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Agrip | pessari samantekt er fjallad um frum skilgreiningu & virkni og eiginleikum nystarlegs forms
trypsins ur Atlantshafsporskiadus morhua)sem nefnt hefur verid trypsin Y, og erfdataeknilega fram-
leidslu pess i gersveppnuPRichia pastoris Einnig er gerd grein fyrir framleidslu adur skilgreinds
porska trypsins | i bakteriunii. coli og samanburdi pess vié nattdrulegt form ensimsins. Trypsin Y,
asamt sjo sambaerilegum ensimum Ur fiskum, tilheyrir nyjum flokki trypsina sem vid héfum kosid ad
nefna flokk 11l og hefur pad nafn hlotid alpjédlega vidurkenningu. Ekkert ensim af flokki |1l hefur verid
einangrad a nattdrulegu formi Ur fiskunum sem pau finnast i heldur hafa pau eingéngu verid skilgreind
Ut fra cDNA rédum. Sérsteedir eiginleikar trypsins Y felast m.a. i breidvirkni ensimsins auk virkni vid
Gvenju lagt hitastig a bilinu 2-30C. bessir eiginleikar trypsins Y geetu reynst mikilvaegir i ionadi og

er ahugi a4 ad kanna notkunarmdoguleika ensimsins sidar. Ekki er vitad til pess ad adur hafi tekist ad
framleida kuldaadlogud proteinkljufandi ensim ur fiskum i érverum.

1. Inngangur kulda. Um 82% amindsyra pessara tveggja ensima
eru eins og samanburdur & sameindalikbnum peirra
bendir sterklega til ad prividdarbygging peirra sé
néanast st sama [10].

Kuldaadlogudu serin proteasarnir trypsin [1, 2]
chymotrypsin [3, 4], elastasi [5] og kollagenasi [6]
hafa verid einangradir, hreinsadir og skilgreindir
ur Atlantshafsporsk{Gadus morhua)bessi ensim Gen (cDNA) fyrir priti mismunandi afbrigai
eru medal annars notud til framleidslu bragf-)efnisfrypsina er nefnast I, X [11] og Y [12], voru
pykkna ur sjévar,a.furéum [7]svoogi hﬂéébura [S]einangrlla ur cDNA ,genasafni porskask,l]fa og
pa}nmg ad hagnyting peirra er pegar ordin ad Ven?aégreind. Samanburdur afleiddra aminésyrurada
Ie|ka.. o trypsina | og X syndi ad adeins 8 amindsyrur eru
Prjl nattdruleg afbrigdi trypsins (trypsin I, Il 09 mismunandi 4 milli peirra. Radgreining peptidbuta
II) hafa fundist i porski og er trypsin | i mestu hins nattirulega forms trypsins | sem adur var ein-
magni [1]. Auk pess hefur petta trypsin afbrigdiangrag ar porski [2], bendir til pess ad pad sé eins og
heestu hvotunargetuna (kcat/KM) en han er um 2Qi5naaa afbrigdi trypsins I. Trypsin Y er hins veg-
sinnum hzerri en hja sambeerilegum trypsinum Uy fraprugaia trypsinum | og X par sem samsvérun
spendyrum [1] og ensimid brytur audveldlega niduk amingsyrurédum peirra er adeins um 45%. Samt
protein & nattdrulegu formi [7]. Trypsin | er afar vid- sem aaur er trypsin Y likara trypsinum af flokki |
kveemt fyrir afmyndun med hita og sjalfmeltu [2]. o, nokkrum 68rum proteinum Ur hryggdyrum sem
Allir pessir sérsteedu eiginleikar trypsins | henta t-damingsyruradir peirra hafa verid bornar saman vid
vel pegar nota a préteinkljufandi ensim vio mat—[lz]. Trypsin Y myndar nyjan flokk trypsina, flokk
veelavinnslu. pbetta er m.a. vegna pess ad matvagli gsamt sjo sambaerilegum trypsinum Gr fiskum
eru oft framleidd vid lag hitastig til ad vidhalda [12 13]. Samanburdarrannséknir hafa synt ad inn-
geedum par sem hradi efnahvarfa og Orveruvoxty,ais eru aminésyruradir trypsina i flokki 11l um
eykst jafnan med haekkandi hitastigi. Pvi er kostur_7604 eins.
ad ensimin, sem nota a vid framleidsluna séu virk
vid lag hitastig og ad audvelt sé ad ovirkja pau ad Megin markmid rannséknanna sem hér eru
lokinni notkun. kynntar var ad skilgreina tjada form trypsins Y og
Trypsin ar porski [1] og laxi [9] eru deemigerd finna hentug tjaningarkerfi til framleidslu a pvi og
fyrir proteinkljafandi ensim sem hafa adlagast adrypsini |. Erfdateeknileg framleidsla porskaensim-
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anna opnar nyjar viddir i rannséknum og eykumd hér sé lyst adur oskilgreindum flokki trypsina ar

