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Ágrip 

 Kuldavirk ensím hafa meiri hvötunargetu og eru óstöðugri en samsvarandi 

prótein í lífverum sem lifa í meðalheitu umhverfi. Rannsóknir á þeim gætu gefið 

vísbendingar um það hvaða þættir í byggingu og eiginleikum ensíma ráða 

hvötunarhæfni þeirra. Verkefninu sem hér er til umfjöllunar er ætlað að leggja til 

frekari upplýsingar um það hvaða þættir ráða þessum eiginleikum. 

 Framkvæmdar voru stökkbreytingar á kuldavirka og tvíliða ensíminu 

alkalískum fosfatasa úr Vibrio örveru. Ein þeirra olli myndun tvísúlfíðbrúar milli 

eininganna tveggja. Hún olli minnkaðri hvötunarvirkni en hafði lítil áhrif á 

heildarstöðugeika ensímsins. Stöðugleiki hvarfsetsins minnkaði hins vegar 

umtalsvert. Hugsanlega má rekja þessa niðurstöðu til þess að hreyfanleiki á mótum 

einliðanna í ensíminu minnki sem hindrar losun fosfats við vatnsrofsaðstæður. 
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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 ensím 
Ensím kuldakærra lífvera, sem kölluð eru kuldavirk ensím, hafa meiri 

hvötunargetu og eru óstöðugri en samsvarandi prótein í lífverum sem lifa í meðalheitu 

umhverfi [1, 2]. Þessi prótein eru því ekki einungis áhugaverð í ljósi þess að þau gætu 

reynst verðmæt fyrir iðnað, því hvötunargeta þeirra við lágt hitastig felur augljóslega í 

sér orkusparnað, heldur eru þau einnig spennandi fyrir fræðilegar sakir, þar sem 

rannsóknir á þeim geta varpað ljósi á það hvaða þættir í byggingu og eiginleikum 

ensíma ráða hvötunarhæfni þeirra. 

Þróunarfræðilega er auðvelt að skilja hvers vegna ensím kuldakærra lífvera 

þróuðust með þessum hætti í ljósi þess að hraði efnahvarfa er háður hitastigi. Til þess 

að lífvera sem lifir við lágt hitastig geti verið fær um efnaskipti á skikkanlegum hraða, 

verða ensím hennar að hafa mikla hvötunargetu. Þessum eiginleika ná ensímin fram 

með því að lækka virkjunarorku hvarfanna sem þau hvata enn meira en ensím 

meðalhitakærra lífvera [3]. Óstöðugleika próteinanna má einnig rekja til 

umhverfishitastigs þessara lífvera, því við lágt hitastig eru hreyfingar innan 

próteinanna minni. Þau missa virkni sína hratt við hærri hitastig því þróunarfræðilegur 

þrýstingur á þessi ensím til að vera stöðug við meðalheitar aðstæður er enginn, þeim 

nægir að vera stöðug við sitt kjörhitastig. En eins og hér verður lýst er ástæðan fyrir 

óstöðugleika þeirra ekki einungis tengd því að þau hafa ekki þurft að vera stöðug við 

meðalheitar aðstæður, heldur er óstöðugleiki þeirra nátengdur hvötunargetu þeirra.   

 Almennt er talið að kuldavirk ensím séu fær um þessa miklu lækkun 

virkjunarorku vegna mikils hreyfanleika í próteinkeðju þeirra [4]. Hreyfanleiki 

próteinkeðju ræðst af ýmsum þáttum. Færri jónahrif, vetnistengi og aromatísk hrif, 

veikari vatnsfælnihrif og fáar brennisteinsbrýr minnka samloðunarkrafta innan 

ensímsins sem gerir keðjuna í heild sinni hreyfanlegri [5-10]. Þar að auki skiptir máli 

fyrir sveigjanleika sjálfrar keðjunnar hvaða amínósýrur eru innan ensímanna. Til að 

mynda hafa kuldavirk ensím oft lágt hlutfall arginín og [11] prólín leifa og margar 

glýsín leifar [12]. Hreyfanleiki próteinkeðjunnar þarf þó ekki endilega að spanna alla 

sameindina, þ.e. bent hefur verið á að e.t.v sé nóg að kuldavirk ensím séu hreyfanleg í 

og í kringum hvarfstöð en aðrir hlutar ensímsins geti verið stöðugri [11, 13]. 

Hreyfanleiki próteinkeðjunnar stuðlar ekki einungis að því að lækka virkjunarorku 
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hvarfanna sem ensímin hvata, heldur auðveldar hann einnig hvarfefnum og 

myndefnum að komast til og frá hvarfstöð, sem hraðar efnahvörfum. 

 Óstöðugleiki kuldakærra ensíma skýrist af því að til þess að lækka 

virkjunarorku hvarfa með því að auka hreyfanleika eykst óreiða fullmótaða ensímsins 

og jafnvægið : 

Nfullmótað ⇋ Uafmyndað 

 leitar til hægri. Sveigjanleiki keðjunnar veldur því aukinni hitanæmni og 

stöðugleiki við meðalheitar aðstæður minnkar [14]. 

 

Alkalískur fosfatasi  
Alkalískur fosfatasasi (AP) er ensím sem hvatar affosfórun margra lífrænna 

sameinda líkt og nafnið gefur til kynna. Hann hefur fundist í fjölmörgum lífverum og 

mikið verið rannsakaður, en hlutverk hans í mörgum þeirra er óljóst. Fosfatasar gegna 

almennt mikilvægum hlutverkum í stjórnun efnaskipta og eru því sjálfir undir stjórn 

annarra ensíma og affosfóra jafnan einungis viss skotmörk á vissum tímum. Aðrir 

fosfatasar, líkt og AP, eru ekki eins sértækir og í því felst skorturinn á skilningi á 

hlutverkum þeirra. AP úr E.coli (ECAP) hefur mest verið rannsakaður, og 

kristalsbygging hans og ýmissa stökkbrigða hans verið greind [15]. Að auki hefur 

kristalsbyggingu þriggja kuldavirkra AP, úr suðurskautsörverunni TAB5, rækju og 

Vibrio örverunni, auk AP úr fylgju H.sapiens verið lýst [16-19]. 

Í virku formi er AP almennt tvíliða tveggja AP próteinkeðja (e. homodimer) 

[15]. Í ECAP, og flestum AP sem rannsakaðir hafa verið, er tvíliðunni að hluta haldið 

saman af N-enda lykkju. Þessi lykkja er alfa-helix sem teygir sig frá annarri 

próteinkeðjunni yfir á hina og „heldur utan um hana.“ Hvarfstöðvar tvíliðunnar 

innihalda hver um sig þrjár málmjónir, tvær zinkjónir (Zn2+) og eina magnesíumjón 

(Mg2+) [15] sem saman stuðla að stöðugleika ensímsins og taka þátt í 

hvötunarhlutverki þeirra [20-22]. 

Amínósýruröð margra AP hefur verið greind og samanburður þeirra bendir til 

þess að ensímið sé nokkuð vel varðveitt. Spendýra, gersveppa og E.coli AP sýna t.a.m. 

25-30% samræmi [23, 24]. Virkniset AP er sérstaklega vel varðveitt, og er breytileiki 

einungis í þremur stöðum þegar ECAP er borin saman við AP úr spendýrum eða 

öðrum bakteríum [25]. Heildar fjórða stigs bygging AP er einnig mjög svipuð milli 
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Mynd 1. Fjórða stigs bygging ECAP. Sjá má hvernig beta fletirnir, sem sýndir eru sem 
borðar, spanna innra byrði ensímsins, en alfa-helixarnir eru meira út við yfirborðið. 
Málmjónirnar þrjár eru sýndar sem svartar kúlur [25]. 

tegunda, þ.e. beta-fletir spanna oftast innra byrði ensímsins en alfa helixar eru 

pakkaðir utan um fletina líkt og sjá má á mynd 1.  

AP er monofosforýlesterasi, en slík ensím hvata affosfórun með tvenns konar 

hætti líkt og sýnt er á mynd 2. Annars vegar valda AP vatnsrofi fosfatestera sem leiðir 

til myndunar ólífræns fosfats (Pi) og alkóhóls [26] og hins vegar umfosfóra AP 

fosfatestera í návist fosfatþega [27]. 

 

 

 

 

 

Mynd 2. Hvarfgangur AP.  Myndin sýnir bæði vatnsrofs og umfosfórunarhvarf. [28] 
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Kuldavirkur alkalískur fosfatasi úr Vibrio örveru 
Ensímið sem hér verður til umfjöllunar er alkalískur fosfatasi úr Vibrio örveru 

(VAP) sem einangruð var úr sýni sem tekið var úr sjó við Gróttu. Hann hefur verið 

skilgreindur sem kuldavirkur þar sem hann er bæði óstöðugur og hvötunargeta hans er 

2-3falt meiri en ECAP [29]. Amínósýruröð ensímsins var ráðin árið 2001 af Bjarna 

Ásgeirssyni og fleirum [30] og nýlega hefur kristalbygging hans einnig verið ráðin 

[19]. 

 Upphaflega var talið að VAP væri 55kDa einliða [31] ólíkt flestum AP sem 

einungis eru virkir sem tvíliða. Fjórar innsetningarlykkjur eru í VAP sem eru 13, 26, 

33 og 45 amínósýrur að lengd [19]. Talið var að ein lykkjan virkaði sem staðgengill 

annarrar einliðunnar og að hún væri staðsett þannig að tvíliðun gæti ekki átt sér stað 

[30]. Kristalsgreining VAP leiddi hins vegar í ljós að svo var ekki, ensímið er tvíliða 

og hlutverk einnar innsetningarlykkjunar er að halda einingunum tveimur saman. Hún 

kemur þannig í stað N-enda lykkjunnar í ECAP sem er ekki til staðar í VAP [19]. 

Hvor einliða um sig er tjáð sem 521 amínósýru keðja, en 19 amínósýrur eru klipptar af 

eftir þýðingu og því samanstendur fullmótað ensímið af tveimur 502 amínósýra 

próteinkeðjum [30] en byggingu tvíliðunnar má sjá á mynd 3.  

 Annað áhugavert atriði varðandi byggingu ensímsins er hið svokallaða kórónu 

hneppi sem sjá má á mynd 3. Hneppið er myndað að stórum hluta af þremur 

innsetningarlykkjum og er stærra í VAP en í nokkrum öðrum alkalískum fosfatasa. 

[19]. Hlutverk hneppisins í VAP er ekki vel þekkt en bent hefur verið á að 

amínósýruleif sem binst annarri zink jóninni kemur fyrir í beinu framhaldi af einni 

lykkjunni í hneppinu, og að fínar hreyfingar í hneppinu gætu því haft áhrif á 

hvarfstöðina [19]. Í öðrum AP hefur verið sýnt fram á hlutverk þess í hvötun [32, 33] 

og allosterískri stýringu [34]. 

