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1. Inngangur
Hjarta- og dasjukdomar eru algengir 4 Islandi og ein algengasta danarorsokin og er

hakkadur blodprystingur par einn helsti dhaettupatturinn.

Nylegar rannsoknir benda til ad ahrif proteina a heilsu séu meiri en ad afla naudsynlegrar
orku og neringar. Vid nidurbrot 4 proteinum vid meltingu eda annad nidurbrot myndast
smerri efni, oligopeptid, en pad verda amindsyruradir, sem voru Ovirkar innan
proteinkedjunnar, virkar pegar peptidin eru “leyst Ur ladingi.” Pessi peptid gegna
margpattum hlutverkum sem lifedlisfraeedilegir ahrifavaldar og hafa til demis ahrif a
blodprysting, meltingu, oxunarferla og fleira i likamanum og eru kollud lifvirk efni
(Bryndis Eva Birgisdottir 2002; Tanaka o.fl., 2006). Pad er pvi mégulegt ad nota peptid i
heilsufaedi og jafnvel lyf.

[ Japan, Finnlandi og 4 Islandi hafa verid settar 4 markad syrdar mjolkurafurdir sem
innihalda lifvirk peptid sem rannsoknir hafa synt ad geti vid reglubundna notkun leekkad
blodprysting (MS 2007; Miyri-Mikinen, 2003). A pann hatt getur regluleg neysla

pessara afurda minnkad hattuna 4 hjarta- og @dasjukdomum.

bessar afurdir flokkast sem markfaedi (e. functional foods), en pad eru matveali sem eiga
pad sameiginlegt ad peim hefur verid breytt i peim tilgangi ad pau hafi jakvaedari
heilsusamleg ahrif 4 neytandann en matvelin obreytt (UST, 2006). Skil milli pess hvad
eru matveli og hvad eru lyf geta verid & reiki pegar lesid er yfir par fullyrdingar sem
settar eru fram vi0 markadssetningu pessara vara enda stundum visad til pess ad pau séu a
morkum matvela og lyfja (Swinbanks og O’Brien, 1993). Hagt er ad setja
spurningamerki vid hvort markfaedi i 6llum tilfellum stendur undir pvi ad hafa 611 pau
ahrif sem framleidendur lofa umfram pad ad borda fjdlbreyttan og hollan mat. Hja pvi
verdur hins vegar ekki litid ad markadur fyrir pessar afurdir er stor og stekkar med

hverju arinu sem lidur.

Faraldursfraedilegar rannsoknir benda til pess ad regluleg neysla 4 sjavarfangi minnki

haettu 4 hjarta- og @dasjukdomum (He o.fl., 2004). Hingad til hafa pessi dhrif adallega



verid pokkud émega-3 fitusyrum sem finnast i fiski (Vanschoonbeek o.fl., 2003). Nu er
talid ad adrir paettir 1 sjavarfangi en fitusyrusamsetningin hafi einnig jakvaod ahrif og er

pad sérstaklega rakid til fiskproteina (Tanaka o.f1, 2006).

bad markfadi sem sett hefur verid &4 markad og er talid hafa blodprystingsleekkandi dhrif
er adallega unnid Ur mjolkurpréteinum. Rannséknir benda hins vegar til pess ad peptid
sem unnin eru ur fiskpréteinum hafi & sama hatt blodprystingslekkandi ahrif. Til demis
var framkvaemd rannsokn par sem rottur med hdan blodprysting fengu fadi sem innihélt
annars vegar 20% einangrud fiskprotein og hins vegar 20% kasein mjolkurprotein. Fadi
var ad 00ru leyti eins og innihélt medal annars 5% isio oliu. Blodprystingur laekkadi
marktakt hja peim rottum sem fengu fiskprotein midad vid paer sem fengu kasein (Ait-
Yahia o.fl., 2003). Einnig hafa bl6oprystingslaekkandi dhrif verid meld i sjadvarafurdum
eins og sardinum, bonito (Chiletinfiskur), pérungum og ostrum (Li o.fl, 2004; Tanaka

o.fl., 2006).

Til a0 meta blodprystingslaekkandi 4hrif er hegt ad mela hvort profefni virki sem hindri
a Angiotensin-I-umbreytingar ensimi (Angiotensin-I-converting enzyme; ACE) (Jeon
o.fl., 1999). Bl6oprystingslaekkandi ahrif hafa verid mald in vitro i islensku hydrolysati
ur kolmunna i SeafoodPlus verkefninu ProPepHealth (mynd 1). Fimm mismunandi gerdir
kolmunnahydrolysats voru maldar (Blue whiting 1-5 & mynd 1). Eins og sja ma komu
hydrolysotu 3 til 5 vel Gt midad vid dnnur syni mald, p.e.a.s. litid magn parf af peim til
ad hindra 50% virkni ACE. Nanar ma lesa um lifvirkni og blodprystingsleekkandi ahrif
peptida 1 mastersritgerd Larusar Freys Porhallssonar (2007), skyrslu Helgu
Gunnlaugsdoéttur og félaga (2005) og Gudjons Porkelssonar og Helgu Gunnlaugsdottur
(2005).
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Mynd 1. Magn. hydrolysats sem parf til ad hindra 50% af virkni ACE (ICs) (Picot, o.fl., 2005).

bad er ahugavert ad greina hydrélysat nidur i smarri peetti og eru einkum tver astedur
fyrir pvi. I fyrsta lagi virdist sem ACE hindravirkni sé¢ mismikil i mismunandi pattum. I
tilraun par sem ACE hindrunarvirkni var mald i mismunandi pattum Gr ensimhydrolysu &
porskafskurdi kom i 1ljos ad smaestu einingarnar, minnstu peptidin, hofou mesta
hindrunarvirkni (Jeon o.fl., 1999). bar sem einungis smastu einingarnar eru teknar upp i
meltingunni er mestur dhugi fyrir pvi ad greina virkni i smastu einingunum. Einnig er
ahugavert ad greina hvada peptid hafa virknina sem leitad er ad. Til ad einangra peptid i

préteinhydrolysati er hagt ad nota filtrun og/eda sulur (van der Ven, 2002).

