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Meginmarkmid verkefnisins var ad setja upp melingar & ACE-
hindra virkni & Rannsoknastofnun fiskidnadarins (Matis ohf). bad
er asetningur Matis ohf ad nyta pessar meliadferdir til ad auka
veromeeti islensks sjavarfangs med pvi ad kanna i hvada afuroum
bessi virkni finnst og par med verdi mogulegt ad préa nyjar afurdir
og afla nyrra markada fyrir islenskt sjavarfang. Rannsdknastofnun
fiskionadarins, Haskdlinn i LaRochelle i Frakklandi og
Lyfjafreedideild Haskola Islands unnu saman ad pessu verkefni.
Astedan fyrir verkefninu var ad & Rf er unnid ad nokkrum
verkefnum par sem stefnan er ad kanna svonefnda lifvirkni (
heislusamleg/heilsubatandi) sjavarafurda. Lifvirkni er forsenda
pbess ad mogulegt sé ad markadssetja vorur sem markfeedi
(functional food). Haskdlinn i LaRochelle hefur seérhaft sig i
mealingum & ACE-hindrandi ahrifum peptida ur alls konar hréaefni.
bessar malingar hafa ekki verid gerdar & islandi.. Stor hluti
verkefnisins var unnin sem lokaverkefni i M.Sc. nami i lyfjafraedi
vid Haskdla islands. Byggir skyrsla pessi ad mestu leyti ad
mastersritgerd Larusar Freys Porhallssonar vorid 2007.

Sett var upp og proud meliadferd til ad mala ACE hindrun sem
virkar til akvordunar a4 IC50 gildum samkvemt gildingu med
enalapril. Einnig gefa nidurstédur til kynna ad einhverja ACE
hindrandi virkni er ad finna i porskhydrélysati og var mesta virknin
i hydrolysati sem siad var med 1 kDa siu.

Afrakstur verkefnisins er pvi maliadferd sem nytt verdur i
fjolmoérgum verkefnum um lifvirkni i islensku sjavarfangi.
Verkefnid hefur 6bein ahrif & veromaeti islensks sjavarfangs med
bvi ad studla ad préun & vorum til notkunar i sérfeedi, feedubotarefni
og markfadi
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1. INNGANGUR
1.1 Markmid verkefnisins

Meginmarkmid verkefnisins var ad setja upp mealingar & ACE-hindravirkni &
Rannsoknastofnun fiskidnadarins (Matis ohf). pad er asetningur Matis ohf ad nyta pessar
meeliadferdir til ad auka veromaeti islensks sjavarfangs med pvi ad kanna i hvada afuréum
pessi virkni finnst og par med verdi mogulegt ad proa nyjar afurdir og afla nyrra markada
fyrir islenskt sjavarfang. Rannsoknastofnun fiskidnadarins, Haskolinn i LaRochelle i
Frakklandi og Lyfjafradideild Haskdla islands unnu saman ad pessu verkefni. Astedan
fyrir verkefninu var ad & Rf er unnid ad nokkrum verkefnum par sem stefnan er ad kanna
svonefnda lifvirkni (heilsusamleg/heilsubetandi) sjavarafurda. Lifvirkni er forsenda pess
ad mogulegt sé ad markadssetja vorur sem markfaedi (functional food). Haskolinn i
LaRochelle hefur sérheft sig i melingum & ACE-hindrandi ahrifum peptida ur alls konar
hraefni. pessar malingar hafa ekki verid gerdar & Islandi. Stor hluti verkefnisins var
unnin sem lokaverkefni i M.Sc. nami i lyfjafraedi vid Haskola islands. Byggir skyrsla
pessi ad mestu leyti & mastersritgerd Larusar Freys Poérhallssonar (Larus Freyr
pdrhallsson, 2007).

Alpjodlega heilbrigdisstofnunin (WHO) spair pvi ad &dur en arid 2020 gengur i gard
munu hjarta og &dasjukddémar vera algengasta danarorsokin & heimsvisu. En haprystingur
er stér ahaettupattur fyrir adra hjarta- og &edasjukdoma eins og heilablédfall, hjartadrep og
hjartabilun (Danilczyk o.fl., 2003). Nidurstddur nylegrar rannsoknar sem gerd var i fimm
Evropuldndum syndu fram & ad 35 % fullordinna einstaklinga i pessum I6ndum hafi
haprysting. Talid er ad haprystingur herji & 25 -35 % fullordinna manna i baedi proudum

rikjum og prounarrikjunum (Staessen o.fl., 2003; Vermeirssen o.fl., 2003).

