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Agrip

— Fjallad er um grundvoll sameindakennsla og hagnytingu pekkingar 4 peim til ymissa verka,

einkum gripgreiningar. Greint er frd upphafi gripgreiningatekninnar og préun griphépa, einkum med tilliti
til notkunar sameindalikana. Loks er greint frd nokkrum demum um smidi og préun griphdpa sem byggdir

eru 4 efnafredi priklérépriazins.

1. Inngangur

Med sameindakennslum (e. molecular recognition)
er att vid sértek tengsl milli tveggja eda fleiri sam-
einda byggd 4 6samgildum tengjum, p.e. vetnistengj-
um, girdandi tengjum mdlma, vatnsfelnum tengjum,
van der Waals tengjum, T—n—verkunum og rafstodu-
hrifum.

Einfalt likan af sameindakennslum er ad finna {
kristallabyggingu sambands pripeptidsins L-Lys-D-
Ala-D-Ala, sem er forstig frumuveggja bakteria, og
fikalyfsins vancomysins (mynd 1). Efnin tengjast
med fimm vetnistengjum. Fuikalyfid hindrar mynd-
un frumuveggjar en ekki med pvi ad hindra virkni
ensimsins sem notar pripeptidid sem hvarfefni vid
byggingu frumuveggjarins heldur med pvi ad binda
hvarfefnid og koma 1 veg fyrir ad pad nytist sem
byggingarefni [1]. Slikt tengi byggist 4 pvi ad hop-
ar sem tengjast standast 4 og hefilegt bil er 4 milli
peirra. Styrkur slikra tengja felst {1 pvi ad pd ad
hvert tengi (i pessu tilviki vetnistengi) sé tiltolu-
lega veikt (t.d. midad vid samgild efnatengi) vinna
vetnistengin fimm saman og mynda sterka heild-
arbindingu. Fullyrda ma ad ekkert { lifrikinu hafi
jafn mikid grundvallarmikilvaegi og sameindakennsl.
Allir atburdir { 1ifi frumu byggjast 4 pvi ad sam-
eind tengist einni eda fleiri sameindum { stuttan
eda langan tima eftir atvikum. Negir ad benda 4
eftirfarandi sameindapdr: DNA-DNA, DNA-RNA,
DNA-prétein, RNA-prétein, RNA-ribésém, prétein-
prétein, ensim-hvarfefni, ensim-ahrifsefni, métefni-

motefnisvaki, sykurefni-lektin. Pannig metti dfram
telja. Oll slik tengsl milli sameinda byggjast 4 veik-
um 6samgildum tengjum.

Longum var litid 4 tengingar lifsameinda med lik-
ingu vid tengsl lykils vid skrd, p.e. statiska tengingu
likt og pegar tveir hlutar pusluspils falla saman. En
I6ngu er 1j6st ad slik syn segir ekki alla soguna. Fyrst
var ny syn 4 tengingu ensims og hvarfefnis sett fram
i hugmyndinni um “induced fit“ par sem gert var rad
fyrir ad um leid og hvarfefni binst ensimi geti 16gun
ensimsameindarinnar breyst og lagad sig ad hvarfefn-
inu [2]. Breytingar 4 16gun préteinsameinda af pess-
um toga eru nu vel pekktar og eiga sér stad vida.

A sidustu drum hefur athygli manna beinst mjog
ad tengingu og tengimoguleikum préteina { lifandi
frumum. Er reynt ad kortleggja sem nakvemast alla
moguleika préteina til tenginga vid onnur prétein og

Mynd 1. Kristallabygging bripeptidsins L-Lys-D-Ala-D-
Ala{tengslum vi0 fikalyfid vancomycin. Tengingin byggist
4 fimm vetnistengjum.
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greina pau mynstur sem fram koma vid pad. Pessi
nyja dhersla 4 tengsl sameinda hefur verid kollud
“interactomics®™ og batist 1 stéran hép dherslusvida
sem sameinast um vidskeytid -omics* (genomics,
proteomics, metabolomics etc.) [3].

