Ahrif saltbraa og yfirbordshledslna a

hitastigsadlogun subtilisin-likra serin

proteinasa.

Brynjar Orn Ellertsson

Raunvisindadeild

Haskoli Islands
2012







Ahrif saltbraa og yfirbordshledslna a
hitastigsadlogun subtilisin-likra serin
proteinasa.

Brynjar Orn Ellertsson

90 eininga ritgerd sem er hluti af
Magister Scientiarum gradu i Lifefnafraedi

Leidbeinendur
Magnus Mar Kristjansson, professor (adalleidbeinandi)
Sigridur Helga borbjarnardéttir, sérfraedingur

Préfgjémari / Fulltrdi deildar
Olafur b. Magnusson

Raunvisindadeild
Verkfraedi- og natturuvisindasvid
Haskdli Islands
Reykjavik, febrdar 2012



Ahrif saltbriia og yfirbordshledslna 4 hitastigsadlogun subtilisin-likra serin proteinasa.
Hitastigsadlogun subtilisin-likra serin proteinasa.
90 eininga ritgerd sem er hluti af Magister Scientiarum gradu i lifefnafraedi

Hoéfundarréttur © 2012 Brynjar Orn Ellertsson
Oll réttindi 4skilin

Raunvisindadeild

Verkfredi- og nattaruvisindasvio
Haskoli Islands

Hjardarhaga 2-6

107 Reykjavik

fsland

Simi: 525 4600

Skraningarupplysingar:
Brynjar Orn Ellertsson, 2012, Ahrif saltbraa og yfirbordshledslna 4 hitastigsadlogun
subtilisin-likra serin proteinasa, meistararitgerd, Raunvisindadeild, Haskoli Islands, 94 bls.

Prentun: Haskolaprent ehf
Reykjavik, febraar 2012



Utdrattur

Byggingarlegar forsendur hitastigsadlogunar préteina ur lifverum sem lifa vid ofgafullar
adstedur hafa verid miki0 rannsakadar undanfarna aratugi. Ein adferd til ad rannsaka
hitastigsadlogun er ad bera saman ensim ur hitakerum lifverum vid skyld ensim ur
kuldakarum lifverum.

Aqualysin I (AQUI) er mjog hitastodugur subtilisin-likur serin proteinasi (subtilasi) ur
hitakaru bakteriunni Thermus aquaticus. Bygging og eiginleikar AQUI hafa verid bornir
saman vi0 samstofna ensim Ur lifveru sem er adlogud ad kaldari adstedum med pad ad
markmidi ad skilja betur edli hitastigsadlogunar. Eitt slikt ensim er subtilasi fra kuldakaeru
Vibrio-tegundinni PA-44 (VPR). bessir tveir skyldu subtilasar hafa mjog likar 3D
byggingar, en mjog mismunandi virkni og stodugleika. Tilgatur eru um ad eitt
megineinkenni hitastodugra ensima sé stif myndbygging peirra, sem felur i sér ad pau rada
yfir umtalsvert lagri heildar- eda stadbundnum sveigjanleika i samanburdi vid samstofna
midlungs- og kuldakaer protein. Hitaker ensim hafa pvi venjulega yfir ad rada miklum
hitastodugleika, en hafa oft ldga hvotunargetu. Visbendingar eru um ad aukinn fjoldi
og/eda styrking saltbriia spili mikilvaegt hlutverk i aukningu hitapolni hja hitakerum
ensimum, med pvi ad stifa byggingu peirra.

Samanburdur a 3.stigs byggingum AQUI og VPR hefur leitt til peirrar tilgatu ad aukinn
fjoldi saltbrta spili hlutverk i auknum hitastodugleika AQUI i samanburdi vid VPR. Til ad
profa pessa tilgatu var beitt markvissum stokkbreytingum til ad leita visbendinga um hvad
hefdi ahrif & pennan mikla mun 1 hitastoougleika pessara annars mjog liku préteina.

Hérna verdur lyst nokkrum stokkbrigdum badi hja AQUI og VPR par sem vid tokum 1t
saltbryr og skiptum Ut hlodnum amin6syrum.

Framkalladar voru prjar stokkbreytingar i VPR,c sem var @tlad ad setja inn saltbra, E172-
K142, sem er til stadar i AQUI, en ekki i VPR. Syndu einfoldu stokkbrigdin VPRxc
Q142K og VPRac S172E mikla aukningu i hvotunargetu sem gekk svo til baka i tvofalda
stokkbrigdinu VPRac S172E/Q142K. Einnig verdur fjallad um stokkbrigdi i AQUI par sem
saltbrain 4 milli E172-K142 var felld ut 1 stokkbrigdinu AQUIk 42q. Hafoi stokkbreytingin
ekki marktek ahrif 4 stoougleika og hvotunargetu ensimsins. Fjorfolda stokkbreytingin

AQUIx4 (H119A/R120S/R121G/A123S) syndi ennfremur litla breytingu i eiginleikum



midad vid ensim villigerdarinnar. Stokkbrigdid AQUIpegs syndi hins vegar mikla aukningu
i hvotunargetu midad vid AQUIwt en syndi po ekki lekkun i stodugleika. Var aukin
hvotunargeta talin vera vegna faekkunar 4 vetnistengjum vid hvarfetnisbindiset ensimsins.

Stokkbreytingunni AQUIRr47g var &tlad ad taka it mogulega saltbri & milli R47-D212 og
a0 skipta um yfirbordshledslu. Hakkadi hvotunargeta stokkbrigdisins umtalsvert og

meldist einnig nokkur haekkun i stodugleika.



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 VPRA¢ 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, VPRy¢ Q142K and VPRac S172E, showed a significant increase in
catalytic activity which did reverse however in the double mutant VPRyc S172E/Q142K.
A mutant of AQUI was also designed to delete the salt bridge between E172-K142



(AQUlk142¢). 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 AQUlIpggs showed significant increase in catalytic
activity compared to AQUI, but without any effect on thermal stability. In the AQUIr47g,
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

A sidustu dratugum hefur verid fyrir hendi mikill dhugi 4 lifverum sem lifa vid 6fgafullar
jadaradstedur. Morkin fyrir tilvist lifs eru mjog breid eda -40 til +115 °C, yfir 120 MPa
prystingsbil, mjog hdan salt styrk (vatnsvirkni um 0,6) og pH fra 1 til 11 [/]. Lifverum er
oft skipt uppi fjora flokka eftir pvi vid hvada hitastig per nd hdmarksvexti (optimum
growth tempatures; Top): Kuldakarar (psychrophiles): 0 < Top > 20 °C, midlungshitakeerar
(mesophilic): 20 °C < Ty > 45 °C, hitakerar (thermophilic): 45 °C < Ty > 80 °C og
ofurhitakarar (hyperthermophiles): 80 °C < T,y > 120 °C [2, 3]. Talid er ad efri mork lifs
séu vid 140 °C pvi pa fer ATP ad brotna nidur [4]. Pad sem lifverur vid pessar 6fgafullu
adstedur geta gert er annad hvort ad fordast paer eda adlagast peim [4]. Hefur komid fram
st kenning ad upphafid ad lifi 4 jordinni hafi verid hjd ofurhitakerum lifverum og gerir
pad jadarlifverur enn dhugaverdari med tilliti til prounar hitastigsadlogunar (Mynd 1) [5].

Ahugi 4 jadarlifverum hefur aukist jafnt og pétt a sidustu arum, pa sérstaklega 4 kulda- og
hitakeerum lifverum, ekki sist vegna sérstakra eiginleika proteina peirra. Vegna pessara
eiginleika er mikil dhugi fyrir pvi ad hagnyta prétein r jadarlifverum i ymsan i9nad svo
sem matvaela og pvottaefnaidnad. Hafa subtilisin proteinasar fra Bacillus tegundum verid
notadir 1 miklum meli i pvottaecfhaidnadi og er framleidslan & peim 1 hundrudum tonna af
hreinu ensimi & ari [6]. Kuldaadlogud ensim hafa i flestum tilfellum meiri virkni heldur en
skyld midlungshitaker ensim en slik ensim kuldakerra lifvera eru oftast minna stodug
gagnvart hita. Helsti kostur hitakerra ensima er liklega mikid hitapol peirra, hafa t.a.m.
fundist protein ut ofurhitakeerum 6rverum sem eru stodug vid 100°C i marga klukkutima
[7]. Sem demi um mikla hitapolni slikra ensima ma nefna glitamat dehydrogenasa ur
ofurhitakaeru fornbakteriunni Pyrococcus furiosus sem maldist med helmingunartima (t;/2)
vio 104°C 1 4,6 klst og braedslumark (T,) vio 114,5 °C. T, var malt med
skonnunarkaloriumalingum (differential scanning microcalorimetry) [7]. Bent hefur verid
4 ad hitastodug ensim hafa mikla mdguleika pegar kemur ad hagnytingu peirra i idnadi.
bau gaetu leyst af holmi hin ymsu midlungshitakeru ensim sem eru i notkun i dag sem
mundu henta betur 1 vidkomandi ferlum vegna einstakra eiginleika sinna svo sem mikillar
hitapolni, efnapols og pH stodugleika [§]. Daemi um hitakert ensim sem mikid er notad i

dag er Tag polymerasinn ur 7. aquaticus sem er notadur i PCR hvorfum [8, 9].
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Mynd 1. Zttartré (phylogenic tree) sem byggir & ss rRNA (smal subunit ribosomal RNA)
radgreiningu. Feitleitrada linan tdknar ofurhitakerar lifverur [5].

[ pessari ritgerd eru skodadar ymsar leidir hitastigadlogunar med samanburdi & tveimur
skyldum ensimum sem koma tr kuldakarri og hitakeerri lifveru. Um er ad rada subtilisin-
lika serin proteinasa ur kuldakerri Vibrio-tegund (VPR) med kjorvaxtarstig (Top) vid 19°C
og ur hitakaru bakteriunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI) med Top vid 75°C. Verdur
badi notast vid 1.stigs og 3.stigs byggingarlegan samanburd 4 ensimunum til ad kanna

mismunandi hitastigsadlogun peirra.



1.1 Hitastigsadlogun proteina

Til ad bera saman stodugleika préteina vid mismunandi adstedur er oft notast vid
varmafredi afmyndunar. St melisterd sem nota ma til ad lysa breytingunni fra
svipmotudu formi préteins til afmyndads forms pess er friorkubreytingin (AG) 1 pessu ferli
sem fall af hitastigi og er hun pvi malikvardi 4 stodugleika proteinsins vid hin mismunandi
hitastig. Haegt er ad nota umritada gerd af Gibbs-Helmholtz jofnunni til ad finna

mikilveegar varmafradilegar sterdir (jafna 1).

AG(T)=AHu(1 - Thp ) — AG,

< (T = T)+Tn( f:.-rm)‘
(jafna 1)

f jofnu 1 er AG(T) friorkan vid hitastigid T, AHy, er enpalpiubreyting vid Tn, AC, er
breytingin 4 varmarymd vid afmyndun proteinsins og Tp, er bredslumark proteinsins [70].
Gerdar hafa verid margar rannsoknir til ad skilja varmafradilegar leidir sem protein i
hitakeerum Orverum geta notad til ad vidhalda réttu svipmoti (virkri byggingu sinni) vid
hatt hitastig. Hitakaer protein hafa med préun breytt fyrsta stigs byggingu sinni til ad
hamarka innansameindarvixlverkunardhrif sem vidhalda réttu svipmoti préteinsins. bessar
breytingar 4 innansameindakréftum hafa ahrif & mikilvaegar varmafredilegar sterdir eins
og AC,, AG og AH. Hzgt er ad dkvarda bpessar sterdir med melingum og setja upp i
stodugleikaferil (AG vs. T, skv. jofnu 1) sem ma nota til ad skilja hitastigsadlogun Ut fra
varmafradi. Tilgata hefur verid sett fram um mismunandi leidir ad meiri hitastodugleika
(heerra T,) hja proteinum (Mynd 2). Leid midlungshitakaers proteins ad hitakeru umhverfi
getur verid ad hakka stoougleikaferilinn i att til heerra AG sem hakkar pa einnig Ty, (Ieid
I). Einnig veeri haegt ad fletja ferilinn ut og pannig hakka Ty, (leid II) , eda hlidra ferlinum i
att ad heerra hitastigi (leid II1) [/0] (Mynd 2).
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Mynd 2. Stodugleikaferlar sem syna mismunandi leidir til ad na herri Ty,. Heila linan
tdknar demigert midlungshitakert protein, proteinid getur haekkad T, med pvi ad hlidra
ferlinum upp & vid (leid I [tiglar]), med pvi ad fletja ferilinn (leid II [hringir]), eda med pvi
a0 hlidra honum til heegri (leid III [kassar]) [10].

Onnur leid sem farin hefur verid til ad skilja hitastigsadlogun préteina er ad skoda
mismunandi byggingarstig og bera saman kuldaker og midlungshitakaer protein vid
hitaker samstofna protein. Slikur samanburdur hefur leitt i 1jos ad prétein Gr hitakerum
orverum fara ekki eina sérstaka leid ad proun ad auknum hitastodugleika. Bent hefur verid
4 mismunandi leidir i proun aukins hitastodugleika t.d. aukin vatnsfelni i kjarna, betri
pokkun, eyding eda stytting 4 lykkjum, aukinn fjoldi Pro aminosyra 4 lykkjum, aukin fj6ldi
vetnistengja, sterkari malmbinding, aukinn fj6ldi hladinna aminosyra a yfirbordi, fakkun
Cys, minni sveigjanleiki og fleiri saltbryr [9, //-15] (Tafla 1).

Samanburdarrannsdknir & amindsyrusamsetningu hitakerra og medalhitakaerra proteina
hafa m.a. leitt i [j6s aukningu 4 6skautudum amindsyrum (t.d. Pro, Ile og Leu), aukningu 4
hl6onum a.s. (helst pa Arg og Glu) og faerri skautudum 6hloonum a.s. (Ser, Thr, Asn og
Gln) 1 hitakeerum préteinum [12, 14, 16, 17]. Einnig hafa fundist visbendingar um ad feerri
Cys séu til stadar i hitakerum proteinum po pad séu til demi um aukinn fj6lda
tvisulfidbraa hja hitakeerum préteinum [9, 72]. Vera kann ad faeekkun einstakra aminosyra i
hitakeerum préteinum midad vid midlungshitaker gaeti stafad af ostodugleika einstakra
amindsyra t.d. Cys gagnvart efnabreytingum vid hatt hitastig [4]. Heilt & litid virdist
prounarleg breyting 4 amindsyrum milli kulda- og midlungshitakerra proteina og svo

hitakerra fela i sér aukinn fjolda vatnsfalnari a.s. i kjarna hitakerra proéteina. Aukin



vatnsfaelnihrif og aukin pékkun i kjarna proteina er pvi talin skipta miklu mali 1 stodugleika

pessara proteina [12, 13, 18].

Tafla 1. Samantekt 4 mismunandi eiginleikum hja hitakeerum og ofurhitakarum préoteinum
borid saman vid samsvarandi midlungshitakar prétein [/6].

Fylgni vio Breyting | Breyting i
Eiginleiki hitastig hitakeerum ofurhitakaerum
préteinum préteinum.
Holrdm Fjoldi NN 0 2%
RUmmAl J T N2
Flatarmal J T N\
Vetnistengi Fjoldi 0 0 0
Ofullnyttir N2 N% N
Jénapér <4,0A ™~ ™ T~
<6,0A ™~ ™~ T~
<8,0A TP T~ T
2. stigs bygging a 0 ™ 0
B T 0 ™~
Oregluleg NE N% NZ
Skautun yfirbords A yfirbordi NNY TP 0
Grafin 0 ™ ™

Orvarnar sem sntia upp syn jakvad gildi en drvar sem snia nidur neikvaed. 0 taknar engin litil sem engin

tengsl. Fjoldi 6rva (1,2 eda 3) segir til um hversu mikid eiginleikinn eigi vio.

Eins og minnst var 4 ad ofan hefur minni sveigjanleiki i byggingu ensima oft verid tengdur
vi0 adlogun proteina ad hau hitastigi. Talid er ad hreyfanleiki eda sveigjanleiki gegni
mikilvaegu hlutverki 1 hvotunareiginleikum ensima. Settar hafa verid fram tilgatur um
hlutverk sveigjanleika i hitastigsadlogun ensima, sem fela i sér ad ensim hafi mismunandi
sveigjanleika vid mismunandi hitastig til ad vidhalda liffreedilegri virkni. Felur su tilgata
einnig 1 sér ad hitaker prétein hafi proad med sér mikinn stodugleika med stifri
myndbyggingu og nai ekki fullri virkni nema vid hatt hitastig vegna innbyggdar stifni vid
leegri hitastig. Almennt hafi hins vegar kuldakaer protein meiri sveigjanleika og minni

hitastodugleika heldur en hitaker protein [/9] (Mynd 3). Ensim sem hafa somu



hvétunareiginleika en eru adlogud ad mismunandi umhverfisadstedum virdast po hafa
svipadan sveigjanleika vid pad hitastig sem pau nd hamarksvirkni [/3, 15, 20]. Minni
sveigjanleiki hitakarra proteina hefur verid tengdur vid aukinn fjolda saltbrua i byggingu
peirra. En aukinn fjoldi hladinna aminésyra (Arg, Lys, Glu og Asp) 1 hitakeerum proteinum
tengist liklega auknum fj6lda saltbrua [/5]. Aukinn fj6ldi innan-helix (intra-helix) saltbriia

eda saltbrtia klasa hefur lika verid tengdur vid hitaker protein [15, 21].

Thermo
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Fsychrophilic

Activity at low temperature
TiBE

Mynd 3. Samband 4 milli hitastodugleika og virkni vid lagt hitastig. Samstofna ensim sem
eru adlogud ad mismunandi hitastigum syna skipti (trade-off) 4 milli virkni vid lagt hitastig
(hatt fyrir kuldaadlogud ensim og lagt fyrir hitastigsadlogud ensim) og hitastodugleika
(lagur fyrir kuldaadlogud ensim og har fyrir hitastigsadlogud ensim) [22].

1.1.1 Saltbryr

Saltbryr eru hledsluhrif sem verka & milli hladinna hlidarkedja amindsyranna, Asp eda Glu
vi0 Arg, His eda Lys. Saltbrim er oft skipt uppi tvo flokka & grundvelli fjarleegdar & milli
hinna vixlverkandi hledsla: stuttdreegar (short range) saltbryr sem eru innan vid 4 A 4 milli
vixlverkandi atéma 4 hlidarkedjum amindsyranna sem hun samanstendur af og langdregar
(long range) saltbryr par sem fjarlegdin er meiri en 4 A [23] (Mynd 4). Pad eru skiptar
skodanir um hvort ad saltbryr auki vid stodugleika proteina [16, 23-28], skipti litlu mali
[29, 30] eda jafnvel minnki hann [3/]. Hendsch og Tidor [3/] notudu tolfredilega

utreikninga til ad reikna friorku fyrir 21 saltbrd ar 9 proteinum og komust ad eirri



nidurstodu ad saltbryr stodgudu i raun ekki protein [37]. Aftur & moti syndu Kumar og
samstarfsmenn [25] fram & hid gagnsteda og peir toldu ad i rannsdékninni hja Hendsch og
Tidor hafi verid notad of mikil fjarlegd 4 milli amindsyranna vid utreikningana (3,1A —
5,8A) og pvi hefdu nidurstodurnar synt saltbryrnar ostodgandi [25]. Kumar et.al. [25]
skodudu 222 saltbryr ur 36 6skyldum préteinum med fraedilegum tutreikningum og
konnudu hvort ad par veru stodgandi med tilliti til stadsetningar peirra, p.e. hvort ad paer
veeru 4 yfirbordi (exposed) proteinanna eda grafnar (buried). Nidurstadan peirra var su ad
saltbryr vaeru almennt stddgandi fyrir byggingu proteina og jafnframt ad grafnar saltbryr
vaeru meira stodgandi en yfirbords saltbryr [25].

Kumar et. al. [23] notudu fraedilega tutreikninga til ad syna med samanburdi a voldum
saltbrim Ur 11 proteinum ad flestar saltbryr voru stodgandi (um 92% af heildarfjolda
saltbrua 1 tilrauninni) og par sem minnka stodugleika eru flestar langdraegar saltbryr (um

89% af heildarfjolda 6stodgandi saltbria) [23].

Salt Bridge Longer Range [on Pa

Mynd 4. Tvear gerdir af jonatengjum sem haegt er ad finna 4 milli Glu47 - Arg73 i c-Myb
DNA-bindi hneppi (PDB nr. 1MBF). Til vinstri er saltbri med minna en 4 A fjarlaegd 4
milli atobma og til hagri er langdraeg saltbru par sem fjarleegd 4 milli vixlverkandi atoma er
meiri en 4 A. Atémin eru litud 4 eftirfarandi hatt: Sarefni er rautt, nitur er blatt og kolefni
er grent. Sterkustu jona tengin eru saltbryr og pau veikustu eru langdreg (longer range)
jona por [23].

Gerd hefur verid samanburdartilraun [/6] par sem bornar voru saman hagaeda pridja
stigsbyggingar 64 midlungshitakarra proteina vio 29 hitaker protein fra alls 25 prétein
fjolskyldum med fredilegum utreikningum. Gerdur var samanburdur 4 fjolda saltbrua og

fundin fylgni vid vaxtarhitastig peirra 6rvera par sem proteinin voru upprunnin. Samkvamt



pessari rannsokn pa voru hitakeer protein og pa sérstaklega protein ofurhitakeaerra orvera
med aukinn fjélda saltbria midad vid samstofna midlungshitakar prétein sem bendir til ad
saltbryr auki hitastodugleika (sja Tafla 1 fyrir nanari nidurstodur Ur rannsdkninni) [/6].

Bae og Philips [32] framkvaemdu samanburdarrannsokn 4 byggingum adenyl kinasa ur
hinni kuldakaru bakteriu Bacillus globisporus (AKglo), hinni midlungshitakeru Bacillus
subtilis (AKsub) og hitakaeru bakteriunni Bacillus stearothermophilus (AKste). Pessi prju
protein eru med 66-74% lika amindsyrurdd pratt fyrir ad vera r lifverum sem lifa vid
mjog mismunandi hitastig. Samkvemt nidurstodum rannsoknarinnar var AKste
hitastédugra heldur en hin tvé proteinin og innihélt einnig flestar saltbryr [32]. I framhaldi
af pessari rannsokn gerdu Bae og Philips [33] tilraun til ad setja inni byggingu
midlungshitakaera proteininu AKsub saltbryr sem varu til stadar i hitakara préteininu
AKste. Med pvi ad nota sameindahreyfihermanir (molecular dynamics simulations) spadu
peir fyrir pvi hvada saltbryr kynnu ad vera stodgandi fyrir ensimid. Peir notudu sidan
markvissar stokkbreytingar til ad byggja pessar saltbryr inn i midlungshitakara proteinio.
Syndu peir ad samraemi var i nidurstodum Ur hinum fredilegu utreikningum og
stokkbreytitilraunum, pannig ad saltbryr sem hreyfihermunartilraunir bentu til ad vaeru
stodugar, juku mest vi0 hitastodugleika préteinsins. Ein saltbra til demis haekkadi
braedslumark (T,,) préteinsins um 3,3 °C [33].

Nidurstodur annarra rannsokna hafa einnig bent til ad hluti af adlégun proteina ad hdum
hitastigum er aukinn fj6ldi saltbrua [3, 13, 34-37].

Lysa ma orkunni sem parf til ad mynda saltbryr med jofnu 2:

AGrotar = AGpesovvation + AGgLectrosTaTIc T AGPROTEN
(jafna 2)

Jafnan synir heildar friorku breytinguna vid myndun saltbrua (AGrorar). AGroraL saman
stendur af: AGpgsorvaTtion, sem er orkan sem parf til ad grafa tvaer andsteedar hledslur inn i
préteinid ur umhverfinu i burtu fra vatni, er 6hagstaed par sem hun felur i sér rof hagstaeora
vixlverkana milli vatnsins og hledslnanna, par sem pad felur i sér ad afvatna parf
hledslurnar. AGgrectrostaTic €r vegna hagstedra Coulombiskra hrifa og van der Waals
krafta sem verka 4 milli tveggja andsteett hladinna jona og AGprorein Sem samanstendur af
friorku breytingunni sem lysir vixlverkun hlidarkedja aminodsyra i nagrenni vid jonaparid
[38]. Heekkun hitastigs veldur pvi ad pad kostar minni orku ad afvatna hledslur m.a. vegna

leekkunar i rafsvorunarstudli. Minni orkukostnadur vid myndun saltbriia leidir hins vegar til



aukins stodugleika saltbriiarinnar [36]. Pad fer pvi mjog eftir stadsetningu jonaparsins a
préteininu og lausnaradsteedum hvort jonapdr verki stodgandi eda ekki 4 proteinbyggingar.
bad getur reynst erfitt ad dkvarda hvort saltbryr séu stodgandi eda ekki vegna vandkvaeda i
mati 4 rafsvorunarstudlinum (dielectric constant) i umhverfi hledslnanna, sérstaklega ef
saltbrtin er 4 yfirbordi [38].

Framkvaemd hefur verid rannsékn par sem bornar voru saman myndbyggingar 289
midlungshitakaerra og 178 hitakerra proteina og notast vid télvuutreikninga til ad meta
fijolda og styrk saltbrua [39]. Markmid pessarar rannsoknar var ad kanna tilgatuna um ad
fjoldi saltbrtia 4 yfirbordi aukist hja hitakerum proteinum 1 samanburdi vid
midlungshitaker. Nidurstodur syndu ad pad var umtalsverd aukning a saltbram hja
hitakerum proteinum og settu hofundarnir fram pa tilgatu ad aukinn fjoldi saltbrua a
yfirbordi sé mogulega leid i proun til aukins hitastodugleika préteina [39]. Kumar et. al.
hofou lika 40ur komist ad peirri nidurstdou med tolvuitreikningum & 222 saltbrum r 36
préteinum ad um 70% saltbra i pessum proteinum vaeru 4 yfirbordi og um 86% af peim
veeru stodgandi [25].

Med tilliti til hitastodugleika pa eru nokkrir adrir paettir sem hafa tdluverd ahrif & stodgunar
eiginleika saltbriia. Fyrst ber ad nefna a0 eftir pvi sem hitastig er hekkad pa laekkar
rafsvorunarstudulinn (D) 4 vatni ur 80 vid 25°C 1 55 vid 100°C [38]. bar af leidandi mun
su orka (E) sem verkar 4 milli tveggja hledslna (Z1 og Z2) med fjarleegdina ,,r* & milli sin

hakka samkvamt Coulomb 16gmali (jafna 3).

ZZ,
Dr

E=

(jafna 3)

Laekkandi gildi 4 rafsvorunarstudli vatns med heekkudu hitastigi felur 1 sér ad hefni
vatnssameindanna til ad vixlverka vid hledslur og par med draga ur hledsluhrifum a milli
peirra i vatnsumhverfinu verdur minni. Pannig lekkar AGpgsorvation vi0 haerri hitastig
sem leidir til hagstedari AGrorar fyrir myndun saltbria med haekkandi hitastigi sem
studlar ad auknum stodgandi dhrifum peirra i hitakeerum proéteinum.

Protein margra hitakarra orvera hafa proad med sér saltbrua kerfi (ionic networks), par
sem fleiri en tveer hladnar amindsyrur tengjast saman og mynda klasa. Geta slikir klasar
veri0 misstorir og sa stersti sem greindur hefur verid samanstendur af 18 amindsyrum og
er til stadar i glitamat dehydrogenasa ur ofurhitakeru orverunni Pyrococcus furiosus

(Mynd 5) [40]. Ein af astedunum fyrir pvi ad pad er hagstett fyrir protein ad mynda



saltbrakerfi er ad i hvert skipti sem viobotar amindsyra (auka hledsla) baetist vid
saltbriarkerfid pa baetist vio rafmeettis vidbotin (electrostatic contribution) en adeins half
afvotnunar refsing (desolvation penalty) fyrir hverja hledslu, sem leidir til pess a0 AGroraL
verdur hagstedara (jafna 2) [38]). I tilraun hja Kumar og féldgum voru 611 saltbraarnetin
stodgandi 1 peirra urtaki sem var samanstod af 222 amindésyrum sem innan i voru 17
saltbriarnet [25].

Synt hefur verid fram 4 hlutverk saltbriiakerfa fyrir stodugleika myndbyggingar glutamat
dehydrogenasa ur ofurhitakerum lifverum med badi samanburdarrannsoknum og
stokkbreytitilraunum. [ einni pessara rannsokna var gerdur samanburdur 4 glutamat
dehydrogenasa ur ofurhitakaeru 6rverunni Pyroccocus furiosus (Pf GluDH) vid ensimid ur
midlungshitakaeru bakteriunum Clostridium symbiosum og Escherichia coli (Tafla 2). Einn
helsti munurinn 4 byggingu bessara priggja proteina var sa ad Pf GluDH var med
vidamikid saltbriia-kerfi (Mynd 5) sem ekki var til stadar hinum tveimur midlungshitakeru
proteinum. Ut fra nidurstddunum drogu hofundarnir pa alyktun ad hinn mikli

hitastodugleiki Pf GluDH veeri ad téluverdu leiti saltbriia-kerfinu ad pakka [40].

