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Agrip

Kuldavirk ensim hafa meiri hvotunargetu og eru 6stédugri en samsvarandi
prétein i lifverum sem lifa i medalheitu umhverfi. Rannsoknir & peim geetu gefid
visbendingar um pad hvada paettir i byggingu og eiginleikum ensima rada
hvotunarhetni peirra. Verkefninu sem hér er til umfjollunar er &tlad ad leggja til
frekari upplysingar um pad hvada pettir rada pessum eiginleikum.

Framkvamdar voru stokkbreytingar 4 kuldavirka og tvilida ensiminu
alkaliskum fosfatasa ar Vibrio 6rveru. Ein peirra olli myndun tvistulfidbraar milli
eininganna tveggja. Hin olli minnkadri hvétunarvirkni en hafoi litil ahrif &
heildarstoougeika ensimsins. Stodugleiki hvarfsetsins minnkadi hins vegar
umtalsvert. Hugsanlega ma rekja pessa nidurstodu til pess ad hreyfanleiki & motum

einlidanna 1 ensiminu minnki sem hindrar losun fosfats vid vatnsrofsa0stadur.



Abstract

Cold-adaptive enzymes are less stable but have higher catalytic rates than
their mesophilic counterparts. Studying these enzymes might give clues to which
factors in the structure and properties of enzymes regulate their catalytic activity. The
work presented here is intended to give further insight into these properties.

The dimeric and cold-adaptive Vibrio alkaline phosphatase was mutated and
one of these mutations caused the formation of a disulfide bridge between subunits.
The bond caused a decrease in catalytic activity without destabilizing the overall
structure. Active site stability on the other hand suffered a substantial decrease in
stability. Perhaps the cause of this is that the bond between the two subunits
decreased mobility in that area which could affect the release of inorganic phosphate

at hydrolysis conditions.
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Inngangur

Kuldavirk ensim

Ensim kuldakeerra lifvera, sem k6llud eru kuldavirk ensim, hafa meiri
hvotunargetu og eru 6stédugri en samsvarandi protein i lifverum sem lifa i medalheitu
umhverfi [1, 2]. Pessi protein eru pvi ekki einungis dhugaverd i 1jési pess ad pau gatu
reynst veromaet fyrir i0nad, pvi hvétunargeta peirra vio lagt hitastig felur augljoslega i
sér orkusparnad, heldur eru pau einnig spennandi fyrir freedilegar sakir, par sem
rannsOknir 4 peim geta varpad 1j6si & pad hvada paettir 1 byggingu og eiginleikum
ensima rada hvotunarhetni peirra.

bProunarfradilega er audvelt ad skilja hvers vegna ensim kuldakeerra lifvera
préoudust med pessum heetti 1 1j0si pess ad hradi efnahvarfa er hadur hitastigi. Til pess
ad lifvera sem lifir vid lagt hitastig geti verid feer um efnaskipti 4 skikkanlegum hrada,
verda ensim hennar ad hafa mikla hvétunargetu. bPessum eiginleika na ensimin fram
med pvi ad lekka virkjunarorku hvarfanna sem pau hvata enn meira en ensim
medalhitakzrra lifvera [3]. Ostodugleika proteinanna ma einnig rekja til
umhverfishitastigs pessara lifvera, pvi vid 1agt hitastig eru hreyfingar innan
préteinanna minni. Pau missa virkni sina hratt vid heerri hitastig pvi préunarfraedilegur
prystingur a pessi ensim til ad vera stodug vid medalheitar adstedur er enginn, peim
naegir ad vera stodug vid sitt kjorhitastig. En eins og hér verdur 1yst er dstedan fyrir
ostodugleika peirra ekki einungis tengd pvi ad pau hafa ekki purft ad vera stédug vid
medalheitar adstedur, heldur er 6stoougleiki peirra natengdur hvétunargetu peirra.

Almennt er talid ad kuldavirk ensim séu faer um pessa miklu laekkun
virkjunarorku vegna mikils hreyfanleika i proteinkedju peirra [4]. Hreyfanleiki
proteinkedju redst af ymsum pattum. Feerri jonahrif, vetnistengi og aromatisk hrif,
veikari vatnsfalnihrif og faar brennisteinsbryr minnka samlodunarkrafta innan
ensimsins sem gerir kedjuna 1 heild sinni hreyfanlegri [5-10]. Par ad auki skiptir mali
fyrir sveigjanleika sjalfrar kedjunnar hvada aminosyrur eru innan ensimanna. Til ad
mynda hafa kuldavirk ensim oft lagt hlutfall arginin og [11] prélin leifa og margar
glysin leifar [12]. Hreyfanleiki proteinkedjunnar parf p6 ekki endilega ad spanna alla
sameindina, p.e. bent hefur verid & ad e.t.v s¢ nog ad kuldavirk ensim séu hreyfanleg i
og 1 kringum hvarfst6d en adrir hlutar ensimsins geti verid stoougri [11, 13].

Hreyfanleiki proteinkedjunnar studlar ekki einungis ad pvi ad lekka virkjunarorku
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hvarfanna sem ensimin hvata, heldur audveldar hann einnig hvarfefnum og
myndefnum ad komast til og frd hvarfstod, sem hradar efnahvorfum.

Ostodugleiki kuldakaerra ensima skyrist af pvi ad til pess ad laekka
virkjunarorku hvarfa med pvi ad auka hreyfanleika eykst oreida fullmétada ensimsins
og jafnvagid :

Niuttmstas = Uatimyndas
leitar til heegri. Sveigjanleiki kedjunnar veldur pvi aukinni hitaneemni og

stodugleiki vid medalheitar adsteedur minnkar [14].

AlKkaliskur fosfatasi

Alkaliskur fosfatasasi (AP) er ensim sem hvatar affosforun margra lifreenna
sameinda likt og nafnid gefur til kynna. Hann hefur fundist i fjolmérgum lifverum og
mikid verid rannsakadur, en hlutverk hans i mérgum beirra er 61jost. Fosfatasar gegna
almennt mikilvaegum hlutverkum 1 stjornun efnaskipta og eru pvi sjalfir undir stjorn
annarra ensima og affosfora jafnan einungis viss skotmork a vissum timum. Adrir
fosfatasar, likt og AP, eru ekki eins sértaekir og 1 pvi felst skorturinn & skilningi &
hlutverkum peirra. AP ar E.coli (ECAP) hefur mest verid rannsakadur, og
kristalsbygging hans og ymissa stokkbrigda hans verid greind [15]. Ad auki hefur
kristalsbyggingu priggja kuldavirkra AP, Gr sudurskautsoérverunni TABS, rakju og
Vibrio 6rverunni, auk AP ur fylgju H.sapiens verid lyst [16-19].

[ virku formi er AP almennt tvilida tveggja AP proteinkedja (e. homodimer)
[15]. 1 ECAP, og flestum AP sem rannsakadir hafa verid, er tvilidunni ad hluta haldid
saman af N-enda lykkju. Pessi lykkja er alfa-helix sem teygir sig fra annarri
proteinkedjunni yfir & hina og ,,heldur utan um hana.* Hvarfstodvar tvilidunnar
innihalda hver um sig prjar malmjonir, tveer zinkjonir (Zn*") og eina magnesiumjén
(Mg2+) [15] sem saman studla ad stodugleika ensimsins og taka patt i
hvotunarhlutverki peirra [20-22].

Amin6syrurod margra AP hefur verid greind og samanburdur peirra bendir til
pess ad ensimid sé nokkud vel vardveitt. Spendyra, gersveppa og E.coli AP syna t.a.m.
25-30% samrami [23, 24]. Virkniset AP er sérstaklega vel vardveitt, og er breytileiki
einungis i premur stédum pegar ECAP er borin saman vid AP Ur spendyrum eda

00rum bakterium [25]. Heildar fjoroda stigs bygging AP er einnig mjog svipud milli



tegunda, p.e. beta-fletir spanna oftast innra byrdi ensimsins en alfa helixar eru
pakkadir utan um fletina likt og sja md 4 mynd 1.

AP er monofosforylesterasi, en slik ensim hvata affosférun med tvenns konar
haetti likt og synt er 4 mynd 2. Annars vegar valda AP vatnsrofi fosfatestera sem leidir
til myndunar olifraens fosfats (P;) og alkohols [26] og hins vegar umfosfora AP
fosfatestera i navist fosfatpega [27].

Mynd 1. Fjoroa stigs bygging ECAP. Sja ma hvernig beta fletirnir, sem syndir eru sem
bordar, spanna innra byrdi ensimsins, en alfa-helixarnir eru meira ut vid yfirbordio.

Malmjonirnar prjar eru syndar sem svartar kulur [25].
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Mynd 2. Hvarfgangur AP. Myndin synir b&di vatnsrofs og umfosforunarhvarf. [28]



Kuldavirkur alkaliskur fosfatasi ur Vibrio orveru

Ensimid sem hér verdur til umfjllunar er alkaliskur fosfatasi Gr Vibrio 6rveru
(VAP) sem einangrud var r syni sem tekid var 0r sjo vid Gréttu. Hann hefur verid
skilgreindur sem kuldavirkur par sem hann er badi 6stodugur og hviotunargeta hans er
2-3falt meiri en ECAP [29]. Amindsyrurdd ensimsins var radin arid 2001 af Bjarna
Asgeirssyni og fleirum [30] og nylega hefur kristalbygging hans einnig verid radin
[19].

Upphaflega var talid ad VAP vari 55kDa einlida [31] olikt flestum AP sem
einungis eru virkir sem tvilida. Fjorar innsetningarlykkjur eru i VAP sem eru 13, 26,
33 og 45 amindsyrur ad lengd [19]. Talid var ad ein lykkjan virkadi sem stadgengill
annarrar einlidunnar og ad hiin veeri stadsett pannig ad tvilidun gaeti ekki att sér stad
[30]. Kristalsgreining VAP leiddi hins vegar 1 1j6s ad svo var ekki, ensimid er tvilida
og hlutverk einnar innsetningarlykkjunar er ad halda einingunum tveimur saman. Hun
kemur pannig i stad N-enda lykkjunnar i ECAP sem er ekki til stadar i VAP [19].
Hvor einlida um sig er tjad sem 521 amindsyru kedja, en 19 aminoésyrur eru klipptar af
eftir pydingu og pvi samanstendur fullmétad ensimid af tveimur 502 amindsyra
préteinkedjum [30] en byggingu tvilidunnar ma sja & mynd 3.