2. Hagnyting sameindakennsla

Fjoldamargar adferdir sem notadar hafa verid um éra-
bil { lifefnafradi og skyldum greinum byggja beinlin-
is 4 sameindakennslum. Neagir ad nefna 6rfa demi:
Ensim, sem hvetja nar 6ll efnahvorf 1 lifandi verum
byggja starf sitt 4 pvi ad pau bera kennsl 4 og tengj-
ast vidkomandi hvarfefnum med sérhaefdum hetti.
Efnagreining med adstod ensima er mikilvaegur patt-
ur { lifefnagreiningu, medal annars { tengslum vid
sjukdémsgreiningar. Métefni tengjast métefnavokum
4 grundvelli sameindakennsla og pau eru 4reidanlega
sérhaefdustu efnagreiningarteki sem vol er 4 pegar um
flokin lifefni er ad reda. Genatekni byggir ad veru-
legu leyti 4 adferdum sem stydjast vid kjarnsyrupor-
un sem er ein birtingarmynd sameindakennsla, og
ma nefna margskonar greiningu erfdaefnis med kjarn-
syrupreifurum sem demi. Pannig metti lengi telja.
I pessari grein verdur sjénum beint ad affinity-taekni
sem nefnd hefur verid gripgreining og einkum ad ad-
ferdum sem nota ma til ad hanna og sérsmida efna-
fredileg tol sem byggjast 4 sameindakennslum.

3. Upphaf gripgreiningar

Venjulega er visad til greinar peirra Cuatrecasas,
Wilchek og Anfinsen frd 1968 [4] sem upphafs grip-
greiningar og fyrstu notkunar nafnsins affinity chrom-
atography. Raunar mé finna orfaar greinar um fyrri
tilraunir 1 somu veru fra 1953 og 1964-6 [5-7]. En
fljétlega téku margir rannséknahépar upp tilraunir
med gripgreiningu og préudu hana 4 ymsa vegu. Par
voru framarlega Meir Wilchek 1 Israel (sem dsamt
00rum préadi ymis afbrigdi af gripgreiningu auk pess
sem hann var upphafsmadur skyldra teknisvida eins
og affinity labeling, affinity therapy og notkun avidin-
biotin tengingar { lifefnataekni) [8] og Chris Lowe og
Peter Dean 1 Bretlandi [9]. Segja ma ad almennt séu
par adferdir og si ndlgun sem fyrst birtast { gripgrein-
ingu og 4 6drum svidum kyrrsettra lifefna fyrirrenn-
arar flestra nitimateknibragda { lifefnafredi, par med
talid lifefnanema (biosensors), kjarnsyrutekni, efna-
melinga med adstod métefna 4 fostum fasa (ELISA og
skyldar adferdir) og orfylkja (microarrays) og notkun
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peirra vid sjukdémsgreiningar, rannséknir 4 samspili
préteinsameinda og lyfjapréfanir [8].

[ algengasta formi gripgreiningar er griphépur
(affinity ligand) kyrrsettur 4 Oleysanlegt burdarefni
sem pakkad er { silu sem notud er 4 svipadan hétt og
venjuleg krématoégrafiusila. Munurinn liggur fyrst og
fremst 1 pvi ad 1 stad tiltolulega sértekra hrifa (jona-
skipti, vatnsfelin hrif) sem rdda tengingu og mis-
munalosun { krématégrafiusilum koma sértek hrif
milli griphdps og vidkomandi préteins.

b6 ad fyrstu griphdparnir sem notadir voru veru
flestir byggdir {1 likingu vid hvarfefni, hindra eda
kéensim og pvi oft einfaldir ad gerd voru marg-
ir peirra bysna notadrjigir. Demi um slikan hép er
benzamidin, sameind sem ber giianidindéhép og lik-
ist pvi hlidarkedju amindsyrunnar arginins. Ensimid
trypsin klippir peptidkedjur naest vid arginin- eda
lysinleifar med pvi ad bindast hvarfefninu fyrst um
basiska hlidarkedju arginins eda lysins. Med sama
heatti binst ensimid kyrrsettu bensamidini, en skyld
ensim eins og chymotrypsin, sem hefur annars kon-
ar bindiset og klippir prétein 4 6drum stodum binst
ekki. Bensamidin griphépurinn nytist pvi til ad greina
sundur tvé naudalik prétein, sem annars yrou ekki
svo audveldlega adgreind. Annars konar griphdpar
voru sidan reyndir fyrir 6nnur prétein med oft dget-
um drangri, t.d. lektin, métefni og Onnur sérhaefd
bindiprétein. Steerri sameindir 4 bord vid prétein hafa
p6 vissa 6kosti, einkum hvad vardar stodugleika vid
langa notkun og pol gagnvart hreinsun og s&fingu.