notkunarmdoguleika peirra. fiskum [13, 21].
. i Hvarfefnissérvirkni trypsina dar hryggdyrum
2. Serin proteasar sem teljast til flokks | eda II, er talin radast af

Trypsin, chymotrypsin, elastasi, brachyurin og fleirnokkrum vardveittum aminésyrum. bar ber fyrst
ensim eru hluti af vel skilgreindum flokki ensimaad telja amindsyruna Asp189 sem gegnir lykilhlut-
sem nefnist serin proteasar [14]. Trypsin tilheyrverki i trypsin sérvirkni asamt Tyrl72 [22]. Auk
ir S1 fjdlskyldu innan SA eettflokks serin préteasgpess gegna aminésyrurnar Gly216 og Gly226 mik-
[14] en pessi ensim gegna mikilveegu hlutverki vidlveegu hlutverkni i sérvirkni en paer er ad finna a
meltingu faedu i likamanum og vid stjérnun annarrgddrum bindisetsins [23, 24]. Vardveittar amindsyr-
lifefnafreedilegra ferla [15, 16]. Ennfremur gegnaur i yfirbordslykkjum hafa enn fremur ahrif a trypsin
trypsin mikilveegu hlutverki i fosturproska lifvera sérvirkni svo og aminésyran Serl90 sem stadsett
eins og t.d. fiska [17]. Ensimid gerir lirfum fiska er vid hlid Asp189 & botni bindisetsins [25, 26].
m.a. kleift ad brj6ta nidur fordaproétein i gulpokan-Ser190 myndar vetnistengi vid hvarfefni sem hafa
um (yolk sack) til orkumyndunar og/eda uppbygg-aminésyrurnar arginin og lysin i r6d sinni og studl-
ingar fruma. P& gegna trypsin einnig mikilveeguar pannig ad auknum tengslum vid hvarfefnid [26].
hlutverki vid virkjun forveraforms ymissa annarra Sameindir neer allra trypsina sem teljast til flokka |
ensima sem naudsynleg eru lifverum til vaxtar o@g Il innihalda aminésyruna Ser190 og 6 tvisulfid-
vidgangs [17]. Trypsin og 6nnur meltingarensimengi[13, 27].
eru framleidd & o6virku forveraformi. Pau eru sid-  Hin nylega skilgreindu trypsin af flokki IlI finn-
an virkjud pegar peirra er porf med pvi ad forradir dast oll i fiskum sem lifa vid mjog kaldar adstaed-
N-endum ensimanna eru klipptar fra fjolpeptidkedjur (0 °C) [13]. | dag eru atta trypsin af pessum
unni med proteinrofi [18]. flokki pekkt og er trypsin Y ar porski [12, 21] eitt
Serin préteasar hafa innbyrdis lika grunnbyggpeirra. bessi trypsin hafa flestar vardveittar aminé-
ingu, p.e. tvog-fleti sem tengdir eru saman medsyrur sem einkenna hryggdyratrypsin af flokki |
tveimur lykkjum oga-helix [19]. Amindsyrur sem og Il, s.s. Aspl89, Tyrl72, Gly216 og Gly226.
akvarda prividdarbyggingu ensimanna er adallegdins vegar hafa trypsin i flokki Il margar breyt-
ad finna & vatnsfeelnum sveedum sameindanna. Senfigar i bindipokanum fyrir hvarfefni eins og t.d.
proteasar eiga pad sameiginlegt ad notast vio eirGlul85Asp, Glyl87Ser, Lys188Arg, Serl90Ala,
virkjunarferli sem &kvardast af hvotunarprennunniGin192Asn og Gly197Ser. Mikilvaegasta breyting-
His57, Aspl02 og Serl195. Hvétunarprennan ein i pessum trypsinum geeti verid Ser190Ala par
stadsett & millig-flatanna tveggja dsamt amindsyr-sem aminésyran alanin myndar ekki vetnistengi
um i bindiseti fyrir hvarfefni. Hvarfefnissérheaefni vid hvarfefni sem innihalda arginin og lysin &
serin proteasa akvardast sidan ad miklu leyti essama hatt og aminésyran serin. bvi er liklegt ad
amindsyrunum sem sitja & botni og i hlidum bindi-tengingin & milli ensims og hvarfefnis i trypsin-
setsins. Logun bindisetsins er mismunandi & millum af flokki Il verdi lausari vid breytinguna
serin préteasa. [ trypsinum er han t.d. djip og ihvolSer190Ala. betta gaeti skyrt hid sérstaeda tviedli
med amindsyruna Aspl89 stadsetta & botninuni.hverfefnissérhaefni trypsins Y en ensimid hef-
Aminosyrur sem stadsettar eru i yfirbordslykkjumur baedi trypsin og chymotrypsin virkni [21]. Slik
ensimanna hafa einnig ahrif & hvarfefnissérvirkntviedlisvirkni er pekkt hja skyldum flokki serin
ina auk annarra vardveittra aminésyra i sameindumpréteasa sem nefnist brachyurin [28] en trypsin af