Annad dhugavert atridi vardandi byggingu ensimsins er hid svokallada kéronu
hneppi sem sja ma 4 mynd 3. Hneppid er myndad ad storum hluta af premur
innsetningarlykkjum og er steerra i VAP en i nokkrum 60rum alkaliskum fosfatasa.
[19]. Hlutverk hneppisins i VAP er ekki vel pekkt en bent hefur verid 4 ad
amindsyruleif sem binst annarri zink joninni kemur fyrir 1 beinu framhaldi af einni
lykkjunni 1 hneppinu, og ad finar hreyfingar i hneppinu getu pvi haft ahrif &
hvarfstodina [19]. 1 6drum AP hefur verid synt fram 4 hlutverk pess i hvotun [32, 33]
og allosteriskri styringu [34].

Bent hefur verid 4 nokkra byggingarlega eiginleika VAP sem getu studlad ad
kuldavirkni ensimsins. VAP inniheldur faar prolin leifar, lagt Arg/(Arg+Lys) hlutfall
og margar serin leifar [30]. Nylegar rannsoknir benda hins vegar til pess ad kuldavirku
eiginleikar ensimsins séu ad hluta bundnir vid hvarfst6d pess, p.e. ad hin sé
sérstaklega hreyfanleg og hitanem en adrir hlutar ensimsins séu stédugri [29]. Ad
lokum ma svo nefna ad snertifletir milli einlidanna eru mjog nélegt hvarfstddvum
peirra. Hugsanlega er pvi mikilvagt fyrir paer hreyfingar sem hvotunarferlio krefst ad

samlodunarkraftar milli eininganna séu litlir.



Mynd 3. Bygging VAP. Til adgreiningar er dnnur einlidan litud raud en hin bla. Efst &

myndinni m4 sj4 hid stora kéronuhneppi VAP. Onnur innsetningarlykkjan (st rauda)
sem heldur tvilidunni saman sést teygja sig fra raudu sameindinni yfir 4 pa blau.
Malmjonirnar prjar ma sja sem gular og graenar kilur, en par er hvarfstodin einnig
stadsett [19].

Verkefninu sem hér er til umfjollunar var @tlad ad rannsaka kuldavirka
eiginleika VAP enn frekar. Eins og fjallad var um hér 4 undan geta ymsir paettir i
byggingu ensima studlad ad kuldavirkum eiginleikum, peirra & medal eru fjoldi glysin
og proélin leifa innan proteinkedju. Verkefninu var @tlad ad kanna hvort ad pessar
aminosyrur hafi ahrif 4 kuldavirkni VAP med pvi ad skipta peim ut &4 voldum stéoum
fyrir adrar gerdir.

Svipadar rannsoknir hafa verid gerdar & 60rum ensimum. Annars vegar ma
nefna rannsékn sem Mavromatis et al. [35] framkvemdu 4 TAP. Glysin leifum var
skipt it fyrir alanin, og ahrif pess 4 virkni og stodugleika ensimsins kénnud. I stuttu
mali ma segja ad rannsoknin hafi leitt i ljos ad glysin leifarnar séu mikilvegar til ad
vidhalda kuldavirkum eiginleikum TAP sem stydur pa kenningu ad fjoldi glysin leifa i
ensimum hafi ahrif 4 kuldavirkni peirra. Hins vegar ma svo nefna rannsokn 4 ensiminu

kitinasa sem Géseidnes et al. [36] framkvaemdu. Ranns6knin midadi ad pvi ad kanna



ahrif glysin og prolin leifa a stodugleika ensimsins med stokkbreytingunum Gly—Ala
og Xxx—Pro. Af 15 stokkbrigdum syndu nokkur mikla stddugleikaaukningu, p.4.m.
stokkbrigdid G188A/A234P sem syndi tifalda aukningu i helmingunartima vid 57°C
og 4,7 gradu haekkun i T,. Saman benda pessar rannsoknir pvi til pess ad fjoldi prolin
og glysin leifa i proteinkedjum ensima geti haft mikil &hrif 4 kuldavirkni peirra.

Rannsékn sem Koutsiulis et al. [13] framkvemdu 4 TAP bendir po til pess ad
kuldavirkir eiginleikar ensimsins séu bundnir vid hvarfst6d pess. Rannsoknarhopurinn
notadi adferd sem kollud er styrd proun (e. directed evolution) en med henni ma bua til
morg stokkbrigdi ensims med skjotum heetti. Nidurstodur rannsoknarinnar voru peaer ad
einungis par stokkbreytingar sem gerdar voru nalegt hvarfstod hofou ahrif &
kuldavirkni ensimsins.

betta svi0 ensimfrada er pvi mjog virkt, og mérgum spurningum 6svarad.
Verkefninu var &tlad ad leggja til frekari upplysingar um pad hvert hlutverk glysin og
prolin leifa er i proteinkedju kuldavirkra ensima, og um leid ad stadsetja
lykilamindsyrur i VAP sem gefa ensiminu kuldavirka eiginleika. Likt og lyst verdur
gekk hins vegar erfidlega ad raekta upp og einangra stokkbrigdi VAP par sem pessum
amindsyrum var skipt inn eda ut fyrir adra leif. A0 lokum fékkst p6 hreinsad
stokkbrigdid VAP(S485C) sem opnadi pann moguleika ad kanna ahrif

brennisteinsbruar 4 stodugleika og hvotunargetu ensimsins.
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Fra Sigma Chemical Company (St.Louis, Bandarikin): Lysozyme, NaCl, p-nitrophenyl
phosphate (pNPP), Protein standard, Luria-Bertani (LB) agar, deoxyribonuclease
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), MOPS (morpholino propane

sulfonic acid), CAPS (3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid), dithiothreitol
(DTT), MgCl, og Trizma Base.

Fra Pharmacia Biotech (Uppsalir, Svidjod): PhastSystemTM acrylamid rafdrattargel,
PhastSystemTM rafdrattartaeki og Coomassie Brilliant Blue G250/R250.

Fra Merck (Darmstadt, Pyskaland) eda Acros Organics (New Jersey, Bandarikin):
Glukési, HCI, ethylene glycol, glycerol, ediksyra, dimethyl sulfoxide

(DMSO), NaOH og diethanolamine

Fermentas (St.Leon-Rot, bPyskaland): LB ampicillin agar og LB-ampicillin vokvazati.
BDH (Poole, England): MgSO, og Triton X-100.

DIFCO (Sparks, Bandarikin): Tryptone og yeast extract.

Buffer ptdar fyrir PhastSystemTM voru fra GE Healthcare, Quartz kuvettur fra

Hellma og ethidium bromide fr4 Amersham Biosciences. Onnur efni og

framkveemdarsett sem notud voru koma fram pegar vid 4 i adferdarkaflanum.



Plasmio

Vibrio AP genid sem stokkbreytingar voru framkvaemdar 4 var buid ad klona
inn 1 pASK-IBA3plus vektor og nefna pPBAS40. Pétur Orri Heidarsson framkvamdi pa
vinnu, og er henni lyst i mastersritgerd hans [28]. Helstu kostir vektorsins eru ad
proteinid er tjad med Strep-tag hala, sem gerir hreinsun pess mjog einfalda og ad hann
inniheldur TetA styril sem gerir pad ad verkum ad stjorna ma tjaningu ensimsins med

efninu anhydrotetracyclin (AHTC).

Stokkbreytingar

Styrdar stokkbreytingar voru framkvamdar med QuikChange® Site-Directed
mutagenesis setti fra Stratagene, en med pvi ma framkvama punktstokkbreytingar &
plasmidum til pess ad skipta at voldum amindésyrum i préoteinkedju. Visar sem
innihéldu pa stokkbreytingu sem 6skad var eftir voru hannadir og pantadir fra T.A.G.

Copenhagen i Danmérku. Hvarfefnablandan var eftirfarandi :

1 pl plasmio (pBAS40).

1 pl visir upp (5 mM).

1 wl visir nidur (5 mM).

1 ul ANTP mix.

5 ul Pfu buffer med MgSO,.

41 pl sterilt vatn.

1 pl Pfu turbo DNA polymerasi (blandad ut i sidast).

Hvarfid var framkvaemt i PCR taki sem kallast GeneAmp PCR system 2700 fra

Applied Biosystems med eftirfarandi keyrsluforriti :

1. 95°C 30 sek.

2. 95°C 30 sek.

3. 52°C 1 min.

4. 68°C 7 min.

5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum.
6. 72°C 7 sek.

7. 4°C o



Eftir QuikChange® hvarfid fest blanda af stokkbreyttum og 6stokkbreyttum
plasmidum. Fjarleegja ma ostokkbreyttu plasmidin Gr blondunni med Dpnl nikleasa

skerdimeltu, en ensimid klippir einungis metylerud plasmio.

Rafdrattur plasmida

Plasmid voru rafdregin 4 0,7% agardsahlaupi i TBE keyrslubuffer (89 mM
Tris, 89 mM borat, 2 mM EDTA, pH 8,0). Ethidium brémioi var baett ut i agarésann
adur en hann storknadi, ad lokastyrk 0,5 pg/ml.

Synin voru pynnt i 6X Loading Dye Solution fra Fermentas vanalega i
hlutfollunum 1,5 pl Loading Dye 4 moti 4,5 ul synis. Generuler 1 kB DNA stigi
(#SM313) fra Fermentas var notadur sem vidmid og hlaupid keyrt & um 80 mV

spennu. Loks voru myndir teknar af gelum med Uvitec myndavél & UV 1j6sbordi.

