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heegt ad fa fram hja peptidum unnum Ur kolmunna med ensimum? Lifvirkni er
forsenda pess ad unnt sé ad nota kolmunna sem markfzadi.

Hraefni eru kolmunnaprétein sem hafa verid einangrud med nyrri adferd. pekkt
ensim sem framleidd eru & idnadarskala verda notud til ad vatnsrjifa hin
einangrudu protein mismikid og kanna eiginleika peirra oligopeptida sem
myndast vid ensimnidurbrotid. A fyrsta starfsari verdur skimad hvada eiginleika
mismunandi ensim lada fram hja hraefninu med tilliti til liffreedilegrar virkni,
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dyrum/félki til ad kanna in vivo virkni. Einkaleyfishafni ferla og afurda verour
skodud.

I pessari fyrstu verkefnaskyrslu er greint fra nidurstddum fyrstu sex manada
verkefnisins.

Lykilord & islensku:

Ensimvatnsrof, Kolmunni, Vinnslueiginleikar, Lifvirkni, Markfaedi

Summary in English:
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hydrolysis (%DH). The properties of the hydrolysates will be analysed. The
work during the first year is on analysing what kind of chemical composition,
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the second is on fractionation of the most promising hydrolysate using
membrane filtration and other post hydrolysis processes in order to use them as
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1. Inngangur

Markmid verkefnisins er ad svara rannséknaspurningunni: Hvada lifvirkni er haegt ad fa fram
hja peptidum unnum ar kolmunna med ensimum? Lifvirkni er forsenda pess ad unnt sé ad

nota kolmunna sem markfaoi.

Framkvemd Hraefni eru kolmunnaprotein sem hafa verid einangrud med nyrri adferd
(Hultin & Kelleher, 1999; Hultin o.fl., 2000). bekkt ensim sem framleidd eru & idnadarskala
verda notud til ad vatnsrjufa hin einangrudu protein mismikid og kanna eiginleika peirra
oligopeptida sem myndast vid ensimnidurbrotid. A fyrsta starfsari verdur skimad hvada
eiginleika mismunandi ensim lada fram hja hraefninu med tilliti til liffreedilegrar virkni,
vinnslueiginleika og efnasamsetningar. Samstarfsadilar patttakenda i Frakklandi hafa mikla
reynslu af malingum & lifvirkni og verdur m.a. leitad til peirra med paer malingar. A seinni
starfsarum verda afurdir pattadar i hluta med siun til ad einangra hluta til notkunar i markfadi
og/eda adrar afurdi og tilraunir & dyrum/félki til ad kanna in vivo virkni. Einkaleyfishafni

ferla og afurda verdur skodud.

Gildi Hagraent Arid 2003 voru veidd 500.000 tonn af kolmunna sem 6ll foru til braedslu. |
verkefninu er notud ny vinnsluadferd til ad nyta uppsjavarfisk sem gefur moguleika a ad nyta
hraefni til manneldis og auka framlegd vinnslunnar. Umhverfislegt minnkadur Urgangur og
aukin nyting hréefnis til manneldis. Pbekkingarlegur Aukin pekkingar & vinnslu,
vinnslueiginleikum og notagildi fiskpréteina. bekking & svidi rannsékna & lifvirkni peptida
sem er nytt rannsdknasvid & alpjodlegan melikvarda. Verkefnid er hluti af nami til

Doktorsprofs i matveelafraedi og M.S. profs i ionadarverkfraedi.

Nynaemi Rannsoknir & samspili vatnsrofs med ensimum og vinnslueiginleikar og lifvirkni
hafa ekki verid framkveemdar & Islandi. Samspil vatnsrofs kolmunnapréteina einangrud med
nyrri adferd og lifvirkni peirra hefur ekki verid framkveemd adur og er par um alpjédlegt
nynaemi ad reda. Melingar & lifvirkni eru framanlega & svidi rannsékna & proteinum og

neeringarfraedi & alpjodlegan melikvarda.

| pessari skyrslu er greint fra nidurstodum fyrir fyrstu 6 manudi verkefnisins. Fra upphafi
verkefnis hefur verid unnid ad verkpattunum Uppsetningu mealiadferda, Tilraunahdgun,
Vatnsrof kolmunna, Efnafreedilegir eiginleikar og Vatnsrof & péattun med drsiun.
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Framkvemdin er tvipett. Vinna vid fyrstu fjora verkpettina for ad ollu leyti fram &
rannsoknastofu en vinna vid verkpattinn Vatnsrof & pattun med o6rsiun for fram i
tilraunaverksmidju hja HB a Akranesi, Primex i Reykjavik og Saint-Nazaire i Frakkandi en
pad er stofun & vegum Univeristé du Nantes sem sérhefir sig i drsiun sjavarfangs. Skyrslan er
& sama hatt tviskipt, annars vegar tilraunir & rannsoknastofu og hins vegar tilraunir vid orsiun

a vatnsrofnum proteinum.