Markmid verkefnisins er ad rannsaka, hreinsa og einangra virk fiskpeptid. A fyrstu
stigum pess hefur adaldherslan verid 16gd 4 ad setja upp nyjan taekjabunad sem
naudsynlegur er fyrir verkefnid. Framkvamd var vinna sem fellur undir verkpeetti 1 til 7 1
verkdatlun. Lokid hefur verid vio ad skipuleggja fyrstu tilraunir (verkpattur 1), akveda
hvada verklysingar notadar eru (verkpattur 2), vatnsrjufa porskflok (verkpattur 3) i
lausnir til ad nota vid melingar & blodprystingslekkandi ahrifum og til adgreiningar
(verkpeettir 4, 5 og 6). Greiningar & pattum var framkvemd med efnamalingum,

Capillary electrophoresis (CE) og rafdretti (verkpattur 7). Helsti avinningur er



uppsetning 4 siubunadi og sulum til adgreiningar. Stér hluti verkefnisins var unninn sem
hluti af mastersverkefni Larusar Freyrs borhallssonar i lyfjafradi vid Haskola Islands og

er pessi skyrsla ad hluta fengin ur lokaskyrslu hans.



2. Framkvamd
2.1. Efni

Vatnsrof a porski

Protamex®

borskflok

Novozyme

Fiskisaga, Hofoabakka 1

Mzling 4 ACE hindrunarvirkni og proun meliadferdar

N-[3-(2-Faryl)acryloy1]-Phe-Gly-Gly

Kaptopril
Enalapril maleate salt

ACE tr kaninu lunga 1TUN

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Gel rafdrattur

PhastGel™ Gradient 10-15
Coomassie blue brilliant R-250
Bromophendl Blue

PhastGel™ SDS buffer strips
2-prépanol

EDTA

Glycerol

Merkaptdethanodl

SDS

Protein marker broad range (2-212 kDa)

GE Healthcare Biosciences AB
ICN Biomedicals

sigma

GE Healthcare Biosciences AB
Sigma-Aldrich

ICN Biomedicals
Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma

New England Biolabs

Pokkun og keyrsla a gelsiunarsilu

Bio-Gel® P Polyacrylamide gel, P-2 Fine 45-90 pm (wet) Bio-Rad

Maurasyra

Ediksyra

Fluka
Riedel de-Haen



Onnur efni

Natrium hydroxid perlur

Natrium klorio

Kalium fosfat (dibasic puriss)

Kaliumdihydrogen fosfat

Trizma hydroklorio (reagent grade minimum 99%)
Tris(hydroxymethyl)aminometan 99,9% ultrapure
Ferritin HMW gel filtration kit

Cysnokobolamin 1 mg/mL

2.2, Teki

Merck

Riedel de-Haen
Riedel-de Haen
Merck

Sigma

Sigma

Pharmacia Biotech

Sygehus apotekerne

Vatnsrof a porski

Hitabad 20 B Julabo

IKA® RW 20 digital IKA ®

718 STAT Titrinon Metrohn
Blandari Waring
Ultra-Turrax” homogenizer IKA ®

Mzling 4 ACE hindrunarvirkni

Sveip blandari (Stuart Vortex Mixer) Bibby Sterlin Ltd.

Ljosmelir (Ultrospec 300 Pro)
Hitabad EC 5M
Plast kavettur (10x4x45mm)

Amersham Pharmacia Biotech
Julabo
Sarstedt

Gelrafdrattur

Phastsystem™™ Gel chamber

ALPS - 300 (automated lab plate sealer)
PTC-225 (peltier thermo cycler)
Orplotublandari (Titramax 1000)

Pharmacia Biotech
AB-Gene

MJ Research
Heidolph



Gelsiunarsulur, pokkun og keyrsla

AKTA purifier (vokvaskilja)

Fraction collector Frac-950

Amersham Pharmacia Biotech

Amersham Pharmacia Biotech

Econo-column® Flow Adaptor Bio-Rad
Econo-Column® stlur, 2,5 x 100 cm Bio-Rad

Orsiun 4 fiskhydrolysati

Prep/Scale™-TFF Cartridge 1 kDa og 3 kDa Millipore
Prep/Scale™-TFF Cartridge haldari Millipore
Hitasképur Binder

Onnur tzeki

Skilvinda (T3-25 Centrifuge) Beckman Coulter

Skilvinda 2 (Avanti™ J-20 x p1 centrifuge)
Vog 1 (PB3002-s Deltarange R)

Vog 2 (AG204 Deltarange R)
Plasttilraunaglds med raudum tappa

Siur (0,22 um og 0,45 pm)

Sprautusiur (0,45 pwm)

96 brunna mikréoplotur

Segulhrzra/hitaplata (RCT basic IKAMAG®)
pH melir

Frostpurrkari (Lyolab 3000)

Beckman Coulter
Mettler Toledo

Mettler Toledo

Sarstedt

Milipore

Schleicher & Schuell
NUNC

IKA®

Radiometer Copenhagen

Heto



2.3. Aoferoir

2.3.1. Vatnsrof

Porskflok voru keypt ad morgni tilraunadags hja Fiskisogu a0 Hofoabakka 1 i Reykjavik.
Fiskurinn var hakkadur i blandara og pynntur med vatni svo proteininnihald veri um 3%.
Lausnin var gerd einsleit 1 jafnara (homogenizer) i eina minatu og sidan sett i hitabad vid

30°C. begar pvi hitastigi hafdi verid ndd var syrustig stillt 4 pH 7.5 med 2 M NaOH.

Mynd 2. Teki notud vid hydrélyseringu.