Ummyndun E. coli
Yxna E. coli af stofnum DH5a eda LMG194 voru ummyndadar med plasmioi

samkvemt eftirfarandi ferli :

- 100 pl af yxna frumum er blandad vid um 5-10 pl plasmidlausnar i forkaelt
Eppendorfglas og 14tid standa 4 is i 15 min.

- Lausnin er sett 1 42°C heitt hitabad i 90 sek (hitadlag) og keeldar strax a eftir &
is 12 min.

- 900 pl af SOC @ti (LB ®ti med 20 mM glukdsa) er batt Ut i raektina og hin
sett 1 hitaskap (vid 37°C) med hristing i eina klukkustund.

100 pl af reektinni var svo valtad 4 LB-amp skalar, badi i 1X og 10X styrk, og reektad
i solarhring vid 37°C. Einungis par frumur sem tekid hafa upp plasmidid vaxa a
skalunum vegna pess ad vektorinn inniheldur gen fyrir B-laktamasa sem gerir paer

onzmar fyrir ampicillini.

Tveer adferdir voru notadar til pess ad gera E. coli yxna. Annars vegar adferd Chung et

al. [37] og hins vegar Inoue et al. [38].



- Aodferd Chung et al. [37] :

1. E. coli var s40 i nokkra millilitra LB-zatis og rektad yfir nott vid 37°C.

2. 100 pl af reektinni var sad i 40 ml LB-atis og raktad vid 37°C par til
0.D. "™ meelist 0,3-0,5.

3. Rektin var keeld nidur & is 1 nokkrar mintatur og pvi neest skilundin vid
10.000 x g i 10 minutur vid 4°C.

4. Botnfallid var svo leyst upp i 4 ml kaldri TSS* lausn (LB-ati ad vidbettu
50 mM MgCl,, 30% PEG 10.000, 5% DMSO, pH 6,5) og hrist varlega.

5. Frumunum skipt nidur i 200 pl skammta, og frystar i fljotandi

kofnunarefni.

*ATH : TSS lausnin sem notud var innihélt 30% PEG 10.000 og var pvi kollud TSS*.
Rétt hefoi verid ad nota 10% PEG 3350, en pad var ekki til.

- Aoferd Inoue et al. [38]:

1. E.colivar sad a LB agar og raktad yfir nott vio 37°C.

2. Um 10 storar bakteriupyrpingar feerdar i 200 ml SOB tis og reektad vid

18°C med miklum hristingi.

3. Pbegar péttni rektarinnar hafdi nad 0.D.%*""™ = 0,45-0,60 voru frumurnar
keeldar 4 is 1 10 minutur.
Skilundiod 1 15 minuatur vid 2500 x g og floti hent.
Frumumassi var leystur upp i 64 ml HTB* og kealdur 4 is i 10 minttur.
Skilundid i 15 minttur vid 2500 x g og floti hent.

Frumumassi var leystur upp i 16 ml HTB.

e A

1,2 ml DMSO var bett 1t i varlega 4 medan frumulausninni var snuid
rolega.
9. Frumunum var skipt nidur 1 200 pl skammta og frystar i fljotandi
kofnunarefni.
*HTB lausnin var buin til med eftirfarandi heetti : 150 ml af 10 mM HEPES, 15 mM
CaCl; og 250 mM KCI lausn var btin til 1 afjénudu vatni. pH var stillt 4 6,7 med
KOH. MnCl, var svo bett ut i ad 55 mM styrk. Rimmal var pessu nast hekkad i 200

ml med afjéonudu vatni. Ad lokum var lausnin svo siud gegnum 0,45 pm sprautusiu.
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Einangrun plasmioa ur E. coli
Plasmid voru einangrud ur E. coli med Qiaprep Spin Miniprep setti. Framkvemd
var a0 mestu leyti samkvemt lysingu framleidanda, p.e. samkvamt eftirfarandi

lysingu:

1. Kolonia var ferd af LB-amp skal i 1 ml LB @tis og raektad vid 37°C yfir nott.
Raktin var svo spunnin nidur vid 17900 x g i 10 min.

Frumurnar voru leystar upp i 250 pl af buffer P1.

250 pl af buffer P2 beett ut i og glasi hvolft 4-6 sinnum.

350 pl af buffer N3 baett ut i og glasi hvolft samstundis 4-6 sinnum.
Skilundid i 10 minttur vid 17900 x g og flot faert yfir 4 spunastlu.

Skilundid 1 30-60 sekiindur og gegnumfledi hent.

S A R o O

Spunasula var pessu nast pvegin med 750 ul af buffer PE og skilundio i 30-60

sekundur.

8. Gegnumfladi var hent og aftur spunnid i 1 minutu til ad losna vid allan
pvottabuftferinn.

9. Spunastlu var ad lokum komio fyrir i hreinu 1,5 ml Eppendorf glasi. 50 pl af

buffer EB var pipetterad 4 midja stluna og 14ti0 standa i 1 minttu 4dur en

spunnid er i 1 minutu vid 17900 x g.

Vert er ad benda & a0 fravik fra vinnusedli framleidanda felst 1 pvi ad sleppt var ad pvo
stluna med buffer PB 4 milli skrefa 6 og 7 hér ad ofan. Astadan er si ad pessi buffer
er @tladur til pess ad fjarleegja ntikleasa, en likt og framleidandi bendir 4 er petta skref

ekki naudsynlegt ef raektun for fram i DHSa stofni.

Radgreiningarhvarf

Radgreiningarhvarf var framkvaemt med BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing setti fra Applied Biosystems samkveaemt lysingu framleidanda. Adur en
hvarfid var framkvamt purfti ad meta styrk plasmidlausnarinnar. Pad var gert med pvi
a0 rafdraga plasmidlausnina vid hlidina 4 DNA stiga og meta styrk bandanna midad

vid stigann. Uppskrift radgreiningarhvarfsins sem notud var er eftirfarandi :

11



2 ul Ready reaction premix 2,5x (rr-100).
2ul BigDye sequncing buffer 5x.

3,2 pmol Visir.

150-330ng  Plasmid.

Ad 20 ul Vatn.

Radgreiningarhvarfid var framkvaemt i PCR taki med eftirfarandi forriti:

1. 96°C 5 min.

2. 96°C 10 sek.
3. 50°C 30 sek.
4. 60°C 4 min.
5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum.
6. 60°C 1 min.
7. 4°C 0
Radgreining DNA

Adur en plasmid voru radgreind purfti ad fella pau tr hvarflausninni, en pad

var gert med glykogenfellingu. Framkvemd fellingarinnar var ad mestu leiti gerd

samkvemt leidbeiningum framleidanda glykogensins (Fermentas) :

l.

e A B

1/10 rammals 3 M natriumacetat bett it i DNA lausn.
Glykogen bett i lausn ad 1 pg/ul lokastyrk.

Eitt rimmal 100% isdpropandls bett i lausn og blandad varlega.
Lausn latin standa vid -20°C { allt ad 60 minutur.

Skilundid vio 10.000 x g 1 10-15 minutur.

Flot tekid ofan af med pipettu.

Botnfall hreinsad med 100 pl af kéldu 70% etandli.

Botnfall purrkad i hitaskép.

Fravik fra vinnusedli framleidanda folst i pvi a0 leysa ekki botnfallid upp eftir skref

atta. Mikilvagt er a0 geyma synin purr og i myrkri, pvi annars skemmast flurljdémandi

basarnir. bad var gert med pvi ad ralla glésunum upp i alpappir eftir purrkun.

Radgreining plasmidanna var framkvamd hja Liffradistofnun Haskola Islands

i umsjon Einars Arnasonar, Séru Sigurbjérnsdéttur og bérdisar Emmu Stefansdéttur.
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Tjaning Vibrio AP

Yxna E.coli af stofni LMG194 voru ummyndadar med plasmidi sem innihélt
gen fyrir Vibrio AP (p.e. pPBAS40) me0 tiletladri stokkbreytingu eins og adur hefur
verid lyst. Sadrekt var komid af stad i 50 ml LB-amp @tis (lokastyrkur ampicillins um
100 pg/ml), og henni komid fyrir 1 hitaskap vid 37°C 1 um 3 klukkustundir. Pessi raekt
var svo ferd yfir i 4 L af sama @ti sem skipt hafoi verid jafnt i nfu Erlenmeyerfloskur.
Racktad var vid 20°C 4 hristara (180 rpm) par til 0.D.>""™ meeldist um 0,5-0,6. Til
bess ad koma tjaningu af stad var anhydrotetracyclin (AHTC) baett ut i ad lokastyrk
200 pg/L og hitastig laekkad i 18°C. AHTC var bett ut i vegna pess ad plasmidid
inniheldur styril sem stjorna ma med efninu, frumurnar tja pvi VAP ekki fyrr en
AHTC er beett ut i raektina, og hitastigid var laekkad til ad vernda ensimid. Reektinni
var svo leyft ad vaxa ad stodufasa (0.D.”""™ ~ 1,6).

Frumuraktin var spunnin nidur i 10 minatur vid 10.000 x g vid 4°C i Sorvall
RC5C skilvindu. Frumumassinn var svo leystur upp i buffer sem sprengir frumurnar
(20 mM Tris, 10 mM MgCl,, 0,01% Triton X-100, 0,5 mg/ml lysozyme, pH 8,0) og
leyft a0 standa 1 5 klukkustundir vid 4°C. Ad lokum var roflausnin (e. lysate) fryst.

Hreinsun Vibrio AP
Roflausnin var tekin 0r frysti og pidd vid herbergishita. DNAasa var blandad ut

i lausnina ad lokastyrk 0,05 pg/ml og leyft ad vinna i 30 minttur 4dur en spunnid var

vid 10.000 x g 1 20 minutur vio 4°C. Botnfalli var pa hent, en flot hreinsad & sulu.
Préteinhreinsunin var framkvaemd med Strep-tag tengiskilju setti fra IBA.

Fledihradi gegnum sulu var 1 ml/min og unnid i kaeliherbergi vid 4°C. Lausnum var

deelt & Strep-Tactin Sephardsa suluna i eftirfarandi rod :

1. 3 CV (sulurammal) Vibrio buffer (20 mM Tris, 10 mM MgCl, pH 8,0) ad
vidbattu 150 mM NaCl.
- Dbetta skref var framkvamt til ad jatna suluna fyrir keyrslu.