4. Gripgreining i lifefnavinnslu

Med tilkomu lifefnaidnadar vard hreinvinnsla lifefna
i stérum stil mikilveeg, ekki sist eftir ad farid var
ad framleida prétein til lekninga 1 erfdabreyttum lif-
verum. I slikri framleidslu er af hagkvaemnidstzd-
um mikilvegt ad hreinvinnsluferlid sé samsett af
sem faestum vinnsluskrefum (unit operations). Pvi
ma nd fram med pvi ad auka sértekni hvers skrefs.
Gripgreining er edlilega mjog sértek og pvi notud
mjog vida { lifefnavinnslu. Sé ekki tiltekur heppileg-
ur griphépur er stundum farin st leid med arfbreytt
prétein ad tengja vid genid kjarnsyrurdd sem tjdir
heppilegt gripsvedi (affinity tag). Hin arfbreytta lif-
vera tjdir pa samsett (chimeric) prétein og er vidbot-
arsvedid notad til ad veida préteinid sem sost er eft-
ir. T idnadaframleidslu er p6 oft 6askilegt ad breyta
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Mynd 2. Cibachron Blue bundid 4 burdarefni.

N

préteininu med pessum hetti pvi breytingin getur
truflad edlilega starfsemi pess.

5. Litunarefni i gripgreiningu

Litunarefni byggd 4 efnafredi priklérépriazins (cy-
anuric chloride) voru tekin i notkun i textilidnadi a
sjotta dratugnum, einkum undir n6fnunum Procion og
Cibachron. Kostir pessara litunarefna byggdust 4 pvi
ad pau bundust vefpradum, til demis bémullarprad-
um (sellulésa) samgildum tengjum og voru pvi fast-
ari en eldri litunarefni sem bundust vefpradunum ein-
ungis med 4sogi. Efnafredi priazins gerdi pad aud-
velt ad tengja grunnsameindina ymiss konar aréma-
tiskum og oft fjolhringja hépum sem voru mjog fjol-
breyttir ad lit. Med tilkomu sundurgreiningar préteina
i hlaupsfunarsilum 4 sjounda dratugnum var farid ad
nota dextran med hdan mdlmassa og litad med litun-
arefninu Cibachron Blue (mynd 2) sem sporefni til
ad syna feril sameinda gegnum sdlur og mala tdma-
rammal (void volume) peirra. Pad vakti toluverda at-
hygli pegar { 1j6s kom ad kinasar (kinases), ensim
sem hvetja flutning fosfathops fra ATP 4 hvarfefni,
bundust bldu dextrani med nokkud sérhaefdum heatti
[10,11]. Petta leiddi til pess ad farid var ad kanna 6nn-
ur litunarefni med tilliti til hefni peirra til ad bind-
ast préteinum pannnig ad pau nyttust sem griphdpar
og leiddi til pess sem nefnt er dye affinity chroma-
tography [12]. T morgum tilvikum er talid ad litunar-
efnin tengist ensimum um bindiset fyrir kéensim eins
og ATP eda NADH enda likindi med byggingu sumra
litunarefna og pessara kéensima. b6 er petta ekki al-
gilt og vard smam saman ljést ad griphépur purfti
ekki naudsynlega ad vera af nattdrulegum toga eda ad
tengjast proteini um nattdrulegt bindiset, svo framar-
lega sem sameindakennslin voru negilega sértek og
bindifastinn var af hafilegri sterd. Pad leiddi til pess
ad farid var ad leita leida til ad smida frd grunni grip-
hépa med @skilegum eiginleikum.
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Mynd 3. Priklérépriazin eda cyanuric cloride. Tengja ma
primer eda sekiinder amin vid hringinn med skiptihvorfum

par sem farhépurinn er klérjén. Amin hvarfast vid fyrstu
stodu vid um 0°C, vid adra um 30°C og vid pridju um 80°C.
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6. ZEskilegir eiginleikar gripefna

