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Utdrattur

Lifverur jardarinnar bua vid mjog mismundandi skilyrdi. Kuldakeerar lifverur eru peaer
lifverur sem vaxa og dafna vid hitastig sem er stodugt um eda undir frostmarki. bar purfa
ad mynda kuldavirk ensim til pess ad vidhalda edlilegum efnaskiptum. Alkaliskur fosfatasi
ur sjavarlifverunni Vibrio (VAP) er demi um eitt slikt ensim. Alkaliskir fosfatasar hvata &
Osértekan hatt vatnsrof eda umestrun 4 fosforyl esterum. Hins vegar eru demi um ad
alkaliskir fosfatasar geti hvatad adra gerd efnahvarfa heldur en natturuleg virkni peirra

segir til um og kallast pad fjolvirkni.

[ verkefninu voru skodud ahrif stokkbreytinga 4 VAP sem skref i pa att ad kanna fjolvirkni
VAP. Samkvemt tolvureikningum pa bparf ad gera {jorfoldu stokkbreytinguna
T112A/R113E/H116D/W274K til pess ad breyta VAP i sulfatasa og/eda laktamasa og syna
pannig fram a fjolvirkni VAP.  verkefninu var farid aleidis i pvi ad bua til pad stokkbrigdi
og framkvemdar stokkbreytingarnar T112A/R113G og H116D. Sett var inn glysin (G) i
stad glatamik syru (E) til pess ad fa samanburd vid litla hlutlausa amindsyru. Eftir
stokkbreytinguna T112A/R113G reyndist hvarfstod VAP vera oOstodugri gagnvart hita
(legra Tsge,) midad vid villigerdina og af pvi leiddi minni saekni i hvarfefnid (herra Ky,).
Hins vegar var hverfitalan (k) svipud og hvarfgetan (kca/Km) 1 heild minni. Einnig
reyndist heildarbygging proteinsins (Ty,) 6stodugri vid ha hitastig og gaeti pad stafad af
meiri sveigjanleika proteinsins eftir stokkbreytingu. H116D hafdi minni saekni i hvarfefnid
midad vid villigerd likt og T112A/R113G. Hvarfgeta H116D var um pad bil 30x minni
heldur en hja wvilligerdinni. H116D var aftur 4 moéti stodugra en villigerdin og
T112A/R113G vid hatt hitastig. { verkefninu voru framkvemdar tver stokkbreytingar i
attina ad peim fjérum sem samkvemt utreikningum barf til pess ad vekja upp sulfatasa

virkni, pad dugdi ekki til ad vekja upp fjolvirkni hja 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
Tso%) than the wild type and it had a lower affinity for the substrate (higher Ki,).
T112A/R113G had a similar turnover number (kc,) as the wild type but less catalytic
efficiency (Kca/Km). The thermal stability of the overall structure (T,,) 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 TI12A/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.



Yfirlysing
Heér med lysi ég pvi yfir ad ritgerd pessi er samin af mér og ad hun hefur hvorki ad hluta
né i heild verid 16g0 fram adur til heerri profgraou.

Edda Sigridur Freysteinsdottir, kt. 270390 — 3079
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1 Inngangur

1.1 Kuldavirkni ensima

Lifverur jardarinnar bua vid mjog mismundandi skilyrdi. Stor hluti jardarinnar er pakinn
sj0, joklum og heimskautum par sem hitastigid getur farid langt nidur fyrir frostmark.
Lifverur sem btia par verda ad vera adlagadar skilyroum sem par rikja og eru pvi flestar
kuldakarar. Kuldakeaerar lifverur eru par lifverur sem vaxa og dafna vid hitastig sem er
stodugt um eda undir frostmarki. Paer mynda kuldavirk ensim til pess ad vidhalda

efnaskiptum og frumuhringnum [1].

A0logun ensima ad kulda getur falist i ymsum breytingum & byggingu peirra. Til demis er
oft prolin amindsyrum skipt ut fyrir glysin, aukin vixlverkun vid leysinn vegna aukins
fjolda yfirbordshledsla, minni vatnsfelnihrif i kjarna [2-4]. Talid er ad pessar breytingar
studli ad auknum sveigjanleika ensimsins en pa er att vid allar hreyfingar ensimsins. Vid
lagt hitastig er varmafledi ur umhverfinu takmarkad og pvi er naudsynlegt ad tryggja
nagan sveigjanleika ensimsins svo pad geti afram hvatad efnahvorf sin med naegum hrada
vid pessi skilyrdi [4]. Mesta aukningin i sveigjanleika verdur oftast i eda kringum virkniset
ensimsins en breytingar i byggingu ensimsins langt frd virknisetinu geta einnig haft ahrif.
bessar breytingar & ensiminu gera pad ad verkum ad pad er virkara vid lagri hitastig og

hefur meiri hvotunarhafni (haerra ke, e0a kea'Ki) [1].

1.2 Alkaliskur fosfatasi

Alkaliskur fosfatasi ur sjavarlifverunni Vibrio (VAP) er demi um kuldavirkt ensim (sja
mynd 1). Alkaliskir fosfatasar (AP) eru hvatar sem hvata 4 Osértekan hatt vatnsrof eda
umestrun a fosforyl esterum eins og sja ma a mynd 2 [5]. Peir eru sagdir vera alkaliskir
vegna pess ad kjorsyrustig peirra til hvotunar er basiskt eda i kringum 9 & pH skalanum.
Kuldaadlagadir AP eru sérstaklega dhugaverdir vegna pess hvad peir hafa mikla hvarfgetu

(hatt kear/Km).



Mynd 1: Alkaliskur fosfatasi ur sjavarlifverunni Vibrio. A myndinni méa sja byggingu ensimsins. Til
adgreiningar pa er einlida A litud bla en einlida B graen. Ensimid hefur tver hvarfstéovar, eina i hvorri
einlidu og sja ma 4 myndinni tveer Zn®" jonir (fjolublaar) og eina Mg”" jon (raud) i hvorri hvarfstd. Einnig
ma sja 3 etylenglykol sameindir (hvitar og raudar) og 11 stlfat sameindir (gul og raud). C — endi ensimsins er
merktur med C. Kéronuhneppid er stadsett efst 4 myndinni [6]. Myndin var teiknud i Swiss-PdbViewer, pdb
kooi: 3e2d.

R,OH

E+R,0P === E-R,OP <Z= EP

>/
>\\\E-R20P === E+R,0P

Mynd 2: Hvarfgangur alkalisks fosfatasa. Hér er deemi um vatnsrofs — og umestrunarhvarf.

Bygging AP getur verid margs konar. beir geta verid gerdir ur mjog mismunandi l6ngum
fjolpeptiokedjum eftir pvi ar hvada lifverum peir koma en VAP er sa stersti sem hefur
verid greindur. AP eru liklega allir tvilidur og inniheldur virkniset peirra prjar malmjonir
sem allar taka patt { hvStuninni. VAP er tvilida og inniheldur hvor einlida eina hvarfstod. I
hvorri hvarfst6d er amindsyran Ser65 sem er mjog kjarnsakin, tver zink jonir og ein
magnesium jon. VAP er mjog hadur magnesium i bufferum til pess ad halda fullri

hv6tunarvirkni vid ha jafnt sem lag hitastig. Pad bendir til pess ad magnesium jonin sé



frekar laust bundin vid ensimid. Einnig virdist vera ad samverkun milli einlidanna sé¢ had

pvi hversu mettad ensimid er af malmjonum. [6].

Med samanburdi & byggingu AP ur spendyrum og bakterium fast 25% - 30% samsvdrun i
aminosyrurddinni [6]. bratt fyrir litla samsvorun eru aminosyrur i kringum virknisetid
frekar vel vardveittar i 6llum gerdum og annars stigs byggingar AP eru allar mjég likar.
bar einkennast af betaflotum sem eru pakkadir ad utan med alfa helixum eins og sja ma a
mynd 1 hér ad framan. Amindsyrurnar sem binda zinkjonirnar eru vardveittar i 6llum
pekktum AP en pad er adeins breytilegt hvada amindsyrur bindast magnesium joninni.
Einnig eru aminoésyrurnar Ser65 og Argl29 vardveittar i 6llum tilfellum en per bindast
hvarfefninu beint [5, 6]. Mesti breytileikinn i byggingu AP felst i urfellingum og

innsetningum i aminosyrurddinni sem eru oft hluti af svokolludu koéronuhneppi [6].

Korénuhneppid er mjog aberandi i byggingu AP. I VAP er kéronuhneppid stadsett “efst” 4
ensiminu (sja mynd 1) en VAP hefur stersta koronuhneppid af peim AP sem pekktir eru.
bad gegnir miklu hlutverki i vixlverkunum milli undireininganna. VAP einkennist af
fjorum innskotslykkjum sem eru 14, 27, 34 og 46 amindsyrur ad lengd. bar eru ekki til
stadar i O0drum AP og prjar peirra eru hluti af koronuhneppinu. Hreyfingar i
kéronuhneppinu geta haft ahrif 4 virkniset alkaliskra fosfatasa par sem bindisetid fyrir adra

zink jonina er stadsett vid enda korénuhneppisins [6].

1.3 Fjolvirk (e. promiscuous) ensim

bad eru morg ensim sem geta hvatad énnur hvorf heldur en pau préoudust til og er pad
kallad fjolvirkni (e. promiscuity) [7]. Fj6lvirkni ensima visar til hafileika peirra til pess ad
hvata nokkur adskilin efnahvorf sem fela i sér rof og myndun mismunandi tengja. Sem
demi um fjolvirkni mé nefna ad arylsulfatasi hvatar upphaflega vatnsrof stlfat estera med
hvarfefninu p-nitrofenyl sulfati en getur lika hvatad vatnsrof fosfomomoestera med
hvarfefninu p-nitrofenyl fosfati. S hugmynd ad ensim geti hvatad fleiri en eina gerd
efnahvarfa hrekur pa kenningu sem a0ur var vidurkennd en hin gerdi rad fyrir pvi ad hvert

ensim hvatadi adeins eina gerd efnahvarfa og veri sérsnidid fyrir hvarfefni sitt [7, 8].

Fjolvirkni er medal annars pekkt hja sulfatosum og fosfatdsum en einning fjélda annarra
ensima. Pad er engin ein leid sem hagt er ad beita til pess ad greina fjolvirkni ensima, til

pess parf ad skoda mikinn fjolda mismunandi hvarfa og hvarfetna [8]. Yfirleitt pegar



fjolvirkt ensim hvatar ekki sitt natturulega hvarf verdur ekki jafn mikil hradaaukning vid
hvGtunina eins og pegar pad hvatar sitt nattirulega efnahvarf. Hradaaukningin er samt
veruleg med tilliti til 6hvatads hvarfs. Fjolvirkni & sér oft stad milli ensima i somu yfiraett
pannig ad fjolvirkni eins ensims getur verid natturleg virkni annars. Fjolvirkni getur lika
verid grundvollur fyrir proun & nyrri virkni par sem ny virkni ensima getur sprottid fram a

medan su eldri er enn til stadar eftir genatvéfoldun [7, 8].

1.4 VAP bindur imipenem

Samkvaemt nylegri rannsékn Chakraborty og fleiri (2012) getur VAP bundid imipenem en
ekki nokkra adra skylda hindra fyrir B—laktamasa. Imipenem er 3—laktam efnasamband sem
hindrar ensim Ur flokki malm—B-laktamasa (B2) en peir purfa zink til pess ad geta hvatad

efnahvorf [9].

VAP er eini AP sem vitad er um ad bindi imipenem (t.d. hindrast AP ur E. coli ekki). bessi
binding leidir til hindrunar & fosfatasavirkni hans. Petta kom i 1jos pegar reiknilikani
(CataLytic Active Site Prediction [9]) var beitt & fjolskyldu AP og mismunandi malm—63—
laktamasa. Mikil samsvorun er i byggingu virkniseta VAP og malm—f-laktamasa med
tilliti til 3. stigs byggingar og rafsvids og hledsludreifingar innan virknisetsins. bPad er talin
vera astedan fyrir pvi ad VAP gat bundid imipenem en enginn annar AP svo vitad sé.
Einnig ma nefna ad AP Ur E.coli, rekju og Vibrio eiga pad allir sameiginlegt ad peir hafa
prjt bindiset fyrir malmjonir. Mismunandi er hvort ad pau bindi zink eda magnesium jon i
pridja malmbindisetid (M3), yfirleitt er pad Mg>" en Zn*" i raekju AP. [ pessari rannsokn
voru skodadar amindsyrurnar sem bindast zink joninni i malm—-laktamdsum og athugad
hvort ad hagt veri ad finna samsvorun 1 alkaliskum fosfatosum. Vid samanburd 4 malm—
B—laktamdsum ur flokki B2 og mismunandi AP pad kom i 1j6s ad i VAP pa eru allar
amindsyrurnar sem studla a0 B-laktamasavirkni innan sama malmbindisets (M1). Hja
hinum AP pa voru hinsvegar einungis hluti peirra til stadar innan sama virknisetsins. bad

er einnig talin astaeda fyrir pvi ad VAP er eini AP sem getur bundid imipenem [9].

1.5 Breyting VAP yfir i silfatasa eda B-
laktamasa

Hugsanlega er haegt ad breyta VAP yfir 1 sulfatasa eda B—laktamasa med stokkbreytingum

4 nokkrum amindsyrum. bad myndi syna fram 4 ad VAP geti verid fjolvirkt ensim. Adur



hefur verid synt fram & ad AP ur E. coli hafi badi virkni sem sulfatasi og fosfatasi [10].
Tilgangur pessarar rannsoknar var ad kanna hvort ad haegt sé¢ ad breyta VAP yfir i sulfatasa
med pvi gera stokkbreytingar sem gera hann likari AP ur E. coli. Samkvemt ttreikningum
Chakraborty og félaga sem eru enn obirtir pa er moguleiki ad breyta VAP 1 sulfatasa med
pvi ad bua til fjorfalt stokkbrigdi. Pad myndi gera VAP likari alkaliskum fosfatasa r E.coli
med tilliti til 1. og 3. stigs byggingu og rafsvids og hledsludreifingar i hvarfstéd peirra. I
vidauka 5.3 ma sja samanburd 4 amindsyrur6d AP ur E. coli og VAP. Samkvamt pessum
utreikningum pa er stokkbreytingin sem parf ad framkvema TI112A/R113E/
H116D/W274K.

