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Útdráttur 
Byggingarlegar forsendur hitastigsaðlögunar próteina úr lífverum sem lifa við öfgafullar 

aðstæður hafa verið mikið rannsakaðar undanfarna áratugi. Ein aðferð til að rannsaka 

hitastigsaðlögun er að bera saman ensím úr hitakærum lífverum við skyld ensím úr 

kuldakærum lífverum.  

Aqualysin I (AQUI) er mjög hitastöðugur subtilísin-líkur serín próteinasi (subtilasi) úr 

hitakæru bakteríunni Thermus aquaticus. Bygging og eiginleikar AQUI hafa verið bornir 

saman við samstofna ensím úr lífveru sem er aðlöguð að kaldari aðstæðum með það að 

markmiði að skilja betur eðli hitastigsaðlögunar. Eitt slíkt ensím er subtilasi frá kuldakæru 

Vibrio-tegundinni PA-44 (VPR). Þessir tveir skyldu subtilasar hafa mjög líkar 3D 

byggingar, en mjög mismunandi virkni og stöðugleika. Tilgátur eru um að eitt 

megineinkenni hitastöðugra ensíma sé stíf myndbygging þeirra, sem felur í sér að þau ráða 

yfir umtalsvert lægri heildar- eða staðbundnum sveigjanleika í samanburði við samstofna 

miðlungs- og kuldakær prótein. Hitakær ensím hafa því venjulega yfir að ráða miklum 

hitastöðugleika, en hafa oft lága hvötunargetu. Vísbendingar eru um að aukinn fjöldi 

og/eða styrking saltbrúa spili mikilvægt hlutverk í aukningu hitaþolni hjá hitakærum 

ensímum, með því að stífa byggingu þeirra.  

Samanburður á 3.stigs byggingum AQUI og VPR hefur leitt til þeirrar tilgátu að aukinn 

fjöldi saltbrúa spili hlutverk í auknum hitastöðugleika AQUI í samanburði við VPR. Til að 

prófa þessa tilgátu var beitt markvissum stökkbreytingum til að leita vísbendinga um hvað 

hefði áhrif á þennan mikla mun í hitastöðugleika þessara annars mjög líku próteina.  

Hérna verður lýst nokkrum stökkbrigðum bæði hjá AQUI og VPR þar sem við tókum út 

saltbrýr og skiptum út hlöðnum amínósýrum.  

Framkallaðar voru þrjár stökkbreytingar í VPRΔC sem var ætlað að setja inn saltbrú, E172-

K142, sem er til staðar í AQUI, en ekki í VPR. Sýndu einföldu stökkbrigðin VPRΔC 

Q142K og VPRΔC S172E mikla aukningu í hvötunargetu sem gekk svo til baka í tvöfalda 

stökkbrigðinu VPRΔC S172E/Q142K. Einnig verður fjallað um stökkbrigði í AQUI þar sem 

saltbrúin á milli E172-K142 var felld út í stökkbrigðinu AQUIK142Q. Hafði stökkbreytingin 

ekki marktæk áhrif á stöðugleika og hvötunargetu ensímsins. Fjórfölda stökkbreytingin 

AQUIx4 (H119A/R120S/R121G/A123S) sýndi ennfremur litla breytingu í eiginleikum 



 

miðað við ensím villigerðarinnar. Stökkbrigðið AQUID98S sýndi hins vegar mikla aukningu 

í hvötunargetu miðað við AQUIwt en sýndi þó ekki lækkun í stöðugleika. Var aukin 

hvötunargeta talin vera vegna fækkunar á vetnistengjum við hvarfefnisbindiset ensímsins.  

Stökkbreytingunni AQUIR47E var ætlað að taka út mögulega saltbrú á milli R47-D212 og 

að skipta um yfirborðshleðslu. Hækkaði hvötunargeta stökkbrigðisins umtalsvert og 

mældist einnig nokkur hækkun í stöðugleika.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



 

Abstract 
Structural basis of temperature adaptation of proteins from extremophiles have been 

extensively studied during the last decades. One method to study thermostabilization is to 

compare enzymes from thermophilic organisms with homologous enzymes from 

psychrophilic organisms.  

Aqualysin I (AQUI) is a highly thermostable subtilisin-like serine proteinase (subtilase) 

from the thermophilic bacterium Thermus aquaticus. In order to gain a better 

understanding of the molecular mechanisms of temperature adaptation of subtilases, the 

structure and properties of AQUI were compared to a homologous enzymes from 

organisms adapted to lower environmental temperatures. One such enzyme is a subtilase 

from a psychrotrophic Vibrio-species PA-44 (VPR). These two homologous subtilases 

have very similar 3D structures, but differ significantly with respect to catalytic activity 

and stability. It has been suggested that one of the main characteristic of thermophilic 

enzymes is highly rigid protein structures, with markedly lower global or local flexibility 

when compared to their meso- and psychrophilic counterparts. As a result thermophilic 

enzymes are usually characterized by low catalytic efficiency and high thermal stability. It 

has been suggested that the increased number of enforced salt bridges may play an 

important role in thermostabilization of thermophilic enzymes, hence in rigidifying their 

structure.  

Structural comparison of AQUI and VPR led us to hypothesize that additional salt bridges 

may play a role in thermostabilization of AQUI. To test this hypothesis we have used site 

directed mutagenesis to search for clues of molecular reasons for the large difference in 

thermostabilization of these otherwise very similar proteins. 

Here will be described few mutations both on AQUI and VPR where we deleted salt 

bridges and exchanged charge amino acids.  

Three mutants of VPRΔC were produced that were designed to incorporate a new ion pair, 

E172-K142, into the structure of VPR, which was deemed to be present in AQUI. The 

single mutants, VPRΔC Q142K and VPRΔC S172E, showed a significant increase in 

catalytic activity which did reverse however in the double mutant VPRΔC S172E/Q142K. 

A mutant of AQUI was also designed to delete the salt bridge between E172-K142 



 

(AQUIK142Q). The mutation had no significant effect on the catalytic activity or thermal 

stability of the enzyme. The fourfold mutant AQUIx4 (H119A/R120S/R121G/A123S) 

showed no significant difference in either catalytic property or stability when compared to 

the wild type enzyme. The mutant AQUID98S showed significant increase in catalytic 

activity compared to AQUIwt but without any effect on thermal stability. In the AQUIR47E, 

mutant which, the mutation was supposed to eliminate a putative salt bridge between R47-

D212 as well as to exchange the charge at this surface location. This mutant showed 

considerable increase in catalytic activity and also increased to some extent the thermal 

stability of the enzyme.  
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1 Inngangur 
Á síðustu áratugum hefur verið fyrir hendi mikill áhugi á lífverum sem lifa við öfgafullar 

jaðaraðstæður. Mörkin fyrir tilvist lífs eru mjög breið eða -40 til +115 °C, yfir 120 MPa 

þrýstingsbil, mjög háan salt styrk (vatnsvirkni um 0,6) og pH frá 1 til 11 [1]. Lífverum er 

oft skipt uppí fjóra flokka eftir því við hvaða hitastig þær ná hámarksvexti (optimum 

growth tempatures; Topt): Kuldakærar (psychrophiles): 0 < Topt > 20 °C, miðlungshitakærar 

(mesophilic): 20 °C < Topt > 45 °C, hitakærar (thermophilic): 45 °C < Topt > 80 °C og 

ofurhitakærar (hyperthermophiles): 80 °C < Topt > 120 °C [2, 3]. Talið er að efri mörk lífs 

séu við 140 °C því þá fer ATP að brotna niður [4]. Það sem lífverur við þessar öfgafullu 

aðstæður geta gert er annað hvort að forðast þær eða aðlagast þeim [4]. Hefur komið fram 

sú kenning að upphafið að lífi á jörðinni hafi verið hjá ofurhitakærum lífverum og gerir 

það jaðarlífverur enn áhugaverðari með tilliti til þróunar hitastigsaðlögunar (Mynd 1) [5].  

Áhugi á jaðarlífverum hefur aukist jafnt og þétt á síðustu árum, þá sérstaklega á kulda- og 

hitakærum lífverum, ekki síst vegna sérstakra eiginleika próteina þeirra. Vegna þessara 

eiginleika er mikil áhugi fyrir því að hagnýta prótein úr jaðarlífverum í ýmsan iðnað svo 

sem matvæla og þvottaefnaiðnað. Hafa subtilísin próteinasar frá Bacillus tegundum verið 

notaðir í miklum mæli í þvottaefnaiðnaði og er framleiðslan á þeim í hundruðum tonna af 

hreinu ensími á ári [6]. Kuldaaðlöguð ensím hafa í flestum tilfellum meiri virkni heldur en 

skyld miðlungshitakær ensím en slík ensím kuldakærra lífvera eru oftast minna stöðug 

gagnvart hita. Helsti kostur hitakærra ensíma er líklega mikið hitaþol þeirra, hafa t.a.m. 

fundist prótein út ofurhitakærum örverum sem eru stöðug við 100°C í marga klukkutíma 

[7]. Sem dæmi um mikla hitaþolni slíkra ensíma má nefna glútamat dehydrogenasa úr 

ofurhitakæru fornbakteríunni Pyrococcus furiosus sem mældist með helmingunartíma (t1/2) 

við 104°C í 4,6 klst og bræðslumark (Tm) við 114,5 °C. Tm var mælt með 

skönnunarkaloríumælingum (differential scanning microcalorimetry) [7]. Bent hefur verið 

á að hitastöðug ensím hafa mikla möguleika þegar kemur að hagnýtingu þeirra í iðnaði. 

Þau gætu leyst af hólmi hin ýmsu miðlungshitakæru ensím sem eru í notkun í dag sem 

mundu henta betur í viðkomandi ferlum vegna einstakra eiginleika sinna svo sem mikillar 

hitaþolni, efnaþols og pH stöðugleika [8]. Dæmi um hitakært ensím sem mikið er notað í 

dag er Taq polymerasinn úr T. aquaticus sem er notaður í PCR hvörfum [8, 9]. 
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Mynd 1. Ættartré (phylogenic tree) sem byggir á ss rRNA (smal subunit ribosomal RNA) 
raðgreiningu. Feitleitraða línan táknar ofurhitakærar lífverur [5].  

 

Í þessari ritgerð eru skoðaðar ýmsar leiðir hitastigaðlögunar með samanburði á tveimur 

skyldum ensímum sem koma úr kuldakærri og hitakærri lífveru. Um er að ræða subtilísin-

líka serín próteinasa úr kuldakærri Vibrio-tegund (VPR) með kjörvaxtarstig (Topt) við 19°C 

og úr hitakæru bakteríunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI) með Topt við 75°C. Verður 

bæði notast við 1.stigs og 3.stigs byggingarlegan samanburð á ensímunum til að kanna 

mismunandi hitastigsaðlögun þeirra.  
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1.1 Hitastigsaðlögun próteina 

Til að bera saman stöðugleika próteina við mismunandi aðstæður er oft notast við 

varmafræði afmyndunar. Sú mælistærð sem nota má til að lýsa breytingunni frá 

svipmótuðu formi próteins til afmyndaðs forms þess er fríorkubreytingin (ΔG) í þessu ferli 

sem fall af hitastigi og er hún því mælikvarði á stöðugleika próteinsins við hin mismunandi 

hitastig. Hægt er að nota umritaða gerð af Gibbs-Helmholtz jöfnunni til að finna 

mikilvægar varmafræðilegar stærðir (jafna 1).  

(jafna 1) 

Í jöfnu 1 er ΔG(T) fríorkan við hitastigið T, ΔHm er enþalpíubreyting við Tm, ΔCp er 

breytingin á varmarýmd við afmyndun próteinsins og Tm er bræðslumark próteinsins [10].  

Gerðar hafa verið margar rannsóknir til að skilja varmafræðilegar leiðir sem prótein í 

hitakærum örverum geta notað til að viðhalda réttu svipmóti (virkri byggingu sinni) við 

hátt hitastig. Hitakær prótein hafa með þróun breytt fyrsta stigs byggingu sinni til að 

hámarka innansameindarvíxlverkunaráhrif sem viðhalda réttu svipmóti próteinsins. Þessar 

breytingar á innansameindakröftum hafa áhrif á mikilvægar varmafræðilegar stærðir eins 

og ΔCp, ΔG og ΔH. Hægt er að ákvarða þessar stærðir með mælingum og setja upp í 

stöðugleikaferil (ΔG vs. T, skv. jöfnu 1) sem má nota til að skilja hitastigsaðlögun út frá 

varmafræði. Tilgáta hefur verið sett fram um mismunandi leiðir að meiri hitastöðugleika 

(hærra Tm) hjá próteinum (Mynd 2). Leið miðlungshitakærs próteins að hitakæru umhverfi 

getur verið að hækka stöðugleikaferilinn í átt til hærra ΔG sem hækkar þá einnig Tm (leið 

I). Einnig væri hægt að fletja ferilinn út og þannig hækka Tm (leið II) , eða hliðra ferlinum í 

átt að hærra hitastigi (leið III) [10] (Mynd 2).  
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Mynd 2. Stöðugleikaferlar sem sýna mismunandi leiðir til að ná hærri Tm. Heila línan 
táknar dæmigert miðlungshitakært prótein, próteinið getur hækkað Tm með því að hliðra 
ferlinum upp á við (leið I [tíglar]), með því að fletja ferilinn (leið II [hringir]), eða með því 
að hliðra honum til hægri (leið III [kassar]) [10]. 

 

Önnur leið sem farin hefur verið til að skilja hitastigsaðlögun próteina er að skoða 

mismunandi byggingarstig og bera saman kuldakær og miðlungshitakær prótein við 

hitakær samstofna prótein. Slíkur samanburður hefur leitt í ljós að prótein úr hitakærum 

örverum fara ekki eina sérstaka leið að þróun að auknum hitastöðugleika. Bent hefur verið 

á mismunandi leiðir í þróun aukins hitastöðugleika t.d. aukin vatnsfælni í kjarna, betri 

pökkun, eyðing eða stytting á lykkjum, aukinn fjöldi Pro amínósýra á lykkjum, aukin fjöldi 

vetnistengja, sterkari málmbinding, aukinn fjöldi hlaðinna amínósýra á yfirborði, fækkun 

Cys, minni sveigjanleiki og fleiri saltbrýr [9, 11-15] (Tafla 1).  

Samanburðarrannsóknir á amínósýrusamsetningu hitakærra og meðalhitakærra próteina 

hafa m.a. leitt í ljós aukningu á óskautuðum amínósýrum (t.d. Pro, Ile og Leu), aukningu á 

hlöðnum a.s. (helst þá Arg og Glu) og færri skautuðum óhlöðnum a.s. (Ser, Thr, Asn og 

Gln) í hitakærum próteinum [12, 14, 16, 17]. Einnig hafa fundist vísbendingar um að færri 

Cys séu til staðar í hitakærum próteinum þó það séu til dæmi um aukinn fjölda 

tvísúlfíðbrúa hjá hitakærum próteinum [9, 12]. Vera kann að fækkun einstakra amínósýra í 

hitakærum próteinum miðað við miðlungshitakær gæti stafað af óstöðugleika einstakra 

amínósýra t.d. Cys gagnvart efnabreytingum við hátt hitastig [4]. Heilt á litið virðist 

þróunarleg breyting á amínósýrum milli kulda- og miðlungshitakærra próteina og svo 

hitakærra fela í sér aukinn fjölda vatnsfælnari a.s. í kjarna hitakærra próteina. Aukin 
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vatnsfælnihrif og aukin pökkun í kjarna próteina er því talin skipta miklu máli í stöðugleika 

þessara próteina [12, 13, 18].  

 

Tafla 1. Samantekt á mismunandi eiginleikum hjá hitakærum og ofurhitakærum próteinum 
borið saman við samsvarandi miðlungshitakær prótein [16]. 

 

Eiginleiki 

  Fylgni við 

hitastig 

Breyting í 

hitakærum 

próteinum 

Breyting í 

ofurhitakærum 

próteinum. 

Holrúm  Fjöldi  ↓↓  O  ↓↓↓ 

  Rúmmál  ↓  ↑  ↓ 

  Flatarmál  ↓  ↑  ↓↓ 

Vetnistengi  Fjöldi  0  0  0 

  Ófullnýttir  ↓  ↓  ↓ 

Jónapör  < 4,0 Å  ↑↑  ↑  ↑↑↑ 

  < 6,0 Å  ↑↑  ↑↑  ↑↑↑ 

  < 8,0 Å  ↑↑↑  ↑↑↑  ↑↑↑ 

2. stigs bygging  α  0  ↑  0 

  β  ↑  0  ↑↑ 

  Óregluleg  ↓  ↓  ↓ 

Skautun yfirborðs  Á yfirborði  ↓↓  ↑↑↑  0 

  Grafin  0  ↑  ↑ 

Örvarnar sem snúa upp sýn jákvæð gildi en örvar sem snúa niður neikvæð. 0 táknar engin lítil sem engin 

tengsl. Fjöldi örva (1,2 eða 3) segir til um hversu mikið eiginleikinn eigi við.  

 

Eins og minnst var á að ofan hefur minni sveigjanleiki í byggingu ensíma oft verið tengdur 

við aðlögun próteina að háu hitastigi. Talið er að hreyfanleiki eða sveigjanleiki gegni 

mikilvægu hlutverki í hvötunareiginleikum ensíma. Settar hafa verið fram tilgátur um 

hlutverk sveigjanleika í hitastigsaðlögun ensíma, sem fela í sér að ensím hafi mismunandi 

sveigjanleika við mismunandi hitastig til að viðhalda líffræðilegri virkni. Felur sú tilgáta 

einnig í sér að hitakær prótein hafi þróað með sér mikinn stöðugleika með stífri 

myndbyggingu og nái ekki fullri virkni nema við hátt hitastig vegna innbyggðar stífni við 

lægri hitastig. Almennt hafi hins vegar kuldakær prótein meiri sveigjanleika og minni 

hitastöðugleika heldur en hitakær prótein [19] (Mynd 3). Ensím sem hafa sömu 
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hvötunareiginleika en eru aðlöguð að mismunandi umhverfisaðstæðum virðast þó hafa 

svipaðan sveigjanleika við það hitastig sem þau ná hámarksvirkni [13, 15, 20]. Minni 

sveigjanleiki hitakærra próteina hefur verið tengdur við aukinn fjölda saltbrúa í byggingu 

þeirra. En aukinn fjöldi hlaðinna amínósýra (Arg, Lys, Glu og Asp) í hitakærum próteinum 

tengist líklega auknum fjölda saltbrúa [15]. Aukinn fjöldi innan-helix (intra-helix) saltbrúa 

eða saltbrúa klasa hefur líka verið tengdur við hitakær prótein [15, 21].  

 

 

Mynd 3. Samband á milli hitastöðugleika og virkni við lágt hitastig. Samstofna ensím sem 
eru aðlöguð að mismunandi hitastigum sýna skipti (trade-off) á milli virkni við lágt hitastig 
(hátt fyrir kuldaaðlöguð ensím og lágt fyrir hitastigsaðlöguð ensím) og hitastöðugleika 
(lágur fyrir kuldaaðlöguð ensím og hár fyrir hitastigsaðlöguð ensím) [22].  

 

1.1.1 Saltbrýr 

Saltbrýr eru hleðsluhrif sem verka á milli hlaðinna hliðarkeðja amínósýranna, Asp eða Glu 

við Arg, His eða Lys. Saltbrúm er oft skipt uppí tvo flokka á grundvelli fjarlægðar á milli 

hinna víxlverkandi hleðsla: stuttdrægar (short range) saltbrýr sem eru innan við 4 Å á milli 

víxlverkandi atóma á hliðarkeðjum amínósýranna sem hún samanstendur af og langdrægar 

(long range) saltbrýr þar sem fjarlægðin er meiri en 4 Å [23] (Mynd 4). Það eru skiptar 

skoðanir um hvort að saltbrýr auki við stöðugleika próteina [16, 23-28], skipti litlu máli 

[29, 30] eða jafnvel minnki hann [31]. Hendsch og Tidor [31] notuðu tölfræðilega 

útreikninga til að reikna fríorku fyrir 21 saltbrú úr 9 próteinum og komust að þeirri 
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niðurstöðu að saltbrýr stöðguðu í raun ekki prótein [31]. Aftur á móti sýndu Kumar og 

samstarfsmenn [25] fram á hið gagnstæða og þeir töldu að í rannsókninni hjá Hendsch og 

Tidor hafi verið notað of mikil fjarlægð á milli amínósýranna við útreikningana (3,1Å – 

5,8Å) og því hefðu niðurstöðurnar sýnt saltbrýrnar óstöðgandi [25]. Kumar et.al. [25] 

skoðuðu 222 saltbrýr úr 36 óskyldum próteinum með fræðilegum útreikningum og 

könnuðu hvort að þær væru stöðgandi með tilliti til staðsetningar þeirra, þ.e. hvort að þær 

væru á yfirborði (exposed) próteinanna eða grafnar (buried). Niðurstaðan þeirra var sú að 

saltbrýr væru almennt stöðgandi fyrir byggingu próteina og jafnframt að grafnar saltbrýr 

væru meira stöðgandi en yfirborðs saltbrýr [25].  

 Kumar et. al. [23] notuðu fræðilega útreikninga til að sýna með samanburði á völdum 

saltbrúm úr 11 próteinum að flestar saltbrýr voru stöðgandi (um 92% af heildarfjölda 

saltbrúa í tilrauninni) og þær sem minnka stöðugleika eru flestar langdrægar saltbrýr (um 

89% af heildarfjölda óstöðgandi saltbrúa) [23].  

