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Útdráttur 
Lífverur jarðarinnar búa við mjög mismundandi skilyrði. Kuldakærar lífverur eru þær 

lífverur sem vaxa og dafna við hitastig sem er stöðugt um eða undir frostmarki. Þær þurfa 

að mynda kuldavirk ensím til þess að viðhalda eðlilegum efnaskiptum. Alkalískur fosfatasi 

úr sjávarlífverunni Vibrio (VAP) er dæmi um eitt slíkt ensím. Alkalískir fosfatasar hvata á 

ósértækan hátt vatnsrof eða umestrun á fosfórýl esterum. Hins vegar eru dæmi um að 

alkalískir fosfatasar geti hvatað aðra gerð efnahvarfa heldur en náttúruleg virkni þeirra 

segir til um og kallast það fjölvirkni.  

Í verkefninu voru skoðuð áhrif stökkbreytinga á VAP sem skref í þá átt að kanna fjölvirkni 

VAP. Samkvæmt tölvureikningum þá þarf að gera fjórföldu stökkbreytinguna 

T112A/R113E/H116D/W274K til þess að breyta VAP í súlfatasa og/eða laktamasa og sýna 

þannig fram á fjölvirkni VAP. Í verkefninu var farið áleiðis í því að búa til það stökkbrigði 

og framkvæmdar stökkbreytingarnar T112A/R113G og H116D. Sett var inn glýsín (G) í 

stað glútamik sýru (E) til þess að fá samanburð við litla hlutlausa amínósýru. Eftir 

stökkbreytinguna T112A/R113G reyndist hvarfstöð VAP vera óstöðugri gagnvart hita 

(lægra T50%) miðað við villigerðina og af því leiddi minni sækni í hvarfefnið (hærra Km). 

Hins vegar var hverfitalan (kcat) svipuð og hvarfgetan (kcat/Km) í heild minni. Einnig 

reyndist heildarbygging próteinsins (Tm) óstöðugri við há hitastig og gæti það stafað af 

meiri sveigjanleika próteinsins eftir stökkbreytingu. H116D hafði minni sækni í hvarfefnið 

miðað við villigerð líkt og T112A/R113G. Hvarfgeta H116D var um það bil 30x minni 

heldur en hjá villigerðinni. H116D var aftur á móti stöðugra en villigerðin og 

T112A/R113G við hátt hitastig. Í verkefninu voru framkvæmdar tvær stökkbreytingar í 

áttina að þeim fjórum sem samkvæmt útreikningum þarf til þess að vekja upp súlfatasa 

virkni, það dugði ekki til að vekja upp fjölvirkni hjá VAP. 

 



 

Abstract 
Organisms in a permanently cold environment need to synthesize cold – active enzymes to 

sustain proper metabolism. Alkaline phosphatase (AP) from the marine Vibrio bacterium 

(VAP) is an example of such a cold – active enzyme. APs are nonspecific catalysts that 

catalyse hydrolysis or transesterification of phosphoryl esters. There is also some evidence 

that APs are promiscuous in the sense that they can catalyse another type of chemical 

reaction than they originally evolved to do which make them promiscuous.  

In this study we looked at the effects of residue replacements by site – directed 

mutagenesis that were done in search of promiscuity in VAP. According to in silico 

analysis the replacement of four residues might suffice to change VAP into a sulfatase, 

T112A/R113E/H116D/W274K. Here the VAP variants T112A/R113G and H116D were 

produced. Rather than replacing arginine (R) with glutamic acid (E) it was decided to 

replace it with glycine (G) to get comparison with a small, neutral amino acid. After the 

mutagenesis T112A/R113G the VAP proved to be less stable at a high temperature (lower 

T50%) than the wild type and it had a lower affinity for the substrate (higher Km). 

T112A/R113G had a similar turnover number (kcat) as the wild type but less catalytic 

efficiency (kcat/Km). The thermal stability of the overall structure (Tm) of T112A/R113G 

was also less and that is presumably due to more flexibility of the enzyme. H116D had less 

affinity for the substrate compared to the wild type just as T112A/R113G. The catalytic 

efficiency of H11D was 30x less compared to the wild type. However, H116D proved to 

be more stable at a high temperature than both the wild type and T112A/R113G. We 

carried out two of the four mutations that are needed to awake sulfatase activity in VAP 

according to in silico analysis. These two were not enough to promote promiscuity in VAP.   

  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Yfirlýsing 
Hér með lýsi ég því yfir að ritgerð þessi er samin af mér og að hún hefur hvorki að hluta 

né í heild verið lögð fram áður til hærri prófgráðu. 
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1 Inngangur 
1.1 Kuldavirkni ensíma 
Lífverur jarðarinnar búa við mjög mismundandi skilyrði. Stór hluti jarðarinnar er þakinn 

sjó, jöklum og heimskautum þar sem hitastigið getur farið langt niður fyrir frostmark. 

Lífverur sem búa þar verða að vera aðlagaðar skilyrðum sem þar ríkja og eru því flestar 

kuldakærar. Kuldakærar lífverur eru þær lífverur sem vaxa og dafna við hitastig sem er 

stöðugt um eða undir frostmarki. Þær mynda kuldavirk ensím til þess að viðhalda 

efnaskiptum og frumuhringnum [1].  

Aðlögun ensíma að kulda getur falist í ýmsum breytingum á byggingu þeirra. Til dæmis er 

oft prólín amínósýrum skipt út fyrir glýsín, aukin víxlverkun við leysinn vegna aukins 

fjölda yfirborðshleðsla, minni vatnsfælnihrif í kjarna [2-4]. Talið er að þessar breytingar 

stuðli að auknum sveigjanleika ensímsins en þá er átt við allar hreyfingar ensímsins. Við 

lágt hitastig er varmaflæði úr umhverfinu takmarkað og því er nauðsynlegt að tryggja 

nægan sveigjanleika ensímsins svo það geti áfram hvatað efnahvörf sín með nægum hraða 

við þessi skilyrði [4]. Mesta aukningin í sveigjanleika verður oftast í eða kringum virkniset 

ensímsins en breytingar í byggingu ensímsins langt frá virknisetinu geta einnig haft áhrif. 

Þessar breytingar á ensíminu gera það að verkum að það er virkara við lægri hitastig og 

hefur meiri hvötunarhæfni (hærra kcat eða kcat/Km) [1].  

1.2 Alkalískur fosfatasi  
Alkalískur fosfatasi úr sjávarlífverunni Vibrio (VAP) er dæmi um kuldavirkt ensím (sjá 

mynd 1). Alkalískir fosfatasar (AP) eru hvatar sem hvata á ósértækan hátt vatnsrof eða 

umestrun á fosfórýl esterum eins og sjá má á mynd 2 [5]. Þeir eru sagðir vera alkalískir 

vegna þess að kjörsýrustig þeirra til hvötunar er basískt eða í kringum 9 á pH skalanum. 

Kuldaaðlagaðir AP eru sérstaklega áhugaverðir vegna þess hvað þeir hafa mikla hvarfgetu 

(hátt kcat/Km).  
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Mynd 1: Alkalískur fosfatasi úr sjávarlífverunni Vibrio. Á myndinni má sjá byggingu ensímsins. Til 
aðgreiningar þá er einliða A lituð blá en einliða B græn. Ensímið hefur tvær hvarfstöðvar, eina í hvorri 
einliðu og sjá má á myndinni tvær Zn2+ jónir (fjólubláar) og eina Mg2+ jón (rauð) í hvorri hvarfstöð. Einnig 
má sjá 3 etýlenglýkól sameindir (hvítar og rauðar) og 11 súlfat sameindir (gul og rauð). C – endi ensímsins er 
merktur með C. Kórónuhneppið er staðsett efst á myndinni [6]. Myndin var teiknuð í  Swiss-PdbViewer, pdb 
kóði: 3e2d. 

 

Mynd 2: Hvarfgangur alkalísks fosfatasa. Hér er dæmi um vatnsrofs – og umestrunarhvarf.  

Bygging AP getur verið margs konar. Þeir geta verið gerðir úr mjög mismunandi löngum 

fjölpeptíðkeðjum eftir því úr hvaða lífverum þeir koma en VAP er sá stærsti sem hefur 

verið greindur. AP eru líklega allir tvíliður og inniheldur virkniset þeirra þrjár málmjónir 

sem allar taka þátt í hvötuninni. VAP er tvíliða og inniheldur hvor einliða eina hvarfstöð. Í 

hvorri hvarfstöð er amínósýran Ser65 sem er mjög kjarnsækin, tvær zink jónir og ein 

magnesíum jón. VAP er mjög háður magnesíum í búfferum til þess að halda fullri 

hvötunarvirkni við há jafnt sem lág hitastig. Það bendir til þess að magnesíum jónin sé 
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frekar laust bundin við ensímið. Einnig virðist vera að samverkun milli einliðanna sé háð 

því hversu mettað ensímið er af málmjónum. [6].  

Með samanburði á byggingu AP úr spendýrum og bakteríum fæst 25% - 30% samsvörun í 

amínósýruröðinni [6]. Þrátt fyrir litla samsvörun eru amínósýrur í kringum virknisetið 

frekar vel varðveittar í öllum gerðum og annars stigs byggingar AP eru allar mjög líkar. 

Þær einkennast af betaflötum sem eru pakkaðir að utan með alfa helixum eins og sjá má á 

mynd 1 hér að framan. Amínósýrurnar sem binda zinkjónirnar eru varðveittar í öllum 

þekktum AP en það er aðeins breytilegt hvaða amínósýrur bindast magnesíum jóninni. 

Einnig eru amínósýrurnar Ser65 og Arg129 varðveittar í öllum tilfellum en þær bindast 

hvarfefninu beint [5, 6]. Mesti breytileikinn í byggingu AP felst í úrfellingum og 

innsetningum í amínósýruröðinni sem eru oft hluti af svokölluðu kórónuhneppi [6].  

Kórónuhneppið er mjög áberandi í byggingu AP. Í VAP er kórónuhneppið staðsett “efst” á 

ensíminu (sjá mynd 1) en VAP hefur stærsta kórónuhneppið af þeim AP sem þekktir eru. 

Það gegnir miklu hlutverki í víxlverkunum milli undireininganna. VAP einkennist af 

fjórum innskotslykkjum sem eru 14, 27, 34 og 46 amínósýrur að lengd.  Þær eru ekki til 

staðar í öðrum AP og þrjár þeirra eru hluti af kórónuhneppinu. Hreyfingar í 

kórónuhneppinu geta haft áhrif á virkniset alkalískra fosfatasa þar sem bindisetið fyrir aðra 

zink jónina er staðsett við enda kórónuhneppisins [6]. 

1.3 Fjölvirk (e. promiscuous) ensím 
Það eru mörg ensím sem geta hvatað önnur hvörf heldur en þau þróuðust til og er það 

kallað fjölvirkni (e. promiscuity) [7]. Fjölvirkni ensíma vísar til hæfileika þeirra til þess að 

hvata nokkur aðskilin efnahvörf sem fela í sér rof og myndun mismunandi tengja. Sem 

dæmi um fjölvirkni má nefna að arýlsúlfatasi hvatar upphaflega vatnsrof súlfat estera með 

hvarfefninu p-nitrofenýl súlfati en getur líka hvatað vatnsrof fosfómómóestera með 

hvarfefninu p-nitrofenýl fosfati. Sú hugmynd að ensím geti hvatað fleiri en eina gerð 

efnahvarfa hrekur þá kenningu sem áður var viðurkennd en hún gerði ráð fyrir því að hvert 

ensím hvataði aðeins eina gerð efnahvarfa og væri sérsniðið fyrir hvarfefni sitt [7, 8].  

Fjölvirkni er meðal annars þekkt hjá súlfatösum og fosfatösum en einning fjölda annarra 

ensíma. Það er engin ein leið sem hægt er að beita til þess að greina fjölvirkni ensíma, til 

þess þarf að skoða mikinn fjölda mismunandi hvarfa og hvarfefna [8]. Yfirleitt þegar 
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fjölvirkt ensím hvatar ekki sitt náttúrulega hvarf verður ekki jafn mikil hraðaaukning við 

hvötunina eins og þegar það hvatar sitt náttúrulega efnahvarf.  Hraðaaukningin er samt 

veruleg með tilliti til óhvataðs hvarfs. Fjölvirkni á sér oft stað milli ensíma í sömu yfirætt 

þannig að fjölvirkni eins ensíms getur verið náttúrleg virkni annars. Fjölvirkni getur líka 

verið grundvöllur fyrir þróun á nýrri virkni þar sem ný virkni ensíma getur sprottið fram á 

meðan sú eldri er enn til staðar eftir genatvöföldun [7, 8]. 

1.4 VAP bindur imipenem 
Samkvæmt nýlegri rannsókn Chakraborty og fleiri (2012) getur VAP bundið imipenem en 

ekki nokkra aðra skylda hindra fyrir ß–laktamasa. Imipenem er ß–laktam efnasamband sem 

hindrar ensím úr flokki málm–ß–laktamasa (B2) en þeir þurfa zink til þess að geta hvatað 

efnahvörf [9].  

VAP er eini AP sem vitað er um að bindi imipenem (t.d. hindrast AP úr E. coli ekki). Þessi 

binding leiðir til hindrunar á fosfatasavirkni hans. Þetta kom í ljós þegar reiknilíkani 

(CataLytic Active Site Prediction [9]) var beitt á fjölskyldu AP og mismunandi málm–ß–

laktamasa. Mikil samsvörun er í byggingu virkniseta VAP og málm–ß–laktamasa með 

tilliti til 3. stigs byggingar og rafsviðs og hleðsludreifingar innan virknisetsins. Það er talin 

vera ástæðan fyrir því að VAP gat bundið imipenem en enginn annar AP svo vitað sé. 