 Bent hefur verið á nokkra byggingarlega eiginleika VAP sem gætu stuðlað að 

kuldavirkni ensímsins. VAP inniheldur fáar prólín leifar, lágt Arg/(Arg+Lys) hlutfall 

og margar serín leifar [30]. Nýlegar rannsóknir benda hins vegar til þess að kuldavirku 

eiginleikar ensímsins séu að hluta bundnir við hvarfstöð þess, þ.e. að hún sé 

sérstaklega hreyfanleg og hitanæm en aðrir hlutar ensímsins séu stöðugri [29]. Að 

lokum má svo nefna að snertifletir milli einliðanna eru mjög nálægt hvarfstöðvum 

þeirra. Hugsanlega er því mikilvægt fyrir þær hreyfingar sem hvötunarferlið krefst að 

samloðunarkraftar milli eininganna séu litlir.  
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Mynd 3. Bygging VAP. Til aðgreiningar er önnur einliðan lituð rauð en hin blá. Efst á 
myndinni má sjá hið stóra kórónuhneppi VAP. Önnur innsetningarlykkjan (sú rauða) 
sem heldur tvíliðunni saman sést teygja sig frá rauðu sameindinni yfir á þá bláu. 
Málmjónirnar þrjár má sjá sem gular og grænar kúlur, en þar er hvarfstöðin einnig 
staðsett [19].  

 

 

 

Verkefninu sem hér er til umfjöllunar var ætlað að rannsaka kuldavirka 

eiginleika VAP enn frekar. Eins og fjallað var um hér á undan geta ýmsir þættir í 

byggingu ensíma stuðlað að kuldavirkum eiginleikum, þeirra á meðal eru fjöldi glýsin 

og prólín leifa innan próteinkeðju. Verkefninu var ætlað að kanna hvort að þessar 

amínósýrur hafi áhrif á kuldavirkni VAP með því að skipta þeim út á völdum stöðum 

fyrir aðrar gerðir. 

 Svipaðar rannsóknir hafa verið gerðar á öðrum ensímum. Annars vegar má 

nefna rannsókn sem Mavromatis et al. [35] framkvæmdu á TAP. Glýsín leifum var 

skipt út fyrir alanín, og áhrif þess á virkni og stöðugleika ensímsins könnuð. Í stuttu 

máli má segja að rannsóknin hafi leitt í ljós að glýsín leifarnar séu mikilvægar til að 

viðhalda kuldavirkum eiginleikum TAP sem styður þá kenningu að fjöldi glýsín leifa í 

ensímum hafi áhrif á kuldavirkni þeirra. Hins vegar má svo nefna rannsókn á ensíminu 

kítínasa sem Gåseidnes et al. [36] framkvæmdu. Rannsóknin miðaði að því að kanna 
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áhrif glýsín og prólín leifa á stöðugleika ensímsins með stökkbreytingunum Gly→Ala 

og Xxx→Pro. Af 15 stökkbrigðum sýndu nokkur mikla stöðugleikaaukningu, þ.á.m. 

stökkbrigðið G188A/A234P sem sýndi tífalda aukningu í helmingunartíma við 57°C 

og 4,7 gráðu hækkun í Tm. Saman benda þessar rannsóknir því til þess að fjöldi prólín 

og glýsín leifa í próteinkeðjum ensíma geti haft mikil áhrif á kuldavirkni þeirra.  

Rannsókn sem Koutsiulis et al. [13] framkvæmdu á TAP bendir þó til þess að 

kuldavirkir eiginleikar ensímsins séu bundnir við hvarfstöð þess. Rannsóknarhópurinn 

notaði aðferð sem kölluð er stýrð þróun (e. directed evolution) en með henni má búa til 

mörg stökkbrigði ensíms með skjótum hætti. Niðurstöður rannsóknarinnar voru þær að 

einungis þær stökkbreytingar sem gerðar voru nálægt hvarfstöð höfðu áhrif á 

kuldavirkni ensímsins. 

 Þetta svið ensímfræða er því mjög virkt, og mörgum spurningum ósvarað. 

Verkefninu var ætlað að leggja til frekari upplýsingar um það hvert hlutverk glýsín og 

prólín leifa er í próteinkeðju kuldavirkra ensíma, og um leið að staðsetja 

lykilamínósýrur í VAP sem gefa ensíminu kuldavirka eiginleika. Líkt og lýst verður 

gekk hins vegar erfiðlega að rækta upp og einangra stökkbrigði VAP þar sem þessum 

amínósýrum var skipt inn eða út fyrir aðra leif. Að lokum fékkst þó hreinsað 

stökkbrigðið VAP(S485C) sem opnaði þann möguleika að kanna áhrif 

brennisteinsbrúar á stöðugleika og hvötunargetu ensímsins. 
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Efni og aðferðir 

Efni og áhöld 
Frá Sigma Chemical Company (St.Louis, Bandaríkin): Lysozyme, NaCl, p-nitrophenyl 

phosphate (pNPP), Prótein standard, Luria-Bertani (LB) agar, deoxyribonuclease 

(DNAase), ampicillin, sodium dodecyl sulfate (SDS), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), MOPS (morpholino propane 

sulfonic acid), CAPS (3-[cyclohexylamino]-1-propanesulfonic acid), dithiothreitol 

(DTT), MgCl2 og Trizma Base. 

 

Frá Pharmacia Biotech (Uppsalir, Svíðjóð): PhastSystemTM acrylamíð rafdráttargel, 

PhastSystemTM rafdráttartæki og Coomassie Brilliant Blue G250/R250. 

 

Frá Merck (Darmstadt, Þýskaland) eða Acros Organics (New Jersey, Bandaríkin): 

Glúkósi, HCl, ethylene glycol, glycerol, ediksýra, dimethyl sulfoxide 

(DMSO), NaOH og diethanolamine  

 

Fermentas (St.Leon-Rot, Þýskaland): LB ampicillin agar og LB-ampicillin vökvaæti. 

 

BDH (Poole, England): MgSO4 og Triton X-100. 

 

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

 

Buffer púðar fyrir PhastSystemTM voru frá GE Healthcare, Quartz kúvettur frá 

Hellma og ethidium bromide frá Amersham Biosciences. Önnur efni og 

framkvæmdarsett sem notuð voru koma fram þegar við á í aðferðarkaflanum. 
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Plasmíð 
 Vibrio AP genið sem stökkbreytingar voru framkvæmdar á var búið að klóna 

inn í pASK-IBA3plus vektor og nefna pBAS40. Pétur Orri Heiðarsson framkvæmdi þá 

vinnu, og er henni lýst í mastersritgerð hans [28].  Helstu kostir vektorsins eru að 

próteinið er tjáð með Strep-tag hala, sem gerir hreinsun þess mjög einfalda og að hann 

inniheldur TetA stýril sem gerir það að verkum að stjórna má tjáningu ensímsins með 

efninu anhydrotetracyclin (AHTC). 

 

Stökkbreytingar 
 Stýrðar stökkbreytingar voru framkvæmdar með QuikChange® Site-Directed 

mutagenesis setti frá Stratagene, en með því má framkvæma punktstökkbreytingar á 

plasmíðum til þess að skipta út völdum amínósýrum í próteinkeðju. Vísar sem 

innihéldu þá stökkbreytingu sem óskað var eftir voru hannaðir og pantaðir frá T.A.G. 

Copenhagen í Danmörku. Hvarfefnablandan var eftirfarandi : 

1 µl plasmíð (pBAS40). 

1 µl vísir upp (5 mM). 

1 µl vísir niður (5 mM). 

1 µl dNTP mix. 

5 µl Pfu buffer með MgSO4. 

41 µl sterílt vatn. 

1 µl Pfu turbo DNA polymerasi (blandað út í síðast). 

 

Hvarfið var framkvæmt í PCR tæki sem kallast GeneAmp PCR system 2700 frá 

Applied Biosystems með eftirfarandi keyrsluforriti : 

 

1. 95°C 30 sek. 

2. 95°C 30 sek. 

3. 52°C 1 mín. 

4. 68°C 7 mín. 

5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum. 

6. 72°C 7 sek. 

7. 4°C ∞ 
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Eftir QuikChange® hvarfið fæst blanda af stökkbreyttum og óstökkbreyttum 

plasmíðum. Fjarlægja má óstökkbreyttu plasmíðin úr blöndunni með DpnI núkleasa 

skerðimeltu, en ensímið klippir einungis metýleruð plasmíð. 

 

Rafdráttur plasmíða 
 Plasmíð voru rafdregin á 0,7% agarósahlaupi í TBE keyrslubuffer (89 mM 

Tris, 89 mM borat, 2 mM EDTA, pH 8,0). Ethidíum brómíði var bætt út í agarósann 

áður en hann storknaði, að lokastyrk 0,5 µg/ml. 

 Sýnin voru þynnt í 6X Loading Dye Solution frá Fermentas vanalega í 

hlutföllunum 1,5 µl Loading Dye á móti 4,5 µl sýnis. Generuler 1 kB DNA stigi 

(#SM313) frá Fermentas var notaður sem viðmið og hlaupið keyrt á um 80 mV 

spennu. Loks voru myndir teknar af gelum með Uvitec myndavél á UV ljósborði. 

 

Ummyndun E. coli 
Yxna E. coli af stofnum DH5α eða LMG194 voru ummyndaðar með plasmíði 

samkvæmt eftirfarandi ferli : 

- 100 µl af yxna frumum er blandað við um 5-10 µl plasmíðlausnar í forkælt 

Eppendorfglas og látið standa á ís í 15 mín. 

- Lausnin er sett í 42°C heitt hitabað í 90 sek (hitaálag) og kældar strax á eftir á 

ís í 2 mín. 

- 900 µl af SOC æti (LB æti með 20 mM glúkósa) er bætt út í ræktina og hún 

sett í hitaskáp (við 37°C) með hristing í eina klukkustund. 

100 µl af ræktinni var svo valtað á LB-amp skálar, bæði í 1X og 10X styrk, og ræktað 

í sólarhring við 37°C. Einungis þær frumur sem tekið hafa upp plasmíðið vaxa á 

skálunum vegna þess að vektorinn inniheldur gen fyrir β-laktamasa sem gerir þær 

ónæmar fyrir ampicillini. 

 

Tvær aðferðir voru notaðar til þess að gera E. coli yxna. Annars vegar aðferð Chung et 

al. [37] og hins vegar Inoue et al. [38]. 
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- Aðferð Chung et al. [37] : 

1. E. coli var sáð í nokkra millilítra LB-ætis og ræktað yfir nótt við 37°C. 

2. 100 µl af ræktinni var sáð í 40 ml LB-ætis og ræktað við 37°C þar til 

O.D.550nm mælist 0,3-0,5. 

3. Ræktin var kæld niður á ís í nokkrar mínútur og því næst skilundin við 

10.000 x g í 10 mínútur við 4°C.  

4. Botnfallið var svo leyst upp í 4 ml kaldri TSS* lausn (LB-æti að viðbættu 

50 mM MgCl2, 30% PEG 10.000, 5% DMSO, pH 6,5) og hrist varlega. 