Ensimrof er framkvamt med adstod pH stat teekis (718 STAT Titrion, Mynd 2). Hlutfall
ensims (E) og hvarfefnis (S) E/S var 1/33. Rétt magn ensims var vigtad dsamt 25 g af
vatni og bett ut i hvarflausnina og pH stat taeki sett af stad, en pH stat teki sér um ad
baeta vid basa til ad vidhalda réttu syrustigi & medan a hvarfi stendur. begar stig vatnsrofs
(%DH — sj& nestu sidu) var 10% var hvarf stodvad med hitun i 85°C heitu hitabadi med
hristingu 1 20 minGtur. Synid var 14tid kolna yfir nott i keli og sett i skilvindu i 30
minutur vid 10.000 x g. Lausn siud i gegnum Whatman pappir nr. 4 og ad pvi loknu i
gegnum 0,45 um siupappir. Lausn sett i keeli pangad til frekari pattun var framkvamd.



Stig vatnsrofs (Degree of hydrolysis, %DH) var reiknad fr4 magni og styrk basa sem var
notad til ad vidhalda stodugu syrustigi & medan & ensimnidurbroti stod. DH er skilgreint
sem fjoldi peptidtengja (h) sem hafa verid klofin sem hlutfall af heildarfjolda peptidtengja
(Adler-Nissen 1986).

hx100 BN,

%DH = =
h ahy,, x MP

x 100

tot

bar sem

B = magn basa [ml].

NB = styrkur basa [M].

o, = vatnsrofsstudull (“average degree of dissociation “) a-NH hopa (sja nedar).
MP = magn proteins [g].

hyt = heildarfjoldi peptidtengja. hyor gildi fyrir porsk sem er 7,501 mequiv/g.

q, vatnsrofsstudull, var reiknadur skv.

a =107 /1+1077PC)

bar sem
pH = syrustig vid ensimvatnsrof.

pK = medaltal jafnvagisfasta fyrir NH hopa amindsyranna.

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

pK = 7.8+ 298 -1
298T

x 2400




2.3.2. Mling a ACE hindrun

Kaninulungna ACE 1 UN fr4 Sigma var leyst upp 1 5 mL af afjonudu vatni og skipt i
nokkra skammta sem hafa pa styrkleikann 0,2 U/mL (Vermeirssen og félagar 2005).
Uppleyst ensimid var sidan geymt i frysti par til pad var notad i virknipréf. Utbuin var 0,5
mM FAPGG hvarfefnislausn i 50 mM Tris HCI pH 7,5, 300 mM NaCl. Upphaflega var
sett 100 pL af vatni (blankur) eda hindra i tilraunaglas og batt vid pad 25 uL (SmU) af
ACE lausn. Pessi blanda var hitud vid 37°C 1 2 minutur { hitabadi. Sidan var batt vido 900
pL af FAPGG lausn og blandad med sveip (vortex) blandara, tilraunaglasid var sett aftur
i hitabadid og 14ti0 standa par i 2 minttur. Sidan var hvarflausnin flutt med pipettu yfir i
toma kuvettu sem buid var ad koma fyrir 1 [jdsmalinum. Gleypnin var mald med afjonad
vatn sem viomid i hitudum kuavettuhaldara (37°C) & 5 minatna kafla. Settur var 30
sekundna lag-timi 4 keyrsluna. Gleypniminnkunin sem 4 sér stad samsvarar ensim
virkninni. Gerdar voru fjorar keyrslur fyrir hvert syni. Hallatalan sem faest utfra
gleypniminnkuninni samsvarar gleypniminnkun 4 minGtu. Medaltal hallatalnanna

fjogurra var sett inn i eftirfarandi jofnu til pess ad reikna ACE hindrunina:

% ACE hindrun{l —[M j]xloo %

lankur

Mynd 3 synir hvernig uppsetning var vid m&lingu & ACE hindrun: Ljésmelir, hitabad og

sveipblandari. Nénari lysing 4 adferdafraedi ma sja i skyrslu Larusar og félaga (2007).

10



Mynd 3. Lj(’)slir, hitabad og sveipblandari.

2.3.3. Orsiun 4 porsk hydrélysotum
Notast var vid Prep/ScaleTM-TFF hylki sem var einskonar stla vafin ad innan med

akvedinni siu. Hylkin voru af tveim siugerdum, 1 kDa og 3 kDa (mynd 4).

Mynd 4. Prep/ScaleTM-TFF hylki.
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begar hylki (cartridge) er notad i fyrsta skiptid parf ad skola i gegnum pad med vatni,
hreinsa med NaOH og skola aftur i gegnum pad med vatni. bPessi vatnsskolun og hreinsun
fer fram samkvaemt dkvednu kerfi sem gefid er upp af framleidanda og hentar pessum
stlusterdum (0,6 m?). Eftir ad hydrolysat hafdi verid siad purfti ad endurtaka skolun og
hreinsun og skola sidan aftur. Pegar notkun og hreinsun var lokid var hylkid fyllt med 0,1
M NaOH og geymt i keli.

Skolun

1. Pegar hylkid er nytt er pad geymt i 0,1 % alkyl-benzyl-dimetyl ammoénium klérid
lausn, fyrir notkun voru tapparnir fjarleegdir ur gétum hylkisins og vokvinn hristur
ur pvi yfir vaski (mynd 5). Ef bid var ad nota hylkid 40ur parf einnig ad hrista ar
pvi pann geymsluvokva (0,1 M NaOH) sem hafoi verid hladinn 4.

Mynd 5. Sturtad tr hylki

2. Hrat (retentate) og gegndrapi (permeatae) slongunum er komid fyrir 1 sitt hvorri

malikdnnunni og deluslangan sett i skolvokvann.

12



3. Skolvokvinn er eimad vatn sem er buid ad hita vid 50°C i a.m.k einn so6larhring
adur en skolun fer fram. A medan skolun stendur er skolvokvinn geymdur &
hitaplotu sem stillt er 4 50°C til ad vidhalda pvi hitastigi (mynd 6).

4. Upphaflega eru 2 litrar latnir fara i gegnum hratlinuna. bPegar deling hefst skal
hafa hradann eins litinn og unnt er en auka hann svo i ramlega 1 L/min.