2. Tilraunir @ rannsdknastofu

2.1. Efni og adfersdir
Yfirlit yfir framkveemd verkefnisins og synatéku méa sja a mynd 1.

Kolmunni
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|
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Mynd 1. Yfirlit yfir framkveemd verkefnisins: Einangrun préteina fyrir ensimhydrolysu dsamt synatoku fyrir
melingar a efnasamsetningu, préteinleysanleika, rafdratt og seigju.

2.1.1. Hrdefni
Veidar &4 kolmunna eru arstidabundnar. | fyrsta hluta verkefnisins var notad hausadur og

sleegdur kolmunni sem hafdi verid sjofrystur i blokkir i desember 2003. Blokkir voru geymdar
vid -24°C i frysti pangad til tilraunir foru fram (&gust til oktoéber 2004).

Fiskurinn var piddur vid 5°C i 24 kist fyrir notkun, flakadur og rodflettur og hakkadur i
heimilishakkavél (Kenwood) i gegnum 8 mm got. Protein voru einangrud med pvi ad blanda
6 hlutum af vatni & moti einum hluta hakks, lausn gerd einsleit i UltraTurax homogenizer i
eina minGtu. Syrustig stillt & pH 11 med 1 M NaOH. Stodprotein skilin fra med skilvindun
(10.000xg, 30 minutur, Sorvall skilvinda) og vokvafasa safnad fyrir nidurbrot med ensimum

(mynd 1). Unnid var vid keldar adstaedur.



2.1.2. Efnasamsetning
Magn vatns, fitu, proteins og salts i hréefni var melt samkvemt adferdahandbdk i

gaedahandbdk efnastofu Rf (Ghb-e-AM).

2.1.3. Proteinleysanleiki
Styrkur uppleystra préteina vid mismunandi syrustig var maldur med Biuret adferd (Layne,

1957, Torten & Whitaker, 1964). Syrustig stillt & mismunandi syrustig (LM NaOH eda
2M HCI) i einsleitri proteinlausn, skilvindud (10.000xg, 30 minutur, Sorvall skilvinda)
(mynd 1). Magn proteina i lausn meald med biuret. Hlutfall leysanlegra préteina reiknad

samkvaemt:

g leysanleg prétein i lausn skv Biuret

Proteinleysanleiki = — — -
Heildarmagn proéteina, malt med Kjeldahl

2.14. Seigja
Seigja meld med Bohlin Visco 88 seigjumeli (mynd 2). Syrustig stillt & mismunandi gildi

eftir einsleitingu (mynd 1), lausn sett i 400 ml bikarglas. Magn synis 275 ml pannig ad jafn
mikid var af lausn fyrir ofan og nedan “malisivalning” (spindle). Stillingar voru: Hradi 8

(1000 rpm eda 16,57 Hz) og spindle 30 (pvermal 30 mm). Program 6 notad til ad umbreyta

niourstddum i mPa-s .

Mynd 2. Bohlin Visco 88. Seigjumalir notadur i verkefninu.



2.1.5. Ensimrof
Ensimrof framkveemt i pH stat teki (718 STAT Ttitrion) fra Metrohm. Mismunandi syrustig

0g magn ensims verdur notad i verkefninu. I fyrstu tilraunum var eftirfarandi framkvaemd

notud (mynd 3).

Akvedid magn synis vid herbergishita med pekkt magn af proteini sett i hvarfstod pH stat
teekis. Syrustig stillt a rétt upphafssyrustig (8.5, 9.0 eda 9.5). Ensim beatt i (0.25 eda 0.025%)
og pH stat teeki sett af stad. pH stat teeki sér um ad baeta vid basa til ad vidhalda réttu syrustigi
a4 medan & hvarfi stendur (160 mindtur). Syni voru tekin vid mismunandi stig vatnsrofs
(%DH), hvarf stodvad med hitun vid 95°C i 15 minutur og ad pvi loknu keld & is.
Vatnsleysanlegum hluta safnad eftir skilvindun (bordskilvinda, Wifug lab. centrif., Parrylane,

Bradford, England, 4500 rpm, 10 minutur) fyrir maelingu med rafdreetti og gelsiun (CE).

| Ensim hydrélysa

A 4

Syrustig stillt
pH 85/9/9.5

A 4

Alcalasa bett i
0.025%/0.25%

v

%DH
pH st63ugt med 1M NaOH
%DH reiknad Gt frd ml NaOH

A 4

Hvarf stoppad
~5,10, 15%DH
95°C i 15 min

'

Keeling
Is

A 4

Skilvindun

Vokvafasad safnad

A

Rafdrdttur
CE

Mynd 3. Framkveemd ensimhydrolysu.