 

 

Mynd 4. Tvær gerðir af jónatengjum sem hægt er að finna á milli Glu47 - Arg73 í c-Myb 
DNA-bindi hneppi (PDB nr. 1MBF). Til vinstri er saltbrú með minna en 4 Å fjarlægð á 
milli atóma og til hægri er langdræg saltbrú þar sem fjarlægð á milli víxlverkandi atóma er 
meiri en 4 Å. Atómin eru lituð á eftirfarandi hátt: Súrefni er rautt, nitur er blátt og kolefni 
er grænt. Sterkustu jóna tengin eru saltbrýr og þau veikustu eru langdræg (longer range) 
jóna pör [23]. 

 

Gerð hefur verið samanburðartilraun [16] þar sem bornar voru saman hágæða þriðja 

stigsbyggingar 64 miðlungshitakærra próteina við 29 hitakær prótein frá alls 25 prótein 

fjölskyldum með fræðilegum útreikningum. Gerður var samanburður á fjölda saltbrúa og 

fundin fylgni við vaxtarhitastig þeirra örvera þar sem próteinin voru upprunnin. Samkvæmt 
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þessari rannsókn þá voru hitakær prótein og þá sérstaklega prótein ofurhitakærra örvera 

með aukinn fjölda saltbrúa miðað við samstofna miðlungshitakær prótein sem bendir til að 

saltbrýr auki hitastöðugleika (sjá Tafla 1 fyrir nánari niðurstöður úr rannsókninni) [16].  

Bae og Philips [32] framkvæmdu samanburðarrannsókn á byggingum adenýl kínasa úr 

hinni kuldakæru bakteríu Bacillus globisporus (AKglo), hinni miðlungshitakæru Bacillus 

subtilis (AKsub) og hitakæru bakteríunni Bacillus stearothermophilus (AKste). Þessi þrjú 

prótein eru með 66-74% líka amínósýruröð þrátt fyrir að vera úr lífverum sem lifa við 

mjög mismunandi hitastig. Samkvæmt niðurstöðum rannsóknarinnar var AKste 

hitastöðugra heldur en hin tvö próteinin og innihélt einnig flestar saltbrýr [32]. Í framhaldi 

af þessari rannsókn gerðu Bae og Philips [33] tilraun til að setja inní byggingu 

miðlungshitakæra próteininu AKsub saltbrýr sem væru til staðar í hitakæra próteininu 

AKste. Með því að nota sameindahreyfihermanir (molecular dynamics simulations) spáðu 

þeir fyrir því hvaða saltbrýr kynnu að vera stöðgandi fyrir ensímið. Þeir notuðu síðan 

markvissar stökkbreytingar til að byggja þessar saltbrýr inn í miðlungshitakæra próteinið. 

Sýndu þeir að samræmi var í niðurstöðum úr hinum fræðilegu útreikningum og 

stökkbreytitilraunum, þannig að saltbrýr sem hreyfihermunartilraunir bentu til að væru 

stöðugar, juku mest við hitastöðugleika próteinsins. Ein saltbrú til dæmis hækkaði 

bræðslumark (Tm) próteinsins um 3,3 °C [33].  

Niðurstöður annarra rannsókna hafa einnig bent til að hluti af aðlögun próteina að háum 

hitastigum er aukinn fjöldi saltbrúa [3, 13, 34-37]. 

Lýsa má orkunni sem þarf til að mynda saltbrýr með jöfnu 2:  

(jafna 2) 

Jafnan sýnir heildar fríorku breytinguna við myndun saltbrúa (ΔGTOTAL). ΔGTOTAL saman 

stendur af: ΔGDESOLVATION, sem er orkan sem þarf til að grafa tvær andstæðar hleðslur inn í 

próteinið úr umhverfinu í burtu frá vatni, er óhagstæð þar sem hún felur í sér rof hagstæðra 

víxlverkana milli vatnsins og hleðslnanna, þar sem það felur í sér að afvatna þarf 

hleðslurnar. ΔGELECTROSTATIC er vegna hagstæðra Coulombískra hrifa og van der Waals 

krafta sem verka á milli tveggja andstætt hlaðinna jóna og ΔGPROTEIN sem samanstendur af 

fríorku breytingunni sem lýsir víxlverkun hliðarkeðja amínósýra í nágrenni við jónaparið 

[38]. Hækkun hitastigs veldur því að það kostar minni orku að afvatna hleðslur m.a. vegna 

lækkunar í rafsvörunarstuðli. Minni orkukostnaður við myndun saltbrúa leiðir hins vegar til 
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aukins stöðugleika saltbrúarinnar [36]. Það fer því mjög eftir staðsetningu jónaparsins á 

próteininu og lausnaraðstæðum hvort jónapör verki stöðgandi eða ekki á próteinbyggingar. 

Það getur reynst erfitt að ákvarða hvort saltbrýr séu stöðgandi eða ekki vegna vandkvæða í 

mati á rafsvörunarstuðlinum (dielectric constant) í umhverfi hleðslnanna, sérstaklega ef 

saltbrúin er á yfirborði [38].  

Framkvæmd hefur verið rannsókn þar sem bornar voru saman myndbyggingar 289 

miðlungshitakærra og 178 hitakærra próteina og notast við tölvuútreikninga til að meta 

fjölda og styrk saltbrúa [39]. Markmið þessarar rannsóknar var að kanna tilgátuna um að 

fjöldi saltbrúa á yfirborði aukist hjá hitakærum próteinum í samanburði við 

miðlungshitakær. Niðurstöður sýndu að það var umtalsverð aukning á saltbrúm hjá 

hitakærum próteinum og settu höfundarnir fram þá tilgátu að aukinn fjöldi saltbrúa á 

yfirborði sé mögulega leið í þróun til aukins hitastöðugleika próteina [39]. Kumar et. al. 

höfðu líka áður komist að þeirri niðurstöðu með tölvuútreikningum á 222 saltbrúm úr 36 

próteinum að um 70% saltbrúa í þessum próteinum væru á yfirborði og um 86% af þeim 

væru stöðgandi [25].  

Með tilliti til hitastöðugleika þá eru nokkrir aðrir þættir sem hafa töluverð áhrif á stöðgunar 

eiginleika saltbrúa. Fyrst ber að nefna að eftir því sem hitastig er hækkað þá lækkar 

rafsvörunarstuðulinn (D) á vatni úr 80 við 25°C í 55 við 100°C [38]. Þar af leiðandi mun 

sú orka (E) sem verkar á milli tveggja hleðslna (Z1 og Z2) með fjarlægðina „r“ á milli sín 

hækka samkvæmt Coulomb lögmáli (jafna 3). 

(jafna 3) 

Lækkandi gildi á rafsvörunarstuðli vatns með hækkuðu hitastigi felur í sér að hæfni 

vatnssameindanna til að víxlverka við hleðslur og þar með draga úr hleðsluhrifum á milli 

þeirra í vatnsumhverfinu verður minni. Þannig lækkar ΔGDESOLVATION við hærri hitastig 

sem leiðir til hagstæðari ΔGTOTAL fyrir myndun saltbrúa með hækkandi hitastigi sem 

stuðlar að auknum stöðgandi áhrifum þeirra í hitakærum próteinum.  

Prótein margra hitakærra örvera hafa þróað með sér saltbrúa kerfi (ionic networks), þar 

sem fleiri en tvær hlaðnar amínósýrur tengjast saman og mynda klasa. Geta slíkir klasar 

verið misstórir og sá stærsti sem greindur hefur verið samanstendur af 18 amínósýrum og 

er til staðar í glútamat dehydrogenasa úr ofurhitakæru örverunni Pyrococcus furiosus 

(Mynd 5) [40]. Ein af ástæðunum fyrir því að það er hagstætt fyrir prótein að mynda 
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saltbrúakerfi er að í hvert skipti sem viðbótar amínósýra (auka hleðsla) bætist við 

saltbrúarkerfið þá bætist við rafmættis viðbótin (electrostatic contribution) en aðeins hálf 

afvötnunar refsing (desolvation penalty) fyrir hverja hleðslu, sem leiðir til þess að ΔGTOTAL 

verður hagstæðara (jafna 2) [38]). Í tilraun hjá Kumar og félögum voru öll saltbrúarnetin 

stöðgandi í þeirra úrtaki sem var samanstóð af 222 amínósýrum sem innan í voru 17 

saltbrúarnet [25].  

Sýnt hefur verið fram á hlutverk saltbrúakerfa fyrir stöðugleika myndbyggingar glútamat 

dehydrogenasa úr ofurhitakærum lífverum með bæði samanburðarrannsóknum og 

stökkbreytitilraunum. Í einni þessara rannsókna var gerður samanburður á glútamat 

dehydrogenasa úr ofurhitakæru örverunni Pyroccocus furiosus (Pf GluDH) við ensímið úr 

miðlungshitakæru bakteríunum Clostridium symbiosum og Escherichia coli (Tafla 2). Einn 

helsti munurinn á byggingu þessara þriggja próteina var sá að Pf GluDH var með 

viðamikið saltbrúa-kerfi (Mynd 5) sem ekki var til staðar hinum tveimur miðlungshitakæru 

próteinum. Út frá niðurstöðunum drógu höfundarnir þá ályktun að hinn mikli 

hitastöðugleiki Pf GluDH væri að töluverðu leiti saltbrúa-kerfinu að þakka [40].  

 

Tafla 2 Fjöldi og gerð saltbrúa í glútamat dehydrogenasa. Fjöldi saltbrúa (IP: ion pairs) í 
GluDH frá miðlungshitaæru bakteríunni Clostridium symbiosum og ofurhitakæru 
bakteríunni Pyrococus furiosus. Einnig sést fjöldi saltbrúar kerfa (networks) [9]. 
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Mynd 5. Mynd af saltbrúarneti í glútamat dehydrogenasa úr Pyrcoccus furiosus. Er þetta 
eitt stærsta saltbrúar net sem hefur fundist í próteinum og samanstendur það af 18 hlöðnum 
amínósýrum [40].  

Gerðar hafa verið stökkbreytitilraunir á glútamat dehydrogenaa úr ofurhitakæru lífverunum 

Thermococcus litoralis [7] og Thermotoga maritima [41] með það að markmiði að bæta 

við hlöðnum hópum til að auka við saltbrúa-kerfin í átt að því sem er til staðar í Pf GluDH. 

Eins og áður hefur verið minnst á þá er PfGluDH með saltbrúar-kerfi sem samanstendur af 

18 amínósýrum og er ensímið mjög stöðugt með Tm = 114,5 °C og t1/2 við 104 °C 4,6 klst. 

Þó að bæði TlGluDH og TmGluDH séu líka úr ofurhitakærum örverum þá eru þau bæði 

með minni saltbrúarnet og minni stöðugleika en PfGluDH. Til samanburðar hefur 

TlGluDH Tm = 109,0 °C og TmGluDH með Tm = 89,1 °C. Notast var við samanburð á 

kristalbyggingum til að ákvarða stökkbreytingarnar á TlGluDH og var framkvæmd tvöföld 

stökkbreytig sem hækkaði Tm uppí 111,5 °C. Hjá TmGluDH var einnig notast við 

samanburð á kristalbyggingum og var framkölluð þreföld stökkbreyting sem sýndi hækkun 

í Tm, það var einnig gerð kristalgreining á stökkbrigðinu og var myndun nýs 16 amínósýru 
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saltbrúarnets staðfest. Þessar tilraunir sýndu fram á að styrking slíkra saltbrúakerfa í 

hitakærum próteinum getur aukið hitastöðugleika þeirra [7, 41].  

Arg virðist vera algeng sem akkeris/miðju amínósýran í saltbrúar netum, sem gæti verið 

ein af ástæðunum fyrir auknum fjölda Arg í hitakærum og ofurhitakærum próteinum [42, 

43]. Hafa þó nokkrar greinar verið birtar sem eru sammála um að áhrif saltbrúakerfa á 

hitastöðugleika í hitakærum og ofurhitakærum próteinum geti verið umtalsverð [7, 9, 38, 

43-45].  

 

1.2 Serín Próteinasar 

Próteinasar eru mjög fjölbreyttur hópur ensíma í lífríkinu og finnast í allt frá bakteríum til 

spendýra. Próteinasar draga nafn sitt af því að þeir hvata vatnsrof á peptíðtengjum próteina. 

Próteinasa má flokka í fjóra flokka: Serín-, aspartiksýru-, cystín-, og málmpróteinasa á 

grundvelli gerðar hvarfstöðva þeirra. Serín próteinasar hafa einkennandi hvötunarþrennd 

sem samanstendur af aspartiksýru, seríni og histidíni [6, 46].  

Serín peptíðasar skiptast í tvær yfirfjölskyldur, (chymo)-trypsin- og subtilisín-líka serín 

próteinasa. Þessar yfirfjölskyldur hafa svipaða afstöðu amínósýra í hvötunarþrenndinni, 

His, Asp og Ser þegar þriðja stigs byggingar þessara ensíma eru bornar saman. Þær hafa 

hins vegar ólíka próteinbyggingu, chymotrypsin-lík ensím einkennast af β/β-byggingum og 

subtilísin-lík ensím hafa α/β-byggingu [47] (Mynd 6).  

Subtilísin-líkir serín próteinasar eru oft kallaðir subtilasar og finnast þeir í t.d. 

fornbakteríum, bakteríum, sveppum, gersveppum, fiskum, spendýrum og fleirum. Út frá 

samanburði á amínósýruröðum þessara ensíma hefur subtilasa yfirfjölskyldan verið 

flokkuð í sex fjölskyldur þ.e. subtilísin-, thermitasa-, próteinasa K-, lantibiotik peptíðasa-, 

kexin og pyrolýsin fjölskyldurnar. Nöfnin á fjölskyldunum eru komin frá vel skilgreindu 

einkennisensími hverrar fjölskyldu [47].  
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Mynd 6. Samanburður á þrívíddarbyggingu chymotrypsins (efri mynd) og subtilasa (neðri 
mynd). Chymotrypsin hefur β byggingu og hvötunarþrenndin er á milli tveggja β-tunna. 
Þrenndin er merkt sem S195, H57 og D102. Subtilasinn hefur α/β byggingu og hefur 
hvötunarþrenndina Asp32, His64 og Ser221 [46]. 

 

Eitt sem subtilíasar hafa sameiginlegt er mikilvægi kalsíum bindingar í ákveðin bindiset 

fyrir stöðugleika myndbyggingar þeirra. Í byggingu subtilasa hafa fundist allt frá engu (hjá 

Tk-SP) uppí sjö (hjá Tk-subtilísin) kalsíumbindiset og hafa verið staðfest 16 mismunandi 

kalsíum bindiset í byggingu subtilasa [6].  
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Mynd 7. Áhrif kalsíum á hitastigs afmyndun á VPR (○), próteinasa K (□) og AQUI (Δ). 
Fylltir reitir sýna mælingar með kalsíum og tómir reitir tákna mælingar án kalsíum [6].  

 

Meirihluti ensíma í subtilasa yfirfjölskyldunni eru framleidd sem forveraensím innan 

frumunnar, en forveraraðirnar taka þátt í flutningi ensímanna yfir frumuhimnu og hjálpa 

við rétta svipmótun próteinsins. Forveraraðirnar eru svo klipptar af með sjálfmeltingu [47]. 

Bindiseti subtilasa mætti lýsa sem gjá sem bindur að minnsta kosti sex amínósýrur 

hvarfefnis (P4-P2´). Bæði hliðarhópar og fjölpeptíðkeðjur, P4-P2´, bindast með 

vetnistengjum í S4-S2´ bindisetin og mynda þrefaldan mótlægan β-flöt með tveim β-

strendingum ensímsins. Vatnsrof peptíðtengisins verður á milli P1´og P1 [47] (Mynd 8). 
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Mynd 8. Skematísk mynd af hvarfefnis/hindra (feitletruð lína) bindingu við subtilísin-líkan 
serín próteinasa. Hliðarkeðjur P4-P2´amínósýranna eru sýndar sem stórar kúlur; 
staðsetning amínósýra ensímsins sem víxlverka við þessar P4-P2´ í kringum bindisetið (S1, 
S2, o.s.frv.). Númerun á amínósýruröð ensímsins miðast við subtilísin BPN´. Vetnistengi á 
milli ensímsins og hvarfefnis/hindra eru sýnd sem punktalínur og tengið sem klippt er á er 
sýnt sem bugðótt lína. Amínósýrurnar í hvötunarþrenndinni, D32, H64 og S221, eru einnig 
á myndinni [47].  

 

Eins og minnst var á fyrr er ein fjölskylda subtilísin-líkra serín próteinasa kennd við 

ensímið próteinasa K, sem er vel skilgreint ensím sem seytt er af sveppnum Tritirachium 

album. Próteinasa K fjölskyldan er stór fjölskylda af endopeptíðösum, sem er seytt af 

sveppum, gersveppum og gram-neikvæðum bakteríum. Bakteríuensímin sýna mikla 

samsvörun í amínósýruröðum eða yfir 55% [48].  

Innan próteinasa K fjölskyldunnar eru mörg vel rannsökuð og skilgreind ensím. Til dæmis 

er einkennisensím fjölskyldunnar, próteinasi K úr sveppnum Tritirachium album (PRK), 

mjög vel skilgreint ensím. Til að mynda hefur kristalsbyggingu ensímsins verið lýst í atóm 

upplausn (0,98 Å) [49]. Einnig hafa eiginleikar, þ.m.t bygging peptíðasa úr kuldakæru 

bakteríunni Vibrio sp. PA44 (VPR) [50], peptíðasa úr kuldakæru bakteríunni Serratia sp 

(SPRK) [51] og hitaþolna ensímið aqualysin I úr Thermus aquaticus (AQUI) [52] verið vel 

skilgreind. Innan próteinasa K fjölskyldunnar hafa verið skilgreind fjögur kalsíum bindiset 

og er hitastöðugleiki ensíma innan þessarar fjölskyldu mjög háður kalsíum bindingu [6].  

Þrívíddarbygging þó nokkurra subtilasa hefur verið skilgreind og er hægt að finna hjá 

Protein Data Bank (PDB: http://www.pdb.org/) 180 3D-byggingar fyrir 25 mismunandi 
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serín próteinasa (janúar 2012) sem hafa sömu subtilísin grunnbygginguna. Má þar nefna til 

dæmis: PRK (PDB tákn: 1IC6), VPR (PDB tákn: 1SH7), SPRK (PDB tákn: 2B6N), 

thermitasa (PDB tákn: 1THM), Subtilísin S41 (PDB tákn: 2GKO) og AQUI [52] (Tafla 

24). Þrívíddarbygging próteinanna hefur reynst vera mjög lík og hafa þau marga aðra 

svipaða eðliseiginleika.  

Hér á eftir verður fjallað um subtilísin-líka serín próteinasa úr kuldakæru bakteríunni 

Vibrio tegund PA44 og hitakæru bakteríunni Thermus aquaticus, sem eru 

meginviðfangsefni þeirra rannsókna sem þessi ritgerð fjallar um.   

 

1.2.1 Subtilísin-líkur serín próteinasi úr kuldakærri Vibrio-
tegund 

Vibrio-próteinasanum, VPR, er seytt af kuldakæru sjávarbakteríunni Vibrio tegund PA44. 

Gen ensímsins hefur verið klónað og tjáð í Escherichia coli [53]. Þessi Vibrio-próteinasi 

(VPR) tilheyrir próteinasa K fjölskyldunni [54]. Samanburður á amínósýruröð VPR við 

skyld ensím sýnir góða samsvörun við miðlungshitakæran próteinasa frá V. alginolyticus 

(86%) og V. cholerae (71%), 60% samsvörun við hitakæru próteinasana aqualysin I og 

Thermus Rt41A og 41% samsvörun við próteinasa K [53]. Ensímið er tjáð sem 

forveraprótein sem samanstendur af 530 amínósýrum og hefur mólmassann 55,7 kDa en 

það skiptist í þrjá hluta: 139 amínósýru N-enda forröð, virka próteinasa hlutann sem er 291 

amínósýrur og 100 amínósýru C-enda forröð. N-enda forröðin virkar líklega sem 

hjálparprótein (chaperone) og tryggir rétta formmyndun á VPR og er síðan klofin af með 

sjálfsmeltu og myndar þá virkt ensím með sameindarmassann 40,6 kDa. Við hitun (t.d. 40 

°C í 30 mín) þá er C-enda forröðin klofin af með sjálfsmeltu og verður þá til 29,7 kDa 

virkur próteinasi [53] (Mynd 10).  
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Mynd 9. Þrívíddarbygging og samröðunarmynstur fyrir VPR (PDB tákn: 1SH7). A) 
Amínósýrurnar í hvötunarþrenndinni, D37, H70 og S220, eru sýndar í gulu. 
Tvísúlfíðbrýrnar eru appelsínugular. Kalsíum jónirnar eru sýndar sem grænar kúlur og 
merktar með Ca1, Ca2 og Ca3. B) Samröðunarmynstur fyrir VPR [50].  

 

Þrívíddarbygging VPR hefur verið greind með röntgen kristalgreiningu í 1,84 Å upplausn 

[50]. Kristalgreiningin á VPR var sú fyrsta sinnar tegundar á kuldaaðlöguðum subtilasa 

[50]. Þrívíddarbyggingin á VPR sýndi að ensímið er með þrjú kalsímum bindiset, Ca1, Ca2 

og Ca3 (Mynd 9). Ca1-bindisetið samsvarar vel til sterkara kalsíum bindisetsins hjá 

próteinasa K [49] og Ca2-bindisetið er samsvarandi miðlungssterku kalsíum bindiseti sem 
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er að finna í thermitasa frá hitakæru bakteríunni Thermoactinomyces vulgaris [50, 55]. 