[ pessu verkefni var farid aleidis i pa att ad bua til petta stokkbrigdi. Skodadar voru
stokkbreytingarnar T112A/R113G og H116D. Vegna misskilnings vid samstarfs-mann
sem misritadi skammstofun, var gerd stokkbreytingin T112A/R113G 1 stad T112A/R113E
en talsvert ahugavert er po ad hafa samanburd 4 pvi hvernig eiginleikar ensimsins breytast
ef sett er inn hlutlaus og mjog hreyfanleg amindsyra eins og glysin. Pad er mikid stokk ad
skipta 0t arginini sem er basisk amindsyra fyrir glitamik syru sem er sur og ovist hvada
afleidingar pad hefur a virkni proteinsins. A mynd 3 maé sja yfirlitsmynd af VAP og 4
myndum 4, 5 og 6 er buid ad stekka upp pann hluta af ensiminu sem er afmarkadur af
svarta ferhyrningnum 4 myndinni. { peim hluta ensimsins eru peer stokkbreytingarnar sem
voru framkvemdar i pessu verkefni stadsettar og af myndunum ma sja hvada ahrif peer

breytingar hafa 4 virkniset ensimsins i likani af pvi.



Mynd 3: VAP villigerd. Hér ma sja heildarmynd af villigerd ensimsins VAP. Ensimid hefur tvo virkniset, eitt
i hvorri einlidu. [ virkniseti VAP eru tvaer Zn®" jonir (fjolublaar), ein Mg”" jon (gra). Milli malmjonanna sést
sulfat jon (gul og raud) sem er stadsett i hvarfstodinni par sem fosfat jon binst i lok hvarfsins og kjarnsakna
amindsyran Ser65 (dokkbla). Einnig eru syndar aminésyrurnar Thr112 (dokkbleik), Argl13 (Ijosbla), His116
(appelsinugul) og Trp274 (lj6sbleik). Svarti ferhyrningurinn afmarkar pad svadi sem stokkbreytingarnar sem
framkveemdar voru i pessu verkefni eru stadsettar 4. Myndin var teiknud i Pymol, (pdb ké6di: 3e2d).
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Mynd 4: VAP villigerd. Hér ma sja virkniset i villigerd VAP. bad inniheldur tvaer Zn®" jonir (fjolublaar), eina
Mg** jon (gra). Milli malmjonanna sést stlfat jon (gul og raud) sem er stadsett { hvarfstddinni og kjarnsaekna
amindsyran Ser65 (dokkbla). Einnig eru syndar aminésyrurnar Thr112 (dokkbleik), Argl13 (Ijosbla), His116
(appelsinugul), Trp274 (ljosbleik) og vetnistengin (gul) sem myndast milli peirra og nalegra amindsyra.
Myndin var teiknud i Pymol, (pdb k6oi: 3e2d).



Mynd 5: Stokkbrigdido T112A/R113G. Hér ma sja virkniset stokkbrigdisins T112A/R113G. Pad inniheldur
tvaer Zn" jonir (fjolublaar), eina Mg®" jon (gra). Milli malmjonanna sést sulfat jon (gul og raud) sem er
stadsett 1 hvarfstodinni og kjarnsaeekna amindsyran Ser65 (dokkbla). Einnig eru syndar aminésyrurnar Alal12
(dokkbleik), Gly113 (ljosbla), His116 (appelsinugul), Trp274 (Ijésbleik) og vetnistengin (gul) sem myndast
milli peirra. Myndin var teiknud 1 Pymol, (pdb kédi: 3e2d).

Mynd 6: Stokkbrigdid H116D. Hér ma sja virkniset stokkbrigdisins H116D og hvernig Aspl16 parast vid
Argl13. bad inniheldur tvaer Zn®* jonir (fjolublaar), eina Mg®" jon (gra). Milli malmjonanna sést sulfat jon
(gul og raud) sem er stadsett i hvarfstodinni og kjarnsaekna aminosyran Ser65 (dokkbla). Einnig eru syndar
amindsyrurnar Thr112 (dokkbleik), Argll3 (ljosbld), Aspl16 (appelsinugul), Trp274 (ljésbleik) og
vetnistengin (gul) sem myndast milli peirra. Myndin var teiknud i Pymol, (pdb ko6di: 3e2d).



Med samanburdi & myndum 4 og 5 sést, ad i stokkbrigdinu T112A/R113G pa er verid ad
setja inn mjog litlar amindsyrur i stadinn fyrir preonin sem er skautud vegna
alkoholhlidarkedju og arginin sem er stor og basisk amindsyra. Vid pessa breytingu detta
ut nokkrir vetnistengjamoguleikar svo ad gera ma rad fyrir pvi ad pad afbrigdi sé 6stodugra
vid ha hitastig en & sama tima hugsanlega virkara vid laegri hitastig og hafi meiri
hvotunarhetni samkvemt kafla 1.1. Med samanburdi 4 myndum 4 og 6 sést ad pad
myndast fleiri vetnistengi vid stokkbreytinguna H116D (m.a. tvdé ny milli Aspl16 og
Argl13) svo ad aaxtla md ad pad stokkbrigdi sé stodugra vid heerra hitastig heldur en

villigerdin en hafi mogulega minni hvotunargetu fyrir vikid.

[ verkefninu var kannad hvada ahrif stokkbreytingarnar tveer hfou 4 ensimid med tilliti til
virkni og stodugleika en einnig hvort ad ensimid hefdi 60last stlfatasavirkni p6 ad liklega
purfi allar fjorar breytingarnar til pess. I 1josi rannséknar Chakraborty’s og fleiri sem sagt
var fra 1 kafla 1.4 potti einnig forvitnilegt ad athuga hvort ad VAP hefoi 6dlast
pensillinasavirkni vid stokkbreytingarnar sem framkvemdar voru. bvi par sem VAP getur
bundist imipenemi er moguleiki 4 ad med einhverjum stokkbreytingum sé hegt ad breyta

VAP i B-laktamasa p6 ad ekki sé buid ad reikna Ut hverjar peer veru.



2 Efni og aoferdir

2.1 Efni og ahold

Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, BNA): Agarosarafdrattarker (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
(Gr Bacillus cereus), imipenem monohydrate, Coomassie Brilliant Blue G. IBA GmbH
(Pyskaland): Anhydrotetracyclin, desthiobiotin og 2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid

k™ rafdrattarker, NuPage® Sample

(HABA), Strep-Tactin sula. Invitrogen: XCell SureLoc
Buffer (4x). BDH Chemicals Ltd (Poole, England): Triton X-100. Merck (Darmstadt,
byskalandi): KCl, MgCl, og MgSO4. Becton, Dickinson and Company (Sparks, BNA):
Bacto'™ Yeast Extract. Cambrex Bio Science Rockland, Inc. (Rockland, BNA): SeaKem®
LE Agarose. Amersham Biosciences (Uppsala, Svipjod): Ethidium bromide solution.
Millipore Corporation (Bedford, BNA): Micron Centrifugal Filter Device. Thermo
Scientific (Rockford, BNA): Tris-Glycine Gel, 10x Tris-Glycine SDS Buffer, PageRuler™
Prestained Protein Ladder. Fermentas: GeneRuler'™ 1kb DNA ladder, agarose loading
buffer og Pfu (DNA polymerasi). Applied Biosystems: GeneAmp® PCR System 2700.
Pierce Chemical Company (Rockford, BNA): Bromophenol Blue. Acros Organics (New
Jersey, BNA): Ethylene glycol og HCl. GE Healthcare (Brondby, Danmork): dNTP
(deoxyribonucleotide). ¥ TAG Copenhagen A/S (Kaupmannahofn, Danmork): Visar.

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

2.2 Stokkbreyting Vibrio AP gena

Gerdar voru frekari stokkbreytingar 4 afbrigdunum T112A/R113G, H116D og villigerdinni
med PCR (e. polymerase chain reaction) med pad markmid ad setja inn W274K, auk pess
ad setja T112A/R113G og H116D inn. Notast var vid QuikChange® Site — Directed
Mutagenesis Kit og undirbtiin sj6 40 pL syni i PCR glos samkvamt eftirfarandi uppskrift:



2 puL fram visir *
2 uL aftur visir

4 uL af 10x Pfu buffer med MgSO4

8 uL af 5x ANTP

1 uL Pfu

5 uL DNA (sja toflu 1)
18 uL af H,O

* visarnir voru pynntir 20 falt i afjonudu vatni fyrir notkun.

Fyrst var utbuin blanda med 6llum efnunum sem voru sameiginleg og svo DNAid og

visarnir skammtadir ut i hvert glas fyrir sig. [ t6flu 1 hér ad nedan ma sja hvada DNA mot

og visar voru notadir saman og tafla 2 synir radir visanna sem notadir voru.

Tafla 1: Visar og DNA motid sem voru notud vid stokkbreytingarnar sem framkvemdar voru med PCR.

Visar

DNA mot

AP#I5LEFT/RIGHT (W274K)
AP#26LEFT/RIGHT (H116D)
AP#I5LEFT/RIGHT (W274K)
AP#26LEFT/RIGHT (H116D)
AP#I5LEFT/RIGHT (W274K)
AP#26LEFT/RIGHT (H116D)

T112A/R113G
T112A/R113G
H116D
H116D
Villigerd
Villigerd

AP#78LEFT/RIGHT (T112A/R113G) Villigerd

Tafla 2: Visar sem notadir voru i PCR hvarfid til pess ad stokkbreyta T1124/R113G, H116D og villigero.

AP#15LEFT (W274K) 5'- GAAGGTGGCCAAATCGACAAAGCGGGACACAGTAACG
Villigerd 5'- GAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACG
AP#15RIGHT (W274K) 5'- CGTTACTGTGTCCCGCTTTGTCGATTTGGCCACCTTC
AP#26LEFT (H11l6D) 5'- TCCGACACACGCTTAACTGACGCGACCCCTGCTTCTTTC
Villigerd 5'- TCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCTTTC
AP#26RIGHT (H116D) 5'- GAAAGAAGCAGGGGTCGCGTCAGTTAAGCGTGTGTCGGA
AP#78LEFT (T112A/R113G) | 5'- GCTTAGTTTCCGACGCAGGCTTAACTCACGCGACCC
Villigerd 5'- GCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCC
AP#78RIGHT(T112A/R113G) | 5'- GGGTCGCGTGAGTTAAGCCTGCGTCGGAAACTAAGC

PCR hvarfid var framkvamt { PCR teki (GeneAmp”® PCR System 2700) og eftirfarandi

hitastillingu.
1. 95,0 °C 130 sekundur
2. 95,0 °C 130 sekundur
3. 50,0 °C1i 1 minuta
4. 68,0 °C1i 7 minatur
5. 72,0 °C i 7 minutur
6. 4,0°C

Skref 2 — 4 var endurtekid 25x.
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A0 hvarfinu loknu voru 2 uLL af DNAasanum Dpn-I batt ut i 611 PCR glosin og honum
leyft ad vinna vid 4°C 1 solarhring. Dpn—I er sértekur & metylerad DNA og brytur pvi
einungis nidur metylerud plasmid sem gerir pad ad verkum ad hagt er ad losna vid
modurplasmidid sem er metylerad. Nyju plasmidin eru ekki metylerud svo ad Dpn—I hefur
ekki nein ahrif 4 pau [11]. Tekin voru syni fyrir og eftir meltu med Dpn—I og plasmidin

rafdregin eins og lyst verdur i kafla 2.3.

DHS5a frumur sem notadar voru til pess ad einpatta og framleida plasmid voru svo syktar
med klipptu plasmidunum & sama hatt og lyst verdur i kafla 2.4 og dreift & petriskalar sem
steyptar h6fou verid med Luria Bertani (LB) @ti (sja uppskrift 1 vidauka 5.1) sem innihélt

ampicillini. Pessu var leyft ad vaxa inn i hitaskdp vio 37 °C i solarhring.

2.3 Rafdrattur plasmida

Byrjad var 4 pvi ad bua til agardsahlaup sem innihélt etidium bromid og var notad i

rafdrattinn samkvamt eftirfarandi uppskrift. Hin naegir 1 hlaup sem er 8 x 9 cm.

50 mL 1x TAE buffer
5 uL etidium bromid
0,351 g agarosi

TAE (Tris — acetate — EDTA) buffer og agardsa var blandad saman i keiluflosku og hitad i
orbylgjuofni 1 um pad bil tveer minatur eda par til agarinn var uppleystur. bessu var sidan
leyft ad kolna dalitid, etidium bromidinu beett Ut i, hellt i mot rafdrattarkersins og 14tid

storkna.