Talid er liklegt ad pad sé orsakasamhengi & milli innihalds feedunnar og héaprystings og
pvi sé hugsanlega heaegt ad nota blodprystingsleekkandi peptid i barattunni vid
sjukdéminn. Aukin préteinneysla virdist hafa jakveaed ahrif & blodprystinginn hja peim
sem eru med haprysting og einnig er pad talid liklegt til &rangurs ad neyta faedis sem
samanstendur af auknu magni af &voxtum, greenmeti og fitulitlum mjolkurvérum. b6 adrir
lifsferlar geti att hlut ad mali pa er talid ad ACE hindrun lifvirkra peptida i faedunni valdi
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blodprystingslekkuninni (Vermeirssen o.fl., 2005). Mdérg peptido med hugsanlega ACE
hindrandi eiginleika hafa verid einangrud Ur ymsum matvelum & undanférnum &rum.
Sem demi ma nefna mysu, kasein, glaten, fiskprotein, heaenuegg, svina- og
kKjuklingavodva, nautakjot, nyrnabaunir, pérunga, sveppi, hvitlauk og sojabaunir (Li et al.
2004; Jung o.fl., 2006; Lam o.fl., 2007). bessi peptid eru ekki jafn virk og efnasmidadir
hindrar en & moti kemur ad pau valda ekki neinum aukaverkunum svo vitad sé (Jung o.fl.,
2006).

Notkun markfeadis i barattunni gegn haprystingi er frekar ny af nalinni sérstaklega hér &
landi en mun eflaust feerast enn frekar i aukana & naestu &rum. Blédoprystingslekkandi
ahrif sliks faedis er ad mestu rakin til lifvirkra peptida sem hafa pa eiginleika ad geta

hindrad ACE sem er eitt adalstyriensimid i renin-angiotensin kerfinu.
1.2. Renin-angidtensin kerfid og ACE

Renin-Angiotensin kerfid (RAK) er flokid liffredilegt stjornunarkerfi sem spilar
lykilhlutverk i ad styra samvegi blodprystings og salt- og vokvajafnveegi i spendyrum
(mynd 1). Kerfid gengur ut a ensimferli sem likur med myndun oktapeptidsins

angiotensin Il (Eriksson o.fl., 2002).

Renin-Angiotensin kerfio EKinin-Kallikrein Kerfio
Angidtensindgen Einindgen
v < Renn  Kalikrein— | Anlein framleidsla
Angiotensin T Bradykinin ——»  prostaglanding
b ACE > 4
% Ovitlear agnir
Ahasamdrattur Seytun alddsterdns o -
Aukin tzda- Minnleadur itskilnadur Minnkud ttwda-
métstaia vatns og natriums métstada
Heldcadur blodbrystngur Lakkadur blddbrystingur

Mynd 1. Yfirlitsskema fyrir Renin-Angiotensin kerfid og Kinin-Kallikrein kerfio.



Ferlio hefst & pvi ad proteasanum renin sem seytt er af nadndargaukulfrumum
(juxtoglomerular cells) i adleegum nyrnaslagaedlingum klyfur peptidid angidtensindgen i
dekapeptidid angotensin I. Angidtensin I er sidan vatnsrofid af ACE i angiotensin Il sem

er atta amindsyrur ad lengd (mynd 2).

L 3 3 & 5 & T W F W LIS W
HH;3-Asp -Aeg -V al-Tyr-Ne-Hiz-Pro-Phe His-Leu-Yal-lle-Hiz-Ber-R

1 a 1 1 L] - T L] k) m
FH - A0 -Arg -V al-Tyr-Oe-Hiz-Pro-Phe-His-Lew-CO0H

1 a 1 1 L] - T L]
MH y-f.5p -AEg-W al-Tyr-He-Hiz-Pro-Fhe.0 0 0H

L1

Mynd 2. Myndun angi6tensin |1 utfra angitdtensinogen.