Einnig má nefna að AP úr E.coli, rækju og Vibrio eiga það allir sameiginlegt að þeir hafa 

þrjú bindiset fyrir málmjónir. Mismunandi er hvort að þau bindi zink eða magnesíum jón í 

þriðja málmbindisetið (M3), yfirleitt er það Mg2+ en Zn2+ í rækju AP. Í þessari rannsókn 

voru skoðaðar amínósýrurnar sem bindast zink jóninni í málm–ß–laktamösum og athugað 

hvort að hægt væri að finna samsvörun í alkalískum fosfatösum. Við samanburð á málm–

ß–laktamösum úr flokki B2 og mismunandi AP þá kom í ljós að í VAP þá eru allar 

amínósýrurnar sem stuðla að ß-laktamasavirkni innan sama málmbindisets (M1). Hjá 

hinum AP þá voru hinsvegar einungis hluti þeirra til staðar innan sama virknisetsins. Það 

er einnig talin ástæða fyrir því að VAP er eini AP sem getur bundið imipenem [9].  

1.5 Breyting VAP yfir í súlfatasa eða ß–
laktamasa 

Hugsanlega er hægt að breyta VAP yfir í súlfatasa eða ß–laktamasa með stökkbreytingum 

á nokkrum amínósýrum. Það myndi sýna fram á að VAP gæti verið fjölvirkt ensím. Áður 
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hefur verið sýnt fram á að AP úr E. coli hafi bæði virkni sem súlfatasi og fosfatasi [10]. 

Tilgangur þessarar rannsóknar var að kanna hvort að hægt sé að breyta VAP yfir í súlfatasa 

með því gera stökkbreytingar sem gera hann líkari AP úr E. coli. Samkvæmt útreikningum 

Chakraborty og félaga sem eru enn óbirtir þá er möguleiki að breyta VAP í súlfatasa með 

því að búa til fjórfalt stökkbrigði. Það myndi gera VAP líkari alkalískum fosfatasa úr E.coli 

með tilliti til 1. og 3. stigs byggingu og rafsviðs og hleðsludreifingar í hvarfstöð þeirra. Í 

viðauka 5.3 má sjá samanburð á amínósýruröð AP úr E. coli og VAP. Samkvæmt þessum 

útreikningum þá er stökkbreytingin sem þarf að framkvæma T112A/R113E/ 

H116D/W274K.  

Í þessu verkefni var farið áleiðis í þá átt að búa til þetta stökkbrigði. Skoðaðar voru 

stökkbreytingarnar T112A/R113G og H116D.  Vegna misskilnings við samstarfs-mann 

sem misritaði skammstöfun, var gerð stökkbreytingin T112A/R113G í stað T112A/R113E 

en talsvert áhugavert er þó að hafa samanburð á því hvernig eiginleikar ensímsins breytast 

ef sett er inn hlutlaus og mjög hreyfanleg amínósýra eins og glýsín. Það er mikið stökk að 

skipta út arginíni sem er basísk amínósýra fyrir glútamik sýru sem er súr og óvíst hvaða 

afleiðingar það hefur á virkni próteinsins. Á mynd 3 má sjá yfirlitsmynd af VAP og á 

myndum 4, 5 og 6 er búið að stækka upp þann hluta af ensíminu sem er afmarkaður af 

svarta ferhyrningnum á myndinni. Í þeim hluta ensímsins eru þær stökkbreytingarnar sem 

voru framkvæmdar í þessu verkefni staðsettar og af myndunum má sjá hvaða áhrif þær 

breytingar hafa á virkniset ensímsins í líkani af því. 
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Mynd 3: VAP villigerð. Hér má sjá heildarmynd af villigerð ensímsins VAP. Ensímið hefur tvö virkniset, eitt 
í hvorri einliðu. Í virkniseti VAP eru tvær Zn2+ jónir (fjólubláar), ein Mg2+ jón (grá). Milli málmjónanna sést 
súlfat jón (gul og rauð) sem er staðsett í hvarfstöðinni þar sem fosfat jón binst í lok hvarfsins og kjarnsækna 
amínósýran Ser65 (dökkblá). Einnig eru sýndar amínósýrurnar Thr112 (dökkbleik), Arg113 (ljósblá), His116 
(appelsínugul) og Trp274 (ljósbleik). Svarti ferhyrningurinn afmarkar það svæði sem stökkbreytingarnar sem 
framkvæmdar voru í þessu verkefni eru staðsettar á. Myndin var teiknuð í Pymol, (pdb kóði: 3e2d).  

 

Mynd 4: VAP villigerð. Hér má sjá virkniset í villigerð VAP. Það inniheldur tvær Zn2+ jónir (fjólubláar), eina 
Mg2+ jón (grá). Milli málmjónanna sést súlfat jón (gul og rauð) sem er staðsett í hvarfstöðinni og kjarnsækna 
amínósýran Ser65 (dökkblá). Einnig eru sýndar amínósýrurnar Thr112 (dökkbleik), Arg113 (ljósblá), His116 
(appelsínugul), Trp274 (ljósbleik) og vetnistengin (gul) sem myndast milli þeirra og nálægra amínósýra.  
Myndin var teiknuð í Pymol, (pdb kóði: 3e2d). 
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Mynd 5: Stökkbrigðið T112A/R113G. Hér má sjá virkniset stökkbrigðisins T112A/R113G. Það inniheldur 
tvær Zn2+ jónir (fjólubláar), eina Mg2+ jón (grá). Milli málmjónanna sést súlfat jón (gul og rauð) sem er 
staðsett í hvarfstöðinni og kjarnsækna amínósýran Ser65 (dökkblá). Einnig eru sýndar amínósýrurnar Ala112 
(dökkbleik), Gly113 (ljósblá), His116 (appelsínugul), Trp274 (ljósbleik) og vetnistengin (gul) sem myndast 
milli þeirra. Myndin var teiknuð í Pymol, (pdb kóði: 3e2d). 

 

Mynd 6: Stökkbrigðið H116D. Hér má sjá virkniset stökkbrigðisins H116D og hvernig Asp116 parast við 
Arg113. Það inniheldur tvær Zn2+ jónir (fjólubláar), eina Mg2+ jón (grá). Milli málmjónanna sést súlfat jón 
(gul og rauð) sem er staðsett í hvarfstöðinni og kjarnsækna amínósýran Ser65 (dökkblá). Einnig eru sýndar 
amínósýrurnar Thr112 (dökkbleik), Arg113 (ljósblá), Asp116 (appelsínugul), Trp274 (ljósbleik) og 
vetnistengin (gul) sem myndast milli þeirra.  Myndin var teiknuð í Pymol, (pdb kóði: 3e2d). 
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Með samanburði á myndum 4 og 5 sést, að í stökkbrigðinu T112A/R113G þá er verið að 

setja inn mjög litlar amínósýrur í staðinn fyrir þreonín sem er skautuð vegna 

alkohólhliðarkeðju og arginín sem er stór og basísk amínósýra. Við þessa breytingu detta 

út nokkrir vetnistengjamöguleikar svo að gera má ráð fyrir því að það afbrigði sé óstöðugra 

við há hitastig en á sama tíma hugsanlega virkara við lægri hitastig og hafi meiri 

hvötunarhæfni samkvæmt kafla 1.1.  Með samanburði á myndum 4 og 6 sést að það 

myndast fleiri vetnistengi við stökkbreytinguna H116D (m.a. tvö ný milli Asp116 og 

Arg113) svo að áætla má að það stökkbrigði sé stöðugra við hærra hitastig heldur en 

villigerðin en hafi mögulega minni hvötunargetu fyrir vikið. 

Í verkefninu var kannað hvaða áhrif stökkbreytingarnar tvær höfðu á ensímið með tilliti til 

virkni og stöðugleika en einnig hvort að ensímið hefði öðlast súlfatasavirkni þó að líklega 

þurfi allar fjórar breytingarnar til þess. Í ljósi rannsóknar Chakraborty´s og fleiri sem sagt 

var frá í kafla 1.4 þótti einnig forvitnilegt að athuga hvort að VAP hefði öðlast 

pensillínasavirkni við stökkbreytingarnar sem framkvæmdar voru. Því þar sem VAP getur 

bundist imipenemi er möguleiki á að með einhverjum stökkbreytingum sé hægt að breyta 

VAP í ß-laktamasa þó að ekki sé búið að reikna út hverjar þær væru. 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Efni og áhöld 
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, BNA): Agarósarafdráttarker (8x9 cm), Ampicillin sodium 

salt, Caps (3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid), deoxyribonuclease I (DNAasi), 

diethanolamine, lysozyme, dithiothreitol (DTT), Trizma® base, Mops (morpholino 

propanesulfonic acid), LB Broth Tablets, p-nitrophenyl phosphate (pNPP), NaCl, NaOH, 

sodium dodecyl sulfate (SDS), lithium dodecyl sulfate (LDS), Tryptone Plus, Penicillinase 

(úr Bacillus cereus), imipenem monohydrate, Coomassie Brilliant Blue G. IBA GmbH 

(Þýskaland): Anhydrotetracyclin, desthiobiotin og 2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid 

(HABA), Strep-Tactin súla. Invitrogen: XCell SureLockTM rafdráttarker, NuPage® Sample 

Buffer (4x). BDH Chemicals Ltd (Poole, England): Triton X-100. Merck (Darmstadt, 

Þýskalandi): KCl, MgCl2 og MgSO4. Becton, Dickinson and Company (Sparks, BNA): 

BactoTM Yeast Extract. Cambrex Bio Science Rockland, Inc. (Rockland, BNA): SeaKem® 

LE Agarose. Amersham Biosciences (Uppsala, Svíþjóð): Ethidium bromide solution. 

Millipore Corporation (Bedford, BNA): Micron Centrifugal Filter Device. Thermo 

Scientific (Rockford, BNA): Tris-Glycine Gel, 10x Tris-Glycine SDS Buffer, PageRulerTM 

Prestained Protein Ladder. Fermentas: GeneRulerTM 1kb DNA ladder, agarose loading 

buffer og Pfu (DNA pólýmerasi). Applied Biosystems: GeneAmp® PCR System 2700.  

Pierce Chemical Company (Rockford, BNA): Bromophenol Blue. Acros Organics (New 

Jersey, BNA): Ethylene glycol og HCl. GE Healthcare (Bröndby, Danmörk): dNTP 

(deoxyribonucleotide).  TAG Copenhagen A/S (Kaupmannahöfn, Danmörk): Vísar. 

Hellma (NY, BNA): 10 mm kvarts kúvettur.   

2.2 Stökkbreyting Vibrio AP gena 
Gerðar voru frekari stökkbreytingar á afbrigðunum T112A/R113G, H116D og villigerðinni 

með PCR (e. polymerase chain reaction) með það markmið að setja inn W274K, auk þess 

að setja T112A/R113G og H116D inn. Notast var við QuikChange® Site – Directed 

Mutagenesis Kit og undirbúin sjö 40 µL sýni í PCR glös samkvæmt eftirfarandi uppskrift:  
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2 µL fram vísir * 
2 µL aftur vísir 
4 µL af 10x Pfu búffer með MgSO4 
8 µL af 5x dNTP 
1 µL Pfu 
5 µL DNA (sjá töflu 1) 
18 µL af H2O 
* vísarnir voru þynntir 20 falt í afjónuðu vatni fyrir notkun. 
 
Fyrst var útbúin blanda með öllum efnunum sem voru sameiginleg og svo DNAið og 

vísarnir skammtaðir út í hvert glas fyrir sig. Í töflu 1 hér að neðan má sjá hvaða DNA mót 

og vísar voru notaðir saman og tafla 2 sýnir raðir vísanna sem notaðir voru. 

 
Tafla 1: Vísar og DNA mótið sem voru notuð við stökkbreytingarnar sem framkvæmdar voru með PCR.  
Vísar DNA mót 
AP#15LEFT/RIGHT (W274K) T112A/R113G 
AP#26LEFT/RIGHT (H116D) T112A/R113G 
AP#15LEFT/RIGHT (W274K) H116D 
AP#26LEFT/RIGHT (H116D) H116D 
AP#15LEFT/RIGHT (W274K) Villigerð 
AP#26LEFT/RIGHT (H116D) Villigerð 
AP#78LEFT/RIGHT (T112A/R113G) Villigerð 

 
 
Tafla 2: Vísar sem notaðir voru í PCR hvarfið til þess að stökkbreyta T112A/R113G, H116D og villigerð. 

AP#15LEFT (W274K) 
Villigerð 

5'- GAAGGTGGCCAAATCGACAAAGCGGGACACAGTAACG 
5'- GAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACG 

AP#15RIGHT (W274K) 5'- CGTTACTGTGTCCCGCTTTGTCGATTTGGCCACCTTC 
AP#26LEFT (H116D) 
Villigerð 

5'- TCCGACACACGCTTAACTGACGCGACCCCTGCTTCTTTC 
5'- TCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCTTTC 

AP#26RIGHT (H116D) 5'- GAAAGAAGCAGGGGTCGCGTCAGTTAAGCGTGTGTCGGA 
AP#78LEFT (T112A/R113G) 
Villigerð 

5'- GCTTAGTTTCCGACGCAGGCTTAACTCACGCGACCC  
5'- GCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCC 

AP#78RIGHT(T112A/R113G) 5'- GGGTCGCGTGAGTTAAGCCTGCGTCGGAAACTAAGC 
 
PCR hvarfið var framkvæmt í PCR tæki (GeneAmp® PCR System 2700) og eftirfarandi 

hitastillingu. 

1. 95,0 °C í 30 sekúndur 
2. 95,0 °C í 30 sekúndur 
3. 50,0 °C í 1 mínúta 
4. 68,0 °C í 7 mínútur 
5. 72,0 °C í 7 mínútur 
6. 4,0 °C ∞ 

Skref 2 – 4 var endurtekið 25x.  
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Að hvarfinu loknu voru 2 µL af DNAasanum Dpn–I bætt út í öll PCR glösin og honum 

leyft að vinna við 4°C í sólarhring. Dpn–I er sértækur á metýlerað DNA og brýtur því 

einungis niður metýleruð plasmíð sem gerir það að verkum að hægt er að losna við 

móðurplasmíðið sem er metýlerað. Nýju plasmíðin eru ekki metýleruð svo að Dpn–I hefur 

ekki nein áhrif á þau [11]. Tekin voru sýni fyrir og eftir meltu með Dpn–I og plasmíðin 

rafdregin eins og lýst verður í kafla 2.3.  