2.1.6. Stig vatnsrofs (Degree of hydrolysis; %DH)
Stig vatnsrofs (Degree of hydrolysis, %DH) var reiknad frd& magni og styrk basa sem var

notad til ad vidhalda stédugu syrustigi & medan a ensimnidurbroti stdd. DH er skilgreint sem
fjoldi peptiotengja (h) sem hafa verid klofin sem hlutfall af heildarfjélda peptidtengja
samkvaemt (Adler-Nissen, 1986):

hx100 BN,

= x100
Nt ahy,, x MP

%DH =

par sem

B = magn basa [ml]

Ng = styrkur basa [M]

a = vatnsrofsstudull (“average degree of dissociation ) a-NH hopa (sja nedar)

MP = magn préteins [g]

hit = heildarfjoldi peptidtengja. Upplysingar um amindsyrusamsetningu kolmunnaflaka lagu
ekki fyrir (verdur mealt hja samstarfsadilum i USA). A medan var notast vid hy gildi fyrir

porsk sem er 7,501 mequiv/g

o, vatnsrofsstudull, var reiknadur skv.

a =10P""PC /(1+10°"7P%)

Par sem
pH = syrustig vid ensimhydrélysu
pK = medaltal jafnveegisfasta fyrir NH hdpa amindsyranna.

pK gildi sem fall af hitastigi (T i Kelvin) var reiknad skv.:

298-T

pK =7.8+ x 2400
298T




2.1.7. Rafdrdattur
Kolmunnaprotein leysanleg vid mismunandi syrustig (mynd 1) voru rafdregin. Einnig eftir

ensimhydrolysu vid mishatt stig vatnsrofs (%DH; mynd 3).

Syni Utbuid (100 pL syni, 190 uL Laemmli synabuffer og 10 pL mercaptoethanol blandad
saman og sodid i amk 5 minutur, keelt strax a is), syni sett a gel (4-15% Tris-HCI, linulegur
stigull (“linear gradient”) tilbdin gel fra Bio-Rad, 161-1104) og rafdregid (200V og 60mA
fyrir hvert gel) med keyrslubuffer (9 g Tris, 43.2 g glysin, 3 g SDS, 600 mL eimad vatn og
pynnt 1:5). Tvisyni af hverju syni sett & gelin, 5 og 10 pl. Gel fixerad (3% TCA lausn) i 15
minatur, litad (0,1% Coomassie brilliant blue, 45% metanol og 7% ediksyra i vatni) i 30
minuatur og aflitad (45% metandl og 7% ediksyra i vatni) i 3x20 minatur. Breidur stadall fra
BioRad (161-0317) notadur med mdlpunga frd 6.5 kDa til 200 kDa.

2.1.8. Gelfiltrun (Capillary electrophoresis; CE)
Syni vid mismunandi stig vatnsrofs voru meald med CE (mynd 3). Adferd til greiningar a

peptidum med capillary electrophoresis var byggd & adferd Engvang og Nielsen (2000) og fra
Henrik H. Nielsen (2004). Fosfatbuffer (100 mM, pH 2.75, filteradur gegnum 45um filter og
afgasadur) var notadur sem adgreiningarbuffer (separation buffer). Fyrir fyrstu notkun
harpipusulunnar eda langa geymslu var sulan skolud med 1M NaOH (60 min), 0.1 M NaOH
(15 min), H,O (5 min), 100mM fosférsyru (10 min) og adgreiningarbuffer (15 min). Hitastig
stlunnar var 25°C. Syni var sprautad inn vid prystinginn 15 kNsm™ og adskilid vid fastan
straum (constant voltage of 15kV) i 20 minatur. UV gleypni var mald vid 195 nm, 214 nm og
280 nm med DAD skynjara. Milli keyrsIna var sulan hreinsud (preconditioned) med 100 mM
fosforsyru i 5 minatur og med greiningarbuffer i 8 minatur. Adgreiningarbuffer var

endurnyjadur fyrir hverja keyrslu.