Tafla 2 Fjoldi og gerd saltbrua i glitamat dehydrogenasa. Fjoldi saltbrua (IP: ion pairs) i
GluDH frd midlungshitazru bakteriunni Clostridium symbiosum og ofurhitakaru
bakteriunni Pyrococus furiosus. Einnig sést fjoldi saltbraar kerfa (networks) [9].

Value for:
Characteristic

C. symbiosum P. furiosus

No. of IPs” per subunit 26 45
No. of IPs per residue 0.06 0.11
% of charged residues forming IPs 40 54

% of 1Ps formed by Arg/Lys/His 46/31/23 64/27/9
% of 1Ps formed by Asp/Glu 46/54 47/53
% of all Arg forming IPs 35 90
No. of residues forming 2 IPs 6 17
No. of residues forming 3 IPs 1 5
No. of 2/3/4-residue networks® 72/24/12 54/24/12
No. of 5/6/18-residue network® 0/0/0 12/6/3
% of IPs in networks of =3 residues® 23 62
No. of intersubunit IPs 30 54
No. of interdomain IPs 1 7
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Mynd 5. Mynd af saltbriarneti i glitamat dehydrogenasa Ur Pyrcoccus furiosus. Er petta
eitt steersta saltbriar net sem hefur fundist i proteinum og samanstendur pad af 18 hlodnum
amindsyrum [40].

Gerdar hafa verid stokkbreytitilraunir 4 glitamat dehydrogenaa ar ofurhitakaeru lifverunum
Thermococcus litoralis [7] og Thermotoga maritima [41] med pad ad markmidi ad baeta
vid hl6dnum hopum til ad auka vid saltbrua-kerfin i att ad pvi sem er til stadar i Pf GluDH.
Eins og adur hefur verid minnst & pa er PfGluDH med saltbruar-kerfi sem samanstendur af
18 amindsyrum og er ensimid mjog stodugt med Ty, = 114,5 °C og t12 vid 104 °C 4,6 klst.
b6 ad baodi TIGIuDH og TmGIuDH séu lika ur ofurhitakerum 6rverum pa eru pau beadi
med minni saltbrGarnet og minni stédugleika en PfGluDH. Til samanburdar hefur
TIGIluDH Ty, = 109,0 °C og TmGIluDH med Ty, = 89,1 °C. Notast var vid samanburd a
kristalbyggingum til ad dkvarda stokkbreytingarnar 4 TIGIluDH og var framkvaemd tvofold
stokkbreytig sem haekkadi T, uppi 111,5 °C. Hja TmGIluDH var einnig notast vid
samanburd 4 kristalbyggingum og var framkdllud prefold stokkbreyting sem syndi haekkun

i Ty, pad var einnig gerd kristalgreining 4 stokkbrigdinu og var myndun nys 16 amindsyru
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saltbriarnets stadfest. Pessar tilraunir syndu fram 4 ad styrking slikra saltbruakerfa i
hitakerum préteinum getur aukid hitastodugleika peirra [7, 41].

Arg virdist vera algeng sem akkeris/midju amindsyran i saltbriiar netum, sem gati verid
ein af astedunum fyrir auknum fjélda Arg i hitakerum og ofurhitakeerum proteinum [42,
43]. Hafa p6 nokkrar greinar verid birtar sem eru sammala um ad ahrif saltbriakerfa a
hitastodugleika i hitakeerum og ofurhitakeerum proteinum geti verid umtalsverd [7, 9, 38,

43-45].

1.2 Serin Proteinasar

Proteinasar eru mjog fjolbreyttur hopur ensima i lifrikinu og finnast i allt fr4 bakterium til
spendyra. Proteinasar draga nafn sitt af pvi ad peir hvata vatnsrof 4 peptidtengjum proéteina.
Proteinasa ma flokka i fjora flokka: Serin-, aspartiksyru-, cystin-, og malmproteinasa a
grundvelli gerdar hvarfstoova peirra. Serin proteinasar hafa einkennandi hvotunarprennd
sem samanstendur af aspartiksyru, serini og histidini [6, 46].

Serin peptidasar skiptast i tver yfirfjolskyldur, (chymo)-trypsin- og subtilisin-lika serin
préteinasa. Pessar yfirfjolskyldur hafa svipada afstodu amindsyra i hvotunarprenndinni,
His, Asp og Ser pegar pridja stigs byggingar pessara ensima eru bornar saman. Par hafa
hins vegar olika proteinbyggingu, chymotrypsin-lik ensim einkennast af p/B-byggingum og
subtilisin-lik ensim hafa a/B-byggingu [47] (Mynd 6).

Subtilisin-likir serin proteinasar eru oft kalladir subtilasar og finnast peir 1 t.d.
fornbakterium, bakterium, sveppum, gersveppum, fiskum, spendyrum og fleirum. Ut fra
samanburdi 4 aminosyrurodum pessara ensima hefur subtilasa yfirfjdlskyldan verid
flokkud 1 sex fjolskyldur p.e. subtilisin-, thermitasa-, proteinasa K-, lantibiotik peptidasa-,
kexin og pyrolysin fjolskyldurnar. Nofnin & fjolskyldunum eru komin fra vel skilgreindu

einkennisensimi hverrar fjolskyldu [47].
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Domain 2

Domain 1

D158 GARLAND PUBLISHING INC.
A meember af the Tautor & Frimals Group

14998 GARLAND PUBLISHING TNC.
A wemier of Vae Tawlor & Framos Groag

Mynd 6. Samanburdur 4 prividdarbyggingu chymotrypsins (efri mynd) og subtilasa (nedri
mynd). Chymotrypsin hefur  byggingu og hvotunarprenndin er 4 milli tveggja pB-tunna.
brenndin er merkt sem S195, H57 og D102. Subtilasinn hefur o/ byggingu og hefur
hvotunarprenndina Asp32, His64 og Ser221 [46].

Eitt sem subtiliasar hafa sameiginlegt er mikilvaegi kalsium bindingar i dkvedin bindiset
fyrir stodugleika myndbyggingar peirra. [ byggingu subtilasa hafa fundist allt fra engu (hja
Tk-SP) uppi sjo (hja Tk-subtilisin) kalsiumbindiset og hafa verid stadfest 16 mismunandi
kalsium bindiset i byggingu subtilasa [6].
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Mynd 7. Ahrif kalsium 4 hitastigs afmyndun 4 VPR (o), proteinasa K (0) og AQUI (A).
Fylltir reitir syna melingar med kalsium og tomir reitir tdkna melingar an kalsium [6].

Meirihluti ensima i subtilasa yfirfjolskyldunni eru framleidd sem forveraensim innan
frumunnar, en forveraradirnar taka patt i flutningi ensimanna yfir frumuhimnu og hjalpa
vi0 rétta svipmoétun préteinsins. Forveraradirnar eru svo klipptar af med sjalfmeltingu [47].
Bindiseti subtilasa matti lysa sem gja sem bindur ad minnsta kosti sex amindsyrur
hvarfeftnis (P4-P2"). Ba0i hlidarhépar og fjolpeptiokedjur, P4-P2°, bindast med
vetnistengjum 1 S4-S2” bindisetin og mynda prefaldan motlegan B-flot med tveim [-

strendingum ensimsins. Vatnsrof peptidtengisins verdur &4 milli P1’og P1 [47] (Mynd 8).
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Mynd 8. Skematisk mynd af hvarfefnis/hindra (feitletrud lina) bindingu vid subtilisin-likan
serin proteinasa. Hlidarkedjur P4-P2’amindsyranna eru syndar sem storar kulur;
stadsetning amindsyra ensimsins sem vixlverka vid pessar P4-P2” { kringum bindisetid (S1,
S2, 0.s.frv.). Nimerun 4 aminésyrur6d ensimsins midast vid subtilisin BPN'. Vetnistengi &
milli ensimsins og hvarfefnis/hindra eru synd sem punktalinur og tengid sem klippt er 4 er
synt sem bugdott lina. Amindsyrurnar i hvotunarprenndinni, D32, H64 og S221, eru einnig
4 myndinni [47].

Eins og minnst var 4 fyrr er ein fjolskylda subtilisin-likra serin proteinasa kennd vid
ensimid proteinasa K, sem er vel skilgreint ensim sem seytt er af sveppnum 7Tritirachium
album. Préteinasa K fjolskyldan er stor fjolskylda af endopeptiddsums—sem er seytt af
sveppum, gersveppum og gram-neikvedum bakterium. Bakteriuensimin syna mikla
samsvorun i amindsyrurddum eda yfir 55% [48].

Innan proteinasa K fjolskyldunnar eru morg vel rannsokud og skilgreind ensim. Til demis
er einkennisensim fjolskyldunnar, préteinasi K ur sveppnum 7Tritirachium album (PRK),
mjog vel skilgreint ensim. Til ad mynda hefur kristalsbyggingu ensimsins verid lyst i atom
upplausn (0,98 A) [49]. Einnig hafa eiginleikar, p.m.t bygging peptidasa Gr kuldakaru
bakteriunni Vibrio sp. PA44 (VPR) [50], peptidasa ur kuldakeru bakteriunni Serratia sp
(SPRK) [57] og hitapolna ensimid aqualysin I r Thermus aquaticus (AQUI) [52] verid vel
skilgreind. Innan préteinasa K fjolskyldunnar hafa verid skilgreind fjogur kalsium bindiset
og er hitastodugleiki ensima innan pessarar fjolskyldu mjog hadur kalsium bindingu [6].
brividdarbygging pé nokkurra subtilasa hefur verid skilgreind og er haegt ad finna hja
Protein Data Bank (PDB: http://www.pdb.org/) 180 3D-byggingar fyrir 25 mismunandi
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serin proteinasa (januar 2012) sem hafa somu subtilisin grunnbygginguna. Ma par nefna til
demis: PRK (PDB tdkn: 11C6), VPR (PDB tédkn: 1SH7), SPRK (PDB tikn: 2B6N),
thermitasa (PDB tdkn: 1THM), Subtilisin S41 (PDB takn: 2GKO) og AQUI [52] (Tafla
24). brividdarbygging préteinanna hefur reynst vera mjog lik og hafa pau marga adra
svipada edliseiginleika.

Hér & eftir verdur fjallad um subtilisin-lika serin préteinasa ur kuldakeru bakteriunni
Vibrio tegund PA44 og hitakeru bakteriunni Thermus aquaticus, sem eru

meginvidfangsefni peirra rannsdkna sem pessi ritgerd fjallar um.

1.2.1 Subtilisin-likur serin préteinasi ar kuldakeerri Vibrio-
tegund

Vibrio-proteinasanum, VPR, er seytt af kuldakeru sjavarbakteriunni Vibrio tegund PA44.
Gen ensimsins hefur verid kloénad og tjad i Escherichia coli [53]. Pessi Vibrio-proteinasi
(VPR) tilheyrir préteinasa K fjolskyldunni [54]. Samanburdur & amindsyrur6d VPR vid
skyld ensim synir goda samsvorun vid midlungshitakaran proteinasa fra V. alginolyticus
(86%) og V. cholerae (71%), 60% samsvorun vid hitakaeru préteinasana aqualysin I og
Thermus Rt41A og 41% samsvorun vid préteinasa K [53]. Ensimid er tjad sem
forveraprotein sem samanstendur af 530 amindsyrum og hefur mélmassann 55,7 kDa en
pad skiptist 1 prja hluta: 139 amindsyru N-enda forr6d, virka proteinasa hlutann sem er 291
aminésyrur og 100 amindsyru C-enda forrdd. N-enda forrddin virkar liklega sem
hjalparproétein (chaperone) og tryggir rétta formmyndun & VPR og er sidan klofin af med
sjalfsmeltu og myndar pa virkt ensim med sameindarmassann 40,6 kDa. Vid hitun (t.d. 40
°C 1 30 min) pa er C-enda forr6din klofin af med sjalfsmeltu og verdur pa til 29,7 kDa
virkur préteinasi [53] (Mynd 10).
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Mynd 9. Prividdarbygging og samrddunarmynstur fyrir VPR (PDB tdkn: 1SH7). A)
Aminosyrurnar 1 hvotunarprenndinni, D37, H70 og S220, eru syndar 1 gulu.
Tvisulfidbryrnar eru appelsinugular. Kalsium jonirnar eru syndar sem grenar kalur og
merktar med Cal, Ca2 og Ca3. B) Samrédunarmynstur fyrir VPR [50].

brividdarbygging VPR hefur verid greind med rdntgen kristalgreiningu i 1,84 A upplausn
[50]. Kristalgreiningin & VPR var st fyrsta sinnar tegundar 4 kuldaadlogudum subtilasa
[50]. Prividdarbyggingin & VPR syndi ad ensimid er med prju kalsimum bindiset, Cal, Ca2
og Ca3 (Mynd 9). Cal-bindisetid samsvarar vel til sterkara kalsium bindisetsins hja

proteinasa K [49] og Ca2-bindisetid er samsvarandi midlungssterku kalsium bindiseti sem
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er a0 finna i thermitasa fra hitakeru bakteriunni Thermoactinomyces vulgaris [50, 55].
bridja kalsium bindisetid, Ca3, hafdi ekki adur verid skilgreint i subtilisin-likum serin
proteindsum en Utfra samanburdi 4 amindsyrurodum var talid liklegt ad Ca3-bindisetid
veri einnig i skyldum préteindsum t.d. AQUI [50]. 3D byggingin leiddi i 1j6s ad ensimid
hefur prjar tvisulfiobryr, Cys-67-Cys99, Cys163-194 og Cys277-Cys281 (Mynd 13).
Tvisulfidbriin Cys67-Cys99 tengir saman lykkju sem inniheldur Ca2-bindisetid og lykkju
sem er hluti af hvarfefnisbindiseti S4. Onnur tvisulfidbra, Cys163-Cys194, tengir saman
amindsyrur i1 nagrenni vid Cal-bindisetid og hvarfefnisbindiset S1. Tver fyrstu
tvisulfiobryrnar eru einnig i AQUI og virdast par vera vel vardveittar i skyldum
proteindsum (Mynd 34 1 vidauka). bridja tvistlfidbrtin, Cys277-Cys281, er stadsett vid C-
enda virka ensimhluta VPR [50]. Hvarfstodin hja VPR samanstendur af
hvétunarprenndinni Asp37, His70 og Ser220 [50].

Eiginleikar hins kuldakera VPR hafa verid bornir saman vid midlungshitakaera ensimid
PRK og hid hitakeera AQUI til a0 meta ahrif hitastigs & hvdtunareiginleika og
hitastodugleika. Reyndist VPR hafa harri hvotunarhrada (k) og hvotunargetu (keq/Km)
vid Oll mald hitastig i samanburdi vid PRK og AQUI. Stodugleiki VPR var jafnframt
umtalsvert laegri heldur en hja PRK og AQUI [54].

Virki hluti VPR (29,7 kDa og 291 a.s.) er med C-enda sem er 15 amindsyrum lengri en
sambarilegur hluti AQUI. Til ad gera AQUI og VPR likari ad byggingu i
samanburdarrannséknum var framleidd stytta af VPR par sem pessar vidobotar amindsyrur
4 C-endanum voru fjarleegoar til samraemis vid byggingu C-enda AQUI [56]. betta stytta
form kallast VPRac. Med pvi ad taka tt pessa C-enda r6d pa missir einnig VPR eina
tvistlfiobra, Cys277-Cys281, og er pvi VPRac med tvaer tvisulfidbryr eins og AQUI.

Tafla 3. Hradafraeoi og hitastoougleiki VPR 0g VPRAc[57].

Ensim kcat (5_1) Km (mM) kcat/Km (mM-lS_l) TSO% (OC) Tm (OC)
VPRt 76,6 £50 0,166+0,017 444+30 56,0£0,2 63,6+0,3
VPRxc 68,2+9,9 0,184+0,017 37126 56,4+0,1 65,2%£0,2

Hradafraedilegir eiginleikar hja VPRac voru samberilegir hja VPR pegar melt var gegn
sama hvarfefni vid 25°C. Hvarfthradinn (kc.) leekkadi orlitid og haekkun 4 K, hja VPR
sem leiddi til lekkunar hvotunargetu ensimsins (kea/Kp,) 1371 + 26 mM s midad vid 449
+ 30 mM's™! hja VPRy: [57]. VPRxc syndi einnig hakkun i stodugleika badi hvad vardar
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Ts00, 0g Ty midad vid VPR, p6 adallega Ty, par sem hakkunin var um 1,6 °C (Tafla 3)
[57].

1.2.2 Hitakeeri subtilisin-liki serin préteinasinn aqualysinl

Aqualysin T (AQUI) er alkaliskur serin préteinasi sem seytt er af hitakeru bakteriunni
Thermus aquaticus YT-1 og er a sliku formi med sameindarmassann 28 kDa [58]. Thermus
aquaticus YT-1 er gram-neikvaed bakteria og hefur hun tvaer frumuhimnur, innri og ytri
himnu. Parf pvi AQUI sem er seytt ur frumunni ad fara yfir tvaer himnur. AQUI & sér
forvera (e. precursor) og samanstendur hann af fjorum virknisvedum; merkipeptidi (14
a.s.), NHy-enda forr6d (113 a.s.), subtilasa-hneppid (281 a.s.) og C-enda forr6d (105 a.s.)
(Mynd 10) [59]. Talid er ad flutningur aqualysins I Gt Or frumunni eigi sér stad med
eftirfarandi moti: "pre-pro* aqualysin I (51 kDa) er flutt yfir innri himnu med hjalp
merkipeptids, sem er sidan klofid af, pro-aqualysin I med NH;,- og C-enda forradir (48
kDa) er stadsett i millihimnuryminu og festist vid ytri himnuna med hjalp C-enda
forradarinnar [59]. N-enda forr6din er naudsynleg fyrir rétta svipmotun proteinsins, virkar
sem innbyggt hjalparprotein (chaperone) [60]. NHz- enda forrddin er pa klofin af og
proteinid (38 kDa) er pa flutt yfir ytri himnu med hjalp C-enda forradarinnar. Pegar
proteinid er komid yfir ytri himnuna klofnar C-enda forrddin af og fullvirkt ensim myndast
(28 kDa) [59] (Mynd 10). Aqualysin I hefur verid tjad og klonad i E.coli og er pad
framleitt sem sterra protein sem hefur sameindarmassann 38 kDa. Vid hitamedferd (65 °C)

a sér stad sjalfsmelting og vid pad myndast hid virka 28 kDa form proéteinsins [28, 59].

Enzyme precursor

Nl pro
transport out through inner membrane l N-pre signal peptide cleaved off
48 kDa IS

folding with help of N-pro chaperone sequence l N-pro sequence cleaved off with autocatalysis

38 kDa |

C-terminal pro sequence is lautocatalytically cleaved off

28 kDa

AQuUI
VPRwt

Mynd 10. Myndin synir hvernig forradirnar eru klofnar af ensimunum VPR og AQUI [6].
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Aqualysin I er mjog hitastodugt protein. Tsgo, (hitastigid par sem ensimid missir helming af
virkni sinni & 30 min) fyrir AQUI var metid ~ 95 °C og til samanburdar var pad 56°C i
tilfelli VPR [54]. AQUI er med tveer tvisulfiobryr, Cys67-Cys99 og Cys163- Cys194 [6/]
(Mynd 13). Arid 2008 gerdu Sakaguchi og félagar [62] stokkbreytitilraun par sem peir toku
ut sitthvora tvisulfiobrunna, sem og badar i einu [62]. Komust peir ad pvi ad tvisulfiobrain
4 milli Cys163-Cys194 er mikilvaegari fyrir hvotunargetu og stodugleika ensimsins heldur
en Cys67-Cys99 [62]. Bygging AQUI inniheldur tvé Ca*" bindiset, med mismikla
bindisekni, og virdist veikara bindisetid gegna lykilhlutverki fyrir stodugleika [63].
Hamarks ensimvirkni AQUI { vidurvist Ca®" er vid 80°C en 4n pess 70°C [58].

Mynd 11. Prividdarbygging AQUI. Hvdtunarprenndin, Asp29, His70 og Ser222, er synd
hvit, kalsiumjonirnar eru syndar graar og brennisteinsbryrnar, C67-C99 og C163-C194, eru
syndar gular. Merkingin 4 kaliumjonunum, Cal og Ca3, eru samskonar og i VPR.

brividdarbygging AQUI hefur ekki enn verid skrad inn i protein gagnabankann (PDB) pratt
fyrir ad hafa verid akvordud med rontgen kristalgreiningu ad 1,95 A upplausn (Mynd 11)
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[52]. Hefur rannséknarhopurinn notast vid pessa prividdarbyggingu & AQUI til ad bera

hana saman vid byggingu VPR og dkvarda mismunandi leidir peirra ad hitastigsadlogun.

1.2.3 Samanburdur a AQUI og VPR

Umtalsverdur munur er & VPR og AQUI pegar kemur ad hvdtunareiginleikum og
sérstaklega stodugleika, enda er VPR kuldaadlagad og AQUI hitaadlagad en pratt fyrir pad
eru prividdarbyggingar VPR og AQUI mjog likar (Mynd 12). Pessi munur &
edliseiginleikum ensimanna & raetur ad rekja til mismunandi amindsyrurada & kritiskum
svaedum byggingu peirra. VPR hefur umtalsvert meiri hvétunarvirkni heldur en AQUI vid

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

Mynd 12. Samanburdur 4 prividdarbyggingum VPR og AQUI. VPR (blatt) og AQUI
(rautt) synt saman til ad syna hversu lik bygging peirra er. Sést hvotunarprenndin (hvit),
brennisteinsbryrnar (gular) og kalsiumjonir (grar).
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Utfra samanburdi 4 aminésyrum VPR og AQUI kom i 1jés ad VPR inniheldur fleiri hladnar
aminésyrur heldur en AQUI og b4 sérstaklega neikvatt h160nu aminosyruna Asp (Tafla 4).
VPR er med harra hlutfall af stirum (neikvatt hloonum) aminoésyrum, en AQUI er med
haerra hlutfall af basiskum (jakvett hlodnum) aminésyrum (Tafla 5). AQUI reyndist einnig
vera med haerri studul &4 Arg/(Arg + Lys) og pad ma tulka sem faekkun Lys og fjolgun a
Arg (Tafla 4 ogTafla 5). Fjolgun Arg & kostnad Lys kemur oft i [jés pegar borin er saman
samsetning hitakerra og midlungshitakaerra proteina. Talid er ad pad kunni ad vera vegna
pess ad Arg er einum metyl hop styttri heldur en Lys og ad Arg & audveldara med ad
vidhalda saltbrii vi0 herra hitastig vegna pess ad Arg er med harra pKa en Lys [9]. Ein
astedan fyrir pvi ad frekar er valid fyrir Arg i proteinum hitakerra lifvera i stadinn fyrir
Lys gati einnig verid erfdafredileg, par sem tdknar (basaprenndir) fyrir Arg hafa herra
G+C hlutfall heldur en hja Lys og gati petta hakkad bradslumark erfdamengisins
[64].Ymsar samanburdarrannsoknir hafa ennfremur stutt pa tilgatu ad fjolgun Arg i

hitakaerum proteinum sé einn peirra patta sem studlar ad hitastigsadlogun proteina [9, 117].

Tafla 4. Samanburdur 4 amindsyrusamsetningu VPR og AQUI [53].

Vibrio-

proleinase AQUI
Amino
acid No. % No. %
Ala 25 H.6 40 14.2
Arg 9 i1 15 53
Asn 23 749 19 0.8
Asp 21 7.2 13 4.6
Cys i 21 4 1.4
Gin 10 34 5 1.8
Glu 5 1.7 3 1.1
Gly 41 137 7 13.2
His 4 1.4 A 1.8
Ile 9 A1 9 32
Leu 18 6.2 19 6.8
Lys i 1.7 2 0.7
Met 3 1.0 2 0.7
Phe 7 2.4 3 1.1
Pro 12 4.1 11 iy
Ser L 13.1 249 10.3
Thr 20 6.4 25 5.4
Trp 4 1.4 3 1.1
Tyr b 28 12 4.3
Val 24 H.2 25 2.9
E 291 241
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Tafla 5. Samanburdur & byggingarlegum eiginleikum utfra amindsyrurédoum AQUI og
VPR [50].

Parameter Vibrio-proteinase AQUAI
% charged 1512 13.53
% acidic” £.93 5.70
% basic® 4.81 6.05
Polar/uncharged” 49.83 46.62
Arg/(Arg + Lys) 0.643 0.714
% hydrophobic® 3505 39.85
% aromatic 6.53 6.41
(Ile + Leu)/(lle + Leu + Val) 0.5249 (0.528
Pleate’ 4.52 7.89
GRAVY® —0.268 ~(.038
Aliphatic index” 68.69 T8.90

*DEHKR; °DE; °KR; ‘GSTNQYC; LMIVWPAF; ‘reiknad med http://www.expasy.ch/tools/protparam.html;
£ GRAVY, grand average of hydropathicity [50].

GRAVY-studullinn [65] synir ad samsetning AQUI er vatnsfelnari midad vio VPR (pvi
haerri tala pvi meiri vatnsfelni) og hefur pad einmitt oft verid tengt vid aukinn
hitastodugleika [38] (Tafla 5). AQUI er med haerri alifatiskan studul (Ala, Val, Ile og Leu)
heldur en VPR og er pessi hakkun adallega vegna aukins fjolda Ala, en har studull hefur
verid tengt hitastigsadlogun (Tafla 5) [/4, 53, 66]. VPR hefur minna 6skautad grafid
yfirbord heldur en AQUI og einnig hefur VPR herra hlutfall neikvaett hladinna aminosyra
a yfirbordinu i samanburdi vid AQUI [50]. Vid samanburd 4 aminosyrusamsetningu VPR
og AQUI sést mikil aukning & Ala hja AQUI 4 kostnad Ser og aukning 4 Ser hja VPR &
kostnad Ala (Tafla 4). Gly virdist vera mjog vel vardveitt & milli AQUI og VPR en af peim
37 Gly sem eru i AQUI eru 29 i nakvaemlega somu setum i VPR [53]. Fjérar Pro
aminosyrur eru stadsettar 4 lykkjum i AQUI sem eru ekki til stadar i VPR og gaetu per lagt
til vid hinn mikla hitastodugleika AQUI midad vid kuldaadlagada ensimid, en heildarfjoldi
Pro er p6 meiri i VPR en AQUI (Tafla 4) [53, 57].

VPR hefur prjar tvisulfidsbryr og er tvaer peirra ad finna 4 somu stodum i AQUI og pvi er
erfitt a0 tengja fjolda tvisulfiobria vid hitastigsadlogun, einnig hefur verid bent & feekkun
Cys hja hitastodugum proteinum par sem Cys er efnafraedilega 6stooug vio hahitaadstedur
(yfir 100°C) [9, 14]. Hegt er ad sja stadsetningu tvisulfiobrinna hja VPR og AQUI &
Mynd 13.
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Mynd 13. Stadsetning tvistlfidbrua og kalsiumjona i VPR og AQUI. VPR (blatt) til vinstri
og AQUI (rautt) til haegri. Tvistlfiobryrnar eru syndar gular og kalsiumjonirnar gréar.

VPR hefur prju kalsiumbindiset og eru tvo peirra einnig ad finna i byggingu AQUI (Mynd
13). Kalsiumbinding er naudsynleg fyrir stodugleika pessara ensima [6, 63]. Kalsium er
einnig mikilveegt fyrir stodugleika i flestum subtilosum sem hafa verid skilgreindir hingad
til [6].

Ut fra prividdarbyggingum VPR [50] (PDB takn: 1SH7) og AQUI ([52]) er hagt ad spa
fyrir um hugsanlegar saltbryr i ensimunum (Tafla 6). En saltbryr hafa 16ngum verid
tengdar vi0 hitastigsadlogun hitakeerra proteina [16, 67]. Y firleitt er aukinn fj6ldi saltbrta i
hitakerum proteinum i samanburdi vid midlungshitaker protein en pé eru demi um ad
hitakar protein hafi feerri saltbryr en skyld midlungshitaker protein en saltbryrnar séu samt
mikilveegar fyrir hitastoougleika [3, 13, 35]. PO svo ad saltbryrnar séu jafnmargar i heildina
litid hja kuldaadlagada VPR og hitastigsadlagada AQUI pa hefur mikilvaegi a.m.k. einnar
auka saltbriiar verid sannreynd med markvissum stokkbreytitilraunum og meelingum 4
hitastodugleika [28, 56]. Néanar verdur fjallad um per tilraunir i kaflanum: Fyrri

rannsoknir.
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Tafla 6. Saltbryr i VPR og AQUI. Mdégulegar saltbryr i VPR og AQUI skipt upp hvort pad
er innan vid 4A 4 milli hlidarh6pa aminosyranna eda 4A-6A.