DH5𝛼 frumur sem notaðar voru til þess að einþátta og framleiða plasmíð voru svo sýktar 

með klipptu plasmíðunum á sama hátt og lýst verður í kafla 2.4 og dreift á petrískálar sem 

steyptar höfðu verið með Luria Bertani (LB) æti (sjá uppskrift í viðauka 5.1) sem innihélt 

ampicillini. Þessu var leyft að vaxa inn í hitaskáp við 37 °C í sólarhring. 

2.3 Rafdráttur plasmíða 
Byrjað var á því að búa til agarósahlaup sem innihélt etidíum brómíð og var notað í 

rafdráttinn samkvæmt eftirfarandi uppskrift. Hún nægir í hlaup sem er 8 x 9 cm. 

  50 mL 1x TAE búffer 
  5 µL etidíum brómíð 
  0,351 g agarósi 
 

TAE (Tris – acetate – EDTA) búffer og agarósa var blandað saman í keiluflösku og hitað í 

örbylgjuofni í um það bil tvær mínútur eða þar til agarinn var uppleystur. Þessu var síðan 

leyft að kólna dálítið, etidíum brómíðinu bætt út í, hellt í mót rafdráttarkersins og látið 

storkna.  

1x TAE búffer var hellt í rafdráttarkerið þannig að flæddi yfir hlaupið og 5 µL af etidíum 

brómíði voru settir öðrum megin í rafdráttarkerið. Plasmíðasýnin voru þynnt til helminga 

þannig að teknir voru 5 µL af sýni og 5 µL af keyrslubúffer (agarose loading buffer).  

Fimm míkrólítrum af sýni var síðan hlaðið í hvern brunn nema í einn brunninn voru settir 2 

µL af DNA stiga (GeneRulerTM 1kb DNA ladder) sem einnig hafði verið þynntur með 5 

µL af keyrslubúffer. Hlaupið var síðan keyrt við 70 V spennu þar til að böndin voru nánast 

komin út á enda hlaupsins. Tekin var mynd af hlaupinu á UV ljósaborði.  
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2.4 Ummyndun VAP 
E. coli frumur af stofni LMG194 eða DH5𝛼 voru ummyndaðar með plasmíðum sem 

innihéldu stökkbreytt VAP gen. Plasmíðin VAP1I-1 með breytinguna T112A/R113G 

innanborðs og VAP5I-1 með breytinguna H116D voru notuð við ummyndunina en þau 

voru búin til af Bjarna Ásgeirssyni. Þau eru bæði í plasmíðferjunni pBAS60 með 

tengisvæði sem eru tvær amínósýrur milli StrepTag halans og C-enda próteinsins sem 

auðveldar hreinsun þess en hefur vanalega ekki áhrif á svipmótun próteinsins [12].  

Ummyndunin var gerð á eftirfarandi hátt: Teknir voru 2 µL af T112A/R113G plasmíði og 

settir smellhettuglas. Því næst voru settir 100 µL af frumum (LMG194) út í glasið og það 

látið standa á ís í 15 mínútur. Eftir þetta voru frumurnar hitaðar í hitabaði við 42°C í 90 

sekúndur og strax á eftir settar í 2 mínútur á ís. Því næst voru 900 mL af SOC æti bætt út í 

ræktina yfir hitaloga og hún svo geymd á hristara inn í hitaskáp við 37 °C í tvær 

klukkustundir. Frumunum var síðan dreift á petrískálar þannig að bæði fengjust þéttar og 

óþéttar þyrpingar.  Til þess að fá óþéttar þyrpingar þá voru teknir 100 µL af frumuræktinni 

og dreift á petrískál sem hafði verið steypt með LB agar æti og innihélt ampicillin.  Þetta 

var gert með glersköfu sem hafði verið hreinsuð með etanóli og dauðhreinsuð í loga. Til 

þess að fá þéttar þyrpingar þá var frumuræktin spunnin niður í skilvindu fyrir 

smellhettuglös (Hettich zentrifugen, D – 78532 Tuttlingen) í um það bil eina mínútu eða 

þannig að sýnilegur frumumassi myndaðist á botni glassins. Mest öllu flotinu var hellt af 

og því sem eftir var í glasinu dreift á petrískál með sama hætti og áður. Petrískálarnar voru 

síðan settar inn í hitaskáp við 37° C yfir nótt.  

Viðmiðunarsýni var gert samhliða þar sem allt var framkvæmt eins nema plasmíðinu var 

sleppt. Það var gert til þess að ganga úr skugga um að það væri allt í lagi með frumurnar 

eftir ummyndunina. Ummyndunin var framkvæmd á sama hátt með plasmíðinu H116D. 

DH5𝛼 frumur voru einnig sýktar á sama hátt með plasmíðunum sem búin voru til með 

PCR (e. polymer chain reaction) hvarfinu sem lýst var í kafla 2.2.  

2.5 Tjáning og ræktun VAP 
Teknar voru hreinræktaðar þyrpingar af petrískálum og frumum úr einni þyrpingu sáð í 

hvert glas. Komið var af stað rækt, annars vegar í 5 mL af LB æti og hins vegar í 15 mL af 
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LB æti fyrir bæði H116D og T112A/R113G. Þeim var leyft að vaxa yfir nótt á hristara inn 

í hitaskáp við 37°C.  

Útbúnir voru 4L af LB æti samkvæmt uppskrift í viðauka 5.1 nema notað var kranavatn í 

stað afjónaðs vatns. pH – gildi ætisins var mælt með pH – mæli (Radiometer Copenhagen, 

PHM82 standard pH meter) og stillt á 7,56 með 4 M NaOH. Ætinu var skipt jafnt í níu 1L 

keiluflöskur og steriliserað í autoklava. Áður en sáð var í ætið voru um það bil 10 mg, eða 

það sem rúmaðist á litlum spatúluoddi, af ampicillini sett út í hverja keiluflösku. Því næst 

voru 2 mL af frumurækt sáð í hverja keiluflösku, fjórar flöskur af H116D en fimm af 

T112A/R113G.  Flöskunum var síðan komið fyrir á hristara inn í kæliskáp við 16 °C. 

Þessu var leyft að vaxa í tvo sólarhringa áður en tjáning var örvuð en það var gert þegar 

þéttleiki ræktarinnar var orðinn nægilegur. Til þess að meta þéttleikann var gleypnin mæld 

við 600 nm. Yfirleitt er miðað við að best sé að örva tjáningu þegar gleypni ræktarinnar 

mælist um það bil 0,5 – 0,6 [13]. Það var gert með því að setja 40 µL af 

anhydrotetracyclini í hverja keiluflösku og var ræktin svo látin vaxa í rúman sólarhring. Þá 

hafði frumuræktin náð fullum þéttleika og var látin standa yfir nótt í kæliherbergi við 4 °C 

þar til hreinsun hófst.  

Byrjað var á því að vinna með H116D stofninn en T112A/R113G var meðhöndlaður á 

sama hátt. Frumuræktin var spunnin niður í skilvindu (Beckman Coulter, Avanti® J-26XP 

Centrifuge) sem tók sex 250 mL Beckman skilvinduglös. Ræktinni var skipt jafnt niður í 

glösin þannig að um það bil 200 mL voru í hverju glasi. Keyrslurnar í skilvindunni voru 

gerðar með snúði JLA við 4 °C og 15000 RCF í 10 mínútur. Flotinu var hellt af og 

frumumassinn leystur upp í 100 – 150 mL af Vibrio AP búffer (sjá innihald í viðauka 5.2) 

og 0,5 mL af Triton X-100 sápu. Þetta var síðan fært yfir í plastbrúsa og lýsósími (0,5 

mg/mL) bætt út í áður en þessu var komið fyrir í frysti. T112A/R113G var meðhöndlað á 

sama hátt.  

2.6 Hreinsun 
Frumuvökvinn var tekinn úr frysti og látinn þiðna við herbergishita. Þegar allt var þiðið var 

DNAasa (0,1 µL/mL) bætt út í frumuvökvann. Honum var leyft að brjóta niður DNA slím 

sem var í frumuvökvanum í um það bil eina klukkustund áður en sýnið var spunnið niður í 

skilvindu  með snúði JLA við 4 °C og 15000 RCF í 10 mínútur. Gerðar voru 
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virknimælingar eins og lýst er í kafla 2.7 á frumuvökvanum, floti og botnfalli til að 

staðfesta að mesta virknin væri í flotinu áður en hafin yrði hreinsun á því. 

Hreinsunin var gerð á Strep–Tactin súlu (1,5 cm á breidd og 2,6 cm á lengd) í kæliherbergi 

við 4 °C og var flæðihraðinn hafður 0,8 mL/mín. Fyrst var súlan hreinsuð með HABA (2-

[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid) þangað til að hún var orðin skærappelsínugul. Því 

næst var Vibrio AP búffer dælt inn á súluna þangað til að appelsínuguli liturinn var 

horfinn, en þá var súlan tilbúin til notkunar. Flotinu var dælt inná súluna og skolað á eftir, 

fyrst með 5 CV Vibrio AP búffer og síðan 10 CV af salt búffer (sjá innihald í viðauka 5.2). 

Því næst var losunarbúffer (sjá innihald í viðauka 5.2) dælt inn á súluna og skolað með 15 

CV og að lokum skolað aftur með saltbúffer í 15 CV. Skammtasafnari var notaður til þess 

að fá 4 mL skammt í hvert söfnunarglas. Virknin var mæld í öðru hverju söfnunarglasi á 

meðan á hreinsuninni stóð og innihald glasanna þar sem virknin mældist mest sameinað. 

Virkni og próteinmagn var síðan mælt í hverju safni og það safn sem innihélt mestu 

virknina geymt. Hreinsaða próteininu var skipt niður í 1 mL skammta sem settir voru í 

frystiglös og hraðfryst í fljótandi köfnunarefni áður en þeim var komið fyrir í frysti.  

Í lok hreinsunarferilsins þá voru bæði T112A/R113G og H116D massagreind til þess að 

staðfesta að stökkbreytingarnar væru inn í próteininu. Massagreiningin var framkvæmd af 

Tinnu Pálmadóttur og sjá má niðurstöðurnar í viðauka 5.4. 

2.7 Virknimælingar 
Mælingar á ensímvirkni voru gerðar með hvarfefninu pNPP (para-nítrófenýlfosfat). Það 

innihélt 5 mM pNPP, 1,0 M díetanólamín, 1,0 mM MgCl2 og var sýrustig þess stillt á 9,8 

við 25 °C en það er kjörsýrustig alkalísks fosfatasa (VAP). Virknimælingarnar voru gerðar 

í 1 mL plastkúvettu við bylgjulengdina 405 nm. Tíu míkrólítrum af ensímlausn var komið 

fyrir á einum vegg kúvettunnar og svo 990 µL af hvarfefni sprautað á dropann af 

ensímlausninni til þess að koma hvarfinu af stað. Hvarfefnið var haft í vatnsbaði við 25 °C 

á meðan á mælingum stóð.  

Breyting verður í gleypni þegar alkalíski fosfatasinn affosfórýlerar pNPP í pNP. Lausnin í 

kúvettunni fer þá frá því að vera litlaus yfir í að vera gul. Hámarksmunur á gleypni 

þessarra tveggja efna er við 405 nm og þess vegna hentugast að mæla gleypnibreytinguna 

(∆A/mín) við þá bygljulengd. Mælingarnar voru gerðar með hraðaforriti 
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ljósgleypnimælisins við 405 nm í 30 s og stuðullinn 5,405 settur inn til þess að fá út 

virknina í U/mL. Stuðullinn er reiknaður út frá eðlisgleypnistuðli pNPP, 𝜀!"## = 18,5 mM-

1cm-1 og rúmmáli þess þynnta ensíms sem notað var í virknimælinguna, V!"#í% (ml), 

samkvæmt eftirfarandi jöfnu: 

Stuðull = !
!!"#í%∙!!"#í%

       (1) 

Virknin er reiknuð út frá Beer´s lögmáli:  

A =   ε   ∙ b   ∙ c            (2)   

þar sem A er gleypnin, ε er eðlisgleypnistuðullinn (mM-1cm-1), b er lengd kúvettunnar (1 

cm) og c er styrkur lausnarinnar (mM).  

Súlfatasavirkni ensímafbrigðanna var mæld. Hvarfefnið sem notað var í þær mælingar 

innihélt 5 mM para-nítrófenýlsúlfat, 1,0 M díetanólamín, 1,0 mM MgCl2 og pH 9,8 við 25 

°C. Notað var óþynnt ensím í mælinguna á súlfatasavirkninni á meðan það var notað 100x 

þynnt ensím í mælingarnar með p-nítrófenýlfosfatinu. Mælingin var framkvæmd við 10 °C 

í 30 sekúndur og svo voru sýnin látin standa í 18 klukkustundir við herbergishita. 

ß–laktamasa virkni var einnig mæld með imipenem við 330 nm (sjá kafla 2.13), heimild 

þar. 

2.8 Próteinstyrksmælingar 
Notuð var aðferð Zaman og Verwilghen til ákvörðunar á próteinstyrk, en hún er afbrigði af 

aðferð Bradfords. Þessi aðferð byggist á því að amínóhópar próteina (NH3
+) víxlverka við 

anjónir í litarefninu Coomassie brilliant blue G-250. Í þessari aðferð er litarefnið leyst upp 

í perklórsýru [14]. Sýnin voru undirbúin fyrir mælingu þannig að 0,250 mL af sýni voru 

leystir upp í 2,75 mL af lit. Gleypni sýnanna var mæld í 1 mL plastkúvettu við 600 nm. 