Angiotensin 1l er ekki eingdngu 6flugt edaprengjandi peptid heldur styrir pad einnig
breidu svidi lifedlisfreedilegra og meinfraeedilegra atburda med pvi ad bindast viotokum &
yfirbordi frumna.

ACE hefur lengi verid talid megin ensimid i stjornun & RAK og med pvi tilliti spilar pad
lykilhlutverk sem eitt adalskotmarkid vio medferd gegn haprystingi. Auk pess ad brjota
nidur angioétensin | i angidtensin 1l sér ACE um ad brjéta nidur og 6virkja aedavikkandi
peptidid bradykinin. Pannig ad virkjun a RAK leidir adallega til dtbreiddar
a@daprengingar med pvi ad hindra blédprystingslekkandi kinin-kallikrein ferlid og med
pvi ad mynda angiotensin 11 (Eriksson o.fl., 2002).

ACE er med stért N-enda utanfrumusvaedi og stutt C-enda innanfrumusveedi og
vatnsfeelid 17 aminosyra svaedi sem fer i gegnum frumuhimnuna. ACE getur losnad af
frumuhimnum fyrir tilstudlan sekretasa. Slikt leysanlegt form af ACE er badi til stadar i
sermi og O6drum likamsvessum. En pad er po vefjabundna formid sem styrir badi
bl6dprysting og nyrnastarfseminni. ACE verkar badi sem peptidyl dipeptidasi sem
fjarleegir C-enda dipeptid af hvarfefninu og sem enddpeptidasi @ énnur hvarfefni eins og
substance P og gulblsvakalosandi hormon (luteneizing hormone releasing hormone,
LHRH). Ensimid er frekar 6sérhaeft og klyfur dipeptid fra hvarfefnum med misjafna
amindsyrurdd. bau hvarfefni sem pad velur pé fremur hafa adeins einn frian karboxylhop

a C-enda amindsyrunni og prolin ma ekki vera i stddunni par vid hlidina. bess vegna
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Klyfur ensimid ekki angiotensin 1l (Goodman o.fl., 2001; Danilczyk o.fl., 2003). Su
uppgbtvun ad ACE hvati nidurbroti angidtensins | i angiotensin Il, &samt
byggingarakvoroun ensimsins leiddi til prounar & ACE-sérhaefum hindrum. Hindrun &
ACE leidir til leekkunar a blodprysting og eykur batahorfur og sleer a einkenni folks med
hjartabilun. Ut fra pessari pekkingu hafa verid hannadir fjolmargir ACE-hindrar og virkni
peirra metin i kliniskum rannséknum (Danilczyk o.fl., 2003).

1.2.1.ACE hindrar og uppg6tvun peirra

Nattaruleg ACE hindrandi peptido fundust fyrst i snakaeitri en pessir hindrar voru 5-13
amindsyrur ad lengd og hofdu flestir peirra C-enda amindsyruradirnar Ala-Pro eda Pro-
Pro. Af peim var pad peptidido SQ 20.881 (Tiprotide, Pyr-Trp-Pro-Arg-Pro-Gln-lle-Pro-
Pro) sem hafdi mestu bl6dprystingslekkandi &hrifin (Li o.fl., 2004).

Allt fra pvi ad ACE hindrandi peptidin Gr snakaeitri uppgétvudust hafa verid banir til
fjiélmargir ACE hindrar og eru margir peirra notadir sem lyf vid haprysting (Ariyoshi
1993). Daemi um nokkra ACE hindra sem hafa verid smidadir og notadir sem lyf eru:
kaptopril, ramipril, enalapril, fusinopril, cilazapril, pentopril, trandolapril, perindopril,
lisinopril, alacepril og imidaprilat. bessi lyf geta valdid hvimleidum aukaverkunum eins
og hédsta, bragdtruflunum, haddtbrotum, kaliumlekkun, minnkadri nyrnastarfsemi og
ofnemisvidbrogdum. Af pessum orsokum, hafa visindamenn mikinn &huga &
nattarulegum efnum med ACE hindrandi eiginleika sem hafa minni aukaverkanir (Lopez-
Fandino o.fl., 2006; Lam o.fl., 2007). Ein mesta blédprystingslekkandi verkunin sem

hefur naddst i ménnum med neyslu markfaedis er med gerjudum mjolkuvérum sem

innihalda ACE hindrandi peptidin IPP og VPP sem hafa ICsq gildin 5 og 9 uM (Fitzgerald

og Murray 2006; Lopez-Fandino o.fl., 2006)