VPR AQUI
Innan vid 4 A 4A-6A Innan vid 4 A 4A-6A
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

Studst var vid kristalbyggingu VPR [50] (PDP takn: 1SH7) og AQUI ([52]) vid gerd toéflunnar, einnig var
forritid PIC (Protein Interactions Calculator) & vefsidunni http:/pic.mbu.iisc.ernet.in/ notad til ad aztla

stadsetningu saltbria [68].

Vegna pess hversu lik hid kuldalkera VPR og hitakera AQUI eru byggingarlega og hversu
frabrugdnir eiginleikar ensimanna eru m.t.t. virkni og stédugleika eru pau mjog gott model
til ranns6kna 4 hitastigsadlogun proteina og hafa pau badi verid rannsokud med

markvissum stokkbreytingum sem verdur fjallad um nénar hér ad nedan.

1.3 Fyrri rannsoknir a AQUI og VPR

Vid rannsoknir & hitastigsadlogun préteinanna hefur verid notast vid samanburd a
amindsyrurodum og prividdarbyggingum kuldakaera og hitakaera ensimsins. A grundvelli
sliks byggingarsamanburdar hafa sidan verid settar fram tilgdtur um hitastigsadlogun
peirra. Til ad profa pessar tilgatur er svo beitt markvissum stokkbreytingum 4 ensimunum
ut fra samanburdinum og nidurstéour melinga fyrir stokkbreyttu préoteinin borin saman vid
samsvarandi melingar fyrir villigerd ensimsins. Allmargar stokkbreytingar hafa verid
framkalladar 4 VPR, en pad var ekki fyrr en nyverid sem var farid ad gera stokkbreytingar
a AQUI [28, 56, 57, 69].
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Eins og var minnst 4 ad ofan pa hefur aukinn fjoldi Ala & kostnad Ser verid tengt vid
hitastigsadlogun og einnig aukinn fjoldi og stadsetning Pro 4 lykkjusvaedum. Til ad kanna
hvort paer tilgatur attu vio 1 tilfelli VPR voru atbuin mismunandi stokkbrigdi af VPR med
markvissum stokkbreytingum. Alls var premur Ser breytt i Ala og tveim amindsyrum i
lykkju breytt i Pro [69]. [ annarri tilraun par sem konnud voru ahrif Pro & hitastodugleika
VPR var ennfremur tveimur setum stokkbreytt og settar inn Pro i stadinn. I pessari tilraun
var notast vid C-enda styttuna af VPR (VPRxc) [57].

Sem hluti af meistaraverkefni Onnu Gudnyjar Sigurdardottur var framkollud prefalda
stokkbreytingin A119H/S120R/G121R i VPR til ad kanna éhrifin 4 svadi sem metid var ad
veeri med hreyfanlegustu svedunum i VPR, einnig vegna pess ad amindsyrur6din i VPR a
pessu svaedi er mjog frabrugdin amindsyrur6dinni i AQUI (Mynd 18). Virkni
stokkbrigdisins féll um rimlega helming [70]. I framhaldi af peim rannséknum hafa verid
utbunar allt upp i sexfaldar stokkbreytingar a pessu svadi i VPR (fra VPRx3 - VPRx6).
Hofou pessar stokkbreytingar umtalsverd ahrif badi a4 hvotunargetu ensimsins og
hitastodugleika (Kristjdnsson, M. M., oObirtar nidurstddur). Til samanburdar hafa einnig
hafa verid framkalladar stokkbreytingar & pessu svaedi i AQUI par sem stokkbreytt var { att
ad VPR. Utbuid hefur verid AQUIx3 (H119S/R120S/R121G) stokkbrigdid og
edliseignleikar pess maeldir sem hluti af nemendaverkefni. Syndi AQUIx3 litlar breytingar
i edliseiginleikum ensimsins midad vid AQUI,, [77]. 1 pessari ritgerd verdur fjallad um
nidurstodur  mealinga &  fjorfalda stokkbrigdinu 1 AQUI, AQUIx4
(H119S/R120S/R121G/A123S) (kafli 3.2).

Sem hluti af 60ru nemendaverkefni voru framkalladar stokkbreytingarnar S172E og
S172E/Q142K 4 VPR. Var @tlunin med tvofalda stokkbrigdinu ad setja inn saltbrii sem er
mogulega til stadar i AQUI. Syndi einfalda stokkbrigdid umtalsverda laekkun i
hvotunargetu sem kom til baka hja tvofalda stokkbrigdinu [72].
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Mynd 14. Stadsetning saltbriar i VPR. A)Yfirlit af byggingu og stadsetningu
saltbriarinnar i VPR. B) Naermynd af stokkbreytisvaedinu i VPR sem synir aminosyrurnar
N15-K257. B) Nermynd af svaedinu i AQUI sem syndir aminésyrurnar D17 og R259 [56].

Tilgatur um hlutverk saltbrtia i hitastigsadlogun pessara ensima hafa verid préfadar annad
hvort med innsetningu saltbria i byggingu VPR, sem metid hafdi verid ad veru til stadar i

AQUI, eda med utfellingu 4 vidkomandi saltbrim ur byggingu hitakeera ensimsins [26,

56].

[ AQUI er likleg saltbri 4 milli aminésyranna D17 og R259 en hja VPR eru pad
aminosyrurnar N15 og K257 i samsvarandi setum (Mynd 14) [56]. Stokkbreytingin N15D
var gerd &4 VPR til a0 kanna mogulega saltbrii & milli D15-K257 og syndi petta stokkbrigdi
aukningu badi 4 Tspy og Ty um ~ 3 °C auk pess sem hvotunargeta (Keo./Kinm) VPRyisp
hakkadi ndnast tvofalt. Til ad likja enn frekar eftir svaedinu i AQUI pa var einnig Utbid
tvofalda stokkbrigdid N15D/K257R 1 VPR. Syndi tvofalda stokkbrigdid ekki eins mikla
hakkun i stodugleika, en T, haekkadi p6 um ~2 °C. Hvotunargeta VPR sp/k2s7r haekkadi
midad vid villigerdina en heekkadi po ekki i sama meli og i einfalda stokkbrigdinu.
Einfalda stokkbreytingin, N15D, var einnig framkollud i VPRac (ndnar um VPR, 1 kafla
1.2.1) og hakkadi pa stodugleiki ensimsins einnig um ~3°C, en ekki vard marktaek

breyting & hvotunargetu stokkbrigdisins (Tafla 7) [56].
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Tafla 7. Hradafredi og hitastodugleiki VPR og VPR,c og stokkbrigda [56].

Ensim Keat (s) Km (MM) Keat/Km (MM™s™)  Tsgs(°C) Tm (°C)
VPRut 76,6 £5,0 0,166 + 0,017 444 + 30 56,002 63,6+0,3
VPR1sp 137+17 0,173+0,015 803 + 135 58,8+0,5 66,3+0,1
VPRuisojkas7r 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+0,1 652+0,2
VPRycN15D  64,9+4,0 0,179 +0,009 365+ 7 59,6+0,2 68,2+0,2

Einnig var gerd stokkbreytingin DI7N 4 AQUI sem var ®tlad ad taka ut pessa mogulegu
saltbra &4 milli D17-R259 i ensiminu (Mynd 15).

Mynd 15. Prividdarmynd af bygginu AQUI. Myndin synir amindsyrurnar sem mynda
saltbrinna, D17 og R259, og kalsiumjonirnar sem eru merktar eftir skilgreiningum &
kalsiumbindisetum i VPR [2§].
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Tafla 8. Hradafredi og hitastodugleiki AQUIy: og AQUIpi7n [28].

Ensim Keat (57 Km (MM)  Keat/Kem (MMs™)  Tsoy (°C) T (°C)
AQUI ¢ 71,7 +5,8 1,35+0,1 48,2 £ 2 91,4+0,3 66,2+0,04
AQUIlp17n 80,1+7,5 1,41+0,1 56,9+7 82,9+0,5 62,0+£0,1

Stokkbreytingin D17N var framkollud i AQUI og hafdi hun 1 for med sér leekkun 1 Tsgo, um
8-9 °C og T, um 4 °C (Tafla 8) [28], en hafoi fremur litil dhrif & hvotunareiginleika
ensimsins. Stokkbreytingarnar badi hja VPR og AQUI syna ad pad er liklega saltbru 4
pessu svaedi hja AQUI og ad hun leggur til vid aukinn hitastddugleika AQUI.

1.4 Markmid rannsoknarinnar

Adalmarkmid peirra rannsokna sem fjallad er um i pessari ritgerd var ad kanna med
beitingu markvissra stokkbreytinga, hvada ahrif saltbryr hafa 4 hitastigsadlogun ensimanna
VPR og AQUI. Med samanburdi a4 prividdarbyggingum VPR og AQUI voru mogulegar
saltbryr 1 ensimunum tveimur skodadar og metid hverjar peirra kynnu ad vera mikilvaegar
fyrir stodugleika. Nylega voru birtar rannsoknir sem syndu ahrif pess ad taka 0t saltbra i
AQUI & stodugleika ensimsins og virkni pess [28] og fyrr hofdu verid birtar nidurstédur

um innsetningu pessarar somu saltbraar i VPR [56].

Til ad kanna ahrif saltbria i AQUI tokst ad framkalla fjorar stokkbreytingar sem midudu
a0 pvi ad taka Ut eda hafa ahrif & saltbryr ensimsins. Var notast vid samanburd a saltbrim i
AQUI midad vid VPR. Stokkbreytingarnar sem framkalladar voru og leiddu til virkra
stokkbrigda af ensiminu voru: R47E, R43N, D212N og D98S. Var i stokkbrigdinu R47E
@tlunin ad taka Ut mogulega saltbrii & milli D212-R47E, R43N 4 milli D212-R43 og
D212N 4 milli R43-D212-R47. Einnig var stokkbreytingin R47E ahugaverd par sem par
var verid ad skipta um hledslu. Stokkbreytingunni D98S var @tlad i byrjun ad taka Ut
saltbrii sem metid var ad hugsanlega vaeri hluti af saltbruarneti 4 milli D58-R95-D98. D98
er stadsett 4 samsvarandi svedi og Ca2-bindisetid er i VPR, pvi geti auka saltbria i AQUI
ordio til ad stodga petta svaedi par sem ekki er kalsiumset i AQUI.

Einnig var haldid afram med fyrri rannsoknir 4 dhrifum innsetningar saltbriar i VPR [72].
Var i peim rannsoknum verid ad kanna ahrif pess & VPR ad setja inn saltbra, E172-K142,

sem metid hafoi verio ad veeri til stadar i AQUI [72]. Pessi saltbra tengir saman mikilvaega
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hluta proéteinanna, helix D og lykkju sem inniheldur Cal-bindisetid. I fyrri rannsoknum
hofou stokkbreytingar verid Utbtnar 4 villigerd VPR sem innhélt 15 amindsyru langan C-
enda midad vid AQUI (kafli 1.2.1). Nylegar stokkbreytitilraunir 4 rannsoknastofunni héfou
synt ad innsetning einnar pessara stokkbreytinga, Q142K, & C-enda stytta stokkbrigdi VPR
(VPRac) hafdi leitt til mjog ahugaverdra eiginleika ensimsins, en sem voru misvisandi
midad vid fyrri nidurstédur. bvi var dkvedid ad utbua stytt afbrigdi af stokkbrigdunum til
ad fa betri hugmynd fyrir 4steedum hinna misvisandi nidurstadna. P4 voru framkollud
stokkbrigdin VPRac S172E og VPRac S172E/Q142K og eiginleikar peirra rannsakadir til

ad varpa 1josi 4 ahrif peirra 1 styttunni.

Sidan var stokkbreytingunni S123A beett 4 stokkbrigdid HI119S/R120S/R121G (AQUIx3)
[71] 1 attina ad aminosyrurod VPR og pannig Utbid stokkbrigdid AQUIx4. AQUIx3 hafoi
adur verd melt sem hluti af 3. arsverkefni [7/]. Samsvarandi svadi i VPR hefur verid
metid ad sé eitt af hreyfanlegustu sveedunum i VPR og er btiid ad stokkbreyta pvi i attina
a0 amindsyrur6dinni i AQUI og pvi var ahugavert ad sja hvada ahrif stokkbreytingin hefur
i AQUIL
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2 Efni og adferdir

2.1 Bakteriustofnar og plasmio

Aqualysin I (aqul) genid, fra Thermus aquaticus YT1 (ATCC25104) [59, 73], var klonad i
plasmidid pJOE3075 [74] sem inniheldur gen gegn syklalyfinu ampicillin. Tjaning & aqul
geninu er vakin med L-rhamnosa. Aqul genid var yfirtjad i E.coli stofni BL-21 (C43), sem

hefur arfgerdina:

F ompT gal dem lon hsdSp(rg” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5]) [75,
76].

Gen Vibrio préteinasans (VPR), Gr Vibrio PA44 [54, 77], var kloénad 1 plasmidid pBAD
TOPO TA Cloning® Kit fra Invitrogen og inniheldur pad gen gegn ampicillin [53]. T pessu
verkefni var notud C-enda stytt utgafan af VPR og kallast hun VPRxc [57] (sja kafla 1.2.1).
C-stytta tutgafan af VPR gerir ensimid likara AQUI og pvi faest enn betra
samanburdarmoddel 4 milli VPRac og AQUI. Tjaning & VPRac geninu er vakin med L-

arabindsa. VPRacer tjad i E. coli stofni Top 10 fra Invitrogen, sem hefur arfgerdina:

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)D80lacZAM1S5 AlacX74 recAlaraD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG.

2.2 Stokkbreytingarhvarf

Vi0 rannsoknirnar voru framkalladar valdar stokkbreytingar 4 ensim geninu sem er klonad
i DNA ferju (plasmid), fyrir hverja stokkbreytingu voru hannadir sérstakir visar (sja nanar
um visanna i kafla 2.6.). Studst var vid leidbeiningar med Quick Change™ Site-Directed
Mutagenesis Kit fra Stratagene. Var notast vid Pfu DNA polymerasa fra Fermentas, dsamt

medfylgjandi buffer, i pessi hvorf. Stokkbreytihvarflausnin var pannig samsett:
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1-2 ul DNA mét (~ 100 ng)

1 pl af fram eda aftur (fw/rv) visi (10 pmél/pl)

1 pul ANTP fra Fermentas (10 mM hvert)

5 ul 10x buffer (med MgSOy4)

0,5 pl Pfu DNA polymerasi fra Fermentas (med styrkinn 2,5 U/ pl)
Fyllt uppi 50 pl med dH,0

Utbiin var hvarflausn fyrir hvorn visi fyrir sig. Kedjuhvarf var 14tid ganga i fjora hringi og
sidan voru hvarflausnirnar sameinadar.
PCR-hvarf 1.1:

Hitastig (°C) Timi

1 95 30 sek
2 95 30 sek
3 x" I min x4
4 72 8 min
5 72 10 min

DHitastig X er annealing (um pad bil Ty, visis minus 5°C) hitastig

stokkbreyti visisins sem er notadur.

Eftir fyrra kedjuhvarfio (1.1) voru visarnir sameinadir (25 pl ur hvoru hvarfi) og batt vid

0,5 pL af Pfu polymerasa og sidan var lausnin sett i seinna kedjuhvarf (2.1 eda 2.2).

Voru notadar tvaer mismunandi adstedur (PCR-hvarf 2.1 og 2.2) fyrir stokkbreyti
tilraunirnar par sem hvarfadstedurnar 2.1 virkudu ekki fyrir allar stokkbreytingarnar pa
voru fundnar adrar adstedur sem virkudu (hvarf 2.2). PCR-hvarf 2.1 var notad fyrir
stokkbreytinguna & AQUI A123S 4 119A/120S/121G (AQUIx3) DNA mét [7]] og PCR-

hvarf 2.2 notad fyrir adrar stokkbreytingar sem voru gerdar 4 aqul geninu.
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PCR-hvarf 2.1:

Hitastig (°C) Timi

1 95 5 min
2 95 40 sek
3 62 I min  xI16
4 72 11 min
5 72 10 min

PCR-hvarf 2.2:

Hitastig (°C)  Timi

1 95 1 min
2 95 30 sek
3 x" I min  x18
4 72 11 min
5 72 10 min

DHitastig X er annealing hitastig stokkbreyti visisins sem er notadur.

Eftir seinna PCR-hvarfid var batt uti 1 ul Dpnl endonukleasa fra Fermentas og haft yfir
nott vio 37°C. Var petta gert til ad melta 1 burtu allt metylerad DNA, sem sé ad eyda
upprunalega DNA moétinu og halda eftir nymyndudu, émetylerudu og stokkbreyttu DNA

moti.
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2.3 Ummyndun DNA plasmida inn i frumur

Eftir Dpnl meltuna var DNA métid flutt inni E.coli Top 10 stofn. Eftirfarandi adferd var
einnig notud pegar plasmid var ummyndad inni frumur eftir plasmidhreinsun. Pad er gert
med pvi ad taka 5 pl af stokkbreytihvarflausninni og blanda saman vid 100 ul af E.coli
frumum. Frumurnar sem notast er vid hafa verid medhondladar sérstaklega svo per taki
vi0 DNA eda séu hafar (competent). Ef pad var verid ad ummynda eftir stokkbreytitilraun
pa var notast vid Top 10 frumur. Ef pad var verid ummynda eftir plasmidmognun/hreinsun
pa var ymist notast vid Top10 frumur fyrir pPBAD-plasmidid eda BL-21 frumur fyrir pJOE-
plasmidid (sja kafla 2.1). Blandan med hvarflausninni og frumum er svo latin vera 4 is i
10-20 min. bvi nast eru frumurnar sjokkeradar med pvi ad hita paer vid 41°C 1 1 min og
svo aftur & is fram a0 neesta skrefi. bvi nast er batt vio 1 ml af LB-&ti og frumurnar
reektadar vid 37°C 1 30-60 min. Nest er frumuraktin spunnin nidur og botnfallinu valtad a
LB-atiskalar sem eru med ampicillin syklalyfi (100 pg/ml), pannig ad pyrpingar sem vaxa

eru med Amp® plasmidid sem inniheldur genid.

2.4 Plasmiohreinsun

Notast var vid plasmidhreinsunar sett fra Sigma (GenElute Plasmid Miniprep Kit) og
Machery-Nagel (NucleoSpin® plasmid) og var farid eftir leidbeiningum sem fylgdu med
settunum. Til pess ad akvarda styrk og hreinleika plasmidsins pad var notast vid
lj6sgleypnimelirinn NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer) og gleypnin mald vid 260
nm (DNA) og 280 nm (prétein). Vid melingarnar fékkst styrkur plasmidsins i ng/pl og
hlutfallid A260/A280 gefur hreinleika plasmidsins, um pad bil 1,8 er talid vidunandi.

Plasmidin voru svo geymd vid -20°C.

2.5 Radgreiningarhvarf

Notast var vid radgreiningar til ad stadfesta stokkbreytingar. Radgreiningin var gerd &
tvipatta DNA moti (plasmidoum). Plasmidin voru hreinsud (kafli 2.4) Gr frumupyrpingum
sem uxu 4 LB-AMP atiskdlum. Frumurnar h6fou a0ur verid ummyndadar med DNA ur

stokkbreytingu (kafli 2.2 og 2.3). Radgreiningarnar voru gerdar i ABI PRISM 3100
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Genetic Analyzer og ABI 3500xL Genetic Analyzer fra Applied Biosystem/Hitachi sem
stadsett eru 4 Liffredistofnun Haskolans. Notast var vido BigDye Terminator v3.1 (Applied

Biosystem).
Radgreiningarhvarflausnin (10 pl heildarrammal):

3-6,5ul  DNA moét (= 100 ng)

1,5 pl 5x radgreingarbuffer

I ul 10 pmol/ pl visir
1 pul dye (Terminator Ready Rection Mix)
0-3,5ul  dH»0

Hvarflausnin er svo keyrd i vixlhitara vid eftirfarandi adstedur:

Hitastig (°C)  Timi

1 96 10 sek
2 96 10 sek
3 50 5sek  x25
4 60 2 min
5 12 7 min

Naest var framkvaemd etanol felling & synunum ur radgreiningarhvarfinu. Er etanol
fellingin framkvaemd 4 eftir farandi hatt: Fyrst er utbuin fellingarlausn med eftir farandi
efnum: 900 ul dH,0, 100 pl 3M NaOAc (Sigma), 5 pl af glycogen (20 mg/ml)
(Fermentas). Pbvi nast er blandad saman 50 pl af fellingarlausninni, 10 pl af
radgreiningarhvarfinu og 125 pl af iskéldu 96-100% etandli. Pvi nast var blandan spunnin
vid 10500 rpm i 15 min vid 4°C og vokvinn sogadur i burtu og pvegid med koldu 70%

etanoli, petta gert tvisvar. Svo var synid purrkad vid 65°C i 10 min. Hérna eru synin ymist
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geymd 1 frysti fram ad radgreiningu, p6d ekki lengur enn i 4 daga, eda vid 4°C ef atti ad
radgreina samdegurs. Fyrir radgreiningu pa var botnfallid leyst upp med 10 pl af
formamidi (Hi-Di"" Formamide fri Applied Biosystem) og hladid i radgreiningarbakka.

2.6 Radgreiningar- og stokkbreytingarvisar

Stokkbreytivisarnir voru hannadir med hjalp vefforritisins PrimerX
(http://www.bioinformatics.org/primerx/) og smidadir af Eurofins MWG Operon. I t6flum
9, 10 og 11 hér & eftir er upptalning a stokkbreytivisunum fyrir VPRyc (Tafla 9,
stokkbreytingarnar framkvaemdar af Sunnu Helgadoéttur [72] og Johonnu Arndrsdottur
fyrrverandi  stafsmonnum 4  rannsOknarstofunni), AQUI  (Tafla 10) og

radgreiningarvisunum sem voru notadir vid radgreiningar 4 aqul geninu (Tafla 11).

Tafla 9. Stokkbreytingarvisar og bredslumark fyrir VPR og VPR,c. Feitletrunin tdknar
stokkbreytinguna.

Visir Basarod GC% | Tn
(°C)
S172E fw | 3°CATCACCAGCTCGTGTACCAGAGGGTGTGACGGTAGGCTC 3’ 60,0 77,7
S172E v | 5'GAGCCTACCGTCACACCCTCTGGTACACGAGCTGGTGATG 3’ 60,0 | 77,7
Q142K 5'CATTAGATAGCGCGGTGAAAGGCGCGATTCAATCTG 3’ 50,0 |71.7
fw
Q142K rv | 5 CAGATTGAATCGCGCCTTTCACCGCGCTATCTAATG 3’ 50,0 | 71,7
G276_fw | 5 GCAGACAGTGGTTAAGAGCCGGATTGCGG 3’ 58,6 | 754
G276_rv | 5 CCGCAATCCGGCTCTTAACCACTGTCTGC 3’ 58,6 | 754

Johanna Arnérsdottir  stokkbreytti ensim  afbrigdum, VPR, SI172E og VPR
S172E/Q142K, sem Sunna Helgadottir gerdi og meeldi [72] 1 styttur (VPRc) og notadist
vid G276 _ fw/rv visanna til pess (Tafla 9), en vid pad er TAA settur i stad amindsyrunnar
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C277 1 VPR (sja nénari umfjollum um VPR,c 1 kafla 1.2.1). Einnig stokkbreytti Johanna
VPRac Q142K og Sophie Tschirner mealdi. I pessari ritgerd verdur fjallad um VPRc
S172E, VPRc S172E/Q142K og VPRc Q142K stokkbrigdin.

Tafla 10. Stokkbreytingarvisar og braedslumark fyrir AQUI. Feitletrunin tdknar
stokkbreytinguna og undirstrikunin tdknar hvar bosum hefur verid eytt.

Visir Basar60 GC% Tm (°C)
K142Q ftw | 55GACAACGCCGTGCAGAACTCCATC 3’ 58,3 77,3
K142Qrv | 5"GATGGAGTTCTGCACGGCGTTGTC 3’ 58,3 77,3

ASG _S123 | 5' CAAGTGGTCCGAGCGTTGCCAACATGAGC 3' | 58,6 66,0

fw

ASG_S123 | 5" GCTCATGTTGGCAACGCTCGGACCACTTG 3" | 58,6 66,0

v

R47E fw 5" AATCCGCACGACCCACGAGGAGTTCGGCG 3" | 65,5 73,7

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

AD212 fw | 5' TGGTACACCTCGACGGCCACCCAGA 3' 64,0 69,5
AD212 rv 5' TCTGGGTGGCCGTCGAGGTGTACCA 3' 64,0 69,5
ATS210- 5'TCGGCGTGGTACGACACGGCCAC 3! 69,6 69,6
211 fw

ATS210- 5'GTGGCCGTGTCGTACCACGCCGA 3' 69,6 69,6
211 rv

DO8S 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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D212Nrv | 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

Johanna Arndrsdottir utbjo stokkbreytingarnar AQUlki4q 0g adstodadi vid gerd
AQUlsG s123 en dnnur stokkbrigdi hja AQUI framkveemdi Brynjar Orn Ellertsson (Tafla
10). Visarnir ASG_S123 voru notadir til ad framkalla stokkbreytinguna A123S 4 AQUI
plasmid sem innihélt stokkbreytingarnar HI19A/R120S/R121G [71].

Tafla 11. Radgreiningarvisar notadir fyrir AQUIL.

Visir Basardd 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
aql051 rv | 5' CCATGGAGGTGCCGTTAA 3' 57,9 69,7
AQUAI1 fw | 5' GTCTTTAAGAAGGGGAAGGG 3' 50,0 68,2
AQUA2 fw | 5' CCTCTACGCTGTGCGCGTCC 3' 70,0 76,5
Universal 5' CAGGAAACAGCTATGAC3' 47,1 61,1
M13 rv
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2.7 Raektunaraeti

Notast var vid ymist LB-ati (Lysogeny broth) eda 2xYT-@ti (2x Yeast extract and
Tryptone) til rektunar & ummyndudum stofnum af E.coli med annad hvort pBAD- eda

pJOE plasmidi (

Tafla 12). Til ad tryggja ad adeins frumur sem innihéldu plasmidid myndu fjolga sér var

baett Gti &tid ampicillini { styrknum 100 pg/ml.

Tafla 12. Uppskriftir fyrir 1 liter af LB og 2xYT eti.

LB-&ti 2xYT-eti

10 g tryptone (Bacto' ™) 16 g tryptone (Bacto' )

5 g yeast exstract (Bacto' ) 10 g yeast exstract (Bacto™™)

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

2.8 Raektun og tjaning

Reektunaradferd fyrir VPR, beedi villigero og stokkbrigdi: Vid rektun og tjaningu & VPR
var notast vid ToplO frumur med plasmidinu pBAD, sem inniheldur VPR genid og
stokkbrigoi af pvi (sja kafla 2.1). Fyrir tjdningu voru frumurnar reektadar yfir nott i LB ati
sem innihélt 100 pg/ml ampicillin. Eftir neturraektina var lausnin svo pynnt 40 falt i LB
@ti sem innihélt ampicillin, var raektad 1 500-750 ml LB-eti 1 2,0-3,0 L rektunarfloskum.
Raektad var vid 32°C og 150-180 rpm hristing pangad til ODgop nadi gildinu 0,7 - 0,8.
Tjaningin var vakin med 0,02% arabindsa og rektad yfir nott vid 18°C. Daginn eftir var
frumureektin spunnin nidur vid 4000 xg i 15 min vid 10°C, botnfallid var svo leyst upp i

um pad bil 50 ml af dH,O og spunnid aftur nidur. Botnfallid var fryst og geymt vid -20°C.

Reektunaradfero fyrir AQUI, beedi villigerd og stokkbrigdi: Rektun og tjaning & AQUI var
framkveemd 1 BL-21 (C43) frumum sem voru med plasmidinu pJOE, sem inniheldur AQUI
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genid og stokkbrigdi af pvi (sja kafla 2.1). Frumurnar voru rektadar yfir nott i 2xYT ati
sem innihélt 100 pg/ml ampicillin. Neaeturrektin var svo pynnt 40 falt i 2xYT ati sem
innihélt ampicillin, var rektad i 500-750 ml LB-ati i 2,0-3,0 L reektunarfloskum. Raektad
vid 37°C og 150-180 rpm pangad til ODggp nddi gildinu 0,8 - 0,9. Tjaningin var vakin med
0,1% rhamnosa og raktad i 3-5 klst vid 37°C. Frumuraktin var spunnin nidur vid 4000 xg
i 15 min vid 10°C, botnfallid var svo leyst upp i um pad bil 50 ml af dH,O og spunnid
nidur aftur. Botnfallid var fryst og geymt vid -20°C.