Coomassie Blue G-250 liturinn var staðlaður fyrir notkun og var jafna staðallínunnar sem 

notuð var í útreikninga á próteinstyrk: y = 0,0062x, R2 = 0,9875, þar sem y er geypni 

staðallausnanna og x styrkur þeirra í einingunni µg/µL. Próteinstyrkur í hreinum 

ensímlausnum var reiknaður út frá hreinsunartöflu.  
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2.9 SDS próteinrafdráttur 
Þegar hreinsun ensímsins á Strep–Tactin® súlunni var lokið var gerður rafdráttur til þess að 

kanna hreinleika próteinsins eftir hreinsunina. Rafdregin voru sýni úr öðru hverju 

söfnunarglasi þar sem mest virknin kom fram. Þau voru undirbúin á eftirfarandi hátt fyrir 

rafdráttinn. Teknir voru 30 µL af próteinsýni og þeim blandað saman við 10 µL af 

NuPage® Sample Buffer (4x) sem innihélt meðal annars LDS og DTT. Sýnin voru soðin í 

vatnsbaði í 3-5 mínútur áður en þeim var hlaðið á tilbúið Tris-Glycine hlaup. Hlaupinu var 

komið fyrir í rafdráttarkeri og það fyllt með Tris-Glycine SDS búffer þannig að það flæddi 

yfir bollana á hlaupinu. Því næst voru settir 20 – 25 µL af sýni í hvern bolla og í einn 

bollann var settur próteinstigi (Prestained Protein Ladder) frá PageRulerTM sem var 

keyrður samhliða sýnunum sem viðmið. Keyrslan var gerð við fastan straum og 185 V 

spennu þar til að brómófenól blátt litarbandið var komið út á enda á hlaupinu. Hlaupið var 

látið liggja í Commassie brilliant blue G-250 lausn yfir nótt og síðan aflitað með 30% 

metanóllausn (v/v) í tvo sólarhringa. Að lokum var tekin mynd af hlaupinu. 

2.10 Áhrif hitastigs á stöðugleika próteina 
Gerðar voru mælingar á stöðugleika stökkbrigðanna við mismunandi hitastig til þess að 

kanna hvaða áhrif það hefði. Fylgst var með virknitapi ensímsins á tímaeiningu fyrir 

mismunandi hitastig með því að mæla virkni þess með ákveðnu millibili. T112A/R113G 

var mælt á hitastigsbilinu 15°C – 31°C en H116D á billinu 25°C – 35°C. Mælingarnar voru 

gerðar þannig að 50 µL af sýni voru settir út í 300 µL af Vibrio AP búffer sem hafði náð 

jöfnu hitastigi í vatnsbaði og svo voru virknimælingar teknar með jöfnu millibili. Á meðan 

á mælingunum stóð voru sýnin látin standa í vatnsbaði við mismunandi hitastig en 

hvarfefnið (pNPP í díetanólamíni) var haft í vatnsbaði við 25 °C. 

Hraðafasti virknitaps ensíms er ákvarðaður með fyrsta stigs hraðajöfnunni: 

virkni! = virkni!!! ∙ e!!"             (3) 

þar sem k er hraðafastinn (mín-1) og t er tíminn (mín). Hér var miðað við hlutfallslega 

virkni svo að gert er ráð fyrir því að á tímanum t = 0 sé virknin 100%.     Arrheníusarjafnan 

lýsir sambandi hraðafasta hvarfs og hitastigs á eftirfarandi hátt:  
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k = A   ∙ e!!!/!"              (4) 

ln k = ln A −    !!
!"

                (5) 

Hér er A fasti, Ea virkjunarorka hvarfsins (J/mól), R gasfastinn (J/mólK) og T hitastigið 

(K). T50% er það hitastig sem ensím missir helminginn af virkni sinni á 30 mínútum. Hægt 

er að reikna hraðafastann við þetta hitastig með eftirfarandi jöfnu: 

𝑘!!"% =
!"   !""!"
!"  !í#

         (6) 

Teiknað var upp Arrheníusargraf sem sýnir ln(k) sem fall af 1000/T. Það hefur hallatöluna 
!!!
!

, skurðpunkt við y – ás í ln(k) og skurðpunkt við x – ás í ln(A) sbr. jöfnu 5. Út frá 

þessum upplýsingum er hægt að ákvarða T50% með eftirfarandi jöfnu:  

T!"% =    !!∙!"""
!(!" !!!"% !!" ! )

          (7) 

2.11 Hraðafræði Michaelis – Menten  
Framkvæmdar voru virknimælingar á stökkbrigðunum T112A/R113G og H116D við 

mismunandi hvarfefnisstyrki til þess að ákvarða Km, Vmax og kcat. Km er Michaelis – 

Menten hraðafastinn en hann er óháður styrknum á ensíminu sjálfu og einkennandi fyrir 

hvert ensím-hvarfefniskerfi. Km er sá hvarfefnisstyrkur sem gefur hálfan hámarkshraða 

ensímefnahvarfsins. Vmax er hámarkshraði ensímefnahvarfsins og kcat er hverfitala þess 

[15]. Hverfitalan segir til um hámarkshraða sem hvarfstöð ensíms getur breytt hvarfefni í 

myndefni  við mettandi hvarfefnisstyrk [16]. 

Hvarfefnið pNPP í díetanólamíni var notað við mælingarnar. Gerðar voru tólf 

raðþynningar á hvarfefninu í 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl2 og 15% (v/v) etýlenglýkól við 

pH 9,8. Hvarfefnisstyrkirnir voru allir á bilinu  0,005 mM – 1,5 mM en raunstyrkirnir voru 

mældir með því að geyma eina kúvettu úr hverri þynningu og leyfa henni að standa í um 

það bil tvær klukkustundir eða þar til hvarfið var gengið til enda. Gleypni sýnanna í 



18 

kúvettunum var mæld við 405 nm og 10 °C og hvarfefnisstyrkurinn reiknaður samkvæmt 

lögmáli Beer´s (jafna 2,  ε!"## = 18,5 mM-1cm-1).  

Ólínuleg nálgun var gerð á gögnunum í forritinu KaleidaGraph® þar sem gögnin voru felld 

að Michaelis – Menten jöfnunni: 

v =    !!"#∙ !
(!!! ! )

              (9) 

Fastarnir Vmax (mM/mín) og Km (mM) voru einnig ákvarðaðir í forritinu KaleidaGraph®.  

Hverfitölu ensíms, kcat (s-1), má síðan reikna með eftirfarandi jöfnu:  

k!"#  (s!!) =   
!!"#  

!"
!í#   ∙  !  !"  ∙  þ"##$#%&'()*ð*,,  ∙  !!,!"#í%

!
!ó#

!!"#í%
!"
!"   ∙  !" !

!í#∙!"""
                (10) 

2.12 Hringskautunarmælingar (CD) 
Gerðar voru hringskautunarmælingar á T112A/R113G, H116D og villigerð ensímsins. 

Undirbúa þurfti sýnin með því að skipta um búffer á þeim. Það var gert með því að setja 

0,5 mL sýni í díalýsu yfir nótt í 12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Settir voru 2 

mL af H116D í díalýsu því að styrkur þess ensíms reyndist of lítill til þess að geta fengið 

góðar niðurstöður úr hringskautunarmælingunni.  Sýnið var svo þétt fyrir mælingar með 

lítilli spunasúlu (Micron Centrifugal Filter Device). Fjögur hundruð míkrólítra skammtar af 

sýni voru spunnir niður í einu í skilvindu fyrir smellhettuglös og svo ensímið leyst upp í 

seinustu 400 µL af sýninu.  

Hringskautunarmælingarnar voru gerðar í JASCO J-810 Circular Dichroism Spectrometer 

og 2 mm kvarts kúvettu. Tekið var hringskautunarróf frá 200 nm – 250 nm og þar á eftir 

afmyndurnarferill fyrir ensímið ákvarðaður við 222 nm með hitastigshækkuninni 1,0 

°C/mín frá 20 °C – 80 °C.  Við úrvinnslu gagnanna var gert ráð fyrir því að á 

afmyndurnarferlinu væri ensímið annað hvort svipmótað (e. native structure) eða 

afmyndað (e. unfolded) og að engin millistig kæmu við sögu. Þess vegna gildir eftirfarandi 

jafna um hlutfall formanna tveggja: 
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F! + F! = 1                  (11) 

þar sem FN táknar hlutfall próteins sem er svipmótað en FU hlutfall þess próteins sem er 

afmyndað. Afmyndunarferlar hringskautunarmælinganna voru teiknaðir upp. Þeir sýna 

hringskautun (mdeg) sem fall af hitastigi (°C). Í hverjum punkti á slíkum ferli gildir 

eftirfarandi jafna fyrir hringskautunina:  

y = y! ∙ F! + y! ∙ F!               (12) 

þar sem yN er gleypni fullkomlega svipmótaðs próteins, yD er gleypni fullkomlega 

afmyndaðs próteins. Ef jöfnur 11 og 12 er leystar saman þá fæst jafna sem er lýsandi fyrir 

hvern punkt á afmyndunarferlinum. Vanalega eru yN og yD fastar en þar sem hitastigið er 

mismunandi yfir mælibilið þá þarf að framlengja grunnlínur fullkomlega svipmótaða 

ástandsins og fullkomlega afmyndaða ástandsins yfir allt mælibilið [15]. Það var gert með 

því að finna bestu línu fyrir bæði ástöndin og hallatala þeirra notuð til þess að reikna út 

gildi fyrir öll hitastig sem mælingar voru gerðar fyrir. Hlutfallið milli ástandana var síðan 

ákvarðað með eftirfarandi jöfnu:  

F! = (y! − y)/(y! − y!)          (13) 

Normaliseraður ferill sem sýndi FU sem fall af hitastigi var teiknaður upp í forritinu 

KaleidaGraph®.  Bræðslumark próteinsins, Tm, var ákvarðað í forritinu með því að gera 

ólínulega nálgun á gögnunum. Tm – gildi próteinsins má einnig lesa af grafinu í punktinum 

FU = 0,5. 

2.13 Mælingar á niðurbroti pensilíns 
Gerðar voru mælingar til þess að athuga hvort að  ensímafbrigðin T112A/R113G og 

H116D gætu brotið niður ß-laktam hringinn í pensilíni. ß-laktamasi var hafður sem jákvætt 

viðmið til þess að ganga úr skugga um að  mæliaðferðin væri viðeigandi. 

Í hverja mælingu voru notaðir 10 µL af ensími, 10 µL af 12 mM imipenem og 980 µL af 

50 mM Mops við pH 7,0. Mælingar á gleypnibreytingu á tímaeiningu (∆A/mín) voru 
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gerðar með hraðaforriti ljósgleypnimælisins í 30 s við bylgjulengdina 299 nm og 

ljósmælirinn núllstilltur á Mops. Fyrst var útbúin blanda af imipenemi og Mops sem var 

höfð í hitabaði við 25 °C á meðan verið var að framkvæma mælingar. Settir voru 10 µL af 

ensími í 1 mL plastkúvettu og síðan 990 µL af blöndunni sprautað á ensímdropann til þess 

að koma hvarfinu af stað [17, 18].  
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3 Niðurstöður 
3.1 Stökkbreyting VAP gena og rafdráttur 

plasmíða 
Í þessum undirkafla er greint frá tilraunum sem mistókust en með þeim var ætlunin að bæta 

stökkbreytingunni W274K við þær breytingar sem áður höfðu verið settar inn,  þ.e. 

T112A/R113G og H116D. Einnig voru breytingarnar H116D og T112A/R113G settar aftur 

inn í villigerðina sem nú var tjáð með StrepTag hala og tveggja amínósýru tengisvæði 

(kallast ST2). H116D hafði áður verið sett inn í villigerðina af VAP [5] og en það þótti 

ástæða til að endurtaka þetta til að tryggja að þær breytingar hefðu sömu áhrif í VAP-ST2. 

Framkvæmdar voru sjö markvissar stökkbreytingar. Þetta var gert með PCR eins og lýst er 

í kafla 2.2. Þessar stökkbreytingar voru gerðar með það markmið  

Við PCR hvarfið þá innlimast kirnaröð vísis sem inniheldur stökkbreytingu inn í plasmíðið 

sem notað er í hvarfið. Sjá má í töflu 1 í kafla 2.2 hvaða DNA mót og vísar voru notuð 

saman. Plasmíðin sem fengust eftir að stökkbreytingarnar höfðu verið framkvæmdar voru 

eftirfarandi: VAP–ST2  (T112A/R113G), VAP–ST2  (T112A/R113G/W274K), VAP–ST2 

(T112A/R113G/H116D), VAP–ST2 (H116D/W274K), VAP–ST2 (H116D), VAP–ST2 

(W274K) og VAP–ST2 (H116D). Stökkbreyttu plasmíðin voru rafdregin fyrir og eftir 

meðhöndlun með DNAasanum Dpn–I. Eftir rafdráttinn sáust greinileg bönd fyrir öll 

stökkbreyttu plasmíðin sem voru rafdregin áður en þau voru meðhöndluð með Dpn–I en 

engin bönd sáust hjá plasmíðunum sem voru rafdregin eftir meðhöndlun með Dpn–I. 

DNAasinn Dpn–I klippir einungis móðurplasmíðin sem eru metýleruð [11] en ekki nýju 

plasmíðin sem mynduðust við PCR hvarfið því að þau eru ekki metýleruð. Þó að engin 

bönd sæjust í rafdrættinum á plasmíðunum þar sem Dpn–I hafði klippt niður 

móðurplasmíðið þá voru engu að síður líkur á því að stökkbreytingarnar hefðu tekist því að 

mjög lítið magn af plasmíðum myndast við PCR hvarf.    

DH5𝛼 frumur, sem gjarnan eru notaðar til að framleiða mikið af plasmíðum,  voru 

ummyndaðar með stökkbreyttu plasmíðunum eins og lýst er í kafla 2.4. Frumunum var 

leyft að vaxa á petrískálum sem steyptar höfðu verið með LB agaræti sem innihélt 

ampicillin í tvo sólarhringa. Því miður tókst þetta ekki sem skildi því að engar þyrpingar 
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fengust á diskana. Einungis frumur sem innihalda plasmíðið geta vaxið á skálunum því að 

það hefur gen fyrir ß–laktamasa sem gerir frumurnar ónæmar fyrir ampicillininu sem er í 

ætinu. Það benti til þess að plasmíðið hefði ekki innlimast í frumurnar og því var PCR 

ferlið endurtekið en ekki gekk betur í seinna skiptið. Ekki vannst tími til þess að finna út 

hvað var að en það er margt sem kemur til greina. Til dæmis getur verið að pólýmerasinn 

eða aðrar lausnir sem notaðar voru hafi verið í ólagi. 