2.2. Nidurstédur og umraedur

2.2.1. Hrdefni
Vid vinnslu hraefnis kom greinilega fram ad seigja lausnar var meiri en hefur sést vid

préteineinangrun fyrir adrar fisktegundir (porsk, sild, lodnu). Var petta sérstaklega aberandi
vid adskilnad stodproteina fra peim sem eru eftirsott. Vid skilvindun myndadist pykkt,
gelkennt botnlag og ljést ad prétein tapast i pessu skrefi og heimtur laekka.

Astaeda fyrir pessari miklu seigju og myndun & pykku botnlagi er liklega ad hraefni hefur
verid lengi i frysti og protein hafa afmyndast. Kolmunni er porskfiskur og polir pvi geymlu i
frysti verr en til deemis sild. Vid nastu keyrslur verdur komin ny vertid & kolmunna og nytt

hraefni verdur notad i verkefninu.

2.2.2. Efnasamsetning
Protein 18,5 £ 0,4% (medaltaltstadalfravik, n=4), vatn 80,4 + 0,5% (n=3), fita 0,2 +0,1%
(n=3), salt 0,46 + 0,03% (n=3).

2.2.3. Préteinleysanleiki
Hin mikla seigja hefur ahrif & leysanleikamalingu vid mismunandi syrustig (mynd 4) en hin

mikla seigja veldur pvi ad protein “festast” i hinu pykka botnlagi. Til samanburdar pa var
leysanleiki sildarpréteina vid pH 2.7 um 90% (Margrét Geirsdottir, 2001) en fyrir kolmunna
er pad hér um 80%. Er liklegt ad ahrif frystigeymslu kolmunna valdi krossbindingu préteina

0g Vvid pad dregur Ur leysanleika peirra.

100
2 75 |
<
S
4
2
a 50 i
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Mynd 4. Leysanleiki kolmunnaprdteina i vatnslausn vid mismunandi syrustig.



2.24. Seigja
Seigja proéteinlausnar vid mismunandi syrustig var kannad (mynd 5). Aukin seigja vid hatt og

lagt syrustig er greinileg. Med pvi ad skoda nidurstodur ar SDS rafdretti & hraefninu vid
mismunandi syrustig er haegt ad sja hvernig haekkad og leekkad syrustig fra upphafssyrustigi
hefur ahrif & proteinin sem getur skyrt pessa breytingu (sja kafla 2.2.7).

300

250 -

200

150

Seigja [mPa*s]

100

50

Syrustig

Mynd 5. Seigja kolmunnaproéteina i vatnslausn vid mismunandi syrustig malt med Bohlin seigjumeli. Raudir
punktar: prétein einangrud vid pH 11 og ad pvi loknu syrustig laekkad.

Undeland og félagar (2002) sau svipada breytingu a seigju med syrustigi i sildarpréteinum.
Eftir pvi sem syrustig var haekkad ad pH 10 eda leekkad ad pH 3.5 jokst seigja lausnar. Vid
ofgakenndara syrustig minnkadi seigjan hins vegar mikid. EkKi verdur vart vid pessa
breytingu hja kolmunna. Frystigeymsla hefur parna liklega ahrif. Sama rannsokn &
sildarpréteinum syndi til deemis ad eftir geymslu hraefnis i keeli vid 4°C i 3 daga jokst seigjan
umtalsvert eda vid pH 2.7 ar 45 mPa-s i 110 mPa-s. Hekkun kom einnig fram vid hatt

syrustig p6 munurinn veeri minni eda Ur 31 mPa-s vid pH 10.8 par sem notast var vid nytt

hréefni i 65 mPa-s eftir geymslu hréefnis.

[ islenskri rannson var gerdur samanburdur & seigju sildarpréteina i vatnslausn vid
mismunandi syrustig par sem hraefni var annars vegar ferskt og hins vegar eftir geymslu i

frysti i 6 manudi vid -24°C. begar ferskt hréefni var notad fengust svipadar nidurstédur og i



hinni bandarisku rannsékn og seigja minnkadi vid pH yfir 10 (mynd 6). Eftir geymslu hréefnis
i frysti leekkar seigjan ekki vid syrustig heerra en pH 10 (Hlynsdéttir, 2004) svipad og hja
kolmunna. I hinni islensku rannsékn vard ekki vart vid minni seigju pegar syrustig er laeekkad
undir pH 3.5. Seigjuleekkun var heldur ekki jafn mikil og Undeland og félagar fundu. Hér parf
ad hafa i huga ad i islensku rannsékninni eru islensk sildarflok notud sem hraefni en i
rannsokn Undeland og félaga er notast vid sild veidd vid strendur Massachucetts fylkis i
Bandarikjunum og notud flok par sem rod og fiturdnd hafa verid fjarleegd, einungis hinn hviti
vefur sildarinnar notadur. petta hefur mikil ahrif & fituinnihald hréefnis, sem var 2.6% en
12.4% i islensku rannsokninni. Frekari rannséknir & kolmunna par sem notast er vid ferskt
hraefni i naesta hluta verkefnisins mun syna hvort svipadir eiginleikar fast og hja

sildarproteinum.