Til ad vera heft til notkunar { gripgreiningu er gagn-
legt ad gripefnid, p.e. burdarefni dsamt griphdpi,
fullneegi vissum skilyrdum hvad vardar eiginleika:
Burdarefnid parf ad vara éleysid, audpakkad { stlu,
6dyrt og efnafredilega og mekaniskt stodugt. Ymis
efni hafa verid notud. Algengar eru ymiss konar syk-
urefnafjollidur eins og agardsi og selluldsi, en einnig
manngerdar fjollidur eins og akrylfjollidur og styren-
fjollidur, kornad gler og fleira. Badi burdarefni og
griph6pur purfa ad pola paer adstedur sem rikja 1
hreinvinnslu idnadarpréteina og préteina til lekn-
inga, par 4 medal hreinsunar- og s@fingaradstedur, en
oft eru notadar sterkar ldtarlausnir til pessara hluta.
Griphdpurinn verdur ad vera fast bundinn svo hann
ekki losni af burdarefninu og mengi préteinid sem
verid er ad hreinvinna. Bindirymd (capacity) gripefn-
isins parf ad vera nagileg, og parf helst ad malast 1
tugum milligramma préteins 4 hvern millilitra stdlu-
efnis en til pess parf ad vera hagt ad kyrrsetja grip-
hépa med nzgilegri péttni 4 burdarefnid. Bindifesta
parf ad vera af hafilegri steerd til ad préteinid bind-
ist semilega fast en sé jafnframt audlosad fra burdar-
efninu, Heefilegur bindifasti, maeldur fyrir kyrrsettan
griphép, er 4 bilinu 103-108 1 mol~!. Allt ferlid parf
ad vera hagkvemt og audvelt og hegt ad skala pad
upp 1 idnadarframleidslu.

7. Efnafrzedi priazins og griphopasmio a
fostum fasa

[ kjolfar pess ad priazinlitarefni reyndust gagnlegir
griphépar fylgdu tilraunir til ad endurbata slika hépa
og mynda nyja 4 grundvelli pekkingar 4 bindistodum
4 préteinum. Efnafraedi priazins hentar vel til pess ad
tengja saman mismunandi virka hépa. A mynd 3 ma
sja priklérépriazinsameindina eda cyanuric chloride.
betta er sex atoma arématisk heterésyklisk sameind
gerd af prem kolefnisatémum og prem nituratomum.
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Mynd 4. Smidi priazingriphdpa 4 fostum fasa. Agardsa-
burdarefni hvarfast vid epikléréhydrin og myndar epoxid
sem vid hvorf med ammoniaki myndar frjdlsan aminé-
hop. Prikl6ropriazin hvarfast vid aminéhépinn vid 0°C. Tvo
amin eru sidan l4tin hvarfast vid priazinhringinn, pad fyrra
vid um 30°C en hid sidara vid um 80°C. Med kerfisbundnu
vali Ur safni amina m4 f4 fram safn gripefna, t.d. 100 mis-
munandi griphépa med 10 mismunandi aminum.

Klératém er tengt vid hvert kolefnisatém og par ligg-
ur hvarfgirni sameindarinnar, m.a. gagnvart aminum.
Tengja ma primer ada sekinder amin vid hringinn
med skiptihvorfum par sem farhépurinn er klérjon.
Amin hvarfast vid fyrstu stodu vid um 0°C, vid adra
um 30°C og vid pridju um 80°C. Pessi mismunandi
hvarfgirni gerir kleift ad rada aminsambondum inn 4
priazinhringinn ndnast ad vild og skapa pannig sam-
eindir med fjolbreytilega byggingu, svipadar litunar-
efnunum en valdar med tilliti til bindihefni frekar
en litar. Slikar sameindir geta pvi borid margvislega
virka hépa { mismunandi afst6du til hvers annars.
Heppilegast er ad smida slika h6pa 4 fostum fasa
pvi pad audveldar og flytir fyrir adgreiningu milli-
stigsefna. Einfalt er ad lata eitt efni hvarfast 4 fostu
yfirbordi, skola sidan umframhvarfefnum burt { sfu og
lata naesta efni hvarfast og pannig koll af kolli. Mynd
4 synir hvernig griphopur er byggdur upp 4 agardsa-
burdarefni. Ndnari skyringar eru { myndatexta.