3.2 Ummyndun á VAP 
Ummyndunin á LMG194 frumum var gerð með plasmíðum sem innihéldu breytingarnar 

T112A/R113G og H116D. LMG194 eru tjáningarfrumur sem hafa ekki virkt phoA gen og 

framleiða því ekki eigin alkalískan fosfatasa.  Eftir að ummynduðu frumunum hafði verið 

leyft að vaxa yfir nótt á petrískálunum þá höfðu myndast þyrpingar á öllum diskum nema 

viðmiðunum (mynd 7). Það var eins og búist var við því í viðmiðunarsýninu þá var ekkert 

plasmíð. Frumur sem innihalda ekki plasmíðið vaxa ekki á æti sem inniheldur ampicillín, 

aðeins frumur sem hafa tekið upp plasmíðið.  
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Mynd 7: Kolóníur af stökkbreyttum LMG194 frumum á LB æti sem inniheldur agar og ampicillín. a) óþéttar 
þyrpingar af T112A/R113G, b) þéttar þyrpingar af T112A/R113G, d) óþéttar þyrpingar af H116D, e) þéttar 
þyrpingar af H116D, c) og f) viðmið.  

Valdar voru þyrpingar af óþéttu diskunum til þess að sá í stærri rækt af báðum 

stökkbrigðum.  

3.3 Tjáning og ræktun VAP 
Bæði ensímafbrigðin (T112A/R113G og H116D) voru ræktuð upp í stórri rækt og uxu 

frumurnar hægt til að byrja með. Yfirleitt er miðað við að örva tjáningu þegar gleypni 

ræktarinnar við 600 nm mælist milli 0,5 – 0,6. Hér var tjáning hins vegar örvuð eftir tvo 

sólarhringa þó að gleypni ræktanna beggja hafi mælst undir þeim viðmiðunarmörkum. 

Þegar tjáning var örvuð, sem var gert með því að setja 40 µL af anhydrotetracyclin saman 

við, mældist gleypni H116D við 600 nm 0,121 en gleypni T112A/R113G einungis 0,040. 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 
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Frumunum var leyft að vaxa í annan sólarhring og svo voru þær geymdar í kæliherbergi 

við 4 °C yfir nótt. 

Þegar farið var að hreinsa og mæla virkni stökkbrigðanna þá kom í ljós að T112A/R113G 

var óvirkt og ferlið var því endurtekið fyrir það afbrigði. Prófað var að taka frumur úr bæði 

15 mL og 5 mL ræktunum sem til voru og valta út á sitt hvorn petrídiskinn. Frumurnar 

voru látnar vaxa við 37 °C inn í hitaskáp yfir nótt en engar þyrpingar mynduðust á 

diskunum.  Þetta bendir til þess að það hafi eitthvað farið úrskeiðis í milliræktinni og að 

frumurnar, sem sáð var í stóru ræktina, hafi verið dauðar fyrir. Gerð var önnur tilraun þar 

sem teknar voru þyrpingar af upprunalegu petrídiskunum og sáð tvær 15 mL ræktir, það 

gekk og frumurnar tóku vel við sér svo að sáð var í 4L rækt. Áður en tjáning var örvuð í 

seinna skiptið mældist gleypni T112A/R113G við 600 nm 0,942.  

3.4 Hreinsun  
Á mynd 8 og 9 hér að aftan má sjá hreinsunarferla fyrir H116D og T112A/R113G af 

Strep–Tactin súluskiljunni. Svo sem búast mátti við þá kom lítið af virkni af skiljunni með 

skollausninni. Gleypni við 280 nm var ekki mæld í glösunum en það sást mikil þéttni efna í 

gegnumflæði. 

  



25 

 

Mynd 8: Hreinsunarferill fyrir H116D á Strep–Tactin súluskilju. Grafið sýnir virkni (U/mL) sem fall af 
glasanúmeri. Virknimælingarnar voru gerðar við 405 nm með sérstöku hvarfefni fyrir alkalískan fosfatasa, p-
nitrofenýl fosfati (pNPP). Notaður var skammtasafnari og 4 mL skömmtum safnað í hvert glas með 
flæðihraðanum 0,8 mL/mín. (a) Í upphafi var sýninu hlaðið á súluna. (b) Í glasi 12 – 17 var Vibrio AP búffer 
dælt inn á súluna. (c) Í glasi 18 – 27 var Vibrio AP búffer sem innihélt 150 mM af NaCl dælt inn á súluna. (d) 
Í glasi 28 – 44 var losunarbúffer sem innihélt desthiobiotin dælt inn á súluna. (e) Í glasi 45 var salt búffer 
aftur dælt inná súluna og skolað með honum það sem eftir var af hreinsuninni.  

 

 

Mynd 9: Hreinsunarferill fyrir T112A/R113G á Strep–Tactin súluskilju. Grafið sýnir virkni (U/mL) sem fall 
af glasanúmeri. Virknimælingarnar voru gerðar við 405 nm með sérstöku hvarfefni fyrir alkalískan fosfatasa, 
p-nitrofenýl fosfati (pNPP). Notaður var skammtasafnari og 4 mL skömmtum safnað í hvert glas með 
flæðihraðanum 0,8 mL/mín. (a) Í upphafi var sýninu hlaðið á súluna. (b) Í glasi 13 – 21 var Vibrio AP búffer 
dælt inn á súluna. (c) Í glasi 22 – 38 var Vibrio AP búffer sem innihélt 150 mM af NaCl dælt inn á súluna. (d) 
Í glasi 39 – 61 var losunarbúffer sem innihélt desthiobiotin dælt inn á súluna. (e) Í glasi 61 var salt búffer 
aftur dælt inn á súluna og skolað með honum það sem eftir var af hreinsuninni.  
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Innihald glasa þar sem einhver virkni kom fram var sameinað og virkni og próteinstyrkur 

hvers safns metinn. Fyrir H116D voru gerð þrjú söfn,  safn 1: glas 3 – 18, safn 2: glas 30 – 

33 og safn 3: glas 47 – 51 og sjá má niðurstöður virkni og próteinmælinga fyrir H116D í 

hreinsunartöflu hér að neðan (tafla 3). Fyrir T112A/R113G voru gerð fjögur söfn, safn 1: 

glas 3 – 17, safn 2: glas 25 – 37, safn 3: glas 41 – 44 og safn 4: glas 45 – 59. Sjá má 

niðurstöður prótein- og virknimælinga fyrir T112A/R113G í hreinsunartöflu hér að neðan 

(tafla 4). Einnig var virkni og próteinstyrkur í upphafssýni beggja ensímafbrigða mældur.  

 
Tafla 3: Hreinsunartafla fyrir H116D. Virkni og próteinstyrkur voru mæld í upphafssýni, safni 1 (glös 3 – 
18), safni 2 (glös 30 – 33) og safni 3 (glös 47 – 51). Virknin var mæld með hvarfefninu p – nitrofenýl fosfati í 
díetanólamíni við 405 nm. Próteinmælingarnar voru gerðar með litarefninu Coomassie brilliant blue G-250 
á sama hátt og áður hefur verið lýst. Safn 2 var notað til frekari mælinga.   
Sýni Rúmmál Virkni Prótein Eðlisvirkni Prótein Virkni Heimtur Hreinsun 

 (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) (mg) (U) (%) (x) 

Upphafssýni 44,0 17,8 3,2 5,6 140 782 100 1,0 
Safn 1 70,0 0,2 1,7 0,1 117 14 1,8 0,0 
Safn 2 17,0 24,5 0,07 345 1,2 417 53,3 61,8 
Safn 3 22,0 0,3 0,07 3,9 1,5 5,7 0,7 0,7 

 

Tafla 4: Hreinsunartafla fyrir T112A/R113G. Virkni og próteinstyrkur var mældur í upphafssýni, safni 1 
(glös 3 – 17), safni 2 (glös 25 – 37), safni 3 (glös 41 – 44) og safni 4 (glös 45 – 59). Virknin var mæld með 
hvarfefninu p – nitrofenýl fosfati í díetanólamíni við 405 nm. Próteinmælingarnar voru gerðar með 
litarefninu Coomassie brilliant blue G-250 á sama hátt og áður hefur verið lýst. Safn 3 var notað til frekari 
mælinga.  

Tegund Rúmmál Virkni Prótein Eðlisvirkni Prótein Virkni Heimtur Hreinsun 
Sýnis (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) (mg) (U) (%) (x) 

Upphafssýni 55,0 54,0 3,3 16,3 183 2968 100 1,0 
Safn 1 67,0 0,1 2,7 0,04 183 6,5 0,2 0,0 
Safn 2 49,0 0,09 0,04 2,2 2,1 4,5 0,2 0,1 
Safn 3 17,5 114 0,1 1085 1,8 2000 67,4 66,7 
Safn 4 67,0 3,1 0,06 47,5 4,3 205 6,9 2,9 

 

Eins og sjá má á hreinsunartöflunum þá er mikið af próteinum í upphafsýninunum 

samanborið við hin söfnin. Í safni 1 fyrir bæði ensímin þá eru þar mikið af próteinum sem 

ekki hafa bundist sértækt á súluna.  Hár hreinsunarstuðull í safninu með mestu virknina 

gefur til kynna að tekist hafi að hreinsa burt mikið af auka próteini. Einnig jókst 

eðlisvirknin mikið og heimturnar voru frekar góðar. Af töflum 3 og 4 hér að ofan má 

álykta að vel hafi tekist að hreinsa bæði ensímin. 
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3.5 Próteinrafdráttur 
Eftir hreinsun voru T112A/R113G og H116D rafdregin með SDS rafdrætti til þess að 

kanna hreinleika ensímsins. Á mynd 10 má sjá niðurstöður rafdráttar á H116D en á mynd 

11 niðurstöður rafdráttar á T113A/R113G.  

 

 

Mynd 10: SDS rafdráttur á H116D eftir hreinsun á Strep–Tactin súluskilju. Rafdregið var á tilbúnu Tris -
Glycine hlaupi með jöfnu millibili úr glösum hreinsunarferilsins þar sem mest virkni kom fram. Í brunni 1 
var upphafssýnið rafdregið, í brunni 2 var rafdregið sýni úr glasi 29, í brunni 3: úr glasi 30, brunni 4: úr glasi 
31, brunni 5: úr glasi 33, brunni 6: úr glasi 35, brunni 7: úr glasi 37, brunni 8: úr glasi 39, brunni 9: úr glasi 
41, brunni 10: úr glasi 43 og í brunni 11: úr glasi 45 á hreinsunarferlinu. Í brunni 12 var rafdreginn 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder (170-130-100-70-55-40-35-25-15-10 kDa) sem viðmið. Litun á 
rafdráttarhlaupinu var gerð með Coomassie brilliant blue R-250 og það var síðan aflitað í 30% (v/v) 
metanóllausn.  Hlaupið var rafdregið við 185 V í 45 mínútur í XCell SureLockTM rafdráttarkeri frá 
Invitrogen. 
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Mynd 11: SDS rafdráttur á T112A/R113G eftir hreinsun á Strep–Tactin súluskilju. Rafdregið var á tilbúnu 
Tris-Glycine hlaupi með jöfnu millibili úr glösum hreinsunarferilsins þar sem mest virkni kom fram. Brunnur 
1 var hafður tómur en í brunni 2 var upphafssýnið rafdregið, í brunni 3 var rafdregið sýni úr glasi 13, brunni 
4: úr glasi 41, brunni 5: úr glasi 42, brunni 6: úr glasi 43, brunni 7: úr glasi 45, brunni 8: úr glasi 47, brunni 9: 
úr glasi 49, brunni 10: úr glasi 51 og í brunni 11: úr glasi 53  á hreinsunarferlinu. Í brunni 12 var rafdreginn 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder (170-130-100-70-55-40-35-25-15-10 kDa) sem viðmið. Litun á 
rafdráttarhlaupinu var gerð með Coomassie brilliant blue R-250 og það var síðan aflitað í 30% (v/v) 
metanóllausn.  Hlaupið var rafdregið við 185 V í 45 mínútur í XCell SureLockTM rafdráttarkeri frá 
Invitrogen. 

 

Eins og sést á rafdráttarhlaupunum fyrir bæði H116D og T112A/R113G þá koma fram 

skýr bönd sem gefur til kynna að próteinið sé mjög hreint og vel hafi tekist til við hreinsun 

á báðum ensímafbrigðum. Einnig má sjá að sameindamassi próteinanna samkvæmt 

rafdrættinum er í kringum 60 kDa en hann er í raun 56430 Da fyrir T112A/R113G og 

56537 Da fyrir H116D.  

3.6 Áhrif hitastigs á stöðugleika próteina 
Skoðuð voru áhrif hitastigs á stöðugleika T112A/R113G og H116D til þess að meta T50% 

fyrir ensímafbrigðin. Fylgst var með virknitapi ensímafbrigðanna við mismunandi hitastig 

og hraðafasti virknitaps ákvarðaður fyrir hvert ensím. Fylgst var með virknitapi 

T112A/R113G á hitastigsbilinu 15 °C – 31 °C en virknitap H116D var mælt á bilinu 25°C 

– 35 C. Teiknað var upp graf samkvæmt jöfnu 3 í kafla 2.10 sem sýnir 

ln(virkni/upphafsvirkni) þ.e. ln(A/A0) fyrir þau hitastig sem mælingar voru framkvæmdar 
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við. Sjá má dæmi um eitt slíkt graf fyrir hvort ensím (mynd 12 og 13) og fyrir fleiri 

mælingar í viðauka 5.5. 