Fyrsti mjolkurdrykkurinn med blédprystingslaekkandi verkun er Ameal S® sem var
markadsett af japanska fyrirteekinu Calpis en fyrsti Evropski mjolkurdrykkurinn med
slika verkun er Evolus® sem er framleiddur af finnska fyrirteekinu Valio. Badir pessir

drykkir innihalda Ile-Pro-Pro og Val-Pro-Pro og eru framleiddir med gerjun mismunandi



Lactobacillus helveticus stofnum (Fitzgerald og Murray, 2006; Korhonen og Pihlanto,
2006).

Synt hefur verid fram & bl6dprystingslekkandi ahrif Evolus® i rottulikdnum. Tveer
adskildar rannsoknir sem gerdar voru a folki med veaegan haprysting syndu tolfreedilega
marktaeka blodprystingslekkun upp & 10 mmHg og 6,7 mmHg eftir 8 og 12 vikna
inntsku & 150 mL af Evolus®. En pé syndi ein nyleg rannsékn enga tolfraedilega
markteka leekkun & blodprysting eftir 21 vikna daglega neyslu & 150 mL af Evoluse
(Fitzgerald og Murray, 2006).

Hér & lislandi er & markadi mjolkurdrykkurinn LH sem framleiddur er af MS
(Mjoélkursamsélunni). LH® er islenskt afbrigdi af Evolus® og Ameal S® og inniheldur
hann likt og peir tripeptidin Ile-Pro-Pro og Val-Pro-Pro (Heimasida Mjolkursamsolunnar,
2007). Onnur efni en IPP og VPP i pessum gerjudu mjolkurafurdum leggja sitt af
maorkum til bloédprystingslekkunar, t.d. kalsium, magnesium og kalium hafa sjalfsteed
ahrif & blodprystingin og magna pvi pau ahrif sem koma til vegna peptidana (Lopez-
Fandino o.fl., 2006).

Feedupeptid med ACE hindrandi eiginleika hafa nokkra kosti umfram smidudu ACE
hindrana sem notadir eru sem lyf. Par ma helst nefna laegri kostnad, afurdin er nattaruleg
og 6rugg ad mati neytandans og svo falla feeduafleidd peptid vel ad peim aherslum sem
falla a0 markfaedi og hlutverki pess. ACE hindrarnir sem notadir eru sem lyf hafa pé
sannad notagildi sitt vid medhdndlun haprystings og er pad ekki etlunin ad ACE hindra
peptidin komi i stadinn fyrir lyfin. Ollu heldur er pad atlunin ad pau geti komid i veg
fyrir haprysting og ad haegt sé ad nota pau sem upphafsmedferd hja peim sem eru med
mildan haprysting. Einnig eru pau hugsud sem vidbétarmedferd hja 6drum sjuklingum

sem pegar eru a annari medferd (Vermeirssen o.fl., 2004).



2. UPPSETNING A M/ZELIADFERDUM

Grundvollurinn fyrir pvi ad kanna pad hvort peptid hafi ACE hindrandi hrif in vivo purfa
pau ad hafa synt ACE hindrunar virkni in vitro. Best er ad notast vid einfalda, neema og
areidanlega in vitro ACE hindrunar maliadferd. Hingad til hafa verid settar fram nokkud
margar mogulegar in vitro greiningaradferdir fyrir ACE hindravirkni sem byggjast t.d. &
[josmeelingum, geislamerkingum, HPLC og harpipurafdraetti (capillary electrophoresis,
CE). pessar adferdir hafa adallega verid notadar vegna pess ad paer eru frekar einfaldar og
teekjabunadurinn sem parf til pess ad framkveema paer er yfirleitt til stadar a 6llum betri
rannsoknastofum. Sumar pessar adferdir fela pé i sér Urdrattarskref med lifreenum
leysum, notkun dyrs tekjabunadar og medhdndlunar & geislavirkum efnum sem gerir peer

Ozskilegri en adrar adferdir (Lam o.fl., 2007).