8. Notkun sameindalikana vid hénnun
griphépa

bar miklu upplysingar um byggingu fjolmargra
préteina sem nd eru adgengilegar frd Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) eru
undirstada pess ad haegt er ad skoda einstok prétein og
finna 4 peim hugsanlega bindistadi. Bankinn geym-
ir upplysingar um prividdarhnit einstakra atéma {
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préteinsameindum, byggdar 4 rannséknum 4 prot-
einkristollum med rontgengeislagreiningu. Med sér-
stokum forritum (molecular graphics) er unnt ad
draga upp prividdarlikan af vidkomandi préteinsam-
eind, skoda einstaka mogulega bindistadi 4 préteininu
og mata vid hugsanlega griphépa (docking). Svipud
adferdafraedi hefur verid notud vid honnun lyfja (til
demis hindra fyrir tiltekin ensim) og er meginmun-
urinn sd ad vid lyfjahonnun er gerd krafa um meiri
bindifestu en @skileg er fyrir griphdpa. Lyf parf ad
bindast vidfangspréteini fastar og varanlegar en grip-
hépur sem parf ad vera haegt ad losa fra préteininu
med mildum adferdum. I lyfjaidnadi hafa miklar vonir
verid bundnar vid uppgétvun nyrra lyfja med slembi-
efnasmid (combinatorial chemistry) par sem tiltdlu-
lega fa hvarfefni eru samtengd med mismunandi heetti
til ad fa fram pusundir nyrra efna til virknipréfunar.

Fyrsta stig { svokalladri litherminni (biomimetic)
smidi griph6pa 4 grunni priazins felst { pvi ad kanna
prividdarlikan préteinsins. Ef til er likan af préteininu
i tengslum vid annad prétein eda bindihép, hvarfefni,
hindra eda &dhrifsefni (allosteric effector) getur pad
audveldad verkid mjog pvi ad pa er unnt ad herma eft-
ir néttirulegum sameindakennslum med einhverjum
haetti. AJ 6drum kosti verdur ad stydjast vid frjalsa
honnun griphéps byggda 4 pekkingu honnudar 4 pvi
hvernig sameindakenns] eru { nattdrunni. f badum til-
vikum ma hafa not af préfunarforritum (docking) til
ad madta griphdpa vid préteinid og meta bindigetu og
bindifestu. I peim demum sem lyst verdur hér 4 eft-
ir er um ad ra&da peptidahermun (peptidomimetics)
par sem griphdpar eru smidadir sem likja eftir til-
teknu peptidi sem tekur patt { sameindakennslum milli
tveggja préteina.

A0 lokinni frumhonnun griphéps er hann dsamt
ymsum tilbrigdum vid hann smidadur med slembiad-
ferd 4 agarésaburdarefni. Litid slembisafn likra grip-
hépa, gjarnan nokkrir tugir hépa, er pannig mynd-
ad. Frumathuganir 4 bindih@fni hvers bindiefnis eru
gerdar, til demis { 0,5 - 1,0 ml 6rsilum. Med peim
haetti m4 4 stuttum tima finna hvort tiltekinn griphépur
bindur vidkomandi prétein eda ekki og ef hann bind-
ur, hversu audvelt er ad losa préteinid af gripsilunni
aftur. Ef nidurstodur eru neikvadar er honnunin end-
urtekin og endurbtt og nyir griphdpar smidadir, ad
0drum kosti er valinn sa hépur eda hépar sem lik-
legastir eru, smidadir { meira magni og paulpréfadir
i sterri sdlum vid raunadstedur.
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Mynd 5. A: Bordalikan af prividdarbyggingu ensimsins kallikreins { tengslum vid préteinhindra (bovine pancreatic trypsin
inhibitor); B: helstu amindsyrur ensims (bldr litur) og hindra (hvitur litur, bldir N-hépar, raudir O-hdpar, gulur pidlhdpur)
sem taka patt { tengingu préteinanna tveggja; C: likan par sem fendlhépur er settur 1 stad piélhéps 1 hindranum til ad baeta
tenginguna vid vatnsfelinn vasa { ensiminu; D: griph6pur sem likir eftir tengihluta hindrans.
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Mynd 6. Griphdpar hannadir 1 likingu vid Prétein A ur S.
aureus til ad binda immunoglobulin G.