5. Frumunum skipt niður í 200 µl skammta, og frystar í fljótandi 

köfnunarefni. 

 

*ATH : TSS lausnin sem notuð var innihélt 30% PEG 10.000 og var því kölluð TSS*. 

Rétt hefði verið að nota 10% PEG 3350, en það var ekki til. 

 

- Aðferð Inoue et al. [38]: 

1. E.coli var sáð á LB agar og ræktað yfir nótt við 37°C. 

2. Um 10 stórar bakteríuþyrpingar færðar í 200 ml SOB ætis og ræktað við 

18°C með miklum hristingi. 

3. Þegar þéttni ræktarinnar hafði náð O.D.600nm
 = 0,45-0,60 voru frumurnar 

kældar á ís í 10 mínútur. 

4. Skilundið í 15 mínútur við 2500 x g og floti hent. 

5. Frumumassi var leystur upp í 64 ml HTB* og kældur á ís í 10 mínútur. 

6. Skilundið í 15 mínútur við 2500 x g og floti hent. 

7. Frumumassi var leystur upp í 16 ml HTB. 

8. 1,2 ml DMSO var bætt út í varlega á meðan frumulausninni var snúið 

rólega. 

9. Frumunum var skipt niður í 200 µl skammta og frystar í fljótandi 

köfnunarefni. 

*HTB lausnin var búin til með eftirfarandi hætti : 150 ml af 10 mM HEPES, 15 mM 

CaCl2 og 250 mM KCl lausn var búin til í afjónuðu vatni. pH var stillt á 6,7 með 

KOH. MnCl2 var svo bætt út í að 55 mM styrk. Rúmmál var þessu næst hækkað í 200 

ml með afjónuðu vatni. Að lokum var lausnin svo síuð gegnum 0,45 μm sprautusíu.  
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Einangrun plasmíða úr E. coli  
Plasmíð voru einangruð úr E. coli með Qiaprep Spin Miniprep setti. Framkvæmd 

var að mestu leyti samkvæmt lýsingu framleiðanda, þ.e. samkvæmt eftirfarandi 

lýsingu: 

1. Kólonía var færð af LB-amp skál í 1 ml LB ætis og ræktað við 37°C yfir nótt. 

Ræktin var svo spunnin niður við 17900 x g í 10 mín.  

2. Frumurnar voru leystar upp í 250 µl af buffer P1. 

3. 250 µl af buffer P2 bætt út í og glasi hvolft 4-6 sinnum. 

4. 350 µl af buffer N3 bætt út í og glasi hvolft samstundis 4-6 sinnum. 

5. Skilundið í 10 mínútur við 17900 x g og flot fært yfir á spunasúlu. 

6. Skilundið í 30-60 sekúndur og gegnumflæði hent. 

7. Spunasúla var þessu næst þvegin með 750 µl af buffer PE og skilundið í 30-60 

sekúndur. 

8. Gegnumflæði var hent og aftur spunnið í 1 mínútu til að losna við allan 

þvottabufferinn. 

9. Spunasúlu var að lokum komið fyrir í hreinu 1,5 ml Eppendorf glasi. 50 µl af 

buffer EB var pípetterað á miðja súluna og látið standa í 1 mínútu áður en 

spunnið er í 1 mínútu við 17900 x g. 

Vert er að benda á að frávik frá vinnuseðli framleiðanda felst í því að sleppt var að þvo 

súluna með buffer PB á milli skrefa 6 og 7 hér að ofan. Ástæðan er sú að þessi buffer 

er ætlaður til þess að fjarlægja núkleasa, en líkt og framleiðandi bendir á er þetta skref 

ekki nauðsynlegt ef ræktun fór fram í DH5α stofni. 

 

Raðgreiningarhvarf 
Raðgreiningarhvarf var framkvæmt með BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing setti frá Applied Biosystems samkvæmt lýsingu framleiðanda. Áður en 

hvarfið var framkvæmt þurfti að meta styrk plasmíðlausnarinnar. Það var gert með því 

að rafdraga plasmíðlausnina við hliðina á DNA stiga og meta styrk bandanna miðað 

við stigann. Uppskrift raðgreiningarhvarfsins sem notuð var er eftirfarandi : 
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2 µl  Ready reaction premix 2,5x (rr-100). 

2 µl  BigDye sequncing buffer 5x. 

3,2 pmól Vísir. 

150-330 ng Plasmíð. 

Að 20 µl Vatn. 

 

Raðgreiningarhvarfið var framkvæmt í PCR tæki með eftirfarandi forriti: 

1. 96°C 5 mín. 

2. 96°C 10 sek. 

3. 50°C 30 sek. 

4. 60°C 4 mín. 

5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum. 

6. 60°C 1 mín. 

7. 4°C ∞ 

 

Raðgreining DNA 
 Áður en plasmíð voru raðgreind þurfti að fella þau úr hvarflausninni, en það 

var gert með glýkógenfellingu. Framkvæmd fellingarinnar var að mestu leiti gerð 

samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda glýkógensins (Fermentas) : 

1. 1/10 rúmmáls 3 M natríumacetat bætt út í DNA lausn. 

2. Glýkógen bætt í lausn að 1 µg/µl lokastyrk. 

3. Eitt rúmmál 100% ísóprópanóls bætt í lausn og blandað varlega. 

4. Lausn látin standa við -20°C í allt að 60 mínútur. 

5. Skilundið við 10.000 x g í 10-15 mínútur. 

6. Flot tekið ofan af með pípettu. 

7. Botnfall hreinsað með 100 µl af köldu 70% etanóli. 

8. Botnfall þurrkað í hitaskáp. 

Frávik frá vinnuseðli framleiðanda fólst í því að leysa ekki botnfallið upp eftir skref 

átta. Mikilvægt er að geyma sýnin þurr og í myrkri, því annars skemmast flúrljómandi 

basarnir. Það var gert með því að rúlla glösunum upp í álpappír eftir þurrkun.  

 Raðgreining plasmíðanna var framkvæmd hjá Líffræðistofnun Háskóla Íslands 

í umsjón Einars Árnasonar, Söru Sigurbjörnsdóttur og Þórdísar Emmu Stefánsdóttur. 
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Tjáning Vibrio AP 
 Yxna E.coli af stofni LMG194 voru ummyndaðar með plasmíði sem innihélt 

gen fyrir Vibrio AP (þ.e. pBAS40) með tilætlaðri stökkbreytingu eins og áður hefur 

verið lýst. Sáðrækt var komið af stað í 50 ml LB-amp ætis (lokastyrkur ampicillins um 

100 µg/ml), og henni komið fyrir í hitaskáp við 37°C í um 3 klukkustundir. Þessi rækt 

var svo færð yfir í 4 L af sama æti sem skipt hafði verið jafnt í níu Erlenmeyerflöskur. 

Ræktað var við 20°C á hristara (180 rpm) þar til O.D.550nm mældist um 0,5-0,6. Til 

þess að koma tjáningu af stað var anhydrotetracyclin (AHTC) bætt út í að lokastyrk 

200 µg/L og hitastig lækkað í 18°C. AHTC var bætt út í vegna þess að plasmíðið 

inniheldur stýril sem stjórna má með efninu, frumurnar tjá því VAP ekki fyrr en 

AHTC er bætt út í ræktina, og hitastigið var lækkað til að vernda ensímið. Ræktinni 

var svo leyft að vaxa að stöðufasa (O.D.550nm ~ 1,6). 

 Frumuræktin var spunnin niður í 10 mínútur við 10.000 x g við 4°C í Sorvall 

RC5C skilvindu. Frumumassinn var svo leystur upp í buffer sem sprengir frumurnar 

(20 mM Tris, 10 mM MgCl2, 0,01% Triton X-100, 0,5 mg/ml lysozyme, pH 8,0) og 

leyft að standa í 5 klukkustundir við 4°C. Að lokum var roflausnin (e. lysate) fryst. 

 

Hreinsun Vibrio AP 
 Roflausnin var tekin úr frysti og þídd við herbergishita. DNAasa var blandað út 

í lausnina að lokastyrk 0,05 µg/ml og leyft að vinna í 30 mínútur áður en spunnið var 

við 10.000 x g í 20 mínútur við 4°C. Botnfalli var þá hent, en flot hreinsað á súlu. 

 Próteinhreinsunin var framkvæmd með Strep-tag tengiskilju setti frá IBA. 

Flæðihraði gegnum súlu var 1 ml/mín og unnið í kæliherbergi við 4°C. Lausnum var 

dælt á Strep-Tactin Sepharósa súluna í eftirfarandi röð : 

1. 3 CV (súlurúmmál) Vibrio buffer (20 mM Tris, 10 mM MgCl2 pH 8,0) að 

viðbættu 150 mM NaCl. 

- Þetta skref var framkvæmt til að jafna súluna fyrir keyrslu. 

2. Próteinlausn keyrð í gegn. 

3. 5 CV af sama buffer og í 1 að viðbættu 15% etylen glýkóli.  

- Þvottaskref : Saltið í buffernum losar prótein sem bundist hafa súlunni 

ósértækt. 
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4. 5 CV Vibrio buffer að viðbættu 2,5 mM desthiobiotin. 

- Losunarskref : Desthiobiotin keppir við Strep-tagAP um bindistaði og 

losar það. Próteininu var safnað í 2-3 ml skömmtum með skammtara. 

5. 5 CV af HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid) 

- Virkjunarskref : HABA keppir við desthiobiotin og losar það.  

Virkni og gleypni við 280 nm var mæld í skömmtunum og þeir sem mesta virkni 

sýndu sameinaðir. Hreinsað próteinið var svo fryst í fljótandi köfnunarefni og geymt í 

frysti við -20°C. 

 

Virknimælingar 
 Virknimælingar voru framkvæmdar  með hvarfefninu para-nítrófenýlfosfati 

(pNPP). Styrkur hvarfefnisins var 5 mM í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgSO4 og 

sýrustig stillt á pH 9,8. Alkalískur fosfatasi affosforýlerar pNPP í para-nítrífenól (pNP) 

en við það gulnar lausnin með tilheyrandi gleypnibreytingu. Mælingar voru 

framkvæmdar í 1 ml kúvettu, og fylgst með gleypnibreytingunni við 405 nm í 30 

sekúndur við 25°C. Virknina mátti svo reikna út frá Beers lögmálinu, eða með forriti 

gleypnimælisins.  

  

Ákvörðun próteinmagns 
 Próteinmagn var ákvarðað með Coomassie G-250 litun samkvæmt Bradford 

aðferðinni (Zaman og Verwilghen afbrigði [39]), eða með því að mæla gleypni sýnis 

við 280 nm í kvarts kúvettu.  

 

Prótein rafdráttur 
 SDS-PAGE rafdráttur var framkvæmdur með PhastSystem rafdráttarkerfi á 

akrýlamíð hlaupum. Sýni voru soðin í 5 mínútur í Laemmli buffer (2,0% SDS, 10% 

glýceról, 62,5 mM Tris (pH 6,8), 5,0 mM dithiothreitol, 0,001% bromophenol blue) 

áður en hlaðið var á hlaupin. Til viðmiðunar var próteinstiginn PageRuler prestained 

protein ladder #SM0671 notaður. 