2. Préteinlausn keyrd 1 gegn.

3. 5 CV af sama buffer og i 1 ad vidbattu 15% etylen glykoli.
- bvottaskref : Saltid 1 buffernum losar préotein sem bundist hafa stilunni

osértekt.
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4. 5 CV Vibrio buffer a0 viobattu 2,5 mM desthiobiotin.
- Losunarskref : Desthiobiotin keppir vid Strep-tagAP um bindistadi og
losar pad. Préteininu var safnad i 2-3 ml skdmmtum med skammtara.
5. 5 CV af HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid)
- Virkjunarskref : HABA keppir vid desthiobiotin og losar pad.
Virkni og gleypni vid 280 nm var meld i skdmmtunum og peir sem mesta virkni
syndu sameinadir. Hreinsad proteinid var svo fryst i fljotandi kdfnunarefni og geymt i

frysti vid -20°C.

Virknimealingar

Virknimelingar voru framkvaemdar med hvarfefninu para-nitréfenylfosfati
(pNPP). Styrkur hvarfefnisins var 5 mM i 1,0 M dietan6lamini, 1,0 mM MgSO4 og
syrustig stillt & pH 9,8. Alkaliskur fosfatasi affosforylerar pNPP i para-nitrifendl (pNP)
en vid pad gulnar lausnin med tilheyrandi gleypnibreytingu. Malingar voru
framkveemdar i 1 ml kuvettu, og fylgst med gleypnibreytingunni vid 405 nm i 30
sekundur vid 25°C. Virknina matti svo reikna ut fra Beers 16gmalinu, eda med forriti

gleypnimelisins.

Akvordun proéteinmagns
Proteinmagn var dkvardad med Coomassie G-250 litun samkvamt Bradford
adferdinni (Zaman og Verwilghen afbrigdi [39]), eda med pvi ad mela gleypni synis

vi0 280 nm 1 kvarts kavettu.

Protein rafdrattur

SDS-PAGE rafdrattur var framkvemdur med PhastSystem rafdrattarkerfi &
akrylamid hlaupum. Syni voru sodin i 5 minttur i Laemmli buffer (2,0% SDS, 10%
glycerdl, 62,5 mM Tris (pH 6,8), 5,0 mM dithiothreitol, 0,001% bromophenol blue)
adur en hladid var 4 hlaupin. Til vidmidunar var préteinstiginn PageRuler prestained
protein ladder #SM0671 notadur.

AQ rafdratti loknum voru hlaupin litud med Coomassie brilliant blue R-250, 1

nokkrar klukkustundir. Eftir litun voru gelin sett i aflitunarlausn (30% metanol og 7%
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ediksyra). A0 lokum var svo mynd tekin af gelunum & ljésbordi med stafraenni

myndavél.

Motefnalitun (e. dot blot)
5 wul dropi af syni var settur & PVDF himnu og sidan litad med Anti-Vibrio AP

motefni sem var buid til i kaninu hja Innovagen (Svipj6d). Motefnid var pynnt 1:1000
i 25 mM Hepes lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl med 0,05% Tween sapu, en himnan
adur mettud med 40-falt sterkari lausn (p.e. 1% Tween).

Punktarnir voru svo gerdir synilegir med adferd Burnette [40]. 10 mg af 3-
amino-9-etylcarbazole voru leystir i 5 mL dimety] formamidi og blandad vid 45 mL
50 mM ediksyru vid pH 5,0. Lausninni var svo hellt yfir PVDF himnuna, 20 pL af
30% vetnisperoxioi batt ut i og himnan framkollud 1 15 minatur eda par til blettirnir

urdu sjdanlegir.

TCA felling
Ef styrkur préteins 1 synum var mjog litill purfti ad beita TCA fellingu

(trichloroacetic acid) fyrir rafdratt. Framkvaemdin var eftirfarandi :

Einum hluta TCA var blandad vid 9 hluta synis. Lausnin var latin standa i kaeli

ium 15 minttur 4dur en hun var spunnin i 10 minttur vid 14.000 rpm og 4°C.

- Floti var hent og reynt ad purrka mest af vokvanum sem eftir vard i glasinu.

- 500 pl af 70% etandli var baett Gt 1 glasid og skilundid. Floti var hellt af og
glasid purrkad meo pappir (gert til ad losna vid syruna).

- Botnfallid var ad lokum leyst upp 1 1X Laemmli buffer (mismikid eftir steerd

botnfalls, oft i kringum 10-50 pl).

Eftir ad synin voru sodin i 5 minttur voru pau klar fyrir rafdratt.

AKvoroun hradafastanna K., 08 Ka¢

Hradafastarnir Ky, og ko voru dkvardadir vid tvenns konar adstedur vid 25°C.
Annars vegar 1 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9.8, sem gefur hradafastana vid

vatnsrofsadstaedur, og hins vegar vid umfosfoérunaradstaedur i 1,0 M dietandlamin, 1,0
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mM MgCl,, pH 9.8. { baedi skiptin var virkni maeld vid nokkra hvarfefnastyrki 4 bilinu
0,01 mM til 0,5 mM.

Hradafastinn K,, var reiknadur med forritinu Kaleidagraph, en med pvi matti
meta fastann med 6linulegri ndlgun & Michaelis-Menten jofnunni, ke, var svo

reiknadur Ut fra V. 0og mélmassanum 57634 Da.

Hitastoougleiki

Tvenns konar melingar voru gerdar til ad meta hitastodugleika ensimanna,
annars vegar m.t.t hvarfstdvar og hins vegar m.t.t. heildarbyggingar. I tilfelli meelinga
4 hvarfstddinni voru ensimlausnir settar i hitabad i 20 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0
vid mismunandi hitastig & bilinu 20-60°C og virkni maeld & nokkurra sekundna eda
minutna fresti. Hradafasti afmyndunar, k, var notadur til ad reikna pann tima sem
ensimid tok ad missa 50% af virkni sinni, t;», vi0 hvert hitastig.

Hitastodugleiki m.t.t. heildarbyggingar var metinn med
hringskautunarmelingum (e. circular dichroism) i J-810 hringskautunarmaeli fra Jasco.
Hitastig var hakkad um 1°C & minttu og fylgst med afmyndun ensima vid 222 nm &
bilinu 20-90°C. Ensimstyrkir voru um 0,002-0,003 mg/ml og melt var i prenns konar
bufferum : 1) 10 mM MgSQO4, 50 mM MOPS, 2) 10 mM MgCl,, 20 mM Tris, 3) 1,0
mM MgS0O;4, 50 mM MOPS.

Geymsla stokkbrigoa
Eftir ummyndun E.coli med stokkbreyttum plasmidum, og stadfestingu a ad
rétt stokkbreyting hefodi verid innleidd (radgreining) voru frumurnar reektadar ad

stodufasa og frystar 1 20% glyseroli.
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Nidurstoour

Val a stokkbreytingum

Visar voru utbunir til pess ad innleida stokkbreytingu 4 tveimur stddum innan
VAP ensimsins, annars vegar i stodu 48 og hins vegar i stodu 486 likt og mynd 4
synir. I allt voru fjorir visar bunir til, prir yfir stodu 48 og einn yfir stodu 486.

Astaedan fyrir valinu 4 stodu 48 var st ad tvé ensim sem starfa vid medalheitar
ao0staedur, ECAP og PLAP, eru med prolin leif i pessari stodu en ekki kuldakaru
ensimin VAP, SAP og TAP. Pad er pvi hugsanlegt ad pessi stada s¢ mikilvaeg fyrir
stodugleika og/eda hreyfanleika ensimanna. [ VAP er glysin leif { pessari stodu og pvi
var akvedid ad skipta henni tt fyrir prolin (P), aspartik syru (D) og lysin (K).

Stada 486 er forvitnileg fyrir peer sakir ad par er glysin leif i proteinkedjum
allra ensimanna nema VAP, en par er lysin. Hugmyndin var st ad par sem glysin er
svo vel vardveitt 1 pessari stoou sé hugsanlega mikilvaegt ad mikill hreyfanleiki geti att
sér stad 4 pessu svedi. Pad vari pvi hugsanlega hegt ad auka kuldavirka eiginleika

VAP med pvi ad skipta lysin ut fyrir glysin i pessari stodu.
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Mynd 4. Samrédun aminosyrurada nokkurra AP og stadsetning stokkbreytinga. Lodréttu
orvarnar syna hvar stokkbreytingar voru innleiddar i VAP, i stddum 48 og 486. Gormarnir
syna stadsetningu alfa-helixa og laréttu 6rvarnar beta-fleti [19].

Honnun visa

Visarnir voru hannadir i hondunum ut fré basar6d gensins, p.e. an adstodar
tolvuforrita, og pantadir fra TAG 1 Kaupmannahdfn. Tafla 1 tekur saman paer
stokkbreytingar sem visunum var @tlad ad innleida, lengd peirra, fjolda misparadra

basa, %GC hlutfall og breedslumark peirra. Basar6d visanna ma finna i vidauka.
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Tafla 1. Upplysingar um visa sem notadir voru.

Nafn  Stokkbreyting Lengd Misparadir %GC Braeoslu-

visis (fjoldi basar (fjoldi) hlutfall mark
basa) Tm (°C)
AP#54 G48P 46 2 43,5 80,3
AP#55 G48K 46 2 39,1 78,5
AP#56 G48D 46 2 41,3 79,4
AP#57 K486G 45 1 46,7 81,2

Braedslumark var reiknad med eftirfarandi jofnu :
Tm=281,5+0,41(%GC) — 675/N - %MP

bar sem T, er breedslumark visis, %GC er G+C hlutfallid i prosentum, N er
lengd visis (p.e. fjoldi basa) og %MP er hlutfall misparana (misparadir basar / fj6ldi
basa).