9. Peptiohermun — nokkur deemi

Ofangreind adferdafredi var notud af visindamonn-
um vid Cambridgehaskola til ad smida griphép fyrir
ensimid kallikrein [13]. Petta ensim er einn préteinasa
sem kljifa kinindgen og mynda kinin og tekur einnig
patt 1 blédstorknun. Kallikreinensim eru m.a. rann-
sokud sem mogulegir biomarkers fyrir krabbamein.
Prividdarbygging kallikreins er pekkt og einnig bygg-
ing komplex pess med trypsinhindra Gr nautabrisi
(pancreatic trypsin inhibitor) (mynd 5). Hvarfstod

Mynd 7. Bordalikan af byggingu ensimsins elastasa tur
hvitum blédkornum { tengslum vid préteinhindra (turkey
ovomucoid inhibitor — domain 3); heptapeptid ur byggingu
hindrans sem myndar tengingu vid ensimid er litad rautt.
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Mynd 8. A: Likan af prividdarbyggingu heptapeptids
snertiflatar hindra vid ensim. B: Byggingarformila sama
peptids. A badum myndum er pripeptidid Leu-Glu-Tyr sem
tekid var til hermunar audkennt sérstaklega.

kallikreins er lik ymsum 6drum skyldum préteinds-
um og { botni hennar er neikvatt hladin aspartatleif
(S1 samkvamt venjulegri merkingu préteinasa). A
méti henni kemur Pl-leif hindrans sem er lysin en
pegar um hvarfefni er ad reda er vitad ad ensimid
kys heldur aminésyruna arginin 4 pessum stad. Neasta
aminésyra 4 hindranum er systein { stodu P2 en vit-
ad er ad kallikrein kys heldur rimfrekan vatnsfel-
inn hép 4 pessum stad pvi ad 4 ensiminu er vatns-
felinn fleyglaga vasi sem myndast af amindsyrun-
um tryptofan-215 og tyrésin-99. Med pad { huga ad
skipta Uit pessum amindsyrum var hannadur griphépur



48

T
3

z
&

>
Z/\; 4

H

)

N N

o
P HN
N NH /L
k N, OH
N
OH H

x

)I\ )\
HN N
OH

I

)=

[9)

OH
Mynd 9. Tver hugsanlegar gerdir griphdpa sem fullnegja
pvi skilyrdi ad hafa leucinlikan hép, karboxylhép og fendl-
hép. Aminéhépur sem snyr upp 4 myndinni er sa hopur sem
tengjast mundi burdarefninu.

sem syndur er 4 mynd 5 og reyndist hafa heppi-
lega bindifestu og géda sérhafni. I pessu tilviki til-
heyrdi prividdarbyggingin sem farid var eftir komplex
ensimsins med trypsinhindra en ekki sérhafdu bindi-
préteini fyrir kallikrein. Pratt fyrir pad gaf g6da raun
a0 stydjast vid pessa byggingu p6 ad laga pyrfti honn-
unina ad pvi sem vitad var um hvarfstod ensimsins tt
frd annars konar tilraunum, nefnilega sérhaefni pess
gagnvart hvarfefnum.