5. Sidan eru 6 litrar latnir fara i gegnum gegndrapislonguna med pvi ad skrafa fyrir
hrat lokuna. Fylgjast skal vel med prystingnum 4 kerfinu og styra fledihrada
daelunnar pannig ad einhver vokvi komi at Ur gegndrapislongunni. Meiri prysting
parf 4 1 kDa hylkid en 3 kDa hylkid.

6. AJ lokum er 1 litri latinn fara i gegnum hratslonguna med deluhradann 1 L/min.

Mynd 6. Uppsetning vid skolun.

Hreinsun
1. Hreinsivokvinn er 4 - 5 L af 0,1 M NaOH sem buid er ad hita vido 50°C i ad
minnsta kosti sélarhring adur en hreinsun fer fram. A medan 4 hreinsun stendur er

hreinsivokvinn geymdur 4 hitapltu sem stillt er 4 50°C til ad vidhalda hitastiginu

13



2. Gegndrepi- og hratslongunum é4samt deluslongunni er komid fyrir i
hreinsivokvanum.
3. Delan sett i gang 4 lagum hrada sem sidan er hakkadur upp i 4 L/min og

prystingur stilltur & 1,4 bor. Petta er sidan 14tid hringsoéla 1 klukkutima (mynd 7).

Mynd 7. Uppsetning vid hreinsun.

4. Hratlokuna parf ad opna og loka ad hluta tvisvar 4 pessum tima til ad na ad skola
allt yfirbord hennar vel.

5. Hrat- og gegndraepislongunum er komid fyrir 1 tému ilati pegar klukkutiminn er
11dinn og hreinsivokvinn er klaradur.

6. Allur vokvi sem situr eftir i hylkinu er fjarlegdur med pvi ad losa hylkid ur
haldaranum og hrista pad yfir vaski.

7. Skolad med vatni samkvamt skolleidbeiningum.

Siun a fiskihvdrolvsati

1. Hydrélysatinu er komid fyrir i bikarglasi sem ramar pad magn sem skal sia.

14



2. Hrat- og gegndrepislongum er komid fyrir 1 sitt hvort safnilatid og deluslangan
sett 1 hydrolysatio.

3. Dela er sett i gang og prystingur og hradi stilltur pannig ad vokvi komi i gegnum
gegndraepislonguna. Hydrolysatid freydir mjog mikid pegar delan er sett i gang
(mynd 8). begar buid er ad fa vidunandi magn ur gegndrapilinunni er slokkt a

delunni.

Mynd 8. Uppsetning vid siun.

4. Tekin voru syni af badi hratvokva og gegndrapivokva og pau fryst.
5. Gegndrapilausnin var sidan merkt og henni komid fyrir i keeli.

6. Bunadur skoladur, hreinsadur og skoladur.

Hleosla a geymsluvokva og hreinsun haldara

1. Pbegar hreinsun og skolun er lokid er gegndrapi- og hratslongunum komid fyrir i

u.p.b. 1 litra af 0,1 M NaOH.
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2. Kveikt 4 delu og hradinn haekkadur 1 4 L/min, hratloku og hrada stillt pannig ad
prystingurinn sé¢ 1,4 bor.

Vokvinn er latinn hringsdéla i 2 minutur (mynd 9 a).

Slokkt 4 deelu og hylki losad r.

Hylki sem er fullbleytt er komid fyrir i lokudum plastpoka og geymt i keeli.

S

Haldarinn er skoladur med eimudu vatni med pvi ad setja tomt hreinsunarhylki i
haldarann og keyra i 2 minttur (mynd 9 b).

7. burrkad er af haldaranum med vatni og etanoli.

Mynd 9. Afylling 4 hylki med NaOH (a) og skolun & haldara med tomu hylki (b).

2.3.4. Pokkun a sulu og keyrsla staodla
Gelduftid var bleytt upp i 20 mM Tris buffer, pH 7,4 med 100 mM NaCl og 14tid penjast

ut 1 prjar klukkustundir. Stlunni stillt upp og hun rétt af med hallamali. Sulan fyllt af geli
med pvi ad lata pad renna 4 glerstaf ofan i fordah6lfid (mynd 10).

16



Mynd 10. Fordaholf fyllt med geli.

begar fordaholfid var ordid fullt var lokinu komid fyrir ofan & pad. Studpidinn sem
notadur var til ad bleyta upp gelid var latinn dropa i gegnum fordalokid med peim hrada
ad hann sé jafn peim hrada sem studpidinn for ut af sulunni. Ef hradinn ut af sulunni
breyttist eitthvad var hradanum inn 4 stiluna breytt i samreemi vid pad. begar pad gel sem
var & sulunni var baid ad setjast nidur var fordah6lfid temt med pipettu og pad fyllt aftur
med gellausn. Petta var sidan endurtekid par til stlan var fullpokkud. Mynd 11 synir allar

prjar stlurnar pakkadar.
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Mynd 11. Stlurnar tilbunar.

begar sulan hafdi verid pokkud ad pvi marki sem sett var, var gelinu pryst nidur med
aodfallsmillistykkinu (flow adaptor). Pegar sula var tilbuin var keyrdur i gegnum hana
stadall med einkennandi lit til ad kanna hvernig efnid dreifdist &4 silunni og hvort ad pad
fengist ekki skarpur toppur. A stlu 1 var keyrdur 20 mg/ml ferritin stadall (mynd 12) en
par sem efnid skildi eftir sig gulbrinan lit efst i stlunni var talid ad pad veri onytt. bvi

voru sulur 2 og 3 keyrdar med 0,5 ml af Img/ml cyanokobolamin stadli.
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Mynd 12. Ferritin stadall keyrdur & sulu 1.