 Að rafdrætti loknum voru hlaupin lituð með Coomassie brilliant blue R-250, í 

nokkrar klukkustundir. Eftir litun voru gelin sett í aflitunarlausn (30% metanól og 7% 
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ediksýra). Að lokum var svo mynd tekin af gelunum á ljósborði með stafrænni 

myndavél.   

 

Mótefnalitun (e. dot blot) 
5 μl dropi af sýni var settur á PVDF himnu og síðan litað með Anti-Vibrio AP 

mótefni sem var búið til í kanínu hjá Innovagen (Svíþjóð). Mótefnið var þynnt 1:1000 

í 25 mM Hepes lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl með 0,05% Tween sápu, en himnan 

áður mettuð með 40-falt sterkari lausn (þ.e. 1% Tween). 

Punktarnir voru svo gerðir sýnilegir með aðferð Burnette [40]. 10 mg af 3-

amínó-9-etýlcarbazole voru leystir í 5 mL dímetýl formamíði og blandað við 45 mL 

50 mM ediksýru við pH 5,0. Lausninni var svo hellt yfir PVDF himnuna, 20 µL af 

30% vetnisperoxíði bætt út í og himnan framkölluð í 15 mínútur eða þar til blettirnir 

urðu sjáanlegir. 

  

TCA felling 
 Ef styrkur próteins í sýnum var mjög lítill þurfti að beita TCA fellingu 

(trichloroacetic acid) fyrir rafdrátt. Framkvæmdin var eftirfarandi : 

- Einum hluta TCA var blandað við 9 hluta sýnis. Lausnin var látin standa í kæli 

í um 15 mínútur áður en hún var spunnin í 10 mínútur við 14.000 rpm og 4°C. 

- Floti var hent og reynt að þurrka mest af vökvanum sem eftir varð í glasinu. 

- 500 µl af 70% etanóli var bætt út í glasið og skilundið. Floti var hellt af og 

glasið þurrkað með pappír (gert til að losna við sýruna). 

- Botnfallið var að lokum leyst upp í 1X Laemmli buffer (mismikið eftir stærð 

botnfalls, oft í kringum 10-50 µl). 

Eftir að sýnin voru soðin í 5 mínútur voru þau klár fyrir rafdrátt. 

 

Ákvörðun hraðafastanna Km og kcat 
Hraðafastarnir Km og kcat voru ákvarðaðir við tvenns konar aðstæður við 25°C. 

Annars vegar í 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8, sem gefur hraðafastana við 

vatnsrofsaðstæður, og hins vegar við umfosfórunaraðstæður í 1,0 M díetanólamín, 1,0 
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mM MgCl2, pH 9,8. Í bæði skiptin var virkni mæld við nokkra hvarfefnastyrki á bilinu 

0,01 mM til 0,5 mM. 

 Hraðafastinn Km var reiknaður með forritinu Kaleidagraph, en með því mátti 

meta fastann með ólínulegri nálgun á Michaelis-Menten jöfnunni, kcat var svo 

reiknaður út frá Vmax og mólmassanum 57634 Da. 

 

Hitastöðugleiki  
 Tvenns konar mælingar voru gerðar til að meta hitastöðugleika ensímanna, 

annars vegar m.t.t hvarfstöðvar og hins vegar m.t.t. heildarbyggingar. Í tilfelli mælinga 

á hvarfstöðinni voru ensímlausnir settar í hitabað í 20 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0 

við mismunandi hitastig á bilinu 20-60°C og virkni mæld á nokkurra sekúndna eða 

mínútna fresti. Hraðafasti afmyndunar, k, var notaður til að reikna þann tíma sem 

ensímið tók að missa 50% af virkni sinni, t1/2, við hvert hitastig. 

 Hitastöðugleiki m.t.t. heildarbyggingar var metinn með 

hringskautunarmælingum (e. circular dichroism) í J-810 hringskautunarmæli frá Jasco. 

Hitastig var hækkað um 1°C á mínútu og fylgst með afmyndun ensíma við 222 nm á 

bilinu 20-90°C. Ensímstyrkir voru um 0,002-0,003 mg/ml og mælt var í þrenns konar 

bufferum : 1) 10 mM MgSO4, 50 mM MOPS, 2) 10 mM MgCl2, 20 mM Tris, 3) 1,0 

mM MgSO4, 50 mM MOPS. 

 

Geymsla stökkbrigða 
 Eftir ummyndun E.coli með stökkbreyttum plasmíðum, og staðfestingu á að 

rétt stökkbreyting hefði verið innleidd (raðgreining) voru frumurnar ræktaðar að 

stöðufasa og frystar í 20% glýseróli. 
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Mynd 4. Samröðun amínósýruraða nokkurra AP og staðsetning stökkbreytinga. Lóðréttu 
örvarnar sýna hvar stökkbreytingar voru innleiddar í VAP, í stöðum 48 og 486. Gormarnir 
sýna staðsetningu alfa-helixa og láréttu örvarnar beta-fleti [19]. 

Niðurstöður 
 

Val á stökkbreytingum 
Vísar voru útbúnir til þess að innleiða stökkbreytingu á tveimur stöðum innan 

VAP ensímsins, annars vegar í stöðu 48 og hins vegar í stöðu 486 líkt og mynd 4 

sýnir. Í allt voru fjórir vísar búnir til, þrír yfir stöðu 48 og einn yfir stöðu 486. 

Ástæðan fyrir valinu á stöðu 48 var sú að tvö ensím sem starfa við meðalheitar 

aðstæður, ECAP og PLAP, eru með prólín leif í þessari stöðu en ekki kuldakæru 

ensímin VAP, SAP og TAP. Það er því hugsanlegt að þessi staða sé mikilvæg fyrir 

stöðugleika og/eða hreyfanleika ensímanna. Í VAP er glýsín leif í þessari stöðu og því 

var ákveðið að skipta henni út fyrir prólin (P), aspartik sýru (D) og lýsín (K).  

 Staða 486 er forvitnileg fyrir þær sakir að þar er glýsín leif í próteinkeðjum 

allra ensímanna nema VAP, en þar er lýsín. Hugmyndin var sú að þar sem glýsín er 

svo vel varðveitt í þessari stöðu sé hugsanlega mikilvægt að mikill hreyfanleiki geti átt 

sér stað á þessu svæði. Það væri því hugsanlega hægt að auka kuldavirka eiginleika 

VAP með því að skipta lýsin út fyrir glýsín í þessari stöðu. 

 
 

 

 

 

 

Hönnun vísa 
Vísarnir voru hannaðir í höndunum út frá basaröð gensins, þ.e. án aðstoðar 

tölvuforrita, og pantaðir frá TAG í Kaupmannahöfn. Tafla 1 tekur saman þær 

stökkbreytingar sem vísunum var ætlað að innleiða, lengd þeirra, fjölda misparaðra 

basa, %GC hlutfall og bræðslumark þeirra. Basaröð vísanna má finna í viðauka. 
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Tafla 1. Upplýsingar um vísa sem notaðir voru. 
Nafn 

vísis 

Stökkbreyting Lengd 

(fjöldi 

basa) 

Misparaðir 

basar (fjöldi)

%GC 

hlutfall 

Bræðslu- 

mark  

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 

 

Bræðslumark var reiknað með eftirfarandi jöfnu : 

Tm = 81,5 + 0,41(%GC) – 675/N - %MP 

Þar sem Tm er bræðslumark vísis, %GC er G+C hlutfallið í prósentum, N er 

lengd vísis (þ.e. fjöldi basa) og %MP er hlutfall misparana (misparaðir basar / fjöldi 

basa).  

Samkvæmt framleiðanda Quikchange® settsins, Stratagene, er best að fylgja 

vissum viðmiðunarreglum við hönnun vísa svo hvarfið gangi að óskum. Þeirra á meðal 

eru að lengd vísanna skuli vera á milli 25-45 basar, bræðslumark þeirra (Tm) ætti að 

vera ≥78°C og %GC hlutfall þeirra ætti að vera a.m.k. 40%. Eins og sjá má í töflu 1 

uppfyllti einungis AP#57 öll þessi skilyrði. Prófað var að nota tölvuforrit á vefsvæðinu 

http://www.bioinformatics.org/primerx/ til þess að hanna betri vísa, en án árangurs. 

 

Quikchange® hvarf 
Quikchange® hvarf var framkvæmt þrisvar fyrir hvern vísi, og sýnin rafdregin að því 

loknu. Í hvert skipti kom band einungis fram eftir hvarf með vísi AP#57, sem ætlað 

var að innleiða stökkbreytinguna K486G, og þeim brunnum sem innhéldu jákvæð 

viðmið (e. positive control) líkt og mynd 5 sýnir.  
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Mynd 5. Rafdráttur plasmíða eftir Quikchange® hvarf. Númerin efst vísa til brunnanna. 
Brunnur 1 ; Generuler 1kb DNA stigi, Brunnur 2; pBAS40(G48P), Brunnur 3; 
pBAS40(G48K), Brunnur 4; pBAS40(G48D), Brunnur 5; pBAS40(K486G), Brunnur 6; 
tómur, Brunnar 7-9 jákvæð viðmið. 

 Stærð plasmíðsins pBAS40 er um 4300 basar [28], sem þýðir að böndin í 

brunnum 5,7,8 og 9 eru á réttum stað.  Þar sem bönd koma ekki fram á hlaupinu á 

mynd 5 er annaðhvort mjög lítið eða ekkert plasmíð í brunnunum. Það þýðir að 

Quikchange® hvörf með vísunum AP#54, AP#55 og AP#56 hafa ekki gengið vel. 

Hugsanlega má rekja það til þess að vísarnir uppfylla ekki viðmiðunarreglur 

Stratagene.  

Tilraun til þess að bæta hvarfið var gerð, hún fólst í því að prófa önnur hitastig 

við pörunarskrefið (e. annealing step) sem framkvæma má í PCR tækjum sem bjóða 

upp á hitastigul s.s. PTC-200 Peltier thermal cycler tækið frá MJ Research sem notað 

var hér. Pörunarskref Quikchange® hvarfs felst í því að lækka hitastigið svo vísarnir 

geti parast plasmíðunum, en ef þessi pörun á sér ekki stað myndast ekki stökkbreytt 

plasmíð. Pörunarskrefið í Quikchange® hvörfunum sem lýst var hér að ofan var 52°C, 

en hugsanlega er það of hátt til þess að vísar AP#54, AP#55 og AP#56 geti parast 

plasmíðinu. Sjö pörunarhitastig á bilinu 44-52°C voru því prófuð, en önnur hitastig líkt 

og lýst var í kaflanum efni og aðferðir voru óbreytt. Mynd 6 sýnir rafdrátt plasmíðanna 

sem fengust við þessa tilraun. 
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Líkt og mynd 6 sýnir hafði breytt pörunar hitastig engin áhrif á gæði 

Quikchange® hvarfsins. Líkt og áður virðist einungis plasmíðið pBAS40(K486G) 

myndast í teljanlegu magni (hlaup D). Samkvæmt framleiðanda Quikchange® settsins 

er þó ráðlegt að halda áfram í ummyndun jafnvel þó rafdráttur plasmíða eftir hvarfið 

gefi engin bönd.   