I1x TAE buffer var hellt i rafdrattarkerid pannig ad flaeddi yfir hlaupid og 5 pL af etidium
broémidi voru settir 60rum megin i rafdrattarkerid. Plasmidasynin voru pynnt til helminga
pannig ad teknir voru 5 puL af syni og 5 pL af keyrslubuffer (agarose loading buffer).
Fimm mikroélitrum af syni var sidan hladid i hvern brunn nema i einn brunninn voru settir 2
uL af DNA stiga (GeneRuler™ 1kb DNA ladder) sem einnig hafdi verid pynntur med 5
pL af keyrslubuffer. Hlaupid var sidan keyrt vid 70 V spennu par til ad bondin voru nanast

komin 1t 4 enda hlaupsins. Tekin var mynd af hlaupinu 4 UV ljé6sabordi.
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2.4 Ummyndun VAP

E. coli frumur af stofni LMG194 eda DH5a voru ummyndadar med plasmidum sem
innihéldu stokkbreytt VAP gen. Plasmidin VAP1I-1 med breytinguna T112A/R113G
innanbords og VAPS5I-1 med breytinguna H116D voru notud vid ummyndunina en pau
voru buin til af Bjarna Asgeirssyni. Pau eru badi i plasmidferjunni pBAS60 med
tengisvaedi sem eru tver amindsyrur milli StrepTag halans og C-enda proteinsins sem

audveldar hreinsun pess en hefur vanalega ekki ahrif 4 svipmdtun proéteinsins [12].

Ummyndunin var gerd a eftirfarandi hatt: Teknir voru 2 pLL af T112A/R113G plasmidi og
settir smellhettuglas. Pvi nast voru settir 100 puL af frumum (LMG194) 1t i glasid og pad
14tid standa 4 is 1 15 minutur. Eftir petta voru frumurnar hitadar i hitabadi vid 42°C i 90
sekundur og strax 4 eftir settar i 2 minutur & is. bvi nast voru 900 mL af SOC @ti beett Ut i
rektina yfir hitaloga og hin svo geymd 4 hristara inn i hitaskdp vid 37 °C i tveer
klukkustundir. Frumunum var sidan dreift &4 petriskalar pannig ad badi fengjust péttar og
Opéttar pyrpingar. Til pess ad fa 6péttar pyrpingar pa voru teknir 100 pL af frumuraektinni
og dreift & petriskal sem hafdi verid steypt med LB agar @ti og innihélt ampicillin. Petta
var gert med glerskéfu sem hafdi verid hreinsud med etanoli og daudhreinsud i loga. Til
pess ad fa péttar pyrpingar pa var frumuraektin spunnin nidur i skilvindu fyrir
smellhettuglos (Hettich zentrifugen, D — 78532 Tuttlingen) i um pad bil eina minttu eda
pannig ad synilegur frumumassi myndadist 4 botni glassins. Mest 6llu flotinu var hellt af
og pvi sem eftir var i glasinu dreift & petriskal med sama hetti og 4dur. Petriskalarnar voru

sidan settar inn 1 hitaskdp vid 37° C yfir nott.

Vidmidunarsyni var gert samhlida par sem allt var framkvamt eins nema plasmidinu var
sleppt. Pad var gert til pess ad ganga ur skugga um ad pad veri allt i lagi med frumurnar
eftir ummyndunina. Ummyndunin var framkvaemd 4 sama hatt med plasmidinu H116D.
DHS5a frumur voru einnig syktar 4 sama hatt med plasmidunum sem buin voru til med

PCR (e. polymer chain reaction) hvarfinu sem lyst var i kafla 2.2.

2.5 Tjaning og raektun VAP

Teknar voru hreinrektadar pyrpingar af petriskdlum og frumum ar einni pyrpingu sad i

hvert glas. Komid var af stad raekt, annars vegar i 5 mL af LB @ti og hins vegar i 15 mL af
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LB eti fyrir b&di H116D og T112A/R113G. beim var leyft ad vaxa yfir nott 4 hristara inn
i hitaskap vio 37°C.

Utbtnir voru 4L af LB @ti samkvamt uppskrift { vidauka 5.1 nema notad var kranavatn i
stad afjonads vatns. pH — gildi @tisins var malt med pH — mali (Radiometer Copenhagen,
PHMBS2 standard pH meter) og stillt 4 7,56 med 4 M NaOH. ZAtinu var skipt jafnt i niu 1L
keilufloskur og steriliserad i autoklava. Adur en sad var { «tid voru um pad bil 10 mg, eda
pad sem ramadist 4 litlum spataluoddi, af ampicillini sett ut i hverja keiluflosku. bvi naest
voru 2 mL af frumuraekt sad i hverja keiluflosku, fjorar floskur af HI16D en fimm af
T112A/R113G. Floskunum var sidan komid fyrir 4 hristara inn i keaeliskap vid 16 °C.
bessu var leyft ad vaxa i tvo sélarhringa adur en tjaning var 6rvud en pad var gert pegar
péttleiki raektarinnar var ordinn negilegur. Til pess ad meta péttleikann var gleypnin meld
vid 600 nm. Yfirleitt er midad vid ad best s¢ ad Orva tjaningu pegar gleypni rektarinnar
melist um pad bil 0,5 — 0,6 [13]. Pad var gert med pvi ad setja 40 pL af
anhydrotetracyclini 1 hverja keiluflosku og var raektin svo latin vaxa i raiman sélarhring. b4
hafdi frumuraktin nad fullum péttleika og var latin standa yfir nétt 1 keeliherbergi vid 4 °C

par til hreinsun hofst.

Byrjad var a pvi ad vinna med H116D stofninn en T112A/R113G var medhondladur a
sama hatt. Frumuraktin var spunnin nidur { skilvindu (Beckman Coulter, Avanti® J-26XP
Centrifuge) sem tok sex 250 mL Beckman skilvinduglés. Raktinni var skipt jafnt nidur i
glosin pannig ad um pad bil 200 mL voru i hverju glasi. Keyrslurnar 1 skilvindunni voru
gerdar med snudi JLA vid 4 °C og 15000 RCF 1 10 minttur. Flotinu var hellt af og
frumumassinn leystur upp 1 100 — 150 mL af Vibrio AP buffer (sja innihald i vidauka 5.2)
og 0,5 mL af Triton X-100 sapu. Petta var sidan fert yfir i plastbrusa og lysosimi (0,5
mg/mL) batt Gt i 4dur en pessu var komid fyrir i frysti. T112A/R113G var medhondlad a

sama hatt.

2.6 Hreinsun

Frumuvokvinn var tekinn ar frysti og latinn pidna vid herbergishita. Pegar allt var pidid var
DNAasa (0,1 uL/mL) baett 1t i frumuvokvann. Honum var leyft ad brjota nidur DNA slim
sem var i frumuvokvanum i um pad bil eina klukkustund adur en synid var spunnid nidur i

skilvindu med snudi JLA vid 4 °C og 15000 RCF i 10 minutur. Gerdar voru
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virknimelingar eins og lyst er i kafla 2.7 & frumuvékvanum, floti og botnfalli til ad

stadfesta ad mesta virknin veri i flotinu 4dur en hafin yrdi hreinsun & pvi.

Hreinsunin var gerd & Strep—Tactin stlu (1,5 cm 4 breidd og 2,6 cm 4 lengd) i keeliherbergi
vid 4 °C og var fledihradinn hafdur 0,8 mL/min. Fyrst var stlan hreinsud med HABA (2-
[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic acid) pangad til ad hun var ordin skaerappelsinugul. bvi
nast var Vibrio AP buffer delt inn 4 stluna pangad til ad appelsinuguli liturinn var
horfinn, en pa var sulan tilbuin til notkunar. Flotinu var delt inné stluna og skolad & eftir,
fyrst med 5 CV Vibrio AP buffer og sidan 10 CV af salt buffer (sja innihald i vidauka 5.2).
bvi naest var losunarbuffer (sja innihald i vidauka 5.2) delt inn & stluna og skolad med 15
CV og ad lokum skolad aftur med saltbuffer i 15 CV. Skammtasafnari var notadur til pess
ad fa 4 mL skammt i hvert s6fnunarglas. Virknin var meld 1 60ru hverju s6fnunarglasi 4
medan a hreinsuninni st6d og innihald glasanna par sem virknin maldist mest sameinad.
Virkni og proteinmagn var sidan melt i hverju safni og pad safn sem innihélt mestu
virknina geymt. Hreinsada proteininu var skipt nidur i 1 mL skammta sem settir voru i

frystiglos og hradfryst i fljotandi kofnunarefni adur en peim var komid fyrir 1 frysti.

[ lok hreinsunarferilsins pa voru badi T112A/R113G og H116D massagreind til pess ad
stadfesta a0 stokkbreytingarnar veru inn i proteininu. Massagreiningin var framkvaemd af

Tinnu Palmadoéttur og sja mé nidurstodurnar i vidauka 5.4.

2.7 Virknimaelingar

Melingar 4 ensimvirkni voru gerdar med hvarfefninu pNPP (para-nitréfenylfosfat). bad
innihélt 5 mM pNPP, 1,0 M dietandlamin, 1,0 mM MgCl, og var syrustig pess stillt 4 9,8
vid 25 °C en pad er kjorsyrustig alkalisks fosfatasa (VAP). Virknimalingarnar voru gerdar
i 1 mL plastkavettu vid bylgjulengdina 405 nm. Tiu mikrolitrum af ensimlausn var komid
fyrir & einum vegg kuvettunnar og svo 990 uL af hvarfefni sprautad a dropann af
ensimlausninni til pess ad koma hvarfinu af stad. Hvarfefnid var haft i vatnsbadi vid 25 °C

a4 medan 4 malingum stoo.

Breyting verdur i gleypni pegar alkaliski fosfatasinn affosforylerar pNPP i pNP. Lausnin i
kavettunni fer pa fra pvi ad vera litlaus yfir i ad vera gul. Himarksmunur & gleypni
pessarra tveggja efna er vid 405 nm og pess vegna hentugast ad mala gleypnibreytinguna

(AA/min) vid pé bygljulengd. Mselingarnar voru gerdar med hradaforriti
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ljosgleypnimelisins vid 405 nm 1 30 s og studullinn 5,405 settur inn til pess ad fa ut
virknina i U/mL. Studullinn er reiknadur ut fra edlisgleypnistudli pNPP, &,ypp = 18,5 mM’
'em™! og rammali pess pynnta ensims sem notad var i virknimelinguna, Ve,gy, (ml),

samkvemt eftirfarandi jofnu:

1

Studull = €ensim Vensim (1)
Virknin er reiknud ut fra Beer’s 16gmali:
A=¢-b-c (2)

par sem A er gleypnin, € er edlisgleypnistudullinn (mM™'cm™), b er lengd kavettunnar (1
g

cm) og c er styrkur lausnarinnar (mM).

Stlfatasavirkni ensimafbrigdanna var meald. Hvarfefnid sem notad var i per melingar
innihélt 5 mM para-nitréfenylstlfat, 1,0 M dietanolamin, 1,0 mM MgCl, og pH 9,8 vid 25
°C. Notad var 6pynnt ensim 1 maelinguna 4 sulfatasavirkninni & medan pad var notad 100x
pynnt ensim i malingarnar med p-nitrofenylfosfatinu. Malingin var framkvamd vid 10 °C

i 30 sekindur og svo voru synin latin standa i 18 klukkustundir vid herbergishita.

—laktamasa virkni var einnig mald med imipenem vid 330 nm (sja kafla 2.13), heimild

par.

2.8 Proteinstyrksmeelingar

Notud var adferd Zaman og Verwilghen til akvordunar & proteinstyrk, en hin er afbrigdi af
adferd Bradfords. Pessi adferd byggist 4 pvi ad amindhdpar proteina (NH;") vixlverka vid
anjonir i litarefninu Coomassie brilliant blue G-250. { pessari adferd er litarefnid leyst upp
i perklorsyru [14]. Synin voru undirbuin fyrir maelingu pannig ad 0,250 mL af syni voru
leystir upp 1 2,75 mL af lit. Gleypni synanna var meld i 1 mL plastkavettu vid 600 nm.
Coomassie Blue G-250 liturinn var stadladur fyrir notkun og var jafna stadallinunnar sem
notud var i utreikninga 4 proteinstyrk: y = 0,0062x, R* = 0,9875, par sem y er geypni
stadallausnanna og x styrkur peirra i einingunni pg/pl. Proteinstyrkur 1 hreinum

ensimlausnum var reiknadur ut fra hreinsunartoflu.
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2.9 SDS proteinrafdrattur

Pegar hreinsun ensimsins 4 Strep—Tactin® stilunni var lokid var gerdur rafdrattur til pess ad
kanna hreinleika préteinsins eftir hreinsunina. Rafdregin voru syni Ur 6d0ru hverju
sOfnunarglasi par sem mest virknin kom fram. bPau voru undirbtiin & eftirfarandi hatt fyrir
rafdrattinn. Teknir voru 30 pL af préteinsyni og peim blandad saman vid 10 pL af
NuPage® Sample Buffer (4x) sem innihélt medal annars LDS og DTT. Synin voru sodin i
vatnsbadi 1 3-5 minGtur 4dur en peim var hladio 4 tilbaid Tris-Glycine hlaup. Hlaupinu var
komid fyrir i rafdrattarkeri og pad fyllt med Tris-Glycine SDS buffer pannig ad pad fleddi
yfir bollana & hlaupinu. Pvi nest voru settir 20 — 25 pL af syni 1 hvern bolla og i einn
bollann var settur proteinstigi (Prestained Protein Ladder) fra PageRuler'™ sem var
keyrdur samhlida synunum sem vidmid. Keyrslan var gerd vid fastan straum og 185 V
spennu par til ad bromofenol blatt litarbandid var komid Ut 4 enda & hlaupinu. Hlaupid var
latio liggja i Commassie brilliant blue G-250 lausn yfir nott og sidan aflitad med 30%

metanoéllausn (v/v) 1 tvo solarhringa. Ad lokum var tekin mynd af hlaupinu.