Samkveaemt framleidanda Quikchange® settsins, Stratagene, er best ad fylgja
vissum vidmidunarreglum vid honnun visa svo hvarfid gangi ad 6skum. Peirra 4 medal
eru ad lengd visanna skuli vera & milli 25-45 basar, bredslumark peirra (T,,) etti ad
vera >78°C og %GC hlutfall peirra ®tti ad vera a.m.k. 40%. Eins og sja ma i t6flu 1
uppfyllti einungis AP#57 6ll pessi skilyrdi. Profad var ad nota tolvuforrit & vefsvedinu

http://www.bioinformatics.org/primerx/ til pess ad hanna betri visa, en an arangurs.

Quikchange® hvarf

Quikchange® hvarf var framkvaemt prisvar fyrir hvern visi, og synin rafdregin ad pvi
loknu. I hvert skipti kom band einungis fram eftir hvarf med visi AP#57, sem tlad
var ad innleida stokkbreytinguna K486G, og peim brunnum sem innhéldu jakveed

vidmid (e. positive control) likt og mynd 5 synir.
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Mynd 5. Rafdrattur plasmida eftir Quikchange® hvarf. Numerin efst visa til brunnanna.
Brunnur 1 ; Generuler 1kb DNA stigi, Brunnur 2; pBAS40(G48P), Brunnur 3;
pBAS40(G48K), Brunnur 4; pPBAS40(G48D), Brunnur 5; pPBAS40(K486G), Brunnur 6;
tomur, Brunnar 7-9 jakved viomid.

Staerd plasmidsins pBAS40 er um 4300 basar [28], sem pydir ad bondin i
brunnum 5,7,8 og 9 eru 4 réttum stad. bar sem bond koma ekki fram & hlaupinu a4
mynd 5 er annadhvort mjog litid eda ekkert plasmid i brunnunum. bad pydir ad
Quikchange® hvérf med visunum AP#54, AP#55 og AP#56 hafa ekki gengid vel.
Hugsanlega ma rekja pad til pess ad visarnir uppfylla ekki vidomidunarreglur
Stratagene.

Tilraun til pess ad beeta hvarfid var gerd, hun folst 1 pvi ad profa 6nnur hitastig
vid porunarskrefid (e. annealing step) sem framkvaema ma i PCR takjum sem bjoda
upp 4 hitastigul s.s. PTC-200 Peltier thermal cycler taekid fra MJ Research sem notad
var hér. Pérunarskref Quikchange® hvarfs felst i pvi ad leekka hitastigid svo visarnir
geti parast plasmidunum, en ef pessi porun 4 sér ekki stad myndast ekki stokkbreytt
plasmid. Pérunarskrefid i Quikchange®™ hvérfunum sem lyst var hér ad ofan var 52°C,
en hugsanlega er pad of hatt til pess ad visar AP#54, AP#55 og AP#56 geti parast
plasmidinu. Sjo porunarhitastig a bilinu 44-52°C voru pvi préfud, en 6nnur hitastig likt
og lyst var i kaflanum efni og adferdir voru dbreytt. Mynd 6 synir rafdratt plasmidanna

sem fengust vid pessa tilraun.
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Mynd 6. Rafdrattur plasmida ur stigulstilraun. Myndin synir fjogur hlaup, A-D, a hverju
peirra er einungis eitt plasmid rafdregid : A;pBAS40(G48P), B;pBAS40(G48K),
C;pBAS40(G48D), D;pBAS40(K486G). I 6llum tilfellum er Generuler 1kb DNA stigi i
brunni 0, og { brunnum 1-7 plasmidin eftir QuikChange® hvarf vid mismunandi
porunarhitastig fra 44-52,1°C.

Likt og mynd 6 synir hafdi breytt porunar hitastig engin ahrif & gedi
Quikchange® hvarfsins. Likt og 4dur virdist einungis plasmidid pBAS40(K486G)
myndast i teljanlegu magni (hlaup D). Samkveaemt framleidanda Quikchange® settsins
er po radlegt ad halda afram i ummyndun jatnvel p6 rafdrattur plasmida eftir hvarfid

gefi engin bond.

Ummyndun E. coli og radgreining

Ummyndun E. coli var framkvaemd med 6llum plasmidunum, badi med
TOP10 stofn og DHS5a sem gerdur hafdi verid yxna med tveimur adferdum likt og lyst
er i kaflanum Efni og adferdir. Ummyndun tokst nokkrum sinnum, en radgreining
leiddi 1 1j6s ad 1 einungis eitt skipti hafoi bakterian tekid upp stokkbreytt plasmio.
Tafla 2 tekur pessar nidurstodur saman.

Toflu 2 er einnig @tlad ad gefa hugmynd um hvort ad adferd Chung et al. [37]
eda Inoue et al. [38] til pess ad gera DHS5a yxna sé betri. Af niu tilraunum til pess ad
ummynda DH5a sem gerdur hafdi verid yxna med adferd Chung et al. tokst engin
peirra, en af fjérum tilraunum til a0 ummynda DH5a sem gerdur hafdi verid yxna med

adferd Inoue et al. heppnudust fjorar.

20



Tafla 2. Yfirlit yfir ummyndun E. coli. Einungis ein tilraun gaf af sér frumur med stokkbreytt
plasmid, pPBAS40(G48D).

Stofn E. coli  Fjoldi tilrauna Fjoldi tilrauna Fjoldi Stokkbreytt
til sem tokust villigeroa
ummyndunar
DH50/Chung 9 0 0 0
TOP10 3 2 0 pBAS40(G48D)
DHS50/Inoue 4 4 4 0

Einungis tokst ad ummynda E.coli med einu stokkbreyttu plasmioi,
pBAS40(G48D), likt og tafla 2 synir. Oll dhersla var pvi 16gd 4 ad rekta frumur med
pessu plasmidi og einangra ensimid VAP(G48D).

Proteinhreinsun

Ekki tokst ad hreinsa stokkbrigdid VAP(G48D) pratt fyrir itrekadar tilraunir.
Bjarni Asgeirsson hreinsadi hins vegar stokkbrigdid VAP(S485C) og pvi voru
stodugleika og hradafraedi maelingar einungis framkvaemdar & VAP(S485C).
Hreinsunarferilinn ma sja 4 mynd 7, tafla 3 er svo hreinsunartafla fyrir VAP(S485C).

140
120 .

100

80 -
]l Eftir nétt

U/ml

DTBE
60 |
40 0,15 M NaCl

15% etylen glykal
20 4

0 10 20 30 40 50

Glas numer

Mynd 7. Hreinsunarferill VAP(S485C). Ferillinn synir virkni sem meld var i gldsunum sem
safnad var. DTB stendur fyrir 2,5 mM desthiobiotin lausn sem losar ensimid af sulunni. Salt
og etylen glykol var notad til ad losa protein sem bindast stlunni 6sérteaekt.
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Tafla 3. Einangrun Vibrio AP afbrigdis S485C a StepTactin Sephardsa skilju. Eftir ad synid
rann i gegnum skiljuna, var htin fyrst skolud med 20 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0; sidan
var 0,15 M NaCl bett i skollausnina og nast 15% etylen glykoli. Losun var sidan framkvaemd
med 2,5 mM desthiobiotini samkvaemt leidbeiningum framleidanda (glos 24-33). Losun var
svo haldid afram eftir stoou yfir nott (glos 34-43). Virkni var meeld med 5 mM p-
nitréfenylfosafati i 1M dietanélamin buffer, | mM MgCl, (pH 8,0). Proéteinstyrkur var
mealdur med Coomassie G250 adferd.

Syni ml  U/ml U mg/ml  mg % U/mg Hreinsun
Flot 80 41,6 3328 4,01 3208 100 80,0 1,00
Botnfall 6 2,1 12,6 0,51 3,1 04 24,7 0,30

Gegnumfledi 115 2,5 2829 2,46 283,77 8,5 1,0 0,01
Glos 24-33 28 39,6 1108 0,042 1,17 33,2 9421 12,00
Glos 34-43 33 7,9 260,7 0,013 0,43 7,8 606,2 7,50

SDS rafdrattur

SDS rafdrattur var framkvaemdur til pess ad meta groflega proteinhreinsunina,
b.e. til pess ad fa mat &4 pad hvort ad 6nnur protein hafi losnad med VAP af Strep-

Tactin sulunni. Likt og mynd 8 synir gaf rafdratturinn prju bond.
1 2 3 4 - 5 6 7 §=i=g 10 11 12 13 14 15

-_

-

-

Mynd 8. SDS rafdrattur til ad kanna hreinleika ensims eftir hreinsun a Strep-Tactin sulu.
Synin voru rafdregin 4 12,8% (w/v) hlaupi i lausnarkerfi Laemmlis. Ras 1: Sameinad safn
glasa 24-33 (syni0 ekki s00id); Ras 2: Glas 6; Ras 3: Glas 14; Ras 4: Glas 20; Ras 5: Glas
22; Ras 6: Glas 24; Ras 7: Glas 25; Ras 8: Glas 26; Ras 9: Glas 27; Ras 10: Glas 28; Ras 11:
Glas 30; Ras 12: Sameinad safn glasa 24-33 (synid ekki s0di0); Ras 13: Sameinad safn glasa
24-33 (synid s00id); Ras 14: Stigi fra Fermentas kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15; Ras
15: Sameinad safn glasa 24-33 (synid s0did). Glasanumer eru pau somu og i toflu 3.
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Bondin prji & mynd 8 voru skorin 1t (sja brunn 13 & myndinni) og Gudjon
Andri Gylfason massagreindi pau. Massagreiningin leiddi i 1j0s ad bandid i midjunni
var VAP, en vid pvi var ad buast par sem moélmassi VAP med Strep-tag halanum er
um 57 kDa. Hins vegar kemur 4 6vart ad nedsta bandid reyndist einnig vera VAP, en
hugsanlega er par um ad r&da VAP sem einhverra hluta vegna hefur misst Strep-tag
halann (villigerdar VAP er um 55 kDa, p.e. an halans) en pad hefur ekki sést 4dur. Ad
lokum greindist svo efsta bandid (um 72 kDa skv. hlaupi) sem chaperone proteinid

DnK.