Þriðja kalsíum bindisetið, Ca3, hafði ekki áður verið skilgreint í subtilísin-líkum serín 

próteinösum en útfrá samanburði á amínósýruröðum var talið líklegt að Ca3-bindisetið 

væri einnig í skyldum próteinösum t.d. AQUI [50]. 3D byggingin leiddi í ljós að ensímið 

hefur þrjár tvísúlfíðbrýr, Cys-67-Cys99, Cys163-194 og Cys277-Cys281 (Mynd 13). 

Tvísúlfíðbrúin Cys67-Cys99 tengir saman lykkju sem inniheldur Ca2-bindisetið og lykkju 

sem er hluti af hvarfefnisbindiseti S4. Önnur tvísúlfíðbrú, Cys163-Cys194, tengir saman 

amínósýrur í nágrenni við Ca1-bindisetið og hvarfefnisbindiset S1. Tvær fyrstu 

tvísúlfíðbrýrnar eru einnig í AQUI og virðast þær vera vel varðveittar í skyldum 

próteinösum (Mynd 34 í viðauka). Þriðja tvísúlfíðbrúin, Cys277-Cys281, er staðsett við C-

enda virka ensímhluta VPR [50]. Hvarfstöðin hjá VPR samanstendur af 

hvötunarþrenndinni Asp37, His70 og Ser220 [50].  

Eiginleikar hins kuldakæra VPR hafa verið bornir saman við miðlungshitakæra ensímið 

PRK og hið hitakæra AQUI til að meta áhrif hitastigs á hvötunareiginleika og 

hitastöðugleika. Reyndist VPR hafa hærri hvötunarhraða (kcat) og hvötunargetu (kcat/Km) 

við öll mæld hitastig í samanburði við PRK og AQUI. Stöðugleiki VPR var jafnframt 

umtalsvert lægri heldur en hjá PRK og AQUI [54].  

Virki hluti VPR (29,7 kDa og 291 a.s.) er með C-enda sem er 15 amínósýrum lengri en 

sambærilegur hluti AQUI. Til að gera AQUI og VPR líkari að byggingu í 

samanburðarrannsóknum var framleidd stytta af VPR þar sem þessar viðbótar amínósýrur 

á C-endanum voru fjarlægðar til samræmis við byggingu C-enda AQUI [56]. Þetta stytta 

form kallast VPR∆C. Með því að taka út þessa C-enda röð þá missir einnig VPR eina 

tvísúlfíðbrú, Cys277-Cys281, og er því VPR∆C með tvær tvísúlfíðbrýr eins og AQUI.  

Tafla 3. Hraðafræði og hitastöðugleiki VPRwt og VPR∆C [57]. 

Ensím  kcat (s
‐1)  Km (mM)  kcat/Km (mM‐1s‐1)  T50% (°C)  Tm (°C) 

VPRwt  76,6 ± 5,0   0,166 ± 0,017  444 ± 30  56,0 ± 0,2  63,6 ± 0,3 

VPR∆C  68,2 ± 9,9  0,184 ± 0,017  371 ± 26  56,4 ± 0,1  65,2 ± 0,2 

 

Hraðafræðilegir eiginleikar hjá VPR∆C voru sambærilegir hjá VPRwt þegar mælt var gegn 

sama hvarfefni við 25°C. Hvarfhraðinn (kcat) lækkaði örlítið og hækkun á Km hjá VPR∆C 

sem leiddi til lækkunar hvötunargetu ensímsins (kcat/Km) í 371 ± 26 mM-1s-1 miðað við 449 

± 30 mM-1s-1 hjá VPRwt [57]. VPR∆C sýndi einnig hækkun í stöðugleika bæði hvað varðar 
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T50% og Tm miðað við VPRwt, þó aðallega Tm þar sem hækkunin var um 1,6 °C (Tafla 3) 

[57].  

 

1.2.2 Hitakæri subtilisín-líki serín próteinasinn aqualysinI 

Aqualysin I (AQUI) er alkalískur serín próteinasi sem seytt er af hitakæru bakteríunni 

Thermus aquaticus YT-1 og er á slíku formi með sameindarmassann 28 kDa [58]. Thermus 

aquaticus YT-1 er gram-neikvæð baktería og hefur hún tvær frumuhimnur, innri og ytri 

himnu. Þarf því AQUI sem er seytt úr frumunni að fara yfir tvær himnur. AQUI á sér 

forvera (e. precursor) og samanstendur hann af fjórum virknisvæðum; merkipeptíði (14 

a.s.), NH2-enda forröð (113 a.s.), subtilasa-hneppið (281 a.s.) og C-enda forröð (105 a.s.) 

(Mynd 10) [59]. Talið er að flutningur aqualysins I út úr frumunni eigi sér stað með 

eftirfarandi móti: "pre-pro“ aqualysin I (51 kDa) er flutt yfir innri himnu með hjálp 

merkipeptíðs, sem er síðan klofið af, pro-aqualysin I með NH2- og C-enda forraðir (48 

kDa) er staðsett í millihimnurýminu og festist við ytri himnuna með hjálp C-enda 

forraðarinnar [59]. N-enda forröðin er nauðsynleg fyrir rétta svipmótun próteinsins, virkar 

sem innbyggt hjálparprótein (chaperone) [60]. NH2- enda forröðin er þá klofin af og 

próteinið (38 kDa) er þá flutt yfir ytri himnu með hjálp C-enda forraðarinnar. Þegar 

próteinið er komið yfir ytri himnuna klofnar C-enda forröðin af og fullvirkt ensím myndast 

(28 kDa) [59] (Mynd 10). Aqualysin I hefur verið tjáð og klónað í E.coli og er það 

framleitt sem stærra prótein sem hefur sameindarmassann 38 kDa. Við hitameðferð (65 °C) 

á sér stað sjálfsmelting og við það myndast hið virka 28 kDa form próteinsins [28, 59]. 

 

Mynd 10. Myndin sýnir hvernig forraðirnar eru klofnar af ensímunum VPR og AQUI [6].  
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Aqualysin I er mjög hitastöðugt prótein. T50% (hitastigið þar sem ensímið missir helming af 

virkni sinni á 30 mín) fyrir AQUI var metið ~ 95 °C og til samanburðar var það 56°C í 

tilfelli VPR [54]. AQUI er með tvær tvísúlfíðbrýr, Cys67-Cys99 og Cys163- Cys194 [61] 

(Mynd 13). Árið 2008 gerðu Sakaguchi og félagar [62] stökkbreytitilraun þar sem þeir tóku 

út sitthvora tvísúlfíðbrúnna, sem og báðar í einu [62]. Komust þeir að því að tvísúlfíðbrúin 

á milli Cys163-Cys194 er mikilvægari fyrir hvötunargetu og stöðugleika ensímsins heldur 

en Cys67-Cys99 [62]. Bygging AQUI inniheldur tvö Ca2+ bindiset, með mismikla 

bindisækni, og virðist veikara bindisetið gegna lykilhlutverki fyrir stöðugleika [63]. 

Hámarks ensímvirkni AQUI í viðurvist Ca2+ er við 80°C en án þess 70°C [58].  

 

Mynd 11. Þrívíddarbygging AQUI. Hvötunarþrenndin, Asp29, His70 og Ser222, er sýnd 
hvít, kalsíumjónirnar eru sýndar gráar og brennisteinsbrýrnar, C67-C99 og C163-C194, eru 
sýndar gular. Merkingin á kalíumjónunum, Ca1 og Ca3, eru samskonar og í VPR.  

 

Þrívíddarbygging AQUI hefur ekki enn verið skráð inn í prótein gagnabankann (PDB) þrátt 

fyrir að hafa verið ákvörðuð með röntgen kristalgreiningu að 1,95 Å upplausn (Mynd 11) 
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[52]. Hefur rannsóknarhópurinn notast við þessa þrívíddarbyggingu á AQUI til að bera 

hana saman við byggingu VPR og ákvarða mismunandi leiðir þeirra að hitastigsaðlögun. 

 

1.2.3 Samanburður á AQUI og VPR 

Umtalsverður munur er á VPR og AQUI þegar kemur að hvötunareiginleikum og 

sérstaklega stöðugleika, enda er VPR kuldaaðlagað og AQUI hitaaðlagað en þrátt fyrir það 

eru þrívíddarbyggingar VPR og AQUI mjög líkar (Mynd 12). Þessi munur á 

eðliseiginleikum ensímanna á rætur að rekja til mismunandi amínósýruraða á krítískum 

svæðum byggingu þeirra. VPR hefur umtalsvert meiri hvötunarvirkni heldur en AQUI við 

hitastig frá 15 - 55°C en AQUI hefur meiri hitastöðugleika heldur en VPR [54]. 

 

 

Mynd 12. Samanburður á þrívíddarbyggingum VPR og AQUI. VPR (blátt) og AQUI 
(rautt) sýnt saman til að sýna hversu lík bygging þeirra er. Sést hvötunarþrenndin (hvít), 
brennisteinsbrýrnar (gular) og kalsíumjónir (grár).  
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Útfrá samanburði á amínósýrum VPR og AQUI kom í ljós að VPR inniheldur fleiri hlaðnar 

amínósýrur heldur en AQUI og þá sérstaklega neikvætt hlöðnu amínósýruna Asp (Tafla 4). 

VPR er með hærra hlutfall af súrum (neikvætt hlöðnum) amínósýrum, en AQUI er með 

hærra hlutfall af basískum (jákvætt hlöðnum) amínósýrum (Tafla 5). AQUI reyndist einnig 

vera með hærri stuðul á Arg/(Arg + Lys) og það má túlka sem fækkun Lys og fjölgun á 

Arg (Tafla 4 ogTafla 5). Fjölgun Arg á kostnað Lys kemur oft í ljós þegar borin er saman 

samsetning hitakærra og miðlungshitakærra próteina. Talið er að það kunni að vera vegna 

þess að Arg er einum metýl hóp styttri heldur en Lys og að Arg á auðveldara með að 

viðhalda saltbrú við hærra hitastig vegna þess að Arg er með hærra pKa en Lys [9]. Ein 

ástæðan fyrir því að frekar er valið fyrir Arg í próteinum hitakærra lífvera í staðinn fyrir 

Lys gæti einnig verið erfðafræðileg, þar sem táknar (basaþrenndir) fyrir Arg hafa hærra 

G+C hlutfall heldur en hjá Lys og gæti þetta hækkað bræðslumark erfðamengisins 

[64].Ýmsar samanburðarrannsóknir hafa ennfremur stutt þá tilgátu að fjölgun Arg í 

hitakærum próteinum sé einn þeirra þátta sem stuðlar að hitastigsaðlögun próteina [9, 11]. 

Tafla 4. Samanburður á amínósýrusamsetningu VPR og AQUI [53].  
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Tafla 5. Samanburður á byggingarlegum eiginleikum útfrá amínósýruröðum AQUI og 
VPR [50].  

 
aDEHKR; bDE; cKR; dGSTNQYC; eLMIVWPAF; f reiknað með http://www.expasy.ch/tools/protparam.html; 
g GRAVY, grand average of hydropathicity [50]. 
 

GRAVY-stuðullinn [65] sýnir að samsetning AQUI er vatnsfælnari miðað við VPR (því 

hærri tala því meiri vatnsfælni) og hefur það einmitt oft verið tengt við aukinn 

hitastöðugleika [38] (Tafla 5). AQUI er með hærri alifatískan stuðul (Ala, Val, Ile og Leu) 

heldur en VPR og er þessi hækkun aðallega vegna aukins fjölda Ala, en hár stuðull hefur 

verið tengt hitastigsaðlögun (Tafla 5) [14, 53, 66]. VPR hefur minna óskautað grafið 

yfirborð heldur en AQUI og einnig hefur VPR hærra hlutfall neikvætt hlaðinna amínósýra 

á yfirborðinu í samanburði við AQUI [50]. Við samanburð á amínósýrusamsetningu VPR 

og AQUI sést mikil aukning á Ala hjá AQUI á kostnað Ser og aukning á Ser hjá VPR á 

kostnað Ala (Tafla 4). Gly virðist vera mjög vel varðveitt á milli AQUI og VPR en af þeim 

37 Gly sem eru í AQUI eru 29 í nákvæmlega sömu setum í VPR [53]. Fjórar Pro 

amínósýrur eru staðsettar á lykkjum í AQUI sem eru ekki til staðar í VPR og gætu þær lagt 

til við hinn mikla hitastöðugleika AQUI miðað við kuldaaðlagaða ensímið, en heildarfjöldi 

Pro er þó meiri í VPR en AQUI (Tafla 4) [53, 57].  

VPR hefur þrjár tvísúlfíðsbrýr og er tvær þeirra að finna á sömu stöðum í AQUI og því er 

erfitt að tengja fjölda tvísúlfíðbrúa við hitastigsaðlögun, einnig hefur verið bent á fækkun 

Cys hjá hitastöðugum próteinum þar sem Cys er efnafræðilega óstöðug við háhitaaðstæður 

(yfir 100°C) [9, 14]. Hægt er að sjá staðsetningu tvísúlfíðbrúnna hjá VPR og AQUI á 

Mynd 13.  
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Mynd 13. Staðsetning tvísúlfíðbrúa og kalsíumjóna í VPR og AQUI. VPR (blátt) til vinstri 
og AQUI (rautt) til hægri. Tvísúlfíðbrýrnar eru sýndar gular og kalsíumjónirnar gráar. 

 

VPR hefur þrjú kalsíumbindiset og eru tvö þeirra einnig að finna í byggingu AQUI (Mynd 

13). Kalsíumbinding er nauðsynleg fyrir stöðugleika þessara ensíma [6, 63]. Kalsíum er 

einnig mikilvægt fyrir stöðugleika í flestum subtílösum sem hafa verið skilgreindir hingað 

til [6].  

Út frá þrívíddarbyggingum VPR [50] (PDB tákn: 1SH7) og AQUI ([52]) er hægt að spá 

fyrir um hugsanlegar saltbrýr í ensímunum (Tafla 6). En saltbrýr hafa löngum verið 

tengdar við hitastigsaðlögun hitakærra próteina [16, 67]. Yfirleitt er aukinn fjöldi saltbrúa í 

hitakærum próteinum í samanburði við miðlungshitakær prótein en þó eru dæmi um að 

hitakær prótein hafi færri saltbrýr en skyld miðlungshitakær prótein en saltbrýrnar séu samt 

mikilvægar fyrir hitastöðugleika [3, 13, 35]. Þó svo að saltbrýrnar séu jafnmargar í heildina 

litið hjá kuldaaðlagaða VPR og hitastigsaðlagaða AQUI þá hefur mikilvægi a.m.k. einnar 

auka saltbrúar verið sannreynd með markvissum stökkbreytitilraunum og mælingum á 

hitastöðugleika [28, 56]. Nánar verður fjallað um þær tilraunir í kaflanum: Fyrri 

rannsóknir. 
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Tafla 6. Saltbrýr í VPR og AQUI. Mögulegar saltbrýr í VPR og AQUI skipt upp hvort það 
er innan við 4Å á milli hliðarhópa amínósýranna eða 4Å-6Å. 

VPR  AQUI 

Innan við 4 Å  4 Å ‐6 Å  Innan við 4 Å  4 Å ‐6 Å 

D56–R95  D9‐R20  D17‐R259  D17‐R12 

D59–R95  D45‐H44  D58‐R95  E48‐H46 

D183‐R10  D61‐R95  D98‐R95  E48‐R47 

D138‐R169    D183‐R12  D113‐R117 

E236‐R252    D138‐R169  D138‐K142 

E255‐K267    D212‐R43  E172‐K142 

D260‐R185    E237‐R31   

D274‐R14       

 
Stuðst var við kristalbyggingu VPR [50] (PDP tákn: 1SH7) og AQUI ([52]) við gerð töflunnar, einnig var 
forritið PIC (Protein Interactions Calculator) á vefsíðunni http://pic.mbu.iisc.ernet.in/ notað til að áætla 
staðsetningu saltbrúa [68].  
 

 

Vegna þess hversu lík hið kuldalkæra VPR og hitakæra AQUI eru byggingarlega og hversu 

frábrugðnir eiginleikar ensímanna eru m.t.t. virkni og stöðugleika eru þau mjög gott módel 

til rannsókna á hitastigsaðlögun próteina og hafa þau bæði verið rannsökuð með 

markvissum stökkbreytingum sem verður fjallað um nánar hér að neðan.  

 

1.3 Fyrri rannsóknir á AQUI og VPR 

Við rannsóknir á hitastigsaðlögun próteinanna hefur verið notast við samanburð á 

amínósýruröðum og þrívíddarbyggingum kuldakæra og hitakæra ensímsins. Á grundvelli 

slíks byggingarsamanburðar hafa síðan verið settar fram tilgátur um hitastigsaðlögun 

þeirra. Til að prófa þessar tilgátur er svo beitt markvissum stökkbreytingum á ensímunum 

út frá samanburðinum og niðurstöður mælinga fyrir stökkbreyttu próteinin borin saman við 

samsvarandi mælingar fyrir villigerð ensímsins. Allmargar stökkbreytingar hafa verið 

framkallaðar á VPR, en það var ekki fyrr en nýverið sem var farið að gera stökkbreytingar 

á AQUI [28, 56, 57, 69].  
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Eins og var minnst á að ofan þá hefur aukinn fjöldi Ala á kostnað Ser verið tengt við 

hitastigsaðlögun og einnig aukinn fjöldi og staðsetning Pro á lykkjusvæðum. Til að kanna 

hvort þær tilgátur ættu við í tilfelli VPR voru útbúin mismunandi stökkbrigði af VPR með 

markvissum stökkbreytingum. Alls var þremur Ser breytt í Ala og tveim amínósýrum í 

lykkju breytt í Pro [69]. Í annarri tilraun þar sem könnuð voru áhrif Pro á hitastöðugleika 

VPR var ennfremur tveimur setum stökkbreytt og settar inn Pro í staðinn. Í þessari tilraun 

var notast við C-enda styttuna af VPR (VPR∆C) [57]. 

Sem hluti af meistaraverkefni Önnu Guðnýjar Sigurðardóttur var framkölluð þrefalda 

stökkbreytingin A119H/S120R/G121R í VPR til að kanna áhrifin á svæði sem metið var að 

væri með hreyfanlegustu svæðunum í VPR, einnig vegna þess að amínósýruröðin í VPR á 

þessu svæði er mjög frábrugðin amínósýruröðinni í AQUI (Mynd 18). Virkni 

stökkbrigðisins féll um rúmlega helming [70]. Í framhaldi af þeim rannsóknum hafa verið 

útbúnar allt upp í sexfaldar stökkbreytingar á þessu svæði í VPR (frá VPRx3  VPRx6). 

Höfðu þessar stökkbreytingar umtalsverð áhrif bæði á hvötunargetu ensímsins og 

hitastöðugleika (Kristjánsson, M. M., óbirtar niðurstöður). Til samanburðar hafa einnig 

hafa verið framkallaðar stökkbreytingar á þessu svæði í AQUI þar sem stökkbreytt var í átt 

að VPR. Útbúið hefur verið AQUIx3 (H119S/R120S/R121G) stökkbrigðið og 

eðliseignleikar þess mældir sem hluti af nemendaverkefni. Sýndi AQUIx3 litlar breytingar 

í eðliseiginleikum ensímsins miðað við AQUIwt [71]. Í þessari ritgerð verður fjallað um 

niðurstöður mælinga á fjórfalda stökkbrigðinu í AQUI, AQUIx4 

(H119S/R120S/R121G/A123S) (kafli 3.2).  

Sem hluti af öðru nemendaverkefni voru framkallaðar stökkbreytingarnar S172E og 

S172E/Q142K á VPR. Var ætlunin með tvöfalda stökkbrigðinu að setja inn saltbrú sem er 

mögulega til staðar í AQUI. Sýndi einfalda stökkbrigðið umtalsverða lækkun í 

hvötunargetu sem kom til baka hjá tvöfalda stökkbrigðinu [72]. 
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Mynd 14. Staðsetning saltbrúar í VPR. A)Yfirlit af byggingu og staðsetningu 
saltbrúarinnar í VPR. B) Nærmynd af stökkbreytisvæðinu í VPR sem sýnir amínósýrurnar 
N15-K257. B) Nærmynd af svæðinu í AQUI sem sýndir amínósýrurnar D17 og R259 [56].  

 

Tilgátur um hlutverk saltbrúa í hitastigsaðlögun þessara ensíma hafa verið prófaðar annað 

hvort með innsetningu saltbrúa í byggingu VPR, sem metið hafði verið að væru til staðar í 

AQUI, eða með útfellingu á viðkomandi saltbrúm úr byggingu hitakæra ensímsins [28, 

56].  

Í AQUI er líkleg saltbrú á milli amínósýranna D17 og R259 en hjá VPR eru það 

amínósýrurnar N15 og K257 í samsvarandi setum (Mynd 14) [56]. Stökkbreytingin N15D 

var gerð á VPR til að kanna mögulega saltbrú á milli D15-K257 og sýndi þetta stökkbrigði 

aukningu bæði á T50% og Tm um ~ 3 °C auk þess sem hvötunargeta (kcat/Km) VPRN15D 

hækkaði nánast tvöfalt. Til að líkja enn frekar eftir svæðinu í AQUI þá var einnig útbúið 

tvöfalda stökkbrigðið N15D/K257R í VPR. Sýndi tvöfalda stökkbrigðið ekki eins mikla 

hækkun í stöðugleika, en Tm hækkaði þó um ~2 °C. Hvötunargeta VPRN15D/K257R hækkaði 

miðað við villigerðina en hækkaði þó ekki í sama mæli og í einfalda stökkbrigðinu. 