 

Ummyndun E. coli og raðgreining 
 Ummyndun E. coli var framkvæmd með öllum plasmíðunum, bæði með 

TOP10 stofn og DH5α sem gerður hafði verið yxna með tveimur aðferðum líkt og lýst 

er í kaflanum Efni og aðferðir. Ummyndun tókst nokkrum sinnum, en raðgreining 

leiddi í ljós að í einungis eitt skipti hafði bakterían tekið upp stökkbreytt plasmíð. 

Tafla 2 tekur þessar niðurstöður saman. 

 Töflu 2 er einnig ætlað að gefa hugmynd um hvort að aðferð Chung et al. [37] 

eða Inoue et al. [38] til þess að gera DH5α yxna sé betri. Af níu tilraunum til þess að 

ummynda DH5α sem gerður hafði verið yxna með aðferð Chung et al. tókst engin 

þeirra, en af fjórum tilraunum til að ummynda DH5α sem gerður hafði verið yxna með 

aðferð Inoue et al. heppnuðust fjórar.  

Mynd 6. Rafdráttur plasmíða úr stigulstilraun. Myndin sýnir fjögur hlaup, A-D,  á hverju 
þeirra er einungis eitt plasmíð rafdregið : A;pBAS40(G48P), B;pBAS40(G48K), 
C;pBAS40(G48D), D;pBAS40(K486G). Í öllum tilfellum er Generuler 1kb DNA stigi í 
brunni 0, og í brunnum 1-7 plasmíðin eftir QuikChange® hvarf við mismunandi 
pörunarhitastig frá 44-52,1°C.   
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Tafla 2. Yfirlit yfir ummyndun E. coli. Einungis ein tilraun gaf af sér frumur með stökkbreytt 
plasmíð, pBAS40(G48D). 
Stofn E. coli Fjöldi tilrauna 

til 

ummyndunar 

Fjöldi tilrauna 

sem tókust 

Fjöldi 

villigerða 

Stökkbreytt 

DH5α/Chung 9 0 0 0 

TOP10 3 2 0 pBAS40(G48D)

DH5α/Inoue 4 4 4 0 

 

 Einungis tókst að ummynda E.coli með einu stökkbreyttu plasmíði, 

pBAS40(G48D), líkt og tafla 2 sýnir. Öll áhersla var því lögð á að rækta frumur með 

þessu plasmíði og einangra ensímið VAP(G48D). 

 

Próteinhreinsun 
Ekki tókst að hreinsa stökkbrigðið VAP(G48D) þrátt fyrir ítrekaðar tilraunir. 

Bjarni Ásgeirsson hreinsaði hins vegar stökkbrigðið VAP(S485C) og því voru 

stöðugleika og hraðafræði mælingar einungis framkvæmdar á VAP(S485C). 

Hreinsunarferilinn má sjá á mynd 7, tafla 3 er svo hreinsunartafla fyrir VAP(S485C). 

 

Mynd 7. Hreinsunarferill VAP(S485C). Ferillinn sýnir virkni sem mæld var í glösunum sem 
safnað var. DTB stendur fyrir 2,5 mM desthiobiotin lausn sem losar ensímið af súlunni. Salt 
og etýlen glýkól var notað til að losa prótein sem bindast súlunni ósértækt.  
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Tafla 3. Einangrun Vibrio AP afbrigðis S485C á StepTactin Sepharósa skilju. Eftir að sýnið 
rann í gegnum skiljuna, var hún fyrst skoluð með 20 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0; síðan 
var 0,15 M NaCl bætt í skollausnina og næst 15% etylen glýkóli.  Losun var síðan framkvæmd 
með 2,5 mM desthiobíótíni samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda (glös 24-33).  Losun var 
svo haldið áfram eftir stöðu yfir nótt (glös 34-43).  Virkni var mæld með 5 mM p-
nítrófenýlfosafati í 1M díetanólamín buffer, 1 mM MgCl2 (pH 8,0).  Próteinstyrkur var 
mældur með Coomassie G250 aðferð.  

Sýni ml U/ml U mg/ml mg % U/mg Hreinsun 

Flot  80 41,6 3328 4,01 320,8 100 80,0 1,00 

Botnfall 6 2,1 12,6 0,51 3,1 0,4 24,7 0,30 

Gegnumflæði 115 2,5 282,9 2,46 283,7 8,5 1,0 0,01 

Glös 24-33 28 39,6 1108 0,042 1,17 33,2 942,1 12,00 

Glös 34-43 33 7,9 260,7 0,013 0,43 7,8 606,2 7,50 

 

SDS rafdráttur 
 SDS rafdráttur var framkvæmdur til þess að meta gróflega próteinhreinsunina, 

þ.e. til þess að fá mat á það hvort að önnur prótein hafi losnað með VAP af Strep-

Tactin súlunni. Líkt og mynd 8 sýnir gaf rafdrátturinn þrjú bönd. 

 
Mynd 8. SDS rafdráttur til að kanna hreinleika ensíms eftir hreinsun á Strep-Tactin súlu. 
Sýnin voru rafdregin á 12,8% (w/v) hlaupi í lausnarkerfi Laemmlis. Rás 1:  Sameinað safn 
glasa 24-33 (sýnið ekki soðið); Rás 2:  Glas 6; Rás 3:  Glas 14; Rás 4:  Glas 20; Rás 5: Glas 
22; Rás 6: Glas 24; Rás 7: Glas 25; Rás 8: Glas 26; Rás 9: Glas 27; Rás 10: Glas 28; Rás 11: 
Glas 30; Rás 12: Sameinað safn glasa 24-33 (sýnið ekki soðið); Rás 13: Sameinað safn glasa 
24-33 (sýnið soðið); Rás 14: Stigi frá Fermentas kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15; Rás 
15: Sameinað safn glasa 24-33 (sýnið soðið). Glasanúmer eru þau sömu og í töflu 3. 
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 Böndin þrjú á mynd 8 voru skorin út (sjá brunn 13 á myndinni) og Guðjón 

Andri Gylfason massagreindi þau. Massagreiningin leiddi í ljós að bandið í miðjunni 

var VAP, en við því var að búast þar sem mólmassi VAP með Strep-tag halanum er 

um 57 kDa. Hins vegar kemur á óvart að neðsta bandið reyndist einnig vera VAP, en 

hugsanlega er þar um að ræða VAP sem einhverra hluta vegna hefur misst Strep-tag 

halann (villigerðar VAP er um 55 kDa, þ.e. án halans) en það hefur ekki sést áður. Að 

lokum greindist svo efsta bandið (um 72 kDa skv. hlaupi) sem chaperone próteinið 

DnK. 

   

Mótefnalitun (e. dot blot) 
Dot blot var framkvæmt til þess að staðfesta tilvist VAP í ræktum eða 

hreinsuðum sýnum. Mynd 9 sýnir niðurstöðu þessa prófs en mynd 10 sértækni 

aðferðarinnar þar sem athugað er hvort mótefnið bindist AP úr öðrum dýrategundum. 

 

 
Mynd 9.  Mótefnalitun ýmissa Vibrio AP sýna.  Í hverju tilfelli var 5 μl dropi settur á PVDF 
himnu og síðan litað með Anti-Vibrio AP mótefni sem var búið til í kanínu hjá Innovagen 
(Svíþjóð).  Mótefnið var þynnt 1:1000 í 25 mM Hepes lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl með 
0,05% Tween sápu, en himnan áður mettuð með 40-falt sterkari lausn.  Efsta röð:  Fullhreint 
villigerðar AP #1, fullhreint villigerðar AP #2; tóm rás; fullhreint villigerðar AP #1, fullhreint 
villigerðar AP #2;.  Næst efsta röð:  Stökkbrigði S485C (frumræktarsýni-flot) klónn1; klónn 2; 
klónn 3; klónn4; og klónn 5.  Þriðja röð: G270A hreinsað prótein, hreinsað stökkbrigði #54 
(G48D), hreinsað stökkbrigði #57 (K486G), stökkbrigði G48D í LMG194 frumum 
(neikvætt), og aftur stökkbrigði G48D í LMG194 frumum.  Neðsta röð:   Rækt af LMG194 
frumum með G48P plasmíð í sér; annað án sýnis. 



24 
 

 
Mynd 10. Mótefnalitun AP sýna úr ýmsum lífverum til þess að kanna sértækni mótefnisins. Í 
hverju tilfelli var 5 μl dropi settur á PVDF himnu og síðan litað með Anti-Vibrio AP mótefni 
sem var búið til í kanínu hjá Innovagen (Svíþjóð).  Mótefnið var þynnt 1:1000 í 25 mM Hepes 
lausn (pH 7,5), 150 mM NaCl með 0,05% Tween sápu, en himnan áður mettuð með 40-falt 
sterkari lausn. Í röðum A og B eru sömu sýni en númer vísa til : 1. VAP villigerð; 2: VAP 
villigerð (0,24 mg/ml); 3: E. coli AP;  4: Kálfaþarms AP; 5: Þorska AP; 6: Blankur; 7: Rækt af 
LMG194 frumum með G48P plasmíð í sér; 8: VAP með Strep-tag hala. 

Á mynd 9 má sjá að frumurnar tjáðu VAP(G48D). Það er forvitnilegt fyrir þær 

sakir að ekki tókst að hreinsa stökkbrigðið þrátt fyrir ítrekaðar tilraunir. Bjarna 

Ásgeirssyni tókst að ummynda frumur með plasmíði með stökkbreytinguna G48P í 

VAP. Eins og myndin sýnir tjá frumurnar hins vegar ekki ensímið.  

Mynd 10 sýnir sértækni mótefnisins. Sértæknin er ekki fullkomin því þó það 

bindi hvorki þorska né E. coli AP þá bindur það kálfa AP. Myndin sýnir enn fremur að 

mótefnið binst bæði villigerðar VAP og VAP með Strep-tag hala. Að lokum staðfestir 

hún að rækt LMG194 sem ummynduð hafði verið með plasmíði sem innihélt 

stökkbreytinguna G48P í VAP geninu tjáir ekki ensímið. 