Motefnalitun (e. dot blot)

Dot blot var framkvemt til pess ad stadfesta tilvist VAP i rektum eda
hreinsudum synum. Mynd 9 synir nidurstoou pessa profs en mynd 10 sértekni

adferdarinnar par sem athugad er hvort motefnid bindist AP Gr 60rum dyrategundum.

Mynd 9. Moétefnalitun ymissa Vibrio AP syna. 1 hverju tilfelli var 5 pl dropi settur & PVDF
himnu og sidan litad med Anti-Vibrio AP motefni sem var buid til 1 kaninu hja Innovagen
(Svipj60). Motetnio var pynnt 1:1000 1 25 mM Hepes lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl med
0,05% Tween sapu, en himnan adur mettud med 40-falt sterkari lausn. Efsta rod: Fullhreint
villigerdar AP #1, fullhreint villigerdar AP #2; tom ras; fullhreint villigerdar AP #1, fullhreint
villigerdar AP #2;. Neest efsta rod: Stokkbrigdi S485C (frumraektarsyni-flot) klonnl; klonn 2;
klonn 3; klonn4; og klonn 5. Pridja rod: G270A hreinsad protein, hreinsad stokkbrigdi #54
(G48D), hreinsad stokkbrigdi #57 (K486G), stokkbrigdi G48D i LMG194 frumum
(neikvzett), og aftur stokkbrigdi G48D i LMG194 frumum. Nedsta rod: Reaekt af LMG194
frumum med G48P plasmid i sér; annad an synis.
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Mynd 10. Métefnalitun AP syna Gir ymsum lifverum til pess ad kanna sértaekni moétefnisins.
hverju tilfelli var 5 pl dropi settur & PVDF himnu og sidan litad med Anti-Vibrio AP motetni
sem var buid til i kaninu hja Innovagen (Svipjod). Moétefnid var pynnt 1:1000 i 25 mM Hepes
lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl med 0,05% Tween sapu, en himnan 40ur mettud med 40-falt
sterkari lausn. [ rodum A og B eru somu syni en namer visa til : 1. VAP villigerd; 2: VAP
villigerd (0,24 mg/ml); 3: E. coli AP; 4: Kalfaparms AP; 5: borska AP; 6: Blankur; 7: Rakt af
LMG194 frumum med G48P plasmid i sér; 8: VAP med Strep-tag hala.

A mynd 9 m4 sja ad frumurnar tjadu VAP(G48D). Pad er forvitnilegt fyrir par
sakir ad ekki tokst ad hreinsa stokkbrigdio pratt fyrir itrekadar tilraunir. Bjarna
Asgeirssyni tokst ad ummynda frumur med plasmidi med stokkbreytinguna G48P i
VAP. Eins og myndin synir tja frumurnar hins vegar ekki ensimid.

Mynd 10 synir sértaekni moétefnisins. Sérteknin er ekki fullkomin pvi pé pad
bindi hvorki porska né E. coli AP pa bindur pad kalfa AP. Myndin synir enn fremur ad
métefnid binst baedi villigerdar VAP og VAP med Strep-tag hala. Ad lokum stadfestir
htn ad rekt LMG194 sem ummyndud hafdi verid med plasmidi sem innihélt

stokkbreytinguna G48P i VAP geninu tjair ekki ensimid.

Akvordun 4 —SH hépum og tvisulfidbru

Stokkbreytingin S485C er stadsett pannig i VAP ad moguleiki er 4 myndun
tvisulfidbraar milli einlidanna tveggja likt og mynd 11 synir. Af peim sokum var
akvedid ad kanna pennan moguleika med hvarfi ensimsins vid Ellmans hvarfefniod
(5,5°-dipi6-bis-(2-nitrobensoik syra eda DNTB) sem gefur mat 4 fjolda —SH hopa og
vid NTBS (2-nitro-5-piosulfobensoati) sem gefur mat 4 fjolda tvisulfiobrua. Eftir hvarf
ensims vid hvarfefnin myndast pidbensdat anjon i réttu hlutfalli vid fjolda —SH eda -
SS- (tvisulfidbru) hopa eftir pvi hvort efnid er notad. Anjonin er mjog litsterk og pvi
ma meta magn hennar med gleypnimelingu vid 412 nm. Hvor akvordun var gerd

tvisvar eins og sja ma i toflu 4.
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Tafla 4. Akvordun 4 —SH hopum og tvistlfidbri i VAP(S485C). I toflunni visar fyrri og
seinni akvordun til pess ad hvorfin voru framkvamd i tvigang. Styrkur visar ymist til
ensimstyrks eda styrks piobensoat anjonarinnar eftir hvarf vid DTNB eda NTSB.
Ensimstyrkur var meldur med Coomassie Blue litarefni og midast vid mélmassa stokkbreyttu
einlidunnar, 57639 g/mol.

Fyrri akvoroun  Styrkur (M)  Fjoldi —SH Fraeoilegur Fjoldi -SS-

hopa fjoldi -SH hopa
DTNB hvarf 5,14+ 107 0,7 1
NTSB hvarf 1,38 -10° 1,9 2 1,2
Ensimstyrkur 732107
Seinni akvoroun
DTNB hvarf 6,62 - 107 1,1 1
NTSB hvarf 1,47 -10° 2,3 2 1,2

Ensimstyrkur 6,32-10”

Eins og sja ma i toflu 4 leiddi tilraunin 1 [jés ad tvisulfidbru er til stadar i

stokkbrigdinu VAP(S485C).

Mynd 11. Tvisalfidbra milli eininga VAP(S485C). A midri myndinni ma sja gult tengi, en
pad er brennisteinsbrain sem tengir saman einingarnar tvzr (pa raudu og pa graenu). I nedra
horninu haegra megin hefur svaedid par sem tengid myndast verid staekkad.

Akvoroun hradafastanna K., 08 Kea¢
Hradafastarnir K, og ke, voru akvardadir vid tvenns konar adstaedur vid 25°C,
annars vegar vi0 vatnsrofs adstedur og hins vegar vid umfosférunaradstaedur.

Hradafastinn K,, var reiknadur med forritinu Kaleidagraph, en med pvi matti meta
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fastann med 6linulegri nalgun & Michaelis-Menten jofnunni, likt og myndir 12 og 13
syna. keye var svo reiknad Ut frad Vyax 0g moélmassanum 57634 Da. Tafla 5 tekur saman
hradafasta stokkbrigdisins og villigerdar VAP. K,, gefur til kynna sakni ensims i
hvarfefni en k¢, (hverfitalan) segir til um pann fjolda sameinda sem umbreytt er i

myndefni 1 einni hvarfst6d pegar ensim vinnur vid hamarksgetu.
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Mynd 12. Michaelis-Menten ferill ensimhvatada hvarfsins pNPP—pNP med VAP(S485C) vid
vatnsrofs adstedur. Framkvaemt i 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8.
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Mynd 13. Michaelis-Menten ferill ensimhvatada hvarfsins pNPP—pNP med VAP(S485C) vid
umfosforunar adstedur. Framkvaemt i 1,0 M dietanolamin, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8.

Tafla 5. Hradafradifastar villigerdar VAP og stokkbrigdisins VAP(S485C). Taflan synir
hradafredifasta meelda vio umfosforunar adstaedur (1,0 M dietanolamin, 1,0 mM MgCl,, pH
9,8) og vid vatnsrofs adstaedur (0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl, pH 9,8). [ badum tilfellum var

pNPP hvarfefni og melt vio 25°C. 1411 *[28].

Hvarfleid Ensim K (mM) Keat (s7) Keat/Km
(s'M)10°)
Umfosforun Villigerd” 0,130+ 0,100 2050 + 205 15,8
VAP(S485C) 0,349+ 0,009 1899 + 83 5.4
Vatnsrof Villigerd* 0,043 + 0,008 775 +£42 18,0
VAP(S485C) 0,031 + 0,001 188+ 9 6,1

Stokkbreytingin S485C veldur mikilli l&ekkun 1 hvotunarvirkni (kea/Ki) VAP
vid badar adstedur. Vid umfosforunaradsteedur ma rekja pessa lekkun til minnkadrar
sekni 1 hvarfefni (K,), pvi stokkbreytingin veldur ekki markteekri breytingu i
hverfitolu ensimsins(key). Vi vatnsrofsadstaedur ma hins vegar rekja laekkada
hvétunarvirkni baedi til minnkadrar saekni 1 hvarfefni og skertrar hverfitolu.

Hér er p6 mikilvaegt ad hafa i huga ad likt og mynd 8 synir er pé nokkur

mengun i synunum sem notud voru. Groflega ma aetla af styrk bandanna ad magn
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DnK sé um fjordungur proteinsins i lausninni. betta hefur pau ahrif ad mat & k¢, er

ekki fullkomlega rétt.

Hitastoougleiki pridja stigs byggingar

Hitastodugleiki pridja stigs byggingar VAP(S485C) var metinn med
hringskautunarmalingum i premur bufferum : 1) 10 mM MgCl,, 20 mM Tris, 2) 1,0
mM MgSOg4, 50 mM MOPS, 3) 10 mM MgSO4, 50 mM MOPS. Fylgst var med
afmyndun ensimsins vid 222 nm 4 bilinu 20-90°C og gdgnin notud til ad reikna og
draga feril af hlutfalli afmyndads proteins 4 méti tima. Ferlarnir, sem syndir eru 4
myndum 14-16, voru svo notadir til ad meta bradsluhitastig ensimsins Ty,. Tafla 6
tekur saman bradsluhitastig ensimsins i bufferunum premur.