Einfalda stökkbreytingin, N15D, var einnig framkölluð í VPR∆C (nánar um VPR∆C í kafla 

1.2.1) og hækkaði þá stöðugleiki ensímsins einnig um ~3°C, en ekki varð marktæk 

breyting á hvötunargetu stökkbrigðisins (Tafla 7) [56]. 
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Tafla 7. Hraðafræði og hitastöðugleiki VPR og VPR∆C og stökkbrigða [56]. 

Ensím  kcat (s
‐1)  Km (mM)  kcat/Km (mM‐1s‐1)  T50% (°C)  Tm (°C) 

VPRwt  76,6 ± 5,0  0,166 ± 0,017  444 ± 30  56,0 ± 0,2  63,6 ± 0,3 

VPRN15D  137 ± 17  0,173 ± 0,015  803 ± 135  58,8 ± 0,5  66,3 ± 0,1 

VPRN15D/K257R  106 ± 8,6  0,159 ± 0,015  677 ± 96  56,2 ± 0,8  65,1 ± 0,4 

VPR∆C  68,2 ± 9,9  0,184 ± 0,017  371 ± 26  56,4 ± 0,1  65,2 ± 0,2 

VPR∆C N15D  64,9 ± 4,0  0,179 ± 0,009  365 ± 7  59,6 ± 0,2  68,2 ± 0,2 

 

Einnig var gerð stökkbreytingin D17N á AQUI sem var ætlað að taka út þessa mögulegu 

saltbrú á milli D17-R259 í ensíminu (Mynd 15).  

 

Mynd 15. Þrívíddarmynd af bygginu AQUI. Myndin sýnir amínósýrurnar sem mynda 
saltbrúnna, D17 og R259, og kalsíumjónirnar sem eru merktar eftir skilgreiningum á 
kalsíumbindisetum í VPR [28].  
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Tafla 8. Hraðafræði og hitastöðugleiki AQUIwt og AQUID17N [28].  

Ensím  kcat (s
‐1)  Km (mM)  kcat/Km (mM‐1s‐1)  T50% (°C)  Tm (°C) 

AQUIwt  71,7 ± 5,8  1,35 ± 0,1  48,2 ± 2  91,4 ± 0,3  66,2 ± 0,04 

AQUID17N  80,1 ± 7,5  1,41 ± 0,1  56,9 ± 7  82,9 ± 0,5  62,0 ± 0,1 

 

Stökkbreytingin D17N var framkölluð í AQUI og hafði hún í för með sér lækkun í T50% um 

8-9 °C og Tm um 4 °C (Tafla 8) [28], en hafði fremur lítil áhrif á hvötunareiginleika 

ensímsins. Stökkbreytingarnar bæði hjá VPR og AQUI sýna að það er líklega saltbrú á 

þessu svæði hjá AQUI og að hún leggur til við aukinn hitastöðugleika AQUI.  

 

1.4 Markmið rannsóknarinnar 

Aðalmarkmið þeirra rannsókna sem fjallað er um í þessari ritgerð var að kanna með 

beitingu markvissra stökkbreytinga, hvaða áhrif saltbrýr hafa á hitastigsaðlögun ensímanna 

VPR og AQUI. Með samanburði á þrívíddarbyggingum VPR og AQUI voru mögulegar 

saltbrýr í ensímunum tveimur skoðaðar og metið hverjar þeirra kynnu að vera mikilvægar 

fyrir stöðugleika. Nýlega voru birtar rannsóknir sem sýndu áhrif þess að taka út saltbrú í 

AQUI á stöðugleika ensímsins og virkni þess [28] og fyrr höfðu verið birtar niðurstöður 

um innsetningu þessarar sömu saltbrúar í VPR [56].  

Til að kanna áhrif saltbrúa í AQUI tókst að framkalla fjórar stökkbreytingar sem miðuðu 

að því að taka út eða hafa áhrif á saltbrýr ensímsins. Var notast við samanburð á saltbrúm í 

AQUI miðað við VPR. Stökkbreytingarnar sem framkallaðar voru og leiddu til virkra 

stökkbrigða af ensíminu voru: R47E, R43N, D212N og D98S. Var í stökkbrigðinu R47E 

ætlunin að taka út mögulega saltbrú á milli D212-R47E, R43N á milli D212-R43 og 

D212N á milli R43-D212-R47. Einnig var stökkbreytingin R47E áhugaverð þar sem þar 

var verið að skipta um hleðslu. Stökkbreytingunni D98S var ætlað í byrjun að taka út 

saltbrú sem metið var að hugsanlega væri hluti af saltbrúarneti á milli D58-R95-D98. D98 

er staðsett á samsvarandi svæði og Ca2-bindisetið er í VPR, því gæti auka saltbrú í AQUI 

orðið til að stöðga þetta svæði þar sem ekki er kalsíumset í AQUI.  

Einnig var haldið áfram með fyrri rannsóknir á áhrifum innsetningar saltbrúar í VPR [72]. 

Var í þeim rannsóknum verið að kanna áhrif þess á VPR að setja inn saltbrú, E172-K142, 

sem metið hafði verið að væri til staðar í AQUI [72]. Þessi saltbrú tengir saman mikilvæga 



30 

hluta próteinanna, helix D og lykkju sem inniheldur Ca1-bindisetið. Í fyrri rannsóknum 

höfðu stökkbreytingar verið útbúnar á villigerð VPR sem innhélt 15 amínósýru langan C-

enda miðað við AQUI (kafli 1.2.1). Nýlegar stökkbreytitilraunir á rannsóknastofunni höfðu 

sýnt að innsetning einnar þessara stökkbreytinga, Q142K, á C-enda stytta stökkbrigði VPR 

(VPR∆C) hafði leitt til mjög áhugaverðra eiginleika ensímsins, en sem voru misvísandi 

miðað við fyrri niðurstöður. Því var ákveðið að útbúa stytt afbrigði af stökkbrigðunum til 

að fá betri hugmynd fyrir ástæðum hinna misvísandi niðurstaðna. Þá voru framkölluð 

stökkbrigðin VPR∆C S172E og VPR∆C S172E/Q142K og eiginleikar þeirra rannsakaðir til 

að varpa ljósi á áhrif þeirra í styttunni. 

Síðan var stökkbreytingunni S123A bætt á stökkbrigðið H119S/R120S/R121G (AQUIx3) 

[71] í áttina að amínósýruröð VPR og þannig útbúið stökkbrigðið AQUIx4. AQUIx3 hafði 

áður verð mælt sem hluti af 3. ársverkefni [71]. Samsvarandi svæði í VPR hefur verið 

metið að sé eitt af hreyfanlegustu svæðunum í VPR og er búið að stökkbreyta því í áttina 

að amínósýruröðinni í AQUI og því var áhugavert að sjá hvaða áhrif stökkbreytingin hefur 

í AQUI. 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Bakteríustofnar og plasmíð 

Aqualysin I (aquI) genið, frá Thermus aquaticus YT1 (ATCC25104) [59, 73], var klónað í 

plasmíðið pJOE3075 [74] sem inniheldur gen gegn sýklalyfinu ampicillín. Tjáning á aquI 

geninu er vakin með L-rhamnósa. AquI genið var yfirtjáð í E.coli stofni BL-21 (C43), sem 

hefur arfgerðina:  

 

F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) [75, 

76]. 

 

Gen Vibrio próteinasans (VPR), úr Vibrio PA44 [54, 77], var klónað í plasmíðið pBAD 

TOPO TA Cloning® Kit frá Invitrogen og inniheldur það gen gegn ampicillín [53]. Í þessu 

verkefni var notuð C-enda stytt útgáfan af VPR og kallast hún VPR∆C [57] (sjá kafla 1.2.1). 

C-stytta útgáfan af VPR gerir ensímið líkara AQUI og því fæst enn betra 

samanburðarmódel á milli VPR∆C og AQUI. Tjáning á VPR∆C geninu er vakin með L-

arabinósa. VPR∆C er tjáð í E. coli stofni Top 10 frá Invitrogen, sem hefur arfgerðina:  

 

F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1araD139 ∆(ara-leu)7697 

galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG. 

 

2.2 Stökkbreytingarhvarf 

Við rannsóknirnar voru framkallaðar valdar stökkbreytingar á ensím geninu sem er klónað 

í DNA ferju (plasmíð), fyrir hverja stökkbreytingu voru hannaðir sérstakir vísar (sjá nánar 

um vísanna í kafla 2.6.). Stuðst var við leiðbeiningar með Quick ChangeTM Site-Directed 

Mutagenesis Kit frá Stratagene. Var notast við Pfu DNA polymerasa frá Fermentas, ásamt 

meðfylgjandi buffer, í þessi hvörf. Stökkbreytihvarflausnin var þannig samsett:  
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1-2 µl DNA mót (~ 100 ng) 

1 µl af fram eða aftur (fw/rv) vísi (10 pmól/µl) 

1 µl dNTP frá Fermentas (10 mM hvert) 

5 µl 10x buffer (með MgSO4) 

0,5 µl Pfu DNA polymerasi frá Fermentas (með styrkinn 2,5 U/ µl) 

Fyllt uppí 50 µl með dH20 

 

Útbúin var hvarflausn fyrir hvorn vísi fyrir sig. Keðjuhvarf var látið ganga í fjóra hringi og 

síðan voru hvarflausnirnar sameinaðar. 

PCR-hvarf 1.1:  

 Hitastig (°C) Tími  

1 95 30 sek  

2 95 30 sek  

x43 X1) 1 mín 

4 72 8 mín 

5 72 10 mín  

 

1)Hitastig X er annealing (um það bil Tm vísis mínus 5°C) hitastig 

stökkbreyti vísisins sem er notaður.  

Eftir fyrra keðjuhvarfið (1.1) voru vísarnir sameinaðir (25 µl úr hvoru hvarfi) og bætt við 

0,5 µL af Pfu polymerasa og síðan var lausnin sett í seinna keðjuhvarf (2.1 eða 2.2). 

Voru notaðar tvær mismunandi aðstæður (PCR-hvarf 2.1 og 2.2) fyrir stökkbreyti 

tilraunirnar þar sem hvarfaðstæðurnar 2.1 virkuðu ekki fyrir allar stökkbreytingarnar þá 

voru fundnar aðrar aðstæður sem virkuðu (hvarf 2.2). PCR-hvarf 2.1 var notað fyrir 

stökkbreytinguna á AQUI A123S á 119A/120S/121G (AQUIx3) DNA mót [71] og PCR-

hvarf 2.2 notað fyrir aðrar stökkbreytingar sem voru gerðar á aquI geninu.  
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PCR-hvarf 2.1:  

 Hitastig (°C) Tími  

1 95 5 mín  

2 95 40 sek  

x163 62 1 mín 

4 72 11 mín 

5 72 10 mín  

 

 

PCR-hvarf 2.2:  

 Hitastig (°C) Tími  

1 95 1 mín  

2 95 30 sek  

x183 X1) 1 mín 

4 72 11 mín 

5 72 10 mín  

  

1)Hitastig X er annealing hitastig stökkbreyti vísisins sem er notaður.  

Eftir seinna PCR-hvarfið var bætt útí 1 µl DpnI endónúkleasa frá Fermentas og haft yfir 

nótt við 37°C. Var þetta gert til að melta í burtu allt metýlerað DNA, sem sé að eyða 

upprunalega DNA mótinu og halda eftir nýmynduðu, ómetýleruðu og stökkbreyttu DNA 

móti.  



34 

2.3 Ummyndun DNA plasmíða inn í frumur 

Eftir DpnI meltuna var DNA mótið flutt inní E.coli Top 10 stofn. Eftirfarandi aðferð var 

einnig notuð þegar plasmíð var ummyndað inní frumur eftir plasmíðhreinsun. Það er gert 

með því að taka 5 µl af stökkbreytihvarflausninni og blanda saman við 100 µl af E.coli 

frumum. Frumurnar sem notast er við hafa verið meðhöndlaðar sérstaklega svo þær taki 

við DNA eða séu hæfar (competent). Ef það var verið að ummynda eftir stökkbreytitilraun 

þá var notast við Top 10 frumur. Ef það var verið ummynda eftir plasmíðmögnun/hreinsun 

þá var ýmist notast við Top10 frumur fyrir pBAD-plasmíðið eða BL-21 frumur fyrir pJOE-

plasmíðið (sjá kafla 2.1). Blandan með hvarflausninni og frumum er svo látin vera á ís í 

10-20 mín. Því næst eru frumurnar sjokkeraðar með því að hita þær við 41°C í 1 mín og 

svo aftur á ís fram að næsta skrefi. Því næst er bætt við 1 ml af LB-æti og frumurnar 

ræktaðar við 37°C í 30-60 mín. Næst er frumuræktin spunnin niður og botnfallinu valtað á 

LB-ætiskálar sem eru með ampicillín sýklalyfi (100 µg/ml), þannig að þyrpingar sem vaxa 

eru með AmpR plasmíðið sem inniheldur genið.  

 

2.4 Plasmíðhreinsun  

Notast var við plasmíðhreinsunar sett frá Sigma (GenElute Plasmid Miniprep Kit) og 

Machery-Nagel (NucleoSpin® plasmid) og var farið eftir leiðbeiningum sem fylgdu með 

settunum. Til þess að ákvarða styrk og hreinleika plasmíðsins þá var notast við 

ljósgleypnimælirinn NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) og gleypnin mæld við 260 

nm (DNA) og 280 nm (prótein). Við mælingarnar fékkst styrkur plasmíðsins í ng/µl og 

hlutfallið A260/A280 gefur hreinleika plasmíðsins, um það bil 1,8 er talið viðunandi. 

Plasmíðin voru svo geymd við -20°C.  

 

2.5 Raðgreiningarhvarf  

Notast var við raðgreiningar til að staðfesta stökkbreytingar. Raðgreiningin var gerð á 

tvíþátta DNA móti (plasmíðum). Plasmíðin voru hreinsuð (kafli 2.4) úr frumuþyrpingum 

sem uxu á LB-AMP ætiskálum. Frumurnar höfðu áður verið ummyndaðar með DNA úr 

stökkbreytingu (kafli 2.2 og 2.3). Raðgreiningarnar voru gerðar í ABI PRISM 3100 
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Genetic Analyzer og ABI 3500xL Genetic Analyzer frá Applied Biosystem/Hitachi sem 

staðsett eru á Líffræðistofnun Háskólans. Notast var við BigDye Terminator v3.1 (Applied 

Biosystem).  

Raðgreiningarhvarflausnin (10 µl heildarrúmmál):  

 3-6,5 µl DNA mót (≈ 100 ng) 

 1,5 µl  5x raðgreingarbuffer  

 1 µl  10 pmól/ µl vísir 

 1 µl  dye (Terminator Ready Rection Mix) 

 0-3,5 µl  dH20 

 

Hvarflausnin er svo keyrð í víxlhitara við eftirfarandi aðstæður:  

 Hitastig (°C) Tími  

1 96 10 sek  

2 96 10 sek  

x253 50 5 sek 

4 60 2 mín 

5 12 7 mín  

 

Næst var framkvæmd etanól felling á sýnunum úr raðgreiningarhvarfinu. Er etanól 

fellingin framkvæmd á eftir farandi hátt: Fyrst er útbúin fellingarlausn með eftir farandi 

efnum: 900 µl dH20, 100 µl 3M NaOAc (Sigma), 5 µl af glycogen (20 mg/ml) 

(Fermentas). Því næst er blandað saman 50 µl af fellingarlausninni, 10 µl af 

raðgreiningarhvarfinu og 125 µl af ísköldu 96-100% etanóli. Því næst var blandan spunnin 

við 10500 rpm í 15 mín við 4°C og vökvinn sogaður í burtu og þvegið með köldu 70% 

etanóli, þetta gert tvisvar. Svo var sýnið þurrkað við 65°C í 10 mín. Hérna eru sýnin ýmist 
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geymd í frysti fram að raðgreiningu, þó ekki lengur enn í 4 daga, eða við 4°C ef átti að 

raðgreina samdægurs. Fyrir raðgreiningu þá var botnfallið leyst upp með 10 µl af 

formamíði (Hi-DiTM Formamide frá Applied Biosystem) og hlaðið í raðgreiningarbakka.  

 

2.6 Raðgreiningar- og stökkbreytingarvísar 

Stökkbreytivísarnir voru hannaðir með hjálp vefforritisins PrimerX 

(http://www.bioinformatics.org/primerx/) og smíðaðir af Eurofins MWG Operon. Í töflum 

9, 10 og 11 hér á eftir er upptalning á stökkbreytivísunum fyrir VPR∆C (Tafla 9, 

stökkbreytingarnar framkvæmdar af Sunnu Helgadóttur [72] og Jóhönnu Arnórsdóttur 

fyrrverandi stafsmönnum á rannsóknarstofunni), AQUI (Tafla 10) og 

raðgreiningarvísunum sem voru notaðir við raðgreiningar á aquI geninu (Tafla 11). 

Tafla 9. Stökkbreytingarvísar og bræðslumark fyrir VPR og VPR∆C. Feitletrunin táknar 
stökkbreytinguna.  

Vísir Basaröð GC% Tm 

(°C) 

S172E fw 5´CATCACCAGCTCGTGTACCAGAGGGTGTGACGGTAGGCTC 3´ 60,0 77,7 

S172E rv 5´GAGCCTACCGTCACACCCTCTGGTACACGAGCTGGTGATG 3´ 60,0 77,7 

Q142K 

fw 

5´CATTAGATAGCGCGGTGAAAGGCGCGATTCAATCTG 3´ 50,0 71,7 

Q142K rv 5´ CAGATTGAATCGCGCCTTTCACCGCGCTATCTAATG 3´ 50,0 71,7 

G276_ fw 5´ GCAGACAGTGGTTAAGAGCCGGATTGCGG 3´ 58,6 75,4 

G276_ rv 5´ CCGCAATCCGGCTCTTAACCACTGTCTGC 3´ 58,6 75,4 

 

Jóhanna Arnórsdóttir stökkbreytti ensím afbrigðum, VPRwt S172E og VPRwt 

S172E/Q142K, sem Sunna Helgadóttir gerði og mældi [72] í styttur (VPR∆C) og notaðist 

við G276_ fw/rv vísanna til þess (Tafla 9), en við það er TAA settur í stað amínósýrunnar 
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C277 í VPR (sjá nánari umfjöllum um VPR∆C í kafla 1.2.1). Einnig stökkbreytti Jóhanna 

VPR∆C Q142K og Sophie Tschirner mældi. Í þessari ritgerð verður fjallað um VPR∆C 

S172E, VPR∆C S172E/Q142K og VPR∆C Q142K stökkbrigðin. 

 

Tafla 10. Stökkbreytingarvísar og bræðslumark fyrir AQUI. Feitletrunin táknar 
stökkbreytinguna og undirstrikunin táknar hvar bösum hefur verið eytt. 

Vísir Basaröð GC% Tm (°C) 

K142Q fw 5´GACAACGCCGTGCAGAACTCCATC 3´ 58,3 77,3 

K142Q rv 5´GATGGAGTTCTGCACGGCGTTGTC 3´ 58,3 77,3 

ASG_S123 

fw 

5' CAAGTGGTCCGAGCGTTGCCAACATGAGC 3' 58,6 66,0  

ASG_S123 

rv 

5´ GCTCATGTTGGCAACGCTCGGACCACTTG 3´ 58,6 66,0 

R47E fw 5' AATCCGCACGACCCACGAGGAGTTCGGCG 3' 65,5 73,7 

R47E rv 5' CGCCGAACTCCTCGTGGGTCGTGCGGATT 3' 65,5 73,7 

∆D212 fw 5' TGGTACACCTCGACGGCCACCCAGA 3' 64,0 69,5 

∆D212 rv 5' TCTGGGTGGCCGTCGAGGTGTACCA 3' 64,0 69,5 

∆TS210-

211 fw 

5' TCGGCGTGGTACGACACGGCCAC 3' 69,6 69,6 

∆TS210-

211 rv 

5' GTGGCCGTGTCGTACCACGCCGA 3' 69,6 69,6 

D98S fw 5' TGTGCGCGTCCTGTCCTGCAACGGTTC 3' 63,0 71,0 

D98S rv 5' GAACCGTTGCAGGACAGGACGCGCACA 3' 63,0 71,0 

D212N fw 5' GTGGTACACCTCGAACACGGCCACCC 3' 65,4 71,1 
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D212N rv 5' GGGTGGCCGTGTTCGAGGTGTACCAC 3' 65,4 71,1 

R43N fw 5' GACACCGGAATCAACACGACCCACCGG 3' 63,0 71,0 

R43N rv 5' CCGGTGGGTCGTGTTGATTCCGGTGTC 3' 63,0 71,0 

 

Jóhanna Arnórsdóttir útbjó stökkbreytingarnar AQUIK142Q og aðstoðaði við gerð 

AQUIASG_S123 en önnur stökkbrigði hjá AQUI framkvæmdi Brynjar Örn Ellertsson (Tafla 

10). Vísarnir ASG_S123 voru notaðir til að framkalla stökkbreytinguna A123S á AQUI 

plasmíð sem innihélt stökkbreytingarnar H119A/R120S/R121G [71].  

 

Tafla 11. Raðgreiningarvísar notaðir fyrir AQUI.  