2.9 Proteinhreinsun

2.9.1 Hreinsun AQUI

Frumurnar voru leystar upp 1 50 ml af buffer A (Tafla 13) sem innihélt 1 mg/ml 1ysésim
og latid standa vi0 stofuhita 1 2 tima. Synid var fryst med Ny, og afpitt prisvar sinnum til
a0 sprengja frumurnar. Seinasta skiptid var 1atid vagga yfir nott vid 4°C. Frumulausnin var
hitud 1 60 min vid 70°C. Sidan var hiun spunnin i skilvindu vid 10.000 xg i 15 min vid 20
°C og flotinu safnad. Virkni var meld i flotinu til ad skera r um hvort proteinid veri virkt.
Vid flotid var baett (NH4)2SO4 ad 1 M styrk og lausnin svo spunnin vid 15.000 xg i 20 min
vid 20°C, floti safnad og svo sterilfiltrerad (sprautu-filter med siunareiginleika uppa 0,2
um) og sett i 50 ml synislykkju (superloop). Allar sulukeyrslur voru framkvaemdar 4 Akta

purifier teeki (Amersham Biosciences).

Synid var sett 4 phenyl-sephardsa sulu (30 ml) sem adur hafoi verid j6fnud med buffer B
(Tafla 13). Préteinlausnin var sett 4 suluna og losad af henni med prepalosun, p.e. farid var
ur 100% buffer B med linulegum stigli nidur 1 65%, sidan nidur i 35% og ad sidustu nidur i
0% buffer B, eda 100% buffer A. Var virkni meld i gegnumfladi og s6fnudum skommtum
og virkum toppi safnad. Glos med mestu virknina (yfir 0,8 U/mL) var safnad og prétein
saltad ut med 90% mettun (NHy4),SO4. Lausnin var latin standa vid stofuhita 1 45-60 min.
Synid var svo spunnid vid 15.000 xg i 45 min vid 20°C. Botnfallinu var safnad og leyst
upp i 2-3 ml af buffer A. Hérna var synid med proteininu fryst med Ny, ef pad atti ekki ad
vinna med pad strax, og geymt vid -20°C. Synid var pvi naest hitad vid 65°C 1 40 min og
sett & HiTrap afsoltunar sulu (5 ml fr& Amersham Biosciences) sem hafdi verid jofnud med
buffer C (Tafla 13). Skammtar med virkni voru sameinadir og syni sett 4 katjonaskilju
SPXL (5ml). Katjonaskiljan hafdi 4dur verid jofnud med buffer C og proteinid losad af
stlunni med 20 stlurimmala stighalla ad 100% buffer D. pH buffanna C og D var stillt &
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pH sem myndi gera rad fyrir mismunandi fjolda hledsla fyrir stokkbrigdin (sja Vidauki 1

fyrir demi um katjonastlukeyrslur).Virkum toppi var safthad og syni geymd vid 4°C.

2.9.2 Hreinsun VPR og VPRxc

Frumurnar voru leystar uppi 50 ml af buffer A (Tafla 13) sem innihélt 1 mg/ml lysésim og
1atio standa vid stofuhita 1 2 tima og sidan 14tid vagga vio 4°C yfir nétt. Synid var fryst
med Ny og afpitt prisvar sinnum til ad sprengja frumurnar. Frumulausnin var hitud i 60
min vid 40°C. Sidan var hun spunnin i skilvindu vid 18.000 xg i 45 min og vid 4 °C og
flotinu safnad. Virkni var meld i flotinu til ad skera ur um hvort ad proteinid veeri virkt.
Vid flotid var beaett mettadri lausn af (NH4),SO4 svo ad lokastyrkurinn sé¢ 75% af
amindsulfati og hun svo spunnin vid 12.000 xg i 45 min vid 4°C. Botnfallinu var haldid

eftir og leyst uppi buffer A og geymt vid 4°C yfir nott.

Neasta skref var ad hlada endurleysta prétein syninu & N-carbobenzoxy-D-phenylalanyl-
triethylenetetramine-Sepharose sértaeka skilju (Z-D-Phe-TETA) sem hafdi verid jofnud
med buffer A. Pvi nast var Z-D-Phe-TETA-stlan skolud med buffer A med 0,5 M NaCl til
a0 losa af protein sem hafa bundist vid stluna osértekt, fylgst var med gleypninni vid 280
nm og sulan skolud pangad til gleypnin er komin nidur i 0,2. Sidan er sulan skolud med
buffer A 4dur en proteinid var losad af stlunni. Proteinid var losad af med 2 M GdmCl
leyst i buffer A. Til ad vernda proteinid fyrir afmyndun var safnad af Z-D-Phe-TETA-
sulunni 1 skdmmtum sem innihéldu 3 M (NH4),SO4 1 hlutfollunum 2 ml af (NH4),SO4 &
moti 2,5 ml af syni. Virknitoppinum var safnad og honum hladid 4 phenyl-Sepharose (phe-
sep) sulu sem hafoi verid jofnud med buffer B. bvi nast var sulan skolud med saltstigli, 50
ml buffer A & mo6ti 50 ml buffer B, par sem farid var fra 100% buffer A i 100% buffer B,
til ad skola burt protein sem hofou bundist vid suluna osértekt. Ensimid var svo losad af
phe-sep-stlunni med 55% ethylen glykoli 1 buffer A og virknitoppi safnad. Synid var pvi
nast pynnt til helminga med buffer A og fryst i 1 ml skdommtun med N, og geymt vid -
20°C.
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Tafla 13. Bufferar sem notadir voru i hreinsunarferlinu.

Buffer A Buffer B
25 mM Tris pH 8 25 mM Tris pH 8
10 mM CaCl, 10 mM CaCl,

1 M (NH4),SO4
Buffer C Buffer D
25 mM MES pH 6 25 mM MES pH 6
10 mM CaCl, 10 mM CaCl,

500 mM NacCl

2.10 Virknimaelingar

Virknin & VPRyc og AQUI var akvordoud med hvarfefninu succinyl-AlaAlaProPhe-p-
nitroanilidi (sAAPF-pna) frd& Bachem og var hvarfefnid leyst uppi dimethylstlfoxioi
(DMSO) me0d lokastyrk hvarfefnis 25 mM. Fyrir virknimalingar var svo hvarfefnid pynnt
med 100 mM Tris, 10 mM CacCl, og pH 8,6 ad lokastyrk 0,5 mM hvarfefnis (notast var vid
styrkinn 0,3 mM 1 hreinsunarferlinu). Mlt var vid 25 °C fyrir VPRac og 40 °C fyrir
AQUI. Gleypnibreytingin var meld vid 410 nm og var notast vid edlisgleypnistudulinn
8480 M'em™ til ad reikna Gt einingar/ml (U/ml).

2.11 Ahrif hitastigs a stédugleika

Til ad skipta um buffer 4 synunum pa voru pau keyrd i gegnum HiTrap afsdltunarsualu.
Notast var vid buffer: 25 mM Tris, 1| mM CaCl,, 100 mM NaCl vid pH 8,95 fyrir AQUI og
25 mM Tris, 15 mM CaCl,, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA vio pH 8,95 fyrir VPR. Vid
framkveemd melinganna var ensimsynid haft i hitabadi vio pad hitastig sem var verid ad
mela vio hverju sinni og virknin maeld med 0,5 mM sAAPF-pna vid 40 °C (AQUI) og 25
°C (VPR) med reglulegu millibili.

Hradafasti virknitapsins var akvardadur med fyrsta stigs hradajofnunni:

virkni,_o = virkni,_, - e **  (jafna 4)
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bar sem k er hradafastinn og t er timinn i sekindum. Midad vid hlutfallslega virkni vid
tima t par sem virkni vid t=0 er 100%. Var Tsoy notad til ad meta stodugleika gagnvart hita.

Arrheniusarjafnan lysir sambandi hradafasta og hitastigs:

k=Ae “rr
In(k) = In(4) — Ea/RT (jafna 5)

Tsoo, 1 reiknad ut fra Arrheniusargrafi par sem In k er fall af 1/T 1t fra jofnu 4 og sambandi

hradafasta og hitastigs (T) samkvemt Arrheniusargrafi:

. __In(100)-In (50)
(Ts0%) ~ 30 min -60 s min -1

(Jafna 6)

Tso0, er akvardad ur fra jofnu bestu linu i grafinu samkvamt:

E, - 1000,

R(lnA — Ink)  (afma7)

Ts5oq, =

bar sem E,/R er hallatala Arrheniusargrafs og In A er skurdpunktur vid x-as.

2.12 Michaelis Menten hradafradi

Syni voru sett 4 HiTrap afsoltunar sulu med buffer sem vid atti. Fyrir VPR,¢ var notast vid
buffer: 100 mM Tris, 10 mM CacCl, vid pH 8,6 til ad meala vid 25°C. Fyrir AQUI var
notast vid buffer: 100 mM Tris, 10 mM CaCl, vid pH 9,06 til ad mela vio 40 °C, en pH

fyrir bufferinn var svo stillt eftir mismunandi hitastigum eftir formulunni:
pH = 8,6 + 0,028 (x — 25) (jafna 8)
x = /Jiitastig sem & ad meaela vid

Gleypnin 4 syninu var mald vid 280 nm og notast vid molargleypni studulinn [1(280) =
34,295 M'em™ til ad meta proteinstyrkinn [53]. Virkni var meeld vid 410 nm vid sjd
mismunandi styrki af hvarfefninu sAAPF-pna & styrkbilinu 0,075- 1,0 mM og var melt ad
lamarki prisvar sinnum vid hvern styrk. Notast var vid Helios o ljosmeli fra

ThermoSpectronics og Peltier hitunarbinad (single cell) frd sama fyrirteeki vido allar

43



melingar. Til ad tryggja ad pad veri alltaf rétt hitastig pa var fylgst med hitastiginu a
hvarfefnislausninni i kavettunni med rafrenum hitamali. Gleypnibreytingin vid 410 nm
(AA410/min) og umreiknad med jofnu 9 yfir i hrada (v).

v = AA410/m1'n
"~ 8480 M-1cm~1-1cm-0,95 ml

(Jafna 9)

Til ad finna Michaelis-Menten hradafastann (Km) og hamarkshrada efnahvarfsins (Vmax)
voru nidurstodurnar settar uppi Eadie-Hofstee graf, v sem fall af v/[S]. Hvotunarvirknin

(kcat) var svo reiknud ut frd Vo, og styrk ensims ([E]o) samkvemt:

keo: = Vmax (jafna 10)

2.13 Hringskautunar (circular dichroism)
litr6fsmeelingar

Fyrir VPR)c voru synin fyrst hindrud med phenylmethanesulfonyl fluoridi (PMSF) ad
lokastyrk 1 mM og ef med purfti var synid pétt med spuna i péttigldsum nidur i um pad bil
0,5-1,0 ml til ad henta betur & afsoltunar sulu og til a0 auka préteinstyrk synisins. Synin
voru pvi naest sett & HiTrap afsoltunar stlu med peim buffer sem atti ad nota vid
melingarnar. Afsaltada synid var pvi naest sett i 2 1 dialysu vio 4°C yfir nott i buffernum:
25 mM glysin, 100 mM NaCl, 15 mM CaCl, vid pH 8,6. Fyrir AQUI voru synin hindrud
med PMSF a0 lokastyrk 5 mM og og ef med purfti pa var synid pétt med spuna i
péttiglosum nidur i um pad bil 0,5-1,0 ml til ad henta betur & afsdltunar stiluna og til ad
auka proteinstyrk synisins. Synin voru pvi nest sett & HiTrap afséltunar sulu med peim
buffer sem atti ad mala vid. bvi nast var synid sett i 2 1 dialysu vid 4°C yfir nott i
buffernum: 25 mM glysin, | mM EDTA vid pH 8,6. Vid malingar badi & VPRxc og
AQUI var notast vid JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter teki. Mald var
hringskautunar (circular dichroism) rof vid 200 til 250 nm vid 25 °C fyrir badi VPRac og
AQUI til ad meta styrk og byggingarlegt dsigkomulag proteinanna. Sidan var maldur
breedsluferill af breytingu i1 gleypni vid 222 nm med hakkandi hitastigi. Hitastigid var
hakkad um 1°C & minatu fra 20 °C uppi 90 °C.
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begar unnid var Ur meligognunum var gert rdd fyrir pvi ad afmyndun préteinanna fylgi
tvidstands likani p.e. hafi tvd form eda sem sé svipmétad (fyative) 0g afmyndad

(funfotdea), bannig ad eftirfarandi gildir:

fv+ fu=1 (jafnall)
Nidurstodur CD-melinganna voru teiknadar upp sem mdeg sem fall af hitastigi og synir

pad afmyndunarferil ensimsins og pa faest jathan:

y=yv-fn+yufu (jafna 12)
Til ad akvarda hlutfallid 4 milli svipmotada og afmyndada formsins (fy) pa voru fundnar

hallatélur bestu linu fyrir baedi formin. Hallatdlurnar voru svo notadar til ad stadla heildar

ferilinn med formulunni:

fu=0On—Y)/n— Yu) (afna 13)

Til ad dkvarda braedslumarkio (Ty,) pa var teiknadur upp stadladur afmyndunarferill sem fy

4 moti hitastigi og fundid fy =0,5 sem gaf T,, (°C).

2.14 Urvinnsla gagna

Ut fra malingum var reiknad medaltal og var notast vid stadalskekkju medaltals (standard
error of mean) til a0 meta gedi nidurstadna. Jafnan sem notud var til ad finna

stadalskekkju medaltals er synt hér ad nedan (jafna 14):
SEx = - (jafna 14
X= 5= (jaftna 14)
SE 5z = stadalskekkja medaltals (standard error of the mean)
n = heilar fj6ldi malinga
S = stadalfravik

Jafnan fyrir stadalfravik (standard deviation) er synd hér ad nedan (jatna 15):

| Zx-x)? .
S = /—(n—l) (jafna 15)

bar sem n er fj6ldi melinga og x ein meling og X er medaltal yfir malingarnar.
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2.15 Notkun grafiskra forrita

[ pessu verkefni var notast vid grafisku forritin SwissPDBviewer [78] og PyMol [79] vid
rannsoknir 4 médelum. Vid gerd mynda i pessari ritgerd var notast vid PyMol [79].
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3 Nidurstoour og umraeour
3.1 VPR,ac S172E og S172E/Q142K

Fyrr 1 pessum rannsOknum voru framleidd og rannsokud stokkbrigdin S172E og
S172E/Q142K i VPR, sem hluti 4.4rs rannsoknaverkefnis Sunnu Helgadottur arid 2003
[72]. 1 fyrstu var markmidid med stokkbreytingunni VPR S172E ad kanna hvort stodga
meetti kalsium bindiset Cal 1 proteininu med pvi ad auka rafneikvadni & svaedinu kringum
setid sem @tti sér stad samfara stokkbreytingunni, og kynni ad auka & styrk kalsium
bindingar i setid. AQUI innheldur einmitt Glu (E) 1 pessu seti og tilgatan fol pvi i sér ad
meiri hitapolni pess ensims, i samanburdi vio pad kuldaadlagada, kynni ad stafa af sterkari
kalsium bindingu i Ca-bindisetin. Seinni athuganir & modelbyggingum VPR og AQUI
bentu til pess ad hlidarkedja E172 visadi fra Ca-setinu, en myndadi liklega saltbra vid
hlidarhop K142. A grundvelli peirrar tilgatu ad 4 milli E172 og K142 veri saltbra var
radist i ad framleida stokkbrigdid VPR S172E/Q142K (sja nanari umfjollun i ritgerd Sunnu
[72]). Med tvofoldu stokkbreytingunni VPR S172E/Q142K var pvi @tlunin ad setja inn
saltbra i VPR sem er talid ad sé til stadar i AQUI (Mynd 16). Vert er ad taka fram ad pegar
tilgatan var sett fram arid 2003 14 ekki fyrir kristalbygging af VPR, en htn var birt arid
2005 [50]. Nidurstodur melinganna & VPR S172E syndu ad hvotunargeta (koK) laekkaodi
tvofalt midad vid villigerdina og var pessi lekkun hja k../K,, adallega vegna laeekkunar i
hvotunarhrada (kca). Einnig syndu nidurstodurnar fyrir tvofalda stokkbrigdid VPR
S172E/Q142K ad hvdtunargetan jokst aftur og vard svipud og hja VPR, [72]. Hins vegar
lagu ekki fyrir neinar nidurstédur um ahrif einfoldu stokkbreytingarinnar Q142K 4 VPR. |
1j6si pessara nidurstadna sem syndu ad minnkud virkni endurheimtist vid tvofoldu
stokkbreytinguna, var dhugavert ad kanna ahrif einfoldu stokkbreytingarinnar, Q142K, &
ensimid. Par sem rannséknarhdpurinn hefur undanfarin ar einkum verid ad mala og birta
greinar um stokkbreytingar sem framkvamdar hafa verid &4 C-enda stytta afbrigdinu VPR,
(sja kafla 1.2.1) pa var stokkbreytingin Q142K framkollud & VPR,c. Hreinsun og melingar
a virkni og stodugleika fyrir petta stokkbrigdi voru framkvamdar af pyskum skiptinema,
Sophie Tschirner, sem starfadi 4 rannsdknastofunni &4 pessum tima. Nidurstodur pessara

malinga komu mjog 4 6vart par sem hvétunargetan haekkadi umtalsvert. 1 1josi pess hversu
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mikid virknin jokst hja VPRac Q142K (Tafla 14) var akvedid ad gera styttur af VPR
S172E og VPR S172E/Q142K stokkbrigdunum (sja kafla 2.6) og akvarda eiginleika peirra
til samanburdar. Fengust pannig stokkbrigdin VPRyc S172E og VPR S172E/Q142K. Til
samanburdar var einnig framkollud stokkbreytingin K142Q 1 AQUI sem var pa &tlad ad
taka ut mogulega saltbrio 4 milli K142-E172 1 AQUI. Melingarnar & AQUlk 42 voru
framkvamdar af Sophie Tschirner.

Tafla 14. Hradafredilegir eiginleikar VPRyc og mismunandi stokkbrigda vid 25°C 1 100
mM Tris, 10 mM CaCl, og pH 8,6 og virknin mald med hvarfefninu sAAPF-pna .
Meligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim Km (MM) Keat (s Keat/Kem (MM ™s™)
VPRyc S172E 0,19 + 0,003 103,7%2,9 535+ 11
VPRyc S172E/Q142K 0,17 +0,01 54,7+3,5 320+ 16
VPRyc Q142K 0,157 + 0,014 147,0+ 7,7 945 + 51
VPRc 0,184 + 0,017 68,2 +9,9 371+ 26

Hradafredilegar melingar voru framkvaemdar 4 6llum pessum stokkbrigdum & VPR vid
25°C og bornar saman vid birtar nidurstodur hja VPRac [57]. Mesta breytingin i
hradafraedilegum eiginleikum var mald hja stokkbrigdinu VPRac Q142K par sem
hvotunargetan (kco/Kp) hekkadi 1 945 + 51 mM st ar 371 £ 26 mM s midad vid VPRAc
(Tafla 14). bessi mikla hakkun i hvotunargetu var adallega vegna hakkunar i
hvotunarhrada (keat) VPRAc Q142K eda i 147,0 £ 7,7 s sem er um tvofold hekkun midad
vid VPRAc sem hefur melst 68,2 + 9,9 st Einnig jokst sekni VPRyc Q142K 1 hvarfefnid
samanber leekkandi K, 1 0,157 £ 0,014 mM midad vid 0,184 + 0,017 mM hja VPR,c.

Hvotunargeta (kea/Kim) VPRAcS172E hakkadi einnig umtalsvert eda 1 535 £+ 11 mM's!
midad vid hja VPR,c. Pessi haekkun & hvotunargetu (ke./Ky) hja VPRac S172E var vegna
hakkunar i hvotunarhrada (kc,) sem meeldist 103,7 + 2,9 s'l, en ekki reyndist vera marktaek
breyting 4 K;;, hja VPRac S172E. Hvotunargeta (kc./Kn) tvofalda stokkbrigdisins VPR
S172E/Q142K leekkadi hins vegar midad vid VPRyc eda i 320 + 16 mM™'s™. bessi leekkun
a kea/Ky, stafar einkum af leekkun a k., hja VPRyc S172E/Q142K (Tafla 14). bessar miklu
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breytingar i hradafredilegum eiginleikum stokkbrigdanna, einkum 1 ki, par sem
umtalsverd hekkun 4 sér stad samfara hvorri stoku stokkbreytinganna, en laekkar sidan i

tvofalda stokkbrigdinu,voru mjog 6vaentar og skyringar liggja ekki fyrir & pessari hegdun.

Tafla 15. Hitastodugleiki VPRyc og mismunandi stokkbrigda. Tsg, var akvardad ut fra
Arrheniusar-grofum eftir ad hafa hitad proteinsynin vid dkvedin hitastig i 25 mM Tris, 100
mM NaCl, 15 mM CaCl, og 1 mM EDTA vid pH 8,95 og virknitapid melt med
hvarfefninu SAAPF-pna. Bredslumark ensimanna (T,) var melt med CD-malingum a
hindrudu ensimi 1 25 mM glysine buffer, 100 mM NaCl og 15 mM CacCl, vid pH 8,6.
Meligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim Tso% (°C) Tm (°C)
VPRac S172E 56,4+0,3 64,4+0,2
VPR,c S172E/Q142K 55,6 +0,2 61,2+0,3
VPRAc Q142K 56,3+0,3 64,6 £ 0,2
VPRac 56,4+0,1 65,1+0,2

Stodugleikameelingar (Tsoo, 0g Trm) & VPRAc Q142K 0g VPRAc S172E syndu litinn mun fréa
VPR,c. Stodugleikamalingar & VPRyc S172E/Q142K syndi lekkun badi maelt sem Tsgo
og Ty, Helsti markverdi munurinn vard a braedslumarki (T,,) S172E/Q142K sem laekkadi i
61,2+ 0,3 °C ar 65,1 £ 0,2 hja VPRxc. Tsoy, l&ekkadi einnig adeins, eda 155,6 + 0,2 °C hja
VPRac S172E/Q142K midad vid 56,4 = 0,1 °C hja VPR, (Tafla 15).

Tafla 16. Samanburdur & Michaelis-Menten hradafostum og hitastodugleika fyrir AQUI.
og stokkbrigdid K142Q. Maligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim Km (mM) kcat (5-1) kcat/Km (mM-ls-l) TSO% (OC)
AQUIk142q 1,37+0,17 64,572 47,6 +3,4 91,7+0,3
AQUI 1,41 +0,10 71,7 +5,8 48,2+ 2,0 91,4+0,3

Stokkbrigdid AQUlkisq syndi ekki marktekar breytingar i stodugleika midad vid
villigerdina. Einnig meeldist ekki marktak breyting 4 hvotunargetu (kc./Kn ) ensimsins en
badi K, og k.. leekkudu adeins sem leiddi til svipads gildis & kc./K, e0a 47,6 + 3,4 mM s
"' midad vid 48,2 + 2,0 mM™'s™ hja AQUI,, (Tafla 16).
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Mynd 16. brividdarlikan af VPR sem synir stadsetningu amindsyranna Q142 og S172. A)
Synir stadsetningu amindsyranna Q142 og S172 (gul) i VPR og einnig hvdtunarprenndina
(hvit) og kalsiumjonir (graar). B) Nermynd af stokkbreytisvaedinu i VPR sem synir
amindsyrunnar S172, Q142, D138 og R169 (gular) og saltbrinna 4 milli D138 og R169. C)
Neaermynd af stokkbreytisvaedinu i AQUI sem synir aminésyrurnar E172, K142, D138 og
R169 (gular) og saltbriinna 4 milli D138 og R169.
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Mynd 17. Skyringarmynd af S172E og Q142K stokkbreyti svadinu i VPR.
Skyringarmyndin er byggd 4 sameindarlikani af VPR og synir VPR eftir
stokkbreytingarnar S172E og Q142K. Myndin synir aminésyrurnar K142, E172. D138 og
R169 (gular) og hledsluna & peim. Hafa skal i huga pegar myndin er skodud ad & milli
D138 - R169 er saltbra i VPR,

ber nidurstodur sem hér hefur verid lyst eru mjog frabrugdnar peim sem fyrr hofou fengist
fyrir ahrif pessara stokkbreytinga & VPRy [72], en stokkbreytingarnar sem hér er fjallad
um voru framkvemdar & VPR,c , en munurinn & pessum tveimur formum af VPR er 15
aminosyru lengri C-endi 4 VPR, eins og fyrr var nefnt. Adur hefur verid framkvamd
sama stokkbreytingin i VPR, og VPR)c, par sem hladinni amindsyru var batt vid og
syndu nidurstodur ad sama stokkbreytingin hja VPR, og VPR,c hefur ekki endilega somu
ahrif 4 eiginleika pessara tvenna ensimanna [56]. Er pvi ekki algilt ad somu nidurstodur
komi fram hja somu stokkbreytingum i VPR, og VPRxc. Vid kunnum pé ekki skyringuna
4 pessum mikla mun sem kemur fram vegna stokkbreytinganna i pessum tveimur formum
af VPR.

Bx0i einfoldu stokkbrigdin hja VPRac, VPRac S172E og VPRac Q142K, syndu
umtalsverda haekkun i hvétunargetu & medan tvofalda stokkbrigdid, VPRac S172E/Q142K,
syndi litla breytingu (Tafla 14). Erfitt er ad skyra astedurnar fyrir pvi ad innsetning 4
mismunandi hledslum (jakvaeda eda neikvada) & pessu svaedi leidi til margfaldrar
aukningar 1 hvotunargetu ensimsins. Hluti af skyringunni kann p6 ad felast i pvi ad i
nalegd stokkbreytisvadisins 1 VPR er onnur saltbru milli D138 - R169 [50, 80] (Mynd
16B) sem gati haft ahrif 4 eiginleika pessara stokkbrigda. Hugsanlegt er ad stoku

hledslurnar 4 hlidarkedjum amindsyranna hja einfoldu stokkbrigdunum vixlverki vid pessa
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saltbrti. Saltbruin & milli D138-R169 virdist vera frekar vel vardveitt midad vid samanburd
4 amin6syrurddum skyldra proteina (sja Mynd 34 i Vidauki 2). Til ad atta sig betur a
umhverfi amindésyranna sem um redir pa var utbuin mynd, sem byggir 4 kristalbyggingu
VPR [50], sem synir mogulega byggingu stokkbrigdanna (Mynd 17). Sést & Mynd 17
hvernig hl6dnu aminésyrurnar liggja og hvada hledsla er 4 peim. Myndin synir vel hversu
nalegt amindsyrurnar eru hvorri annarri, pa sérstaklega K142 og D138, en ut fra likaninu
mealdist fjarlegdin 4 milli peirra 3,4-54 A (midad vid mismunandi snining
amindsyranna). Subtilisin BPN hefur innan-helix saltbrt 4 milli K136-D140 sem er
samsvarandi D138-K142 i AQUI og malist bilid & milli aminosyranna K136-D140 utfra
kristalbyggingu subtilisins BPN (PDB tikn: 1SUP) 2,8 A [81]. Mynd 17 synir einnig
hvernig hledslurnar radast sem leidir til pess ad mdguleiki myndast 4 vixlhrifum 4 milli
E172-R169 og K142-D138 sem gzti truflad myndun saltbraar & milli D138-R169. I VPR ¢
Q142K geti pvi myndast innan-helix (intra-helix) saltbru 4 milli K142 og D138 sem hefoi
slik ahrif. R6dun aminosyranna er lika i samraemi vid helix tviskauts (dipole) hluthledsluna
(D138 nar N-enda og K142 nar C-enda) 4 a-helixnum og einnig er fjarlegdin 4 milli
hledslnanna fjorar amindsyrur eda einn sniiningur 4 a-helixnum og eykur pad likurnar & ad
innan- helix saltbriin sé stodgandi [/4, 21] (Mynd 17).

Aukin hvotunargeta VPRac S172E og VPRac Q142K geeti stafad af pvi ad
stokkbreytingarnar hafa ahrif 4 saltbrina D138-R169 sem geti leitt til meiri stadbundins
sveigjanleika & pessum stad i ensiminu. Neaerliggjandi stoku hledslurnar 4 K142 og E172
gatu pannig leitt til pess ad “flokt” keemi a rof og myndun saltbriiarinnar sem leitt gaeti til
aukins sveigjanleika 4 svadinu, sem veri p6 ekki til stadar i tvofalda stokkbrigdinu par
sem hlodnu hoparnir vaeru bundnir i saltbra. b6 svo ad VPRac S172E og VPRyc Q142K
getu haft dhrif & D138-R169 saltbrinna pa virdist pad ekki hafa 4hrif 4 stodugleika
ensimsins (Tafla 15). Aukinn sveigjanleiki & svadinu vegna truflunar & myndun
saltbriarinnar D138-R169 er ekki til stadar 1 tvofalda stokkbrigdinu, VPRac
S172E/Q142K, og geti pad stafad af myndun langdreegrar saltbriar (yfir SA 4 milli
amindsyranna) & milli E172-K142. Ef pad myndast langdreg saltbra pa geti pad skyrt
minnkun i stodugleika VPRyc S172E/Q142K par sem langdragar saltbryr eru oft ekki
stodgandi fyrir protein byggingar [23, 25].