Tveer astaedur voru fyrir pvi ad prir bufferar voru profadir, annars vegar var
verid ad kanna hvort ad styrkur magnesiums i buffernum hafi ahrif a stodugleika
ensimsins, pvi eins og adur hefur komid fram gegna jonir 1 hvarfstod ensimsins baedi
stodugleika- og hvotunarhlutverki. Hins vegar var verid ad kanna hvada ahrif
mismunandi bufferar hafa & CD ro6fin, en klorjonir gleypa 1j6s undir 250 nm og laekka
hlutfall merkis og suds [42].
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Mynd 14. Bradsluferill VAP(S485C) i 10 mM MgCl,, 20 mM Tris. Hringskautun ensimsins
var meld 4 hitastigsbilinu 20-90°C i 5 mm kuvettu, hlutfall afmyndads proteins reiknad og
dregid upp 4 moti tima.
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Mynd 15. Braosluferill VAP(S485C) i 1,0 mM MgSO4, 50 mM MOPS. Hringskautun
ensimsins var meld & hitastigsbilinu 20-90°C i 2 mm kuvettu, hlutfall afmyndads préteins
reiknad og dregid upp 4 moti tima.
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Mynd 16. Bradsluferill VAP(S485C) i 10,0 mM MgSQOy4, 50 mM MOPS. Hringskautun
ensimsins var meld & hitastigsbilinu 20-90°C i 2 mm kuvettu, hlutfall afmyndads préteins
reiknad og dregid upp 4 moti tima.
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Tafla 6. Braosluhitastig (T,,) villigerdar VAP og stokkbrigdisins VAP(S485C) i premur
bufferum akvardad med hringskautun.*[28].

Ensim (buffer) Tm (°C)
VAP(S485C) (20 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0) 50,2
VAP(S485C) (50 mM MOPS, 10 mM MgSO, pH 8,0) 52,8
VAP(S485C) (50 mM MOPS, 1,0 mM MgSO,, pH 8,0) 50,6
Villigerd (50 mM MOPS, 1,0 mM MgSO,, pH 8,0)* 50,5+ 0,1

Stokkbreytingin hefur ekki ahrif & braedsluhitastig ensimsins (Ty,) ef bornar eru
saman malingar &4 VAP(S485C) og villigerd i sama buffer. Ad auki ma sja ad
breedsluhitastig VAP(S485C) 1 Tris buffernum er rimlega tveimur gradum legra en
bradsluhitastig stokkbrigdisins i MOPS buffernum. Liklega ma rekja pad til pess ad
SO4> jonin stodgar ensimid meira en C1” jonin. bar ad auki breytist syrustig { Tris
lausnum meira en { MOPS lausnum med hakkudu hitastigi, sem einnig hefur ahrif &

stodugleika ensimsins.

Hitastoougleiki virknisets

Hitastodugleiki virknisets VAP(S485C) var metinn med virknimalingum vid
mismunandi hitastig. Ensimlausnin var sett i hitabad i 20 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH
8,0 vid mismunandi hitastig & bilinu 20-60°C og virkni meld 4 nokkurra sekindna eda
minutna fresti. In(virkni/upphafsvirkni) var svo dregin upp a4 méti tima likt og mynd
17 synir og hradafasti afmyndunar, k, metinn ut {rd hallatélum linanna. Hradafastinn
var svo notadur til a0 reikna pann tima sem ensimid tok ad missa 50% af virkni sinni,

t12, vid hvert hitastig med jofnunni In2/-k likt og tafla 7 synir.
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Mynd 17. Hitastodugleiki virknisets VAP(S485C) metinn med virknimalingum vid
mismunandi hitastig. Ensimlausnin var sett i hitabad i 20 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0 vid
mismunandi hitastig a bilinu 20-60°C og virkni meld a nokkurra sekindna eda minutna fresti.
e T=20°C, LI T=25°C, © T=30°C, X T=35°C, + T=40°C, A T=45°C, = T=50°C,
T=55°C, ® T=60°C.

Tafla 7. t;, gildi VAP(S485C) og villigerdar a hitastigsbilinu 20-60°C. t,, gefur til kynna
pann tima sem ensim tekur ad missa 50% af virkni sinni vid tiltekid hitastig. *[28].

Hitastig (°C) Villigero t;;; (min)* VAP(S485C) t;;, (min)
20 o0 49
25 118 11
30 42 4,3
35 21 2,6
40 4,5 1,3
45 1,3 1,3
50 0,8 0,7
55 0,3 0,7
60 - 0,1

Ef helmingunartimar villigerdar og VAP(S485C) eru bornir saman ma sja ad

stokkbreytingin hefur mjog neikvaed ahrif 4 stodugleika virknisets ensimsins. Ut fra
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gbgnunum ma reikna pad hitastig sem veldur pvi ad ensimid missir 50% af virkni sinni

4 30 minttum (Tso). Fyrir VAP(S485C) er Tso 22°C en fyrir villigerd VAP 32°C [28].
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Umraeour

Stokkbreytingar i stoou 48 og 486

Lagt var upp med a0 reyna fjorar stokkbreytingar 1 stodum 48 og 486 i VAP
ensiminu, p.e. G48P, G48K, G48D og K486G. Illa gekk ad innleida pessar
stokkbreytingar i gen VAP 4 pBAS40 plasmidinu sem sennilega ma rekja til pess ad
visarnir sem hannadir voru uppfylltu ekki vidmidunarreglur framleidanda Quikchange
settsins, Stratagene. Ad lokum tokst po ad ummynda frumur med plasmidum sem
innihéldu stokkbrigdin VAP(G48D) og VAP(G48P). Mikil vinna for i ad reyna ad
hreinsa pessi stokkbrigdi ur reektunum an arangurs.

Dot blottid (myndir 9 og 10) syndi ad frumurnar tjadu VAP(G48D) en ekki
VAP(G48P) sem skyrir hvers vegna ekki tokst ad hreinsa VAP(G48P). Erfitt er ad
skyra hvers vegna hreinsun 4 VAP(G48D) gekk ekki. Hugsanlega var ensimid ofeert
um ad fullmotast vegna stokkbreytingarinnar, og pvi brotid nidur i frumunum.
Stadsetning stokkbreytingarinnar stydur pessa kenningu par sem i stodu 47 er glutamik
syra i VAP sem er ekki til stadar i 60rum AP, p.m.t. SAP sem midad var vid pegar
stokkbreytingin var valin (mynd 4). Glatamik syra og aspartik syra eru badar nokkud
storar aminosyrur og par ad auki bera par somu hledslu. Ensimid hefur pvi hugsanlega
veri0 ofert um ad fullmodtast bedi vegna steriskra hindrana og frahrindikrafta vegna
hledslanna.

Mynd 5 synir ad Quikchange hvarfid med visi AP#57 sem gaf
pBAS40(K486G) virtist hafa gengid vel. Adaldhersla var hins vegar 16g0 a
stokkbrigdid VAP(G48D) pvi fyrstu frumurnar sem tokst ad ummynda baru plasmid
sem tjadu petta stokkbrigdi. Pad gafst pvi einfaldlega ekki timi til ad fullreyna
ummyndun med pBAS(K486G) plasmidinu.

Stokkbreyting i stoou 485

bar sem ekki hafdi tekist ad hreinsa pau stokkbrigdi sem lagt var upp med var
akvedid ad taka inn i verkefnid stokkbrigdi sem Bjarni Asgeirsson hreinsadi,
VAP(S485C). bad pyddi pvi ad hverfa purfti fra upphaflegu rannsdknarmarkmidi, p.e.
ad kanna ahrif glysin og prélin leifa 4 kuldavirka eiginleika ensima.  stadinn opnadist
teekifeeri 4 pvi ad kanna ahrif brennisteinsbriar 4 stodugleika og hvétunargetu

ensimsins.
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VAP inniheldur einungis eina cystein leif i hvorri einlidu 1 stodu 67. beer geta
pvi ekki myndad brennisteinsbra innan kedju, og vegna pess hve adskildar paer eru pa
mynda per ekki slikt tengi sin 4 milli, p.e. milli einlida. Tilraunir hafa verid gerdar
med pad ad markmidi ad kanna ahrif tvisulfidtengja i VAP med stokkbreytingum.
Bjarni Asgeirsson og fleiri stokkbreyttu VAP med peim hztti ad tvistlfidtengi
myndudust pegar cystein leif var komid var fyrir i nalegd vid Cys67. Nidurstadan gaf
til kynna ad hreyfanleiki nalagt hvarfstod sé mikilvaegur fyrir hvétunargetu ensimsins
pvi Cys67 er i mikilli nalaegd vid hvarfstod og tvisulfiotengin ollu laekkadri
hvGtunargetu [43].

Stada 485 1 VAP er 4 motum einlidanna tveggja og leifarnar tveer 1 sitt hvorri
einlidu metast 4 pessum motum. Vegna nadlegdarinnar eru paer feerar um ad mynda
brennisteinsbrt sin 4 milli likt og mynd 11 synir og stadfest var hér med tilraunum.
Tilraunirnar sem hér voru gerdar gefa pvi mat 4 pad hvada ahrif minnkadur
hreyfanleiki & métum einlidanna i ensiminu hafa.

Synt var fram & ad stokkbreytingin S485C olli leekkun 1 hvotunarvirkni
(keat/Kin) bdi vid umfosforunar og vatnsrofsadstedur midad vid villigerd. Vio
umfosforunaradstedur matti rekja pessa laekkun til minnkadrar sakni i hvarfefni (Ky,)
pvi ekki vard marktaek breyting i hverfitolu. Vid vatnsrofsadsteedur matti hins vegar
rekja lekkada hvotunarvirkni badi til minnkadrar sakni i hvarfefni og skertrar
hverfitolu. Til pess ad kanna hvad olli pessum ahrifum var hitastodugleiki pridja stigs
byggingar og virknisets ensimsins kannadur.