Annad demi um peptidhermun frd sému rann-
s6knastofu er smidi griphdps fyrir métefni, immuné-
glébilin G (IgG) [14]. Velpekkt bindiprétein fyrir
IgG er prétein A ur bakteriunni Staphylococcus aur-
eus (SpA). Prétein A er mikid notad sem griphdpur
fyrir IgG en hefur somu annmarka og 6nnur prétein
ad vera 6stodugt vid hreinsunar- og s@fingaradstedur
sem gripefni purfa ad pola vid framleidsluadstedur.
IgG eru hins vegar mjog mikilvag idnadarprétein par
ed motefni, ekki sist einstofna métefni, eru einn helsti
vaxtarbroddur 1 lyfjaframleidslu (svokollud "liftekni-
lyf"). Prividdarbygging Fc-hluta IgG { komplex med
B-hnykli (B-domain) SpA er pekkt [15]. Préteinin tvo
snertast 4 fremur stéru svadi, um 400 A% og um 32
amindsyrur taka pétt { tengingunni en tengingin er
ad meginstofni til vatnsfelin. Vid konnun 4 byggingu
komplexins var valid ad likja eftir tveim amindsyrum
4 SpA sem tengjast inn { grunnan vatnsfaelinn vasa 4
IgG. Nidurstadan vard griphdparnir tveir & mynd 6.

Seinni griphépurinn, med kyrrsetningarpéttni 15
mmol 4 gramm burdarefnis, hafdi bindirymdina 20
mg préteins 4 gramm burdarefnis, bindifasta 107 —
10%1mol~! og er honum var beitt til ad hreinvinna
IgG tr nautgripaplasma fékkst prétein sem var 98%
hreint IgG.
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Mynd 10. Smidi griphépa af C-gerd. Byrjad er 4 pvi ad festa
amindsyruna lysin sem er Fmoc-varin 4 a-amin6hépnum
til pess ad einungis e-tenging eigi sér stad (Fmoc=9-
Fluorenylmethoxycarbonyl).

10. Griphopur fyrir elastasa - honnun, smidi
og profun

Pridja demid um peptidhermun er verkefni unnid ad
hluta { Cambridge og ad hluta vid Raunvisindastofnun
Haskdlans [16]. P6 dgatir griphdpar hafi verid pekkt-
ir fyrir serinpréteinasana trypsin og chymotrypsin
var svo ekki { tilviki elastasa. Skyringin var ad el-
astasi klyfur peptidtengi naest einfoldum amindsyrum
eins og leucini og hlidarkedjur peirra virka ekki vel
sem griphdpar. Til ad komast framhja pessum vanda
var beitt peptidhermun. Prividdarbygging elastasa er
pekkt og einnig bygging elastasa { komplex med
préteinhindra, OMTKY-3 (turkey ovomucoid third
domain) (mynd 7) [17]. Snertifiétur pessara tveggja
préteina er um 7 amindsyrur, heptapeptid (mynd 8), 4
hindranum, sem fellur inn i hvarfstod ensimsins. Valid
var ad likja eftir pessu svaedi fremur en einhverju
svaedi 4 yfirbordi ensimsins vegna pess ad elastas-
ar hafa mismnandi yfirbordseinkenni en hvarfstodv-
arsvedid er svipad i peim 6llu. Griphépur sem likir
eftir hvarfstodvartengingu hindrans er pvi liklegri til
ad binda annars 6lika elastasa.

Pripeptid var valid til hermunar. Pl-leifin er
leusin sem fellur ad sérhaefnisseti ensimsins, P1’-
leifin glitamat { OMTKY er adili ad vetnistengi en
gati tengst asparaginleif 4 ensiminu og P2’-leifin vis-
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Mynd 11. Safn 12 griphépa sem smidadir voru. Aminin {
R1 st6du voru 4-(butylamind)benzdlsyra, pentylamin, alan-
in og alanylalanin. Aminin { R2 st6du voru tyramin, trypta-
min og 5-hydroxytryptamin.

ar 4 {séleusin leif 4 ensiminu. Petta benti til ad smida
metti griphdp sem beri eftirfarandi einkenni: Leusin-
likan hép, karboxylhop og fendl eda tyrdsinhdp.
Mynd 9 synir tvo hugsanlega griphépa sem full-
nagja pessum skilyrdum. Hép af gerd A ma smida
eins og mynd 4 synir. Par er epoxyhdpur 4 burdarefn-
inu latinn hvarfast vid ammoniak og mynda aminé-
hép sem priklordpriazin getur sidan tengst vid. Badi
leusinlikur hépur og karboxylhépur eru fengnir med
tengingu vid sekindert amin en fenélhépur eda tyro-
sinh6pur med tengingu vid primert amin med arémat-
iskan hép. Hop af gerdinni C ma smida med pvi ad
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Mynd 12. Hreinvinnsla elastasa ur utdrattarlausn ur svina-

