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Agrip

Byggingarlegar forsendur hitastigsadlogunar proteina jadarlifvera hafa verid mikid
rannsakadar undanfarna aratugi. Petta verkefni er hluti af steerra rannsoknarverkefni par sem
er gerdur samanburdur & eiginleikum og byggingu samstofna ensima, sem til heyra subtilisin-
likra serine préteinasa nénar til tekid subtilosum. Beitt er markvissum stokkbreytingum til ad
svara spurningum um hitastigsadldgum ensima. I pessu verkefni var framkvamd prefalda
stokkbreytingin H119A/R120S/R121G a hitakeera ensiminu aqualysini I. Var pessi
stokkbreyting valin med tilliti til samsvarandi amindsyruradar i samstofna ensimi ar
kuldakeerri Vibrio-tegund (VPR). Til ad meta ahrif stokkbreytingarinar var stokkbreytta
ensimid borid saman vid villigerd pess, med malingum & hradafraedi og stodugleika
préteinsins. Einnig var notast vid flarljomunarbelingu med akrylamidi til ad meta hvort ad
einhver breyting hefdi verid & heildarsveigjanleika stokkbrigdisins. Nidurstédurnar gefa til
kynna ad ekki er markteekur munur & stokkbreytta ensiminu og villigerdinni.

Abstract

Structural basis of temperature adaptation of proteins from extremophiles have been
extensively studied during the last decades. This study is a part of a larger research project,
which involves comparisons of structure and characteristics of homologous enzymes,
belonging to the subtilisin-like serine proteinases, i.e. subtilases. In this project site-directed
mutagenesis was used in an attempt to answer questions about temperature adaption of the
enzymes. In this part of the study a triple mutation, HL119A/R120S/R121G, was carried out on
the thermophilic protein aqualysin I. This mutation was chosen by comparison to the amino
acid sequence of homologous enzyme from a psychrophilic Vibrio-species (VPR). To
estimate the effect of the mutation the characteristics of the mutant was compared to that of
the wild type enzyme, with measurements on kinetics and thermal stability of the proteins.
Furthermore, measurements were carried fluorescence quenching of both mutant and wild
type with acrylamide in order to estimate if there was difference in global flexibility as a
results of the mutation. The results indicated that there was not a significant difference
between the mutant and the wild type of the enzyme in any of those properties.



pakkir

Eg vill pakka leidbeinanda minum Magnusi Ma Kristjanssyni fyrir leidségnina og adstodina.
Johonna Arndrsottir og Asta Ros Sigtryggsdottir fa sérstaklega pakkir fyrir alla hjalpina i
vetur. Einnig faer Bjarni Asgeirsson pakkir fyrir yfirlestur & ritgerdinni.



Efnisyfirlit:

I 10T T T oo U PP P PR PR U PRORRPRN 1
1.1 HitastigsadlOguN PrOEINA.........cccviueieiicie sttt re b be s e e e e s re e esreeneenresne s 1
T g o] (0 (T | S SSSSSN 3
1.3 Markmi® FANNSOKNAT. ........coviuiiiiiiiiiieie ettt 7

P = LI oTo o To ) =1 ' 11 SO 10
2.1 PrOLEINNIEINSUN. ...ttt bbb bbbt bbbt b b anes 10
2.2 VITKNIMEIINGAT ...ttt ettt bbb nn e 12
2.3 ANIif Nitastigs & SLOBUIBTKA.............c.ovveveeeeereeiesesees ettt 12
2.4 Michaelis Menten Nradaffaeii..........coereirieiirieiiiei et 13
2.5 Flarljomunar baeling med akrylamioi ..o 13

K I N 1T 10T 65 (oo 10Tl To WU T Yo U SOOI 14
BLL HIBINSUN ..o b bbbt b bt bbbt bbbt n e ns 14
3.2 Stoduleikamalingar - AKVOIOUN & Tsgn «..v.evevirrerereerirseseiessssesesessesessessssssssssesessssssessesssssssnens 15
3.3 Hradafraeoilegar MEIINQAT..........ccoiviiiie e st sre e et sresta e besre s 16
I (110 =<1 LT Lo - T RSO SRPRROSN 17