—o— Fersk

—%— 6 mdnudir

Seigja [mPa*s]
o
o

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Syrustig

Mynd 6. Seigja sildarproteina i vatnslausn vid mismunandi syrustig, fersk sildarflok og eftir 6 manada geymslu i
frysti vid -24°C (Hlynsdottir, 2004).

Eftir ad protein hofou verid einangrud vid pH 11 var syrustig leekkad ad nyju og fylgst med
seigju (raud takn & mynd 5). pau prétein sem voru leysanleg vid pH 11 syna adra hegdun
einangrud i lausn heldur en pegar 61l préteinin eru i lausn. NU haekkar seigjan pegar syrustig
er lekkad. Hugsanlegar eru tveaer skyringar & pessari hegdun. | fyrsta lagi ad pegar
vOdvatrefjapréteinin eru i lausn med 6drum préteinum svo sem bandvefsproteinum verda
edliseiginleikar proteinanna adrir en i hreinni lausn vodvaproteina. I lausn med einangrudum

vodvapréteinum er netjubinding med 68rum haetti. Onnur skyring er st ad vid hid haa syrustig
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breytist myndbygging préteinanna. begar syrustig er leekkad ad nyju geta pau pvi krosstengst
sem pau gatu ekki adur. Undeland og felagar (2003) fengu svipadar nidurstddur og mun meiri
seigja meldist vid pH 9 pegar syrustig var laekkad. | peirri rannsokn var ekki unnid med
einangrud prétein og lausnin ekki sett i skilvindu adur en syrustigid var lekkad ad nyju.
pessar nidurstddur benda pvi til ad hreinleiki vodvaproteina er ekki ad hafa ahrif & seigjuna
heldur myndbreyting proteina vid hid haa syrustig. Frekari rannsoknir parf til ad kanna hvada
breytingar eiga sér stad. Ahugavert verdur ad kanna hvort samskonar eiginleikar koma fram

begar nytt hraefni faest til tilrauna & pessari vertid.

2.2.5. Ensimrof
[ pessum fyrsta fasa verkefnis var notud idnadarensimblandan Alkalasi fra Novo Nordisk vid

mismunandi syrustig og mismunandi magn ensims. Syni fyrir rafdratt og CE voru tekin eftir
mishatt stig vatnsrofs (%DH) (mynd 3).

Samkveaemt upplysingum fra framleidenda er virkni ensimbléndunnar 2.4 AU/g. Virkni getur
b6 verid breytileg & milli framleidslulota og einnig getur pad breyst vid geymslu. Virkni
verdur pvi meld ndkveemlega i nasta verkhluta med tilbunu hvarfefni (Suc-AlaAlaProPhe-p-

nitroanilide) (Kristjansson, 2001).

2.2.6. Stig vatnsrofs

Ahrif syrustigs

Samkveemt upplysingum fra framleidenda er Alkalasi virkastur vid pH 7.5 vid 60°C. Pad
getur pé verid had 6drum umhverfisadstaedum. Vid 22°C, 0.25% alkalasi (E/S hlutfall um 1/9)

er ensimid virkara vid herra syrustig (mynd 7).
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Mynd 7. Stig vatnsrofs med tima og syrustigi. Einangrud kolmunnaprétein (21.7 mg/ml), Alkalasi (0.25%), 22°C.

Ahrif magn ensims

Magn ensims hefur greinileg ahrif & hrada nidurbrot kolmunnaproteina (mynd 8). Notast var
vid 0.025% og 0.25% ensim. Einnig er haegt ad setja petta fram sem E/S hlutfall
(ensim/hvarfefni hlutfall) sem er i pessu tilfelli 1/90 og 1/9.
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Mynd 8. Stig vatnsrofs med tima og mismunandi magn ensims. Einangrud kolmunnaprotein (21.7 mg/ml),
Alkalasi (0.025%; 0.25%).
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2.2.7. Rafdrattur
Med pvi ad skoda SDS rafdrattarmyndir af kolmunnapréteinum sem eru leysanleg vid

mismunandi syrustig er heaegt ad fylgast med hvada mismunandi vodvaprotein eru leysanleg.
Sérstaklega er haegt ad fylgjast med vodvatrefjaproteinunum myosin og aktin. Myosin er stort
prétein og brotnar nidur i einingar fyrir rafdrattinn. Steersta einingin nefndist ”Myosin heavy
chain” (MHC) og er vid teeplega 200 kDa (Thorarinsdéttir o.fl., 2002).