 

 

Mynd 12: Virknitap H116D sem fall af tíma.  
(☐) Virknitap H116D við 21 °C, jafna bestu línu: y = - 0,00148 – 0,0104x.  
(w) Virknitap H116D við 25 °C, jafna bestu línu: y = - 0,00395 – 0,0249x.  
(x) Virknitap H116D við 27 °C, jafna bestu línu: y = - 0,01 – 0,0308x.  
(+) Virknitap H116D við 29 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0904 – 0,0442x.  
(o) Virknitap H116D við 31 °C, jafna bestu línu: y = - 0,119 – 0,0729x.  
Ensímið var geymt á ís fyrir mælingar og tíminn var settur af stað þegar að ensímið fór út í búfferinn. 
Búfferinn var látinn ná hitastigsjafnvægi í hitabaði við mismunandi hitastig (T112A/R113G við 15°C – 31 °C 
en H116D við 21 °C – 35 °C). Virknimælingarnar voru framkvæmdar með hvarfefninu p -  nítrófenýl fosfati 
í díetanólamíni við 25 °C. 
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Mynd 13: Virknitap T112A/R113G sem fall af tíma.  
(o) Virknitap T112A/R113G við 17 °C, jafna bestu línu: y = - 0,121 – 0,0358x.  
(∆) Virknitap T112A/R113G við 19 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0938 – 0,0460x.  
(+) Virknitap T112A/R113G við 21 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0632 – 0,0557x.  
(x) Virknitap T112A/R113G við 25 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0129 – 0,0877x.  
(w) Virknitap T112A/R113G við 27 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0808 – 0,0963x. 
(☐) Virknitap T112A/R113G við 31 °C, jafna bestu línu: y = - 0,0495 – 0,121x.  
Ensímið var geymt á ís fyrir mælingar og tíminn var settur af stað þegar að ensímið fór út í búfferinn. 
Búfferinn var látinn ná hitastigsjafnvægi í hitabaði við mismunandi hitastig (T112A/R113G við 15°C – 31 °C 
en H116D við 21 °C – 35 °C). Virknimælingarnar voru framkvæmdar með hvarfefninu p -nítrófenýl fosfati í 
díetanólamíni við 25 °C. 
 

Teiknuð voru upp Arrheníusargröf (sjá viðauka 5.5) sem sýna hraðafasta virknitapsins við 

hvert hitastig sem fall af viðkomandi hitastigi. Hraðafasti virknitapsins við hvert hitastig er 

hallatala bestu línu fyrir hvert hitastig á myndum 12 og 13. Á mynd 14 má sjá dæmi um 

Arrheníusargraf fyrir eina stöðugleikamælingu bæði á T112A/R113G og H116D.   
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Mynd 14: Arrheníusargraf fyrir H116D og T112A/R113G. Grafið sýnir niðurstöður mælinga þar sem ln(k) 
(min-1) er teiknað upp sem fall af 1000/T (1000/K).  
(☐) Sýnir niðurstöður stöðugleikamælinga fyrir H116D og er jafna bestu línu: y = 53,79 – 17,17x. Samkvæmt 
útreikningum fékkst að T50% fyrir H116D væri 23,4 °C.  
(o) Sýnir niðurstöður mælinga fyrir T112A/R113G og er jafna bestu línu: y = 23,82 – 17,17x. Samkvæmt 
útreikningum fékkst að T50% fyrir T112A/R113G væri 10,4 °C.  
 

Hallatala bestu línu á Arrheníusargrafi var síðan notuð við útreikninga á T50% samkvæmt 

jöfnu 7 í kafla 2.10.  Sjá má niðurstöður stöðugleikamælinga fyrir T112A/R113G og 

H116D í töflu 5.   

Tafla 5: Niðurstöður stöðugleikamælinga fyrir T112A/R113G og H116D. Sýnin voru hituð í Vibrio AP 
búffer. Virknitap stökkbrigðanna var mælt við 405 nm með hvarfefninu pNPP í dietanólamíni við valin 
hitastig á bilinu 15 – 35 °C. Til þess að meta óvissu í niðurstöðum var reiknað staðalfrávik og táknar n fjölda 
mæligilda.  
VAP T50% (°C) 
WT–ST2 23,3 ± 1,4 (n = 3)  
T112A/R113G 10,4 ± 1,4 (n = 3)  
H116D 23,4 ± 1,9 (n = 3) 
 

Mælingar á villigerð framkvæmdi Tinna Pálmadóttir. Framkvæmt var t-próf á 

niðurstöðunum. Þegar villigerðin og T112A/R113G voru borin saman fékkst p = 0,0004, p 

< 0,1 svo að marktækur munur er á T50% gildum þeirra. Þegar framkvæmt var t-próf þar 

sem borin voru saman villigerðin og H116D þá fékkst p = 0,9450, p > 0,1 svo að ekki er 
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marktækur munur á T50% gildunum fyrir villigerðina og H116D. Ef gildin í töflu 5 eru 

borin saman þá sést að T112A/R113G er mun óstöðugra heldur en  H116D og villigerðin.  

3.7 Hraðafræði Michaelis – Menten  
Framkvæmdar voru virknimælingar á T112A/R113G og H116D við mismunandi 

hvarfefnisstyrki til þess að ákvarða Km, Vmax og kcat. Ólínuleg nálgun var gerð á gögnunum 

í forritinu KaleidaGraph® þar sem þau voru felld að Michaelis – Menten jöfnunni (jafna 9, 

kafla 2.11) og kcat síðan reiknað út frá jöfnu 10 í kafla 2.11. Sjá má dæmi um Michaelis –  

Menten feril fyrir bæði ensímin á sama grafi hér að neðan (mynd 15). 

 

 

Mynd 15: Michaelis – Menten ferill fyrir T112A/R113G og H116D. 
(o) Sýnir Michaelis – Menten feril fyrir H116D þar sem Vmax = 2,06 mM/mín og Km = 0,79 mM. 
(☐) Sýnir Michaelis – Menten feril fyrir T112A/R113G þar sem Vmax = 8,29 mM/mín og Km = 0,54 mM, 
ensímlausnin var þynnt 2x fyrir mælingar. Virknimælingarnar voru framkvæmdar með hvarfefninu p – 
nitrofenýl fosfati í díetanólamíni þynntu í Caps búffer, við 10 °C. Forritið KaleidaGraph® var notað til þess 
að fella Michaelis – Menten feril að gögnunum skv. jöfnu 9 og reikna Vmax og Km. 
 

Sjá má niðurstöður útreikninga á Km, Vmax og kcat gildum fyrir T112A/R113G og H116D í 

töflunni hér að neðan (tafla 6). 
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Tafla 6: Niðurstöður hraðafræðimælinga fyrir H116D og T112A/R113G. Hér má sjá Km, Vmax og kcat fyrir 
bæði afbrigðin en gildin voru reiknuð í forritinu KaleidaGraph®. Virknin var mæld við 405 nm og 10 °C. 
Gerðar voru 12 raðþynningar á hvarfefninu pNPP í díetanólamíni með 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl2, 15% 
(v/v) etýlenglýkól við pH 9,8. Mælt var á styrkbilinu 0,005 mM – 1,5 mM.  Staðalfrávik var notað til þess að 
meta óvissuna og n táknar fjölda mælinga. 
VAP Km (mM) kcat (s-1) kcat/Km 
WT–ST2 0,06 ± 0,002 78,8 ± 8,1 1208 ± 209 (n = 6) 
H116D 0,93 ± 0,14 33,1 ± 3,9 35,8 ± 3,7 (n = 4) 
T112A/R113G 0,45 ± 0,06 76,2 ± 10,6 172 ± 36 (n = 4) 
 

Mælingar á villigerð framkvæmdi Bjarni Ásgeirsson. T-próf var framkvæmt á 

niðurstöðunum og þegar Km gildi villigerðarinnar og H116D voru borin saman þá fékkst p 

= 0,0001, p < 0,1 svo það er marktækur munur á Km gildum þeirra. Þegar Km gildi 

T112A/R113G og villigerðinnar voru borin saman með t-prófi þá fékkst p = 0,0001, p < 

0,1 sem gefur til kynna að einnig sé marktækur munur milli þeirra. Framkvæmt var t-próf á 

kcat gildum líka. Samanburður á kcat fyrir villigerðina og H116D gaf p = 0,0001, p < 0,1  

svo að marktækur munur er á kcat gildum þeirra. T-próf á kcat gildum villigerðarinnar og 

T112A/R113G gaf p = 0,6914, p > 0,1 svo það er ekki marktækur munur á þeim. Með 

samanburði á gildunum í töflu 6 má sjá að mikill munur er á T112A/R113G og H116D. 

T112A/R113G hefur um það bil helmingi lægra Km sem gefur til kynna að það hafi mun 

meiri sækni í hvarfefnið heldur en H116D en þó ekki jafnmikla sækni og villigerð 

ensímsins. Einnig sést greinilega að T112A/R113G hefur hærri hverfitölu (kcat) heldur en 

H116D, þó að töluverð óvissa sé í þeim gildum, og T112A/R113G getur því breytt fleiri 

hvarfefnissameindum yfir í myndefni á tímaeiningu. Hlutfallið kcat/Km gefur til kynna að 

hvarfgeta T112A/R113G sé meiri en H116D en hvorugt stökkbrigðið hefur jafnmikla 

hvarfgetu og villigerðin.   
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3.8 Hringskautunarmælingar (CD) 
Framkvæmdar voru hringskautunarmælingar fyrir T112A/R113G, H116D og villigerð 

ensímsins til þess að meta heildarstöðugleika próteinbyggingarinnar. Niðurstöðurnar sem 

fengust voru normaliseraðar samkvæmt jöfnu 13 í kafla 2.12 og normaliseruðu gögnin 

teiknuð upp sem fall af hitastigi. Á mynd 16 hér að neðan má sjá afmyndunarferil fyrir eina 

mælingu á T112A/R113G, H116D eða villigerð en niðurstöður fleiri mælinga sem gerðar 

voru er að finna í viðauka 5.7.  

 

Mynd 16: Afmyndunarferlar fyrir T112A/R113G, villigerð og H116D. Hér eru sýndir normaliseraðir ferlar 
þar sem hlutfall þess próteins sem er afmyndað (Fu) teiknað upp sem fall af hitastigi (°C). Græni ferillinn er 
afmyndunarferill fyrir T112A/R113G, Tm = 45,5 °C. Svarti ferillinn er afmyndunarferill fyrir villigerðina, Tm 
= 47,9 °C. Blái ferillinn er afmyndunarferill fyrir H116D, Tm = 56,1 °C. Mælingarnar voru framkvæmdar í 
JASCO J-810 Circular Dichroism Spectrometer, í 2 mm þykkri kvarts kúvettu og var afmyndunarferillinn 
ákvarðaður við 222 nm. Sýnin voru undirbúin með díalýsu í 12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. 
 

Tm – gildi próteina er ákvarðað í þeim punkti þar sem helmingur af próteinunum eru 

afmynduð, það er að segja þegar Fu = 0,5.  Í töflu 7 hér á eftir má sjá niðurstöður 

hringskautunarmælinga fyrir T112A/R113G, H116D og villigerð ensímsins.  Þar sem 

nokkrar mælingar voru framkvæmdar fyrir hvert ensímafbrigði þá var ákveðið að taka út 

eitt jaðargildi á Tm í öllum tilfellum.  
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Tafla 7: Niðurstöður hringskautunarmælinga, Tm – gildi fyrir T112A/R113G, H116D og villigerð.  Sýnin voru 
mæld í 12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Hringskautunarmælingarnar voru gerðar í JASCO J-810 
Circular Dichroism Spectrometer og 2 mm þykkri kvarts kúvettu og afmyndurnarferill ensímsins tekinn við 
222 nm með hitastigshækkuninni 1,0 °C/mín frá 20 °C – 80 °C. Staðalfrávik var notað til þess að meta 
óvissuna og n táknar fjölda mælinga. 
VAP Tm (°C) 
VAP–ST2  48,0 ± 1,5 (n = 5) 
H116D 56,1 ± 1,2 (n = 4) 
T112A/R113G 45,9 ± 3,0 (n = 5) 
 

Framkvæmt var t-próf á niðurstöðunum. Þegar villigerðin og H116D voru borin saman þá 

fékkst p = 0,0001, p < 0,1 svo það er marktækur munur á þeim gildum. Þegar villigerðin 

var borin saman við T112A/R113G þá fékkst p = 0,1991, p > 0,1  svo að ekki er 

marktækur munur á Tm – gildi villigerðarinnar og stökkbrigðisins T112A/R113G. Út frá 

gildunum í töflu 7 má álykta að T112A/R113G sé aðeins óstöðugra heldur en villigerðin en 

t-prófið gaf til kynna að munurinn á gildunum væri ekki marktækur. H116D var hins vegar 

töluvert stöðugra heldur en bæði villigerðin og T112A/R113G. Í stökkbrigðinu 

T112A/R113G er búið að setja alanín og glýsín inn í staðinn fyrir þreonín og arginín. 

Alanín er óhlaðin, lítil amínósýra og glýsín er líka mjög lítil og sveigjanleg og finnst oft í 

beygjum ensíma. Hins vegar er þreonín skautuð vegna alkohólhliðarkeðju og arginín er 

stór og basísk amínósýra. Þessi breyting gerir því próteinið hugsanlega sveigjanlegra og 

fækkar víxlverkunum en aftur á móti aðeins óstöðugra við hátt hitastig sem gerir það að 

verkum að það hefur lægra Tm heldur en villigerðin. Í stökkbrigðinu H116D var histidín 

skipt út fyrir aspartat. Histidín er basísk amínósýra en aspartat er súr, við þessa breytingu 

verður möguleiki á myndun fleiri vetnistengja eins og sjá má með samanburði á myndum 4 

og 6 í kafla 1.5.  Það hefur stöðgandi áhrif og Tm hækkar.  

3.9 Mælingar á niðurbroti pensilíns 
Mælingar voru gerðar á pensilínasa virkni T112A/R113G og H116D og var aðkeyptur ß–

laktamasi hafður sem jákvætt viðmið. Engin virkni kom fram hjá hvorugu stökkbrigðinu.  