Tveer algengustu meliadferdirnar byggja a ljosmelingu og peer eiga badar pad
sameiginlegt ad byggja a vatnsrofi ACE & efnasmidudum peptidum og i kjolfarid
magngreiningu & losun N-enda amindsyru sem inniheldur chromoforinn. bessar adferdir
eru yfirleitt nefndar: adferd Cushman og Cheung annars vegar og adferd Holmquist hins
vegar. pessar adferdir voru upphaflega proadar til ad kanna ACE virkni en peim hefur
verid breytt litillega til ad mala ACE hindrunarvirkni. Adferd Cushman og Cheung
byggist a klofnun Hippuryl Histidyl Leucine (HHL) i hippurin syru og histidyl leusin
(mynd 3).

=]

0
T, AHis, ALE o -
| J)\m" - e u = +  Hs—Leu
= -

e

Mynd 3. Vatnsrof Hip-His-Leu i hippurin syru og His-Leu.

En histidyl leusin er einmitt pad dipeptid sem losnar fra angiétensin | pegar pad klofnar i
angiotensin I1. Hippurin syran sem losnar er urhlutud med etyl asetati og magngreind
med ljégleypnimelingu vid 228 nm. Einn helsti 0kostur pessarar adferdar er s ad vid
urdréttinn getur 6hvarfad HHL sem likt og hippurin syra gleypir sterklega vido 228 nm,
farid med i etyl asetat fasann sem leidir til ofmats & hippurin syru og par med a ACE
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virkninni (Cushman og Cheung, 1971). I sumum nylegum adferdum eru hvarfafurdirnar
adskildar med CE eda rp-HPLC til ad fa nékveemari greiningu & hippurin syrunni
(Shalaby o.fl., 2006). Adferd Cushman og Cheung innheldur nokkud morg skref sem
leidir til pess ad adferdin er timafrek eins og utdratturinn med etyl asetati, uppgufun a etyl
asetati, endurupplausn med vatni og gleypnimeling & hippurin syru vid 228 nm (Li o.fl.,
2005).

Adferdir sem byggjast & adferd Holmquist ganga G4t & ACE hvatada hydrolysu &
faranakryloyl-fenylalanyl-glycylglycin (FAPGG). Undirstdduatridi pessarar meeliadferdar
byggist & blarri hlidrun (blue shift) sem verdur i gleypnirdfinu pegar efnid er vatnsrofid i
FAP og GG (sja mynd 4). begar petta hvarf a sér stad minnkar gleypnin sem er meald vid
340 nm og er ensimvirknin mald med pvi ad meta gleypniminnkunina sem & sér stad a
akveodnu timabili. pvi parf ekki ad adskilja hvarf og myndefni og akveda sidan hvert
magn annars myndefnisins er. FAPGG hefur mikla leysni i vatnslausnum og er mjog
stddugt. Med pvi ad utbta FAPGG stofnlausnir og geyma paer i keaeli ma nota peaer upp i
allt ad ar an nokkurra vandkvaeda. FAPPG hefur hagsteeda hradafraedilega studla sem gera
pad kleyft ad gera nemar greiningar med pvi ad nota hvarfefnisstyrk sem er haerri en Km
til ad gefa 0. gradu hvarf og legri en Km til ad gefa 1.gradu hvarf. Hradafradilegir
studlar FAPGG eru betri en fyrir HHL en FAPGG er med Ky, =3 * 10 M og kea = 19000
min™ samanborid vid 2,4¥10° M og 15600 min™? hja HHL (Holmquist o.fl., 1979;
Vermeirssen o.fl., 2002). bessir pattir gera pad ad verkum ad FAPGG er mjég hentugt
hvarfefni i ACE hindrunar mealiadferdir og betra en HHL. Enn fremur hindrar dipeptidid
sem losnar vid petta hvarf ekki ACE i miklum mali. Med pad i huga ad ACE
meliadferdin med FAPGG tekur styttri tima, minni vinnu og feerri efni parf til ad
framkvaema hana pa hlytur pad ad vera hentugri med tilliti til tima og kostnadar. Svo
lengi sem verid er ad mala hindrasyni sem eru mjog ter og hafa enga augljosa gleypni
(Holmaquist o.fl., 1979; Shalaby o.fl., 2006).