 

Ákvörðun á –SH hópum og tvísúlfíðbrú 
 Stökkbreytingin S485C er staðsett þannig í VAP að möguleiki er á myndun 

tvísúlfíðbrúar milli einliðanna tveggja líkt og mynd 11 sýnir.  Af þeim sökum var 

ákveðið að kanna þennan möguleika með hvarfi ensímsins við Ellmans hvarfefnið 

(5,5’-díþíó-bis-(2-nítróbensóik sýra eða DNTB) sem gefur mat á fjölda –SH hópa og 

við NTBS (2-nítró-5-þíósúlfobensóati) sem gefur mat á fjölda tvísúlfíðbrúa. Eftir hvarf 

ensíms við hvarfefnin myndast þíóbensóat anjón í réttu hlutfalli við fjölda –SH eða -

SS- (tvísúlfíðbrú) hópa eftir því hvort efnið er notað. Anjónin er mjög litsterk og því 

má meta magn hennar með gleypnimælingu við 412 nm. Hvor ákvörðun var gerð 

tvisvar eins og sjá má í töflu 4.  
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Tafla 4. Ákvörðun á –SH hópum og tvísúlfíðbrú í VAP(S485C). Í töflunni vísar fyrri og 
seinni ákvörðun til þess að hvörfin voru framkvæmd í tvígang. Styrkur vísar ýmist til 
ensímstyrks eða styrks þíóbensóat anjónarinnar eftir hvarf við DTNB eða NTSB. 
Ensímstyrkur var mældur með Coomassie Blue litarefni og miðast við mólmassa stökkbreyttu 
einliðunnar, 57639 g/mól. 
Fyrri ákvörðun Styrkur (M) Fjöldi –SH 

hópa 
Fræðilegur 
fjöldi -SH 

Fjöldi -SS- 
hópa 

DTNB hvarf 5,14 · 10-7 0,7 1  
NTSB hvarf 1,38 · 10-6 1,9 2 1,2 
Ensímstyrkur 7,32 · 10-7    

Seinni ákvörðun     
DTNB hvarf 6,62 · 10-7 1,1 1  
NTSB hvarf 1,47 · 10-6 2,3 2 1,2 
Ensímstyrkur 6,32 · 10-7    

 

 Eins og sjá má í töflu 4 leiddi tilraunin í ljós að tvísúlfíðbrú er til staðar í 

stökkbrigðinu VAP(S485C). 

 

 
Mynd 11. Tvísúlfíðbrú milli eininga VAP(S485C). Á miðri myndinni má sjá gult tengi, en 
það er brennisteinsbrúin sem tengir saman einingarnar tvær (þá rauðu og þá grænu). Í neðra 
horninu hægra megin hefur svæðið þar sem tengið myndast verið stækkað.  
 

Ákvörðun hraðafastanna Km og kcat 
Hraðafastarnir Km og kcat voru ákvarðaðir við tvenns konar aðstæður við 25°C, 

annars vegar við vatnsrofs aðstæður og hins vegar við umfosfórunaraðstæður. 

Hraðafastinn Km var reiknaður með forritinu Kaleidagraph, en með því mátti meta 
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fastann með ólínulegri nálgun á Michaelis-Menten jöfnunni, líkt og myndir 12 og 13 

sýna. kcat var svo reiknað út frá Vmax og mólmassanum 57634 Da. Tafla 5 tekur saman 

hraðafasta stökkbrigðisins og villigerðar VAP. Km gefur til kynna sækni ensíms í 

hvarfefni en kcat (hverfitalan) segir til um þann fjölda sameinda sem umbreytt er í 

myndefni í einni hvarfstöð þegar ensím vinnur við hámarksgetu. 

 

 
Mynd 12. Michaelis-Menten ferill ensímhvataða hvarfsins pNPP→pNP með VAP(S485C) við 
vatnsrofs aðstæður. Framkvæmt í 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8. 
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Mynd 13. Michaelis-Menten ferill ensímhvataða hvarfsins pNPP→pNP með VAP(S485C) við 
umfosfórunar aðstæður. Framkvæmt í 1,0 M dietanolamín, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8.  
 

Tafla 5. Hraðafræðifastar villigerðar VAP og stökkbrigðisins VAP(S485C). Taflan sýnir 
hraðafræðifasta mælda við umfosfórunar aðstæður (1,0 M dietanolamín, 1,0 mM MgCl2, pH 
9,8) og við vatnsrofs aðstæður (0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8). Í báðum tilfellum var 
pNPP hvarfefni og mælt við 25°C.  #[41] *[28]. 

Hvarfleið Ensím Km (mM) kcat (s-1) kcat/Km        

((s-1M-1)10-6)  

Umfosfórun Villigerð# 0,130 ± 0,100 2050 ± 205 15,8 

VAP(S485C) 0,349 ± 0,009 1899 ± 83  5,4 

Vatnsrof Villigerð* 0,043 ± 0,008 775 ± 42 18,0 

VAP(S485C) 0,031 ± 0,001 188 ± 9 6,1 

 

 Stökkbreytingin S485C veldur mikilli lækkun í hvötunarvirkni (kcat/Km) VAP 

við báðar aðstæður. Við umfosfórunaraðstæður má rekja þessa lækkun til minnkaðrar 

sækni í hvarfefni (Km), því stökkbreytingin veldur ekki marktækri breytingu í 

hverfitölu ensímsins(kcat). Við vatnsrofsaðstæður má hins vegar rekja lækkaða 

hvötunarvirkni bæði til minnkaðrar sækni í hvarfefni og skertrar hverfitölu. 

 Hér er þó mikilvægt að hafa í huga að líkt og mynd 8 sýnir er þó nokkur 

mengun í sýnunum sem notuð voru. Gróflega má áætla af styrk bandanna að magn 
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DnK sé um fjórðungur próteinsins í lausninni. Þetta hefur þau áhrif að mat á kcat er 

ekki fullkomlega rétt. 

 

Hitastöðugleiki þriðja stigs byggingar 
 Hitastöðugleiki þriðja stigs byggingar VAP(S485C) var metinn með 

hringskautunarmælingum í þremur bufferum : 1) 10 mM MgCl2, 20 mM Tris, 2) 1,0 

mM MgSO4, 50 mM MOPS, 3) 10 mM MgSO4, 50 mM MOPS. Fylgst var með 

afmyndun ensímsins við 222 nm á bilinu 20-90°C og gögnin notuð til að reikna og 

draga feril af hlutfalli afmyndaðs próteins á móti tíma. Ferlarnir, sem sýndir eru á 

myndum 14-16, voru svo notaðir til að meta bræðsluhitastig ensímsins Tm. Tafla 6 

tekur saman bræðsluhitastig ensímsins í bufferunum þremur. 

 Tvær ástæður voru fyrir því að þrír bufferar voru prófaðir, annars vegar var 

verið að kanna hvort að styrkur magnesíums í buffernum hafi áhrif á stöðugleika 

ensímsins, því eins og áður hefur komið fram gegna jónir í hvarfstöð ensímsins bæði 

stöðugleika- og hvötunarhlutverki. Hins vegar var verið að kanna hvaða áhrif 

mismunandi bufferar hafa á CD rófin, en klórjónir gleypa ljós undir 250 nm og lækka 

hlutfall merkis og suðs [42]. 

 
Mynd 14. Bræðsluferill VAP(S485C) í 10 mM MgCl2, 20 mM Tris. Hringskautun ensímsins 
var mæld á hitastigsbilinu 20-90°C í 5 mm kúvettu, hlutfall afmyndaðs próteins reiknað og 
dregið upp á móti tíma. 
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Mynd 15. Bræðsluferill VAP(S485C) í 1,0 mM MgSO4, 50 mM MOPS. Hringskautun 
ensímsins var mæld á hitastigsbilinu 20-90°C í 2 mm kúvettu, hlutfall afmyndaðs próteins 
reiknað og dregið upp á móti tíma. 

 
Mynd 16. Bræðsluferill VAP(S485C) í 10,0 mM MgSO4, 50 mM MOPS. Hringskautun 
ensímsins var mæld á hitastigsbilinu 20-90°C í 2 mm kúvettu, hlutfall afmyndaðs próteins 
reiknað og dregið upp á móti tíma. 
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Tafla 6. Bræðsluhitastig (Tm) villigerðar VAP og stökkbrigðisins VAP(S485C) í þremur 
bufferum ákvarðað með hringskautun.*[28].  

Ensím (buffer) Tm (°C) 

VAP(S485C) (20 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0) 50,2 

VAP(S485C) (50 mM MOPS, 10 mM MgSO4, pH 8,0) 52,8 

VAP(S485C) (50 mM MOPS, 1,0 mM MgSO4, pH 8,0) 50,6  

Villigerð (50 mM MOPS, 1,0 mM MgSO4, pH 8,0)* 50,5 ± 0,1 

 

 Stökkbreytingin hefur ekki áhrif á bræðsluhitastig ensímsins (Tm) ef bornar eru 

saman mælingar á VAP(S485C) og villigerð í sama buffer. Að auki má sjá að 

bræðsluhitastig VAP(S485C) í Tris buffernum er rúmlega tveimur gráðum lægra en 

bræðsluhitastig stökkbrigðisins í MOPS buffernum. Líklega má rekja það til þess að 

SO4
2- jónin stöðgar ensímið meira en Cl- jónin. Þar að auki breytist sýrustig í Tris 

lausnum meira en í MOPS lausnum með hækkuðu hitastigi, sem einnig hefur áhrif á 

stöðugleika ensímsins. 

 

Hitastöðugleiki virknisets 
 Hitastöðugleiki virknisets VAP(S485C) var metinn með virknimælingum við 

mismunandi hitastig. Ensímlausnin var sett í hitabað í 20 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 

8,0 við mismunandi hitastig á bilinu 20-60°C og virkni mæld á nokkurra sekúndna eða 

mínútna fresti. ln(virkni/upphafsvirkni) var svo dregin upp á móti tíma líkt og mynd 

17 sýnir og hraðafasti afmyndunar, k, metinn út frá hallatölum línanna. Hraðafastinn 

var svo notaður til að reikna þann tíma sem ensímið tók að missa 50% af virkni sinni, 

t1/2, við hvert hitastig með jöfnunni ln2/-k líkt og tafla 7 sýnir. 
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Mynd 17. Hitastöðugleiki virknisets VAP(S485C) metinn með virknimælingum við 
mismunandi hitastig. Ensímlausnin var sett í hitabað í 20 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0 við 
mismunandi hitastig á bilinu 20-60°C og virkni mæld á nokkurra sekúndna eða mínútna fresti. 
● T = 20°C,  T = 25°C,  T = 30°C,  T = 35°C,  T = 40°C, Δ T = 45°C,  T = 50°C,  
T = 55°C,  T = 60°C. 
 

Tafla 7. t1/2 gildi VAP(S485C) og villigerðar á hitastigsbilinu 20-60°C. t1/2 gefur til kynna 
þann tíma sem ensím tekur að missa 50% af virkni sinni við tiltekið hitastig. *[28]. 