3.10 Mælingar á súlfatasavirkni 
Súlfatasavirkni var mæld hjá báðum ensímafbrigðum en engin virkni kom fram hjá 

hvorugu afbrigðinu. 
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4 Umræður 
Markmið verkefnisins var að breyta VAP í súlfatasa og reyna þannig að vekja upp 

fjölvirkni hjá VAP. Samkvæmt tölvuútreikningum Chakraborty og fleiri sem eru enn 

óbirtir þá er það möguleiki með því að búa til fjórfalt stökkbrigði. Stökkbreytingarnar sem 

þarf að framkvæma eru T112A/R113E/H116D/W274K. Farið var áleiðis í því að búa til 

þetta stökkbrigði og stökkbreytingarnar T112A/R113G og H116D skoðaðar. Gerðar voru 

hraðafræðimælingar, heildarstöðugleiki próteinbyggingarinnar kannaður og athugað hvaða 

áhrif hitastig hefði á virkni hvors stökkbrigðis fyrir sig til þess að fylgjast með hvernig 

eiginleikar VAP breyttust með þessum stökkbreytingum. Að lokum var súlfatasavirkni og 

ß–laktamasavirkni mæld hjá báðum afbrigðum til þess að athuga hvort að tekist hefði að 

vekja upp fjölvirkni með þessum stökkbreytingum.  

Hugtakið fjölvirkni ensíma er notað til þess að lýsa ensímvirkni sem er önnur heldur en 

ensímið hefur þróast til að sinna í dag og er ekki hluti af lífeðlisfræði lífverunnar sem 

ensímið starfar í. Oft er kcat/KM gildið fyrir hvarfefnið sem veldur fjölvirkni ensíms ekki 

jafn hátt og fyrir viðurkennda hvarfefnið. Hvötun ensímsins verður þó oft umtalsverð en án 

þess að hafa mikil áhrif á lífveruna sem það finnst í [8]. Fjölvirkni getur komið fram án 

þess að nokkrar breytingar séu gerðar á amínósýruröð ensíms eins og kom í ljós þegar AP 

úr rækju reyndist einnig vera próteasi [19]. Einnig er möguleiki  að breyta örfáum 

amínósýrum til þess að vekja upp fjölvirkni eins og farið var áleiðis með að gera í þessu 

verkefni. Þó að búið sé að finna út með tölvuútreikningum að það þurfi fjórar 

stökkbreytingar til þess að þetta sé möguleiki þá er ekki víst að hver og ein þeirra hafi áhrif 

á virkni ensímsins þannig að hún annað hvort aukist eða minnki. Árið 1994 var gerð tilraun 

með ß–laktamasa þar sem framkvæmdar voru fimm stökkbreytingar á ensíminu sem 

endurbættu virkni ensímsins til muna og við það jókst ónæmi bakteríu fyrir sýklalyfinu 

cefotaxime um ~105. Weinreich [20]sýndi síðan fram á að það væru 120 eða 5! leiðir til 

þess að skipta um fimm amínósýrur, þ.e.a.s. eina í einu. Í ljós kom að það varð ekki 

samfelld aukning í virkni ß–laktamasans við hverja breytingu heldur stökk. Sumar 

breytingarnar höfðu engin áhrif, aðrar minnkuðu virkni ensímsins en aðrar juku hana. Áhrif 
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stökkbreytinga á prótein eru því háð þeim breytingum sem fyrir eru og geta annað hvort 

leitt til aukinnar eða minnkaðrar virkni. [20]. 

Fjölmörg dæmi eru þekkt um fjölvirkni ensíma en ekki er enn búið að finna leið til þess að 

greina fjölvirkni með einföldu móti. Í upphafi þróunarsögunar er talið að  þau fáu ensím 

sem þá voru til hafi verið fær um að framkvæma fleiri en eina gerð efnahvarfa en á 

endanum þróast hvert ensím til þess að hvata aðallega eina ákveðina gerð efnahvarfa. 

Náttúruval veldur því að virkni ensíma verður sértæk og að virkni sem er óhagstæð eða 

hættuleg á einhvern hátt verður undir. Ensím þurfa að vera sértæk og við myndun próteina 

þá er til dæmis mikilvægt að velja rétta amínósýru því annars getur orðið til prótein með 

óæskilega eiginleika.  Engu að síður hafa mörg ensím sýnt fjölvirkni. Þar má nefna 

adenýleringahlutann TycA af amínósýru-tRNA asylasa sem gerir til dæmis upp á milli L-

Phe og L-Tyr sem hefur 800x lægra kcat /Km en getur líka notast við D-Phe sem gefur kcat 

/Km sem er aðeins helmingi lægra. Ástæðan er sú að ekki hefur verið þróunarþrýstingur til 

að gera upp á milli L- og D-handhverfa þar sem D-amínósýrur eru ekki í umhverfi 

ensímsins. Oft er ástæðan sú fyrir því að fjövirkni ensíma er ekki þekkt að ensímið kemst 

aldrei í snertingu við hvarfefnið sem gæti vakið upp fjölvirkni þess. Til þess að nefna dæmi 

um fjölvirkni sem er þekkt þá hefur C-C hydrolasi MbpC þá náttúrulegu virkni að hvata rof 

C-C tengja en er einnig esterasi og malonat semialdehýð dekarboxýlasi hvatar vanalega 

afkarboxýlerun en getur einnig hvatað vötnun. Í fjölskyldu AP eru þekkt dæmi um 

fjölvirkni og vitað er að AP geta auk þess að hvata vatnsrof fosfómónóestera hvatað 

vatnsrof fosfódíestera og súlfat estera. Það má því segja að fjölvirkni ensíma sé ekki 

undantekning heldur regla [8].  

Í heildina gekk verkefnið vel og það fengust fínar niðurstöður. Ummyndun plasmíðanna 

inn í frumurnar gekk vel fyrir bæði stökkbrigðin og fínar þyrpingar fengust á 

petrískálarnar. Áður en sáð var í stórar frumuræktir voru gerðar minni milliræktir fyrir 

bæði afbrigðin. Eitthvað fór úrskeiðis í milliræktinni hjá T112A/R113G og endurtaka varð 

sáningu í millirækt fyrir það stökkbrigði. Í seinna skiptið sem það var ræktað upp gekk það 

vel. Hreinsun beggja afbrigða heppnaðist vel og yfir 50% heimtur fengust hjá báðum 

afbrigðum. Eftir hreinsunina var framkvæmdur rafdráttur sem gaf einnig merki um að vel 

hefði tekist að hreinsa ensímafbrigðin.  
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Gerð var tilraun til þess að stökkbreyta VAP genaafbrigðum þar sem W274K myndi bætast 

við þær breytingar sem hér er lýst. Plasmíðin voru rafdregin eftir stökkbreytinguna, bæði 

fyrir og eftir meltu með skerðensíminu Dpn-I. Rafdrátturinn gaf til kynna að það væru 

plasmíð í sýnunum en engin bönd sáust hins vegar á sýnunum eftir meltu með Dpn-I. Það 

er í rauninni alveg eðlilegt ef aðeins móður plasmíðið væri til staðar svo að frumur voru 

ummyndaðar með nýju plasmíðunum en þá fengust engar þyrpingar á skálarnar. Það bendir 

til þess að ummyndunin eða fjölföldunin með PCR hafi ekki tekist því að aðeins frumur 

sem hafa tekið upp plasmíðið geta vaxið á ætinu sem innihélt ampicillin. Líklegri ástæða 

fyrir því að þetta heppnaðist ekki er sú, að pólýmerasinn eða aðrar lausnir sem notaðar 

voru í PCR hvarfið hafi ekki verið í lagi en ekki vannst tími til þess að sannreyna það.  

Hitastigsstöðugleiki stökkbrigðanna var mældur og T50% ákvarðað. T50% fyrir 

T112A/R113G reyndist vera 10,4 °C ± 1,44 °C en 23,4 °C ± 1,93 °C fyrir H116D. 

Villigerðin reyndist hafa T50% = 23,4 °C svo að annað afbrigðið hélst óbreytt en hitt varð 

miklu óstöðugra. Stökkbrigðið H116D hefur áður verið mælt af Katrínu Guðjónsdóttur [5] 

og reyndist það þá vera 38,5 °C ± 0,3 °C sem er töluvert hærra. Mælingarnar hennar 

Katrínar voru framkvæmdar við aðeins aðrar aðstæður en hún notaði 20 mM Tris, 10 mM 

MgSO4 við pH 8. Í mælingarnar í þessari rannsókn var hins vegar notast við Vibrio AP 

búffer sem innihelt 20 mM Tris, 10 mM MgCl2 og pH stillt á 8,0 svo að það er ljóst að 

súlfat hefur áhrif. Hægt væri að meta þau áhrif með því að framkvæma mælingar við 

breytilegan súlfatstyrk. Katrín mældi líka villigerðina og var T50% fyrir hana 40,1 °C ± 0,2 

°C. T112A/R113G hefur hins vegar aldrei verið mælt áður og er greinilega óstöðugra 

heldur en bæði H116D og villligerð ensímsins. Áður hefur verið sýnt fram á að glýsín sem 

staðsett er í virkniseti ensímisins stuðli að kuldaaðlögun alkalískra fosfatasa og veiti þeim 

þann sveigjanleika sem er nauðsynlegur til hvötunar við lág hitastig sem er í góðu 

samræmi við þessar niðurstöður [21].  

Mælingar á hraðafræði ensímafbrigðanna leiddi í ljós að hlutfallið kcat/Km var miklu hærra 

fyrir T112A/R113G heldur en H116D sem bendir til þess að hvarfgeta þess sé miklu meiri 

þó að óvissa í niðurstöðum sé töluvert mikil. Þessi aukna hvarfgeta stafar af meiri sækni í 

hvarfefnið (lægra Km) og hærri hverfitölu (kcat). Villigerðin reyndist hafa Km = 0,06 mM ± 

0,002 mM og kcat = 78,8 s-1 ± 8,1 s-1. Það gefur til kynna að sækni beggja stökkbrigðanna í 

hvarfefnið sé miklu minni heldur en hjá villigerðinni og hvarfgeta þeirra sé ekki nálægt því 

að vera jafnmikil og hjá villigerðinni. Hins vegar er ekki marktækur munur á hverfitölu 
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T112A/R113G og villigerðarinnar.  Katrín hafði mælt villigerðina og H116D og fengið 

lægra gildi fyrir Km og mun hærri gildi fyrir kcat og kcat/Km [5] en aftur voru mælingarnar 

hennar gerðar við aðrar aðstæður heldur en í þessari rannsókn.  Hún framkvæmdi 

mælingarnar með 50 mM Mops, 50 mM Caps og 1 mM MgSO4 auk þess sem villigerðin 

og stökkbrigðin voru án StrepTag viðbótar. Hér var notað 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl2 

og 15% (v/v) etýlen glýkól en etýlen glýkól tekur þátt í umfosfórun (hærra kcat). Vegna 

óstöðugleika margra VAP – afbrigða var tekið upp því að blanda etýlen glýkóli í lausnir og 

notað sama magn og í geymslulausn.  

Framkvæmdar voru hringskautunarmælingar til þess að kanna heildarstöðugleika 

próteinbyggingarinnar. Niðurstöðurnar voru þær að stökkbrigði T112A/R113G hafði lægra 

Tm heldur en villigerðin en H116D hærra. Afbrigðið H116D hafði áður verið mælt af 

Katrínu [5] og fékk hún að Tm fyrir það væri 55 °C  ± 0,3 °C sem er nokkuð nálægt því 

sem fékkst í þessari rannsókn, þó örlítið lægra. Hún hafði einnig mælt villigerðina og 

fengið mun hærra gildi heldur en fékkst hér. Hún notaði 50 mM Mops í mælingar en hér 

var notað 12,5 mM Mops. Það gæti haft áhrif á niðurstöður en einnig var ekkert tengisvæði 

fyrir gripgreiningu á hennar villigerð og stökkbrigðum. Það er samt ekki alveg samræmi í 

niðurstöðum því að hér mældist villigerðin lægri en H116D hærra miðað við hennar 

mælingar svo að erfitt er að spá fyrir um hvort að lengd tengisvæðis eða styrkur á Mops 

hafi áhrif. Samkvæmt niðurstöðum mælinga má álykta að afbrigiðið T112A/R113G sé 

óstöðugra heldur en bæði villigerðin og H116D við hátt hitastig en samkvæmt t-prófi var 

ekki marktækur munur á Tm – gildum villigerðarinnar og T112A/R113G.  

Kuldakærar lífverur mynda kuldavirk ensím sem hafa allt að 10x hærri eðlisvirkni til þess 

að vega upp á móti hægum hvarfhraða við lág hitastig. Kjörhitastig þessara ensíma er 

lægra sem veldur því að þau eru ekki jafn stöðug við hærri hitastig og missa virkni sína og 

afmyndast við meðalhá hitastig. Flest kuldavirk ensím deila þeim eiginleika að virkni 

þeirra hverfur oft við lægra hitastig heldur en samsvarandi ensím úr meðalhitaþolinni 

lífveru óháð stöðugleika próteinbyggingarinnar. Virkniset ensíma er yfirleitt óstöðugasti 

hluti ensímsins og oft tapast virkni ensímsins áður en próteinið sjálft afmyndast. 

Sveigjanleiki í virknisetinu er yfirleitt ástæðan fyrir mikilli virkni við lág hitastig [1].  