) ik .
¥ T T "  —— I .:I:'--\. T TV S <] B
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Mynd 4 Vatnsrof FAPGG i FAP og GG.



ACE hindravirkni i badum adferdunum er metin Utfra svokdlludum ICsq gildum en ICsq er
s& styrkur sem parf af hindra til ad na 50 % af hdmarkshindrun. ACE hindrunaradferdir
eru gildar med pvi ad mala 1Csq gildi pekkts hindra en peir hindrar sem oftast eru notadir
til pess eru kaptopril og enalapril. Badir pessir hindrar eru lyf og er kaptopril til ad mynda
mjog kroftugur hindri medan enalapril er i raun og veru forlyf fyrir enalaprilat sem hemur
ACE betur en enalapril. bekkt 1Cso gildi fyrir kaptopril eru 7,5 *10™ - 2,2%10®° M en
bekkt 1Cs gildi fyrir enalapril eru 2,1%107 - 7%10™° M (Vermeirssen o.fl., 2002). 1Cs gildi
eru ekki pau sému & milli adferda og geta einnig verid mismunandi p6 sama adferd sé
notud til ad f& pau. Munurinn getur verid vegna pess ad hvarfadsteedurnar eru
mismunandi, notadar eru mismunandi adferdir vid Gtreikning & 1Cso eda ad notud er
mismunandi hvarfefni og mismunandi ensim med tilliti til uppruna, framleidanda o.s.frv.
ACE ensimin sem notud eru i in vitro meliadferdirnar eru misjéfn ad uppruna, yfirleitt
eru pau po Ur lungum kanina en einnig hefur verid notast vid ensim ur grisanyrum. Ensim
sem eru Ur kaninulungum eru annadhvort keypt og notud a hreinu formi eda pa ad notast
sé vid kaninulungna asetonduft. Duftid er sidan Urhlutad med studpudalausn til pess ad na
ar pvi ensimvirkum efnum. Slikur Gtdrattur (extract) hefur hamarksensimvirkni vid pH a
bilinu 8,1 — 8,3 og pegar styrkur NaCl i hvarfefnabléndunni er 300 mM. begar hreinsad
ACE 0r kaninulunga er notad til ad dkvarda hydrolyseringu FAPGG er mesta virknin vid
pH 7,5 og 300 mM NaCl styrk (Vermeirssen o.fl., 2002).

2.1. Efni og meeliteeki

Efni

ACE viomio E Trinity Biotech
Etyl asetat Merck

Lungna asetonduft ar kaninu Sigma
N-Hippuryl-His-Leu tetrahydrat Sigma
N-[3-(2-Furyl)acryloyl]-Phe-Gly-Gly Sigma
Kaptopril Sigma-Aldrich
Enalapril maleate salt Sigma

ACE 0r kaninulunga 1UN Sigma

Saltsyra fuming 37% Merck



Taki

Sveip blandari (Stuart Vortex Mixer) Bibby Sterlin Ltd.

Ljosmeelir (Ultrospec 300 Pro) Amersham Pharmacia Biotech
Hitabad EC 5M Julabo

Plast kavettur (10x4x45mm) Sarstedt

2.2. Meling a ACE hindrun
2.2.1. Adferd Holmquist med kaninulungna aseton extrakt

Blondun & kaninulungna asetén extrakt

1 g vegid af kaninulungna aseténpldri, ut i pad er beett 10 mL af 50 mM kaliumfosfat-
buffer, pH 8.3. Blandan er sett & hreeringu yfir noétt i kali. Daginn eftir er blandan
skilvindud i 40 minatur vid 40.000 x g. Raudleita flotid er adskilid fra fasta efninu og
geymt i keeli. Fyrir virkniprof er flotid pynnt 10 falt med 50 mM kalium fosfat buffer pH
8,3.

Utbtin er 1 mM FAPGG hvarfefnislausn med pvi ad leysa videigandi magn i 50 mM
Tris HCI, pH 8.3, 400 mM NaCl. Hvarfblandan er Gtbdin i tilraunaglasi og inniheldur hin
eftirfarandi:

¢ 500 uL af FAPGG hvarfefnislausn

¢ 300 uL af afjénudu vatni (blankur) eda hindralausn

¢ 300 uL af 10 falt pynntu kaninulungna aseton extraktinu.