Upprunalega astedan fyrir pvi ad farid var i stokkbreytingarnar var ad setja inn i VPR
mogulega saltbru, E172-K142, sem vari sambarileg saltbru i AQUI og var stokkbrigdid
VPRxc S172E/Q142K pvi utbuid og eiginleikar pess dkvardadir. Myndist pessi saltbru i
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ensiminu er hins vegar 1jost ad hin hefur tiltdlulega litil ahrif 4 eiginleika ensimsins,
hvorki m.t.t. til hitastodugleika né hradafraedilegra eiginleika vid per adstedur sem vid
hofum melt pessa eiginleika. Hvotunargetan laekkar pé adeins, eda tr 371 mM™'s™ 1319,9
mM st en badi Tm og Tse, leekka einnig (Tafla 14 ogTafla 15). Einnig benda
nidurstddurnar & stokkbrigdinu AQUlk 42q, til pess ad stokkbreytingin K142Q sem tti ad
eyda pessari @tludu saltbra & milli K142-E172 hafi ekki mikil ahrif hitastodugleika

ensimsins (Tafla 16).

3.2 AQUI x4

Stokkbrigdid sem  verdur fjallad0 um hér er med  stokkbreytinguna
HI119A/R120S/R121G/A123S & aqualysin I (hér eftir nefnt AQUIx4). Er petta stokkbrigdi
vidbot (A123S) vid prefalt stokkbrigdi sem adur hafdi verid framleitt og greint m.t.t.
hradafredi og stodugleika [7/]. Bedi VPR og AQUI eru med P i stédu 122, en ad 60ru
leyti er amindsyrurodin 4 pessu svaedi frabrugdin (Mynd 18). Pessi stokkbreyting var
framkollud 4 AQUI til ad likja eftir amindsyrurédinni i VPR (Mynd 18). Med
stokkbrigdinu AQUIx4 var leitast vid ad likja eftir tilraunum sem hafa verid gerdar & VPR.
Kraftsvidsutreikningar (normal modes analysis) & VPR syndu ad stokkbreytisvaedid veri
med hreyfanlegustu svedunum i VPR. Framkvaemdar hafa verid allt fra prefaldri
stokkbreytingu uppi sexfalda stokkbreytingu hja VPR 4 svaedinu A116-S123 til ad likja
eftir amindsyrurddinni i AQUI. Pessar stokkbreytingar hofdu marktaek ahrif 4 hradafraedi
og stodugleika ensimsins. Hvotunargeta VPRx3 (A119H/S120R/G121R) lekkadi allt ad
pvi prefalt midad vid villigerdina en frekari stokkbreytingar alveg uppi VPRx6
endurheimtu virknina, VPRx6 for jafnvel uppyfir VPR, 1 hvétunargetu. Einnig laekkadi
badi Tr 0g Tsoy, hjd VPRX3 en lekkunin gekk til baka i stokkbreytingum VPRx4-VPRx6
[70] (M. M. Kristjansson, obirtar nidurstoour). Tveaer af astedunum fyrir pvi ad petta svedi
var valio til stokkbreytinga i VPR voru nidurstédur ofangreindra kraftssvidsutreikninga
sem bentu til pess ad petta vaeri med hreyfanlegustu svedunum i ensiminu og ad
amindsyrurddin 4 pessu svaedi vaeri mjog olik 4 milli VPR, AQUI og annarra skyldra
hitapolinna ensima, sem tdkna matti sem -NHX(R/K)P- (Mynd 18). Stokkbreytingin er
stadsett 1 lykkju sem liggur tr helix C (nimerun skilgreind i Mynd 9) i beta-strending sem

tengist med annarri lykkju i helix D (Mynd 19). Einnig er petta svadi i namunda vid
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hvarfefnabindisetid og pvi gaeti stokkbreyting a4 pessu svaedi haft ahrif & hradafraedilega
eiginleika pessara ensima.

Fjorfalda stokkbreytingin & AQUI fellir t prjar jakvaedar hledslur (H119, R120 og R121) &
yfirbordi proteinsins en aukin fjoldi hladinna amindsyra a yfirbordi proteina er oft tengdur
vi0 hitastigadlogun ad hearri hita [/4, 16]. Hatt hlutfall arginins (R) hefur sértaklega verid
nefnt 1 tengslum vid adlogun proteina ad herri hitastigum [9, /7] og er AQUI med tvaer
arginin (R120 og R121) 4 pessu svaedi sem med stokkbreytingunni var skipt ut. Eins og
sést pegar amindsyrusamrodun serin-proteinasa er skodud pa eru hladnar aminodsyrur
algengar 1 ensimum skyldum AQUI & pessu svadi (Mynd 18 og Mynd 34 i Vidauki 2).
Utfra samroduninni ma einnig sja ad rodin ASGPS er vel vardveitt innan Vibrio-skyldra
ensima (Mynd 18 og Mynd 34 i Vidauki 2).

Akvedid var ad stokkbreyta a pessu svadi i AQUI (badi prefalda og fjorfalda
stokkbreytingin) til ad sja hvort ad pad hefdi eins mikil ahrif og stokkbreytingarnar i VPR.
brefalda stokkbreytingin & AQUI hafdi ekki marktaek ahrif & hvorki stodugleika né virkni
[71] og verdur hér & eftir fjallad um ahrif fjorfalda stokkbrigdisins.

100 110 120 130 140

S 1 1
D.geothemalis DGEEGTHNSGWI AGUNWAUSNE{SG F'P:UANMS LGGGWEDALDDA
V.alginolylicus SGESGSETSGVI AGVDWVAAN:&SGPS:VF&NMS LGGGOASYWALDSA

VPR SESETTSGVISEVDWVACNASGPSVANMSLGGGOSTALDSA
V.cholerae DGSGSTEAIARG | DWVAONASGPSWVANLSLGGE | SOAMDOA
5 aurantiaca GGSGTYEGVVAGVDWVTANHVKPAVANMELGGSASDALDOA
Themus+T41A NGSGSNSSVIAGLDWYTONHVKPAV INMSLGGGEASTALDTA
Tradiovichis AGSGANSGV I AGVDWYTYNHRKPAVANMSLGGAASRALDDA
AQLy NGSGSTSGW I AGYDWYTRNHRRP AVANMSLGGGWSTALDNA
Sclawligens  QGSGTNAGY | AGVDWYTANARKP AVANMSLGGGANATLDNA
Muber SGSGSNSGW I AGYDWYRONARRPAVANMSLGGGWSSALDTA

Mynd 18. Samrédun amindsyrurada skyldra serin-préteinasa. Samanburdarensimin eru ur
eftirfarandi lifverum: 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 tT41A (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).
Tolusetningin & vid AQUI. Raudikassinn synir amindsyrurnar sem fjallad er um i
kaflanum.
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Mynd 19. Sameindalikan af AQUI sem synir stadsetningu aminosyranna sem stokkbreytt
var 1 AQUIx4 stokkbrigdinu. A) Myndin synir ,framan®“ & proteinid hvar og hvernig
stokkbreyttu amindésyrurnar  liggja (His119/Argl120/Argl21/Alal23) (gular),
hvétunarprenndina (hvitar) og tvaer kalsium jonir (graar). B) synir pad sama og mynd A
nema ,,aftan* & préteinio.
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Framkvemd stokkbreytingarinnar og tjdningin 4 AQUIx4 gekk vel. Hreinsunin 4 AQUIx4
gekk agetlega nema ad pvi leyti ad i katjonasalu keyrslunni i hreinsunarferlinu pa hefoi
verid @skilegt ad adlaga pH buffersins ad breyttum hledslueiginleikum proteinsins samfara
stokkbreytingunni. Notad var pH 6 en vid pad syrustig tapadist toluvert af proteininu pvi
ad pad festist ekki nogu vel vid stluna (Mynd 30 i Vidauki 1 og kafli 2.9.1). Hefoi verid
betra ad keyra katjonasuluna 4 buffer med pH 5,6 eins og fyrir prefalda stokkbrigdid [7/]

til ad fa AQUIx4 nidur af sulunni & svipudum stad og villigerdina.

Tafla 17. Hitastoougleiki AQUI, og stokkbrigdisins AQUIx4. Tsg, var dkvardad ut fra
Arrheniusar-grofum eftir ad hafa hitad proteinsynin vid dkvedin hitastig i 25 mM Tris, 100
mM NaCl, 1 mM CaCl, og pH 8,95 og virknitapid melt med hvarfefninu sSAAPF-pna. E,
fyrir AQUI: og AQUlpess reiknad ut fra Arrheniusargrofum. Meligildin eru synd sem
medaltal + S.E.

Ensim Tso% (°C) E, (k) mél™)
AQUI x 4 90,0 + 0,2 206,3 + 15,4
AQUI,. 91,4+0,3 263,6 +11,0

Nidurstodurnar 4 hitastodugleika maelingum AQUIx4 syna um 1 °C laekkun & Tsgy midad

vid villigerdina [28] (Tafla 17 og Mynd 20). Ekki var melt braedslumark (T,,,) AQUIx4.
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11 + AQUIx4

2 - B wt

In (k) [s]

6 -
2,7 2,71 2,72 2,73 2,74 2,75 2,76 2,77 2,78
1000/T

Mynd 20. Samanburdur & Arrheniusargrofum AQUIx4 og AQUI:. AQUIx4 (blar
prihyrningur) og AQUI, (raudur kassi). Virknitap ensimanna var melt 1 25 mM Tris, 1
mM CaCl,, 100 mM NaCl og pH 8,95 med hvarfefninu sAAPF-pna. Synin voru mald vid
88-96 °C med reglulegu millibili.

Tafla 18. Hradafredilegir eiginleikar AQUI,, og stokkbrigdisins AQUIx4 vid 40°C 1 100
mM Tris, 10 mM CaCl, og pH 9,1 og virknin meld med hvarfefninu sAAPF-pna.
Meligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim Km (MmM) Kcat (5_1) Keat/Km (mM_ls-l)
AQUI x 4 1,15+ 0,06 71,4+2,5 62,5+2,9
AQUI ¢ 1,41 +£0,10 71,7 +£5,8 48,2 £ 2,0

Hradafredimalingar voru framkvemdar vid 40°C fyrir AQUIx4 og nidurstéour bornar
saman vid samsvarandi gildi villigerdina [28]. Haekkadi hvotunargeta (kea/Kin)
stokkbrigdisins 1 62,5 + 2.9 mM st ar 482 +2,0 mM s, Er pessi haekkun 1 hvotunargetu
a0 mestu leyti vegna aukinnar saekni AQUIx4 i hvarfefnid metid utfra lekkun K,, gagnvart
pessu hvarfefni vid pessar adstedur. K, hja AQUIx4 meldist 1,15 + 0,06 mM og til
viomidunnar var K,, hja villigerdinni 1,41 £ 0,10 mM. Hvotunarhradi AQUIx4 hélst
svipadur og hja villigerdinni eda 71,4 + 2,5 s (Tafla 18).

Nidurstodur melinga 4 AQUIx4 syndu ekki mikinn mun fra AQUI,,, hitastoougleikinn
leekkadi rétt um 1°C og hvotunargetan hakkadi litillega. En af hverju skyldu
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stokkbreytingar & pessu svaedi i VPR koma fram i breyttum edliseiginleikum, t.d. hja
prefalda stokkbrigdinu af VPR [70], en ekki hja AQUI? Kannski vegna stifari
heildarbyggingar hja AQUI midad vid VPR. Kuldaadlagada ensimid VPR virdist vera
vidkvemara fyrir breytingum en hid hitaadlagada AQUI, 611 stokkbrigdin hja VPR syndu
breytingu & edliseiginleikum ensimsins 4 medan pad var litill sem enginn munur a
stokkbrigdunum hja AQUIL Ut fr4 peim nidurstodum sem fengist hafa fyrir tvo stokkbrigdi
af AQUI, AQUIx3 og AQUIx4, er erfitt ad spa fyrir um hvada ahrif pessar stokkbreytingar
hafa 4 byggingu ensimsins. Med pessari fjorfoldu stokkbreytingu var verid ad skipta Ut
premur jakvaedum hledslum & svedi sem er i nAmunda vid hvarfefnabindisvadio og setja i
stadinn Ohladnar og minni aminésyrur sem geti hugsanlega aukid stadbundinn
hreyfanleika 4 pessu svadi. Einnig gaeti pessi minnkun 4 yfirbordshledslu 4 proteininu leitt
til lekkunar 1 pKa proteinsins. bratt fyrir pessar tiltdlulega miklu breytingar a

amindsyrurdd ensimsins pa saust ekki miklar breytingar, hvorki i virkni né stoougleika.

3.3 AQUI D98S

Stokkbreytingunni D98S 4 AQUI var @tlad ad brjota upp hugsanlega saltbru & milli D98
og R95, saltbru sem er til stadar i AQUI en ekki i VPR. Einnig er pessi stadsetning
ahugaverd 1 byggingu pessara proteina, par sem a sama svaedi i VPR er kalsiumbindiset
Ca2 sem ekki er til stadar i AQUI (sja kafla 1.2.3), hugsanlegt vaeri pvi ad saltbru 4 milli
D98-R95 st6dgi petta svaedi i AQUL [ AQUI er D i stodu 98 og einnig i hitakaera ensiminu
thermitasa (TRM) (PDB takn 1THM) (D105 i TRM), en i kuldakara ensiminu VPR er S98
i somu stodu. Amindsyra med jakvada hledslu (R/K) 1 stoou 94 midad vid rod subtilisin
BPN" (samsvarandi R95 i AQUI) er mjog vel vardveitt i subtilasa-fjolskyldunni [47, 81]. 1
VPR er saltbru 4 milli R95-D56 og einnig i TRM (R102- D57) [50, 80, 81] sem samsvarar
R95 og D57 i AQUI (Mynd 21). Midad vid bpar upplysingar og samanburd a
prividdarmédelum pa settum vid fram pa tilgatu ad pad geeti verid til stadar prefold-saltbra
4 milli hlidarhépa D98-R95-D58 i AQUI. Arid 2011 var birt rannsokn par sem notast var
vid tolvultreikninga (molecular dynamics simulations) til ad bera saman hreyfanleika
bygginga TRM, PRK og VPR [80]. Samkvemt nidurstodum pessarar rannsOknar pa er
TRM med saltbru &4 milli D57-R102 og liklega einnig & milli D105-R102 sem samsvaradi
vel D98-R95-D58 saltbriarkerfinu i AQUI og stydur pessi nidurstada tilgatu okkar um
prefoldu-saltbrunna i AQUI [80)].
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Mynd 21. Samanburdur 4 svadinu i kringum stokkbreytisetid D98S fyrir AQUI, VPR og
TRM. A) Model mynd af AQUI [52] sem synir vetnistengja myndun D98 vid amindsyrur
100-102 og mogulega saltbra 4 milli R95 og D58. B) Mddel mynd af VPR (PDB nr. 1SH7)
sem synir vetnistengja myndun S98 vid aminésyrur 100-102, saltbra 4 milli R95 og D56
og kalsium (gratt) bundio i bindiset Ca2. C) Moédel mynd af TRM (PDB nr. I THM) ) sem
synir vetnistengja myndun D105 vid amindsyrur 107-109, saltbra & milli R102 og D57 og
kalsium (gratt) bundid i bindiset Ca2 .

Vid nanari skodun & prividdarmoédeli af kristalbyggingu AQUI [52] kom 1 1jos ad D98
tengist aminosyrum 100-102 med vetnistengjum (Mynd 21 ogMynd 22).
Vetnistengjakerfio er & milli megin- og hlidarkedju D98 sem tengist vid N100
(meginkedja), G101 (meginkedja) og S102 (megin- og hlidarkedja), alls sex vetnistengi
(Mynd 22B). Vid stokkbreytinguna D98 yfir 1 S98 1 AQUI fekkar vetnistengjunum liklega
i prju vetnistengi vid aminosyrurnar G101 og S102 (Mynd 22C). Pessi alyktun er p6 ekki
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byggd a kristalbyggingu af AQUIpygs heldur byggt a likani af AQUI [52] par sem S hafoi
verid sett inn 1 stodu 98. Eins og sést 4 Mynd 21B af VPR b4 er einnig vetnistengjakerfi 4
pessu sama svaedi med S98 og samkvamt prividdarbyggingu préteinsins eru i raun fleiri
vetnistengi til stadar heldur en hja AQUI,, eda atta talsins. Annar munur & amindsyrurdod
VPR og AQUI a pessu svadi er ad hja VPR er amindsyran S100 og AQUI hefur N100 og
pvi er ekki hagt ad dxtla ad pad myndist sami fjoldi vetnistengja hja AQUlIpogs 0og VPR
(Mynd 34). Aminésyrur 100-102 eru hluti af hvarfefnisbindiseti pessara ensima (Mynd 8)
og pvi getur stokkbreyting & pessu svadi haft ahrif & hvotunargetu ensimsins. Einnig eru
aminésyrur G101, S102 og G103 (nimerun midud vid AQUI) mjog vel vardveittar i
subtilisinum [47] (Mynd 34). Vid teljum pvi ad stokkbreytingin fra D98S fakki ad 6llum
likindum fjélda vetnistengja 4 pessu svadi og/eda brjoti upp saltbrina D98-R95. Arid 1993
var birt grein sem lysti stokkbreytitilraun 4 pessu sama svadi i ensiminu subtilisin E og var
pa stokkbreytt D97G sem samsvarar seti 98 i AQUI. bessi stokkbreyting leiddi til
tvofoldunar k../K,, midad vid villigerdina, en pessi breyting vard adallega vegna laekkunar
a K, [82]. Stokkbreytingin D yfir i S 1 stodu 98 i AQUI var pvi dhugaverd i tvennu tilliti:
hin hefdi ventanlega i for med sér utfellingu 4 saltbri, sem kynni ad hafa dhrif a
hitastodugleika AQUI og einnig varpadi hun & pad ljosi hvernig og hvort faekkun
vetnistengja, vid aminosyrur sem eru hluti af hvarfefnisbindisetinu, hefdu ahrif &

hvotunargetuna.

Stokkbreyting og tjaning & AQUIpogs gekk dgaetlega. Hreinsunin & AQUlpogs gekk vel og
ekki purfti ad stilla pH sérstaklega fyrir keyrslu & katjonasulu en prétein-toppurinn kom

seinna i gegnum suluna midad vid villigerdina (Mynd 31 1 Vidauki 1 og sja kafla 2.9.1).
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Mynd 22. A) Sameindalikan af AQUI [52] sem synir stadsetningu D98, D58 og R95,
hvotunarprenndina og tver kalsium jonir. B) Nermynd af svaedinu sem synir hvernig D98
myndar vetnistengi i amindsyrur 100-102 og mdgulega saltbra 4 milli D58 og R9S5. Einnig
ma sja brennisteinsbrinna Cys67-Cys99. C) Skyringarmynd sem byggd er a
sameindarlikani AQUI og synir Ser i stodu 98. Einnig sést hvernig vetnistengjum faekkar
vid stokkbreytinguna.
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Tafla 19. Hitastodugleiki AQUI,, og stokkbrigdisins AQUlIpogs. Tsge, var dkvardad utfra
Arrheniusar-grofum eftir ad hafa hitad proteinsynin vid akvedin hitastig i 25 mM Tris, 100
mM NaCl, I mM CacCl, og pH 8,95 og virknitapid melt med hvarfefninu sAAPF-pna.
Bradslumark ensimanna (Ty,) var ma&lt med CD-malingum 4 hindrudu ensimi i 25 mM
glysin buffer, 1 mM EDTA vid pH 8,6. Maligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim T50% (OC) Tm (OC)
AQUlpogs 90,8 £0,2 67,1+0,1
AQUlyt 91,4+0,3 66,2 £ 0,04

Nidurstodur melinga & hitastoougleika syna ad pad var ekki marktek breyting &
hitastodugleika stokkbrigdisins midad vid villigerdina (Tafla 19) [28]. Slikt bendir til ad
moguleg saltbri og vetnistengi sem verid var ad fella it med stokkbreytingunni hefoi litil

ahrif 4 hitastodugleika proteinsins.

Tafla 20. Hradafraedilegir eiginleikar AQUI,, og stokkbrigdisins AQUIpggs vid 40°C 1 100
mM Tris, 10 mM CaCl, og pH 9,1 og virknin ma&ld med hvarfefninu sAAPF-pna.
Meligildin eru synd sem medaltal + S.E.

Ensim Km (mM) kcat (5_1) kcat/Km (mM_ls_l)
AQUIpgss 0,93+0,03 131,5+6,7 141,41+ 4,6
AQUI 1,41+0,1 71,7 +5,8 48,2 +2,0

Framkvemdar voru hradafredilegar melingar vid 40°C fyrir AQUlpogs og voru
nidurstédur meelinga bornar saman vid somu malingar fyrir villigerdarensimid [28]. Syndi
AQUlpygs mikla haekkun & hvotunargetu (kq./Ky) €da nanast prefalda aukningu midad vid
villigerdina fra 48,2 + 2,0 mM™'s™ { 141,4 + 4,6 mM's™. Sakni ensimsins i hvarfefnid vid
stokkbreytinguna jokst samkvamt laekkandi K,,. Lekkadi K, um nanast pridjung midad
vid villigerdina eda fra 1,41 = 0,1 mM 1 0,93 + 0,03 mM. Hvotunarhradinn (ke.) haekkadi
néanast tvofalt eda fra 71,7 5,8 s i 131,5+ 6,7 s vid stokkbreytinguna (Tafla 20).

Vegna pess hve mikill munur var &4 hradafredilegum eiginleikum stokkbrigdisins og
villigerdarinnar var akvedid ad akvarda Michaelis-Menten hradafredilega eiginleika vid

mismunandi hitastig, 25°C-55°C til ad kanna betur ahrif stokkbreytingarinnar (Tafla 21).
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Tafla 21. Hradafraedilegir eiginleikar AQUI,; og stokkbrigdisins AQUlpess
mismunandi hitastig, fra 25°C til 55°C. Melingarnar voru gerdar i 100 mM Tris, 10 mM
CaCl, og var pH bufferins stillt midad vid hvert hitastig (sja kafla 2.12). Notast var vid
hvarfefnid sAAPF-pna vi0 6ll hitastig. Maligildin eru synd sem medaltal + S.E.

vio

Ensim Hitastig (°C) Km (mM) Keat (s Keat/Km (MM™s™)
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
AQUlpogss 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
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
AQUlt 40 1,41+0,1 71,7 +5,8 48,2 +2,0
50 1,28 + 0,07 94,3+5,9 740+2,5
55 1,22 +0,11 115,1+7,3 94,5+2,7
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Mynd 23. Ahrif hitastigs 4 hvotunarhrada (kea) AQUlIy: og AQUlposs. Keat (s'l) fyrir
mismundi hitastig (25 °C til 55°C) fyrir badi stokkbrigdi (blatt) og villigerd (rautt). Er
einnig synt fravik vid hvern punkt (Tafla 21). Synir grafid 6ryggismork fyrir maelingarnar
vi0 hvert hitastig med S.E.
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Mynd 24. Ahrif hitastigs 4 hvotunargetu (kea/Kin) fyrir AQUI: og AQUlposs. keat/ Ky (mM-
"5 vid mismunandi hitastig (fra 25 °C til 55°C) fyrir badi stokkbrigdi (blatt) og villigerd
(rautt). Er einnig synt fravik vid hvern punkt (Tafla 21). Synir grafid oryggismork fyrir
melingarnar vid hvert hitastig med S.E..
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Mynd 25. Arrheniusar graf fyrir kg vi0 mismunandi hitastig fyrir villigerd (rautt) og
stokkbrigdid (blatt). (Jafna bestu linu er synd i litudu késsunum).

Nidurstodurnar 4 hradafredi (Tafla 21) vid mismunandi hitastig syndu ad Ky
stokkbrigdisins var leegra heldur en hja ostokkbreytta ensiminu vid pau hitastig sem meelt
var vi0. Einnig var k., heerra 1 6llum tilfellum fyrir AQUIpogs (Mynd 23). Sést munurinn a
hvotunargetu AQUIpogs og AQUI, vel pegar Mynd 24 er skodud, en ekki var mogulegt ad
mala vid heerra hitastig vegna hitanamni Tris buffersins. Haekkadi hvotunargetan (kea/Kin)
hja AQUIy fra 27,0 mM™'s™ vid 25°C uppi 94,5 vid 55°C en AQUIposs for fra 52,0 mM™'s”
1vi§ 25°C uppi 237,2 mM s vid 55°C. Haekkun { keat/Km hja AQUIpogs med hitastigi var
meira en tvofold midad vid AQUI,, og var munurinn meiri eftir pvi sem melt var vid
haerra hitastig. Var pessi mikla haekkun & k./K,, ad miklu leyti vegna umtalsverdar
hakkunar 1 ke,e (Mynd 23), en k¢, meeldist tvisvar til prisvar sinnum haerri fyrir AQUlpogs 1
samanburdi vid AQUI,, vid 61l hitastigin (Tafla 21). Til ad kanna hvort ad greina matti
mun 1 virkjunarorku ensimhvarfsins vegna stokkbreytingarinnar var sett upp Arrheniusar
graf af ke vid mismunandi hitastig (Mynd 25). Ut fra pessu grafi (Mynd 25) var
virkjunarorkan akvoroud 56,3 kJ/mol fyrir AQUIpogs og 48,3 kJ/mol fyrir AQUl,.

Nidurstodur pessara melinga syna ad med pessari einfoldu stokkbreytingu, DIS8S, i
hitakera ensiminu AQUI pa jokst hvOtunargeta ensimsins umtalsvert midad vid
villigerdina, en p6 ekki & kostnad stodugleikans. Ekki er haegt ad fullyrda um ad svo stoddu
hvad valdi pessari aukningu i hvotunargetu ensimsins af voldum stokkbreytingarinnar.

Hvort &staedan er fakkun vetnistengja eda utfelling saltbriarinnar, er ekki haegt ad fullyrda
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um 4 grundvelli fyrirliggjandi gagna. Til ad rannsaka pessa petti frekar stendur fyrir dyrum
ad gera sameindahreyfihermunar télvuutreikninga (molecular dynamics simulations) badi
fyrir AQUI: og AQUlpess af dr. Elenu Papaleo og félogum vid Haskolann i Milano, sem
eru samstarfsadilar i verkefninu. Metti par greina mogulegar breytingar i hreyfanleika a
pessu svaedi og/eda hvort meint saltbru er til stadar eda er rofin af voldum
stokkbreytingarinnar. Einnig vaeri dhugavert ad gera frekari tilraunir til ad kanna hvort pad
s¢ munur 4 sérteekni fyrir mismunandi hvarfefni 4 milli AQUI: og AQUlIposs, en ut fra pvi
er hagt ad spa fyrir um breytingu 1 hvarfstod ensimsins vid stokkbreytinguna. Askilegt
veeri einnig ad framkvama rontgen kristalgreiningu (X-ray crystallography) 4 AQUlposs,
pannig ad hagt vaeri ad meta hvada ahrif stokkbreytingin hefur a byggingu proteinsins, en

pad er dyrt og frekar kostnadarsamt verkefni.

3.4 AQUI R47E

Stokkbreytingin R47E & AQUI var gerd 4 svaedi par sem hatt hlutfall er af hl6onum
aminosyrum & yfirbordi préteinsins og einnig vixlverkar petta svaedi vio lykkju sem er
tveimur aminosyrum lengri (TS210-211) i AQUI heldur en i VPR. (Mynd 27 ogMynd 28).
Var markmidid med stokkbreytingunni R47E ad taka ut mogulega saltbra i AQUI sem
veeri milli R47 og D212 en sidar kom pad i 1j6s ad aminosyran R43 er liklegri til ad mynda
saltbrti vid D212. Voru framkalladar og stadfestar fimm stokkbreytingar a4 pessu svadi,
stokkbreytingar 4 amindsyrunum R43, R47, T210, S211 og D212. Fyrst var reynt ad fella
ut innskotid TS210-211 sem er til stadar i AQUI en ekki i VPR (Mynd 26 ogMynd 28)
med stokkbreytingunni ATS210-211 & AQUI og einnig ad taka burt hledslu og mogulega
saltbri med stokkbreytingunni AD212. Tékust pessar stokkbreytingar 1 badum tilfellum, en
ekki fékkst po virkt protein pratt fyrir itrekadar tjaningar- og rektunartilraunir. Einnig voru
gerdar stokkbreytingarnar D212N og R43N til ad taka ut mogulega saltbra & milli D212 og
R43 i AQUI (Mynd 27C). Astadan fyrir pvi ad akvedid var ad stokkbreyta i aminésyruna
N var samanburdur & AQUI vid skyld protein (Mynd 26 og Mynd 34 i Vidauki 2) sem
syndi ad N var nast algengasta amindsyran a eftir D og R 1 setum 212 og 43. M4 sj4 utfra
samanburdi 4 amindsyrur6d skyldra proteina ad pegar D212 er til stadar pa er langoftast
einnig R43 1 proteininu (Mynd 26 og Mynd 34 1 Vidauki 2). Var stokkbreytingin 4 D212N
og R43N 4 AQUI stadfest og fengust virk ensim i badum tilfellum en ekki gafst timi i

pessu verkefni til ad dkvarda eiginleika hvorugs pessara stokkbrigda. Stokkbreytingin sem
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verdur fjallad um hér er R47E og var dkvedid ad stokkbreyta i E til ad likja eftir
amindsyrur6d VPR. Pessi stokkbreyting skiptir jakvaett h16dnum hop ut fyrir neikvadan og
var ahugavert ad sja hvada ahrif pad hefdi 4 proteinid par sem pad er mikid af hledslum a

pessu svaedi 4 yfirbordi AQUI (Mynd 27B).