Vísir Basaröð GC% Tm (°C) 

aq442_fw 5' TCCAACAGCTACACCTACAC 3' 50,0 68,3 

aq505_rv 5´ TTCCGGTGTCAATCACATAG 3´ 45,0 66,2 

aq950_fw 5' TAGTTGCGTGGACCTCTTCG3' 55,0 70,3 

aq1051_rv 5' CCATGGAGGTGCCGTTAA 3' 57,9 69,7 

AQUA1_fw 5' GTCTTTAAGAAGGGGAAGGG 3' 50,0 68,2 

AQUA2_fw 5' CCTCTACGCTGTGCGCGTCC 3' 70,0 76,5 

Universal 

M13_rv 

5' CAGGAAACAGCTATGAC3' 47,1 61,1 
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2.7 Ræktunaræti 

Notast var við ýmist LB-æti (Lysogeny broth) eða 2xYT-æti (2x Yeast extract and 

Tryptone) til ræktunar á ummynduðum stofnum af E.coli með annað hvort pBAD- eða 

pJOE plasmíði ( 

 

Tafla 12). Til að tryggja að aðeins frumur sem innihéldu plasmíðið myndu fjölga sér var 

bætt útí ætið ampicillíni í styrknum 100 µg/ml.  

 

Tafla 12. Uppskriftir fyrir 1 líter af LB og 2xYT æti.  

LB-æti  2xYT-æti 

10 g tryptone (BactoTM) 16 g tryptone (BactoTM) 

5 g yeast exstract (BactoTM) 10 g yeast exstract (BactoTM) 

10 g NaCl (Sigma) 5 g NaCl (Sigma) 

 

2.8 Ræktun og tjáning 

Ræktunaraðferð fyrir VPR, bæði villigerð og stökkbrigði: Við ræktun og tjáningu á VPR 

var notast við Top10 frumur með plasmíðinu pBAD, sem inniheldur VPR genið og 

stökkbrigði af því (sjá kafla 2.1). Fyrir tjáningu voru frumurnar ræktaðar yfir nótt í LB æti 

sem innihélt 100 µg/ml ampicillin. Eftir næturræktina var lausnin svo þynnt 40 falt í LB 

æti sem innihélt ampicillin, var ræktað í 500-750 ml LB-æti í 2,0-3,0 L ræktunarflöskum. 

Ræktað var við 32°C og 150-180 rpm hristing þangað til OD600 náði gildinu 0,7 - 0,8. 

Tjáningin var vakin með 0,02% arabinósa og ræktað yfir nótt við 18°C. Daginn eftir var 

frumuræktin spunnin niður við 4000 xg í 15 mín við 10°C, botnfallið var svo leyst upp í 

um það bil 50 ml af dH2O og spunnið aftur niður. Botnfallið var fryst og geymt við -20°C. 

Ræktunaraðferð fyrir AQUI, bæði villigerð og stökkbrigði: Ræktun og tjáning á AQUI var 

framkvæmd í BL-21 (C43) frumum sem voru með plasmíðinu pJOE, sem inniheldur AQUI 
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genið og stökkbrigði af því (sjá kafla 2.1). Frumurnar voru ræktaðar yfir nótt í 2xYT æti 

sem innihélt 100 µg/ml ampicillin. Næturræktin var svo þynnt 40 falt í 2xYT æti sem 

innihélt ampicillin, var ræktað í 500-750 ml LB-æti í 2,0-3,0 L ræktunarflöskum. Ræktað 

við 37°C og 150-180 rpm þangað til OD600 náði gildinu 0,8 - 0,9. Tjáningin var vakin með 

0,1% rhamnósa og ræktað í 3-5 klst við 37°C. Frumuræktin var spunnin niður við 4000 xg 

í 15 mín við 10°C, botnfallið var svo leyst upp í um það bil 50 ml af dH2O og spunnið 

niður aftur. Botnfallið var fryst og geymt við -20°C. 

2.9 Próteinhreinsun 

2.9.1 Hreinsun AQUI 

 Frumurnar voru leystar upp í 50 ml af buffer A (Tafla 13) sem innihélt 1 mg/ml lýsósím 

og látið standa við stofuhita í 2 tíma. Sýnið var fryst með N2(l) og afþítt þrisvar sinnum til 

að sprengja frumurnar. Seinasta skiptið var látið vagga yfir nótt við 4°C. Frumulausnin var 

hituð í 60 mín við 70°C. Síðan var hún spunnin í skilvindu við 10.000 xg í 15 mín við 20 

°C og flotinu safnað. Virkni var mæld í flotinu til að skera úr um hvort próteinið væri virkt. 

Við flotið var bætt (NH4)2SO4 að 1 M styrk og lausnin svo spunnin við 15.000 xg í 20 mín 

við 20°C, floti safnað og svo sterílfiltrerað (sprautu-filter með síunareiginleika uppá 0,2 

µm) og sett í 50 ml sýnislykkju (superloop). Allar súlukeyrslur voru framkvæmdar á Äkta 

purifier tæki (Amersham Biosciences). 

Sýnið var sett á phenyl-sepharósa súlu (30 ml) sem áður hafði verið jöfnuð með buffer B 

(Tafla 13). Próteinlausnin var sett á súluna og losað af henni með þrepalosun, þ.e. farið var 

úr 100% buffer B með línulegum stígli niður í 65%, síðan niður í 35% og að síðustu niður í 

0% buffer B, eða 100% buffer A. Var virkni mæld í gegnumflæði og söfnuðum skömmtum 

og virkum toppi safnað. Glös með mestu virknina (yfir 0,8 U/mL) var safnað og prótein 

saltað út með 90% mettun (NH4)2SO4. Lausnin var látin standa við stofuhita í 45-60 mín. 

Sýnið var svo spunnið við 15.000 xg í 45 mín við 20°C. Botnfallinu var safnað og leyst 

upp í 2-3 ml af buffer A. Hérna var sýnið með próteininu fryst með N2(l), ef það átti ekki að 

vinna með það strax, og geymt við -20°C. Sýnið var því næst hitað við 65°C í 40 mín og 

sett á HiTrap afsöltunar súlu (5 ml frá Amersham Biosciences) sem hafði verið jöfnuð með 

buffer C (Tafla 13). Skammtar með virkni voru sameinaðir og sýni sett á katjónaskilju 

SPXL (5ml). Katjónaskiljan hafði áður verið jöfnuð með buffer C og próteinið losað af 

súlunni með 20 súlurúmmála stighalla að 100% buffer D. pH buffanna C og D var stillt á 
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pH sem myndi gera ráð fyrir mismunandi fjölda hleðsla fyrir stökkbrigðin (sjá Viðauki 1 

fyrir dæmi um katjónasúlukeyrslur).Virkum toppi var safnað og sýni geymd við 4°C.  

 

2.9.2 Hreinsun VPR og VPR∆C 

Frumurnar voru leystar uppí 50 ml af buffer A (Tafla 13) sem innihélt 1 mg/ml lýsósím og 

látið standa við stofuhita í 2 tíma og síðan látið vagga við 4°C yfir nótt. Sýnið var fryst 

með N2(l) og afþítt þrisvar sinnum til að sprengja frumurnar. Frumulausnin var hituð í 60 

mín við 40°C. Síðan var hún spunnin í skilvindu við 18.000 xg í 45 mín og við 4 °C og 

flotinu safnað. Virkni var mæld í flotinu til að skera úr um hvort að próteinið væri virkt. 

Við flotið var bætt mettaðri lausn af (NH4)2SO4 svo að lokastyrkurinn sé 75% af 

amínósúlfati og hún svo spunnin við 12.000 xg í 45 mín við 4°C. Botnfallinu var haldið 

eftir og leyst uppí buffer A og geymt við 4°C yfir nótt. 

Næsta skref var að hlaða endurleysta prótein sýninu á N-carbobenzoxy-D-phenylalanyl-

triethylenetetramine-Sepharose sértæka skilju (Z-D-Phe-TETA) sem hafði verið jöfnuð 

með buffer A. Því næst var Z-D-Phe-TETA-súlan skoluð með buffer A með 0,5 M NaCl til 

að losa af prótein sem hafa bundist við súluna ósértækt, fylgst var með gleypninni við 280 

nm og súlan skoluð þangað til gleypnin er komin niður í 0,2. Síðan er súlan skoluð með 

buffer A áður en próteinið var losað af súlunni. Próteinið var losað af með 2 M GdmCl 

leyst í buffer A. Til að vernda próteinið fyrir afmyndun var safnað af Z-D-Phe-TETA-

súlunni í skömmtum sem innihéldu 3 M (NH4)2SO4 í hlutföllunum 2 ml af (NH4)2SO4 á 

móti 2,5 ml af sýni. Virknitoppinum var safnað og honum hlaðið á phenyl-Sepharose (phe-

sep) súlu sem hafði verið jöfnuð með buffer B. Því næst var súlan skoluð með saltstigli, 50 

ml buffer A á móti 50 ml buffer B, þar sem farið var frá 100% buffer A í 100% buffer B, 

til að skola burt prótein sem höfðu bundist við súluna ósértækt. Ensímið var svo losað af 

phe-sep-súlunni með 55% ethylen glýkoli í buffer A og virknitoppi safnað. Sýnið var því 

næst þynnt til helminga með buffer A og fryst í 1 ml skömmtun með N2(l) og geymt við -

20°C. 
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Tafla 13. Bufferar sem notaðir voru í hreinsunarferlinu. 

Buffer A 

25 mM Tris pH 8 

10 mM CaCl2 

Buffer B 

25 mM Tris pH 8 

10 mM CaCl2 

1 M (NH4)2SO4 

Buffer C 

25 mM MES pH 6 

10 mM CaCl2 

Buffer D 

25 mM MES pH 6 

10 mM CaCl2  

500 mM NaCl 

 

2.10 Virknimælingar 

Virknin á VPR∆C og AQUI var ákvörðuð með hvarfefninu succinyl-AlaAlaProPhe-p-

nitróanilíði (sAAPF-pna) frá Bachem og var hvarfefnið leyst uppí dimethylsúlfoxíði 

(DMSO) með lokastyrk hvarfefnis 25 mM. Fyrir virknimælingar var svo hvarfefnið þynnt 

með 100 mM Tris, 10 mM CaCl2 og pH 8,6 að lokastyrk 0,5 mM hvarfefnis (notast var við 

styrkinn 0,3 mM í hreinsunarferlinu). Mælt var við 25 °C fyrir VPR∆C og 40 °C fyrir 

AQUI. Gleypnibreytingin var mæld við 410 nm og var notast við eðlisgleypnistuðulinn 

8480 M-1cm-1 til að reikna út einingar/ml (U/ml).  

2.11 Áhrif hitastigs á stöðugleika 

Til að skipta um buffer á sýnunum þá voru þau keyrð í gegnum HiTrap afsöltunarsúlu. 

Notast var við buffer: 25 mM Tris, 1 mM CaCl2, 100 mM NaCl við pH 8,95 fyrir AQUI og 

25 mM Tris, 15 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA við pH 8,95 fyrir VPR. Við 

framkvæmd mælinganna var ensímsýnið haft í hitabaði við það hitastig sem var verið að 

mæla við hverju sinni og virknin mæld með 0,5 mM sAAPF-pna við 40 °C (AQUI) og 25 

°C (VPR) með reglulegu millibili.  

Hraðafasti virknitapsins var ákvarðaður með fyrsta stigs hraðajöfnunni:  

ୀ૙࢚࢏࢔࢑࢘࢏࢜ ൌ ୀ૙࢚࢏࢔࢑࢘࢏࢜ ·  (jafna 4)  ࢑࢚ିࢋ
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Þar sem k er hraðafastinn og t er tíminn í sekúndum. Miðað við hlutfallslega virkni við 

tíma t þar sem virkni við t=0 er 100%. Var T50% notað til að meta stöðugleika gagnvart hita. 

Arrheníusarjafnan lýsir sambandi hraðafasta og hitastigs: 

࢑ ൌ ࢋ࡭
ࢇࡱି

ൗࢀࡾ  

ሺ࢑ሻܖܔ ൌ ሻ࡭ሺܖܔ െ ࢇࡱ
ൗࢀࡾ  (jafna 5) 

T50% er reiknað út frá Arrheníusargrafi þar sem ln k er fall af 1/T út frá jöfnu 4 og sambandi 

hraðafasta og hitastigs (T) samkvæmt Arrheníusargrafi:  

࢑ሺࢀ૞૙%ሻ ൌ ሺ૞૙ሻ ܖܔሺ૚૙૙ሻିܖܔ

૜૙ ࢓í࢔ ·૟૙ ࢙ ࢓í࢔ ష૚   (jafna 6) 

T50% er ákvarðað úr frá jöfnu bestu línu í grafinu samkvæmt:  

%૞૙ࢀ ൌ · ࢇࡱ ૚૙૙૙
࡭࢔࢒ሺࡾ െ ሻൗࡷ࢔࢒  (jafna 7) 

Þar sem Ea/R er hallatala Arrheníusargrafs og ln A er skurðpunktur við x-ás. 

  

2.12 Michaelis Menten hraðafræði 

Sýni voru sett á HiTrap afsöltunar súlu með buffer sem við átti. Fyrir VPR∆C var notast við 

buffer: 100 mM Tris, 10 mM CaCl2 við pH 8,6 til að mæla við 25°C. Fyrir AQUI var 

notast við buffer: 100 mM Tris, 10 mM CaCl2 við pH 9,06 til að mæla við 40 °C, en pH 

fyrir bufferinn var svo stillt eftir mismunandi hitastigum eftir formúlunni: 

ܪ݌ ൌ 8,6 ൅ 0,028 ሺݔ െ 25ሻ (jafna 8) 

ݔ ൌ ℎ݅݉݁ݏ ݃݅ݐݏܽݐ á ܽð ݉æ݈ܽ ݅ݒð 

Gleypnin á sýninu var mæld við 280 nm og notast við mólargleypni stuðulinn �(280) = 

34,295 M-1cm-1 til að meta próteinstyrkinn [53]. Virkni var mæld við 410 nm við sjö 

mismunandi styrki af hvarfefninu sAAPF-pna á styrkbilinu 0,075- 1,0 mM og var mælt að 

lámarki þrisvar sinnum við hvern styrk. Notast var við Heλios α ljósmæli frá 

ThermoSpectronics og Peltier hitunarbúnað (single cell) frá sama fyrirtæki við allar 



44 

mælingar. Til að tryggja að það væri alltaf rétt hitastig þá var fylgst með hitastiginu á 

hvarfefnislausninni í kúvettunni með rafrænum hitamæli. Gleypnibreytingin við 410 nm 

(∆A410/mín) og umreiknað með jöfnu 9 yfir í hraða (v).  

࢜ ൌ ࢔í࢓/૝૚૙࡭∆

ૡ૝ૡ૙ ࡹష૚࢓ࢉష૚·૚ ࢓ࢉ ·૙,ૢ૞ ࢒࢓
  (jafna 9) 

Til að finna Michaelis-Menten hraðafastann (Km) og hámarkshraða efnahvarfsins (Vmax) 

voru niðurstöðurnar settar uppí Eadie-Hofstee graf, v sem fall af v/[S]. Hvötunarvirknin 

(kcat) var svo reiknuð út frá Vmax og styrk ensíms ([E]0) samkvæmt:  

࢚ࢇࢉ࢑ ൌ ࢞ࢇ࢓ࢂ

ሾࡱሿ૙
  (jafna 10) 

 

2.13 Hringskautunar (circular dichroism) 
litrófsmælingar 

Fyrir VPR∆C voru sýnin fyrst hindruð með phenylmethanesulfónýl fluoríði (PMSF) að 

lokastyrk 1 mM og ef með þurfti var sýnið þétt með spuna í þéttiglösum niður í um það bil 

0,5-1,0 ml til að henta betur á afsöltunar súlu og til að auka próteinstyrk sýnisins. Sýnin 

voru því næst sett á HiTrap afsöltunar súlu með þeim buffer sem átti að nota við 

mælingarnar. Afsaltaða sýnið var því næst sett í 2 l díalýsu við 4°C yfir nótt í buffernum: 

25 mM glýsín, 100 mM NaCl, 15 mM CaCl2 við pH 8,6. Fyrir AQUI voru sýnin hindruð 

með PMSF að lokastyrk 5 mM og og ef með þurfti þá var sýnið þétt með spuna í 

þéttiglösum niður í um það bil 0,5-1,0 ml til að henta betur á afsöltunar súluna og til að 

auka próteinstyrk sýnisins. Sýnin voru því næst sett á HiTrap afsöltunar súlu með þeim 

buffer sem átti að mæla við. Því næst var sýnið sett í 2 l díalýsu við 4°C yfir nótt í 

buffernum: 25 mM glysín, 1 mM EDTA við pH 8,6. Við mælingar bæði á VPR∆C og 

AQUI var notast við JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter tæki. Mæld var 

hringskautunar (circular dichroism) róf við 200 til 250 nm við 25 °C fyrir bæði VPR∆C og 

AQUI til að meta styrk og byggingarlegt ásigkomulag próteinanna. Síðan var mældur 

bræðsluferill af breytingu í gleypni við 222 nm með hækkandi hitastigi. Hitastigið var 

hækkað um 1°C á mínútu frá 20 °C uppí 90 °C. 
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Þegar unnið var úr mæligögnunum var gert ráð fyrir því að afmyndun próteinanna fylgi 

tvíástands líkani þ.e. hafi tvö form eða sem sé svipmótað ( N݂ୟ୲୧୴ୣ) og afmyndað 

( ௎݂௡௙௢௟ௗ௘ௗ), þannig að eftirfarandi gildir:  

ࡺࢌ ൅ ࢁࢌ  ൌ ૚ (jafna 11) 

Niðurstöður CD-mælinganna voru teiknaðar upp sem mdeg sem fall af hitastigi og sýnir 

það afmyndunarferil ensímsins og þá fæst jafnan:  

࢟ ൌ ࡺ࢟  · ࡺࢌ ൅ ࢁ࢟  ·  (jafna 12)  ࢁࢌ

Til að ákvarða hlutfallið á milli svipmótaða og afmyndaða formsins (fU) þá voru fundnar 

hallatölur bestu línu fyrir bæði formin. Hallatölurnar voru svo notaðar til að staðla heildar 

ferilinn með formúlunni:  

ࢁࢌ ൌ ሺ࢟ࡺ െ  ࢟ሻ/ሺ࢟ࡺ െ ࢟ࢁሻ (jafna 13) 

Til að ákvarða bræðslumarkið (Tm) þá var teiknaður upp staðlaður afmyndunarferill sem fU 

á móti hitastigi og fundið fU =0,5 sem gaf Tm (°C). 

2.14 Úrvinnsla gagna  

Út frá mælingum var reiknað meðaltal og var notast við staðalskekkju meðaltals (standard 

error of mean) til að meta gæði niðurstaðna. Jafnan sem notuð var til að finna 

staðalskekkju meðaltals er sýnt hér að neðan (jafna 14):  

ഥࢄࡱࡿ ൌ ࡿ 

࢔√
 (jafna 14) 

௑തܧܵ  = staðalskekkja meðaltals (standard error of the mean) 

n = heilar fjöldi mælinga  

S = staðalfrávik 

Jafnan fyrir staðalfrávik (standard deviation) er sýnd hér að neðan (jafna 15): 

ࡿ ൌ ට
∑ሺ࢞ିഥ࢞ሻ૛

ሺି࢔૚ሻ
 (jafna 15) 

Þar sem n er fjöldi mælinga og x ein mæling og ݔҧ er meðaltal yfir mælingarnar.  
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2.15 Notkun grafískra forrita  

Í þessu verkefni var notast við grafísku forritin SwissPDBviewer [78] og PyMol [79] við 
rannsóknir á módelum. Við gerð mynda í þessari ritgerð var notast við PyMol [79].  
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3 Niðurstöður og umræður 

3.1 VPR∆C S172E og S172E/Q142K 

Fyrr í þessum rannsóknum voru framleidd og rannsökuð stökkbrigðin S172E og 

S172E/Q142K í VPRwt sem hluti 4.árs rannsóknaverkefnis Sunnu Helgadóttur árið 2003 

[72]. Í fyrstu var markmiðið með stökkbreytingunni VPR S172E að kanna hvort stöðga 

mætti kalsíum bindiset Ca1 í próteininu með því að auka rafneikvæðni á svæðinu kringum 

setið sem ætti sér stað samfara stökkbreytingunni, og kynni að auka á styrk kalsíum 

bindingar í setið. AQUI innheldur einmitt Glu (E) í þessu seti og tilgátan fól því í sér að 

meiri hitaþolni þess ensíms, í samanburði við það kuldaaðlagaða, kynni að stafa af sterkari 

kalsíum bindingu í Ca-bindisetin. Seinni athuganir á módelbyggingum VPR og AQUI 

bentu til þess að hliðarkeðja E172 vísaði frá Ca-setinu, en myndaði líklega saltbrú við 

hliðarhóp K142. Á grundvelli þeirrar tilgátu að á milli E172 og K142 væri saltbrú var 

ráðist í að framleiða stökkbrigðið VPR S172E/Q142K (sjá nánari umfjöllun í ritgerð Sunnu 

[72]). Með tvöföldu stökkbreytingunni VPR S172E/Q142K var því ætlunin að setja inn 

saltbrú í VPR sem er talið að sé til staðar í AQUI (Mynd 16). Vert er að taka fram að þegar 

tilgátan var sett fram árið 2003 lá ekki fyrir kristalbygging af VPR, en hún var birt árið 

2005 [50]. Niðurstöður mælinganna á VPR S172E sýndu að hvötunargeta (kcat/Km) lækkaði 

tvöfalt miðað við villigerðina og var þessi lækkun hjá kcat/Km aðallega vegna lækkunar í 

hvötunarhraða (kcat). Einnig sýndu niðurstöðurnar fyrir tvöfalda stökkbrigðið VPR 

S172E/Q142K að hvötunargetan jókst aftur og varð svipuð og hjá VPRwt [72]. Hins vegar 

lágu ekki fyrir neinar niðurstöður um áhrif einföldu stökkbreytingarinnar Q142K á VPR. Í 

ljósi þessara niðurstaðna sem sýndu að minnkuð virkni endurheimtist við tvöföldu 

stökkbreytinguna, var áhugavert að kanna áhrif einföldu stökkbreytingarinnar, Q142K, á 

ensímið. Þar sem rannsóknarhópurinn hefur undanfarin ár einkum verið að mæla og birta 

greinar um stökkbreytingar sem framkvæmdar hafa verið á C-enda stytta afbrigðinu VPR∆C 

(sjá kafla 1.2.1) þá var stökkbreytingin Q142K framkölluð á VPR∆C. Hreinsun og mælingar 

á virkni og stöðugleika fyrir þetta stökkbrigði voru framkvæmdar af þýskum skiptinema, 

Sophie Tschirner, sem starfaði á rannsóknastofunni á þessum tíma. Niðurstöður þessara 

mælinga komu mjög á óvart þar sem hvötunargetan hækkaði umtalsvert. Í ljósi þess hversu 
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mikið virknin jókst hjá VPR∆C Q142K (Tafla 14) var ákveðið að gera styttur af VPR 

S172E og VPR S172E/Q142K stökkbrigðunum (sjá kafla 2.6) og ákvarða eiginleika þeirra 

til samanburðar. Fengust þannig stökkbrigðin VPR∆C S172E og VPR∆C S172E/Q142K. Til 

samanburðar var einnig framkölluð stökkbreytingin K142Q í AQUI sem var þá ætlað að 

taka út mögulega saltbrú á milli K142-E172 í AQUI. Mælingarnar á AQUIK142Q voru 

framkvæmdar af Sophie Tschirner.  