Hvarfblanda er latin standa i 5 minutur i hitabadi vid 37°C. Sidan er hvarflausnin flutt
med pipettu yfir i tdma kavettu sem buaid er ad koma fyrir i ljosgleypnimealinum.
Gleypnin er mald med afjénad vatn sem viomid i hitudum kavettuhaldara (37°C) vid 340
nm & 5 mindtna timabili. Gleypniminnkunin sem & sér stad samsvarar ensimvirkninni.
Erfitt er ad fa naegilega gdda ensimvirkni Ut dr kaninulungna asetonextrakti. Mynd 5 synir

hvernig uppsetning var vid malingu & ACE hindrun: ljosmelir, hitabad og sveipblandari.



2.2.2. Adferd Holmquist med kaninulungna ACE

Kaninulungna ACE 1 UN fra Sigma er leyst upp i 5 mL af afjonudu vatni og skipt i
nokkra skammta sem hafa pa styrkleikann 0,2 U/mL. Uppleyst ensimid er sidan geymt i
frysti par til pad er notad i virkniprof. Utbuin er 0,5 mM FAPGG hvarfefnislausn i 50
mM Tris HCI pH 7,5, 300 mM NaCl. Upphaflega er sett 100 uL af vatni (blankur) eda
hindra i tilraunaglas og beett vid pad 25 uL (5mU) af ACE lausn. bessi blanda er hitud vid
37°C i 2 minutur i hitabadi. Sidan er beett vid 900 uL af FAPGG lausn og blandad med
sveip (vortex) blandara, tilraunaglasid er sett aftur i hitabadid og latid standa par i 2
minutur. Sidan er hvarflausnin flutt med pipettu yfir i toma kavettu sem buid er ad koma
fyrir i ljosmeelinum. Gleypnin er mald med afjonad vatn sem viomid i hitudum kavettu
haldara (37°) & 5 minatna kafla. Settur er 30 sekundna lag-timi & keyrsluna.
Gleypniminnkunin sem & sér stad samsvarar ensimvirkninni. Gerdar eru 4 keyrslur fyrir
hvert syni. Hallatalan sem fast utfra gleypniminnkuninni samsvarar gleypniminnkun a
minutu. Medaltal hallatalnanna fjogurra er sett inn i eftirfarandi jofnu til pess ad reikna
ACE hindrunina:

Yo ACE hindrun={l (A4 A4, 1x100 %

Mynd 5. Uppsetning vid malingu & ACE hindrun : ljésmelir, hitabad og sveipblandari

2.2.3 Adferd Cushman og Cheung

Utbuin er 25 mU/mL ACE lausn med pvi ad blanda 0,25 mL af 0,2 U/ml ACE lausn vid
1,75 mL af afjonud vatni.
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8,3 mM Hip-His-Leu hvarfefnislausn er Gtbdin med 50 mM natrium boérat buffer pH 8,3
0g 0,5 M NaCl

Sidan voru Gtbanar fjorar eftirtaldar lausnir i glertilraunaglds :

e A :50 uL ACE + 50uL afjénad vatn (1 fyrir hvert sett)

e B: 100 puL afjonad vatn (1 fyrir hvert sett)

e C: 50uL ACE + 50uL hindralausn / hydrélysat (4 fyrir hvert syni)

e D: 50uL hindralausn / hydrdlysat + 50uL afjénad vatn (4 fyrir hvert syni)

Glosin voru latin standa i hitabadi vid 37°C i 5 minatur og pvi naest beett vid 150 pL af

hvarfefnislausn i hvert glas og latid standa i hitabadinu i 60 minatur i vidbot. Hvarfid var

stodvad med pvi ad beeta Gt i hvert glas 250 yL 1 M HCI. | hvert tilraunaglas er sidan

beett 1,5 mL af etyl asetati og blandad med sveipblandara. Allar lausnirnar eru settar i
skilvindu vid 800 g i 15 minatur og ad pvi loknu var 1 mL tekinn af etyl asetat fasanum
og settur i hreint tilraunaglas. Etyll asetatid var pvi naest uppgufad i 90°C vatnsbadi med
pvi ad geyma glosin i 100°C heitu vatnshadi. Hippurin syran sem eftir er i

tilraunaglosunum er leyst upp med 3 mL af afjonudu vatni og gleypnin meald vid 228 nm.