brisi med gripgreiningu 4 griphép C4/6. Utdrattarlausn {
buffer er hladid 4 gripgreiningarsiluna og hin skolud med
sama buffer til ad losna vid prétein sem ekki bindast.
Saltlausn er deelt um suluna (strikalina), pa tekur vid stigull
epylenglykdls (punktalina) og loks saltlausn aftur. Elastasi
(opin tdkn) losnar { vidurvist salts og epylenglykdls.
Innfellt rafdrattarmynstur: A og D: Mdlmassastadlar. C:
Utdréttarlausn. B: Elastasalosunartoppur.

nota o-verndad lysin { stad ammoniaks en pad leggur
pa jafnframt til karboxylhépinn og verdur millistykki
(e. spacer) sem ferir griphdpinn lengra fra burdar-
efninu (mynd 10). Hinir héparnir tveir fast sidan med
tengingu vid primer amin.

Litid slembisafn griphdpa var smidad (mynd 11).
Til ad profa bindigetu gripefnanna var hvert peirra sett
i 1 ml sdlu og fersk utdrattarlausn tr svinabriskirtli
i buffer var sett 4 silurnar. Paer voru sidan skolad-
ar med buffer, natriumkléridlausn 1 buffer (til ad losa
um salttengi), epylenglykollausn (til ad losa um vatns-
feelnitengi) og loks med lausn er innihélt bedi salt og
epylenglykdl { buffer. Hugmyndin var ad griphépur
sem bundinn vari ensiminu um badi salttengi (um
karboxylhépinn) og vatnsfelin tengi (um leusinlika
hépinn og fendl/tyrésin hépinn) mundi einungis lata
ensimid laust ef bddar tegundir tengja varu rofnar
samtimis. Griphdparnir reyndust allir binda ensimid
allvel en 1étu pad laust med mismunandi hetti (nidur-
stodur ekki syndar).

Griphépurinn C4/6 var valinn til frekari skodun-
ar. Mynd 12 synir tilraun til hreinvinnslu elastasa ur
svinabrisi 4 sterri sulu sem hladin var gripefni C4/6.
Stlan reyndist binda ensimid med sérvirkum heetti og
losa pad einungis vid skolun med lausn sem innihélt
badi epylenglykdl og salt (sja myndatexta). Kyrrsettir
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griphépar voru 25 umdl/g af burdarefni, bindirymd
var 21 mg/g, bindifasti var 1,7 x 10*  mol~!, hreinsun
var 19,4-f6ld og hreinleiki préteinsins 90%.
Samskonar tilraunir med gripefni C4/5 syndu ad
pad gripefni hentadi til ad vinna elastasa dr utdrattar-
lausn dr skdflongum porsks. Hreinsun ensimsins var {
pessu tilviki 34,4-f6ld og ensimid ndnast fullhreinsad.

11. Nidurlag

Hér hefur verid stiklad 4 stéru um hagnytingu pekk-
ingar 4 sameindakennslum { gripgreiningu lifefna.
Pau demi um smidi lifherminna griphépa sem lyst
var syna ad med pvi ad beita tiltolulega einfaldri efna-
fredi dsamt pekkingu 4 prividdarbyggingu préteina
og tengslum peirra vid onnur prétein ma smida sér
nothef teki til hreinvinnslu pessara préteina. Rokviss
lifhermin honnun efnasambanda med hjalp sameinda-
grafiskra tolvuforrita dsamt pagilegri og skilvirkri
efnasmidaradferd er hagkvem leid til ad fa fram grip-
hépa til nota { lifefnatekni og lifefnavinnslu.
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Summary: This article deals briefly with the principles
of molecular recognition and their application to different
tasks, in particular to affinity separations. The origins of
affinity technology and the development of affinity ligands
are reviewed, especially with respect to the use of molecular
models. Finally some examples are given of the synthesis
and development of affinity ligands based on the chemistry
of trichlorotriazine.
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