Med pvi ad skoda rafdrattarmyndir (myndir 9-12) er haegt ad sja hvernig MHC er ekKi
leysanlegt vid pH 5 til 8 - ekki band & rafdrattargeli vid um 200 kDa & peim rasum sem eru
merktar raudar i myndatexta. Vid syrustig haerri en pH 8.5 annars vegar og hins vegar vid
leegra syrustig en pH 4 en myosin leysanlegt. Aktin er leysnalegra og er pad einungis vid
syrustig pH 5 og pH 5.5 sem pad er ekki sjaanlegt sem band vid rafdratt (mynd 9 & 11,

undirstrikad i myndatexta).

Einnig er ahugavert ad skoda mun a rafdraetti vio pH 11 og pH 2.7 pegar protein eru sem
leysanlegust. Er greinilegt ad vid pH 2.7 brotnar MHC frekar nidur heldur en vid pH 11. Med
pvi ad bera saman MHC band vid pH 9.5, 10, 11 og 12 ma sja hvernig bandid breikkar og
feerist nedar i rasinni. Bendir pad til nidurbrots MHC (Undeland o.fl., 2002; Undeland o.fl.,
2003). Nidurbrot MHC vid lagt og hatt syrustig hefur ahrif @ myndbyggingu préteinsins og til
demis valdio pvi ad hlutar préteinsins sem eru vatnsfelnir og voru grafnir inn i
myndbygginguna liggja nu & yfirbordi pess. Einnig getur nidurbrotid haft ahrif & hledslu

yfirbordsins.
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Myosin HC 200 kDa

116 kDa
97 kDa

Aktin

31 kDa

215 kDa

14 kDa 6.5 kDa

Mynd 9. SDS rafdrattur (4-15% Tris-HCI, linulegur stigull ) & kolmunnapréteinum vid mismunandi syrustig.
(Résir 1&10) Stadall, (rasir 2&3) pH 8.5; (rasir 4&5) pH 7, (rasir 6&7) pH 8; (rasir 8&9) pH 5. Magn synis a
rdsum 2, 4, 6 og 8 var 5ul en a rasum 3, 5, 7 og 9 var magn synis 10 pl.

200 kDa
Myosin HC

116 kDa
97 kDa

Aktin

Mynd 10. SDS rafdrattur (4-15% Tris-HCI, linulegur stigull) & kolmunnaprdteinum vid mismunandi syrustig.
(Résir 1&10) Stadall, (rasir 2&3) pH 9; (rasir 4&5) pH 6,7 (Neutral), (rasir 6&7) pH 9,5; (rasir 8&9) pH 6.
Magn synis & rasum 2, 4, 6 og 8 var 5ul en & rasum 3, 5, 7 og 9 var magn synis 10 pl.
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200 kba

Myosin HC 116 kDa

97 kDa

Aktin
31 kDa

21,5 kDa

14 kDa 6.5 kDa

Mynd 11. SDS rafdrattur (4-15% Tris-HCI, linulegur stigull) a kolmunnapréteinum vid mismunandi syrustig.
(Résir 1&10) Stadall, (rasir 2&3) pH 5,5; (rasir 4&5) pH 12, (rasir 6&7) pH 3.5, (rasir 8&9) pH 10. Magn
synis a rasum 2, 4, 6 og 8 var 5ul en & rdsum 3, 5, 7 og 9 var magn synis 10 pl.

200 kDa
Myosin HC

116 kDa
97 kDa

Aktin
31 kDa

215 kDa

14 kD
% 6.5 kDa

Mynd 12. SDS rafdrattur (4-15% Tris-HC, linulegur stigull) & kolmunnapréteinum vid mismunandi syrustig.
(Rasir 1&10) Stadall, (rasir 2&3) pH 2,7; (rasir 4&5) pH 11, (rasir 6&7) pH 4; (rasir 8&9) pH 3. Magn synis a
rédsum 2, 4, 6 og 8 var 5ul en & rasum 3, 5, 7 og 9 var magn synis 10 pl.
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Syni voru rafdregin vid mishatt stig vatnsrofs (%DH, mynd 3) vid 4, 7, 11 og 14%DH
(mynd 13).