2.10 Ahrif hitastigs a stodugleika préteina

Gerdar voru malingar & stodugleika stokkbrigdanna vid mismunandi hitastig til pess ad
kanna hvada ahrif pad hefdi. Fylgst var med virknitapi ensimsins & timaeiningu fyrir
mismunandi hitastig med pvi ad mela virkni pess med dkvednu millibili. T112A/R113G
var melt 4 hitastigsbilinu 15°C —31°C en H116D 4 billinu 25°C — 35°C. M@lingarnar voru
gerdar pannig ad 50 pL af syni voru settir Gt 1 300 pL af Vibrio AP buaffer sem hafdi ndd
jofnu hitastigi i vatnsbadi og svo voru virknimelingar teknar med jofnu millibili. A medan
a4 melingunum st6d voru synin latin standa i vatnsbadi vid mismunandi hitastig en

hvarfefnid (pNPP i dietandlamini) var haft i vatnsbadi vid 25 °C.

Hradafasti virknitaps ensims er dkvardadur med fyrsta stigs hradajofnunni:
virkni, = virkni,_, - ekt (3)

par sem k er hradafastinn (min") og t er timinn (min). Hér var midad vid hlutfallslega
virkni svo ad gert er rad fyrir pvi ad 4 timanum t = 0 sé virknin 100%.  Arrheniusarjafnan

lysir sambandi hradafasta hvarfs og hitastigs 4 eftirfarandi hatt:
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k=A e Ea/RT (4)

In(k) = In(A) — =2 (5)

Hér er A fasti, E, virkjunarorka hvarfsins (J/mol), R gasfastinn (J/mo6lK) og T hitastigid
(K). Tsoe er pad hitastig sem ensim missir helminginn af virkni sinni 4 30 minttum. Haegt

er ad reikna hradafastann vid petta hitastig med eftirfarandi j6fnu:

Krsoy = (6)
Teiknad var upp Arrheniusargraf sem synir In(k) sem fall af 1000/T. Pad hefur hallatéluna
_TE", skurdpunkt vid y — as i In(k) og skurdpunkt vid x — &s i In(A) sbr. jofnu 5. Ut fra

pessum upplysingum er hagt ad dkvarda Tsgo, med eftirfarandi jofnu:

_ E,-1000
Tsoy = R(In(krsgo,)~1n(A)) )

2.11 Hradafraadi Michaelis - Menten

Framkvaemdar voru virknimelingar 4 stokkbrigdunum TI112A/R113G og H116D vid
mismunandi hvarfefnisstyrki til pess ad dkvarda Ky, Vmax 02 Kea. K er Michaelis —
Menten hradafastinn en hann er 6hddur styrknum 4 ensiminu sjalfu og einkennandi fyrir
hvert ensim-hvarfefniskerfi. K, er sa hvarfefnisstyrkur sem gefur héalfan hamarkshrada
ensimefnahvarfsins. V.« er hamarkshradi ensimefnahvarfsins og k., er hverfitala pess
[15]. Hverfitalan segir til um hdmarkshrada sem hvarfstdd ensims getur breytt hvarfefni i

myndefni vid mettandi hvarfefnisstyrk [16].

Hvarfefnid pNPP i dietan6lamini var notad vid0 melingarnar. Gerdar voru tolf
radpynningar a hvarfetninu i 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl, og 15% (v/v) etylenglykol vid
pH 9.,8. Hvarfefnisstyrkirnir voru allir 4 bilinu 0,005 mM — 1,5 mM en raunstyrkirnir voru
meldir med pvi ad geyma eina ktvettu Gr hverri pynningu og leyfa henni ad standa i um

pad bil tver klukkustundir eda par til hvarfid var gengid til enda. Gleypni synanna i
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ktvettunum var mald vid 405 nm og 10 °C og hvarfefnisstyrkurinn reiknadur samkvaemt

16gmali Beer’s (jafna 2, €pnpp = 18,5 mM'em™).

Olinuleg nalgun var gerd 4 gognunum i forritinu KaleidaGraph® par sem gdgnin voru felld

ad Michaelis — Menten jofnunni:

vV = Vmax'[s]
T (Km+[SD

)

Fastarnir Ve (mM/min) og K, (mM) voru einnig akvardadir i forritinu KaleidaGraph®.

Hverfitolu ensims, kea (s'l), ma sidan reikna med eftirfarandi j6tnu:

mM . g
max (ﬁ) 1 mL - pynningarstudull - Mw.ensim(m—él)

m S
Sensim (oE) - 60——1000

Keae (s77) =

(10)

2.12 Hringskautunarmaelingar (CD)

Gerdar voru hringskautunarmalingar & T112A/R113G, H116D og villigerd ensimsins.
Undirbua purfti synin med pvi ad skipta um buffer 4 peim. Pad var gert med pvi ad setja
0,5 mL syni i dialysu yfir nott i 12,5 mM Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0. Settir voru 2
mL af H116D 1 dialysu pvi ad styrkur pess ensims reyndist of litill til pess ad geta fengid
godar nidurstddur Ur hringskautunarmelingunni. Synid var svo pétt fyrir melingar med
litilli spunasuilu (Micron Centrifugal Filter Device). Fjogur hundrud mikrolitra skammtar af
syni voru spunnir nidur i einu i skilvindu fyrir smellhettuglés og svo ensimid leyst upp i

seinustu 400 pL af syninu.

Hringskautunarmalingarnar voru gerdar i JASCO J-810 Circular Dichroism Spectrometer
og 2 mm kvarts kiivettu. Tekid var hringskautunarr6f fra 200 nm — 250 nm og par 4 eftir
afmyndurnarferill fyrir ensimid &kvardadur vid 222 nm med hitastigshekkuninni 1,0
°C/min fra 20 °C — 80 °C. Vid urvinnslu gagnanna var gert rad fyrir pvi ad 4
afmyndurnarferlinu veri ensimid annad hvort svipmotad (e. native structure) eda
afmyndad (e. unfolded) og ad engin millistig keemu vid sogu. bPess vegna gildir eftirfarandi

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

par sem Fy tadknar hlutfall proteins sem er svipmotad en Fy hlutfall pess proteins sem er
afmyndad. Afmyndunarferlar hringskautunarmalinganna voru teiknadir upp. Peir syna
hringskautun (mdeg) sem fall af hitastigi (°C). I hverjum punkti 4 slikum ferli gildir

eftirfarandi jafna fyrir hringskautunina:

y=yn-Fn+yu-Fy (12)

par sem yn er gleypni fullkomlega svipmoétads proteins, yp er gleypni fullkomlega
afmyndads proteins. Ef jofnur 11 og 12 er leystar saman pa fest jaftna sem er lysandi fyrir
hvern punkt & afmyndunarferlinum. Vanalega eru yx og yp fastar en par sem hitastigid er
mismunandi yfir melibilid pa parf ad framlengja grunnlinur fullkomlega svipmoétada
astandsins og fullkomlega afmyndada astandsins yfir allt mealibilid [15]. Pad var gert med
pvi ad finna bestu linu fyrir badi astondin og hallatala peirra notud til pess ad reikna Ut
gildi fyrir 611 hitastig sem malingar voru gerdar fyrir. Hlutfallid milli 4standana var sidan

akvardad meo eftirfarandi jofnu:

Fy=On =)/~ —Yu) (13)

Normaliseradur ferill sem syndi Fy sem fall af hitastigi var teiknadur upp i forritinu
KaleidaGraph®. Bradslumark proteinsins, Tp, var dkvardad i forritinu med pvi ad gera
6linulega nalgun & gégnunum. Ty, — gildi préteinsins ma einnig lesa af grafinu i punktinum

FU = 0,5

2.13 Mealingar a nidurbroti pensilins

Gerdar voru melingar til pess ad athuga hvort ad ensimafbrigdin T112A/R113G og
H116D getu brotid nidur B-laktam hringinn i pensilini. B-laktamasi var hafdur sem jakveett

viomio til pess ad ganga Ur skugga um ad maliadferdin vaeri videigandi.

[ hverja maelingu voru notadir 10 uL af ensimi, 10 uL af 12 mM imipenem og 980 uL af
50 mM Mops vid pH 7,0. Melingar 4 gleypnibreytingu 4 timaeiningu (AA/min) voru
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gerdar med hradaforriti ljosgleypnimalisins 1 30 s vid bylgjulengdina 299 nm og
lj6smeelirinn nallstilltur & Mops. Fyrst var utbuin blanda af imipenemi og Mops sem var
hof0 1 hitabadi vid 25 °C 4 medan verid var ad framkvama melingar. Settir voru 10 puL af
ensimi i 1 mL plastkuvettu og sidan 990 pL af blondunni sprautad a ensimdropann til pess

a0 koma hvarfinu af stad [17, 18].
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3 Nidurstoour

3.1 Stokkbreyting VAP gena og rafdrattur
plasmida

[ pessum undirkafla er greint fra tilraunum sem mistokust en med peim var atlunin ad bata
stokkbreytingunni W274K vid pear breytingar sem adur hofou verid settar inn, p.e.
T112A/R113G og H116D. Einnig voru breytingarnar H1 16D og T112A/R113G settar aftur
inn 1 villigerdina sem nu var tjad med StrepTag hala og tveggja amindsyru tengisvadi
(kallast ST2). H116D hafoi adur verid sett inn i villigerdina af VAP [5] og en pad potti
astaeoa til ad endurtaka petta til ad tryggja ad paer breytingar hefou somu ahrif i VAP-ST2.
Framkvamdar voru sjo markvissar stokkbreytingar. betta var gert med PCR eins og lyst er

i kafla 2.2. bessar stokkbreytingar voru gerdar med pad markmid

Vid PCR hvarfid pé innlimast kirnar6d visis sem inniheldur stokkbreytingu inn i plasmidid
sem notad er i hvarfid. Sja ma 1 t6flu 1 i kafla 2.2 hvada DNA moét og visar voru notud
saman. Plasmidin sem fengust eftir ad stokkbreytingarnar h6fou verid framkvamdar 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). Stokkbreyttu plasmidin voru rafdregin fyrir og eftir
medhondlun med DNAasanum Dpn-I. Eftir rafdrattinn saust greinileg bond fyrir 611
stokkbreyttu plasmidin sem voru rafdregin adur en pau voru medhondlud med Dpn-I en
engin bond saust hja plasmidunum sem voru rafdregin eftir medhdndlun med Dpn-I.
DNAasinn Dpn—I klippir einungis médurplasmidin sem eru metylerud [11] en ekki nyju
plasmidin sem myndudust vid PCR hvarfid pvi ad pau eru ekki metylerud. b6 ad engin
bond saxjust i rafdrettinum 4 plasmidunum par sem Dpn-I hafdi klippt nidur
modurplasmidid pa voru engu ad sidur likur & pvi ad stokkbreytingarnar hefou tekist pvi ad

mjog litid magn af plasmidum myndast vid PCR hvarf.

DH5a frumur, sem gjarnan eru notadar til ad framleida mikid af plasmidum, voru
ummyndadar med stokkbreyttu plasmidunum eins og lyst er i kafla 2.4. Frumunum var
leyft ad vaxa & petriskdlum sem steyptar hofou verid med LB agaraeti sem innihélt

ampicillin 1 tvo solarhringa. Pvi midur tokst petta ekki sem skildi pvi ad engar pyrpingar
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fengust a diskana. Einungis frumur sem innihalda plasmidid geta vaxid 4 skalunum pvi ad
pad hefur gen fyrir B—laktamasa sem gerir frumurnar 6namar fyrir ampicillininu sem er i
&tinu. Pad benti til pess ad plasmidid hefoi ekki innlimast i frumurnar og pvi var PCR
ferlid endurtekid en ekki gekk betur i seinna skiptid. Ekki vannst timi til pess ad finna 1t
hvad var ad en pad er margt sem kemur til greina. Til demis getur verid ad polymerasinn

eda adrar lausnir sem notadar voru hafi verid 1 6lagi.

3.2 Ummyndun a VAP

Ummyndunin 4 LMG194 frumum var gerd med plasmidum sem innihéldu breytingarnar
T112A/R113G og H116D. LMG194 eru tjaningarfrumur sem hafa ekki virkt phoA gen og
framleida pvi ekki eigin alkaliskan fosfatasa. Eftir a0 ummyndudu frumunum hafdi verid
leyft ad vaxa yfir nott & petriskdlunum pa hofdu myndast pyrpingar 4 6llum diskum nema
vidmidunum (mynd 7). Pad var eins og buist var vid pvi 1 vidmidunarsyninu pa var ekkert
plasmid. Frumur sem innihalda ekki plasmidid vaxa ekki a a&ti sem inniheldur ampicillin,

adeins frumur sem hafa tekid upp plasmidid.
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Mynd 7: Koléniur af stokkbreyttum LMG194 frumum & LB eti sem inniheldur agar og ampicillin. a) 6péttar
byrpingar af T112A/R113G, b) péttar pyrpingar af T112A/R113G, d) épéttar pyrpingar af H116D, e) péttar
pbyrpingar af H116D, c) og f) viomid.

Valdar voru pyrpingar af oOpéttu diskunum til pess ad sa i sterri raekt af badum

stokkbrigdum.

3.3 Tjaning og raektun VAP

Ba0di1 ensimafbrigdin (T112A/R113G og H116D) voru raektud upp i stérri rekt og uxu
frumurnar hegt til ad byrja med. Yfirleitt er midad vid ad Orva tjdningu pegar gleypni
rektarinnar vid 600 nm meelist milli 0,5 — 0,6. Hér var tjaning hins vegar 6rvud eftir tvo
solarhringa pé ad gleypni raektanna beggja hafi malst undir peim vidmidunarmorkum.
begar tjaning var 6rvud, sem var gert med pvi ad setja 40 pL af anhydrotetracyclin saman

vid, meldist gleypni H116D vid 600 nm 0,121 en gleypni T112A/R113G einungis 0,040.
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Frumunum var leyft ad vaxa i annan so6larhring og svo voru par geymdar i keliherbergi

vid 4 °C yfir nétt.

begar farid var ad hreinsa og mela virkni stokkbrigdanna pa kom i ljos ad T112A/R113G
var ovirkt og ferlid var pvi endurtekid fyrir pad afbrigdi. Préfad var ad taka frumur ur baedi
15 mL og 5 mL raektunum sem til voru og valta 1t & sitt hvorn petridiskinn. Frumurnar
voru latnar vaxa vid 37 °C inn i hitaskap yfir nott en engar pyrpingar myndudust &
diskunum. betta bendir til pess ad pad hafi eitthvad farid urskeidis i millirektinni og ad
frumurnar, sem sad var i storu raktina, hafi verid daudar fyrir. Gerd var onnur tilraun par
sem teknar voru pyrpingar af upprunalegu petridiskunum og sad tvaer 15 mL raktir, pad
gekk og frumurnar toku vel vid sér svo ad sad var i 4L rakt. Adur en tjaning var 6rvud i

seinna skiptid mealdist gleypni T112A/R113G vid 600 nm 0,942.