2.3.5. Gelsiun a hydrolysati

Stlurnar voru tengdar saman og forkeyrdar med 5 % maurasyru. Frostpurrkad synid var
leyst upp i 5 % maurasyru, i eins litlu magni og unnt var. Lausnin var sett i skilvindu vid
5.400 x g i 30 minGtur og sidan siud i gegnum 0,45 pm sprautusiu. Ad pessu loknu var
synid tilbwid til pess ad fara inn & sulurnar. Adfallsmillistykkid var tekid af sulunni og
mest allur vokvinn sem 14 ofan 4 gelinu fjarlegdur med pipettu. begar buid var ad
fjarlegja vokvann var synid flutt 4 gelid med pipettu. Lausninni var sidan pryst nidur i
gelid med pvi ad setja lok & suluna og prysta inn lofti med sprautu. Pegar synid var komid
nidur i gelid var adfallsmillistykkid sett aftur & og pryst a gelid. Vid keyrslu i gegnum
suluna var notast vid Akta purifier vokvaskilju (mynd 13) sem tengd var vid pattasafnara

(mynd 14). Kerfid var sett i gang med fleedihradann 0,5 mL & minttu.

Pegar fyrstu topparnir foru ad skila sér at af salunum var pattasafnarinn settur i gang. {
hvert glas var safhad 5 ml og par sem pattasatnarinn tekur 120 glos purfti ad skipta um
adur en 20 klst. voru lidnar. Pegar efni var hatt ad koma ut af sulunni voru glés sameinud
i bikarglas eftir pvi hvada toppi pau tilheyrou. Pegar blid var ad sameina alla toppana var
plastfilma sett 4 bikarglosin og peim komid fyrir 1 frysti til ad gera efnid klart til

frostpurrkunar.
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Mynd 14. battasafnarinn.
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2.3.6. Gel rafdrattur
Hledslustudpudi var utbtiinn med eftirfarandi efnum:

e 4 mLaf1 M Tris/HCI pH 6,8.

e 800 pulaf0,5M EDTA.

e 0,77 gaf SDS 5 %.

e 8 mL af glycerol 50 %.

e Bromophenol blue 1 litlu magni var tekid & spatulu og beett Ut i.

e 50 mikrolitrar af merkaptoethanoli sett 1 950 mikrolitra af pessari lausn rétt fyrir

notkun.

[ sitt hvorn brunninn 4 96 brunna mikréplétu voru sett 10 pl af proteinvisi og 10 pl af
syni. I brunnana var sidan bztt vid 3 ul af hledslustudpuda og pipettad upp og nidur.
Mikroplétunni var lokad med pvi ad setja hana i pldstunarvél og hun sidan sett i
hitunartaekid (peltier thermal cycler) til ad sjoda synin i 5 minttur. Kveikt var a

rafdrattartaekinu (mynd 15) og pvi leyft ad hita sig upp 1 sma tima.

Parafinfilmu var pryst & synabrunnsstimpilinn til pess ad f4 & filmuna litil holf med jofnu
bili, sem hagt var ad setja synin 4. Syni og visi var komid fyrir i brunnunum a
parafinfilmunni, pad magn efnis sem sett var i brunnana var a.m.k tvofalt pad magn sem

kemst i synaholfio 4 greidunni.

Adur en gelid var lagt i taekid var settur vatnsdropi 4 gelsvadid sem 4 ad nota, gelinu var
sidan komid fyrir & svaedinu med pvi ad leggja pad 4 dropann og nudda pvi fram og
tilbaka pannig ad ekkert loft s¢ & milli gelsins og grunnsins heldur adeins vatn. Muna parf
a0 taka plastfilmuna af peirri hlid gelsins sem & ad snta upp. begar bwid var ad koma

gelinu fyrir 1 teekinu voru studpudastrimlar lagdir 1 sitt hvort holfid, vid anodu og katodu.
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Mynd 15. Phastsystem™ Gel chamber.

Synagreidan (sample applicator) var 16g0 i synin sem buid var ad koma fyrir i holunum a
plastfilmunni og syni safnad i holfin. Geta purfti pess ad ekki varu neinar loftbolur i
synunum adur en greidan var 16g0 4, pvi annars kemst loft upp i hana. bPegar negilegt
magn synis var komid i greiduna var greidan 16g0 4 gelid og synid fluttist yfir. Tekid var
sett af stad og rafdrattur hofst. begar honum var lokid var gelid litad med Fairbanks litun

svo unnt veri ad sja bondin.

2.3.7. Fairbanks litun

Utbunir voru fjorar eftirtaldar lausnir :

A: 0,05 % kumassi (coomassie) blar, 25 % isopropandl, 10 % ediksyra.

B: 0,005 % ktmassi (coomassie) blar 10 % isopropandl, 10 % ediksyra.

C: 0,002 % kamassi (coomassie) blar, 10 % isopropandl, 10 % ediksyra.
D: 10 % ediksyra.

Gelid var lagt i lausn A og hitad i 6rbylgjuofni i eina minttu. Vékvanum hellt af og lausn

B hellt yfir gelid og hitad i eina minutu. Vokvanum var hellt af og lausn C hellt yfir gelio
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og hitad 1 6rbylgjuofni i eina minitu. Vokva var hellt af og lausn D var hellt yfir gelid og
hitad i eina minutu. betta var sidan keelt vid stofuhita 4 rolegri hristingu. bPegar liturinn
var farinn af gelinu og blettirnir ordnir mjog greinilegir var pad tilbtiid. Vokvanum var

hellt af gelinu, pad sett i plastvasa og skannad inn i tolvu.

2.3.8. Frostpurrkun

2.3.8.1. Frostpurrkun hydrolysata
Hydrolysatinu var skipt 1 nokkra skammta i plastskdlar og par settar i frysti. begar

hydrolysatid var fullfryst var plastfilma sett yfir skalarnar og 4 hana stungin nokkur gét.
Skalunum var sidan komid fyrir i frostpurrkaranum (mynd 16). Tveimur sélarhringum
sidar var hydrolysatid fjarlegt Or frostpurrkaranum. Frostpurrkad duftid var hvitt og mjog

fingert. Duftinu var komio fyrir 1 plastilati og vegio.

2.3.8.2. Frostpurrkun patta

Bikarglosin voru tekin ut Ur frysti og got stungin a plastfilmurnar og peim komid fyrir i

frostpurrkaranum. Sex so6larhringum sidar voru glosin fjarleegd r honum.