3|1 ' 4;‘ ' 5;' ' Eﬂ 1?9 ' EEH ' Ilnl ? ' 2?9
Sematia SEVTAFVIDTEGVILINTHNEFGGRASSEGYDF ID .. APGSSITSSWYTSNSATNTISGTEMASPHVA
V.eholemas SGVTAYVIDTGIAF NHPEFGGRAKSGYDF ID w APGSDVTSASHKG- -BGTTTMSGTSMASPHVA
AQLIF REVHVYVIDTGIR[TTHREFGGRARVEGYDALG .. APGAS IPSAWY(TSDTATOTLHNGTEMATPHVA
A.mirum N-WTAY I IDTGIRTTHSTFGGRASWGANTID .. APGEG I TSSWNTNDTATNTISGTSMASPHVA
Steplomjces EGWTAYI IDTEVR[I THEEFGTRASYSGYDAID . APGSS I TSSWE[TGDTATNTISGTSMATPHYY
Alteomenas TGWTAYWVIDTGVR|I SHHNEFGNRASHGYDFVD . APGSS I TSAWYNSDTSTHNTISGTSMAAPHVA
D.desert SEVEKAY I IDTGIN[TGH|ITHNFGGRAVWETHTTG .. APGSDITSTWIBSTTATHNTISGTSMASPHAA
VPR FGVTAYVIDTGVINNNHEEFGGREVIEGYDF VD .. AFGEQ IKSAWYDG - -GYKTISGTEMATPFHVA
Valginolpes TEWTAYVIDTGVNMNAHMEFGERSVSGYDFVD . APGSO I KSAWYDG - - BYKTISGTSMATPHVA
FProteinase_K QG'SC'«""r"U’IDTGIQAEHPEFEGR&QHVHTYY? e BPEGTESILSTWIGG - -STREISGTEMATPHVA

Mynd 26. Samrédun amindsyrurada skyldra serin-préteinasa. Samanburdarensimin eru ur
eftirfarandi lifverum: Serratia sp. (Serratia), Vibrio cholerae (V.cholerea), Thermus
aquaticus YT-1 (AQUI), Actinosynnema mirum st. 101 (A.mirum), Streptomyces sp. Mgl
(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). Raudu kassarnir syna stokkbreytisveedin. Tolusetningin & vio AQUI.

Gekk stokkbreytingin & R47E og tjaning agetlega. Hreinsun gekk vel og var pH-id fyrir
katjonastlu keyrsluna stillt & pH 5,6 til ad taka tillit til breyttar hledslu & stokkbrigdinu
(Mynd 32 i Vidauki 1 og kafla 2.9.1).
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Mynd 27. Prividdarlikan af AQUI sem synir stadsetningu amindsyrunnar R47. A) Synir
stadsetningu amindsyrunnar R47 (gul) i AQUI og einnig hvotunarprenndina (hvit) og
kalsiumjonir (graar). B) Myndin synir hladnar aminésyrur (graar) i nalegd vid R47 (gul).
C) Myndin synir R47 (gul) og mogulega saltbrii & milli R43 og D212 (graar).
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Mynd 28. Samanburdur & byggingu AQUI og VPR med dherslu &4 aminosyrur 210-211. A)
Synir samanburd & AQUI (rautt) og VPR (blatt), sést hvotunarprenndin (hvit), kalsiumjonir
(graar) og aminosyrurnar TS210-211 (graenar) i AQUI. B) Steekkun 4 mynd A til ad syna
betur hvernig lykkjan i AQUI (rautt) er sterri enn i VPR (blatt) og amindsyrurnar TS210-
211 (grenar) 1 AQUIL

Tafla 22. Hitastoougleiki AQUI,, og stokkbrigdisins AQUIr47e. Tsoo, var akvardad ut fra
Arrheniusar-grofum eftir ad hafa hitad proteinsynin vid dkvedin hitastig 1 25 mM Tris, 100
mM NaCl, 1 mM CaCl2 og pH 8,95 og virknitapid mealt med hvarfefninu sAAPF-pna. E,
fyrir AQUI: og AQUIRr47e reiknad Ut fra Arrheniusargrofum. Meligildin eru synd sem
medaltal = S.E.

Ensim Tsos (°C) Ea (k) mol™)
AQUIra7e 92,2+0,2 288,2 + 35,0
AQUI\t 91,4+0,3 263,6 + 11,0

Gerdar voru stodugleikamelingar fyrir AQUIgr47g 0g voru nidurstéour bornar saman vid
nidurstddur fyrir villigerdina [28]. Stokkbrigdid maldist med adeins haerri hitastodugleika
(Ts09) heldur en villigerdin eda 92,2 + 0,2 °C fyrir AQUlIRr47g 1 stad 91,4 + 0,3 fyrir AQUI,
(Tafla 22).
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Tafla 23. Hradafredilegir eiginleikar AQUI,,; og stokkbrigdisins AQUIr47g vid 40°C 1 100
mM Tris, 10 mM CaCl, og pH 9,06 og virknin meld med hvarfefninu sAAPF-pna.
Meligildin eru synd sem medaltal + S.E.

EnSim Km (mM) kcat (5_1) kcat/Km (mM_ls_l)
AQUlRra7e 1,13+0,06 84,3+3,1 75,1+2,3
AQUl 1,41+0,1 71,7+5,8 48,2 +2,0

Framkvemdar voru hradafredilegar melingar vid 40°C fyrir AQUlgr47e 0g voru
nidurstodurnar bornar saman vid villigerdina [28]. Hvotunargeta (kco/Kn) AQUlraze
haekkadi i 75,1 + 2,3 mM's™! midad vid 48,2 + 2,0 mM's™ hja villigerdinni. Var pessi
haekkun badi vegna bpess ad K, fyrir hvarfetnid lekkadi og jafnframt jokst
hvotunarhradinn (Tafla 23).

Syna pessar breytingar 4 hradafredilegum eiginleikum ensimsins vid stokkbreytinguna
R47E ad breytingar a pessu svaedi hafa dhrif & hvotunargetu AQUI og pvi verdur frodlegt
ad sja nidurstodur melinganna fyrir stokkbrigdin D212N og R43N sem ekki nadist ad
greina i pessu verkefni. P svo ad pad sé oliklegt ad stokkbreytingin R47E felli ut saltbrt
vid D212 pa er pessi umskipting & hledslum 4 svaedi med morgum hledslum & yfirbordi
proteinsins dhugaverd. Vegna pess hvad mikid er af hl6dnum amin6syrum & pessu svaedi i
kringum R47 pa geeti pad verid dhugavert sem framhaldsverkefni ad faekka hledslum a
pessu svadi, svipad og var gert med stokkbreytingunum D212N og R43N sem 4 eftir ad
mela ahrifin af. Einnig virdist petta svaedi vera tiltdlulega vidkvemt fyrir breytingum par

sem tvo stokkbrigdi, ATS210-211 og AD212, myndudu aldrei virkt protein.
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4 Lokaord

betta meistaraverkefni er hluti af steerra rannsoknarverkefni sem hefur verid i gangi i morg
ar par sem byggingarlegar forsendur hitastigsadlogunar hafa verid kannadar.
Meginviofangsefni pessara rannsokna eru subtilisin-likir serin proteinasar fra kuldakeeru
bakteriunni Vibrio-tegund PA-44 (VPR), annars vegar og hitakaerri bakteriu, Thermus
aquaticus YT-1 (AQUI), hins vegar. Til ad svara spurningum um hitastigsadlogun peirra er
beitt markvissum stokkbreytingum.

[ pessu verkefni voru &hrif saltbria konnud 4 badi hitastodugleika og hradafradilega
eiginleika AQUI og VPR. Vid innsetningu stakrar stokkbreytingar (Q142K) i VPR var
framkallad stokkbrigdi, VPRac Q142K, sem syndi mestu hvotunargetu sem adur hefur sést
hja hinum ymsu stokkbrigdum 4 VPR, sem er u.p.b. 2,5 sinnum harri en fyrir villigerdina.
Einnig syndi einfalda stokkbrigdid VPRacS172E umtalsverda hakkun i hvotunargetu.
Tvofalda stokkbreytingin S172E/Q142K i VPRac, sem vantanlega hafoi i for med sér
myndun saltbraar & milli E172 og K142 leiddi hins vegar til lekkunar i hvitunargetu
midad vid villigerdina. Saltbrain virtist pé ekki auka stodugleika ensimsins. Einnig
reyndist stokkbreyting 4 AQUI par sem saltbrain var felld ut med gagnstedri
stokkbreytingu (K142Q) ekki hafa mikla breytingu i for med sér & eiginleikum ensimsins,
hvorki hradfraedilega, né 4 stoougleika. Vid teljum ad pad gaeti verid ad myndast saltbra a
milli K142 og D138 i VPRAc Q142K sem trufli saltbri & milli D138 og R169 sem er til
stadar 1 villigerdarensiminu og sé pannig ad auka stadbundin sveigjanleika sem eigi sér
stad vegna pess ad saltbryrnar séu ad rofna og myndast a vixl. { tvofalda stokkbrigdinu pa
er moguleiki 4 a0 pad sé¢ ad myndast langdraeg saltbra & milli K142-S172, en pa atti
saltbrain D138-R169 sidur ad truflast vegna ndlegdar hledslunnar a hlidarhopi K142.
Stefnt er ad pvi ad framkvama hreyfihermunartilraunir (molecular dynamics simulations) &
pessum premur stokkbrigdum og einnig & VPRy¢ af samstarfsadilum i verkefninu, Dr.
Elenu Papaleo og samstarfsfolki vid Haskolann i Milan6-Bicocca. bad er leid til ad profa
tilgatur um hvort ad VPRyc Q142K sé ad trufla naerliggjandi saltbri og hvort ad pad
myndist saltbru i tvofalda stokkbrigdinu.

Einnig var haldid afram med verkefni sem hofst med prefaldri stokkbreytingu & VPR
(VPRx3) og er nuna buid ad stokkbreyta uppi sexfalt stokkbrigdi (VPRx6). Nidurstodur
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pessara malinga syndu ad fyrir VPRx3 leekkadi hvotunargetan umtalsvert en jokst aftur vio
hverja viobot upp ad VPRx6 par sem hvitunargetan var jafnvel haerri en hja villigerdinni.
Einnig hafdi 4dur verid gerd prefold stokkbreyting 4 AQUI (AQUIx3). { pessu verkefni var
fjallad um eiginleika fjorfalda stokkbrigdisins & AQUI (AQUIx4). Syndu AQUIx3 og
AQUIx4 litla sem enga breytingu & edliseiginleikum en stokkbreytingarnar i VPR syndu
umtalsverdar breytingar.

bessi stokkbreyting & AQUI, sem og adrar sem lyst er i verkefninu (t.d. AQUlIk 42¢) renna
stodum undir pa tilgdtu um ad bygging og eiginleikar hitapolna ensimsins séu ekki eins
vidkvem fyrir stokkbreytingum og kuldaadlagada ensimid. Litlar breytingar 4 eiginleikum
ensimsins voru merkjanlegar vid pessar stokkbreytingar, en gagnstedar stokkbreytingar i
VPR hofou po 1 for med sér marktekar breytingar 4 eiginleika ensimsins. Svo virdist sem
heildarbygging AQUI sé stodug gegn breytingum pod svo um sé ad raeda frekar
umfangsmiklar breytingar 4 aminosyrurddinni eins og i tilfelli AQUIx4 pa hefur pad litil
sem engin ahrif.

Sem hluti af verkefni sem felur i sér ad fella ut saltbryr i AQUI sem eru ekki til stadar i
VPR pa var framkollud stokkbreytingin D98S 1 AQUI, par sem upphaflega @tlunin var ad
fella Gt mogulega saltbra & milli D98-R95. Vid nénari skodun 4 3D-byggingu AQUI pa var
frekar talid ad um faekkun a vetnistengjum fremur en utfelling saltbraarinnar kynni ad vera
astedan fyrir breytingum 4 hvotunargetu ensimsins. Stokkbrigdid var mjog virkt og var
margfold haekkun vid 611 mald hitastig 1 kcar 0g einnig hakkadi ke./Kn umtalsvert. Er
AQUlpggs med mestu hvotunargetu sem melst hefur hja ollum stokkbrigdum sem
framleidd hafa verid af AQUI hja rannséknarhopnum. Eru &etladar aframhaldandi
melingar 4 stokkbrigdinu svo sem ad meala virkni ensimsins gangvart nokkrum
mismunandi hvarfefnum til ad rannsaka hvort ad pessi mikla aukning i virkni s¢ m.a. vegna
breytinga i sérvirkni ensimsins af voldum stokkbreytingarinnar vid hvarfefnisbindisetid.
Einnig eru hafnar hreyfihermunartilraunir (molecular dynamics simulations) a
stokkbrigdinu til ad bera saman vid AQUIy,. P4 hefur komid upp st hugmynd ad framkalla
adra stokkbreytingu i pessu seti, D98G, sem faeli i sér enn frekari fekkun moguleika 4
vetnistengja myndun 4 pessu svadi. Ahugavert veri pvi ad kanna hvort
hvGtunargeta/sérvirkni ensimsins breyttist enn frekar vid pa breytingu.

Einnig sem hluti af saltbriar verkefninu voru framkalladar fimm stokkbreytingar (AD212,
ATS210-211, R47E, R43N og D212N) 4 sama svadinu i AQUI sem var &tlad a0 taka
ut/hafa ahrif 4 mogulega saltbra &4 milli R47-D212 og svo R43-D212. Tokst ad framkalla
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stokkbreytingarnar AD212 og ATS210-211 en ekki fengust tjad virk ensim af pessum
stokkbrigdum. Stokkbreytinguna R47E tokst ad framkalla og dkvarda eiginleika pess
stokkbrigdis og var fjallad um nidurstodur peirra malinga i pessu verkefni. Syndi R47E
stokkbrigdid haekkun i hvotunargetu og nokkra hakkun i stodugleika. Tvo stokkbrigdi a
pessu svaedi: R43N og D212N voru utbuin. Var stadfest ad virkt ensim var tjad af pessum
stokkbrigdum, og stendur fyrir dyrum ad akvarda eiginleika peirra og fa ur pvi skorid hvort
meinta saltbriin R43-D212 hafi 4hrif 4 hitastigsadlogun ensimsins. Verdur pad mjog
frodlegt ad sja hvad kemur Ut ur maelingum a pessum tveimur stokkbrigdum, sérstaklega
par sem petta svaedi er greinilega vidkvemt fyrir breytingum.

Er pvi nog af framtidarverkefnum og vonandi nytist petta verkefni til frekari skilnings a

hitastigsadlogun ensima, pa sérstaklega hlutverk saltbria 1 hitastigsadlogun.

73






Heimildir

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Jaenicke, R. (1991) Protein stability and molecular adaptation to extreme
conditions, Eur. J. Biochem. 202, 715-728.

Taylor, T., and Vaisman, 1. (2010) Discrimination of thermophilic and mesophilic
proteins, BMC Struct. Biol. 10, S5.

Karshikoff, A., and Ladenstein, R. (2001) Ion pairs and the thermotolerance of
proteins from hyperthermophiles: a ‘traffic rule’ for hot roads, Trends Biochem. Sci
26, 550-557.

Jaenicke, R., and Bohm, G. (1998) The stability of proteins in extreme
environments, Curr. Opin. Struct. Biol. 8, 738-748.

Stetter, K. O. (2006) Hyperthermophiles in the history of life, Philos. Trans. R. Soc.
London, Ser. B 361, 1837-1843.

Kristjansson, M. M. (2011) Thermostable Subtilases (Subtilisin-Like Serine
Proteinases), In Thermostable Proteins: Structural Stability and Design (Sen, S.,
and Nilsson, L., Eds.), pp 67-104, Taylor and Francis.

Vetriani, C., Maeder, D. L., Tolliday, N., Yip, K. S.-P., Stillman, T. J., Britton, K.
L., Rice, D. W., Klump, H. H., and Robb, F. T. (1998) Protein thermostability
above 100°C: A key role for ionic interactions, Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 12300-
12305.

Bruins, M., Janssen, A., and Boom, R. (2001) Thermozymes and their applications,
Appl. Biochem. Biotechnol. 90, 155-186.

Vieille, C., and Zeikus, G. J. (2001) Hyperthermophilic enzymes: sources, uses,
and molecular mechanisms for thermostability, Microbiol. Mol. Bio.Rev. 65, 1-43.
Razvi, A., and Scholtz, J. M. (2006) Lessons in stability from thermophilic
proteins, Protein Sci. 15, 1569-1578.

Kumar, S., Tsai, C.-J.,, and Nussinov, R. (2000) Factors enhancing protein
thermostability, Protein Eng. 13, 179-191.

Asgeirsson, B., and Kristjansson, M. M. (2002) Properties of extremophilic
enzymes and their importance in food science and technology, In Handbook of
Food Enzymology (Whitaker, J. R., Voragen, A. G. J., and Wong, D. W. S., Eds.),
pp 77-100, Mancel Decher, New York.

Petsko, G. A. (2001) [34] Structural basis of thermostability in hyperthermophilic
proteins, or “There's more than one way to skin a cat”, In Methods in Enzymology
(Michael W. W. Adams, R. M. K., Ed.), pp 469-478, Academic Press.

Zhou, X. X., Wang, Y. B, Pan, Y. J., and Li, W. F. (2008) Differences in amino
acids composition and coupling patterns between mesophilic and thermophilic
proteins, Amino Acids 34, 25-33.

Li, W. F., Zhou, X. X., and Lu, P. (2005) Structural features of thermozymes,
Biotechnol. Adv. 23,271-281.

Szilagyi, A., and Zavodszky, P. (2000) Structural differences between mesophilic,
moderately thermophilic and extremely thermophilic protein subunits: results of a
comprehensive survey, Structure 8, 493-504.

Haney, P. J., Badger, J. H., Buldak, G. L., Reich, C. L., Woese, C. R., and Olsen, G.
J. (1999) Thermal adaptation analyzed by comparison of protein sequences from

75



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

76

mesophilic and extremely thermophilic Methanococcus species, Proc. Natl. Acad.
Sci. 96, 3578-3583.

Robb, F. T., and Clark, D. S. (1999) Adaptation of proteins from
hyperthermophiles to high pressure and high temperature, J. Mol. Microbiol.
Biotechnol. 1, 101-105.

Kristjansson, M. M. (2007) Kuldaadlogun préteina - Nokkrar stadreyndir og
vangaveltur Raust - Timarit um raunvisindi og stcerdfrcedi 4, 79-88.

Zavodszky, P., Kardos, J., Svingor, A., and Petsko, G. A. (1998) Adjustment of
conformational flexibility is a key event in the thermal adaptation of proteins, Proc.
Natl. Acad. Sci. 95, 7406-7411.

Das, R., and Gerstein, M. (2000) The stability of thermophilic proteins: a study
based on comprehensive genome comparison, Funct. Integr. Genomics 1, 76-88.
Arnold, F. H., Wintrode, P. L., Miyazaki, K., and Gershenson, A. (2001) How
enzymes adapt: lessons from directed evolution, Trends Biochem. Sci 26, 100-106.
Kumar, S., and Nussinov, R. (2002) Relationship between ion pair geometries and
electrostatic strengths in proteins, Biophys. J. 83, 1595-1612.

Lounnas, V., and Wade, R. C. (1997) Exceptionally stable salt bridges in
cytochrome P450cam have functional rolesf, Biochemistry 36, 5402-5417.

Kumar, S., and Nussinov, R. (1999) Salt bridge stability in monomeric proteins, J.
Mol. Biol. 293, 1241-1255.

Luke, K. A., Higgins, C. L., and Wittung-Stafshede, P. (2007) Thermodynamic
stability and folding of proteins from hyperthermophilic organisms, FEBS J. 274,
4023-4033.

Vogt, G., Woell, S., and Argos, P. (1997) Protein thermal stability, hydrogen
bonds, and ion pairs, J. Mol. Biol. 269, 631-643.

Arnorsdottir, J., Magnusdottir, M., H. Fridjonsson, O., and Kristjansson, M. (2011)
The effect of deleting a putative salt bridge on the properties of the thermostable
subtilisin-like proteinase, aqualysin I, Protein Pept. Lett. 18, 545-551.

Barril, X., Aleméan, C., Orozco, M., and Luque, F. J. (1998) Salt bridge
interactions: Stability of the ionic and neutral complexes in the gas phase, in
solution, and in proteins, Proteins Struct. Funct. Bioinf. 32, 67-79.

Serrano, L., Horovitz, A., Avron, B., Bycroft, M., and Fersht, A. R. (1990)
Estimating the contribution of engineered surface electrostatic interactions to
protein stability by using double-mutant cycles, Biochemistry 29, 9343-9352.
Hendsch, Z. S., and Tidor, B. (1994) Do salt bridges stabilize proteins? A
continuum electrostatic analysis, Protein Sci. 3, 211-226.

Bae, E., and Phillips, G. N. (2004) Structures and analysis of highly homologous
psychrophilic, mesophilic, and thermophilic adenylate kinases, J. Biol. Chem. 279,
28202-28208.

Bae, E., and Phillips, G. N. (2005) Identifying and engineering ion pairs in
adenylate kinases, J. Biol. Chem. 280, 30943-30948.

Matsui, I., and Harata, K. (2007) Implication for buried polar contacts and ion pairs
in hyperthermostable enzymes, FEBS J. 274, 4012-4022.

Xiao, L., and Honig, B. (1999) Electrostatic contributions to the stability of
hyperthermophilic proteins, J. Mol. Biol. 289, 1435-1444.

Elcock, A. H. (1998) The stability of salt bridges at high temperatures: implications
for hyperthermophilic proteins, J. Mol. Biol. 284, 489-502.

Kumar, S., and Nussinov, R. (2004) Different roles of electrostatics in heat and in
cold: adaptation by citrate synthase, ChemBioChem 5, 280-290.



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Daniel, R. M., Danson, M. J., Hough, D. W., Lee, C. K., Peterson, M. E., and
Cowan, D. A. (2008) Enzyme stability and activity at high temperatures, In Protein
Adaptation in Extremophiles (Siddiqui, K. S., and Thomas, T., Eds.), pp 1-34, Nova
Science Publishers, New York.

Alsop, E., Silver, M., and Livesay, D. R. (2003) Optimized electrostatic surfaces
parallel increased thermostability: a structural bioinformatic analysis, Protein Eng.
16, 871-874.

Yip, K. S. P., Britton, K. L., Stillman, T. J., Lebbink, J., de Vos, W. M., Robb, F.
T., Vetriani, C., Maeder, D., and Rice, D. W. (1998) Insights into the molecular
basis of thermal stability from the analysis of ion-pair networks in the glutamate
dehydrogenase family, Eur. J. Biochem. 255, 336-346.

Lebbink, J. H. G., Knapp, S., van der Oost, J., Rice, D., Ladenstein, R., and de Vos,
W. M. (1999) Engineering activity and stability of Thermotoga maritima glutamate
dehydrogenase. II: construction of a 16-residue ion-pair network at the subunit
interface, J. Mol. Biol. 289, 357-369.

Musafia, B., Buchner, V., and Arad, D. (1995) Complex salt bridges in proteins:
statistical analysis of structure and function, J. Mol. Biol. 254, 761-770.
Gyritishvili, A. G., Gribenko, A. V., and Makhatadze, G. 1. (2008) Cooperativity of
complex salt bridges, Protein Sci. 17, 1285-1290.

Yip, K. S. P., Stillman, T. J., Britton, K. L., Artymiuk, P. J., Baker, P. J,
Sedelnikova, S. E., Engel, P. C., Pasquo, A., Chiaraluce, R., Consalvi, V.,
Scandurra, R., and Rice, D. W. (1995) The structure of Pyrococcus furiosus
glutamate dehydrogenase reveals a key role for ion-pair networks in maintaining
enzyme stability at extreme temperatures, Structure 3, 1147-1158.

Sterner, R., and Liebl, W. (2001) Thermophilic adaptation of proteins Crit. Rev.
Biochem. Mol. Biol. 36, 39-106.

Brindén, C.-1., and Tooze, J. (1999) Introduction to Protein Structure, Vol. 2nd ed.
, Garland Publishing, NY.

Siezen, R. J., and Leunissen, J. A. M. (1997) Subtilases: The superfamily of
subtilisin-like serine proteases, Protein Sci. 6, 501-523.

Larsen, A. N., Moe, E., Helland, R., Gjellesvik, D. R., and Willassen, N. P. (2006)
Characterization of a recombinantly expressed proteinase K-like enzyme from a
psychrotrophic Serratia sp, FEBS J. 273, 47-60.

Betzel, C., Gourinath, S., Kumar, P., Kaur, P., Perbandt, M., Eschenburg, S., and
Singh, T. P. (2001) Structure of a Serine Protease Proteinase K from Tritirachium
album limber at 0.98 A Resolutiont, Biochemistry 40, 3080-3088.

Arnorsdéttir, J., Kristjansson, M. M., and Ficner, R. (2005) Crystal structure of a
subtilisin-like serine proteinase from a psychrotrophic Vibrio species reveals
structural aspects of cold adaptation, FEBS J. 272, 832-845.

Helland, R., Larsen, A. N., Smalas, A. O., and Willassen, N. P. (2006) The 1.8 A
crystal structure of a proteinase K-like enzyme from a psychrotroph Serratia
species, FEBS J. 273, 61-71.

Barnett, B., Green, P. R., Strickland, L. C., Oliver, J. D., Ryder, T., and Sullivan, J.
F. (May 2002) Aqualysin I, a serine protease from a member of the subtilisin
superfamily: the crystal structure from an exteme thermophile, Thermus aquaticus
YT-1, In Program & Abstract Book., p p 91., Annual Meeting of the American
Crystallographic Assn. , San Antonio, Texas.

Arnorsdéttir, J., Smaradottir, R. B., Magntsson, O. T, Thorbjarnardéttir, S. H.,
Eggertsson, G., and Kristjansson, M. M. (2002) Characterization of a cloned

77



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

78

subtilisin-like serine proteinase from a psychrotrophic Vibrio species, Eur. J.
Biochem. 269, 5536-5546.

Kristjansson, M. M., Magnusson, O. T., Gudmundsson, H. M., Alfredsson, G. A.,
and Matsuzawa, H. (1999) Properties of a subtilisin-like proteinase from a
psychrotrophic Vibrio species, Eur. J. Biochem. 260, 752-760.

Teplyakov, A. V., Kuranova, 1. P., Harutyunyan, E. H., Vainshtein, B. K.,
Frommel, C., Hohne, W. E., and Wilson, K. S. (1990) Crystal structure of
thermitase at 1.4 A resolution, J. Mol. Biol. 214, 261-279.

Sigurdardottir, A. G., Arndrsdottir, J., Thorbjarnardéttir, S. H., Eggertsson, G.,
Suhre, K., and Kristjdnsson, M. M. (2009) Characteristics of mutants designed to
incorporate a new ion pair into the structure of a cold adapted subtilisin-like serine
proteinase, Biochim. Biophys. Acta. 1794, 512-518.

Armnoérsdottir, J., Sigtryggsdottir, A. R., Thorbjarnardéttir, S. H., and Kristjansson,
M. M. (2009) Effect of proline substitutions on stability and kinetic properties of a
cold adapted subtilase, J. Biochem. 145, 325-329.

Matsuzawa, H., Tokugawa, K., Hamaoki, M., Mizoguchi, M., Taguchi, H., Terada,
I., Kwon, S.-T., and Ohta, T. (1988) Purification and characterization of aqualysin I
(a thermophilic alkaline serine protease) produced by Thermus aquaticus YT-1,
FEur. J. Biochem. 171, 441-447.

Terada, 1., Kwon, S. T., Miyata, Y., Matsuzawa, H., and Ohta, T. (1990) Unique
precursor structure of an extracellular protease, aqualysin I, with NH2- and COOH-
terminal pro-sequences and its processing in Escherichia coli, J. Biol. Chem. 2635,
6576-6581.

Marie-Claire, C., Yabuta, Y., Suefuji, K., Matsuzawa, H., and Shinde, U. (2001)
Folding pathway mediated by an intramolecular chaperone: the structural and
functional characterization of the aqualysin I propeptide, J. Mol. Biol. 305, 151-
165.

Kwon, S.-T., Matsuzawa, H., and Ohta, T. (1988) Determination of the positions of
the disulfide bonds in aqualysin I (a thermophilic alkaline serine protease) of
Thermus aquaticus YT-1, J. Biochem. 104, 557-559.