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

215 kDa

14 kDa
6.5 kDa

Mynd 13. SDS rafdrattur (4-15% Tris-HCI, linulegur stigull) af einangrudum védvaproéteinum kolmunna eftir
mislangt nidurbrot med 0,25% Alkalasa vid pH 9, 22°C. (Réasir 1&10) Stadall, (rasir 2&3) 14%DH; (rasir 4&5)
11%DH, (rasir 6&7) 7%DH; (rasir 8&9) 4%DH. Magn synis a rasum 2, 4, 6 og 8 var 5ul en & rasum 3, 5, 7 og
9 var magn synis 10 pl.

Samanburdur & nidurstooum Ur rafdreetti hraefnis (myndir 9 til 12) og eftir hydrolysu
(mynd 13) syna greinilega ad mikid nidurbrot hefur att sér stad. Vid 4%DH er band vid um
30 kDa sem sma hverfur og er ekki sjaanlegt vid 14%DH. Vid 4%DH sést breytt band vid um
6.5 kDa sem minnkar eftir pvi sem hvarfstig (%DH) eykst. Vid nidurbrot med ensimum
myndast smaar einingar (peptid) og greinilegt af mynd 13 ad SDS rafdrattur & geljum
notudum hér gefa ekki nagjanlega greiningu a nidurbrotsefnum. Til eru gel til greininga &
peptidum. Betra er p6 ad nota 6flugri greiningaradferdir og i pessu verkefni er notast vid
gelfiltrun (CE).

2.2.8. Gelfiltrun
Margar gerdir peptida er ad finna eftir ensimnidurbrot fiskproteina. Erfitt getur reynst ad

greina einstaka peptid Gt ar peim fjélda med CE melingu. Hins vegar gefur melingin gott
“fingrafar” af pvi hvad er ad gerast vid nidurbrotid. Til ad greina betur ndkvemlega hvada
peptid eru ad myndast parf ad nota skiljunarteekni og/eda safna mismunandi hlutlausnum af
CE tekinu. Einnig parf ad hafa i huga ad um nyjan tekjabinad a4 Rf er ad reda og ennpa er

verid ad vinna ad adlogun tekjanna ad peptid mealingum.
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pad fyrsta sem vekur athygli vid skodun & myndum 14 til 16 er stér toppur & 6llum myndum
vid um 5.5 minatur. Liklega er par um ad raeda einingar fra ensimblondunni. Til ad kanna
hvort svo sé parf ad keyra ensimid & CE (nidurstodur kynntar i naestu skyrslu). Ekki er mikill
munur & CE vid 4 og 6 %DH (myndir 14 og 15). begar lengra er gengid & ensimrofid vid
16%DH kemur fram nyr toppur vid 10.5 minatur (mynd 16). Eru pa steerri peptideiningar
myndadar i meira magni heldur en vid laegra hydrélysustig. Einnig hefur toppur fra 2-5
minatur breikkad sem bendir til ad fleiri smaar einingar hafi myndast, liklegast frjalsar

aminosyrur, tvi og pripeptid.
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Mynd 14. Capillary electrophoresis maling af vatnsrofnum kolmunnaproéteinum vid pH 9 med alkalasa. 4% DH.
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Mynd 15. Capillary electrophoresis maling af vatnsrofnum kolmunnapréteinum vid pH 9 med alkalasa. 6% DH.
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Mynd 16. Capillary electrophoresis meling af vatnsrofnum kolmunnaproéteinum vid pH 9 med alkalasa. 16%
DH.
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3. Orsiun vatnsrofinna préteina

3.1. Efni og adferdir

3.1.1. Hrdefni
Vatnsrofin voru hreinsud kolmunnaprotein sem framleidd voru i tilraunaverksmidju a

Akranesi. VVodvaproéteinin voru fengin Gr sama hraefni og i 6drum malingum, sjofrystur
hausadur og sleegdur kolmunni i blokkum. Hausadur og sleegdur kolmunni var hakkadur i
gegnum 6mm g6t og 6rhakkadur i Stephan microcut fra Stephan Machinery Corp. Orskorid
hakk var pvegid med 3 hlutum af vatni og vatn nad burtu med dekanter vid um 3000xg (Alfa
Laval). Hakk var endurleyst med 6 hlutum vatns og pH stillt vid pH 10.8 og bandvefsprotein
hreinsud fra med sjalfskjotandi diskaskilvindu vid um 6000xg (Alfa Laval). Syrustig var pvi
neest stillt 4 5,6 og felld prétein hreinsud Gt i dekanter vid 3000xg.

3.1.2. Vatnsrof
Hreinsudu proteinin voru vatnsrofin vid 55-57°C i 106 minutur. Notud var Protamex/

Alkalasa ensimblanda og voru styrkhlutféll 96 gromm Protamex og 20ml af Alkalasi & hver
1000 kg hraefnis. Afvirkjun ensima for fram vid 90°C i 5 minutur.