Mynd 16. Frostpurrkarinn.
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2.3.9. Undirbuningur lausna fyrir ACE og CE malingar

Fyrir malingu & ACE og CE voru leysanleg protein/peptio einangrud ur frostpurrkudu
dufti med adferd Morr og félaga (1985) med sma breytingum. Um 0,5 g af dufti vegid
nakvaemlega i 150 ml bikarglas dsamt um 40 ml af 0,1M NacCl lausn. Segli komid fyrir i
glasi, sett & segulhreru og hraert 1 1 kist 4n pess ad “vortex” myndadist. Ad peim tima
loknum var lausn feerd i 50 ml meliflosku og fyllt ad marki med 0,1M NaCl lausninni.
Skilvindad i 30 minatur vid 20.000 x g. Floti safhad og notad i CE melingar og ACE

malingar.

2.3.10. Proteinmeaeling

Préteinmagn i lausnum fyrir ACE og CE malingu var mealt med adferd Dumas hja
Nyskopunarmidstod Islands i macro analyzer vario MAX CN taki fra Elementar. [ stuttu
mali pa er synid brennt vid 900°C med hahreinu strefni i hahreinum Helium burdarfasa.
Bruninn er sidan fullkomnadur med sérstokum stlum og 61l énnur gos en N, og CO;
hreinsud burt og allur raki fjarlegdur. Melinemi var TCD (Thermal conductivity
detector). Adferd Dumas byggir 4 pvi a0 mala kofnunarefni (N) sem er til stadar i syninu

sem er sidan umreiknad yfir i protein.

2.3.11. Capillary Electrophoresis

Adferd til greiningar a peptidum med capillary electrophoresis var byggd a 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 harpipustlunnar eda langa geymslu var stlan
skolud med 1M NaOH (60 min), 0.1 M NaOH (15 min), H20 (5 min), 100mM
fosforsyru (10 min) og adgreiningarbuffer (15 min). Hitastig stlunnar var 25°C. Syni var
sprautad inn vid prystinginn 15 kNsm-2 og adskilid vid fastan straum (constant voltage of
15kV) 1 20 minutur. UV-gleypni var mald vid 195 nm, 214 nm og 280 nm med DAD
skynjara. Milli keyrslna var stlan hreinsud (preconditioned) med 100 mM fosforsyru i 5
minltur og med greiningarbuffer i § minutur. Adgreiningarbuffer var endurnyjadur fyrir

hverja keyrslu. Af syni voru teknir 0.3 ml og fluttir i Ephendorfph glas 4samt 0.3 ml af
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100 mM fosfat buffer syrustig 2.7. Lausn faerd i sprautu med 0,45um siu og siad i CE —

glas og malt ad pvi loknu.
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3. Nidurstoour

3.1.1. ACE hindrunarmeling
Gerd var ACE hindrunarmaling 4 badum lausnum adur en farid var i frekari pattun til ad

kanna hvort virkni veeri til stadar i hydrolysati eda ekki (tafla 1).

Tafla 1. ACE hindrunarmealing & hydrolysati fyrir og eftir 45 pm siun

Syni Meoaltal Stadalfravik Hindrun [%]
Blankur 0,00855 +0,00044 -
Hydrélysat f. siun  0,00065 +0,00021 92,40%
Hydrolysat e. siun  0,000625  +0,00004 92,69%

Melingarnar stadfestu ad hindrun veeri til stadar, pvi var éhaett ad setja af stad pattun a

siudu hydrolysati med Srsiun.

3.1.2. Gel rafdrattur

Gerdur var gelrafdrattur 4 badum lausnum (mynd 17).

It

Mynd 17. Gelrafdrattur 4 hydrolysati.
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Eins og sja ma 4 myndinni var eitt protein sem var steerra en 212 kDa 1 6siada syninu.
Einnig var fullt af efnum sem voru med molpunga um 14 kDa og undir. bPegar 1iti0 er &
synid sem buid var ad sia sést ad préteinbandid sem var a syninu fyrir siun er horfid og

par agnir sem voru eftir eru allar undir 14 kDa.

3.2. Orsiun 4 porskhydrélysati

3.2.1. Orsiun med 3 kDa hylki
Hydrolysati, u.p.b. 3 litrar (1586 g), var komid fyrir i 6rsiunarkerfinu og saftnad var par til
u.p.b.1 litri var kominn i safnfloskuna. Fyrir siun var vokvinn gullitadur, en eftir siun

hafdi hann tapad nokkru af lit sinum en var samt gulur og ter eins og adur.

3.2.2. Orsiun med 1 kDa hylki

Ollum vokva sem safnad var eftir 3 kDa siun er komid fyrir i drsiunarkerfinu og safnad er
par til u.p.b. 0,5 L er kominn i safnfloskuna. Siadi vokvinn er ndnast laus vid allan lit.
Allur vokvi sem safnad var i pessu skrefi var frostpurrkadur. Frostpurrkad hydrolysatid

gaf af sér 3,783 g af hvitu fingerdu dufti.

3.3. Gelsiun

3.3.1. Stoolun a sulum

Sala 1 var stodlud med ferritini en stlur 2 og 3 voru stadladar med cyandkobolamini.
Mynd 18 synir stadaltoppinn & stlu 1, mynd 19 synir stadaltoppinn & sulu 2 og mynd 20
stadaltoppinn a stlu 3. Topparnir koma mjog vel ut og var pvi 6hett ad radtengja sulurnar
og keyra hydrélysatid 1 gegnum paer. Toppurinn 4 stlu 1 var frabrugdinn toppunum a

sulum 2 og 3 vegna pess ad i pvi tilviki var notadur annar stadall.
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Mynd 18. Toppur fyrir stodlun 4 sulu 1.
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Mynd 19. Toppur fyrir stodlun 4 salu 2.
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Mynd 20. Toppur fyrir st6dlun 4 stlu 3.
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3.3.2. battun a hydrolysati

begar buid var ad undirbua frostpurrkad hydrolysatid (3,783 g) med pvi ad leysa pad upp
og sia, var synid keyrt & stluna. Keyrslan st60 i um pad bil prja solarhringa og var
péttasafnarinn raestur fjorum sinnum 4 pvi ferli. Akvedid var ad sameina videigandi paetti
sem tilheyra 20 mismunandi toppum i jafnmorg bikarglos. Mynd 21 synir hvada toppi
hvert glas tilheyroi og tafla 2 synir hvad hvert glas inniheldur mikid rammal.