Hitastig (°C) Villigerð t1/2 (mín)* VAP(S485C) t1/2 (mín) 

20 ∞ 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 helmingunartímar villigerðar og VAP(S485C) eru bornir saman má sjá að 

stökkbreytingin hefur mjög neikvæð áhrif á stöðugleika virknisets ensímsins. Út frá 
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gögnunum má reikna það hitastig sem veldur því að ensímið missir 50% af virkni sinni 

á 30 mínútum (T50). Fyrir VAP(S485C) er T50 22°C en fyrir villigerð VAP 32°C [28]. 
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Umræður 
 

Stökkbreytingar í stöðu 48 og 486 
 Lagt var upp með að reyna fjórar stökkbreytingar í stöðum 48 og 486 í VAP 

ensíminu, þ.e. G48P, G48K, G48D og K486G. Illa gekk að innleiða þessar 

stökkbreytingar í gen VAP á pBAS40 plasmíðinu sem sennilega má rekja til þess að 

vísarnir sem hannaðir voru uppfylltu ekki viðmiðunarreglur framleiðanda Quikchange 

settsins, Stratagene. Að lokum tókst þó að ummynda frumur með plasmíðum sem 

innihéldu stökkbrigðin VAP(G48D) og VAP(G48P). Mikil vinna fór í að reyna að 

hreinsa þessi stökkbrigði úr ræktunum án árangurs. 

 Dot blottið (myndir 9 og 10) sýndi að frumurnar tjáðu VAP(G48D) en ekki 

VAP(G48P) sem skýrir hvers vegna ekki tókst að hreinsa VAP(G48P). Erfitt er að 

skýra hvers vegna hreinsun á VAP(G48D) gekk ekki. Hugsanlega var ensímið ófært 

um að fullmótast vegna stökkbreytingarinnar, og því brotið niður í frumunum. 

Staðsetning stökkbreytingarinnar styður þessa kenningu þar sem í stöðu 47 er glútamik 

sýra í VAP sem er ekki til staðar í öðrum AP, þ.m.t. SAP sem miðað var við þegar 

stökkbreytingin var valin (mynd 4). Glútamik sýra og aspartik sýra eru báðar nokkuð 

stórar amínósýrur og þar að auki bera þær sömu hleðslu. Ensímið hefur því hugsanlega 

verið ófært um að fullmótast bæði vegna sterískra hindrana og fráhrindikrafta vegna 

hleðslanna. 

 Mynd 5 sýnir að Quikchange hvarfið með vísi AP#57 sem gaf 

pBAS40(K486G) virtist hafa gengið vel. Aðaláhersla var hins vegar lögð á 

stökkbrigðið VAP(G48D) því fyrstu frumurnar sem tókst að ummynda báru plasmíð 

sem tjáðu þetta stökkbrigði. Það gafst því einfaldlega ekki tími til að fullreyna 

ummyndun með pBAS(K486G) plasmíðinu. 

Stökkbreyting í stöðu 485 
 Þar sem ekki hafði tekist að hreinsa þau stökkbrigði sem lagt var upp með var 

ákveðið að taka inn í verkefnið stökkbrigði sem Bjarni Ásgeirsson hreinsaði, 

VAP(S485C). Það þýddi því að hverfa þurfti frá upphaflegu rannsóknarmarkmiði, þ.e. 

að kanna áhrif glýsín og prólín leifa á kuldavirka eiginleika ensíma. Í staðinn opnaðist 

tækifæri á því að kanna áhrif brennisteinsbrúar á stöðugleika og hvötunargetu 

ensímsins. 
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 VAP inniheldur einungis eina cystein leif í hvorri einliðu í stöðu 67. Þær geta 

því ekki myndað brennisteinsbrú innan keðju, og vegna þess hve aðskildar þær eru þá 

mynda þær ekki slíkt tengi sín á milli, þ.e. milli einliða. Tilraunir hafa verið gerðar 

með það að markmiði að kanna áhrif tvísúlfíðtengja í VAP með stökkbreytingum. 

Bjarni Ásgeirsson og fleiri stökkbreyttu VAP með þeim hætti að tvísúlfíðtengi 

mynduðust þegar cystein leif var komið var fyrir í nálægð við Cys67. Niðurstaðan gaf 

til kynna að hreyfanleiki nálægt hvarfstöð sé mikilvægur fyrir hvötunargetu ensímsins 

því Cys67 er í mikilli nálægð við hvarfstöð og tvísúlfíðtengin ollu lækkaðri 

hvötunargetu [43]. 

 Staða 485 í VAP er á mótum einliðanna tveggja og leifarnar tvær í sitt hvorri 

einliðu mætast á þessum mótum. Vegna nálægðarinnar eru þær færar um að mynda 

brennisteinsbrú sín á milli líkt og mynd 11 sýnir og staðfest var hér með tilraunum. 

Tilraunirnar sem hér voru gerðar gefa því mat á það hvaða áhrif minnkaður 

hreyfanleiki á mótum einliðanna í ensíminu hafa. 

 Sýnt var fram á að stökkbreytingin S485C olli lækkun í hvötunarvirkni 

(kcat/Km) bæði við umfosfórunar og vatnsrofsaðstæður miðað við villigerð. Við 

umfosfórunaraðstæður mátti rekja þessa lækkun til minnkaðrar sækni í hvarfefni (Km) 

því ekki varð marktæk breyting í hverfitölu. Við vatnsrofsaðstæður mátti hins vegar 

rekja lækkaða hvötunarvirkni bæði til minnkaðrar sækni í hvarfefni og skertrar 

hverfitölu. Til þess að kanna hvað olli þessum áhrifum var hitastöðugleiki þriðja stigs 

byggingar og virknisets ensímsins kannaður. 

 Hitastigsstöðugleiki þriðja stigs byggingar VAP(S485C) var metinn með 

hringskautunarmælingum. Stökkbreytingin hafði ekki marktæk áhrif á bræðsluhitastig 

ensímsins (Tm) ef stökkbrigðið (Tm = 50,6 ± 0,1) og villigerð (Tm = 50,5 ± 0,1) eru 

borin saman, gagnstætt því sem e.t.v. mætti búast við. Hitastöðugleiki virknisets var 

metinn með virknimælingum við mismunandi hitastig. Mælingarnar leiddu í ljós að 

stökkbreytingin hefur mjög neikvæð áhrif á stöðugleika virknisets ensímsins. 

 Þegar niðurstöðurnar eru teknar saman virðast þær í raun stangast á við það 

sem fjallað var um í inngangi, þ.e. að samgild tengi og önnur veikari hrif innan ensíma 

stöðgi byggingu þeirra sem leiði til lækkunar á hvötunarvirkni. Niðurstaðan sem hér 

fékkst er að samgilt tengi milli einliða í VAP minnki stöðugleika innan virknisets en 

minnki um leið hvötunarvirkni. Hugsanlega má skýra þessa niðurstöðu að hluta með 

því að losun fosfórs er hraðatakmarkandi við vatnsrof. Þegar einingar VAP eru tengdar 

saman með tvísúlfíðtengi gengur þessi losun e.t.v. verr en ella sem veldur lækkuðu 
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kcat. Ef alkóhól er til staðar, þ.e. ensímið vinnur við umfosfórunaraðstæður, losnar 

fosfór líkt og áður þegar það hvarfast við alkóhólið og því hefur stökkbreytingin ekki 

áhrif á kcat við slíkar aðstæður. Hvötun ensímsins við vatnsrofsaðstæður er því e.t.v. 

háð hreyfingum á mótum einliðanna sem stökkbreytingin hamlar.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  



36 
 

Heimildaskrá 
 
[1] Kristjánsson, M. M., Ásgeirsson, B. & Bjarnason, J. B. (1997) Serine proteinases 

from cold-adapted organisms, Adv Exp Med Biol 415, 27-46. 
[2] Gerday, C., Aittaleb, M., Arpigny, J.L., Baise, E., Chessa, J.P., Garsoux, G., 

Petrescu, I., & Feller, G. (1997) Psychrophilic enzymes: a thermodynamic 
challenge, Biochim Biophys Acta 1342, 119-131. 

[3] Low, P.S., Bada, J.L. & Somero, G.N. (1973) Temperature adaptation of enzymes: 
roles of the free energy, the enthalpy, and the entropy of activation, Proc Natl 
Acad Sci USA 70, 430-432. 

[4] Fields, P.A. (2001) Protein function at thermal extremes: balancing stability and 
flexibility, Comp Biochem Physiol 129, 417-431. 

[5] Somero, G.N. (1995) Proteins and temperature, Annu Rev Physiol 57, 43-68. 
[6] Fleming, T., & Littlechild, J. (1997) Sequence and structural comparison of 

thermophilic phosphoglycerate kinases with a mesophilic equivalent, Comp 
Biochem Physiol A Physiol 118, 439-451. 

[7] Jaenicke, R., & Bohm, G. (1998) The stability of proteins in extreme 
environments, Curr Opin Struct Biol 8, 734-748. 

[8] Mavromatis, K., Feller, G., Kokkinidis, M. & Bouriotis, V. (2003) cold adaptation 
of a psycrophilic chitinase: a mutagenesis study, Protein Eng 16, 497-503. 

[9] Adams, M.W., Perler, F.B. & Kelly, R.M. (1995) Extremozymes: expanding the 
limits of biocatalysis, Biotechnology 13, 662-668. 

[10] D'Amico, S., Gerday, C. & Feller, G. (2003) Temperature adaptation of proteins: 
Engineering mesophilic-like activity and stability in a cold-adapted alfa-amylase, 
J Mol Biol 332, 981-988. 

[11] Georlette, D., Blaise, V., Collins, T., D´Amico, S., Gratia, E., Hoyoux, A., Marx, 
J.C., Sonan, G., Feller, G. & Gerday, C. (2004) Some like it cold: Biocatalysis at 
low temperatures, FEMS Microbiol Rev 28, 25-42. 

[12] Matthews, B.W., Nicholson, H. & Becktel, W. J. (1997) Enhanced protein 
thermostability from site-directed mutations that decrease the entropy of 
unfolding, Proc Natl Acad Sci USA 84, 6663-6667. 

[13] Koutsioulis, D., Wang, E., Tzanodaskalaki, M., Nikiforaki, D., Deli, A., Feller, 
G., Heikinheimo, P. & Bouriotis, V. (2008) Directed evolution on the cold 
adapted properties of TAB5 alkaline phosphatase, Protein Eng Des Sel 21, 319-
327. 

[14] Zavodszky, M., Chen, C.W., Huang, J.K., Zolkiewski, M., Wen, L. & 
Krishnamoorthi, R. (2001) Disulfide bond effects on protein stability: designed 
variants of Cucurbita maxima trypsin inhibitor-V, Protein Sci 10, 149-60. 

[15] Kim, E.E. & Wyckoff, H.W. (1991) Reaction mechanism of alkaline phosphatase 
based on crystal structures, J Mol Biol 218, 449-469. 

[16] de Backer, M., McSweeney, S., Rasmussen, H.B., Riise, B.W., Lindley, P. & 
Hough, E. (2002) The 1,9 Å crystal structure of heat-labile shrimp alkaline 
phosphatase, J Mol Biol 318, 1265-1274. 



37 
 

[17] Wang, E., Koutsioulis, D., Leiros, H. K., Andersen, O. A., Bouriotis, V., Hough, 
E. & Heikinheimo, P. (2007) Crystal structure of alkaline phosphatase from the 
Antartic bacterium TAB5, J Mol Biol 366, 1318-1331. 