3.4 Hreinsun

A mynd 8 og 9 hér ad aftan ma sja hreinsunarferla fyrir H116D og T112A/R113G af
Strep—Tactin stluskiljunni. Svo sem buast matti vid pa kom litid af virkni af skiljunni med
skollausninni. Gleypni vid 280 nm var ekki meld i glosunum en pad sast mikil péttni efna i

gegnumfladi.
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Mynd 8: Hreinsunarferill fyrir H116D & Strep—Tactin stluskilju. Grafid synir virkni (U/mL) sem fall af
glasantimeri. Virknimalingarnar voru gerdar vio 405 nm med sérstoku hvarfefni fyrir alkaliskan fosfatasa, p-
nitrofenyl fosfati (pNPP). Notadur var skammtasafnari og 4 mL skommtum safnad i hvert glas med
fledihradanum 0,8 mL/min. (a) [ upphafi var syninu hladid & stluna. (b)  glasi 12 — 17 var Vibrio AP buffer
deelt inn 4 suluna. (c) [ glasi 18 — 27 var Vibrio AP buffer sem innihélt 150 mM af NaCl dzlt inn & saluna. (d)
[ glasi 28 — 44 var losunarbuffer sem innihélt desthiobiotin delt inn 4 stluna. (e) I glasi 45 var salt buffer
aftur deelt inné suluna og skolad med honum pad sem eftir var af hreinsuninni.
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Mynd 9: Hreinsunarferill fyrir T112A/R113G & Strep—Tactin suluskilju. Grafid synir virkni (U/mL) sem fall
af glasanimeri. Virknimalingarnar voru gerdar vid 405 nm med sérstoku hvarfefni fyrir alkaliskan fosfatasa,
p-nitrofenyl fosfati (pNPP). Notadur var skammtasafnari og 4 mL skdmmtum safnad i hvert glas med
fledihradanum 0,8 mL/min. (a) [ upphafi var syninu hladid & stluna. (b) { glasi 13 — 21 var Vibrio AP buffer
deelt inn 4 suluna. (c) I glasi 22 — 38 var Vibrio AP buffer sem innihélt 150 mM af NaCl dzlt inn & stluna. (d)
[ glasi 39 — 61 var losunarbuffer sem innihélt desthiobiotin deelt inn 4 stluna. (e) 1 glasi 61 var salt buffer
aftur deelt inn & stiluna og skolad med honum pad sem eftir var af hreinsuninni.
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Innihald glasa par sem einhver virkni kom fram var sameinad og virkni og proteinstyrkur
hvers safns metinn. Fyrir H1 16D voru gerd prji so6tn, safn 1: glas 3 — 18, safn 2: glas 30 —
33 og safn 3: glas 47 — 51 og sja ma nidurstodur virkni og proteinmaelinga fyrir H116D i
hreinsunart6flu hér ad nedan (tafla 3). Fyrir TI12A/R113G voru gerd fjogur sofn, safn 1:
glas 3 — 17, safn 2: glas 25 — 37, safn 3: glas 41 — 44 og safn 4: glas 45 — 59. Sja ma
nidurstodur protein- og virknimaelinga fyrir TI12A/R113G 1 hreinsunartéflu hér ad nedan

(tafla 4). Einnig var virkni og préteinstyrkur 1 upphafssyni beggja ensimafbrigda maldur.

Tafla 3: Hreinsunartafla fyrir H116D. Virkni og proteinstyrkur voru meeld i upphafssyni, safni 1 (glos 3 —
18), safni 2 (glés 30 — 33) og safni 3 (glos 47 — 51). Virknin var meeld med hvarfefninu p — nitrofenyl fosfati i
dietanolamini vid 405 nm. Proteinmeelingarnar voru gerdar med litarefninu Coomassie brilliant blue G-250
d sama hatt og adur hefur verio Iyst. Safn 2 var notad til frekari meelinga.

Syni Rummal Virkni  Protein Eolisvirkni  Protein  Virkni Heimtur Hreinsun
(mL)  (U/mL)  (mg/mL) (U/mg) (mg) V) (%) (x)

Upphafssyni 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 TI12A/R113G. Virkni og proteinstyrkur var meeldur | upphafssyni, safni 1
(glos 3 —17), safni 2 (glos 25 — 37), safni 3 (glos 41 — 44) og safni 4 (glos 45 — 59). Virknin var meeld med
hvarfefninu p — nitrofenyl fosfati i dietandlamini vid 405 nm. Proteinmelingarnar voru gerdar med
litarefninu Coomassie brilliant blue G-250 a sama hatt og adur hefur verid lyst. Safn 3 var notad til frekari

meelinga.

Tegund Rummal Virkni  Protein Eolisvirkni  Protein  Virkni Heimtur Hreinsun
Synis (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) (mg) (8)) (%) (x)
Upphafssyni 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 sja ma 4 hreinsunart6flunum pa er mikid af proteinum i upphafsyninunum
samanborid vid hin sofnin. I safni 1 fyrir badi ensimin pa eru par mikid af proteinum sem
ekki hafa bundist sértekt 4 suluna. Har hreinsunarstudull i safninu med mestu virknina
gefur til kynna a0 tekist hafi ad hreinsa burt mikid af auka proteini. Einnig jokst
edlisvirknin mikid og heimturnar voru frekar godar. Af t6flum 3 og 4 hér ad ofan ma

alykta ad vel hafi tekist ad hreinsa badi ensimin.
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3.5 Proteinrafdrattur

Eftir hreinsun voru T112A/R113G og H116D rafdregin med SDS rafdratti til pess ad

kanna hreinleika ensimsins. A mynd 10 ma sja nidurstodur rafdrattar 4 H116D en 4 mynd

11 nidurstodur rafdrattar a T113A/R113G.

Mynd 10: SDS rafdrattur & H116D eftir hreinsun & Strep—Tactin suluskilju. Rafdregio var & tilbunu Tris -
Glycine hlaupi med jofnu millibili Gr gldsum hreinsunarferilsins par sem mest virkni kom fram. { brunni 1
var upphafssynid rafdregio, i brunni 2 var rafdregid syni ar glasi 29, i brunni 3: Gr glasi 30, brunni 4: ur glasi
31, brunni 5: ur glasi 33, brunni 6: Gr glasi 35, brunni 7: Gr glasi 37, brunni 8: ur glasi 39, brunni 9: ur glasi
41, brunni 10: Gr glasi 43 og i brunni 11: Gr glasi 45 4 hreinsunarferlinu. I brunni 12 var rafdreginn
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (170-130-100-70-55-40-35-25-15-10 kDa) sem vidmid. Litun 4
rafdrattarhlaupinu var gerd med Coomassie brilliant blue R-250 og pad var sidan aflitad 1 30% (v/v)
metano6llausn.  Hlaupid var rafdregid vid 185 V { 45 minttur i XCell SureLock™ rafdrattarkeri fra
Invitrogen.
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Mynd 11: SDS rafdrattur & T112A/R113G eftir hreinsun 4 Strep—Tactin suluskilju. Rafdregid var 4 tilbunu
Tris-Glycine hlaupi med jéfnu millibili Gr glésum hreinsunarferilsins par sem mest virkni kom fram. Brunnur
1 var hafdur tomur en i brunni 2 var upphafssynid rafdregid, 1 brunni 3 var rafdregid syni r glasi 13, brunni
4: ur glasi 41, brunni 5: ur glasi 42, brunni 6: Ur glasi 43, brunni 7: Ur glasi 45, brunni 8: ur glasi 47, brunni 9:
Gr glasi 49, brunni 10: ur glasi 51 og i brunni 11: Gr glasi 53 4 hreinsunarferlinu. [ brunni 12 var rafdreginn
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (170-130-100-70-55-40-35-25-15-10 kDa) sem vidmid. Litun 4
rafdrattarhlaupinu var gerd med Coomassie brilliant blue R-250 og pad var sidan aflitad 1 30% (v/v)
metandllausn.  Hlaupid var rafdregid vid 185 V i 45 minutur i XCell SureLock™ rafdrattarkeri fra
Invitrogen.

Eins og sést 4 rafdrattarhlaupunum fyrir baedi H116D og T112A/R113G pa koma fram
skyr bond sem gefur til kynna ad proteinid sé mjog hreint og vel hafi tekist til vido hreinsun
a4 badum ensimafbrigdum. Einnig ma sja ad sameindamassi prdteinanna samkvamt
rafdreettinum er i kringum 60 kDa en hann er i raun 56430 Da fyrir T112A/R113G og
56537 Da fyrir H116D.

3.6 Ahrif hitastigs a st6dugleika proéteina

Skodud voru ahrif hitastigs 4 stoougleika T112A/R113G og H116D til pess ad meta Tsgo
fyrir ensimafbrigdin. Fylgst var med virknitapi ensimafbrigdanna vid mismunandi hitastig
og hradafasti virknitaps akvardadur fyrir hvert ensim. Fylgst var med virknitapi
T112A/R113G 4 hitastigsbilinu 15 °C — 31 °C en virknitap H116D var melt 4 bilinu 25°C
— 35 C. Teiknad var upp graf samkvemt jofnu 3 1 kafla 2.10 sem synir
In(virkni/upphafsvirkni) p.e. In(A/Ao) fyrir pau hitastig sem melingar voru framkvamdar
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vid. Sja ma demi um eitt slikt graf fyrir hvort ensim (mynd 12 og 13) og fyrir fleiri

melingar i vidauka 5.5.
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Mynd 12: Virknitap H116D sem fall af tima.

(O) Virknitap H116D vid 21 °C, jafna bestu linu: y =- 0,00148 — 0,0104x.
(*) Virknitap H116D vid 25 °C, jafna bestu linu: y = - 0,00395 — 0,0249x.
(x) Virknitap H116D vid 27 °C, jafna bestu linu: y = - 0,01 — 0,0308x.

(+) Virknitap H116D vid 29 °C, jafna bestu linu: y = - 0,0904 — 0,0442x.
(o) Virknitap H116D vid 31 °C, jafna bestu linu: y =- 0,119 — 0,0729x.

Ensimid var geymt 4 is fyrir melingar og timinn var settur af stad pegar ad ensimid for ut i bufferinn.
Bufferinn var latinn na hitastigsjafnvaegi i hitabadi vid mismunandi hitastig (T112A/R113G vid 15°C - 31 °C
en H116D vid 21 °C — 35 °C). Virknimalingarnar voru framkvamdar med hvarfefninu p - nitréfenyl fosfati

i dietandlamini vid 25 °C.
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Mynd 13: Virknitap T112A/R113G sem fall af tima.
(o) Virknitap T112A/R113G vid 17 °C, jafna bestu linu: y =- 0,121 — 0,0358x.

(A) Virknitap T112A/R113G vid 19 °C, jafna bestu linu: y = - 0,0938 — 0,0460x.
(+) Virknitap T112A/R113G vid 21 °C, jafna bestu linu: y = - 0,0632 — 0,0557x.
(x) Virknitap T112A/R113G vid 25 °C, jatna bestu linu: y =- 0,0129 — 0,0877x.
(*) Virknitap T112A/R113G vid 27 °C, jafna bestu linu: y = - 0,0808 — 0,0963x.

(o) Virknitap T112A/R113G vid 31 °C, jafna bestu linu: y = - 0,0495 — 0,121x.

Ensimid var geymt 4 is fyrir melingar og timinn var settur af stad pegar ad ensimid for ut i bufferinn.
Bufferinn var latinn na hitastigsjafnvaegi i hitabadi vid mismunandi hitastig (T112A/R113G vid 15°C - 31 °C
en H116D vid 21 °C — 35 °C). Virknimalingarnar voru framkvamdar med hvarfeftninu p -nitréfenyl fosfati i

dietandlamini vid 25 °C.

Teiknud voru upp Arrheniusargrof (sja vidauka 5.5) sem syna hradafasta virknitapsins vid

hvert hitastig sem fall af viokomandi hitastigi. Hradafasti virknitapsins vid hvert hitastig er

hallatala bestu linu fyrir hvert hitastig 4 myndum 12 og 13. A mynd 14 ma sja demi um

Arrheniusargraf fyrir eina stodugleikamaelingu bedi 4 T112A/R113G og H116D.
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Mynd 14: Arrheniusargraf fyrir H116D og T112A/R113G. Grafid synir nidurstodur melinga par sem In(k)
(min™") er teiknad upp sem fall af 1000/T (1000/K).

(o) Synir nidurstodur stodugleikameelinga fyrir H1 16D og er jafna bestu linu: y = 53,79 — 17,17x. Samkvamt
utreikningum fékkst ad Tsge, fyrir H116D veeri 23,4 °C.

(o) Synir nidurstodur meelinga fyrir TI12A/R113G og er jafna bestu linu: y = 23,82 — 17,17x. Samkvemt
utreikningum fékkst ad Tsgs, fyrir TI12A/R113G veeri 10,4 °C.