Tafla 2. Rlmmal patta.

il

0 200 400 GO0 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Mynd 21. Nidurstodur gelsiunar & 1 kDa hydrolysati.
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3.3.3. Frostpurrkaodir peettir
Nzest voru allir paettir frostpurrkadir. Frostpurrkunin tok fimm daga. 1 téflu 3 er ad finna

lysingar & hverjum paetti fyrir sig.

Tafla 3 Lysing & frostpurrkudum pattum.

battur Lysing a peetti

1. Gulleitt efni

2. Gulleitt duft

3. Gul klessa fost vid botninn i glasinu, mjog sterk ammoniaklykt
4. Gul klessa fost vid botninn, skritin lykt

5. Hyvitt efni fast vi0 botninn i glasinu

6. Hvit og gul klessa, mjog sterk lykt

7. Gulleitt duft

8. Hvitt duft med smé gulum og branum lit, vond lykt

9. Gul oliuklessa, sterk lykt

10. Brun rak 4 botni og nokkrar litlar klessur, mjog sterk lykt

11. Gulbrunar klessur, lykt svipud og i peetti 10

12. Svort klessa, mjog sterk og vond lykt

13. Ljosbleikt med dokkum flygsum, dauf lykt

14. Gratt og brunt efni, dauf lykt

15. Fjolubla klessa, engin lykt

16. Litil svort klessa, mjog vond lykt

17. Ekkert ad sja nema pinu 6hreinindi i botni, gulur litur i kontum, sterk og
vond lykt

18. Litil gul klessa i midju glasinu, dauf lykt

19. Litil 6hreinindi, dauf lykt

20. Litil gul 6hreinindi 4 botninum, dauf lykt
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Settir voru 3 mL af vatni i hvert glas til pess ad leysa upp efnin, 5 mL af vatni voru settir
ut i glas 15 til ad leysa pad efni upp ad fullu. Eftir upplausn voru flestar lausnirnar
gulleitar, nema lausnir 12 og 16 sem voru svartar og lausn 15 sem vard litlaus. Tekid var
750 pl syni ar hverju glasi til pess ad nota i ACE profanir, afgangurinn var frystur par til

frekari vinnsla med efnid var akvedin.

3.4. ACE hindrunarmealingar a hydolysotum og pattum

Upphaflega var proteinstyrkur mealdur med Bradford adferd. A sidari stigum kom i 1jos
ad ekki er unnt ad nota adferd Bradfords vid malingar 4 peptidum. Oll gildi 4 ICs skal
pvi taka varlega. Proteinstyrkur 1 pattudum synum var hins vegar m&ldur med Dumas

adferd sem er areidanlegri pegar kemur ad peptidum. bau ICsg gildi eru pvi areidanlegri.

3.4.1. Akvordun ICs, gildis fyrir hydrolysat eftir 0,45 pm siupappir
Tafla 4 og mynd 22 syna nidurstodur ACE hindrunarmaelingarinnar fyrir siad hydrolysat.

Tafla 4. Nidurstddur fyrir ACE hindrunarmalingu 4 0,45 pl hydrolysati.

Syni Meoaltal Stadalfravik p-gildi Hindrun [%]

Blankur 0,0048 +0,00030

2,49 * 10 mg/ml 0,0008 +0,00017 0,0025 83,33%
1,24 * 10° mg/ml 0,0009 +0,00006 0,0014 80,56%
6,22 * 10 mg/ml 0,0015 +0,00025 0,0001 69,44%
3,11 * 10 mg/ml 0,0019 +0,00015 0,0055 61,11%
1,55 * 10°° mg/ml 0,0026 +0,00000 0,0061 45,83%
7,77 * 10”7 mg/ml 0,0037 +0,00017 0,0533 22,92%
3,89 * 107 mg/ml 0,0048 +0,00012 0,8075 -0,69%
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y =0,2014Ln(x) + 3,0724

ACE hindrun 0,45 pm hydrélysats R® = 0,934
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Mynd 22. ACE hindrunarmzling a 0,45 pum siudu hydolysati.

A mynd 22 er einnig ad finna jofnu ferilsins og Gt fra henni ma reikna ICs, gildid. ICso
fyrir hydrélysatid er 2,84 * 10 mg/mL eda 2,84 pg/mL. Nidurstédurnar i keyrslum fyrir
styrkleikana 3,89 * 107 mg/ml og 7,77 * 10”7 mg/ml eru ekki tolfreedilega marktekt
frabrugdnar blank keyrslum samkvamt p-gildum (p < 0,05).

3.4.2. Akvordun ICs, gildis fyrir hydrolysat eftir 6rsiun med 3 kDa hylki
Tafla 5 og mynd 23 syna nidurstodur ACE hindrunarmalingarinnar fyrir siad hydrolysat.

Tafla 5. Nidurstddur fyrir ACE hindrunarmalingu 4 3 kDa 6rsiudu hydrolysati.

Syni Meoaltal Stadalfravik  p-gildi Hindrun [%]
Blankur 0,0068 +0,00015
5,12 * 107 mg/ml 0,0014 +0,00006 0,0019 77,37%
2,56 * 107 mg/ml 0,0017 +0,00020 0,0024 73,16%
1,28 * 107 mg/ml 0,0028 +0,00020 0,0008 55,79%
6,4 * 10° mg/ml 0,0036 +0,00031 0,0712 43,68%
3,2 * 10* mg/ml 0,0052 +0,00038 0,2697 22,11%

32



ACE hindrun 3 kDa hydrolysats

y=0202Ln(x) + 3,7498
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Mynd 23. ACE hindrunarmzling a 3 kDa 6rsiudu hydolysati.