Samkvæmt niðurstöðum stöðugleikamælinganna sem voru framkvæmdar í þessu verkefni 

þá reyndist T112A/R113G óstöðugra við há hitastig heldur en H116D. Í stökkbrigðinu 

T112A/R113G er búið að skipta út amínósýrum annars vegar með skautaða hliðarkeðju en 
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hins vegar stóra basíska hliðarkeðju fyrir litlar óhlaðnar amínósýrur. Við þessar breytingar 

eykst sveigjanleiki próteinsins og má því álykta út frá þessum niðurstöðum að aukinn 

sveigjanleiki próteinsins auki hvötunargetu þess við lág hitastig en því fylgi minni 

stöðugleiki við há hitastig. Þessar niðurstöður eru í samræmi við það sem áður hefur verið 

sýnt fram á [1, 4] og skýra einnig af hverju T112A/R113G hefur lægra Tm – gildi heldur en 

villigerðin og H116D. Í afbrigðinu T112A/R113G þá er búið að skipta út stórum 

amínósýruhliðarkeðjum fyrir litlar og óhlaðnar en þessar amínósýrur eru staðsettar í lykkju 

nálægt virknisetinu. Því er aðgengi að virknisetinu líklega betra hjá T112A/R113G heldur 

en hjá villigerðinni. Betra aðgengi að hvarfstöðinni er vel þekkt sem þáttur í kuldaaðlögun 

og það býður uppá að kuldavirk ensím geti notað minni orku til þess að taka við 

hvarfefnissameindum því að það þarf ekki að verða eins orkufrek myndbreyting á ensíminu 

til þess að hvarfefnið komist að hvarfstöðinni. Við þetta lækkar virkjunarorkan sem þarf í 

að mynda E-S komplexinn og losun myndefnis verður auðveldari. Sýnt hefur verið fram á 

að virkniset kuldavirks amýlasa er nánast eins og annarra amýlasa svo það eru ekki 

stökkbreytingar innan virknisetsins sem hafa mest áhrif á getu ensímsins til að starfa í 

kulda. Aðgengi að virkniseti amýlasans skiptir hins vegar miklu máli [1]. Einnig hefur 

verið sýnt fram á að rafsvið í og í kringum hvarfstöðina skiptir miklu máli í sambandi við 

kuldaaðlögun. Í stökkbrigðinu T112A/R113G þá er búið að skipta út amínósýru sem hefur 

plúshlaðinn hliðarhóp fyrir glýsín sem hefur vetni sem hliðarhóp. Þessar breytingar hafa án 

ef mikil áhrif á rafsviðið í kringum hvarfstöðina [1] og virðast eiga þátt í því að auka 

kuldavirkni stökkbrigðisins miðað við villigerðina.   

Fjölvirkni er þekkt innan fjölskyldu AP. Áður hefur verið sýnt fram á að AP úr E. coli er 

líka súlfatasi en hvarfgetan er mjög lítil (kcat/Km = 1·10-2 M-1s-1 ef súlfatasavirkni). Talið er 

að kjarnsækna Ser65, Arg129 sem er staðsett í virniseti og Zn – jón sem eru til staðar bæði 

í AP og súlfatösum eigi þátt í bæði súlfatasa – og fosfatasavirkni [10]. Vatnsrof súlfat 

estera er einnig mjög efnafræðilega skylt fluttningi fosfathópa [7] og súlfat– og fosfat 

estarar hafa svipaða tengjalengd og rúmfræði [10]. Súlfatasavirkni var mæld hjá báðum 

stökkbrigðum og reyndist hún ekki vera til staðar. Það var í samræmi við það sem búist var 

við, því áætlað var að það þyrfti fjórföldu stökkbreytinguna T112A/R113E/H116D/W274K 

til þess. Það verður haldið áfram að reyna að búa til það stökkbrigði og er spennandi að sjá 

hvort að það takist að vekja upp súlfatasavirkni. Sem hliðarspor í þessari rannsókn var 

mæld pensillínasavirkni stökkbrigðanna því að þar sem VAP getur bundið imipenem [9] er 
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möguleiki á að hægt sé að breyta VAP í  ß–laktamasa. Þessar stökkbreytingar dugðu hins 

vegar ekki til þess en það gæti verið spennandi viðfangsefni fyrir rannsóknir á komandi 

árum að kanna hvort að það sé möguleiki til að breyta VAP í ß–laktamasa. 
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5 Viðauki 

5.1 Æti 
LB æti með eða án agars og ampicillins (1L): 
10 g Tryptone 
5 g Yeast extract 
10 g NaCl  
1 L Afjónað H2O 
(15 g/L Agar) 
(0,1 mg/mL Ampicillin) 
pH stillt á ~ 7,5 með NaOH 

5.2 Búfferar 
Vibrio AP búffer 
20 mM Tris, HCl 
10 mM MgCl2 
pH stillt á 8,0 
 

Salt búffer 
Vibrio AP búffer 
150 mM NaCl  
 

Losunarbúffer fyrir Strep–Tag súlu 
20 mM Tris 
10 mM MgSO4 
2,5 mM desthiobiotin 15% (w/v) 
Etýlen glýkól 
pH 8,0 
 

Caps búffer 
100 mM Caps 
1,0 mM MgCl2 
pH gildi stillt á 9,8 
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5.3 Samanburður á amínósýruröð VAP og 
annarra AP 

Hér að aftan má sjá samanburð á amínósýruröðum nokkurra AP, þar á meðal AP úr E. coli 

og VAP.  Stökkbreytingarnar fjórar T112A/R113E/H116D/W274K sem miða að því að 

gera VAP líkari AP úr E. coli og talið er að séu nauðsynlegar til þess að breyta VAP yfir í 

súlfatasa eru litaðar rauðar.  Númerin sem standa fyrir ofan amínósýruraðirnar eru miðuð 

við númerakerfið í E. coli.  
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5.4 Niðurstöður massagreiningar á 
stökkbrigðunum T112A/R113G 

Stökkbrigðin T112A/R113G og H116D voru massagreind til þess að staðfesta að 

breytingin væri til staðar í ensímunum. Hér að neðan má sjá niðurstöður 

massagreininganna en með þeim tókst að staðfesta að þær væru til staðar. 

Massagreiningarnar framkvæmdi Tinna Pálmadóttir.  

 
Mynd 17: Massagreiningarróf fyrir T112A/R113G. Trypsín var notað til að klippa ensímið. Toppurinn sem 
kemur fram við 2513,155 m/z er einkennandi fyrir stökkbrigðið og toppurinn við 1685,651 m/z er staðfesting 
á því að það hafi tengisvæði milli ensímsins og StrepTag halans sem er tvær amínósýrur á lengd. 

Mynd 18: Massagreiningarróf fyrir H116D. Trypsín var notað til að klippa ensímið. Toppurinn sem kemur 
fram við 1719,783 m/z er einkennandi fyrir stökkbrigðið og toppurinn við 1685,675 m/z er staðfesting á því 
að það hafi tengisvæði milli ensímsins og StrepTag halans sem er tvær amínósýrur á lengd. 
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5.5 Áhrif hitastigs á stöðugleika próteina. 

 
Mynd 19: Virknitap T112A/R113G sem fall af tíma. 
(•) Virknitap T112A/R113G við 15 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,00239 – 0,0322x.  
(∆) Virknitap T112A/R113G við 17 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,00786 – 0,0457x.   
(+) Virknitap T112A/R113G við 21 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0274 – 0,0511x.  
(x) Virknitap T112A/R113G við 23 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0532 – 0,0463x.  
(w) Virknitap T112A/R113G við 27 °C, jafna bestu 
línu: - 0,0923 – 0,0848x.  
(☐) Virknitap T112A/R113G við 29 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0612 – 0,133x og  
(o) virknitap T112A/R113G við 31 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,103 – 0,102x. 

 
Mynd 20: Virknitap T112A/R113G sem fall af tíma. 
(•) Virknitap T112A/R113G við 15 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,00548 – 0,0374x.  
(x) Virknitap T112A/R113G við 19 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0179 – 0,0374x.  
(+) Virknitap T112A/R113G við 21 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0499 – 0,0584x.  
(∆) Virknitap T112A/R113G við 23 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0562 – 0,0543x.  
(o) Virknitap T112A/R113G við 27 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0184 – 0,0637x.  
(w)Virknitap T112A/R113G við 29 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0221 – 0,0780x.  
(☐) Virknitap T112A/R113G við 31 °C, jafna bestu 
línu: y = - 0,0303 – 0,102x 

 
Mynd 21: Virknitap H116D sem fall af tíma.  
(•) Virknitap H116D við 25 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0238 – 0,0365x.  
(+) Virknitap H116D við 27 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0414 – 0,0521x.  
(x) Virknitap H116D við 29 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0281 – 0,0400x.  
(o) Virknitap H116D við 31 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0794 – 0,0513x.  
(w) Virknitap H116D við 33 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0404 – 0,938x. 
(☐) Virknitap H116D við 35 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0165 – 0,106x. 

 
Mynd 22: Virknitap H116D sem fall af tíma.  
(☐) Virknitap H116D við 25 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0576 – 0,0384x.  
(x) Virknitap H116D við 27 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0283 – 0,0571x.  
(o) Virknitap H116D við 29 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0134 – 0,0328x.  
(∆) Virknitap H116D við 31 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0212 – 0,0337x.  
(+) Virknitap H116D við 33 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,00857 – 0,0688x. 
(w) Virknitap H116D við 35 °C, jafna bestu línu: y = - 
0,0504 – 0,0969x. 
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Mynd 23: Stöðugleikamælingar á H116D. Jafna 
bestu línu: y = 53,786  – 17,171x og R = 0,99473. 

 

 

Mynd 24: Stöðugleikamælingar á H116D. Jafna 
bestu línu: y = 28,392 – 9,5474 og R = 0,79909. 

 

Mynd 25: Stöðugleikamælingar á H116D. Jafna 
bestu línu: y = 28,852 – 9,6071x og R = 
0,88834. 

 

 

Mynd 26: Stöðugleikamælingar á 
T112A/R113G. Jafna bestu línu: y = 14,994 – 
5,2911x og R = 0,9424. 

 

Mynd 27: Stöðugleikamælingar á 
T112A/R113G. Jafna bestu línu: y = 20,126 – 
6,7766 og R = 0,928 

 

Mynd 28: Stöðugleikamælingar á 
T112A/R113G. Jafna bestu línu: y = 23,824 – 
7,8606 og R = 0,9891. 
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5.6 Michaelis – Menten hraðafræði 

 
 

 
Mynd 29: Michaelis – Menten ferill fyrir 
H116D. Vmax = 2,06 mM/mín og Km = 0,79 
mM. 

 

 
Mynd 30: Michaelis – Menten ferill fyrir 
H116D.  Vmax  = 2,57 mM/mín og Km = 
0,94  mM. 

 
Mynd 31: Michaelis – Menten ferill  fyrir 
H116D.  Vmax = 2,67 mM/mín og Km = 1,12  
mM. Ensímlausnin var þynnt 10x fyrir 
mælingar. 

 

 
Mynd 32: Michaelis – Menten ferill fyrir 
H116D.  Vmax = 2,68 mM/mín og Km = 
0,88 mM. Ensímlausnin var þynnt 2x fyrir 
mælingar. 
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Mynd 33: Michaelis – Menten ferill fyrir 
T112A/R113G. Vmax = 10,12 mM/mín og 
Km = 0,41 mM. Ensímlausnin var þynnt 2x 
fyrir mælingar. 

 

 

Mynd 34: Michaelis – Menten ferill fyrir 
T112A/R113G. Vmax = 8,28 mM/mín og Km 
= 0,54 mM. Ensímlausnin var þynnt 2x fyrir 
mælingar. 

 

 

Mynd 35: Michaelis – Menten ferill fyrir 
T112A/R113G. Vmax = 8,37 mM/mín og Km 
= 0,46 mM. Ensímlausnin var þynnt 10x 
fyrir mælingar. 

 

 

Mynd 36: Michaelis – Menten ferill fyrir 
T112A/R113G. Vmax = 7,26 mM/mín og Km 
= 0,40 mM. Ensímlausnin var þynnt 2x 
fyrir mælingar. 
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5.7 Hringskautunarmælingar (CD) 
 

 

Mynd 37: Afmyndunarferill fyrir H116D. 
Tm = 57,63 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 38: Afmyndunarferill fyrir H116D. 
Tm = 54,60 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 

 

 

Mynd 39: Afmyndunarferill fyrir H116D. 
Tm = 58,91°C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 40: Afmyndunarferill fyrir H116D. 
Tm = 56,09 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 
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Mynd 41: Afmyndunarferill fyrir H116D. Tm 
= 55,94 °C. Mælingin var gerð við 222 nm í 2 
mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 1 mM 
MgSO4 við pH 8,0. Rauða aðhvarfslínan er 
fengin með því að gera ólínulega nálgun á 
normaliseruðum gögnum í forritinu 
KaleidaGraph®. 

 

Mynd 42: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 55,64 °C. Mælingin var 
gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 
mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum í 
forritinu KaleidaGraph®. 

 

 

Mynd 43: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 46,68 °C. Mælingin var 
gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 
mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum í 
forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 44: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 50,64 °C. Mælingin var 
gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 
mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum í 
forritinu KaleidaGraph®. 
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Mynd 45: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 43,33 °C. Mælingin 
var gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 
12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. 
Rauða aðhvarfslínan er fengin með því að 
gera ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 46: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 43,22 °C. Mælingin 
var gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 
12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. 
Rauða aðhvarfslínan er fengin með því að 
gera ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 

 

 

Mynd 47: Afmyndunarferill fyrir 
T112A/R113G. Tm = 45,53 °C. Mælingin 
var gerð við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu, 
12,5 mM Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. 
Rauða aðhvarfslínan er fengin með því að 
gera ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 

 

 

Mynd 48: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 47,73 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 
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Mynd 49: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 50,84 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 50: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 50,43 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 

 

 

Mynd 51: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 47,92 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 

 

Mynd 52: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 46,69 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM 
Mops, 1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum 
gögnum í forritinu KaleidaGraph®. 
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Mynd 53: Afmyndunarferill fyrir villigerð. 
Tm = 47,09 °C. Mælingin var gerð við 222 
nm í 2 mm kvarts kúvettu, 12,5 mM Mops, 
1 mM MgSO4 við pH 8,0. Rauða 
aðhvarfslínan er fengin með því að gera 
ólínulega nálgun á normaliseruðum gögnum 
í forritinu KaleidaGraph®. 

 

 