um [19]. flokki Il virdast ekki hafa énnur einkenni brac-
. hyurina. Vardveittar amindsyrur i atta pekktum yf-
3. Flokkar trypsina irbordslykkjum trypsina af flokki | [23] eru einnig

Trypsinum ar hryggdyrum hefur til skamms timamjog frabrugdnar i flokki 11l [13, 21] par sem yfir-
verid skipt upp i tvo flokka, katjoniskan og anjon-bordslykkjur trypsina i flokki Ill innihalda t.d. fleiri
iskan. Nylega var 6nnur flokkun 16gé til, sem bygg-vatsnfaelnar aminésyrur. Trypsin Y er eina trypsinid
ir & amindsyru samsetningu ensimanna. Pessi nyg flokki 1l sem hefur eingéngu 5 tvisUlfid tengi i
flokkun skiptir trypsinum i tvo flokka, | og Il, Ut frA byggingu sinni [12, 13].

samsvorun i amindsyrurédum [20]. Arid 1999 baett- ]

ist vid nyr flokkur trypsina, flokkur 111, sem byggir &4 4. Kuldaadlogud ensim

rannsoknum a trypsini Y Ur Atlantshafsporski [12]Flestir kuldaadlagadir serin proteasar hafa verid ein-
og er nafnid padan komid. bessi flokkur hefur pegaangradir Ur fiskum [1, 29-31] og 6rverum [32—34]
hlotid alpjédlega vidurkenningu og synt hefur veridsem lifa vid lagt umhverfishitastig. Megin einkenni
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kuldaadlagadra ensima er ad pau hafa haerri hvot-  (a) (B)

unargetu (catalytic efficiency) og minna hitapol en

sambeerileg ensim r spendyrum eins og t.d. naut- kpa 1 2 kba 1 2 3
um og svinum [35-37]. Kuldaadlgua préteinkljaf- 79 B & P

andi ensim eru viokveemari fyrir sjalfmeltu [2] en 505 NS B ol o
sambeerileg ensim ar spendyrum og eru almennttal- ., °= -

in hafa meiri sveigjanleika i byggingu sinni [36]. A . 31—
undanférnum &rum hefur verid synt fram 4 ad adlog- 271 =