 

Tafla 14. Hraðafræðilegir eiginleikar VPR∆C og mismunandi stökkbrigða við 25°C í 100 
mM Tris, 10 mM CaCl2 og pH 8,6 og virknin mæld með hvarfefninu sAAPF-pna . 
Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1) 

VPR∆C S172E  0,19 ± 0,003  103,7 ± 2,9  535 ± 11 

VPR∆C S172E/Q142K  0,17 ± 0,01  54,7 ± 3,5  320 ± 16 

VPR∆C Q142K  0,157 ± 0,014  147,0 ± 7,7  945 ± 51 

VPR∆C  0,184 ± 0,017  68,2 ± 9,9  371 ± 26 

 

Hraðafræðilegar mælingar voru framkvæmdar á öllum þessum stökkbrigðum á VPR við 

25°C og bornar saman við birtar niðurstöður hjá VPR∆C [57]. Mesta breytingin í 

hraðafræðilegum eiginleikum var mæld hjá stökkbrigðinu VPR∆C Q142K þar sem 

hvötunargetan (kcat/Km) hækkaði í 945 ± 51 mM-1s-1 úr 371 ± 26 mM-1s-1 miðað við VPR∆C 

(Tafla 14). Þessi mikla hækkun í hvötunargetu var aðallega vegna hækkunar í 

hvötunarhraða (kcat) VPR∆C Q142K eða í 147,0 ± 7,7 s-1 sem er um tvöföld hækkun miðað 

við VPR∆C sem hefur mælst 68,2 ± 9,9 s-1. Einnig jókst sækni VPR∆C Q142K í hvarfefnið 

samanber lækkandi Km í 0,157 ± 0,014 mM miðað við 0,184 ± 0,017 mM hjá VPR∆C.  

Hvötunargeta (kcat/Km) VPR∆CS172E hækkaði einnig umtalsvert eða í 535 ± 11 mM-1s-1 

miðað við hjá VPR∆C. Þessi hækkun á hvötunargetu (kcat/Km) hjá VPR∆C S172E var vegna 

hækkunar í hvötunarhraða (kcat) sem mældist 103,7 ± 2,9 s-1, en ekki reyndist vera marktæk 

breyting á Km hjá VPR∆C S172E. Hvötunargeta (kcat/Km) tvöfalda stökkbrigðisins VPR∆C 

S172E/Q142K lækkaði hins vegar miðað við VPR∆C eða í 320 ± 16 mM-1s-1. Þessi lækkun 

á kcat/Km stafar einkum af lækkun á kcat hjá VPR∆C S172E/Q142K (Tafla 14). Þessar miklu 
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breytingar í hraðafræðilegum eiginleikum stökkbrigðanna, einkum í kcat, þar sem 

umtalsverð hækkun á sér stað samfara hvorri stöku stökkbreytinganna, en lækkar síðan í 

tvöfalda stökkbrigðinu,voru mjög óvæntar og skýringar liggja ekki fyrir á þessari hegðun.  

Tafla 15. Hitastöðugleiki VPR∆C og mismunandi stökkbrigða. T50% var ákvarðað út frá 
Arrheníusar-gröfum eftir að hafa hitað próteinsýnin við ákveðin hitastig í 25 mM Tris, 100 
mM NaCl, 15 mM CaCl2 og 1 mM EDTA við pH 8,95 og virknitapið mælt með 
hvarfefninu sAAPF-pna. Bræðslumark ensímanna (Tm) var mælt með CD-mælingum á 
hindruðu ensími í 25 mM glýsíne buffer, 100 mM NaCl og 15 mM CaCl2 við pH 8,6. 
Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  T50% (°C)  Tm (°C) 

VPR∆C S172E  56,4 ± 0,3  64,4 ± 0,2 

VPR∆C S172E/Q142K  55,6 ± 0,2  61,2 ± 0,3 

VPR∆C Q142K  56,3 ± 0,3  64,6 ± 0,2 

VPR∆C  56,4 ± 0,1  65,1 ± 0,2 

 

Stöðugleikamælingar (T50% og Tm) á VPR∆C Q142K og VPR∆C S172E sýndu lítinn mun frá 

VPR∆C. Stöðugleikamælingar á VPR∆C S172E/Q142K sýndi lækkun bæði mælt sem T50% 

og Tm. Helsti markverði munurinn varð á bræðslumarki (Tm) S172E/Q142K sem lækkaði í 

61,2 ± 0,3 °C úr 65,1 ± 0,2 hjá VPR∆C. T50% lækkaði einnig aðeins, eða í 55,6 ± 0,2 °C hjá 

VPR∆C S172E/Q142K miðað við 56,4 ± 0,1 °C hjá VPR∆C (Tafla 15). 

Tafla 16. Samanburður á Michaelis-Menten hraðaföstum og hitastöðugleika fyrir AQUIwt 
og stökkbrigðið K142Q. Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1)  T50% (°C) 

AQUIK142Q  1,37 ± 0,17  64,5 ± 7,2  47,6 ± 3,4  91,7 ± 0,3 

AQUIwt  1,41 ± 0,10  71,7 ± 5,8  48,2 ± 2,0  91,4 ± 0,3 

 

Stökkbrigðið AQUIK142Q sýndi ekki marktækar breytingar í stöðugleika miðað við 

villigerðina. Einnig mældist ekki marktæk breyting á hvötunargetu (kcat/Km ) ensímsins en 

bæði Km og kcat lækkuðu aðeins sem leiddi til svipaðs gildis á kcat/Km eða 47,6 ± 3,4 mM-1s-

1 miðað við 48,2 ± 2,0 mM-1s-1 hjá AQUIwt (Tafla 16). 
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Mynd 16. Þrívíddarlíkan af VPR sem sýnir staðsetningu amínósýranna Q142 og S172. A) 
Sýnir staðsetningu amínósýranna Q142 og S172 (gul) í VPR og einnig hvötunarþrenndina 
(hvít) og kalsíumjónir (gráar). B) Nærmynd af stökkbreytisvæðinu í VPR sem sýnir 
amínósýrunnar S172, Q142, D138 og R169 (gular) og saltbrúnna á milli D138 og R169. C) 
Nærmynd af stökkbreytisvæðinu í AQUI sem sýnir amínósýrurnar E172, K142, D138 og 
R169 (gular) og saltbrúnna á milli D138 og R169. 
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Mynd 17. Skýringarmynd af S172E og Q142K stökkbreyti svæðinu í VPR. 
Skýringarmyndin er byggð á sameindarlíkani af VPR og sýnir VPR eftir 
stökkbreytingarnar S172E og Q142K. Myndin sýnir amínósýrurnar K142, E172. D138 og 
R169 (gular) og hleðsluna á þeim. Hafa skal í huga þegar myndin er skoðuð að á milli 
D138 - R169 er saltbrú í VPRwt. 

 

Þær niðurstöður sem hér hefur verið lýst eru mjög frábrugðnar þeim sem fyrr höfðu fengist 

fyrir áhrif þessara stökkbreytinga á VPRwt [72], en stökkbreytingarnar sem hér er fjallað 

um voru framkvæmdar á VPR∆C , en munurinn á þessum tveimur formum af VPR er 15 

amínósýru lengri C-endi á VPRwt, eins og fyrr var nefnt. Áður hefur verið framkvæmd 

sama stökkbreytingin í VPRwt og VPR∆C, þar sem hlaðinni amínósýru var bætt við og 

sýndu niðurstöður að sama stökkbreytingin hjá VPRwt og VPR∆C hefur ekki endilega sömu 

áhrif á eiginleika þessara tvenna ensímanna [56]. Er því ekki algilt að sömu niðurstöður 

komi fram hjá sömu stökkbreytingum í VPRwt og VPR∆C. Við kunnum þó ekki skýringuna 

á þessum mikla mun sem kemur fram vegna stökkbreytinganna í þessum tveimur formum 

af VPR. 

Bæði einföldu stökkbrigðin hjá VPR∆C, VPR∆C S172E og VPR∆C Q142K, sýndu 

umtalsverða hækkun í hvötunargetu á meðan tvöfalda stökkbrigðið, VPR∆C S172E/Q142K, 

sýndi litla breytingu (Tafla 14). Erfitt er að skýra ástæðurnar fyrir því að innsetning á 

mismunandi hleðslum (jákvæða eða neikvæða) á þessu svæði leiði til margfaldrar 

aukningar í hvötunargetu ensímsins. Hluti af skýringunni kann þó að felast í því að í 

nálægð stökkbreytisvæðisins í VPR er önnur saltbrú milli D138 - R169 [50, 80] (Mynd 

16B) sem gæti haft áhrif á eiginleika þessara stökkbrigða. Hugsanlegt er að stöku 

hleðslurnar á hliðarkeðjum amínósýranna hjá einföldu stökkbrigðunum víxlverki við þessa 
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saltbrú. Saltbrúin á milli D138-R169 virðist vera frekar vel varðveitt miðað við samanburð 

á amínósýruröðum skyldra próteina (sjá Mynd 34 í Viðauki 2). Til að átta sig betur á 

umhverfi amínósýranna sem um ræðir þá var útbúin mynd, sem byggir á kristalbyggingu 

VPR [50], sem sýnir mögulega byggingu stökkbrigðanna (Mynd 17). Sést á Mynd 17 

hvernig hlöðnu amínósýrurnar liggja og hvaða hleðsla er á þeim. Myndin sýnir vel hversu 

nálægt amínósýrurnar eru hvorri annarri, þá sérstaklega K142 og D138, en út frá líkaninu 

mældist fjarlægðin á milli þeirra 3,4-5,4 Å (miðað við mismunandi snúning 

amínósýranna). Subtilísin BPN hefur innan-helix saltbrú á milli K136-D140 sem er 

samsvarandi D138-K142 í AQUI og mælist bilið á milli amínósýranna K136-D140 útfrá 

kristalbyggingu subtilísins BPN (PDB tákn: 1SUP) 2,8 Å [81]. Mynd 17 sýnir einnig 

hvernig hleðslurnar raðast sem leiðir til þess að möguleiki myndast á víxlhrifum á milli 

E172-R169 og K142-D138 sem gæti truflað myndun saltbrúar á milli D138-R169. Í VPR∆C 

Q142K gæti því myndast innan-helix (intra-helix) saltbrú á milli K142 og D138 sem hefði 

slík áhrif. Röðun amínósýranna er líka í samræmi við helix tvískauts (dipole) hluthleðsluna 

(D138 nær N-enda og K142 nær C-enda) á α-helixnum og einnig er fjarlægðin á milli 

hleðslnanna fjórar amínósýrur eða einn snúningur á α-helixnum og eykur það líkurnar á að 

innan- helix saltbrúin sé stöðgandi [14, 21] (Mynd 17).  

Aukin hvötunargeta VPR∆C S172E og VPR∆C Q142K gæti stafað af því að 

stökkbreytingarnar hafa áhrif á saltbrúna D138-R169 sem gæti leitt til meiri staðbundins 

sveigjanleika á þessum stað í ensíminu. Nærliggjandi stöku hleðslurnar á K142 og E172 

gætu þannig leitt til þess að “flökt” kæmi á rof og myndun saltbrúarinnar sem leitt gæti til 

aukins sveigjanleika á svæðinu, sem væri þó ekki til staðar í tvöfalda stökkbrigðinu þar 

sem hlöðnu hóparnir væru bundnir í saltbrú. Þó svo að VPR∆C S172E og VPR∆C Q142K 

gætu haft áhrif á D138-R169 saltbrúnna þá virðist það ekki hafa áhrif á stöðugleika 

ensímsins (Tafla 15). Aukinn sveigjanleiki á svæðinu vegna truflunar á myndun 

saltbrúarinnar D138-R169 er ekki til staðar í tvöfalda stökkbrigðinu, VPR∆C 

S172E/Q142K, og gæti það stafað af myndun langdrægrar saltbrúar (yfir 5Å á milli 

amínósýranna) á milli E172-K142. Ef það myndast langdræg saltbrú þá gæti það skýrt 

minnkun í stöðugleika VPR∆C S172E/Q142K þar sem langdrægar saltbrýr eru oft ekki 

stöðgandi fyrir prótein byggingar [23, 25].  

Upprunalega ástæðan fyrir því að farið var í stökkbreytingarnar var að setja inn í VPR 

mögulega saltbrú, E172-K142, sem væri sambærileg saltbrú í AQUI og var stökkbrigðið 

VPR∆C S172E/Q142K því útbúið og eiginleikar þess ákvarðaðir. Myndist þessi saltbrú í 



53 

ensíminu er hins vegar ljóst að hún hefur tiltölulega lítil áhrif á eiginleika ensímsins, 

hvorki m.t.t. til hitastöðugleika né hraðafræðilegra eiginleika við þær aðstæður sem við 

höfum mælt þessa eiginleika. Hvötunargetan lækkar þó aðeins, eða úr 371 mM-1s-1  í 319,9 

mM-1s-1 en bæði Tm og T50% lækka einnig (Tafla 14 ogTafla 15). Einnig benda 

niðurstöðurnar á stökkbrigðinu AQUIK142Q, til þess að stökkbreytingin K142Q sem ætti að 

eyða þessari ætluðu saltbrú á milli K142-E172 hafi ekki mikil áhrif hitastöðugleika 

ensímsins (Tafla 16).  

 

3.2 AQUI x4 

Stökkbrigðið sem verður fjallað um hér er með stökkbreytinguna 

H119A/R120S/R121G/A123S á aqualysin I (hér eftir nefnt AQUIx4). Er þetta stökkbrigði 

viðbót (A123S) við þrefalt stökkbrigði sem áður hafði verið framleitt og greint m.t.t. 

hraðafræði og stöðugleika [71]. Bæði VPR og AQUI eru með P í stöðu 122, en að öðru 

leyti er amínósýruröðin á þessu svæði frábrugðin (Mynd 18). Þessi stökkbreyting var 

framkölluð á AQUI til að líkja eftir amínósýruröðinni í VPR (Mynd 18). Með 

stökkbrigðinu AQUIx4 var leitast við að líkja eftir tilraunum sem hafa verið gerðar á VPR. 

Kraftsviðsútreikningar (normal modes analysis) á VPR sýndu að stökkbreytisvæðið væri 

með hreyfanlegustu svæðunum í VPR. Framkvæmdar hafa verið allt frá þrefaldri 

stökkbreytingu uppí sexfalda stökkbreytingu hjá VPR á svæðinu A116-S123 til að líkja 

eftir amínósýruröðinni í AQUI. Þessar stökkbreytingar höfðu marktæk áhrif á hraðafræði 

og stöðugleika ensímsins. Hvötunargeta VPRx3 (A119H/S120R/G121R) lækkaði allt að 

því þrefalt miðað við villigerðina en frekari stökkbreytingar alveg uppí VPRx6 

endurheimtu virknina, VPRx6 fór jafnvel uppyfir VPRwt í hvötunargetu. Einnig lækkaði 

bæði Tm og T50% hjá VPRx3 en lækkunin gekk til baka í stökkbreytingum VPRx4-VPRx6 

[70] (M. M. Kristjánsson, óbirtar niðurstöður). Tvær af ástæðunum fyrir því að þetta svæði 

var valið til stökkbreytinga í VPR voru niðurstöður ofangreindra kraftssviðsútreikninga 

sem bentu til þess að þetta væri með hreyfanlegustu svæðunum í ensíminu og að 

amínósýruröðin á þessu svæði væri mjög ólík á milli VPR, AQUI og annarra skyldra 

hitaþolinna ensíma, sem tákna mátti sem -NHX(R/K)P- (Mynd 18). Stökkbreytingin er 

staðsett í lykkju sem liggur úr helix C (númerun skilgreind í Mynd 9) í beta-strending sem 

tengist með annarri lykkju í helix D (Mynd 19). Einnig er þetta svæði í námunda við 
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hvarfefnabindisetið og því gæti stökkbreyting á þessu svæði haft áhrif á hraðafræðilega 

eiginleika þessara ensíma.  

Fjórfalda stökkbreytingin á AQUI fellir út þrjár jákvæðar hleðslur (H119, R120 og R121) á 

yfirborði próteinsins en aukin fjöldi hlaðinna amínósýra á yfirborði próteina er oft tengdur 

við hitastigaðlögun að hærri hita [14, 16]. Hátt hlutfall arginíns (R) hefur sértaklega verið 

nefnt í tengslum við aðlögun próteina að hærri hitastigum [9, 11] og er AQUI með tvær 

arginín (R120 og R121) á þessu svæði sem með stökkbreytingunni var skipt út. Eins og 

sést þegar amínósýrusamröðun serín-próteinasa er skoðuð þá eru hlaðnar amínósýrur 

algengar í ensímum skyldum AQUI á þessu svæði (Mynd 18 og Mynd 34 í Viðauki 2). 

Útfrá samröðuninni má einnig sjá að röðin ASGPS er vel varðveitt innan Vibrio-skyldra 

ensíma (Mynd 18 og Mynd 34 í Viðauki 2). 

Ákveðið var að stökkbreyta á þessu svæði í AQUI (bæði þrefalda og fjórfalda 

stökkbreytingin) til að sjá hvort að það hefði eins mikil áhrif og stökkbreytingarnar í VPR. 

Þrefalda stökkbreytingin á AQUI hafði ekki marktæk áhrif á hvorki stöðugleika né virkni 

[71] og verður hér á eftir fjallað um áhrif fjórfalda stökkbrigðisins.  

 

 

Mynd 18. Samröðun amínósýruraða skyldra serín-próteinasa. Samanburðarensímin eru úr 
eftirfarandi lífverum: Deinococcus geothermalis (D.geothermalis), Vibrio alginolyticus A 
(V.alginolyticus), Vibrio sp. PA44 (VPR), Vibrio cholerae (V.cholerea), Stigmatella 
aurantiaca stofn DW4/3-1 (S.aurantiaca), Thermus rT41A (Thermus-rT41A), Truepera 
radiovictris stofn DSM 17093 (T.radiovictris), Thermus aquaticus YT-1 (AQUI), 
Streptomyces clavuligerus (S.clavuligerus) og Meiothermus ruber stofn 21 (M.ruber). 
Tölusetningin á við AQUI. Rauðikassinn sýnir amínósýrurnar sem fjallað er um í 
kaflanum.  
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Mynd 19. Sameindalíkan af AQUI sem sýnir staðsetningu amínósýranna sem stökkbreytt 
var í AQUIx4 stökkbrigðinu. A) Myndin sýnir „framan“ á próteinið hvar og hvernig 
stökkbreyttu amínósýrurnar liggja (His119/Arg120/Arg121/Ala123) (gular), 
hvötunarþrenndina (hvítar) og tvær kalsíum jónir (gráar). B) sýnir það sama og mynd A 
nema „aftan“ á próteinið.  
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Framkvæmd stökkbreytingarinnar og tjáningin á AQUIx4 gekk vel. Hreinsunin á AQUIx4 

gekk ágætlega nema að því leyti að í katjónasúlu keyrslunni í hreinsunarferlinu þá hefði 

verið æskilegt að aðlaga pH buffersins að breyttum hleðslueiginleikum próteinsins samfara 

stökkbreytingunni. Notað var pH 6 en við það sýrustig tapaðist töluvert af próteininu því 

að það festist ekki nógu vel við súluna (Mynd 30 í Viðauki 1 og kafli 2.9.1). Hefði verið 

betra að keyra katjónasúluna á buffer með pH 5,6 eins og fyrir þrefalda stökkbrigðið [71] 

til að fá AQUIx4 niður af súlunni á svipuðum stað og villigerðina.  