Hallatala bestu linu & Arrheniusargrafi var sidan notud vid utreikninga 4 Tsgy, samkvaemt
jofnu 7 1 kafla 2.10. Sj& ma nidurstodur stodugleikamalinga fyrir T112A/R113G og
H116D i t6flu 5.

Tafla 5: Nidurstoour stoougleikameelinga fyrir T112A/R113G og HI116D. Synin voru hitud i Vibrio AP
buffer. Virknitap stokkbrigdanna var mcelt vio 405 nm med hvarfefninu pNPP [ dietanolamini vid valin
hitastig a bilinu 15 — 35 °C. Til pess ad meta ovissu i nidurstodum var reiknad stadalfravik og taknar n fjolda
meeligilda.

VAP Ts0% (°C)

WT-ST2 233+ 1,4 (n=23)
T112A/R113G 10,4+ 1,4 (n=23)
H116D 23,4+1,9 (n=3)

Melingar 4 villigerd framkvemdi Tinna Pélmadottir. Framkvaemt var t-prof a
nidurstodunum. begar villigerdin og T112A/R113G voru borin saman fékkst p = 0,0004, p
< 0,1 svo ad marktekur munur er a Tsoy, gildum peirra. Pegar framkvemt var t-prof par

sem borin voru saman villigerdin og H116D b4 fékkst p = 0,9450, p > 0,1 svo ad ekki er
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marktekur munur & Tspy, gildunum fyrir villigerdina og H116D. Ef gildin i t6flu 5 eru

borin saman pa sést ad T112A/R113G er mun 6stodugra heldur en H116D og villigerdin.

3.7 Hradafrae9di Michaelis — Menten

4

Framkvaemdar voru virknimalingar 4 T112A/R113G og HI116D vid mismunandi
hvarfefnisstyrki til pess ad dkvarda K, Vimax 0g ke, Olinuleg nalgun var gerd 4 gdgnunum
i forritinu KaleidaGraph® par sem pau voru felld ad Michaelis — Menten jéfnunni (jafna 9,
kafla 2.11) og k.4 sidan reiknad ut fra jofnu 10 i kafla 2.11. Sjd mé deemi um Michaelis —

Menten feril fyrir badi ensimin 4 sama grafi hér ad nedan (mynd 15).
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Mynd 15: Michaelis — Menten ferill fyrir T112A/R113G og H116D.

(o) Synir Michaelis — Menten feril fyrir HI1 16D par sem V5 = 2,06 mM/min og K, = 0,79 mM.

(o) Synir Michaelis — Menten feril fyrir T112A/R113G par sem Vi = 8,29 mM/min og K, = 0,54 mM,
ensimlausnin var pynnt 2x fyrir malingar. Virknimelingarnar voru framkvaemdar med hvarfefninu p —
nitrofenyl fosfati i dietanolamini pynntu i Caps buffer, vid 10 °C. Forritid KaleidaGraph® var notad til pess
ad fella Michaelis — Menten feril a0 gognunum skv. jofnu 9 og reikna Vi, 0g K.

Sja ma nidurstodur utreikninga & K, Vimax 0g Kear gildum fyrir T112A/R113G og H116D i

toflunni hér ad nedan (tafla 6).
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Tafla 6: Nidurstéour hradafreedimeelinga fyrvir H116D og T112A/R113G. Hér ma sja K., Viyax 08 ke fyriv
bedi afbrigdin en gildin voru reiknud i forritinu KaleidaGraph®. Virknin var meeld vid 405 nm og 10 °C.
Gerdar voru 12 radpynningar a hvarfefninu pNPP i dietanolamini med 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl,, 15%
(v/v) etylenglykol vio pH 9,8. Mcelt var a styrkbilinu 0,005 mM — 1,5 mM. Stadalfravik var notad til pess ad
meta ovissuna og n taknar fjélda meelinga.

VAP K (mM) Keat () Keat/Km

WT-ST2 0,06 + 0,002 78,8 + 8,1 1208 + 209 (n = 6)
H116D 0,93 + 0,14 33,1 +3,9 358+3,7 (n=4)
T112A/R113G 0,45 + 0,06 76,2 + 10,6 172 + 36 (n=4)

Melingar 4 villigerd framkvaeemdi Bjarni Asgeirsson. T-prof var framkvaemt 4
nidurstodunum og pegar K, gildi villigerdarinnar og H116D voru borin saman pa fékkst p
= 0,0001, p < 0,1 svo pad er marktekur munur & K, gildum peirra. bPegar K,, gildi
T112A/R113G og villigerdinnar voru borin saman med t-profi pa fékkst p = 0,0001, p <
0,1 sem gefur til kynna ad einnig sé markteekur munur milli peirra. Framkvamt var t-prof a
Keat gildum lika. Samanburdur 4 ke, fyrir villigerdina og H116D gaf p = 0,0001, p < 0,1
svo a0 marktekur munur er & ke, gildum peirra. T-prof & ke gildum villigerdarinnar og
T112A/R113G gaf p = 0,6914, p > 0,1 svo pad er ekki marktekur munur 4 peim. Med
samanburdi 4 gildunum i t6flu 6 ma sja ad mikill munur er 4 T112A/R113G og H116D.
T112A/R113G hefur um pad bil helmingi legra K,, sem gefur til kynna ad pad hafi mun
meiri sekni i hvarfefnid heldur en H116D en po ekki jafnmikla saekni og villigerd
ensimsins. Einnig sést greinilega ad T112A/R113G hefur haerri hverfitolu (ke,) heldur en
H116D, p6 ad toluverd 6vissa sé i peim gildum, og T112A/R113G getur pvi breytt fleiri
hvarfefnissameindum yfir i myndefni & timaeiningu. Hlutfallid k../K;, gefur til kynna ad
hvarfgeta T112A/R113G sé meiri en H116D en hvorugt stokkbrigdid hefur jafnmikla

hvarfgetu og villigerdin.
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3.8 Hringskautunarmaelingar (CD)

Framkvaemdar voru hringskautunarmelingar fyrir T112A/R113G, H116D og villigerd
ensimsins til pess ad meta heildarstodugleika proteinbyggingarinnar. Nidurstodurnar sem
fengust voru normaliseradar samkvemt jofnu 13 i kafla 2.12 og normaliserudu gdégnin
teiknud upp sem fall af hitastigi. A mynd 16 hér ad nedan ma sja afmyndunarferil fyrir eina
mealingu 4 TI12A/R113G, H116D eda villigerd en nidurstodur fleiri maelinga sem gerdar

voru er a0 finna 1 vidauka 5.7.
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Mynd 16: Afmyndunarferlar fyrir T112A/R113G, villigerd og H116D. Hér eru syndir normaliseradir ferlar
par sem hlutfall pess proteins sem er afmyndad (F,) teiknad upp sem fall af hitastigi (°C). Greni ferillinn er
afmyndunarferill fyrir T112A/R113G, Ty, = 45,5 °C. Svarti ferillinn er afmyndunarferill fyrir villigerdina, T,
= 47,9 °C. Blai ferillinn er afmyndunarferill fyrir H116D, T, = 56,1 °C. Mzlingarnar voru framkvamdar i
JASCO J-810 Circular Dichroism Spectrometer, i 2 mm pykkri kvarts kuvettu og var afmyndunarferillinn
akvardadur vid 222 nm. Synin voru undirbtin med dialysu i 12,5 mM Mops, | mM MgSO, vio pH 8,0.

Tm — gildi proteina er dkvardad i peim punkti par sem helmingur af préteinunum eru
afmyndud, pad er ad segja pegar F, = 0,5. 1 toflu 7 hér & eftir ma sja nidurstodur
hringskautunarmelinga fyrir T112A/R113G, H116D og villigerd ensimsins. Par sem
nokkrar melingar voru framkvamdar fyrir hvert ensimafbrigdi pa var dkvedid ad taka ut

eitt jadargildi &4 Ty, 1 6llum tilfellum.

34



Tafla 7: Nidurstodur hringskautunarmeelinga, T,,— gildi fyrir T1124/R113G, HI116D og villigerd. Synin voru
meeld 1 12,5 mM Mops, 1 mM MgSO, vio pH 8,0. Hringskautunarmcelingarnar voru gerdar i JASCO J-810
Circular Dichroism Spectrometer og 2 mm pykkri kvarts kuvettu og afmyndurnarferill ensimsins tekinn vid
222 nm med hitastigshekkuninni 1,0 °C/min fra 20 °C — 80 °C. Stadalfravik var notad til pess ad meta
ovissuna og n taknar fjélda meelinga.

VAP Tw (°C)

VAP-ST2 48,0+ 1,5(n=5)
H116D 56,1 1,2 (n=4)
T112A/R113G 45,9 £3,0 (n=5)

Framkvaemt var t-prof & nidurstodunum. begar villigerdin og H116D voru borin saman pa
fekkst p = 0,0001, p < 0,1 svo pad er marktekur munur 4 peim gildum. begar villigerdin
var borin saman vid T112A/R113G pa feékkst p = 0,1991, p > 0,1 svo ad ekki er
marktaekur munur & Ty, — gildi villigerdarinnar og stokkbrigdisins T112A/R113G. Ut fra
gildunum i t6flu 7 ma alykta ad T112A/R113G sé adeins 6stodugra heldur en villigerdin en
t-profio gaf til kynna ad munurinn 4 gildunum veri ekki marktekur. H116D var hins vegar
toluvert stodugra heldur en badi villigerdin og T112A/R113G. [ stokkbrigdinu
T112A/R113G er buid ad setja alanin og glysin inn i stadinn fyrir preonin og arginin.
Alanin er 6hladin, litil aminésyra og glysin er lika mjog litil og sveigjanleg og finnst oft i
beygjum ensima. Hins vegar er preonin skautud vegna alkoholhlidarkedju og arginin er
stor og basisk aminoOsyra. Pessi breyting gerir pvi proteinid hugsanlega sveigjanlegra og
feekkar vixlverkunum en aftur & moti adeins O6stodugra vid hatt hitastig sem gerir pad ad
verkum ad pad hefur laegra Ty, heldur en villigerdin. I stokkbrigdinu H116D var histidin
skipt ut fyrir aspartat. Histidin er basisk amindsyra en aspartat er sur, vid pessa breytingu
verdur moguleiki & myndun fleiri vetnistengja eins og sjd& ma med samanburdi & myndum 4

og 6 i kafla 1.5. Pad hefur stodgandi ahrif og Ty, hakkar.

3.9 Malingar a nidurbroti pensilins

Melingar voru gerdar a pensilinasa virkni T112A/R113G og H116D og var adkeyptur 3—

laktamasi hafdur sem jakvett vidmid. Engin virkni kom fram hja hvorugu stokkbrigdinu.

3.10 Melingar a sulfatasavirkni

Sulfatasavirkni var meld hja badum ensimafbrigdum en engin virkni kom fram hja

hvorugu afbrigdinu.
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4 Umraeodur

Markmid verkefnisins var ad breyta VAP i sulfatasa og reyna pannig ad vekja upp
fjolvirkni hja VAP. Samkvaemt télvuutreikningum Chakraborty og fleiri sem eru enn
obirtir pa er pad moguleiki med pvi ad bua til fjorfalt stokkbrigdi. Stokkbreytingarnar sem
parf ad framkvema eru T112A/R113E/H116D/W274K. Farid var aleidis i pvi ad bua til
petta stokkbrigdi og stokkbreytingarnar T112A/R113G og H116D skodadar. Gerdar voru
hradafredimealingar, heildarstodugleiki proteinbyggingarinnar kannadur og athugad hvada
ahrif hitastig hefdi & virkni hvors stokkbrigdis fyrir sig til pess ad fylgjast med hvernig
eiginleikar VAP breyttust med pessum stokkbreytingum. A0 lokum var stlfatasavirkni og
B—laktamasavirkni mald hja badum afbrigdum til pess ad athuga hvort ad tekist hefdi ad

vekja upp fjolvirkni med pessum stokkbreytingum.

Hugtakid fjolvirkni ensima er notad til pess ad lysa ensimvirkni sem er 6nnur heldur en
ensimid hefur proéast til ad sinna i dag og er ekki hluti af lifedlisfredi lifverunnar sem
ensimid starfar i. Oft er ke,/Kym gildid fyrir hvarfefnid sem veldur fjélvirkni ensims ekki
jafn hatt og fyrir vidurkennda hvarfefnid. Hvotun ensimsins verdur po oft umtalsverd en an
pess ad hafa mikil ahrif 4 lifveruna sem pad finnst i [8]. Fjolvirkni getur komid fram an
pess ad nokkrar breytingar séu gerdar & amindsyrur6d ensims eins og kom i 1jos pegar AP
ur rekju reyndist einnig vera proteasi [19]. Einnig er moguleiki ad breyta orfaum
aminosyrum til pess ad vekja upp fjolvirkni eins og farid var 4leidis med ad gera i pessu
verkefni. b6 ad buaid sé ad finna Gt med tolvultreikningum ad pad purfi fjorar
stokkbreytingar til pess ad petta s¢ moguleiki pa er ekki vist ad hver og ein peirra hafi ahrif
4 virkni ensimsins pannig ad htin annad hvort aukist eda minnki. Arid 1994 var gerd tilraun
med B-laktamasa par sem framkvemdar voru fimm stokkbreytingar 4 ensiminu sem
endurbattu virkni ensimsins til muna og vid pad jokst 6nemi bakteriu fyrir syklalyfinu
cefotaxime um ~10°. Weinreich [20]syndi sidan fram 4 ad pad vaeru 120 eda 5! leidir til
pess ad skipta um fimm amindsyrur, p.e.a.s. eina i einu. [ 1jés kom ad pad vard ekki
samfelld aukning i virkni B-laktamasans vid hverja breytingu heldur stokk. Sumar

breytingarnar h6fdu engin ahrif, adrar minnkudu virkni ensimsins en adrar juku hana. Ahrif
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stokkbreytinga 4 prétein eru pvi had peim breytingum sem fyrir eru og geta annad hvort

leitt til aukinnar eda minnkadrar virkni. [20].