Sakaguchi, M., Takezawa, M., Nakazawa, R., Nozawa, K., Kusakawa, T.,
Nagasawa, T., Sugahara, Y., and Kawakita, M. (2008) Role of disulphide bonds in
a thermophilic serine protease aqualysin I from Thermus aquaticus YT-1, J.
Biochem. 143, 625-632.

Lin, S.-J., Yoshimura, E., Sakai, H., Wakagi, T., and Matsuzawa, H. (1999)
Weakly bound calcium ions involved in the thermostability of aqualysin I, a heat-
stable subtilisin-type protease of Thermus aquaticus YT-1, Biochim. Biophys. Acta,
Protein Struct. Mol. Enzymol. 1433, 132-138.

Cambillau, C., and Claverie, J.-M. (2000) Structural and genomic correlates of
hyperthermostability, J. Biol. Chem. 275, 32383-32386.

Kyte, J., and Doolittle, R. F. (1982) A simple method for displaying the
hydropathic character of a protein, J. Mol. Biol. 157, 105-132.

Ikai, A. (1980) Thermostability and aliphatic index of globular proteins, J.
Biochem. 88, 1895-1898.

Kumar, S., and Nussinov, R. (2001) How do thermophilic proteins deal with heat?,
Cell. Mol. Life Sci. 58, 1216-1233.

Tina, K. G., Bhadra, R., and Srinivasan, N. (2007) PIC: Protein interactions
calculator, Nucleic Acids Res. 35, W473-W476.



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.
80.

81.

82.

Arnorsdottir, J., Helgadoéttir, S., Thorbjarnardottir, S. H., Eggertsson, G., and
Kristjansson, M. M. (2007) Effect of selected Ser/Ala and Xaa/Pro mutations on
the stability and catalytic properties of a cold adapted subtilisin-like serine
proteinase, Biochim. Biophys. Acta. 1774, 749-755.

Sigurdardottir, A. G. (2007) Ahrif markvissra stokkbreytinga 4 hitastigsadlogun
VPR, subtilisin-liks serin proteinasa Gr kuldakerri Vibrio-tegund, In
Raunvisindadeild, Haskoli {slands, Reykjavik.

Ellertsson, B. O. (2009) Hitastigsadlogun aqualysins I, subtilisin-liks serin
proteinasa ur hitakeeru bakteriunni Thermus aquaticus., In Raunvisindadeild,
Haskoli Islands, Reykjavik.

Helgadéttir, S. (2003) Ahrif markvissar stokkbreytinga 4 eiginleika subtilisin-liks
serin proteinasa ur kuldakarri Vibrio-tegund, In Raunvisindadeild, Haskoli fslands,
Reykjavik.

Brock, T. D., and Freeze, H. (1969) Thermus aquaticus gen. n. and sp. n., a
nonsporulating extreme thermophile, J. Bacteriol. 98, 289-297.

Stumpp, T., Wilms, B., and Altenbuchner, J. (2000) Ein neues L-Rhamnose-
induzierbares Expressionssystem fiir Escherichia coli., BIOspektrum 2000 6, 33-36.
Miroux, B., and Walker, J. E. (1996) Over-production of proteins in Escherichia
coli: Mutant hosts that allow synthesis of some membrane proteins and globular
proteins at high levels, J. Mol. Biol. 260, 289-298.

Wagner, S., Klepsch, M. M., Schlegel, S., Appel, A., Draheim, R., Tarry, M.,
Hogbom, M., van Wijk, K. J., Slotboom, D. J., Persson, J. O., and de Gier, J.-W.
(2008) Tuning Escherichia coli for membrane protein overexpression, Proc. Natl.
Acad. Sci. 105, 14371-14376.

Alfredsson, G. A., Gudmundsson, H. M., Xiang, J. Y., and Kristjansson, M. M.
(1995) Subtilisin-like serine proteases from psychrophilic marine bacteria., J. Mar.
Biotechnol. 3, 71-72.

Guex, N., and Peitsch, M. C. (1997) SWISS-MODEL and the Swiss-Pdb Viewer:
An environment for comparative protein modeling, Electrophoresis 18,2714-2723.
The PyMOL molecular graphics system, Version 1.2r3pre ed., Schrodinger, LLC.
Tiberti, M., and Papaleo, E. (2011) Dynamic properties of extremophilic subtilisin-
like serine-proteases, J. Struct. Biol. 174, 69-83.

Siezen, R. J., de Vos, W. M., Leunissen, J. A. M., and Dijkstra, B. W. (1991)
Homology modelling and protein engineering strategy of subtilases, the family of
subtilisin-like serine proteinases, Protein Eng. 4, 719-737.

Chen, K., and Arnold, F. H. (1993) Tuning the activity of an enzyme for unusual
environments: sequential random mutagenesis of subtilisin E for catalysis in
dimethylformamide, Proc. Natl. Acad. Sci. 90, 5618-5622.

79



Vidauki 1

4.1 Katjona sulukeyrsla fyrir AQUI,
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Mynd 29. Demi um katjona stulukeyrslu fyrir AQUI,. Préteinid var sett & suluna med
buffer C (25 mM MES, 10 mM CacCl, og pH 6) og losad af med buffer D (25 mM MES, 10
mM CaCl,, 500 mM NacCl og pH 6).

4.2 Katjona sulukeyrsla fyrir AQUIx4
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Mynd 30. Daemi um katjona sulukeyrslu fyrir AQUIx4. Proteinid var sett & suluna med
buffer C (25 mM MES, 10 mM CacCl, og pH 6) og losad af med buffer D (25 mM MES, 10
mM CaCl,, 500 mM NacCl og pH 6).
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4.3 Katjona sulukeyrslu fyrir AQUIposs
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Mynd 31. Demi um katjona sulukeyrslu fyrir AQUlIpegs. Proteinid var sett 4 stiluna med
buffer C (25 mM MES, 10 mM CacCl, og pH 6) og losad af med buffer D (25 mM MES, 10
mM CaCl,, 500 mM NacCl og pH 6).

4.4 Katjona sulukeyrslu fyrir AQUIr47e
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Mynd 32. Demi um katjona stulukeyrslu fyrir AQUIRr47g. Proteinid var sett & suluna med
buffer C (25 mM MES, 10 mM CacCl, og pH 5,6) og losad af med buffer D (25 mM MES,
10 mM CaCl,, 500 mM NaCl og pH 5,6).
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Vidauki 2

Tafla 24. Subtilisin-likir serin proteinasar.

Heiti & proteini Heiti 4 bakteriu Lifvera Acronym | PDB nr.
Subtilisin E Bacillus Subtilis 168 Bacteria P04189 1SCJ
Subtilisin BPN’ Bacillus Bacteria P00782 ISUP
amyloliquafaciens
Subtilisin Carlsberg Bacillus licheniformis Bacteria P00780 1CSE
NCIMB 6816
Thermitase Thermoactinomyces Bacteria P04072 1THM
vulgaris
Alkaline serine exoprotease Vibrio alginolyticus A Bacteria P16588
A
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 Pseudoalteromonas sp. Bacteria QI93RGS8
protease 2 AS-11
Alkaline serine protease Il | Alteromonas sp. strain O- Bacteria Q53401
7
Alkaline serine protease Vibrio alginolyticus Bacteria Q1VDAO
12G01
Alkaline serine protease Vibrio cholerae Bacteria QI9K VI8
Aerolysin Pyrobaculum arophilum Archaea Q9P993
Tk-subtilisin Pyrococcus Archaea P58502 272X
kodakaraensis
Proteinase K Tritirachium album Eukaryota P06873 11C6

Limber

82




Peptidase, S8A (Subtilisin) Stigmatella aurantiaca Bacteria E3FGO02
(strain DW4/3-1)
Peptidase S8 and S53 Meiothermus ruber (strain | Bacteria D3PS51
subtilisin kexin sedolisin 21)
Peptidase S8 and S53 Frankia sp. (strain Bacteria A8L2V3
subtilisin kexin sedolisin EANIpec)
Peptidase S8 and S53 Actinosynnema mirum Bacteria CowWCP9
subtilisin kexin sedolisin (strain 101)
Peptidase S8 and S53 Streptomyces sp. Mgl Bacteria B4V1C7
subtilisin kexin sedolisin
Peptidase, S8A (Subtilisin) Myxococcus xanthus Bacteria QID1A9
(strain DK 1622)
Serine protease Methylococcus capsulatus |  Bacteria Q60AHS8
(Bath)
Putative secreted serine Saccharopolyspora Bacteria A4FIT4
protease erythraea (strain NRRL
23338)
Peptidase S8 and S53, Deinococcus Bacteria Q11Z2Q6
subtilisin, kexin, sedolisin | geothermalis (strain DSM
11300)
Peptidase S8 and S53 Truepera radiovictris Bacteria D7CWIJ6
subtilisin kexin sedolisin (strain DSM 17093)
Peptidase S8 and S53 Kangiella koreensis Bacteria C7RD39
subtilisin kexin sedolisin (strain SW-125)
Peptidase S8 and S53, Salinispora tropica CNB- Bacteria A4X0X4
subtilisin, kexin, sedolisin 440
Peptidase S8 and S53, Actinosynnema mirum Bacteria C6WIAL1
subtilisin, kexin, sedolisin (strain 101)
Extracellular alkaline serine Shewanella violacea Bacteria D4ZKA3
protease,
Alkaline serine protease Vibrio cholerae MZ0O-3 Bacteria A2PXM4
Subtilisin-like serine Saccharomonospora Bacteria CTMXV7
protease viridis (strain P101)
Extracellular serine Acinetobacter sp. strain Bacteria DS8JIN2
proteinase DRI1
Peptidase S8 and S53 Meiothermus silvanus Bacteria D7BHLS5
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subtilisin kexin sedolisin

(strain VI-R2)

Peptidase S8 and S53 Streptomyces clavuligerus | Bacteria B5GV54
ATCC 27064
Putative extracellular serine Deinococcus deserti Bacteria CI1D1S0

proteinase
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0953LE
1 Q45681
Q45670
PO4072
P58502
—1 Qopoo3
POO7E0
POO7E2
! PO4189
’ QB0AHS
210149
! E3Fe02
POBST3
DaJINZ
B5 G54
CEWCPD
D7 CWJE
1 A2L23
PE0148
—1 D3PSS1
CEWIAT
CT MXWT
_{_+ A4X0X4
A4FIT4
BAVACT
POS504
—1 DTEHLS
c1D150
o11Z06
D2GRS2
D1VDAD
—1 F16588
QoKVIE
A2PIHN
CTRD30
053401
DAZKAZ
Qo3RGS
-1 D3HUO2

——

——

Mynd 33. Skyldleikatré¢ subtilisin-likum serin proteinbsum sem byggir & amindsyru
samanburdi. Utskyring 4 tiknum 4 proteinum er ad finna i Tafla 24 { vidauka 2. Radirnar
voru fengnar & heimasidunni http://www.uniprot.org/ og forritid Jalview 2.7 notad vid
samrodun radanna og vid gerd skyldleikatrésins. Vid gerd skyldleikatrésins var notast vid
BLOSUMG62.
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10 20 a0 40 a0

Qs E - - - MEKKMEKSTLLSLLIAGSW INPYYATAMDSEDSLGNDG - - - - - GOEKFRWYWVE
Q4dsegd - - - - - - - MEKRSGKIFTTAMLAYVTLMMPAIGVSEANRGNAAD - - - - - - - - GNEKFRWLWD
QFEET - - - - - - - - MEKFKAIVELSLAYWSMSLFPFLVEAASNDGWESPKEKTWYSEINWSHEKGAY YOG
L 1 T R R T R R R R
PEEE0Z2 - - e e e e e e MEKKS I ALYVLS IVLLAALFAVPASAG - - - - - - - - - - .« EQNTIRWIWVS
s L K LR R MEOQYLKRERKKLAQCORFGGTSGEIS5S5- - - - - - - - - - - - SREIWWGEYWD
L = MMEKKSFWLGMLTAFMLYWF TMAFSDSASA - - - - - - - - - - - - o o o oo oo - A
FOOTBE - - e e e e e e MERGKKWWI SLLFALALIFTMAFGSTSSA - - - « & - - v 0 o v v e i e e e w oA
FPod989 - - - - oo oLl MESKKLWI SLLFALTLIFTMAF - SNMSA- - - - - - - o 0 oo o0 oo a0 o nt oA
QefdaAHE - - - - - - - - MSKERERFWYWHNORWAM- - - - - - - - SLILAAGLSAASFGEAEAGTFLRAAR
o i L L T MWKLHLWYPLLCLLT - - - - - - - - TTTSCTEPPAPLAHAWPROQORP - - - - -
EAFGR2 - - e e e e e e MHETGLKFFAGALTGLYWLAGCGTESSOQPEAQAPOTAQFELKRASDDRE
L o R I MELSVLLSLLPLALG - - - - - - - - - - o - - - APAVEQORSEAAFPLIEARGE
T LR B MEKFCQISAAFLS- - - - - - - - - MAAYVNLYYSAAPATTHNSWPTSLEAKSG
BEGVES MHEMRETTTRRERLGALLPWYWTLAWGLD - - - - - - - - FAVSEPSAHGATAPERGGDLRLAPSAT
celWcF? - - - - o e a e MLESEHHRYLAGWGT - - - - - - - - AALLMGWYVMATPAGAATGEILSADAEK
DFCWIE - - - e e e e e e e e MEKRFWY - - - - - - . - FFILLLLAACGRYWDTALFPETAPQAGT
ABL2VI 0 - - - - - - e e e MEKEERHLLRERAAATCG - - - - - - - - FIGAVAMTOLTAQGAASAAPP - - - - -
Faf1de - - - - - - - MEKRGGLWLLLGLLWYWLEACSENPPAASTR - - - - - - - - - - - - EAPLLGLEAFPE
DAPEEY - - - - MMNR-LAWIWVL-LWVLLAACGNR- - ATPDMN - - - - - =« - = - - - - LAPWLGLDMNPHN
[ MGDAYRRELAALGLTAY - - - - - - - - TATALAVTTAGSAWATGEWVVGASSAD
CTNEWT --MRGHRKLESGRTLAGWG | TAGWAY - - - - - - - - LAALGGNLPAAAQEGY - - | IGANAED
Adx xS --MG----LSRR--- - - SWFWGELAT- - - - - - - - MAMVASATPAMAAERPVYGE IRSAGGAT
A4FITd o e e e e e e e e e e e e e e [ I L TGWVLAAATSLPAQAEGE IRNSDTGE
BAVICT - - e - e e e e e e e e e e - MALALGAA- - - - - - - - AALPAAAADG - - - APQGYV IEMNAGAAD
FogEas - - - - - - - MEKTYWLMALFAYVLYWLGGCOMASRSDPTPTLA- - -EAFWPKEAPYWYGLDDPE
DFBHLE s e e e e e e e e e e e e e e e e e e MGDGNTEG- - - - - = & o e e e e e e e e LAPYWYNLDDPD
ciD1sE0 - - e - e e MEKWVRLALCTFGLTVMLAACGOPOSSTPDLATAPGSORSQTDLAPLLGTESPE
QUIgE - - - - - - - MNERLALGLLGLTLLLAACGOOANTPADTAQASTPDRS - SHTAPLLGTSNPE
Qeses2 - - - - - - - MLEKVLECC I AATFG IYSASSLAQSS -VINSTENSQQP - - - APLWLASEDD
ivoae - - e e e e MLEKKLLSECCITSALCFHESLAFSQSNEIVDSTELQOQAPDILPATLMLAFRPDEI
FiesBg - - - - - .- MLEKKLLECCITSALCFHESLAFSOGPNEIADSAELQOAPDTLPATLMLAPRPDD I
Qasve - - - - - - - MFKKFLSLCIWVSTFSWVAATSALAQPHNQLYGKSSPQOQ - - - - - LAPLMKAASGEK
ALPXME - - - - - - - MFKKFLELCIWETFSVAATSAFAQPNQOQLYGKSSPQQ - - - - - LAPLMKAASGHK
CTRDI® - - oo o e MELND IWAG ILLATGVTEAYAG - - - - - - - - 0 o 00000 oot EFKTASWVPSK
QB340 - - - e MEKLSEAISFAVLAGLTSWNADA - - - - - - - 0 o000 m 0o 0o ot AKILSWVESHMHNE
D4IHA3 - - - - - - - - MYyKKQLITAIAVTAGLASYSIQAQEY - - - - - - - - - - - - - - - QAQMIEVEQSR
@QeaREaE - - - - - - - MEHKHK I ALAVLAALSTLPMOS - - Q- - - - - - - - v o oo 0 o - AAQLLPWNSNEK
QAHLR2 - - e e e MHKKHL | AVAVATGLAYFPWVNANEY - - - - -« - - - o o o o o o & OQATMVNYPQSK
CONSENSUS ' o Bl e M e B e _— R
--M- - - -MMEKLL+Y ICLALL+ALA+CSALAQSS+ASALA+AQAA+A+ALAPLLGADS+E

Mynd 34. Samanburdur & aminusyrur6dum subtilisin-likum serin proteindsum.
Utskyringar 4 tiknum er ad finna i Tafla 24. Svadi sem er fjallad um i ritgerdinni eru
merkt med raudum kassa og med nimararédun AQUI. Utskyring 4 taknum & proteinum er
ad finna {1 t6flu 1 1 wvidauka 2. Radirnar voru fengnar 4 heimasidunni:
http://www.uniprot.org/ og forritid Jalview 2.7 notad vid samrodun radanna og gerd
myndarinnar. Mynd 2 heldur 4fram 4 neastu bladsioum.
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G0 70 g0 =] 100 110

@953L6 AMKKTEKSTLKTZ - - - - -« - - - - - - - YSARWELTENGFSTDMM- - - - - - -« - - - - EKQFEA
Q45681 SANGHNMNLKNWVKERZ - - - - -« - - - -« - - YEWHWDFAGEGF TTHMM- - - - - - - - - - - EKQFHNA
Q45670 EvIWVOF KEQWHNAE- - - - - - - - - - - - - EKAKALKEVGATAVPDN- - - - - - - - - - - DRWKSHK
L i L R R R I T T T
PE5B502 WVDKAKFNPHEWLG - - - - - -« - - - - - - - IGGHIWYQFKLIPAVWYW - - - - - - -« - - - DWPANA
Q9,933 SPPTEALKELMWNKT - - - - -« - - - -« - GDIKIITKHLEKEIKAIWL - - - - - - -« - - - NITPDNEK
POOTBO PAKN-VWEKDY IWG- - - - -« - - - -« - FKS- -GVKTASVKKDI | - - - - - -« - -~ KESGGK
PogTaz2 AGKSNGEKKY IVG- - - - -« - - - - -« - FKQTMSTMSAAKKKDW I - - - - - - -« - - - SEKGGK
PO4189 AGKSSTEKKY IVG- - - - -« - - - - -« - FKQTMSAMSSAKKKDW I - - - - - - -« - - - SEKGGK
LQedAHE PIPGOY IVIFRSE- - - - - - - - - - - AESAAGFDGLLG-RWSRLY - - - - -« - - - - - NTWPAQ
Q101A9 - 1ANRY IVWLRPEA- - RAA- - - - - SOGPOKTREHWSNLAKTHG - - - - - - - - - - - AKWLHT
EFGO2 LIPGRY IVWVFK2EM- -GRT- - - - - LEWVSDWORQALS -VAQAYG - - - - - - - - - - - AKWERT
POgBTI MVANKY IVKFKEGS - - - - -« - - - - -« o - - - - ALSALDAAMEKIS - - - - -« - - - - - GKPDHY
D2 I TENQY IVILNKDVG - - - - - - - - - - PSHNDFAQS- - - - TAKQHG- - - - - - - - - - - GKILQT
B5GWVES AVPGSEWIVVLKDG - - - - - - -----------RTR-----AADFG- - - - - - -« - -~ VTPEYT
CelWCrP KWVQNSF IVELKDG - - - ¥ TA- - - - - ASSTEAVTAK- - -LTSRF&- - - - -« - - - - - GOWKHT
DrcWie PIEGOY | VALSAED- -RGL- - - - - AAQAQGAEDFAL -SVERWVA- - - - - - - - - - - ADLGWD
ABL2V3 DLTGRY | WVWLKSAP - - SAA- - - - - ASAAAATR- - ----ARDLG- - - - -« - - - - - AQWTRE
PBO146 AIPGRY IVWYKENADWVLPA - - - - - LEALKAALEPGLMOPQGLOAQALRTLGLEGARVDKY
DAPSE1 VIQGOY I VWY KDDANYVLPT - - - - - LOSLKAALEGGWTLOQRELESLGLAP- - - -DARVEQVY
Celvia 1 AVPGEESYVVTLRDDA- -SPR- - - - - AAATSAATS- - - -LTSERY G- - - - - - - - - - - GEWVKRT
CTAMXVT AITDNSY IWVWLKD- - - - - -« - - - - -« - - GTSWTD- - - -WADRHG - - - - - - - - - - - ADWVEHY
Adxaxd AVTDSY I VWVFKDNY - -WSR- - - - - ATWVETSWVDR- - - -LVWDRHG - - - - - - - - - - - GOWSRT
A4FiTd I 1TPNSYLVWWVLSDTP- -G 1Q-- - - - AADVEAVTAN- - -LLERYT- - - - -« - - - - - GELEHT
B4VICT AVPESY IVTLKDSA- -AR- - - - - - - STTDPSGKA- - - -VAKRY G- - - - - - - - - - - AKIDRT
FoBs534 AIPGRY IWVWFKKGK- - - -G- - - - - QSLLOGGITT---LOQARLAPQ - - - - - - - - GWWWTOA
D7BHLS RIPGRY | WWFKKGY----5----- GAEVKHNQIS- - - -LQSARP- - - - - - - - - - GWOWLRY
C1D150 AlTGOAY IVVFSDGA----L----- GSDLTAQDASGLINSLKLDPQ - - - - - - - - GWESIOHI
QUZIQE6 AIPGOY IVVFSDGA----L----- GANLGAQDAGSLIRTLGLDPQ - - - - - - - - G|l SWOHI
@eGB52 AITDRY I VWVLKOP - QMLMN - - -DAAGLOQQF TO2QTWGLMANSFS - - - - - - - - - - - IKTDDYW
QIVDAD AlADRY IVVFOQOQP-QIMAS- - -NSTEFEQFTQQSVDRMSGLYS - - - - - - - -« - - - WVKWESY
F16588 ATADRY IVVFOOP - QMMAS - - - SS5PEFEQFTOQSVDRMSGLYS - - - - - - - - - - - I QWESY
QaKwe GIKNOY IVVLKQPTTIMSN- - -DLOAFQQF TORSWVNALANKHA - - - - - - -« - - - LEIKHNY
AZPXM4 GIKNOY IVVLKQPETIMSHN- - -DLOAFQQF TORSWVNALANKHA - - - - - - -« - - - LEIKHNY
CTRD39 AlKGOY IVVLKDDAVASHNMGOF SSNASEQAIOMMTENLSRKY @ - - - - - - -« - - - AQVWVQRT
Q53401 AlIDDOY IVVFTTPSVLNYK- - -DSKAVAAF ANKOQAKALOGNKHN - - - - - - - - - - - WS THKE
D4ZKA3 AlTADTY IVYVFHNTPSWVLNLS - - -DOMS 1 QSYAIQQANQLANRFM- - - - - - -« - - - - I KWK KN
@93RGH AITKDTY IVYFNTPSILNL2 - - -DTSALANFSTQQANILANDYMN- - - - - - -« -« - - - I SWWHKHN
QaHUG2 AITKDTY IVWVFNTPSWVLNLS - - -NNNTIAEFAVOQQAESLWNGYD - - - - - - -« - - - - WRWMKHN
Consensus
Al+GOY IVVLKDGAVL+AS - - -DSAAFAQ+ AQQ+VWVNALANRYGPO -L- - - - - - GAKVEK++

Mynd 34. Framhald af mynd 4 bladsidunni 4 undan.
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Q953L6
Q45681
Q45670
PO4072
PEBS0Z
Q9,933
FOO7B0
FOO7BR2
Fo4189
QE0AHE
Q101A9
E3FGO2
FPOEBa73
Dasw 2

BEGVES
CeWCrI
DTCWJe
ABL2V3
FBO4E
D3P551
Celat
CTMVT
AdH0M4
AdFiTd

B4VICT
FOBS94
D7BHLS
C10150
QUZIRE6
QBGB52
Q1vVDAD
Fig5e8
QaKve
A2PXN4
CGTRD33
QeI
D4IHAZ
Q93RGE
Q3IHUG2

Consensus

120 . 130 140 . 150 . 160 . 1?0 .

LOK- - - -HNENFTWYWTKVP I IVTLDTIGLEDDSMVYVENETLDLYTSLRASQQ - - - - - - - - - - I P
LOGMW--- -NEKENLTVEKVYPELEIATA- - - - - - - - THNEKPEALYNAMAASQOS - - - - - - - - - - TF
FNW--- -LEVGNVEAYVVKALNNMPLYVEYAEPNYLFNAAWTFNDTYYQG - - - - - - - - - - Y
-------------------------------------- YTPNDPYFS5S----------RQ
WEK- - - -LKK- -MPGWEKWVEFDHOAWVLLG- - - - KPEWLGGGEGSTOPAQT - - - - - - - - - - I P
TEK----LKEK-LKGWRY | EEDGVAYAFG- - - -FSHNYTDVOWNVEMIMN- - - - - - - - - - AP
WDK--- -0FRIITNAAKAKLDKEALKEVKNDPDVAYWEEDHWVAHALAQT - - - - - - - - - - WP
WOK- - - -OFKYWDAASATLNEKAVKELKEKDPSVAYWEERDHVAHAYAQS - - - - - - - - - - WP
WOK- - - cOQFKYYVNAAAATLDEKAVKELKKDPSVAYWVEEDHI AHEYAQS - - - - - - - - - - WP
WWR - - HAVEKGFVWGR- - - -MSPYEAAALANDPSVALYEEDG I ISITHATO - - - - - - - - SGAT
YAH- - -ALQGFSAE- - - -LDDARLEALRADERVAF IEQDAWVRPLWVTA- - - - - - - - ETWA
YAH- - -ALQGFSAQ- - - -MDERQAEALRQDPRVAF IEQDAVVRISTDO - - - - - - - - ANAT
YHEM- - -WFSGFAAT- - - -LDENMYVREVLRAHPDVEY IEQDAVVT INAAD - - - - - - - - TNAP
¥OT---WLKGFAIYLPDVAGSAFVEAMKKENPKYVLESYENDTYVMKIDVTTO - - - - - - - SNPD
YRS - - - AVOGFAAK.- - - -METARAAELAADPRVEYWEQDSKWVELAATD - - - - - - - - THAT
¥5----5INGFAVS.- - - -LSEESAAKRLAADPSVEYWEQDQOQWVFS IQATO - - - - - - - THNRPPS
MTLPLEYINGFWAEN- - -VDEAALRRLOSDPRVAYWEQDRQWWSLSATD - - - - - - - - THAT
FQH---TLHNGYSAQ- - - -LDPAQLAAVRADPEVAYYVEPDQWVVRADTEQ - - - - - - - - RTAD
¥YTA---ALRGVAVE- - - -VPDOQELARLRQDPRVAY IEADQEVRAFAVDO - - - - - - - - SPAT
YTA---ALOQGLAAR- - - -LSPEMLAALRQDPRVAY IEADQVMSE I SATO - - - - - - - - TGAT
YSEH- - -ALNGFHAT- - - -MSAEQAAKLAADPKEKVAMYVOADLRITVDAVO - - - - - - - FMNPPS
YEH- - -ALNGFSAT- - - -MSEAMAKRAAADPRVAYYVEQONRVFHTTAEQ - - - - - - - THPPS
¥5T---ALRGAELR- - - -VDAGAAAR | AADPAVAYYVEQNHRYVSITDTO - - - - - - - THPPS
FRT---AVRGFSAT- - - -MTDOQARRLAADPAVALWEPNKRVHAYDTO - - - - - - - OMPPS
YEA- - - ALNGYSWVA- - - - WEEAQARKLAADPAVASYVONRVFTVDDAQGPO-GAQPNPPS
YTG---ALQGFAAE- - - -MAPQALEAFROSPRVEF IEADKVWYRAWATD - - - - - - - SPAFP
YTA- - - AVRGFAAY- - - - | SPEELEQYRRDPEVAYLEADQKWVVVTATR - - - - - - - - NMFPD
YT@- - - ALSGFAAK- - - -LSAQONLAVLRADKRVKY IEQDGRMHATATO - - - - - - - - SGAT
YT@- - - ALSGFAAK- - - -LSAONLAKLOQADRRYVKY IEQDATVHATATO - - - - - - - - SGAT
FDS---5S1IGFVAN- - - -LDALOLKQLRRDSRVEY IEQDQILSIDPWWSEN- - EAVOSNAI
FODH---5I5GFVAN- - - -LSPDOLKDLRSDPRVWDY IEQDRILSLDPIVSA- -DANQTHNAI
FDH---5I5GFVAN- - - -LSPEQLKDLRSDPFRVWDY IEQDRILSLDPIVSA- -DANQTHNALI
FDS---ALSGFSAE- - - -LTAEQLOALRADPNYWDY IEQNQI ITVNP I I SASANAAQDNYT
FDS---ALSGFSAE- - - -LTAEQLOALRADPHNYDY IEQNQI ITYHNP I I SASANAAQDNYT
YTH- - - ALKGGTFT- - - -LSEKAAQKLAQDPHNYLLYEEDQ I WSLN- - -« - -« - ATONNAT
FGG- - -WLNGWWIN--- -ASAKQLKGLLNNPNIDY IEQRQVVTVTRPAITA- - SGDQANPT
FGS---ALNGVLYG- - - - ASRKEIMAMRENDPNVEY IEQDOQMMSE | SPMMST - - AGDOQASP |
FGM---ALNGWVLIK--- - - ANAKQIAELQDDPKIKY IEQDQMMS ISP IMSA- - SEDAGEPRPT
FGM---WLNGWLIN- - - - ASAQQVKALLKDPNVKYVEQDOQVMEYVTPMMEA - - NADQFSPT
YT+ ---ALNGFAAEAVAKLST AQLAALRADPRVAY+EQDRQOWYS I+ATOSASANADONNAT