 

Tafla 17. Hitastöðugleiki AQUIwt og stökkbrigðisins AQUIx4. T50% var ákvarðað út frá 
Arrheníusar-gröfum eftir að hafa hitað próteinsýnin við ákveðin hitastig í 25 mM Tris, 100 
mM NaCl, 1 mM CaCl2 og pH 8,95 og virknitapið mælt með hvarfefninu sAAPF-pna. Ea 
fyrir AQUIwt og AQUID98S reiknað út frá Arrheniusargröfum. Mæligildin eru sýnd sem 
meðaltal ± S.E. 

Ensím  T50% (°C)  Ea (kJ mól‐1) 

AQUI x 4  90,0 ± 0,2  206,3 ± 15,4 

AQUIwt  91,4 ± 0,3  263,6 ± 11,0 

 

Niðurstöðurnar á hitastöðugleika mælingum AQUIx4 sýna um 1 °C lækkun á T50% miðað 

við villigerðina [28] (Tafla 17 og Mynd 20). Ekki var mælt bræðslumark (Tm) AQUIx4.  
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Mynd 20. Samanburður á Arrheníusargröfum AQUIx4 og AQUIwt. AQUIx4 (blár 
þríhyrningur) og AQUIwt (rauður kassi). Virknitap ensímanna var mælt í 25 mM Tris, 1 
mM CaCl2, 100 mM NaCl og pH 8,95 með hvarfefninu sAAPF-pna. Sýnin voru mæld við 
88-96 °C með reglulegu millibili.  

 

Tafla 18. Hraðafræðilegir eiginleikar AQUIwt og stökkbrigðisins AQUIx4 við 40°C í 100 
mM Tris, 10 mM CaCl2 og pH 9,1 og virknin mæld með hvarfefninu sAAPF-pna. 
Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1) 

AQUI x 4  1,15 ± 0,06  71,4 ± 2,5  62,5 ± 2,9 

AQUIwt  1,41 ± 0,10  71,7 ± 5,8  48,2 ± 2,0 

 

Hraðafræðimælingar voru framkvæmdar við 40°C fyrir AQUIx4 og niðurstöður bornar 

saman við samsvarandi gildi villigerðina [28]. Hækkaði hvötunargeta (kcat/Km) 

stökkbrigðisins í 62,5 ± 2,9 mM-1s-1 úr 48,2 ± 2,0 mM-1s-1. Er þessi hækkun í hvötunargetu 

að mestu leyti vegna aukinnar sækni AQUIx4 í hvarfefnið metið útfrá lækkun Km gagnvart 

þessu hvarfefni við þessar aðstæður. Km hjá AQUIx4 mældist 1,15 ± 0,06 mM og til 

viðmiðunnar var Km hjá villigerðinni 1,41 ± 0,10 mM. Hvötunarhraði AQUIx4 hélst 

svipaður og hjá villigerðinni eða 71,4 ± 2,5 s-1 (Tafla 18). 

Niðurstöður mælinga á AQUIx4 sýndu ekki mikinn mun frá AQUIwt, hitastöðugleikinn 

lækkaði rétt um 1°C og hvötunargetan hækkaði lítillega. En af hverju skyldu 
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stökkbreytingar á þessu svæði í VPR koma fram í breyttum eðliseiginleikum, t.d. hjá 

þrefalda stökkbrigðinu af VPR [70], en ekki hjá AQUI? Kannski vegna stífari 

heildarbyggingar hjá AQUI miðað við VPR. Kuldaaðlagaða ensímið VPR virðist vera 

viðkvæmara fyrir breytingum en hið hitaaðlagaða AQUI, öll stökkbrigðin hjá VPR sýndu 

breytingu á eðliseiginleikum ensímsins á meðan það var lítill sem enginn munur á 

stökkbrigðunum hjá AQUI. Út frá þeim niðurstöðum sem fengist hafa fyrir tvö stökkbrigði 

af AQUI, AQUIx3 og AQUIx4, er erfitt að spá fyrir um hvaða áhrif þessar stökkbreytingar 

hafa á byggingu ensímsins. Með þessari fjórföldu stökkbreytingu var verið að skipta út 

þremur jákvæðum hleðslum á svæði sem er í námunda við hvarfefnabindisvæðið og setja í 

staðinn óhlaðnar og minni amínósýrur sem gæti hugsanlega aukið staðbundinn 

hreyfanleika á þessu svæði. Einnig gæti þessi minnkun á yfirborðshleðslu á próteininu leitt 

til lækkunar í pKa próteinsins. Þrátt fyrir þessar tiltölulega miklu breytingar á 

amínósýruröð ensímsins þá sáust ekki miklar breytingar, hvorki í virkni né stöðugleika.  

 

3.3 AQUI D98S 

Stökkbreytingunni D98S á AQUI var ætlað að brjóta upp hugsanlega saltbrú á milli D98 

og R95, saltbrú sem er til staðar í AQUI en ekki í VPR. Einnig er þessi staðsetning 

áhugaverð í byggingu þessara próteina, þar sem á sama svæði í VPR er kalsíumbindiset 

Ca2 sem ekki er til staðar í AQUI (sjá kafla 1.2.3), hugsanlegt væri því að saltbrú á milli 

D98-R95 stöðgi þetta svæði í AQUI. Í AQUI er D í stöðu 98 og einnig í hitakæra ensíminu 

thermitasa (TRM) (PDB tákn 1THM) (D105 í TRM), en í kuldakæra ensíminu VPR er S98 

í sömu stöðu. Amínósýra með jákvæða hleðslu (R/K) í stöðu 94 miðað við röð subtilísin 

BPN´ (samsvarandi R95 í AQUI) er mjög vel varðveitt í subtilasa-fjölskyldunni [47, 81]. Í 

VPR er saltbrú á milli R95-D56 og einnig í TRM (R102- D57) [50, 80, 81] sem samsvarar 

R95 og D57 í AQUI (Mynd 21). Miðað við þær upplýsingar og samanburð á 

þrívíddarmódelum þá settum við fram þá tilgátu að það gæti verið til staðar þreföld-saltbrú 

á milli hliðarhópa D98-R95-D58 í AQUI. Árið 2011 var birt rannsókn þar sem notast var 

við tölvuútreikninga (molecular dynamics simulations) til að bera saman hreyfanleika 

bygginga TRM, PRK og VPR [80]. Samkvæmt niðurstöðum þessarar rannsóknar þá er 

TRM með saltbrú á milli D57-R102 og líklega einnig á milli D105-R102 sem samsvaraði 

vel D98-R95-D58 saltbrúarkerfinu í AQUI og styður þessi niðurstaða tilgátu okkar um 

þreföldu-saltbrúnna í AQUI [80]. 
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Mynd 21. Samanburður á svæðinu í kringum stökkbreytisetið D98S fyrir AQUI, VPR og 
TRM. A) Módel mynd af AQUI [52] sem sýnir vetnistengja myndun D98 við amínósýrur 
100-102 og mögulega saltbrú á milli R95 og D58. B) Módel mynd af VPR (PDB nr. 1SH7) 
sem sýnir vetnistengja myndun S98 við amínósýrur 100-102, saltbrú á milli R95 og D56 
og kalsíum (grátt) bundið í bindiset Ca2. C) Módel mynd af TRM (PDB nr. 1THM) ) sem 
sýnir vetnistengja myndun D105 við amínósýrur 107-109, saltbrú á milli R102 og D57 og 
kalsíum (grátt) bundið í bindiset Ca2 . 

 

Við nánari skoðun á þrívíddarmódeli af kristalbyggingu AQUI [52] kom í ljós að D98 

tengist amínósýrum 100-102 með vetnistengjum (Mynd 21 ogMynd 22). 

Vetnistengjakerfið er á milli megin- og hliðarkeðju D98 sem tengist við N100 

(meginkeðja), G101 (meginkeðja) og S102 (megin- og hliðarkeðja), alls sex vetnistengi 

(Mynd 22B). Við stökkbreytinguna D98 yfir í S98 í AQUI fækkar vetnistengjunum líklega 

í þrjú vetnistengi við amínósýrurnar G101 og S102 (Mynd 22C). Þessi ályktun er þó ekki 
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byggð á kristalbyggingu af AQUID98S heldur byggt á líkani af AQUIwt [52] þar sem S hafði 

verið sett inn í stöðu 98. Eins og sést á Mynd 21B af VPR þá er einnig vetnistengjakerfi á 

þessu sama svæði með S98 og samkvæmt þrívíddarbyggingu próteinsins eru í raun fleiri 

vetnistengi til staðar heldur en hjá AQUIwt eða átta talsins. Annar munur á amínósýruröð 

VPR og AQUI á þessu svæði er að hjá VPR er amínósýran S100 og AQUI hefur N100 og 

því er ekki hægt að áætla að það myndist sami fjöldi vetnistengja hjá AQUID98S og VPRwt 

(Mynd 34). Amínósýrur 100-102 eru hluti af hvarfefnisbindiseti þessara ensíma (Mynd 8) 

og því getur stökkbreyting á þessu svæði haft áhrif á hvötunargetu ensímsins. Einnig eru 

amínósýrur G101, S102 og G103 (númerun miðuð við AQUI) mjög vel varðveittar í 

subtilísinum [47] (Mynd 34). Við teljum því að stökkbreytingin frá D98S fækki að öllum 

líkindum fjölda vetnistengja á þessu svæði og/eða brjóti upp saltbrúna D98-R95. Árið 1993 

var birt grein sem lýsti stökkbreytitilraun á þessu sama svæði í ensíminu subtilísin E og var 

þá stökkbreytt D97G sem samsvarar seti 98 í AQUI. Þessi stökkbreyting leiddi til 

tvöföldunar kcat/Km miðað við villigerðina, en þessi breyting varð aðallega vegna lækkunar 

á Km [82]. Stökkbreytingin D yfir í S í stöðu 98 í AQUI var því áhugaverð í tvennu tilliti: 

hún hefði væntanlega í för með sér útfellingu á saltbrú, sem kynni að hafa áhrif á 

hitastöðugleika AQUI og einnig varpaði hún á það ljósi hvernig og hvort fækkun 

vetnistengja, við amínósýrur sem eru hluti af hvarfefnisbindisetinu, hefðu áhrif á 

hvötunargetuna.  

Stökkbreyting og tjáning á AQUID98S gekk ágætlega. Hreinsunin á AQUID98S gekk vel og 

ekki þurfti að stilla pH sérstaklega fyrir keyrslu á katjónasúlu en prótein-toppurinn kom 

seinna í gegnum súluna miðað við villigerðina (Mynd 31 í Viðauki 1 og sjá kafla 2.9.1). 
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Mynd 22. A) Sameindalíkan af AQUI [52] sem sýnir staðsetningu D98, D58 og R95, 
hvötunarþrenndina og tvær kalsíum jónir. B) Nærmynd af svæðinu sem sýnir hvernig D98 
myndar vetnistengi í amínósýrur 100-102 og mögulega saltbrú á milli D58 og R95. Einnig 
má sjá brennisteinsbrúnna Cys67-Cys99. C) Skýringarmynd sem byggð er á 
sameindarlíkani AQUI og sýnir Ser í stöðu 98. Einnig sést hvernig vetnistengjum fækkar 
við stökkbreytinguna. 



62 

 

Tafla 19. Hitastöðugleiki AQUIwt og stökkbrigðisins AQUID98S. T50% var ákvarðað útfrá 
Arrheníusar-gröfum eftir að hafa hitað próteinsýnin við ákveðin hitastig í 25 mM Tris, 100 
mM NaCl, 1 mM CaCl2 og pH 8,95 og virknitapið mælt með hvarfefninu sAAPF-pna. 
Bræðslumark ensímanna (Tm) var mælt með CD-mælingum á hindruðu ensími í 25 mM 
glýsin buffer, 1 mM EDTA við pH 8,6. Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  T50% (°C)  Tm (°C) 

AQUID98S  90,8 ± 0,2  67,1 ± 0,1 

AQUIwt  91,4 ± 0,3  66,2 ± 0,04 

 

Niðurstöður mælinga á hitastöðugleika sýna að það var ekki marktæk breyting á 

hitastöðugleika stökkbrigðisins miðað við villigerðina (Tafla 19) [28]. Slíkt bendir til að 

möguleg saltbrú og vetnistengi sem verið var að fella út með stökkbreytingunni hefði lítil 

áhrif á hitastöðugleika próteinsins.  

Tafla 20. Hraðafræðilegir eiginleikar AQUIwt og stökkbrigðisins AQUID98S við 40°C í 100 
mM Tris, 10 mM CaCl2 og pH 9,1 og virknin mæld með hvarfefninu sAAPF-pna. 
Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1) 

AQUID98S  0,93 ± 0,03  131,5 ± 6,7  141,4 ± 4,6 

AQUIwt  1,41 ± 0,1  71,7 ± 5,8  48,2 ± 2,0 

 

Framkvæmdar voru hraðafræðilegar mælingar við 40°C fyrir AQUID98S og voru 

niðurstöður mælinga bornar saman við sömu mælingar fyrir villigerðarensímið [28]. Sýndi 

AQUID98S mikla hækkun á hvötunargetu (kcat/Km) eða nánast þrefalda aukningu miðað við 

villigerðina frá 48,2 ± 2,0 mM-1s-1 í 141,4 ± 4,6 mM-1s-1. Sækni ensímsins í hvarfefnið við 

stökkbreytinguna jókst samkvæmt lækkandi Km. Lækkaði Km um nánast þriðjung miðað 

við villigerðina eða frá 1,41 ± 0,1 mM í 0,93 ± 0,03 mM. Hvötunarhraðinn (kcat) hækkaði 

nánast tvöfalt eða frá 71,7 ± 5,8 s-1 í 131,5 ± 6,7 s-1 við stökkbreytinguna (Tafla 20).  

Vegna þess hve mikill munur var á hraðafræðilegum eiginleikum stökkbrigðisins og 

villigerðarinnar var ákveðið að ákvarða Michaelis-Menten hraðafræðilega eiginleika við 

mismunandi hitastig, 25°C-55°C til að kanna betur áhrif stökkbreytingarinnar (Tafla 21).  
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Tafla 21. Hraðafræðilegir eiginleikar AQUIwt og stökkbrigðisins AQUID98S við 
mismunandi hitastig, frá 25°C til 55°C. Mælingarnar voru gerðar í 100 mM Tris, 10 mM 
CaCl2 og var pH bufferins stillt miðað við hvert hitastig (sjá kafla 2.12). Notast var við 
hvarfefnið sAAPF-pna við öll hitastig. Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Hitastig (°C)  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1) 

 

 

AQUID98S 

25  0,75 ± 0,04  39,1 ± 2,4  52,0 ± 2,1 

35  0,77 ± 0,01  75,1 ± 1,1  97,0 ± 0,1 

40  0,93 ± 0,04  131,5 ± 6,7  141,4 ± 4,6 

50  1,10 ± 0,02  207,4 ± 1,9  188,2 ± 5,8 

55  1,36 ± 0,05  321,6 ± 10,3  237,2 ± 0,5 

 

 

 

AQUIwt 

25  0,66 ± 0,03  17,9 ± 1,21  27,0 ± 1,1 

35  1,02 ± 0,0  49,4 ± 0,4  48,5 ± 0,4 

40  1,41 ± 0,1  71,7 ± 5,8  48,2 ± 2,0 

50  1,28 ± 0,07  94,3 ± 5,9  74,0 ± 2,5 

55  1,22 ± 0,11  115,1 ± 7,3  94,5 ± 2,7 
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Mynd 23. Áhrif hitastigs á hvötunarhraða (kcat) AQUIwt og AQUID98S. kcat (s-1) fyrir 
mismundi hitastig (25 °C til 55°C) fyrir bæði stökkbrigði (blátt) og villigerð (rautt). Er 
einnig sýnt frávik við hvern punkt (Tafla 21). Sýnir grafið öryggismörk fyrir mælingarnar 
við hvert hitastig með S.E.  

 

 

Mynd 24. Áhrif hitastigs á hvötunargetu (kcat/Km) fyrir AQUIwt og AQUID98S. kcat/Km (mM-

1 s-1) við mismunandi hitastig (frá 25 °C til 55°C) fyrir bæði stökkbrigði (blátt) og villigerð 
(rautt). Er einnig sýnt frávik við hvern punkt (Tafla 21). Sýnir grafið öryggismörk fyrir 
mælingarnar við hvert hitastig með S.E.. 
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Mynd 25. Arrheniusar graf fyrir kcat við mismunandi hitastig fyrir villigerð (rautt) og 
stökkbrigðið (blátt). (Jafna bestu línu er sýnd í lituðu kössunum).  

 

Niðurstöðurnar á hraðafræði (Tafla 21) við mismunandi hitastig sýndu að Km 

stökkbrigðisins var lægra heldur en hjá óstökkbreytta ensíminu við þau hitastig sem mælt 

var við. Einnig var kcat hærra í öllum tilfellum fyrir AQUID98S (Mynd 23). Sést munurinn á 

hvötunargetu AQUID98S og AQUIwt vel þegar Mynd 24 er skoðuð, en ekki var mögulegt að 

mæla við hærra hitastig vegna hitanæmni Tris buffersins. Hækkaði hvötunargetan (kcat/Km) 

hjá AQUIwt frá 27,0 mM-1s-1 við 25°C uppí 94,5 við 55°C en AQUID98S fór frá 52,0 mM-1s-

1við 25°C uppí 237,2 mM-1s-1 við 55°C. Hækkun í kcat/Km hjá AQUID98S með hitastigi var 

meira en tvöföld miðað við AQUIwt og var munurinn meiri eftir því sem mælt var við 

hærra hitastig. Var þessi mikla hækkun á kcat/Km að miklu leyti vegna umtalsverðar 

hækkunar í kcat (Mynd 23), en kcat mældist tvisvar til þrisvar sinnum hærri fyrir AQUID98S í 

samanburði við AQUIwt við öll hitastigin (Tafla 21). Til að kanna hvort að greina mætti 

mun í virkjunarorku ensímhvarfsins vegna stökkbreytingarinnar var sett upp Arrheníusar 

graf af kcat við mismunandi hitastig (Mynd 25). Út frá þessu grafi (Mynd 25) var 

virkjunarorkan ákvörðuð 56,3 kJ/mól fyrir AQUID98S og 48,3 kJ/mól fyrir AQUIwt.  

Niðurstöður þessara mælinga sýna að með þessari einföldu stökkbreytingu, D98S, í 

hitakæra ensíminu AQUI þá jókst hvötunargeta ensímsins umtalsvert miðað við 

villigerðina, en þó ekki á kostnað stöðugleikans. Ekki er hægt að fullyrða um að svo stöddu 

hvað valdi þessari aukningu í hvötunargetu ensímsins af völdum stökkbreytingarinnar. 

Hvort ástæðan er fækkun vetnistengja eða útfelling saltbrúarinnar, er ekki hægt að fullyrða 
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um á grundvelli fyrirliggjandi gagna. Til að rannsaka þessa þætti frekar stendur fyrir dyrum 

að gera sameindahreyfihermunar tölvuútreikninga (molecular dynamics simulations) bæði 

fyrir AQUIwt og AQUID98S af dr. Elenu Papaleo og félögum við Háskólann í Mílanó, sem 

eru samstarfsaðilar í verkefninu. Mætti þar greina mögulegar breytingar í hreyfanleika á 

þessu svæði og/eða hvort meint saltbrú er til staðar eða er rofin af völdum 

stökkbreytingarinnar. Einnig væri áhugavert að gera frekari tilraunir til að kanna hvort það 

sé munur á sértækni fyrir mismunandi hvarfefni á milli AQUIwt og AQUID98S, en út frá því 

er hægt að spá fyrir um breytingu í hvarfstöð ensímsins við stökkbreytinguna. Æskilegt 

væri einnig að framkvæma röntgen kristalgreiningu (X-ray crystallography) á AQUID98S, 

þannig að hægt væri að meta hvaða áhrif stökkbreytingin hefur á byggingu próteinsins, en 

það er dýrt og frekar kostnaðarsamt verkefni.  

 

3.4 AQUI R47E 

Stökkbreytingin R47E á AQUI var gerð á svæði þar sem hátt hlutfall er af hlöðnum 

amínósýrum á yfirborði próteinsins og einnig víxlverkar þetta svæði við lykkju sem er 

tveimur amínósýrum lengri (TS210-211) í AQUI heldur en í VPR. (Mynd 27 ogMynd 28). 

Var markmiðið með stökkbreytingunni R47E að taka út mögulega saltbrú í AQUI sem 

væri milli R47 og D212 en síðar kom það í ljós að amínósýran R43 er líklegri til að mynda 

saltbrú við D212. Voru framkallaðar og staðfestar fimm stökkbreytingar á þessu svæði, 

stökkbreytingar á amínósýrunum R43, R47, T210, S211 og D212. Fyrst var reynt að fella 

út innskotið TS210-211 sem er til staðar í AQUI en ekki í VPR (Mynd 26 ogMynd 28) 

með stökkbreytingunni ∆TS210-211 á AQUI og einnig að taka burt hleðslu og mögulega 

saltbrú með stökkbreytingunni ∆D212. Tókust þessar stökkbreytingar í báðum tilfellum, en 

ekki fékkst þó virkt prótein þrátt fyrir ítrekaðar tjáningar- og ræktunartilraunir. Einnig voru 

gerðar stökkbreytingarnar D212N og R43N til að taka út mögulega saltbrú á milli D212 og 

R43 í AQUI (Mynd 27C). Ástæðan fyrir því að ákveðið var að stökkbreyta í amínósýruna 

N var samanburður á AQUI við skyld prótein (Mynd 26 og Mynd 34 í Viðauki 2) sem 

sýndi að N var næst algengasta amínósýran á eftir D og R í setum 212 og 43. Má sjá útfrá 

samanburði á amínósýruröð skyldra próteina að þegar D212 er til staðar þá er langoftast 

einnig R43 í próteininu (Mynd 26 og Mynd 34 í Viðauki 2). Var stökkbreytingin á D212N 

og R43N á AQUI staðfest og fengust virk ensím í báðum tilfellum en ekki gafst tími í 

þessu verkefni til að ákvarða eiginleika hvorugs þessara stökkbrigða. Stökkbreytingin sem 



67 

verður fjallað um hér er R47E og var ákveðið að stökkbreyta í E til að líkja eftir 

amínósýruröð VPR. Þessi stökkbreyting skiptir jákvætt hlöðnum hóp út fyrir neikvæðan og 

var áhugavert að sjá hvaða áhrif það hefði á próteinið þar sem það er mikið af hleðslum á 

þessu svæði á yfirborði AQUI (Mynd 27B). 