Leysanlegi hluti peptidblondu var fluttur til GREPA i Saint-Nazaire i Frakkandi en pad er

stofun & vegum Univeristé du Nates sem sérheafir sig i orsiun sjavarfangs.

3.1.3. Orsiun
Prufadar voru 6rsiur med 4 og 8 kDa “cut-off” og nanosia med 300 Da “cut-off”. Notud var

litill tilraunaverksmidjubunadur fra VMA Industrie fyrir hdlksiur sem var med litid dautt
rammal eda um 1,5 L. Notadar vou PCl siur med 330 cm?® flatarmal. Melingar voru
framkvemdar med hitastyringu og var hiti stilltur & 15 °C, hradi streymis um siu var 2.5
m/sek og prystingur milli 8 og 35 bor. Malingar voru framkvemdar af Ragnari Johannssyni
og Laurent Vandanjon fra Université du Bretange-Sud.

3.1.4. Efnameelingar
Meld var styrkur préteina i siulausn (permeate) og hratlausn (retentate) med Biuret adferd

sem &dur er lyst medan & melingum st6d og sidar med Kjeldal adferd. HPLC greining var

einnig gerd & pessum tveimur vokvafosum fyrir pessar prjar siugerdir.
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3.2. Nidurstédur og umraedur

3.2.1. Skiljunareiginleikar hinna mismunandi siustcerda
Melingar & proteinstyrk i siulausn syndu ad overulegt magn proteina/aminosyra fer i gegnum

siu med Cut-off gildi 300 dalton eda milli 2-3% (mynd 17). HPLC melingar gefa til kynna ad

pbad sem fari i gegn sé einungis mjog smaar einingar sem samanstanda af einstaka

aminosyrum og hugsanlega tvipeptidum (mynd 18). Sia med gatasteerd um 300 dalton er pvi

kjorin til ad styrkja lausn proteina vid frekari vinnslu.

A milli 70 til 80% af peptipum fara yfir i siuvokvafasa (permeate) (mynd 17) ef siustedir 4 og

8 kDa eru notadar. pessar siusterdir ma pvi nota til ad adskilja sterri peptid fra peim minni ef

pess sé 6skad. Sem stendur er verid er ad framkvaema malingar & hrada adskiljunar sem fall af

styrk hratlausnar (retentate) fyrir pessar opnunarsteerdir.
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Mynd 17. Hlutfall peptida sem verda eftir vid siun med mismunandi gataopnun(Cut of) sia.

Mynd 18. HPLC greining & siulausn (permeate) og hratlausn (retentate) med 300 Da siu.
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4. Alyktanir

Vandamal komu upp vegna aldurs hréefnis, allt bendir til ad 16ng frystigeymsla a kolmunna
valdi vandreedum vid einangrun kolmunnaproteina fyrir ensimnidurbrot. Hefur pad ahrif a
heimtur préteina en einnig koma upp vandamal vid ad keyra hvarf vegna pess hversu mikil
seigja lausnar er. Vonast er til ad nytt hrdefni sem faest nd & haustmanudum minnki petta

vandamal.

Nidurstodur benda til (astand hraefnis gati sett hér strik i reikninginn) ad Alkalasi vid pH 9,
0.25% ensim, vid 22°C gefi hvarfhrada sem leyfir ad na mismunandi miklu hvarfstigi (%DH)
a asaettanlegum tima (innan vid 3 kist) fyrir &framhaldandi rannsoknir. Einnig hefur komid i
1j6s ad rafdrattur gefur géda mynd af hraefni en er ekki gott teeki til ad kanna nidurbrotsefni.
Hins vegar er Capillary Electrophoresis mjog kroftugt teeki til pess. Ennpé parf pé ad gera
frekari rannséknir til ad adlaga hinn nyja tekjabunad ad verkefninu.

Nidurstodur tilrauna a notkun drsia lofa mjog godu fyrir notkun til framleidslu a peptidum og

vatnsrofnum préteinum.
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5. Neestu skref

Peim hluta verkefnisins sem snyr ad uppsetningu tilrauna er ad mestu lokid. pPegar nytt hraefni

faest parf ad ljuka peim hluta og kanna ahrfi hraefnis a malingar.

Neaestu skref ad pvi loknu fela i sér myndun sterri syna og melingar & fleiri eiginleikum

afurda s.s. vatnsheldi og lifvirkni i samstarfi vid samstarfadila i Frakklandi.

Notkun orsia vid framleidslu & peptidum og adgreiningu peirra i misstorar einingar lofar mjog

godu og verdur notast vid paer i &framhaldandi rannséknum.
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