Fj6lmorg deemi eru pekkt um fj6lvirkni ensima en ekki er enn btid ad finna leid til pess ad
greina fjolvirkni med einfoldu moti. I upphafi prounarsdgunar er talid ad pau fau ensim
sem pa voru til hafi verid fer um ad framkvema fleiri en eina gerd efnahvarfa en 4
endanum proast hvert ensim til pess ad hvata adallega eina akvedina gerd efnahvarfa.
Nattaruval veldur pvi ad virkni ensima verdur sértek og ad virkni sem er ohagsted eda
haettuleg 4 einhvern hatt verdur undir. Ensim purfa ad vera sértek og vid myndun préteina
pa er til demis mikilvaegt ad velja rétta amindsyru pvi annars getur ordid til protein med
oxskilega eiginleika. Engu ad sidur hafa morg ensim synt fjolvirkni. Par m4 nefna
adenyleringahlutann 7ycA4 af amindsyru-tRNA asylasa sem gerir til deemis upp a milli L-
Phe og L-Tyr sem hefur 800x laegra ke, /Ky, en getur lika notast vid D-Phe sem gefur kca
/K sem er adeins helmingi laegra. Astedan er su ad ekki hefur verid prounarprystingur til
ad gera upp a4 milli L- og D-handhverfa par sem D-amindsyrur eru ekki i umhverfi
ensimsins. Oft er astedan st fyrir pvi ad fjovirkni ensima er ekki pekkt ad ensimid kemst
aldrei 1 snertingu vid hvarfefnid sem gati vakid upp fjolvirkni pess. Til pess ad nefna demi
um fjolvirkni sem er pekkt pa hefur C-C hydrolasi MbpC ba nattarulegu virkni ad hvata rof
C-C tengja en er einnig esterasi og malonat semialdehyd dekarboxylasi hvatar vanalega
afkarboxylerun en getur einnig hvatad vétnun. [ fjolskyldu AP eru pekkt demi um
fjolvirkni og vitad er ad AP geta auk pess ad hvata vatnsrof fosfomondestera hvatad
vatnsrof fosfodiestera og sulfat estera. Pad ma pvi segja ad fj6lvirkni ensima sé ekki

undantekning heldur regla [8].

[ heildina gekk verkefnid vel og pad fengust finar nidurstédur. Ummyndun plasmidanna
inn i frumurnar gekk vel fyrir badi stokkbrigdin og finar pyrpingar fengust &
petriskalarnar. Adur en sad var i storar frumuraktir voru gerdar minni milliraektir fyrir
badi afbrigdin. Eitthvad for trskeidis 1 millireektinni hjad T112A/R113G og endurtaka vard
saningu { milliraekt fyrir pad stokkbrigdi. [ seinna skiptid sem pad var reektad upp gekk pad
vel. Hreinsun beggja afbrigda heppnadist vel og yfir 50% heimtur fengust hja badum
afbrigdum. Eftir hreinsunina var framkvamdur rafdrattur sem gaf einnig merki um ad vel

hefdi tekist ad hreinsa ensimafbrigdin.
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Gerd var tilraun til pess ad stokkbreyta VAP genaafbrigdum par sem W274K myndi beetast
vid paer breytingar sem hér er lyst. Plasmidin voru rafdregin eftir stokkbreytinguna, badi
fyrir og eftir meltu med skerdensiminu Dpn-I. Rafdratturinn gaf til kynna ad pad veru
plasmid i synunum en engin bond sdust hins vegar 4 synunum eftir meltu med Dpn-I. Pad
er 1 rauninni alveg edlilegt ef adeins modur plasmidid veeri til stadar svo ad frumur voru
ummyndadar med nyju plasmidunum en pa fengust engar pyrpingar a skalarnar. Pad bendir
til pess a0 ummyndunin eda fj6lféldunin med PCR hafi ekki tekist pvi ad adeins frumur
sem hafa tekid upp plasmidid geta vaxid a4 @tinu sem innihélt ampicillin. Liklegri astaeda
fyrir pvi ad petta heppnadist ekki er s, ad polymerasinn eda adrar lausnir sem notadar

voru i PCR hvarfid hafi ekki verid i lagi en ekki vannst timi til pess ad sannreyna pad.

Hitastigsstodugleiki stokkbrigdanna var maldur og Tsey, akvardad. Tseo, fyrir
T112A/R113G reyndist vera 10,4 °C £+ 1,44 °C en 23,4 °C £ 1,93 °C fyrir H116D.
Villigerdin reyndist hafa Tsq, = 23,4 °C svo ad annad afbrigdid hélst dbreytt en hitt vard
miklu o6stodugra. Stokkbrigdid H116D hefur 4dur verid melt af Katrinu Gudjonsdottur [5]
og reyndist pad pa vera 38,5 °C = 0,3 °C sem er toluvert herra. Malingarnar hennar
Katrinar voru framkvaemdar vid adeins adrar adstaedur en hun notadi 20 mM Tris, 10 mM
MgSO, vid pH 8. I malingarnar i pessari rannsékn var hins vegar notast vid Vibrio AP
buffer sem innihelt 20 mM Tris, 10 mM MgCl, og pH stillt 4 8,0 svo ad pad er 1jost ad
sulfat hefur ahrif. Hegt vaeri ad meta pau ahrif med pvi ad framkvaema melingar vid
breytilegan stlfatstyrk. Katrin meaeldi lika villigerdina og var Tsge, fyrir hana 40,1 °C + 0,2
°C. T112A/R113G hefur hins vegar aldrei verid mealt 4dur og er greinilega Ostodugra
heldur en badi H116D og villligerd ensimsins. Adur hefur verid synt fram 4 ad glysin sem
stadsett er 1 virkniseti ensimisins studli ad kuldaadlogun alkaliskra fosfatasa og veiti peim
pann sveigjanleika sem er naudsynlegur til hvotunar vid lag hitastig sem er i goédu

samrami vid pessar nidurstodur [21].

Melingar 4 hradafraedi ensimafbrigdanna leiddi i 1j6s ad hlutfallid kq./K,, var miklu haerra
fyrir T112A/R113G heldur en H116D sem bendir til pess ad hvarfgeta pess s€¢ miklu meiri
b6 ad dvissa 1 nidurstddum sé toluvert mikil. bessi aukna hvarfgeta stafar af meiri sekni 1
hvarfefnid (legra K,,) og harri hverfitdlu (ke,). Villigerdin reyndist hafa K;;, = 0,06 mM +
0,002 mM og keo = 78,8 s + 8,1 5. Pad gefur til kynna ad sakni beggja stokkbrigdanna i
hvarfefnid sé¢ miklu minni heldur en hja villigerdinni og hvarfgeta peirra sé ekki nalaegt pvi

ad vera jafnmikil og hja villigerdinni. Hins vegar er ekki markteekur munur & hverfitolu
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T112A/R113G og villigerdarinnar. Katrin hafdi melt villigerdina og H116D og fengid
leegra gildi fyrir K, og mun heerri gildi fyrir keye 0g kea' K [S] en aftur voru melingarnar
hennar gerdar vi0 adrar adstedur heldur en i pessari rannsokn. Hun framkvamdi
mealingarnar med 50 mM Mops, 50 mM Caps og 1 mM MgSO, auk pess sem villigerdin
og stokkbrigdin voru an StrepTag vidbotar. Hér var notad 100 mM Caps, 1,0 mM MgCl,
og 15% (v/v) etylen glykol en etylen glykol tekur patt i umfosfoérun (heerra ke). Vegna
ostodugleika margra VAP — afbrigda var tekid upp pvi ad blanda etylen glykoli i lausnir og

notad sama magn og i geymslulausn.

Framkvemdar voru hringskautunarmalingar til pess ad kanna heildarstodugleika
proteinbyggingarinnar. Nidurstodurnar voru paer ad stokkbrigdi T112A/R113G hafoi legra
Tm heldur en villigerdin en H116D herra. Afbrigdid H116D hafdi 40ur verid melt af
Katrinu [5] og fékk hun ad Ty, fyrir pad veri 55 °C + 0,3 °C sem er nokkud nalaegt pvi
sem fékkst 1 pessari rannsokn, po orlitid leegra. Hun hafdi einnig melt villigerdina og
fengid mun haerra gildi heldur en fékkst hér. Hin notadi 50 mM Mops i malingar en hér
var notad 12,5 mM Mops. Pad gati haft dhrif 4 nidurstddur en einnig var ekkert tengisvadi
fyrir gripgreiningu 4 hennar villigerd og stokkbrigdum. Pad er samt ekki alveg samraemi i
nidurstodum pvi ad hér meldist villigerdin legri en H116D heerra midad vid hennar
melingar svo ad erfitt er ad spa fyrir um hvort ad lengd tengisvaedis eda styrkur & Mops
hafi ahrif. Samkvaemt nidurstodum malinga ma alykta ad afbrigidid T112A/R113G sé
Ostodugra heldur en badi villigerdin og H116D vid hatt hitastig en samkvemt t-profi var
ekki markteekur munur 4 T,, — gildum villigerdarinnar og T112A/R113G.

Kuldakerar lifverur mynda kuldavirk ensim sem hafa allt ad 10x harri edlisvirkni til pess
ad vega upp 4 moéti hegum hvarfhrada vid lag hitastig. Kjorhitastig pessara ensima er
leegra sem veldur pvi ad pau eru ekki jafn stodug vid heerri hitastig og missa virkni sina og
afmyndast vi0 medalha hitastig. Flest kuldavirk ensim deila peim eiginleika ad virkni
peirra hverfur oft vid legra hitastig heldur en samsvarandi ensim ur medalhitapolinni
lifveru 6had stodugleika proteinbyggingarinnar. Virkniset ensima er yfirleitt 6stodugasti
hluti ensimsins og oft tapast virkni ensimsins adur en préteinid sjalft afmyndast.
Sveigjanleiki 1 virknisetinu er yfirleitt astedan fyrir mikilli virkni vid lag hitastig [1].
Samkvemt nidurstodum stodugleikamalinganna sem voru framkvemdar i pessu verketni
pé reyndist T112A/R113G 6stodugra vid ha hitastig heldur en H116D. { stokkbrigdinu
T112A/R113G er buid ad skipta ut amindsyrum annars vegar med skautada hlidarkedju en

39



hins vegar stora basiska hlidarkedju fyrir litlar 6hladnar aminosyrur. Vid pessar breytingar
eykst sveigjanleiki proteinsins og ma pvi alykta at frd pessum nidurstodum ad aukinn
sveigjanleiki proteinsins auki hvotunargetu pess vid lag hitastig en pvi fylgi minni
stodugleiki vid ha hitastig. Pessar nidurstodur eru i samraemi vid pad sem adur hefur verid
synt fram 4 [1, 4] og skyra einnig af hverju T112A/R113G hefur legra Ty, — gildi heldur en
villigerdin og H116D. 1 afbrigdinu T112A/R113G pa er buid ad skipta Gt storum
amindsyruhlidarkedjum fyrir litlar og 6hladnar en pessar amindsyrur eru stadsettar i lykkju
nalegt virknisetinu. bvi er adgengi ad virknisetinu liklega betra hja T112A/R113G heldur
en hja villigerdinni. Betra adgengi ad hvarfstddinni er vel pekkt sem pattur i kuldaadlogun
og pad bydur uppd ad kuldavirk ensim geti notad minni orku til pess ad taka vid
hvarfefnissameindum pvi ad pad parf ekki ad verda eins orkufrek myndbreyting 4 ensiminu
til pess ad hvarfefnid komist ad hvarfstodinni. Vid petta leekkar virkjunarorkan sem parf i
ad mynda E-S komplexinn og losun myndefnis verdur audveldari. Synt hefur verid fram &
ad virkniset kuldavirks amylasa er ndnast eins og annarra amylasa svo pad eru ekki
stokkbreytingar innan virknisetsins sem hafa mest ahrif a getu ensimsins til ad starfa i
kulda. Adgengi ad virkniseti amylasans skiptir hins vegar miklu mali [1]. Einnig hefur
verid synt fram 4 ad rafsvid i og 1 kringum hvarfstddina skiptir miklu mali i sambandi vid
kuldaadlogun.  stokkbrigdinu T112A/R113G pa er bhid ad skipta Gt amindsyru sem hefur
plushladinn hlidarhop fyrir glysin sem hefur vetni sem hlidarhop. Pessar breytingar hafa an
ef mikil dhrif & rafsvidid i kringum hvarfstédina [1] og virdast eiga patt 1 pvi ad auka

kuldavirkni stokkbrigdisins midad vid villigerdina.