[18] Le Du, M.H., Stigbrand, T., Taussig, M.J., Menez, A. & Stura, E.A. (2001) 
Crystal structure of alkaline phosphatase from human placenta at 1,8 Å 
resolution. Implication for a substrate specificity, J Biol Chem 276, 9158-9165. 

[19] Helland, R., Larsen, R. L. & Ásgeirsson, B. (2008) The 1,4 Å crystal structure of 
the large and cold-active Vibrio sp. alkaline phosphatase, Biochim Biophys Acta 
1794, 297-308. 

[20] Janeway, C.M., Xu, X., Murphy, J.E., Chaidaroglou, A. & Kantrowitz, E.R. 
(1993) Magnesium in the active site of Escherichia-coli alkaline phosphatase is 
important for both structural stabilization and catalysis, Biochemistry 32, 1601-
1609. 

[21] Coleman, J. E. (1992) Structure and mechanism of alkaline phosphatase, Annu 
Rev Biophys Biomol Struct 21, 441-483. 

[22] Holtz, K.M. & Kantrowitz, E. R. (1999) The mechanism of the alkaline 
phosphatase reaction: insights from NMR, crystallography and site-specific 
mutagenesis, FEBS Lett 462, 7-11. 

[23] Weiss, M.J., Henthorn, P.S., Lafferty, M.A., Sleughter, C., Raducha, M. & Harris, 
H. (1986) Isolation and characterization of a cDNA encoding a human liver, 
bone, kidney-type alkaline phosphatase, Proc Natl Acad Sci 83, 7182-7186. 

[24] Kam, W., Clauser, E., Kim, Y.S., Kan, Y.W. & Rutter, W.J. (1985) Cloning, 
sequencing chromosomal localization of human term placental alkaline 
phosphatase cDNA, Proc Natl Acad Sci 82, 8715-8719. 

[25] Murphy, J.E., Tibbitts, T.T. & Kantrowitz, E. R. (1995) Mutations at positions 
153 and 328 in Escherichia coli alkaline phosphatase provide insight towards the 
structure and function of mammalian and yeast alkaline phosphatases, J Mol Biol 
253, 604-617. 

[26]  McComb, R.B., Bowers, G.N. & Posen, S. (1979) Alkaline phosphatase, Plenum 
Press, New York. 

[27] Herraez, H.A., Burguillo, F.J., Roig, M.G. & Usero, J.L. (1980) Phosphoryl 
transfer from O-(carboxyphenyl phosphate to tri(hydroxymethyl)-aminomethane) 
catalyzed by alkaline phosphatase from E.coli, Int J Biochem 11, 511-518. 

[28] Heiðarsson, P.O. (2008) Rational mutagenesis and site-directed spin labeling of a 
cold-adapted alkaline phosphatase, Mastersritgerð við efnafræðiskor Háskóla 
Íslands. 

[29] Guðjónsdóttir, K. & Ásgeirsson, B. (2008) Effects of replacing active site 
residues in a cold-active alkaline phosphatase with those found in its mesophilic 
counterpart from Escherichia coli, FEBS 275, 117-127. 

[30] Ásgeirsson, B. & Andrésson, Ó.S. (2001) Primary structure of cold-adapted 
alkaline phosphatase from a Vibrio sp. as deduced from the nucleotide gene 
sequence, Biochim Biophys 1549, 99-111. 

[31] Hauksson, J.B., Andrésson, Ó.S. & Ásgeirsson, B. (2000) Heat-labile bacterial 
alkaline phosphatase from a marine Vibrio sp., Enzyme Microb Technol 27, 66-
73. 



38 
 

[32] Hoylaerts, M.F. & Millan, J.L. (1991) Site-directed mutagenesis and epitope-
mapped monoclonal antibodies define a catalytically important conformational 
difference between human placental and germ cell alkaline phosphatase, Eur J 
Biochem 202, 605–616. 

[33] Bossi, M., Hoylaerts, M.F. & Millan J.L. (1993) Modifications in a flexible 
surface loop modulate the isozyme-specific properties of mammalian alkaline 
phosphatases, J Biol Chem 268, 25409–25416. 

[34] Llinas P., Stura, E.A., Menez, A., Kiss, Z., Stigbrand, T., Millan, J.L. & Le Du, 
M.H. (2005) Structural studies of human placental alkaline phosphatase in 
complex with functional ligands, J. Mol. Biol. 350, 441–451. 

[35] Mavromatis, K., Tsigos, I., Tzanodaskalaki, M., Kokkinidis, M. & Bouriotis, V. 
(2002) Exploring the role of a glycine cluster in cold adaptation of an alkaline 
phosphatase, Eur J Biochem 269, 2330-2335. 

[36] Gåseidnes, S., Synstad, B., Jia, X., Kjellesvik, H., Vriend, G. & Eijsink, V.G.H. 
(2003) Stabilization of a chitinase from Serratia marcescens by Gly → Ala and 
Xxx → Pro mutations, Protein Engineering 16, 841-846. 

[37] Chung, C.T., Niemela, S.L. & Miller, R.H. (1989) One-step preparation of 
competent Escherichia coli: transformation and storage of bacterial cells in the 
same solution, Proc Natl Acad Sci USA 86, 2172-2175. 

[38] Inoue, H., Nojima, H. & Okayama, H. (1990) High efficiency transformation of 
Escherichia coli with plasmids, Gene 96, 23-28. 

[39] Zaman, Z. & Verwilghen, R.L. (1979) Quantitation of proteins solubilized in 
sodium dodecyl sulfate-mercaptoethanol-tris electrophoresis buffer, Anal 
Biochem 100, 64-69. 

[40] Burnette, W.N. (1981) "Western blotting": electrophoretic transfer of proteins 
from sodium dodecyl sulfate--polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose 
and radiographic detection with antibody and radioiodinated protein A, Analyt 
Biochem 112, (1981) 195-203. 

 [41] Guðjónsdóttir, K. (2006) Áhrif markvissra stökkbreytinga í hvarfstöð kuldavirks 
ensíms, Mastersritgerð við efnafræðiskor Háskóla Íslands. 

[42] Kelly, S.M., Jess, T.J. & Price, N.C. (2005) How to study proteins by circular 
dichroism, Biochim Biophys Acta 1751, 119-139. 

[43] Ásgeirsson, B., Aðalbjörnsson, B.V., Gylfason, G.A. (2007) Engineered disulfide 
bonds increase active-site local stability and reduce catalytic activity of a cold-
adapted alkaline phosphatase, Biochim Biophys Acta 1774, 679-687. 

  



39 
 

Viðauki 
 

DNA raðgreining 
 Sýndar eru raðgreiningarniðurstöður fyrir VAP(S485C), VAP(G48P) og 
VAP(G48D) sem gáfu jákvæða niðurstöðu, þ.e. sýndu stökkbreytingu (myndir 18-20). 
Þær niðurstöður sem sýndu einungis villigerð eru ekki sýndar. 
 

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  495   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. Raðgreining á plasmíði úr LMG rækt S485C. LMG-194 frumur voru ummyndaðar 
með plasmíðinu pBAS40 eftir QuikChange hvarf með viðeigandi vísum. Fimm þyrpingar (a-e) 
voru teknar og plasmíð þeirra hreinsuð til DNA raðgreiningar. Raðgreiningin fór fram með 
vísinum #64L. Hér virðist  önnur breyting; E492D (+19 miðað við númeringu hér) sem þarf að 
athuga nánar. Hún kom fram í fimm samhliða raðgreiningum (úr fimm klónum). 
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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. Raðgreining á plasmíði úr LMG rækt G48P. LMG-194 frumur voru ummyndaðar 
með plasmíðinu pBAS20 eftir QuikChange. Raðgreiningin fór fram með vísinum #64R og var 
niðurstaða raðgreinisins umskrifuð (reverse-compliment röðin sýnd hér). Gulmerkta breytingin 
er vegna villu í gagnabanka. Rauðmerkta breytingin er breyting úr GGG sem tjáir glýsín í 
CCG sem tjáir prólín. 
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VAP(G48D) 
Query  67   CATCTCTTTCAGGCTTGGCTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGAT  126 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  924  CATCTCTTTCAGGCTTGGCTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGAT  865 
 
Query  127  GCCATCATCCATGCCCGAGTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTC  186 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  864  GCCATCATCCATGCCCGAGTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTC  805 
 
Query  187  TAGCATGTTGCGATTAAACGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTT  246 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  804  TAGCATGTTGCGATTAAACGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTT  745 
 
Query  247  ACGGTCGTCTTTACGCTTTGATTTGAGGTAAACATCACCTTGAGTCAGTTTCTCAAGTTG  306 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  744  ACGGTCGTCTTTACGCTTTGATTTGAGGTAAACATCACCTTGAGTCAGTTTCTCAAGTTG  685 
 
Query  307  CTTATAGGTTTCACCTTTGTCGTTGGTCGATTTAGGAATCCAATGACGCAGTCCTCCAGA  366 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  684  CTTATAGGTTTCACCTTTGTCGTTGGTCGATTTAGGAATCCAATGACGCAGTCCTCCAGA  625 
 
Query  367  GAGCATCACATCAGCGCCCGTTGCTAACATGTCAGATGCAATTTGATTCTCTAAAGAACG  426 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  624  GAGCATCACATCAGCGCCCGTTGCTAACATGTCAGATGCAATTTGATTCTCTAAAGAACG  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 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||| 
Sbjct  265  CTTGGTTTGCGTAGGTTTCCAATAAGCCAACTTGCTGAGGTCCCATGCCGTCGCCGATCA  206 
 
Query  785  TCAGATTGACATTTTTGATTTCTGCTGAAAGTACGTTGAATGAAAAGTGTAGAGGTTACC  844 
            ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||| 
Sbjct  205  TCAGAATGACATTTTTGATTTCTGCTGAAAGTACGTTGAATGAGA-GTGTAGAGGTTACC  147 
 
Query  845  ACTGCCGTAACAA  857 
            ||||| ||||||| 
Sbjct  146  ACTGCGGTAACAA  134 
 
 

Mynd 20. Raðgreining á plasmíði úr LMG rækt G48D. LMG-194 frumur voru ummyndaðar 
með plasmíðinu pBAS40 eftir QuikChange. Raðgreiningin fór fram með vísinum #28R. 
Gulmerkta breytingin er vegna villu í gagnabankanum. 
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Vísar 
 Mynd 21 hér að neðan sýnir yfirlit yfir vísana sem hannaðir og pantaðir voru 

frá TAG í kaupmannahöfn.  

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 þarf 2 bösum 

 

G48K : 

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 þarf 2 bösum 

 

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 þarf 2 bösum 

 

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 þarf 2 bösum 

Mynd 21. Yfirlit yfir vísa sem pantaðir voru frá TAG í kaupmannahöfn.Vísarnir voru notaðir 
til þess að innleiða stökkbreytingar í VAP genið á pBAS40 plasmíðunum.  
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