un ensima ad kulda er mun fléknari en &dur var talid Bl 26

par sem ad ensimin virdast hafa adlagast & mismun- 5 st

andi hétt [28, 36, 38]. imynd ensima ar spendyrum
hefur skadast & undanférnum arum m.a. vegna sjuk-
domsvaldandi 6rvera sem borist hafa ar spendyra-
afurdum | menn €ins og t.ﬁalmqnella typh_lmurl- Mynd 1. SDS-PAGE gel litad med Sypro Red (hluti A)
umog E,SChe”S,Ch'a colD157. bvi hefur or6|,6 Va,rt og greint med Western blotti og anti-Myc métefni (hluti
aukms ahuga a notkun kuldaadlagadra ensima | |6g). Mynd 1A synir 6hreinsad trypsin Y frumufiot (ras
adi. Auk pess henta kuldaadlégud ensim einkar val) og vismisunarsyni (ras 2). Mynd 1B synir 6hreinsad
i margs konar idnad vegna harrar virkni peirra ogrypsin Y frumufiot (ras 1), hreinsad trypsin Y frumuflot
getu til ad starfa vid lag hitastig. (ras 2) og vidmidunarsyni (ras 3). Orvar benda a trypsin
Y prétein bondin.

20

5. Rannsoknir & porskatrypsin
Arid 2002 birtist grein i alpjodlega visindaritinu

Proteins [13] um trypsin af flokki lIl. i henni er . e . . P

pvi haldid fram ad pessi trypsin séu hugsanlega oflgr:]};p;',nniﬁuprﬁe;rgél\éarréeskgl greinanlegt i viomio-

kuldaadlogud ensim sem starfi vid kaldari adsteedur y ,( Y . ,).' , .
Rannsdknirnar & trypsini Y syndu ad ensimio

en adur hefur pekkst i lifverum. betta er i grundvall- . .
ar atridum sama kenning og vié hofdum adur halghefur beedi trypsin (Suc-Ala-Ala-Pro-Arg-pNA) og

id fram um trypsin Y ar porski [12]. borskatrypsin chymotrypsin (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA) virkni

Y er eina trypsinid af flokki 1ll sem tjad hefur ver- gagnvart tllbrun.um hva}rfefnum ens og sest a

i i drverum og einangrad [21] og eru niéurstbéurmynd 2. Ensimid reyndist hafa haerri chymotrypsin

okkar pvi einu lifefnafraedilegu upplysingarnar sem

til eru um bgnnan sérsta_eéa flokk_ trypsina en adur g sinnm

hoféu pau eingdngu verid skilgreind at frA cDNA

rédum [13]. 4
Trypsin Y var framleitt med allri forr6d ensims-

ins i Pichia pastoristjaningarkerfinu. Trypsin Y 3

asamt forréd var framleitt med og an HisMyc radar

sem hengd var a C-enda proéteinsins. HisMyc r66-

in veitir moguleika & ad greina proteinid med anti-

myc métefni. Mynd 1A synir Sypro Red litad SDS-

PAGE gel af floti fruma sem notadar voru til ad

tja trypsin Y ensimio og kemur préteinio fram sem

27 kDa band (ras 1) eins og 6rin & myndinni visar ' '

til. [ ras 2 (mynd 1A) er vidmidunarsyni en pad er 0 100 0 300

flot af frumum sem innihalda tjaningarvektorinn an Timi[min]

trypsin Y innskots. Greinilega sést a myndinni ad 27

kDa proteinid er ekki framleitt i vidmidunarsyninu. Mynd 2. Trypsinvirkni  (Suc-Ala-Ala-Pro-ArgsNA)

Mynd 1B synir Western blott af trypsin Y ensim-09  chymotrypsinvirkni  (Suc-Ala-Ala-Pr-PheNA)

inu med aféstum HisMyc enda sem beetir u.p.b. Fypsins Y meeld gagnvart tilbunum hvarfefnum fyrir

kDa vid préteinido pannig ad pad kemur fram senfrypsin- (Stjo,m.ur) o9 Chym,OtrypS'n V,'rkn' (ferningar).

30 kDa band & geli. i ras 1 (mynd 1B) er éhreinsaéllamlau.narsym var meelt a sama hatt o9 hefur bak-

trypsin Y frumuflot og 1 ras 2 er samskonar frunm_grunnswrknl pess verid dregin fra gildunum & myndinni.

flot sem heinsad var a Q-Sepharésa jénaskiptasilu

0g 4-Phenylbatylamin chymotrypsin sérvirkri sulu.