A mynd 23 er einnig ad finna jéfnu ferilsins og Gtfra henni méa maela ICs gildid. ICso fyrir

hydrélysatid er 1,03 * 107 mg/mL eda 0,103 pg/mL. Nidurstddurnar i keyrslum fyrir

styrkleikana 6,4 * 10® mg/ml og 3,2 * 10® mg/ml eru ekki tolfreedilega marktaekt

frabrugdnar nidurstodum fyrir blank keyrslur samkvaemt p-gildum (p < 0,05).

3.4.3. Akvordun ICs, gildis fyrir hydrolysat eftir 6rsiun med 1 kDa hylki
Tafla 6 og mynd 24 syna nidurstodurnar fyrir ACE hindrunarmalingu 4 1 kDa orsiad

hydrolysat.

Tafla 6. Nidurstdour fyrir ACE hindrunarmalingu 4 1 kDa 6rsiudu hydrolysati.

Syni Medaltal Stadalfravik p-gildi Hindrun [%]
Blankur 0,0068  +0,00015
2,44 * 107 mg/ml 0,0016  =0,00017 0,0008 76,35%
1,22 * 107 mg/ml 0,0025  £0,00015 0,0016 63,55%
6,10 * 10" mg/ml 0,0033  =+0,00006 0,0008 51,72%
3,05 * 10 mg/ml 0,0040  +0,00015 0,0001 40,39%
1,52 * 10™® mg/ml 0,0047  +0,00032 0,0023 31,03%
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. o y=0,1642Ln(x) + 32534
ACE hindrun 1 kDa hydrolysats >
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Mynd 24. ACE hindrunarmeling 4 1 kDa 6rsiudu hydolysati.

A mynd 24 er einnig ad finna jofnu fyrir hindrunarferilinn, it fr4 henni ma reikna ICs
gildi hydrélysatsins. ICso fyrir hydrolysatid er 5,2 * 10® mg/mL eda 0,052 pg/mL. 1 kDa
hydrolysatid synir mesta virkni af hydrolysotunum, pess vegna var pad valid til pattunar a
gelsiun fremur en 3 kDa hydrolysatid. Keyrslur allra styrkleika eru tolfredilega marktaekt
frabrugdnar blankkeyrslum samkvamt p-gildum (p < 0,05).

3.4.4. Virknimaling a pattum

Nidurstodur & protein- og ACE malingu 4 pattunum 20 ma sja i toflu 7. Ekki reyndist
vera neitt samhengi 4 milli stadsetningu pattar og ICs gildis. Hins vegar var virkni mjég
misjofn 1 toppunum. Einangrun og pattun 4 stlu var framkvemd vid um 280 nm, sem er
bylgjulengd sem ardmatiskar aminosyrur gleypa vid. bar sem synin hofou verid
vatnsrofin og ad pvi loknu siud nokkrum sinnum gaeti verid betra ad safna vid adra
bylgjulengd. Nestu skref eru ad greina pettina enn frekar nidur. Einnig ad endurtaka

tilraunina og safna af sulum vid adra bylgjulengd.
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Tafla 7. Magn kéfnunarefnis (N), proteins og ACE hindrun patta.

battur Heildar N Proétein (N x 6,25) ACE hindrun | (0P
[70] [70] [70] [mg/ml]
1 0,546 3,413 85,7 0,68
2 0,609 3,809 74,6 2,50
3 0,329 2,057 83,3 0,07
4 0,381 2,384 84,1 1,89
5 0,454 2,840 83,6 0,29
6 0,683 4,271 86,6 0,53
7 0,804 5,027 83,6 1,54
8 0,425 2,658 84,3 1,47
9 0,355 2,222 85,9 0,79
10 0,036 0,226 90,1 0,25
11 0,067 0,418 91,5 0,34
12 0,345 2,157 90,0 0,31
13 0,127 0,796 83,1 0,70
14 0,054 0,336 88,7 0,18
15 0,063 0,395 83,6 0,23
16 0,059 0,366 88,3 0,43
17 0,043 0,268 83,6 0,41
18 0,022 0,136 80,8 0,13
19 0,036 0,222 65,6 0,77
20* 0,045/0,009 0,282/0,057 18,3

* Osamrzemi i proteinmalingu. Par sem ACE hindrun var <50% var proteinmaeling ekki endurtekin.

3.5. Capillary electrophoresis

bettirnir 20 voru greindir 4 CE taki vid 214 nm (mynd 25), 195 nm (mynd 26) og 280
nm (mynd 27). Ekki er greinanleg bein tenging & milli ACE virkni og fj6lda toppa & CE
grofum. Ahugavert er ad bera saman CE mealingu vid 280 nm og nidurstodur gelsiunar
(mynd 21). Einungis greindust toppar vid CE vid 280 nm par sem styrkur var hastur a4
mynd 21. [ nastu tilraunum er pvi radlagt ad einangra syni vid adra bylgjulengd en hér

var notuo.

Frekari greining 4 synum, t.d. med pvi ad safna af CE teki og ad ACE greina toppa, er

azetlud sem naestu skref.
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Mynd 24. Capillary Electrophoresis greining & pattum 1 til 20 vid 214 nm.
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4. Alyktanir
Vel gekk ad setja upp tekjabinad og adferdir. Siur og stlur voru settar upp til ad
einangra hydrolysot nidur i patti. ACE virkni i pattum var greind asamt melingum a

proteinmagni og greining med Capillary Electrophoresis (CE).
Ekki reyndist vera samhengi 4 milli stadsetningu af sulu og ACE virkni. Hins vegar var
virkni mjog misjofn i toppunum. Pettirnir voru greindir & CE taki. Ekki er greinanleg

bein tenging & milli ACE virkni og fj6lda toppa & CE gréfum.

Nestu skref eru ad greina pattina enn frekar nidur dsamt pvi ad endurtaka tilraunina og

safna af silum vid adra bylgjulengd en notud var i pessari tilraun.
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