Gleypni synanna var sett inn i eftirtalda formulu sem reiknar ACE hindrun :

C-Dy
y

ACE hindrun = Jc-:-! 100 x| ;
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3. SANNPROFUN A MZAELIADFERD

Nakvem lysing & sannprofun & meliadferdum er i mastersritgerd Léarusar Freys

Hallddrssonar. i toflunni eru listadir upp helstu verkpeettir og nidurstada peirra.

Verkpattur

Nidurstada, alyktun

ACE hindrunar maling med kaninulungna
asetondufti. Banar voru til sex lotur af
Urdreetti sem framleiddar voru & misjafnan
hatt.

Eftir margvislegar préfanir og melingar
var alyktad ad lungnavefurinn veeri ekKi
nogu virkur og dkvedid ad heatta ad nota
hann en nota i hans stad hreint ensim til

bess ad fa gbda og drugga virkni.

ACE hindrunar
kaninulungna ACE

meling med hreinu

Nidurstodur & keyrslum med hreinu ensimi
stodu ekki undir vaentingum, virknin var
g0d en sambarilegar nidurstodur a milli
keyrsina & sdmu synum var oft ekki mikil.
Skyringin reyndist vera plastkivettan sem
notud var vid meelingarnar. b.e. ekki matti
nota somu kavettuna i margar meaelingar.

Gilding & maliadferd med Kaptopril

ICs gildi® maeldist 1,16 *10° M sem fellur
alveg inn & pad bil sem er gefid fyrir pekkt
gildi 2,1* 107 -7 *10°M

ACE hindrameling & hreinu
porskhydrolysati

Melingarnar stadfestu ad hindrun er til
stadar, pvi var dhett ad setja af stad pattun
a siuou hydrolysati med orsiun

ACE hindrameling a pattudu
porskhydrolysati

1kDa hydrolysat hafdi leegsta 1Cso gildid.
Pad var pvi valid til gelsiunar til ad greina
virku peettina enn frekar i sundur.

ACE hindrameling & gelsiudum pattum

Allir paettir h6fou einhverja ACE hindrandi
verkun. b6 var ekki haegt adganga ut fra
bessum nidurstodum hvada pattur hefur
mesta virkni, til pess pyrfti ad gera ICsp
gildis akvordun a hverjum paetti fyrir sig.

Pegar buid er ad gera ICso akvoroun & ollum pattum veeri pad nasta skref ad taka Gt

virkustu paettina sem eru til stadar og kanna frekar samsetningu peirra og dkvarda hvada

efni er par ad finna. Til ad greina pad hversu mérg efni patturinn inniheldur veeri haegt ad

keyra hann i gegnum harpipu rafdratt. Einnig meetti nota peptid rafdrattargel til pess ad

sja hversu morg bond koma Gt og par af leidandi hversu morg peptid eru i peetti. Ef ad

nidurstddur er varda virkni og samsetningu patta eru dhugaverdar veeri nasta skref ad

radgreina virka peptidid eda virku peptidin. Ad pessum skrefum loknum metti skoda med

hvada hatti haegt veeri ad nyta pessi efni i mégulega hénnun og framleidslu markfaedis.
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4. ALYKTANIR

Nidurstodur verkefnisins gefa til kynna ad ACE hindrunar meliadferdin sem var préud
virkar til akvorounar & 1Csy gildum samkvemt gildingu med enalapril. Einnig gefa
nidurstddur til kynna ad einhverja ACE hindrandi virkni er ad finna i porskhydrélysati og
var mesta virknin i hydrélysati sem siad var med 1 kDa siu. EKkKi er p6 buid ad greina
hvada peettir pad eru i hydrolysatinu sem valda hindruninni. Neesta skref eru pvi ad kanna
hvada peettir eru virkastir og hvada efni pad eru i pattunum sem eru ad valda hindruninni

og hvort nyta meetti pau til préunar & markfadi.
Meeliadferdin verdur nytt i fjolmérgum verkefnum um lifvirkni i islensku sjavarfangi.

Verkefnid hefur 6bein ahrif & verdmeeti islensks sjavarfangs med pvi ad studla ad proun &

vorum til notkunar i sérfaedi, faedubotarefni og markfaedi
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