[

—— Trypsin wirkni

—a— Chymatrypsin virk.ni
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(A Vid meelingar a hitastigsstdédugleika trypsins Y
par sem virkni ensimsins gagnvart tilbinum trypsin

og chymotrypsin hvarfefnum var maeld vid mismun-

andi hitastig a bilinu 2-37C kom i ljés ad ensimid

Virkni Trypsin virkri k °
[L¥mL] ARSI er virkt vio 2°C (mynd 3A og B).
—ai— Trypsin'y
005 —8— [PICZah,
aoo4 GV
o003 e —
nonz 4 05 { tozs
0,001 e o T® |
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0 <02 Lo
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kDa -
: P 79
Wirk.ni Chymotnypsin wrk.ni n I
UimL] -—— «—trypsin |
i Tr Si’l'll'l" 33 N e — 39 kDa
017 " u = - - Trypsin |
- —— PICZad, 24 -
D06 - - "
104 - 2 3 4 5 6 7 8 910
0oz
0 - Mynd 4. A. Losunarferill j4ds og virkjads trypsins | gf
0 n 0 an 40 Aminébenzamidin sulu par sem gleypni var maeld vid 280

Hitastig [1C] nm (ferningar) og virkni var maeld vid 410 nm gagnvart
tilbana hvarfefninu N-CBZ-Gly-Pro-Arg-pNA (tiglar).

Mynd 3. Trypsinvirkni (Suc-Ala-Ala-Pro-ArgpNA)  B. Western blott greining sem synir tjdda og virkjada
(hluti A, prihyrningar) og chymotrypsinvirkni (Suc-Ala- formtrypsins I en pad var hreinsag-sAminobenzamidin
Ala-Pr-PhepNA) (hluti B, prihyrningar) trypsins Y meeld sUlu (rasir 6, 7, 8 og 9) og natturulega afbrigdi ensimsins
gagnvart tilbinum hvarfefnum & hitastigsbilinu 2-3z. ~ (rés 10) til vidmidunar. Rasir 2-3 syna ProBond hreinsud
Til vidmidunar er flot af frumum sem innihalda pPICZaA 0medhdndlud trypsin | syni en rasir 3-4 syna sambeerileg
tjéningarvektorinn an trypsinogens Y innskots (h|u’[ar AﬂOt sem medhondlud voru med orlitlu magni af nattdru-
og B, ferningar). legu trypsini .

Ensimvirknin jokst med vaxandi hitastigi upp i
en trypsin virkni sem kemur verulega & 6vart21°C parsem hamarksvirknivar nad en ensimid var
Astaedan gaeti p6 verid st ad akvedin aminosyrilgerlega ovirkt vid 37 C. Nidurstédurnar benda til
svaedi sem talin eru gegna mikilveegu hlutverki P€ss ad trypsinY se lagad ad mjog lagu hitastigi par
hvarfefnissérhaefni trypsina af flokki | eru frabruga-sem pad er virkt vid 2C. A3 auki synir ensimid
in i trypsini Y [12, 13, 21, 24]. | pessu sambandiVirkni & prengra hitastigsbili en t.d. porskatrypsin |
er Ser190Ala breytingin sérlega ahugaverd par sefd]-
synt hefur verid ad Ser190 i trypsinum af flokki I, L o
tengist lysin og arginin aminésyrum  trypsin hvarf8: Rannsoknir a porskatrypsini |
efnum. bvi ma e.t.v. baast vid pvi ad trypsin YRannsoknir Bjarna Asgeirssonar og Jons Braga
sameindin, sem inniheldur Ala i stédu 190, tengisBjarnasonar [1] & Raunvisindastofnun Haskoélans
trypsin hvarfefnum ekki jafn sterkum béndum. syndu ad trypsin | er kuldaadlagad ensim, sem hef-
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ur um 20 sinnum heerri hvétunargetu (kcat/KM) en (A)
sambeerileg ensim dr spendyrum. Genid (cDNA)