 

 

Mynd 26. Samröðun amínósýruraða skyldra serín-próteinasa. Samanburðarensímin eru úr 
eftirfarandi lífverum: Serratia sp. (Serratia), Vibrio cholerae (V.cholerea), Thermus 
aquaticus YT-1 (AQUI), Actinosynnema mirum st. 101 (A.mirum), Streptomyces sp. Mg1 
(Streptomyces), Alteromonas sp. st. O-7 (Alteromonas), Deinococcus deserti (D.deserti), 
Vibrio sp. PA44 (VPR), Vibrio alginolyticus A (V.alginolyticu), Tritirachium album limber 
(Proteinase_K). Rauðu kassarnir sýna stökkbreytisvæðin. Tölusetningin á við AQUI. 

 

Gekk stökkbreytingin á R47E og tjáning ágætlega. Hreinsun gekk vel og var pH-ið fyrir 

katjónasúlu keyrsluna stillt á pH 5,6 til að taka tillit til breyttar hleðslu á stökkbrigðinu 

(Mynd 32 í Viðauki 1 og kafla 2.9.1). 
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Mynd 27. Þrívíddarlíkan af AQUI sem sýnir staðsetningu amínósýrunnar R47. A) Sýnir 
staðsetningu amínósýrunnar R47 (gul) í AQUI og einnig hvötunarþrenndina (hvít) og 
kalsíumjónir (gráar). B) Myndin sýnir hlaðnar amínósýrur (gráar) í nálægð við R47 (gul). 
C) Myndin sýnir R47 (gul) og mögulega saltbrú á milli R43 og D212 (gráar).  
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Mynd 28. Samanburður á byggingu AQUI og VPR með áherslu á amínósýrur 210-211. A) 
Sýnir samanburð á AQUI (rautt) og VPR (blátt), sést hvötunarþrenndin (hvít), kalsíumjónir 
(gráar) og amínósýrurnar TS210-211 (grænar) í AQUI. B) Stækkun á mynd A til að sýna 
betur hvernig lykkjan í AQUI (rautt) er stærri enn í VPR (blátt) og amínósýrurnar TS210-
211 (grænar) í AQUI. 

 

Tafla 22. Hitastöðugleiki AQUIwt og stökkbrigðisins AQUIR47E. T50% var ákvarðað út frá 
Arrheníusar-gröfum eftir að hafa hitað próteinsýnin við ákveðin hitastig í 25 mM Tris, 100 
mM NaCl, 1 mM CaCl2 og pH 8,95 og virknitapið mælt með hvarfefninu sAAPF-pna. Ea 

fyrir AQUIwt og AQUIR47E reiknað út frá Arrheniusargröfum. Mæligildin eru sýnd sem 
meðaltal ± S.E. 

Ensím  T50% (°C)  Ea (kJ mól‐1) 

AQUIR47E  92,2 ± 0,2  288,2 ± 35,0 

AQUIwt  91,4 ± 0,3  263,6 ± 11,0 

 

Gerðar voru stöðugleikamælingar fyrir AQUIR47E og voru niðurstöður bornar saman við 

niðurstöður fyrir villigerðina [28]. Stökkbrigðið mældist með aðeins hærri hitastöðugleika 

(T50%) heldur en villigerðin eða 92,2 ± 0,2 °C fyrir AQUIR47E í stað 91,4 ± 0,3 fyrir AQUIwt 

(Tafla 22).  
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Tafla 23. Hraðafræðilegir eiginleikar AQUIwt og stökkbrigðisins AQUIR47E við 40°C í 100 
mM Tris, 10 mM CaCl2 og pH 9,06 og virknin mæld með hvarfefninu sAAPF-pna. 
Mæligildin eru sýnd sem meðaltal ± S.E. 

Ensím  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (mM‐1s‐1) 

AQUIR47E  1,13 ± 0,06  84,3 ± 3,1  75,1 ± 2,3 

AQUIwt  1,41 ± 0,1  71,7 ± 5,8  48,2 ± 2,0 

 

Framkvæmdar voru hraðafræðilegar mælingar við 40°C fyrir AQUIR47E og voru 

niðurstöðurnar bornar saman við villigerðina [28]. Hvötunargeta (kcat/Km) AQUIR47E 

hækkaði í 75,1 ± 2,3 mM-1s-1 miðað við 48,2 ± 2,0 mM-1s-1 hjá villigerðinni. Var þessi 

hækkun bæði vegna þess að Km fyrir hvarfefnið lækkaði og jafnframt jókst 

hvötunarhraðinn (Tafla 23). 

Sýna þessar breytingar á hraðafræðilegum eiginleikum ensímsins við stökkbreytinguna 

R47E að breytingar á þessu svæði hafa áhrif á hvötunargetu AQUI og því verður fróðlegt 

að sjá niðurstöður mælinganna fyrir stökkbrigðin D212N og R43N sem ekki náðist að 

greina í þessu verkefni. Þó svo að það sé ólíklegt að stökkbreytingin R47E felli út saltbrú 

við D212 þá er þessi umskipting á hleðslum á svæði með mörgum hleðslum á yfirborði 

próteinsins áhugaverð. Vegna þess hvað mikið er af hlöðnum amínósýrum á þessu svæði í 

kringum R47 þá gæti það verið áhugavert sem framhaldsverkefni að fækka hleðslum á 

þessu svæði, svipað og var gert með stökkbreytingunum D212N og R43N sem á eftir að 

mæla áhrifin af. Einnig virðist þetta svæði vera tiltölulega viðkvæmt fyrir breytingum þar 

sem tvö stökkbrigði, ∆TS210-211 og ΔD212, mynduðu aldrei virkt prótein.  
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4 Lokaorð 
Þetta meistaraverkefni er hluti af stærra rannsóknarverkefni sem hefur verið í gangi í mörg 

ár þar sem byggingarlegar forsendur hitastigsaðlögunar hafa verið kannaðar. 

Meginviðfangsefni þessara rannsókna eru subtilisín-líkir serín próteinasar frá kuldakæru 

bakteríunni Vibrio-tegund PA-44 (VPR), annars vegar og hitakærri bakteríu, Thermus 

aquaticus YT-1 (AQUI), hins vegar. Til að svara spurningum um hitastigsaðlögun þeirra er 

beitt markvissum stökkbreytingum. 

Í þessu verkefni voru áhrif saltbrúa könnuð á bæði hitastöðugleika og hraðafræðilega 

eiginleika AQUI og VPR. Við innsetningu stakrar stökkbreytingar (Q142K) í VPR var 

framkallað stökkbrigði, VPRΔC Q142K, sem sýndi mestu hvötunargetu sem áður hefur sést 

hjá hinum ýmsu stökkbrigðum á VPR, sem er u.þ.b. 2,5 sinnum hærri en fyrir villigerðina. 

Einnig sýndi einfalda stökkbrigðið VPRΔCS172E umtalsverða hækkun í hvötunargetu. 

Tvöfalda stökkbreytingin S172E/Q142K í VPRΔC, sem væntanlega hafði í för með sér 

myndun saltbrúar á milli E172 og K142 leiddi hins vegar til lækkunar í hvötunargetu 

miðað við villigerðina. Saltbrúin virtist þó ekki auka stöðugleika ensímsins. Einnig 

reyndist stökkbreyting á AQUI þar sem saltbrúin var felld út með gagnstæðri 

stökkbreytingu (K142Q) ekki hafa mikla breytingu í för með sér á eiginleikum ensímsins, 

hvorki hraðfræðilega, né á stöðugleika. Við teljum að það gæti verið að myndast saltbrú á 

milli K142 og D138 í VPRΔC Q142K sem trufli saltbrú á milli D138 og R169 sem er til 

staðar í villigerðarensíminu og sé þannig að auka staðbundin sveigjanleika sem eigi sér 

stað vegna þess að saltbrýrnar séu að rofna og myndast á víxl. Í tvöfalda stökkbrigðinu þá 

er möguleiki á að það sé að myndast langdræg saltbrú á milli K142-S172, en þá ætti 

saltbrúin D138-R169 síður að truflast vegna nálægðar hleðslunnar á hliðarhópi K142. 

Stefnt er að því að framkvæma hreyfihermunartilraunir (molecular dynamics simulations) á 

þessum þremur stökkbrigðum og einnig á VPRΔC af samstarfsaðilum í verkefninu, Dr. 

Elenu Papaleo og samstarfsfólki við Háskólann í Mílanó-Bicocca. Það er leið til að prófa 

tilgátur um hvort að VPRΔC Q142K sé að trufla nærliggjandi saltbrú og hvort að það 

myndist saltbrú í tvöfalda stökkbrigðinu.  

Einnig var haldið áfram með verkefni sem hófst með þrefaldri stökkbreytingu á VPR 

(VPRx3) og er núna búið að stökkbreyta uppí sexfalt stökkbrigði (VPRx6). Niðurstöður 



72 

þessara mælinga sýndu að fyrir VPRx3 lækkaði hvötunargetan umtalsvert en jókst aftur við 

hverja viðbót upp að VPRx6 þar sem hvötunargetan var jafnvel hærri en hjá villigerðinni. 

Einnig hafði áður verið gerð þreföld stökkbreyting á AQUI (AQUIx3). Í þessu verkefni var 

fjallað um eiginleika fjórfalda stökkbrigðisins á AQUI (AQUIx4). Sýndu AQUIx3 og 

AQUIx4 litla sem enga breytingu á eðliseiginleikum en stökkbreytingarnar í VPR sýndu 

umtalsverðar breytingar. 

Þessi stökkbreyting á AQUI, sem og aðrar sem lýst er í verkefninu (t.d. AQUIK142Q) renna 

stoðum undir þá tilgátu um að bygging og eiginleikar hitaþolna ensímsins séu ekki eins 

viðkvæm fyrir stökkbreytingum og kuldaaðlagaða ensímið. Litlar breytingar á eiginleikum 

ensímsins voru merkjanlegar við þessar stökkbreytingar, en gagnstæðar stökkbreytingar í 

VPR höfðu þó í för með sér marktækar breytingar á eiginleika ensímsins. Svo virðist sem 

heildarbygging AQUI sé stöðug gegn breytingum þó svo um sé að ræða frekar 

umfangsmiklar breytingar á amínósýruröðinni eins og í tilfelli AQUIx4 þá hefur það lítil 

sem engin áhrif.  

Sem hluti af verkefni sem felur í sér að fella út saltbrýr í AQUI sem eru ekki til staðar í 

VPR þá var framkölluð stökkbreytingin D98S í AQUI, þar sem upphaflega ætlunin var að 

fella út mögulega saltbrú á milli D98-R95. Við nánari skoðun á 3D-byggingu AQUI þá var 

frekar talið að um fækkun á vetnistengjum fremur en útfelling saltbrúarinnar kynni að vera 

ástæðan fyrir breytingum á hvötunargetu ensímsins. Stökkbrigðið var mjög virkt og var 

margföld hækkun við öll mæld hitastig í kcat og einnig hækkaði kcat/Km umtalsvert. Er 

AQUID98S með mestu hvötunargetu sem mælst hefur hjá öllum stökkbrigðum sem 

framleidd hafa verið af AQUI hjá rannsóknarhópnum. Eru áætlaðar áframhaldandi 

mælingar á stökkbrigðinu svo sem að mæla virkni ensímsins gangvart nokkrum 

mismunandi hvarfefnum til að rannsaka hvort að þessi mikla aukning í virkni sé m.a. vegna 

breytinga í sérvirkni ensímsins af völdum stökkbreytingarinnar við hvarfefnisbindisetið. 

Einnig eru hafnar hreyfihermunartilraunir (molecular dynamics simulations) á 

stökkbrigðinu til að bera saman við AQUIwt. Þá hefur komið upp sú hugmynd að framkalla 

aðra stökkbreytingu í þessu seti, D98G, sem fæli í sér enn frekari fækkun möguleika á 

vetnistengja myndun á þessu svæði. Áhugavert væri því að kanna hvort 

hvötunargeta/sérvirkni ensímsins breyttist enn frekar við þá breytingu. 

Einnig sem hluti af saltbrúar verkefninu voru framkallaðar fimm stökkbreytingar (ΔD212, 

ΔTS210-211, R47E, R43N og D212N) á sama svæðinu í AQUI sem var ætlað að taka 

út/hafa áhrif á mögulega saltbrú á milli R47-D212 og svo R43-D212. Tókst að framkalla 
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stökkbreytingarnar ΔD212 og ΔTS210-211 en ekki fengust tjáð virk ensím af þessum 

stökkbrigðum. Stökkbreytinguna R47E tókst að framkalla og ákvarða eiginleika þess 

stökkbrigðis og var fjallað um niðurstöður þeirra mælinga í þessu verkefni. Sýndi R47E 

stökkbrigðið hækkun í hvötunargetu og nokkra hækkun í stöðugleika. Tvö stökkbrigði á 

þessu svæði: R43N og D212N voru útbúin. Var staðfest að virkt ensím var tjáð af þessum 

stökkbrigðum, og stendur fyrir dyrum að ákvarða eiginleika þeirra og fá úr því skorið hvort 

meinta saltbrúin R43-D212 hafi áhrif á hitastigsaðlögun ensímsins. Verður það mjög 

fróðlegt að sjá hvað kemur út úr mælingum á þessum tveimur stökkbrigðum, sérstaklega 

þar sem þetta svæði er greinilega viðkvæmt fyrir breytingum.  

Er því nóg af framtíðarverkefnum og vonandi nýtist þetta verkefni til frekari skilnings á 

hitastigsaðlögun ensíma, þá sérstaklega hlutverk saltbrúa í hitastigsaðlögun.  
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Viðauki 1 
4.1 Katjóna súlukeyrsla fyrir AQUIwt 

 

Mynd 29. Dæmi um katjóna súlukeyrslu fyrir AQUIwt. Próteinið var sett á súluna með 
buffer C (25 mM MES, 10 mM CaCl2 og pH 6) og losað af með buffer D (25 mM MES, 10 
mM CaCl2, 500 mM NaCl og pH 6). 

 

4.2 Katjóna súlukeyrsla fyrir AQUIx4 

 

Mynd 30. Dæmi um katjóna súlukeyrslu fyrir AQUIx4. Próteinið var sett á súluna með 
buffer C (25 mM MES, 10 mM CaCl2 og pH 6) og losað af með buffer D (25 mM MES, 10 
mM CaCl2, 500 mM NaCl og pH 6). 
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4.3 Katjóna súlukeyrslu fyrir AQUID98S 

 

Mynd 31. Dæmi um katjóna súlukeyrslu fyrir AQUID98S. Próteinið var sett á súluna með 
buffer C (25 mM MES, 10 mM CaCl2 og pH 6) og losað af með buffer D (25 mM MES, 10 
mM CaCl2, 500 mM NaCl og pH 6). 

 

4.4 Katjóna súlukeyrslu fyrir AQUIR47E 

 

Mynd 32. Dæmi um katjóna súlukeyrslu fyrir AQUIR47E. Próteinið var sett á súluna með 
buffer C (25 mM MES, 10 mM CaCl2 og pH 5,6) og losað af með buffer D (25 mM MES, 
10 mM CaCl2, 500 mM NaCl og pH 5,6). 
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Viðauki 2 
Tafla 24. Subtilisín-líkir serín próteinasar.  

Heiti á próteini Heiti á bakteríu Lífvera Acronym PDB nr. 

Subtilisin E Bacillus Subtilis 168 Bacteria P04189 1SCJ 

Subtilisin BPN´ Bacillus 
amyloliquafaciens 

Bacteria P00782 1SUP 

Subtilisin Carlsberg Bacillus licheniformis 
NCIMB 6816 

Bacteria P00780 1CSE 

Thermitase Thermoactinomyces 
vulgaris 

Bacteria P04072 1THM 

Alkaline serine exoprotease 
A 

Vibrio alginolyticus A Bacteria P16588  

Aqualysin I Thermus aquaticus YT-1 Bacteria P08594  

T41A proteinase Thermus rT41A Bacteria P80146  

VPR Vibrio sp. PA44 Bacteria Q8GB52 1SH7 

Serratia proteinase K Serratia species Bacteria Q3HUQ2 2B6N 

Subtilisin S41 Bacillus subtilis TA41 Bacteria Q45681 2GKO 

Bacillus Ak.1 Bacillus sp. (strain AK1) Bacteria Q45670 1DBI 

sphaericase Lysinibacillus sphaericus Bacteria Q9S3L6 1EA7 

Extracellular alkaline serine 
protease 2 

Pseudoalteromonas sp. 
AS-11 

Bacteria Q93RG8  

Alkaline serine protease II Alteromonas sp. strain O-
7 

Bacteria Q53401  

Alkaline serine protease Vibrio alginolyticus 
12G01 

Bacteria Q1VDA0  

Alkaline serine protease Vibrio cholerae Bacteria Q9KVI8  

Aerolysin Pyrobaculum arophilum Archaea Q9P993  

Tk-subtilisin Pyrococcus 
kodakaraensis 

Archaea P58502 2Z2X 

Proteinase K Tritirachium album 
Limber 

Eukaryota P06873 1IC6 
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Peptidase, S8A (Subtilisin) Stigmatella aurantiaca 
(strain DW4/3-1) 

Bacteria E3FG02  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Meiothermus ruber (strain 
21) 

Bacteria D3PS51  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Frankia sp. (strain 
EAN1pec) 

Bacteria A8L2V3  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Actinosynnema mirum 
(strain 101) 

Bacteria C6WCP9  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Streptomyces sp. Mg1 Bacteria B4V1C7  

Peptidase, S8A (Subtilisin) Myxococcus xanthus 
(strain DK 1622) 

Bacteria Q1D1A9  

Serine protease Methylococcus capsulatus 
(Bath) 

Bacteria Q60AH8  

Putative secreted serine 
protease 

Saccharopolyspora 
erythraea (strain NRRL 

23338) 

Bacteria A4FIT4  

Peptidase S8 and S53, 
subtilisin, kexin, sedolisin 

Deinococcus 
geothermalis (strain DSM 

11300) 

Bacteria Q1IZQ6  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Truepera radiovictris 
(strain DSM 17093) 

Bacteria D7CWJ6  

Peptidase S8 and S53 
subtilisin kexin sedolisin 

Kangiella koreensis 
(strain SW-125) 

Bacteria C7RD39  

Peptidase S8 and S53, 
subtilisin, kexin, sedolisin 

Salinispora tropica CNB-
440 

Bacteria A4X0X4  

Peptidase S8 and S53, 
subtilisin, kexin, sedolisin 

Actinosynnema mirum 
(strain 101) 

Bacteria C6WIA1  

Extracellular alkaline serine 
protease, 

Shewanella violacea Bacteria D4ZKA3  

Alkaline serine protease Vibrio cholerae MZO-3 Bacteria A2PXM4  

Subtilisin-like serine 
protease 

Saccharomonospora 
viridis (strain P101) 

Bacteria C7MXV7  

Extracellular serine 
proteinase 

Acinetobacter sp. strain 
DR1 

Bacteria D8JIN2  

Peptidase S8 and S53 Meiothermus silvanus Bacteria D7BHL5  
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subtilisin kexin sedolisin (strain VI-R2) 

Peptidase S8 and S53 Streptomyces clavuligerus 
ATCC 27064 

Bacteria B5GV54  

Putative extracellular serine 
proteinase 

Deinococcus deserti Bacteria C1D1S0  
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Mynd 33. Skyldleikatré subtilísin-líkum serín próteinösum sem byggir á amínósýru 
samanburði. Útskýring á táknum á próteinum er að finna í Tafla 24 í viðauka 2. Raðirnar 
voru fengnar á heimasíðunni http://www.uniprot.org/ og forritið Jalview 2.7 notað við 
samröðun raðanna og við gerð skyldleikatrésins. Við gerð skyldleikatrésins var notast við 
BLOSUM62.  
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Mynd 34. Samanburður á amínusýruröðum subtilísin-líkum serín próteinösum. 
Útskýringar á táknum er að finna í Tafla 24. Svæði sem er fjallað um í ritgerðinni eru 
merkt með rauðum kassa og með númararöðun AQUI. Útskýring á táknum á próteinum er 
að finna í töflu 1 í viðauka 2. Raðirnar voru fengnar á heimasíðunni: 
http://www.uniprot.org/ og forritið Jalview 2.7 notað við samröðun raðanna og gerð 
myndarinnar. Mynd 2 heldur áfram á næstu blaðsíðum. 
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan.  
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan.  
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan. 
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan. 
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan. 
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan. 
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan.  
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Mynd 34. Framhald af mynd á blaðsíðunni á undan.  

 

 