Fjolvirkni er pekkt innan fjolskyldu AP. Adur hefur verid synt fram 4 ad AP Ur E. coli er
lika sulfatasi en hvarfgetan er mjog litil (kea/ K = 1-107 M s ef sulfatasavirkni). Talid er
a0 kjarnsakna Ser65, Argl29 sem er stadsett i virniseti og Zn — jon sem eru til stadar baoi
i AP og sulfatosum eigi patt i baedi sulfatasa — og fosfatasavirkni [10]. Vatnsrof sulfat
estera er einnig mjog efnafredilega skylt fluttningi fosfathopa [7] og sulfat— og fosfat
estarar hafa svipada tengjalengd og ramfradi [10]. Stulfatasavirkni var meald hja badum
stokkbrigdum og reyndist htin ekki vera til stadar. Pad var i samrami vid pad sem buist var
vid, pvi aztlad var ad pad pyrfti fjorfoldu stokkbreytinguna T112A/R113E/H116D/W274K
til pess. Pad verdur haldid afram ad reyna ad bua til pad stokkbrigdi og er spennandi ad sja
hvort ad pad takist ad vekja upp stlfatasavirkni. Sem hlidarspor i pessari rannsdkn var

meld pensillinasavirkni stokkbrigdanna pvi ad par sem VAP getur bundid imipenem [9] er
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moguleiki 4 ad hegt s¢ ad breyta VAP 1 B-laktamasa. Pessar stokkbreytingar dugdu hins
vegar ekki til pess en pad geti verid spennandi vidfangsefni fyrir rannsdknir 4 komandi

arum a0 kanna hvort ad pad sé moguleiki til ad breyta VAP i 3—laktamasa.
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5 Vidauki
5.1 AEti

LB @ti me0 eda an agars og ampicillins (1L):

10 g Tryptone

5 g Yeast extract

10 g NaCl

1 L Afjénad H,O

(15 g/L Agar)

(0,1 mg/mL Ampicillin)
pH stillt & ~ 7,5 med NaOH

5.2 Bufferar

Vibrio AP buffer
20 mM Tris, HC1
10 mM MgCl,
pH stillt &4 8,0

Salt buffer
Vibrio AP buffer
150 mM NaCl

Losunarbuffer fyrir Strep—Tag sulu
20 mM Tris

10 mM MgSO4

2,5 mM desthiobiotin 15% (w/v)
Etylen glykol

pH 8,0

Caps buffer
100 mM Caps

1,0 mM MgCl,
pH gildi stillt 4 9,8
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5.3 Samanburdur a aminésyrurod VAP og
annarra AP

Hér ad aftan ma sja samanburd & aminosyrurodum nokkurra AP, par a medal AP ur E. coli
og VAP. Stokkbreytingarnar fjorar T112A/R113E/H116D/W274K sem mida ad pvi ad
gera VAP likari AP ar E. coli og talid er ad séu naudsynlegar til pess ad breyta VAP yfir i

sulfatasa eru litadar raudar. Numerin sem standa fyrir ofan amindsyruradirnar eru midud

vi0 namerakerfid i E. coli.

Vibrio_G15-21
Bacillus_subtilis IV
Bacillus _subtilis IIX
Bacillus_halodurans
Thermotoga_maritima
Bovine_ IA®

Bovine TNAP
Escherichia_coli
Enterccoccus_faecalis
Antarctic | bacterium _TABS
Thermus anatxcas

Vibrio_G15-21
Bacillus subtilis IV
Bacillus _subtilis IIX
Bacillus_halodurans
Thermotoga_maritima
Bovine_ IA®P

Bovine TNAP
Escherichia_coli
Enterococcus_faecalis
Antarctic_bacterium TABS
Thermus_aquaticus

vibrio_G15-21
Bacillus subtilis IV
Bacillus subtilis III
Bacillus_halodurans
Thermotoga_maritima
Bovine_ IA®P

Bovine TNAP
Escherichia_coli
Enterococcus_faecalis
Antarctic_bacterium TAB
Thermus_aquaticus

Vibrio_G15-21
Bacillus subtilis IV
Bacillus_subtilis IIX
Bacillus_halodurans
Thermotoga_maritima
Bovine IAP

Bovine TNAP
Escherichia_coli
Enterococcus_faecali
Antarctic_bacteriun TABS
Thermus_aquaticus
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5.4 Nidurstodur massagreiningar a
stokkbrigounum T112A/R113G

Stokkbrigdin T112A/R113G og H116D voru massagreind til pess ad stadfesta ad
breytingin veri til stadar 1 ensimunum. Hér ad nedan ma sja nidurstodur
massagreininganna en med peim tokst ad stadfesta ad par vaeru til stadar.

Massagreiningarnar framkvemdi Tinna Palmadottir.
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Mynd 17: Massagreiningarrof fyrir T112A/R113G. Trypsin var notad til ad klippa ensimid. Toppurinn sem
kemur fram vid 2513,155 m/z er einkennandi fyrir stokkbrigdid og toppurinn vid 1685,651 m/z er stadfesting
a pvi ad pad hafi tengisvaedi milli ensimsins og StrepTag halans sem er tvaer amindsyrur a lengd.
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Mynd 18: Massagreiningarrdof fyrir H116D. Trypsin var notad til ad klippa ensimid. Toppurinn sem kemur
fram vid 1719,783 m/z er einkennandi fyrir stokkbrigdid og toppurinn vid 1685,675 m/z er stadfesting 4 pvi

ad pad hafi tengisveedi milli ensimsins og StrepTag halans sem er tvaer aminésyrur 4 lengd.
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5.5 Ahrif hitastigs a stédugleika préteina.
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Mynd 19: Virknitap T112A/R113G sem fall af tima.

() Virknitap T112A/R113G vid 15
linu: y =-0,00239 — 0,0322x.

(A) Virknitap T112A/R113G vido 17
linu: y = - 0,00786 — 0,0457x.

(+) Virknitap T112A/R113G vid 21
linu: y =-0,0274 — 0,051 1x.

(x) Virknitap T112A/R113G vid 23
linu: y = - 0,0532 — 0,0463x.

(*) Virknitap T112A/R113G vid 27
linu: - 0,0923 — 0,0848x.

(O) Virknitap T112A/R113G vid 29
linu: y =-0,0612 — 0,133x og

(o) virknitap T112A/R113G vio 31
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Mynd 20: Virknitap T112A/R113G sem fall af tima.

(*) Virknitap T112A/R113G vid 15
linu: y = - 0,00548 — 0,0374x.

(x) Virknitap T112A/R113G vid 19
linu: y =-0,0179 — 0,0374x.

(+) Virknitap T112A/R113G vid 21
linu: y = - 0,0499 — 0,0584x.

(A) Virknitap T112A/R113G vid 23
linu: y = - 0,0562 — 0,0543x.

(o) Virknitap T112A/R113G vid 27
linu: y =-0,0184 — 0,0637x.
(*)Virknitap TI112A/R113G vid 29
linu: y =-0,0221 — 0,0780x.

(O) Virknitap T112A/R113G vid 31

°C, jafna bestu
°C, jafna bestu
°C, jafna bestu
°C, jafna bestu
°C, jafna bestu
°C, jafna bestu

°C, jafna bestu

linu: y =- 0,103 — 0,102x.
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Mynd 21: Virknitap H116D sem fall af tima.

(*) Virknitap H116D vid 25 °C, jafna bestu linu:
0,0238 — 0,0365x.

(+) Virknitap H116D vid 27 °C, jafna bestu linu:
0,0414 — 0,0521x.

(x) Virknitap H116D vid 29 °C, jafna bestu linu:
0,0281 — 0,0400x.

(o) Virknitap H116D vid 31 °C, jafna bestu linu:
0,0794 — 0,0513x.

(*) Virknitap H116D vid 33 °C, jafna bestu linu:
0,0404 — 0,938x.

(o) Virknitap H116D vid 35 °C, jafna bestu linu:
0,0165 — 0,106x.

linu: y =-0,0303 — 0,102x
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Mynd 22: Virknitap H116D sem fall af tima.

(o) Virknitap H116D vid 25 °C, jafna bestu linu:
0,0576 — 0,0384x.

(x) Virknitap H116D vid 27 °C, jafna bestu linu:
0,0283 - 0,0571x.

(o) Virknitap H116D vid 29 °C, jafna bestu linu:
0,0134 - 0,0328x.

(A) Virknitap H116D vid 31 °C, jatna bestu linu:
0,0212 - 0,0337x.

(+) Virknitap H116D vid 33 °C, jafna bestu linu:
0,00857 — 0,0688x.

(*) Virknitap H116D vid 35 °C, jafna bestu linu:
0,0504 — 0,0969x.
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Mynd 23: Stddugleikamelingar & H116D. Jafna

bestu linu: y = 53,786 —17,171x og R = 0,99473.
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Mynd 25: Stodugleikamaelingar 4 H116D. Jafna
bestu linu: y = 28,852 — 9,6071x og R =

0,88834.
22 5
2,5
3
g
ey
¥
-3
-3.5
3,25 33 335 34 345 35
1000/T (1000/K)
Mynd 27: Stodugleikamaelingar a

T112A/R113G. Jafna bestu linu: y = 20,126 —
6,7766 og R = 0,928
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Mynd 24: Stédugleikamelingar 4 H116D. Jafna
bestu linu: y = 28,392 — 9,5474 og R = 0,79909.
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Mynd 26: Stodugleikamaelingar a

T112A/R113G. Jafna bestu linu: y = 14,994 —
5,2911x og R =0,9424.
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Mynd 28: Stodugleikamaelingar a
T112A/R113G. Jafna bestu linu: y = 23,824 —
7,8606 og R =0,9891.
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5.6 Michaelis — Menten hradafraeodi
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Mynd 29: Michaelis — Menten ferill fyrir
H116D. V,,u, = 2,06 mM/min og K, = 0,79
mM.
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Mynd 31: Michaelis — Menten ferill fyrir
H116D. V= 2,67 mM/min og K, = 1,12
mM. Ensimlausnin var pynnt 10x fyrir
melingar.
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Mynd 30: Michaelis — Menten ferill fyrir
H116D. V,, = 2,57 mM/min og K, =
0,94 mM.
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Mynd 32: Michaelis — Menten ferill fyrir
H116D. V4 = 2,68 mM/min og K, =
0,88 mM. Ensimlausnin var pynnt 2x fyrir
melingar.
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Mynd 33: Michaelis — Menten ferill fyrir

T112A/R113G. Ve =

10,12 mM/min og

K = 0,41 mM. Ensimlausnin var pynnt 2x
fyrir mealingar.
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Mynd 35: Michaelis — Menten ferill fyrir
T112A/R113G. Ve = 8,37 mM/min og K,
= 0,46 mM. Ensimlausnin var pynnt 10x
fyrir mealingar.
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Mynd 34: Michaelis — Menten ferill fyrir
T112A/R113G. Ve = 8,28 mM/min og K,
= 0,54 mM. Ensimlausnin var pynnt 2x fyrir
melingar.
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Mynd 36: Michaelis — Menten ferill fyrir
T112A/R113G. Ve = 7,26 mM/min og K,
= 0,40 mM. Ensimlausnin var pynnt 2x
fyrir mealingar.
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5.7 Hringskautunarmaelingar (CD)
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Mynd 37: Afmyndunarferill fyrir H116D.
Tm = 57,63 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kuvettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
6linulega nalgun 4 normaliserudum
gdgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 39: Afmyndunarferill fyrir H116D.
Tm = 58,91°C. Melingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kuvettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun 4 normaliserudum
gdgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 38: Afmyndunarferill fyrir H116D.
T = 54,60 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM Mops,
1 mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun 4 normaliserudum gégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 40: Afmyndunarferill fyrir H116D.
Tm = 56,09 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kuvettu, 12,5 mM Mops,
1 mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun a normaliserudum gégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 41: Afmyndunarferill fyrir H116D. T,
= 55,94 °C. Melingin var gerd vid 222 nm i 2
mm kvarts ktvettu, 12,5 mM Mops, | mM
MgSO, vid pH 8,0. Rauda adhvarfslinan er
fengin med pvi ad gera olinulega nalgun &
normaliserudum  goégnum i  forritinu
KaleidaGraph®.
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Mynd 43: Afmyndunarferill fyrir
T112A/R113G. T,, = 46,68 °C. Mzlingin var
gerd vid 222 nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5
mM Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nélgun 4 normaliserudum goégnum i
forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 42: Afmyndunarferill fyrir
T112A/R113G. Ty, = 55,64 °C. Melingin var
gerd vid 222 nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5
mM Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun & normaliserudum gdégnum i
forritinu KaleidaGraph®.

45 50 55 60 65 70

Hitastig (°C)

Mynd 44: Afmyndunarferill fyrir
T112A/R113G. T, = 50,64 °C. Mlingin var
gerd vid 222 nm i 2 mm kvarts kuvettu, 12,5
mM Mops, | mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
o6linulega nalgun & normaliserudum gognum i
forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 45: Afmyndunarferill fyrir

T112A/R113G. T,, = 43,33 °C. Melingin
var gerd vid 222 nm i 2 mm kvarts kavettu,
12,5 mM Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0.
Rauda adhvarfslinan er fengin med pvi ad
gera Olinulega nalgun 4 normaliserudum
gdgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 47: Afmyndunarferill fyrir
T112A/R113G. T,, = 45,53 °C. M=lingin
var gerd vid 222 nm i 2 mm kvarts kuvettu,
12,5 mM Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0.
Rauda adhvarfslinan er fengin med pvi ad
gera oOlinulega nalgun & normaliserudum
gbgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd  46: Afmyndunarferill fyrir
T112A/R113G. T, = 43,22 °C. M=lingin
var gerd vi0 222 nm i 2 mm kvarts kivettu,
12,5 mM Mops, | mM MgSO, vid pH 8,0.
Rauda adhvarfslinan er fengin med pvi ad
gera Olinulega nalgun 4 normaliserudum
gdgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 48: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
Tm = 47,73 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kuvettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
6linulega nalgun 4 normaliserudum goégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 49: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
Tm = 50,84 °C. Melingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
o6linulega nalgun 4 normaliserudum goégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 51: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
Tm = 47,92 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
o6linulega nalgun 4 normaliserudum goégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 50: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
Tm = 50,43 °C. Malingin var gerd vio 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO; vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
o6linulega nalgun a4 normaliserudum gégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 52: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
Tm = 46,69 °C. Malingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM
Mops, 1 mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun & normaliserudum
gdgnum i forritinu KaleidaGraph®.
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Mynd 53: Afmyndunarferill fyrir villigerd.
T = 47,09 °C. Melingin var gerd vid 222
nm i 2 mm kvarts kavettu, 12,5 mM Mops,
I mM MgSO, vid pH 8,0. Rauda
adhvarfslinan er fengin med pvi ad gera
olinulega nalgun 4 normaliserudum gégnum
i forritinu KaleidaGraph®.
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