mégulega basisk nidurbrotgafu

Styrkleikamunur a lit samsvarandi préteinbandaféggeyskum- og islenskum porski ma
rekja til pess ad syni 0r islenskum porski var hadri proteinstyrk. Proteinstyrkur trypsin
i islenska porskinum meeldist 0,5%4, og 0,151"%, i peim faereyska.
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5.5 Tricine-SDS rafdrattur

Tricine-SDS-PAGE rafdrattur var notadur til akvondn & molmassa trypsins ur
feereyskum- og islenskum porski. Hreinsad trypsim 8y faereyskum porski, geymt til
helminga i glyseroli og fryst i nitri (syni geym@w25°C) og hreinsad syni Ur islenskum
borski voru keyrd & geli. Til hlidsjonar var prdtstigi (PageRuléM) fra Fermantes
notadur til steerdarviomidunar. Sja nidurstodur ac§.

Trypsin einangrad ur N-Atlantshafshorski

; islenskur e Feereyskur i
¥ 1 F 1 : ‘;‘\_\%
e
Rés: of ’bz’ = oL » @ ® i QQD
Pynning:  1:2 12 1:4 1:4 1:4 1:2 12 1:2
Rimmal s5g 40 50 40 20 150 200 200 20

MW [kDa]

72
55

{uL):

EEPE T

40

i

Mynd 7: Osamfelldur Tricine-SDS-PAGE rafdrattur.

Til mélmassadkvordunar & trypsini ar faereyskumistgnskum porski.

Préteinstigi (PageRul8Y) til staerdarvidmidunar.

I ras 1: trypsin ar feereyskum porski blandad vigsgtol (50:50); rasir 2a-b: trypsin Gr feereyskummsgb
fryst i nitri; rasir 3a-e: trypsin Ur islenskum $kirblandad vid glyserél (50:50).

Pynningar og meeld rdmmal i brunna synd.

Af mynd 7 mé sja ad adal bandid i badum synumsamda stad a geli, vio um 26kD, sem
er sambeerilegt vid fyrri nidurstodur. Fyrri niowdur molmassaakvordunar & trypsini med
rafdreetti gefa mélmassa um 24kDa (Bjarni Asgeirssfin1989:88). Skyringar & pessum
mun & milli fyrri nidurstadna og hér stafa moguleddvi ad mismunandi préteinstadlar og
mismunandi rafdrattaradferdir voru notud (TricirBSPAGE og Laemmli rafdréttur). |
synunum tveimur sjast bond a sama stad en p6 vpdseinmagnio vera mismunandi
begar préteinbondin eru borin saman innan synaéBadid i faereyska trypsin syninu um
22kDa sést lika i islenska syninu vid haan styrdgd$énlega er petta nidurbrotsafurd sem
ad er sidan brotin enn frekar nidur. bad ferli geata verido komid lengra i islenska syninu
bar ed pad var eldra en hid feereyska
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Astaedan fyrir pvi ad adalbandid i ras 3a er ekihléveemlega sama stad og sambeerileg
bdnd i hinum rasunum er liklega vegna pess ad monanproteinmagn er i ras 3a.
Munurinn geeti lika stafad ad pvi ad keyrd var tigpkanda en ekki einangrud iséform
trypsins &dur en rafdrattur var framkveemdur eing fugjrri tilraun sem visad er i par sem
molmassi var akvardadur 24kDa.

Ef vel er rynt i gel @ mynd 7 sjast bond a samé i@ 17kDa og 15kDa i badum synum
en pad er erfitt ad deema um minnstu béndin pvipsieer litil fyrir bond i faereyska
trypsin syninu.

Tricine-gel hefur pann 6kost fram yfir IEF-gelid péd er ,,brosandi* sem truflar adeins
tulkun nidurstada.

5.6 Western-prykk

Syni Ur islenska og feereyska porskinum voru keyiBFageli feerd yfir & himnu og preifud
med maétefni sem binst trypsin | og trypsin X.. 8jdurstodur & mynd 9.

Trypsin einangrad ur
I'*Il-ﬂtlantShabeuriki

3
o &
& @'-h
v &
—

Mynd 8: Westernprykk trypsin syna Ur islenskum og feereygiarski.
Notad var peptiomotefni hannad gegn C-enda porggaihs | og X ((NH) CVLSGWVRDTMA (-
COOH)).

Af mynd 8 kemur i ljos ad bond koma & nakveemlegaasstad i rasinni, p.e.
renna & sama stad. Bandid sem sést i bAdum radikiega trypsin | par sem
pbad er i mestu magni a.m.k. i trypsin syni islefmkaksins og veiku bondin
sem sjast hja islenska porskinum eru liklega b§ridtfypsin X p6 ekki hafi
pad verid stadfest. Band fyrir trypsins Ur islemskorski er dekkra sem
stafar af pvi ad synio var hlutfallslega péttarasamsvarandi syni ar
feereyskum porski eins og adur segir.
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6 Lokaorod

Markmid pess verkefnis sem hér hefur verid til udusear ad athuga hvort syna meetti
fram & mun med lifefnafraedilegri greiningu a trypginangrudu ar N-Atlanstshafs
(islenskum)- og feereyskum porski.

Kveikjan ad verkefninu var ad komid hefur i [j6$vannséknir ad faereyski porskstofninn
er feitari og steerri samanborid vid adra porsksstofN-Atlantshafi. Med pad ad
leidarljési var trypsin einangrad Ur skuflangavefdks veiddum vid strendur Feereyja
borid saman vid trypsin ur islenskum porski. Syorwvkeyrd & MonoQ-jonaskiptasulu i
sitt hvoru lagi og saman, keyrd saman & IEF- ogiietSDS-PAGE geli og ad lokum voru
proétein faerd yfir & himnu eftir rafdratt par semrsinad moétefni var tengt vio pau eftir
Westernprykk.

A stlukeyrslu kom i ljos ad toppar sem fyrri nicifsur hafa leitt ljos ad innihaldi akvedin
isoform trypsins sjést einnig i stlukeyrslu & ttgpgni Ur feereyskum porski vio sému
adstaedur, proteinbdnd & IEF-geli koma a sama gtadoorstodur ar keyrslu Tricine-SDS-
PAGE gels gefa sému nidurstéour og ad lokum syresi@trnprykk sému nidurstddur.

Nidurstodur fengar vio pessa rannsdkn gefa pkiytina ad trypsin einangrad ar islenskum
og feereyskum porski eru eins.

Frekari rannsoknir a vidfangsefninu til stadfeséing fyrri nidurstodum veeru t.d. ad keyra
2D gel sem gefur betri adgreiningu en IEF-gel semig synir nidurbrotsafurdir ensims,
ymsar hradafraedilegar meelingar, akvérdun aminéagreyreinangrun og radgreining DNA
rada trypsins ar feereyskum porski. Aukin heldur tnbera saman stodugleika trypsin
feereyska porsksins vid pann islenska hvad vardasghitastig, skoda hindravirkni og
virkni yfir lengri tima.

Guodruan Birna Jakobsdattir
Rvk. 18. mars 2010
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