Hitastigsstodugleiki pridja stigs byggingar VAP(S485C) var metinn med
hringskautunarmalingum. Stokkbreytingin hafodi ekki marktaek ahrif & breedsluhitastig
ensimsins (Ty,) ef stokkbrigdid (T, = 50,6 = 0,1) og villigerd (T, = 50,5 £ 0,1) eru
borin saman, gagnsteatt pvi sem e.t.v. maetti buast vio. Hitastodugleiki virknisets var
metinn med virknimaelingum vid mismunandi hitastig. Mealingarnar leiddu i 1j6s ad
stokkbreytingin hefur mjog neikvad ahrif 4 stodugleika virknisets ensimsins.

begar nidurstodurnar eru teknar saman virdast par i raun stangast 4 vid pad
sem fjallad var um i inngangi, p.e. ad samgild tengi og énnur veikari hrif innan ensima
stodgi byggingu peirra sem leidi til lekkunar & hvétunarvirkni. Nidurstadan sem hér
fékkst er ad samgilt tengi milli einlida i VAP minnki stodugleika innan virknisets en
minnki um leid hvotunarvirkni. Hugsanlega ma skyra pessa nidurstodu ad hluta med
pvi ad losun fosfors er hradatakmarkandi vid vatnsrof. Pegar einingar VAP eru tengdar

saman med tvisulfidtengi gengur pessi losun e.t.v. verr en ella sem veldur lekkudu
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keat. Ef alk6hol er til stadar, p.e. ensimid vinnur vid umfosférunaradstadur, losnar
fosfor likt og 4dur pegar pad hvarfast vid alkoholid og pvi hefur stokkbreytingin ekki
ahrif & kye vi0 slikar adsteedur. Hvotun ensimsins vid vatnsrofsadstedur er pvi e.t.v.

had hreyfingum 4 moétum einlidanna sem stokkbreytingin hamlar.
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Vioauki

DNA radgreining

Syndar eru radgreiningarnidurstodur fyrir VAP(S485C), VAP(G48P) og
VAP(G48D) sem gafu jakvada nidurstodu, p.e. syndu stokkbreytingu (myndir 18-20).
ber nidurstodur sem syndu einungis villigerd eru ekki syndar.

VAP (S485C)
Query 75 AGCTCTTTCGGTTACAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCCCCGAAGCGTTCTGGC 134

Sbjct 1135 GGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTGGC 1194

Query 135 GAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACATTCTT 194

Sbjct 1195 GAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACATTCTT 1254

Query 195 GATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGTTG 254

Sbjct 1255 GATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGTTG 1314

Query 255 GATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGTTC 314

Sbjct 1315 GATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGTTC 1374

Query 315 CCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGACTG 374

Sbjct 1375 CCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGACTG 1434

Query 375 GCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTTTC 434

Sbjct 1435 GCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTTTC 1494

Query 435 TTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACATC 494

Sbjct 1495 TTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACATC 1554

Query 4095 GTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTGCC 554

Sbjct 1555 GTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTGCC 1614

Query 555 GAGAAGATATTGCCAGTTTGCAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACATTA 613

Sbjct 1615 GAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTACATTA 1672

Query 614 AACAACA-GTAAAC 626

Sbjct 1673 AACAACAAGTAAAC 1686

Mynd 18. Radgreining 4 plasmidi ar LMG raekt S485C. LMG-194 frumur voru ummyndadar
med plasmidinu pBAS40 eftir QuikChange hvarf meo videigandi visum. Fimm pyrpingar (a-e)
voru teknar og plasmid peirra hreinsud til DNA radgreiningar. Radgreiningin for fram med
visinum #64L. Hér virdist onnur breyting; E492D (+19 midad vid numeringu hér) sem parf ad
athuga nanar. Hin kom fram { fimm samhlida radgreiningum (Gr fimm klénum).
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VAP (G48P)
Query 2 CATTTATCAACTTGCCCAAGAACCGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGC 61

Sbjct 300 CATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGC 359

Query 62 AATCGTAGTGGATTCAGCTT-CTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTC 120

Sbjct 360 ATTCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTC 419

Query 121 AGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCaaa 180

Sbjct 420 AGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAA 479

Query 181 aaaaGCAG-CAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGC 239

Sbjct 480 AAAAGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGC 539

Query 240 TTCTTTCGCCGCTCTCCAACCTCACCGTTCTT-AGAGAATCAAATT 284

Sbjct 540 TTCTTTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATT 585

Mynd 19. Radgreining 4 plasmidi ir LMG raekt G48P. LMG-194 frumur voru ummyndadar
med plasmidinu pBAS20 eftir QuikChange. Radgreiningin for fram med visinum #64R og var
nidurstada radgreinisins umskrifud (reverse-compliment r6din synd hér). Gulmerkta breytingin
er vegna villu i gagnabanka. Raudmerkta breytingin er breyting ir GGG sem tjair glysin i
CCG sem tjair prolin.
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VAP (G48D)
Query 67 CATCTCTTTCAGGCTTGGCTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGAT 126

Sbjct 924 TCTTTCAGGCTTGGCTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGAT 865

Query 127 GCCATCATCCATGCCCGAGTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTC 186

Sbjct 864 CATGCCCGAGTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTC 805

Query 187 TAGCATGTTGCGATTAAACGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTT 246

Sbjct 804 TGTTGCGATTARACGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTT 745

Query 247 GATTTGAGGTAAACATCACCTTGAGTCAGTTTCTCAAGTTG 306
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\HHHHHHHHHHHH

sbjct 744 GATTTGAGGTAAACATCACCTTGAGTCAGTTTCTCAAGTTG 685

Query 307 CTTATAGGTTTCACCTTTGTCGTTGGTCGATTTAGGAATCCAATGACGCAGTCCTCCAGA 366

Sbjct 684 CTTATAGGTTTCACCTTTGTCGTTGGTCGATTTAGGAATCCAATGACGCAGTCCTCCAGA 625

Query 367 GAGCATCACATCAGCGCCCGTTGCTAACATGTCAGATGCAATTTGATTCTCTAAAGAAC 426

Sbjct 624 GAGCATCACATCAGCGCCCGTTGCTAACATGTCAGATGCAATTTGATTCTCTAAAGAAC 565

Query 427 GTGAGGTTGGTGAGCGGCGAAAGAAGCAGGGGTCGCGTGAGTTAAGCGTGTGTCGGAAAC 486

Sbjct 564 GTGAGGTTGGTGAGCGGCGAAAGAAGCAGGGGTCGCGTGAGTTAAGCGTGTGTCGGAAAC 505

Query 487 TAAGCCGGTCGCTTTGCCTGCTTTTTTTGCTTTCTCAAGTACTGTCTCAACATGGTTACC 546

Sbjct 504 TAAGCCGGTCGCTTTGCCTGCTTTTTTTGCTTTCTCAAGTACTGTCTCAACATGGTTACC 445

Query 547 CTGGGAATCGATACCGATCACTTCTGAACTGCTGTAAATACCCGTTGCAAGCATGGTCGC 606

Sbjct 444 CTGGGAATCGATACCGATCACTTCTGAACTGCTGTAAATACCCGTTGCAAGCATGGTCGC 385

Query 607 AGAGCAAGCTGAATCCACTACGATTGCGTCTTCCGGATGCGTTAGGGATGAACCAATAAC 666

Sbjct 384 AGAGCAAGCTGAATCCACTACGAATGCGTCTTCCGGATGCGTTAGGGATGAACCAATAAC 325

Query 667 GTCTTCTTGGGCAAGTTGATAAATGGGCCGTTTTGTTCCCTTTATAGATGGAATTTGGCG 726

Sbjct 324 CCCTTCTTGGGCAAGTTGATAAATGG-CCGTTTTGTTCCCTTTATAGATGGAATTTGGCG 266
Query 727 CTTGGTTTGCGTAGGTTTCCAATAAGCCAACTTGCTGAG-TCCCATGCCGTCGC-GATCA 784
Shjct 265 CPIGEMTIECTAGTIICAMARCCIAALTE oA bar b AR bbb At 206
Query 785 TCAGATTGACATTTTTGATTTCTGCTGAAAGTACGTTGAATGAAAAGTGTAGAGGTTACC 844
B L L e S e
Query 845 ACTGCCGTAACAA 857

Sbjct 146 ACTGCGGTAACAA 134

Mynd 20. Radgreining a plasmidi ur LMG raekt G48D. LMG-194 frumur voru ummyndadar
med plasmidinu pBAS40 eftir QuikChange. Radgreiningin for fram med visinum #28R.
Gulmerkta breytingin er vegna villu i gagnabankanum.
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Visar
Mynd 21 hér ad nedan synir yfirlit yfir visana sem hannadir og pantadir voru

fra TAG i kaupmannahdfn.

G48P
Sense : 5'-C ATT TAT CAA CTT GCC CAA GAA CCG GTT ATT GGT TCA TCC CTA ACG-3'
Antis : 5'-CGT TAG GGA TGA ACC AAT AAC CGG TTC TTG GGC AAG TTG ATA AAT G-3'

Lengd : 46 basar, Tm : 80,3°C , %G+C : 43,5, Breyta parf 2 bdsum

G4 8K

Sense : 5'-C ATT TAT CAA CTT GCC CAA GAA AAG GTT ATT GGT TCA TCC CTA ACG-3"'
Antis : 5'-CGT TAG GGA TGA ACC AAT AAC CTT TTC TTG GGC AAG TTG ATA AAT G-3'

Lengd : 46 basar, Tm : 78,5°C, %G+C : 39,1, Breyta barf 2 bdsum

G48D

Sense : 5'-C ATT TAT CAA CTT GCC CAA GAA GAC GTT ATT GGT TCA TCC CTA ACG-3‘
Antis : 5'-CGT TAG GGA TGA ACC AAT AAC GTC TTC TTG GGC AAG TTG ATA AAT G-3°

Lengd : 46 basar, Tm : 79,4°C, %G+C : 41,3, Breyta pbarf 2 bdsum

K486G :
Sense : 5'‘-GAG AAG ATA TTG CCA GTT TCG GGA ATC ATG CAC CAC TCA GAA CTG-3"
Antis. : 5'-CAG TTC TGA GTG GTG CAT GAT TCC CGA AAC TGG CAA TAT CTT CTC-3'

Lengd : 45 basar, Tm : 81,2°C, %G+C : 46,7, Breyta barf 2 bdsum

Mynd 21. Yfirlit yfir visa sem pantadir voru fra TAG i kaupmannah6fn. Visarnir voru notadir
til pess ad innleida stokkbreytingar i VAP genid 4 pBAS40 plasmidunum.
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