Mynd 34. Framhald af mynd 4 bladsidunni & undan.
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Q953e
Q45681
45670
PO4OT2
PLRS02
CY9P993
POOTBO
POQTB2
PO4189
604D
Q101AS
EJFGO2
POGETI
DEN 2
BEGVE4
CeWGCFs
DTCWJé
ABL2V3
0146
D3P5E1
CEriad
CTMENT
AdxDx4
AdFITE
B4VICT
Poasad
DTBHLS
C10150
QUZI0E
GBGES2
QIVDAD
P1c588
GrasVie
A2PXAM
CTRD3S
@53401
D4ZKAS
GraisGe
QIHUQ2

Consensus

180 180 200 Z10 E 47 230

WEITEATYNN- - - - - DTLTETTGGSG- INTAVLDTGVNTSHPIDLYNNVEQCKDFTGATTPR -
WG IKAIYHNN- - - - - SHLTSTSGOGAG - INITAVLDTGVNTHHPIDLSNNVEQCKDF TYGTHF -
YEPOQNTYTD- - - - - YAWDWTHKGSS - GOQEIAVIDTEGVDNTHPDLDGKY I KGYDFWVDNDYDP
YGPOK |QAP - - - - - CAWD | AEGS - - GAKIAIVDTOVIRSNHPIDLAGEVVGGWDF WVDNDSTP
WG IERVEAP « « -« « - SVWS I TRGSVEVIQVAVLDTGVRNVDHPDLAAN | AWCVYVETLRGEKYS -
R-LGRLFS------ HIWRRAFGYG - - VHEVAVLDTG IDYKHPELSGKEVYVYC INTLGNTLY K
YG IPLIKAD: - « » - KVOAQGF KGAN- VKVAWVLDTG IQASHPFDLN: - VVGGASFWVAGEAYN
YEWSQ I KAP- - - - - ALHSQGYTGSN-VEVAVIDSG IDESHPDLK- - VAGGASKHMYPSETHNP
YGISO I KAP- - - - - ALHSAQGYTGSN- VEVAVIDSG IDSSHPIDLN- - VRGGASFWVPSETHNP
WELDR IDQASLPLNGTYTYNTTGQG - VTWYWVIDTSG IRTSHSQFGOGRASEGYTAINDGRGA
WELDRVDOEDLPLDGLYRPALSGAG - VHAYVLDTG IRSTHREFQGRLGEGFDAVDPDGGA
WELDRIDQSDLPLNSTYSYNLTGAG - WVHNAY L IDTG LTHTDFQGRAVTGFDAVTPGGTA
WELARISSTSPGTSTYYYDESAGQG- SCWYVIDTG IWSHPFEF EGRAQMVETYYYS5- - -5
WELDR IDOKTLPLNSAYSYLOTGSG .- TTAYIVDTG STHRIOF SGRVLEGYTA I SDGNGT

S

N

EIEEEEEEE -

WGELDRIDORDLPLETTY TYNTTAAG - VHAY L IDTG TSHEDFGGRASVGTDTVGGGONG
WGLDR IDQRNLPLNSSYSYTSTGSG - VRAYWVIDTOGVIR|| AHNAFGGTAVNGYDAWVDGDHNVA
WELDPRIDQRTLPLDGRYTYNTTAPD - VTWYVIDTSG IRIADHQEFGGRVVEGEGVTA| SDGREGS
WGLDRIDORKLPLNRAYTYASTGAR - VTAY IVDTG IRTSHRDFGGRASGGF SVIDDGYGT
WGLDOR IDAQRTLPLDGRYTYTATGAG - VHAYWVDTG ILILSHREFTGRIGKGYDA I TPOGSA
WELDRIDORTLPLEGTFTYSHNTGSG - VHAY I IDTG I|RVSHSEFGGRATAVFDAIGDGONG
WGELDR IDORDLPLDSSYSYETGASN - VTAY I IDTGIR[TTHSTFGGRASWGANTIDTHNT -
WELDPRVDQRNLPLEPDSYSYDTTASN-VEAYVIDTG IR/ THEDFEGRARHGYDFWVDNDSNA
WGELDRVDORDLPLDNEY TYPHNTASD - VHIYILDTSG IRTTHODFGGRATWSGTNTADMN - -ND
WGLDHIDGRHLPLDH&YEYSTGABN-VhﬁYVIDTGq TTHRTFGCGRAKHGF DAVDNDNDA

WGELDRIDOQRALPLDSSYTYPDEKAGEGVTAY I IDTG | THEEFGTRASYGYDAIDNDNTA
WELDR IDORDLPLENSYTYTATGRG - VHYYWVIDTSG |
WELDRIDORNLPLDGKEYAY TTTGAG - VHAVYWVIDTG I
WGLDR IDORSLPLDSHYVYNSTASG - VKAY L IDTGI
WGL&HIDQRNLPLDGHYSYSTTASN-UTﬁYlIBTGa

]
TTHREFGGRARVGYDALG- - GNG
TDHPEFGGRAKAGYDATG - -GHNG

T

T

E

[=]

TGH[THFGGRAVWGETNTTGD-GHNN
TAHTDFGGRAVWGETNTTGD-GMNN
NHHEEFGGRSVSGYDFVDNDADS
NAHWVEFGGRSVEGYDFVDNDADA
MAHMEFGGRSVEGYDFWVDNDADA
FHHPEFGGRAKSGYDF IDNDNDA
FHHPEF GGRAKSGYDF IDNDNDA
NSHSEFGGREVEG IDTWVDNDNDA
| SHNEFGNRASHGYDFWVDNDNDA
TTHMEFGGRASSGYDF WDNDNDA
NSHMNEFGGRATSGYDF IDNDSDT
NTHMNEFGGRASSGYDF IDNDYDA

WGELDRIDORNLPLDRNYNANFDGFG-VWTAYVIDTG

WELDRIDQRNLPLDNNYSANFRGTG-VTAYWVIDTS

WELDRIDORNLPLDHNNYSANFDRGTG - VTAYVIDTGY
WG IDRIDQRDLPLNRSYNYNYDRGSG - WVTAYWVIDTG I
WE IDRIDOQRDLPLNRRYNYNYDGSG - VTAYWVIDTEI
WG IDRVDORNLPLEGTYTYNTTASN - VHAY L IDTGI
WELDRVDOQRNLPLNSHYHYDFDRGTG - VTAYVIDTGV
WGELDRLDORDLPLDGHNYHYDFDGTG - VTAY IWDTGY
WELDR IDORDLPFDNMNYHYDYDGTG . VTAY I IDTGY
WE IDRIDQRNLPLEPNNYHTDYDRGSG - VTAFVIRTGV

ZE=Z=Z =

Frr=ar»p=

WGELDR IDORNLPLD*NY+YNTTGSGOGVTAYVIDTG IRTEHPEFGGRAVEGYDF WVDNDNDA

Mynd 34. Framhald af mynd 4 bladsidunni & undan.

&9



Qa53e
Q45681
QI5ET0
PO4OT2
PEBSO2
QaFes3
PooTe0
POOTE2
PO4189
@e0AHB
Q1D1A9
E¥FGO2
POGBTI
DelNz
BESGVSY
CEWCPY
DTCWJE
ABL2V3
PRO14E
D3IPS5S51
Cewia
CIMXVT
AdN0xE
A4FITH
B4VICT
POBSSY
DTBHLS
C1D150
QUIQE
QBGBS52
QIVDAD
P16588
QaKvE
AZPXMA
CTRD33
Q53401
DAIKA3
Q93RGE
QIHUG2

Consensus

240

250

" 1 i 1 L L} L] L] "
s IHNECTORNGHGTHVAGTALADGGSDOAG | YEGVAPDADLWAY KVL
- - TDNSCTDROGHG THVAGSALANGGTG - SGVYGVAPEADLWAY KWL

MDLHNNHG THWVAG -
QHNGNGHGTHCAG -

- TELRDCADONGHGTHVIG -
GTHLRECADRKCHGTHWVAG -

v oe e n s cODCYGHGTHWVAG - - - « « « « | IGGHNTYGVAKGVTLYAVRVL,

e SDCOGHGTHVAG: - - - - - - TIGGAQYGVAKNVNLYGYVRYVL,

«asn o s TOCNGHGTHWAG: « «+ =« « « TIGGSSYGVAKNYVNYWVEVRVLID

TOGHNGHGTHWVAG -
QDHNNSHGTHVAG -
CQDGESHGTHVAG -
ROCDGHGTHWVAG -
EDPCDGHGTHVAG -
HOCHGHGTHVAG -
ROGHNGHGTHCAG -
TOCHNGHGTHWVAG -
QDCAGHGTHVAG -
CQDGHGHGTHWVAA-
SDCNGHGTHWVAG -
EDCNGHGTHVAG -
QDCNGHGTHWVAG -
HDCHNGHGTHWVAG -
-DCQGHGETHVAG -
DOCHGHGTHWVAG -
TOCHNGHGTHVAG -
TDCHNGHGTHWVAG -
QDGHGHG THVAG -
QDCNGHGTHVAG -

TDCQGHGTHVAG -
SDCQGHGTHWVAG -
SDCHGHGTHVAG -
SDCNGHGTHWVAG -
SDCHNGHGTHWVAG -
SDOCAGHG THVAG -

TOCHGHGTHWVAG -
TOCHNGHGTHWVAG -

TOCHGHGTHVAG -
TOCHGHGTHWVAG -

260 270 280

L

| AABETNNATG | AGMAPNTRILAVREAL
| AAAVTNNSTG | AGTAPKASILAVRVL
STIAALNNDIGYVGVAPGWVRIYSEVRVL
- TAASLNNVESAAGYVPKVOL TAVEVL
s TWVAALDNTTGVLGVAPSWYWSLYAVEVL
s TVAALNNSIGWLGVAPSASLYAVKVL
-TIAALNNSIGVLGVAPSASLYAVEVL
TIGGSTYGVAKGVELVSVRWVL
ILGGTTWEVARAVTLHFPVRIL
TYWGGATYGVAKGWVNLHAVRVL
TYGSRTYGVAKKTOLFGVEKWVL
TVGGSTYGVAKNVSLVPIRIL
TWGGE TWEVAKGWVNL I AVRVL
TYWESASYGVSEHKAAQIVAVRVL
TWGGSTYGVAKGWVRELFAVRWVL
TTGGTAHGVAKSVRELYIVRVL
TIGGTTYGVAKGVTLHPVRVL
TYGGTYYGVAKSEVRLYAVRVL
TVGGAEYGVAKEVELVAVEVL
TIGGSSYEVAKGVEL | AVRVL
TAAGTAHG | AKEANLVAVEVL
TIGGAEYGVAKGVRIYEGVRVL
TVAGNTYGVAKKAKIVEVRWVL
TIGGWTYSVAKAVHLYAVRVL

TVGSATWGVAKEGVAL I AVEVL
TVGESSTWEVAKEGVELVAVKWVL
TIGGEAYGVAKNYVNIVGVRVL
TIGGSLYGVAKNWVNLVGVRWVL
TIGGSLYGVAKNVNLVYGEVRWVL
TIGGAQYGVAKNWVNLVGVRVL

- - - NN - NN NN

TWGGSTYG | AKSWVNL IGVRWVLN
TIGGGEYGVAKNVNIVGEVRWVL

TIGGASYGVAKNVNIVEGVRVL(S

53

200

1 1
DSGSGYSDDIAA
DODGSGYADD I AE
RHNGSGTLSDIAD
NSGSGTWTAVAN
BRGEGSYSDIAI
DEGSGYYSDIAE
SEGSGTYSGIVS
BMDGSGAYSWI I N
STGSGOQYSWI IN
CHGSGTTSGWIA
CRDGEGPLSGI 1A
CHEGSGTYEGWVVA
DHNGSGOYSTIIA
CDGSGASSNVIA
COGSGTHAGYIA
NAGSGTTAGWVA
CAGSGANSGWVIA
CAAFGTVISGEWIA
CHGSGSNESVIA
CEGSGENSGVIA
CAGSGTTASWVVG
COGSGTYDGVIA
CAGHNGTF AGVVA
CQGSGS | AGWVIA
MHGSGTTAQVWA
CHGSGSTSGVIA
CODGSGTVADWVIA
CHGSGTHNSGWIA
CDGSGTHNSGWVIA
CEGSGTTEGVIS
CTGSGSTSGWVIA
CSGSGSTSGVIA
CDGSGSTEAIAR
COESRGSTEAIVR
CSGSGTLSGVID
CHGSGSYSGWIS
CHGSGTHNSGVIS
CEGSGENSGVIA

TIGGSTYGVAKNVNVVEGVRVLN

CSGSGSNSGVIA

+T-L+SCTDCNGHGTHVAG-+TAAALTIGGSTYGVAK+ VNLVAVRYLDCSGSGTTSGVIA
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Condensus
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GIEWAISHH- - - - - = & &« & 4 0 0 0 oo e oo
GUHWYTANADY - - = & = & & o o s s 2 s s m s s P
GIDWVAAHHOS - - =« = = - = ¢+ s s s s 22 s 2P
GYDWWTANHVE - « = = = =« == s v v mnnenn P
GMDFWASDENNRNCPK - - « « « = s« 2 o s« &
GLOWILKNGERK : = = = « « = o 2 s = s 2 = = s x = P
GUDWWTANARK -+« = = = = c s s semnrnn P
GINWVTHNHVE - « - = = ¢ =« oo o v ennns- P
GUWDWYTYNHRE « = = « = & ¢ 0 s s s s 2 2 n s v a P
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GVDWVRONA - BB - = « « « @ o 2 o s s o e auen [
GIDWVTANAVE - - « = = - & ¢ = = ¢ s = = = s == P
GIDWVTENATA - - ===+« = s e vmmmme o P
GVDWWTANAVE : « « ==« cccvvnunnan P
G IDWYTEMNAGK v = = 2 s s s o s s s s sasoeoa P
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NS 1AAGYVY
RLOSSGVMVY
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RSVASGVSY
SS51SAGVTY
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Consensus

e, e, T

VAAAGNSGY - 80Q6T - - - IGYPGALP
IALAGHSGP -KPGS - - - IGYPGALY
VAAAGHNGS-S5TTF - - - - - EPASYE
VAAAGNAGN - TAPN - - « - « YPAYYS
VAASGHNEGA-PESPS- . .- - YPAAY P

ITAAAGNSGD -GDPLTHNHNVGYPAKY S
VAAAGNSGS-SGNT-NTIGYPAKYD

VAAAGNEGT-56S55-5TVEYPGKYP
AAAAGHEGS - S6ST - STVGYPAKYP
VIAAGHNSN- - - - - RNACDESPGRTA
VVAAGNFG - « - - - VSACDESPARAA
AVAAGHNDS - - -« « GDACSKSPARTA
AVAAGHHNMN- - - - - ADARMNYSPASEP
VVAAGNSH: « « « « ADACSSSPARVS
Al AAGNGHN |IFGQAVNACTVSPARYP
AVAAGHSH . « - - - ANASSYSPARVA
VWAAGNEN - - - - - RMNACHTSPARVS
SVAAGNSMHN:. - ---GDACA|ISPARVP
VVAAGNDMN - - - - - ROACFYSPARVT
VLAAGHNSM - - - - - ROACQF SPARVA
VWVASGH- - - - SSANACSYSPARVA

ALAAGHDYG - - - - ADACNSSPARTE
ALAAGNSS ANACNYSPARTP
AVAAGNGDMFGHNPODACSSSPARTP

GVAAGN-: - - - - ESTDASTHSEPARVA
AVAAGNDMN- - - - - ANACHYSPARYA
TVAAGHFA- - - - - RDACSGSPARVE
VVAALGHEM- - - - - OHACHNVSPASAA

AVAGGNDMN: - « « « WVDACTSSPARAAL

MLAAGHEMN:- - - - - ADACNTSPARVP
MLAAGHNSMN- - - - - ADACHNYSPARWVA
MLAAGNSMN:- - -« « - ADACHNYSPARVA
VIAAGHDN - - - - - KPACQWVSPAREFP
VIAAGHDG - - - - - KDACOWSPAREP
VVAALGHDM - - - - - SSACNYSPAREP

VVAAGNDM: - -« - s SNACNYSPARAA

VVAAGNDN- - - - - SNACNYSPARAV
VVAAGHDMN- - - - - SHACHNYSPARAA
VVAAGHNDMN- - - - - SNACNYSPARAA

EI

VVAAGNSNESFSG+ ADACHNYSPARVASAITVGATTSTDARSSESR

200

@D

1 ]
IAVAALENVOONGTYR
VAVAALENTIQNGTYR
IAVGAVDAYDR- - « - « « = - « -
IAVASTDANDMN - - « =« = = = s
IAVEAIBSHOMN - - - « - = v -« -
lAAAAVDONGS - - - - - - - - - -
IAVGAVDSNSH- - - - =« - -«
IAVGAVDSENG - « = « =« = = =«

TIAVGAVNESHND - - - - - - - - - -
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ITVGSTTRTDAR -
ITVGETTETOGL -
ITVGATDNTDTR -
ITVGATTSTDAK -
LTYVGATTSSDAR -
LTVGSIGPADTR -
ITVGSTTRTDAR -

VTVGSTTSSDSRSS
VIVGSTTSTDARSS
VIVGSTTSTDARSS
ITYGSTTNNDGRSN
ITVGATDSNDRRSYHLRODG SFWWASHWGS - - - -
ITVGSTTSSDSRASS
ITVGSTTSSDARSS <« --==::-FSHYG=- - -
ITVGSTTSSDGRSS
ITVGSTTSSDSRSS
ITVGSTTSNDSRSS

410

1 ]
VADYSSRGYIST
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Consensus

?m L] ‘*lau 1 }m 1
AGDYWVIQEGD IEISAPGSEVY STWYN
AGDYWVIQKGDVEI SAPGAAVYSTWF D
TWYDVVAPGVDIVSETITS
SVVDVAAPGEWIYSTYPT
QPEVS. - APGVDILSTYPD
GPEVDTAAPGVHILSTYPG
AELEVMAPGAGVYSTYPT
PELDVMAFGWVSIQOSTLFG
SELDVMAPGYSIQSTLPG
TCLDIFAPGSSITSASNA
PCVDLYAPGED IRSAG I A
s TOCVDIFAPGSNITSTYNT
SVLDIFGPGTSILSTWIG
SCVDIFAPGSQINSSWIG
TCLDIFAPGVG I TSAWAT
AVVDIFAPGSSITSAWST
SCWVNLFAPGODITAAWHT
SCVDVFAPGTGITSDWNT
RCLDLFAPGOQSITSAWYT
SCLDLFAPGSSITSAWIS
TCTDLFAPGEGITSSWHNT
CRCVDIFAPGSDITSAWIG
TCLDIFAPGSSITAPWIT
TCLDIFAPGWVG ITSSWHS
SILDIFAPGSSITSSEWGT
SCVDLFAPGASIPSAWYT
HCLDLFAPGENIRSAWIN
SCLDIFAPGSDITETWIG
«BCLDLFAPGVNITSTWIG
SCVDLFAPGSQ IKSAWYD
SCVDVFAPGSQ I KSAWYD
SCVDVFAPGESQIKSAWYD
NHCWVQIFAPGSDVTSASHEK
NCWDIFAPGSDVTSASHO
SCLDIYVAPGSSITSAWSEN
sHCLD IYAPGSSITSAWYN
SCLDIVAPGSD IKSAWYN
TCLDIVAPGSS ITSAWYT
TCLDIYAPGSS I TSSWYT

212

L=

450 fﬂ 1m
~GYHNTISGTEMATPHYEGLAAK IWAENPSLEN
SGYATISGTSMASPHAAGLAAK IWAQSPAASN

CRYAYMEGTSEMASPHVAGLAALLASQGRMNN - -

-TYASLSGTSMATPHVAGVAGLLASQOGRSA - -
SYETLMGTSMATPHVSGVVAL |QAAYYOKYG
-RYAYMEGTEMATPHYTGWAAL |IQALRLASGK
s TYATLHGTSMASPHVAGAAAL ILSKHPHNLSA

CEYGAYNG TEMASPHVAGAAAL ILSKHPHNWTHN

-TYGAYHGTSMATPHVAGAAAL ILSKHPTWTHN

HATEVMSG TSMATPHVAGAAALYLSAFPGAAP

TASEVFSGTSMATPHVAGAAALYLEIHPTATP
TATSVLSGTSMASPHVAGWVAALYLOQGNPTASA

- ETREISGTEMATPHVAGLAAYLMTLGKTTAA

Do 0000 WMo -AZETOE

TATKVLNGTSMATPHVVGWVVAEMLOSTPTATP
TATHTISOTSMAAPHVAGAAALYLAANPTARA
TATHESISGTSMASPHVAGAAARYLSTTPSATP
GALNTISGTSMASPHVAGAAALYLONNRSASP
TATHTISGTSMATPHVTGWVAALYLOQHPGAGP
TATHTISGTSMATPHYVTGAAALYLOWYPTATP
TEINTISGTSMAAPHVAGWYAALYLOSNPTASP
TATHTISGTSMASPHVAGGAALYLAGNPTAAP
TOSSTISGTSMATPHVAGAAALYLADNPSASP
TETHNTISGTSMASPHVAGAAALVLSANPSYTP
TATHTISGTSMATPHVAGAAALYLAANPSATP
TATHTISGTSEMATPHYVGAAALYLSQNPASTR
TATOQTLHGTSMATPHVAGWVAALYLEQNPSATP

- GDALASGTSMAAPF VAGVAALYLENHKGASP

TATHTISGTSMASPHAAGAAALL |AAG-NTTH
TATHTISGTSMATPHYTGAAAL |LAANPSYTT
~GYKTISGTEMATPHVAGWYAALYLOENNGLTPR
cGYKTISGETSMATPHVAGWAALYLOQENSSLSP
CHEYKTISGTSEMATPHVAGWVAALYLOENSSVEP
~GTTTMSG TSMASPHVAGWYAALYLQENKNLSP
CBTTTMGG TSMAAPHVAGVVALYLOQENKHNLEP
~GTHTISGTSMASPHVAGWVAALYLADNPSATPR

TETHNTISGTSMAAPHVAGAVALYLDENPSLSP

SATKTISGTSMAAPHVAGYAALYLDQTPTLTPR
SATHTISGTSMAAPHVAGWVAALYLNETPSMTPR

SATHTISGTSMASPHVAGVAALYLDENPHNLSP

AGDYVIQ-SCLDIFAPGSSITSAWYTSDTATHNTISGTEMATPHVAGWVAALYL+*ENPSATP
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@GIFALG
Q45881
Q45870
PO4072
PERS02
Q97993
POO7RO
PO07R2
Po4189
QefAHE
Q1D1A9
E3FGO2
P0Ea73
DaJw 2

BEGVES
CelWCPra
Drcwie
ABL2V3A
FBO146
D3P551
CaliAa T

CTMXVYT
Adxoxd
AdFiTd

BIVICT
PoBS9s
DTBHLS
C1D150
QUZR6

QBGE52
QIVDAD
Fie5ea
QaKve

A2PXNMA
CTRD39
Q5340
D4IHAL
GQ93RGA
QIHUGZ

Consensus

430 420 500 510 520 530

TQALRS - - - - - - NLOQERAKSWD | KGGYGAAIGDDYASGFGFARVO - - - - v o v v oo
WDVRG- - - - - - ELQTRASYVND ILSGNSAGSGDD IASGFGFARKYVO - - - - - - - - - - -
------------- IEIRQAITEQTADKISGTG- - TYFEYGRINSYNAWVTY - - - - - - -
------------- SMIRAAIENTADKISGETG - - TYWAKGRVNAYKAVAY - - - - - - -
KILPYWGTFDDISKNTWVRG ILHITADDLGPTGWDADYGYGWVVRAALAVOAALG - - - -
RLLTP- - - - - - - - DEVYQWITSTAKD IGPPGFDVF SGYGLVDAYAAVVAALSR - - -
---------------- SOVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGL INVEAAAD - - - - - - - -
---------------- TOVRSELENTTTELGDSFYYGKGL INVOAAAD - - - - - - - -
---------------- AQVRDRLESTATYLGNSFYYGKGL INVOAAAD - - - - - - - -

Bovmme e OVASALTSNATPGKVGGAGTGSPNRLLYTGF | AAPAVDTTPPQV [255)
Bovmme e OVMDALAGAA | SGRVKNAGPGSPDLLLOAGFRRSTGDWHRPWAH [258)
Bovmme e TVEAALTGFATAGRYTSPGTGSPNLLLFSGF IQPGGDVTPPTYS [352)
i ACR-Y I ADTANKGDLSNIPFGTWVNLLAYNNY QA - - - - - - - - - -

o T I 1STHLLNGASSNY VKNP - SGSPNRLLYKSP - - - - - - - =« - = - -
Bovooe e OVRDALWVHGATNHNKY INPGTGSPHNKLLYTLY - - - - - =« =« - - - -
Bovooe e OVATYLTGOATTGKYTSPGTGSPNRLLYLAPTA . - - - - - - - - - -
.o TWADOL IRNATTGVLSS IGTGSPNRLLFKGTW - - - - - - - - - - - -
Moeomoeoe e e - KVRDA I VDTATRGALTN I GAGSPHNLLLYS- - -RGESGF - - - - - - -
- OVASALLYYATPHNYWENAGRYSPHMLLLY - - - - - - = - = v oo o o - ]
Avome e TYRHNA I VENATYGVWRSAGSREPNLLLY - - - - - - = - = o = o = o - ]
Avememee o TWEAALLSAASSDK IGNAGAGSPNKLLFTGSTTTRS I TNPGAKA([ITL)
o T OVRDALYWDNGTSGWWGNPGSESPNYLLYTGAGSSDPDPNPERPEFR [116)
o T OIRDELYDNATDGA |GSPGSGSPNKLLYYGDGGTTR- - - PPPP P (116)
Acomem oo OVGETALYAASTPHNAVKDPRTGSPNRLLFTGTGDTPPPTGCER - - (112)
i OVSAALVGAATPNYVYTGEPGSGSPNRLLYWGAGTTP- - PNPGTRF [109)
Bovmme e SVASAILNGATTGRLSG IGSGSPNRLLYSLLSSGSG - - - - - - ST [103)
- AVNAALILDGESTSAKWVHNPGDGSPNRLLFNLOGNSGGNPPPPPSD [103)
Soe e SVTSALINNATTGKVTSAGTGSPNRLLY - - - - TGSG- - - - - TeT (100
Bovmme e OVTSALLMNATTGKWTSAGSGSPNRLLY - - - -T&SGS- - - - TTP [100)
Loowome e e e e s OLTGLLNSRASENKWSDTR-GTTHNKLLYSLADS - - - - - - - - - - - (11€)
i OVEAL | WSRATSGKWTDTR - GSWVNKLLYSLTDA - - - - - - - - - - (118}
i OVEAL | WSRASTGKWTDTR- GSWVNKLLYSLTDA - - - - - - - - - - (118}
T OIKTLLSDRSTKGKWSDTO - GTPNKLLYSLTDMN - - - - - - - - - - - 119}
T OIKTLLSDRSTKGKWSDTO - GTPNKLLYSLTDMN - - - - - - - - - - - 11181
.o OVDTA I TOSATPGVYSDAKSGSPNLLLYSLFDGTNPDPDPDP - - [211)
.o OIDSLLSORSSKGKWSNPOSGSPNELLYTLADGTERDFDPEPR - - [210)
.o EVDALLSSRATTGKWTDAKSGSPNELLFALEAAGGGCGDNCP - - [217)
8 OVTNLLATRASSGKWSDAKTGSPNSLLFSLDGD - GGCGDNCPPP(215)
Avome e OWTNLLEKTRATADKYTDAKTGSPNKLLFSLANDDGGCGNDCR - - [214)
|

A-LR-------- OWTAALWDRATSGKYT++GSGSPN+LLYSLADAAGGDRP+PPP+P
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