fyrir forveraform trypsins | Gr porski hefur verid

einangrad [11] og nylega tékst ad framleida ensim-

id i E.coli His-Patch ThioFusion tjaningarkerfinu mA (280 nm)
[39]. Trypsin | geninu var komid fyrir i pThioHis i con B (5 L
genaferju & pann héatt ad butur er svarar til HP-
thioredoxin préteins, og var hluti ferjunnar, var = 08 T =
tengdur vid 5’enda trypsin | gensins. Vid tjaninguna 5 g | i B
myndast samrunaprotein a milli HP-thioredoxins og = +6o0 2
trypsins I. Tilgangurinn med pessari tengingu er 3 “* ] Lao E
beedi s& ad auka leysni tjadu afurdarinnar med HP- E a2 L T
thioredoxini en pessi hluti samrunaproteinsins er r: - "-:——-J . &
einnig motefnavaki pannig ad unnt er ad greina pad G s RS A En e A
med anti-thio motefni. bPessir paettir skiptu skop- :
. . . P K mimmal imL)
um vid framleidslu og greiningu & tjada formi
trypsins I. HP-thioredoxin hluti samrunapréteins- B)
ins binst einnig ProBond malmbindi suluefni, sem
audveldadi hreinsun trypsins ar frumufloti. Virki
hluti trypsins | var sidan klipptur fra HP-thioredoxin i T
samrunaproteininu med orlitlu magni af nattdrulegu  — + &0
gy . P X , E 30 —

porskatrypsini. Virkjada ensimid var hreinsaf-a = f ot
aminébenzamidin stlu sem er sértaek fyrir trypsin.  #  =0 | n

Mynd 4A synir losunarferil ensimsins af sdlunni  Z T 40 E
par sem gleypnin var maeld vid 280 nm (ferningar) & ¥ - » [, +m®
og virknin gagnvart tilbana trypsin hvarfefnin- o It P A | A

CBZ-Gly-Pro-ArgoNA var maeld vid 410 nm (tigl-

ar). Virkjunarskrefid reyndist vera mjég vandasamt

og kraf8ist mikillar nakveemni vegna vidkveemni naTA ity

ensimsins fyrir 6virkjun med sjalfmeltu og hita.

Samanburdur a tjada og virkjada trypsin | ensimind!ynd S. Losunarferill fjads og virkjads trypsins | a

og nétttrulega formi pess 4 Western blotti, par SeMonoQ sUlu (h|utI’A) _sanjar?.boné ,Vla Iosu_narferll natt-

notud voru fjélstofna moétefni gegn néattdrulega af—UIrUIega forms ensimsins & somu sulu (hluti B).

brigdi trypsins | til greininga, syndi ad préteinbénd-

in koma fram & sama stad (mynd 4B). Rasir 6-9 a

mynd 4B syna tjada og virkjada afbrigdi trypsins Igreiningu. Samanburdur hennar vid afleidda amino-

en ras 10 synir nattirulega form pess. Sambeerilegyruréd klbnada afbrigdis trypsins |, sem akvoro-

magn af nattdrulegu formi trypsins | og notad var tilud var med radgreiningu & klénudu cDNAI, syndi

ao virkja tjada afbrigdi ensimsins kom ekki fram iad radirnar eru eins. pvi eru yfirgneefandi likur &

Western blott greiningum. Slik vidmidunarsyni voruad klénada afbrigdi trypsins | og néattarulega formid

Gtbuin i 6llum tilraunum sem framkvaemdar voru &einangrad Ur porski séu eitt og sama ensimid.

tjaodu og virkjudu trypsini | og meelinidurstodur leid-

réttar mea tilliti til bakgrunnsvirkni. i rasum 2 og 3 7- Lokaord

a mynd 4B eru trypsins | syni sem hreinsud vorulekist hefur ad framleida porskatrypsin | og Y i

a ProBond sulu og i rdsum 4 og 5 eru sambeerilegakteriunnikE. coli og gersveppnuriichia pastor-

ProBond hreinsud syni sem medhdndlud voru m e&. Greint er fra sérstaeedum eiginleikum klénads

orlitlu magni af nattarulegu trypsin 1. og tjads forms trypsins Y sem medal annars fel-
Vid hreinsun tjada og virkjada afbrigdis trypsinsast i breidvirkni ensimsins auk virkni vid 6venju

| og nattarulega forms pess a MonoQ sulum (myndlagt hitastig (2°C) og & hitastigsbilinu 2-30C.

ir 5A og B) kom i ljés ad losunarferlar peirra voru bessir eiginleikar trypsins Y geetu reynst mikilveeg-

eins. Nidurstddur ofangreindra rannsékna bendi i idnadi og er &hugi & ad kanna notkunarmégu-

sterklega til pess ad um sama trypsinform sé al&ika ensimsins sidar. Trypsin Y dsamt sj0 sam-
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