40 T - ST PSPPSR PSP PR PP 19

5. HEIMIAASKIA ... bbbttt 21



Myndaskra

Mynd 1. Stéduleikaferlar sem syna mismunandi leidir til @0 N8 harri T eeeeeeeeerieeniieeeeeree e 2
Mynd 2. Skyringarmynd af hvarfgangi vatnsrofs peptidtengis hja serin proteinasa.......ccecceeevcveerieeesveerierennne. 3
Mynd 3. Samanburdur & prividdarbyggingu chymotrypsins 0g subtilasa ...........ceeceveeeeiiieeeeicieee e 4
Mynd 4. Skematisk mynd af hvarfefnis/hindra bindingu vid subtilisin-likan serin proteinasa..........cccceeeecvveennn. 5
Mynd 5. Prividdarbygging VPR ......cuuiie e eccieee ettt estte e e e te e e e e stte e e e sataeeesataeeesanaaeeeeasaeeesnntaeeeeasaaeenan 6
Mynd 6. Sameindarlikan af aQUAIYSIN L. .......eooiiieriieeie e e 9
Mynd 7. Keyrsla & phenyl-sepahar6sa stlu vid hreinsun & StOKKDBrigdinu. .........ceeceeerieeeieeenieeesiie e 14
Mynd 8. Keyrsla KatjONaSUIU........cecveeerieeriiieiieeeiee ettt sttt sttt e e st e s bt e e sateesbeeesaseesabaesaneeesbeeanne 15
Mynd 9. Arrheniusargraf af nidurstodum melinga & hrada virknitaps vid mismunandi hitastig ...................... 16
Mynd 10. Eadie-Hofstee graf af nidurstodum fyrir villigerd og StokKbrigdi.........cccevveeeeevveeeeiiiieeeeciiee e, 17
Mynd 11. Fldrljomunarbaling & stokkbrigdinu med akrylamidi Vid 25°C ......c.cevvveerieerieeenieenieeesieesieeene 18
Mynd 12. Stern VVolmer graf af malingum med akrylamid baelingu. .........cceeeveirriiiniieeniieenee e 19
Tofluskra

Tafla 1. Stokkbreytingarvisar fyrir AQUI 0g BraedSIUSTIQ «.eeuvveeeeeireeeeiieee et et eree e e e e 10
Tafla 2. Bufferar sem notadir voru i hreinSunarferlinu..........cooeeeeeneenenieeeeeeee e 12
Tafla 3. Nidurstodur meelinga & Tsgo, Fyrir StOKKbrigdio og VIllIGEra .........ceeeecvieeeeiiee e, 16
Tafla 4. Nidurstodur meelinga & Kear, Kin 00 Kea/ K Tyrir StOKKDFgOio ......veeeeecuvieeeeciiee e 17
Tafla 5. Samanburdur & stéduleika og hradafraedilegum steerdum fyrir villigerd og stokkbrigdi aqualysin I. .... 19



1. Innganqur

1.1 Hitastigsaologun proteina

A sidustu aratugum hefur ahugi & lifverum sem lifa vid 6fgafullar jadaradstaedur aukist til
muna. Morkin fyrir tilvist lifs eru mjog breid eda -40 til +115 °C, yfir 120 MPa prystingsbil,
mjog haan salt styrk (vatnsvirkni um 0,6) og pH fra 1 eda til 11 [1]. bad sem lifverur vid
bessar dfgafullu adsteedur geta gert er annad hvort ad fordast peer eda adlagast peim [1]. T pvi
verkefni sem pessi ritgerd lysir er hitastigsadlogun ensima rannsékud med pad ad markmidi

ad varpa ljosi & pad hvernig ensim halda virkni vid 6fgafullar adsteedur m.t.t. hitastigs.

Til ad bera saman stoduleika protein vid mismunandi adstedur er oft notast vid varmafradi
afmyndunar. SU melisteerd sem nota ma til ad lysa breytingunni fra svipmotudu formi
proteins til afmyndads form pess er friorkubreytingin (AG) i pessu ferli og er han pvi
meelikvardi & stoduleika proteinsins. Heegt er ad nota umritada gerd af Gibbs-Helmholtz

jofnunni til ad finna mikilveegar varmafraedilegar steerdir (jafna 1).

ot :[ Tm T :' +7'In (TT":'?)]
(jafna 1)

[ jofnu 1 er AG(T) friorkan vid hitastigid T, AHp, er enpalpiubreyting vi® Tm, AC;, er
breytingin & varmarymd vid afmyndun proteinsins og Tr, er braedslumark préteinsins. Haegt er
ad teikna upp AG sem fall af hitastigi (T) og fa Ut pessar sterdir ef AC, er pekkt [2].

Gerdar hafa verid margar rannséknir hannadar til ad skilja varmafradilegar leidir sem protein
i hitakeerum érverum geta notad til ad vidhalda réttri svipmotun vid hatt hitastig. Hitakeer
protein hafa med proun breytt fyrsta stigs byggingu sinni til ad hdmarka
innansameindarvixlverkunarahrif sem vidhalda réttri svipmotun proteinsins. bessar breytingar
a innansameindarkroftum hafa ahrif & mikilveegar varmafraedilegar steerdir eins og ACp, AG
0g AH. Haegt er ad akvarda pessar sterdir med malingum og setja upp i stoduleikaferil (AG
vs. T, skv. jofnu 1) sem ma nota til ad skilja hitastigsadlogun Ut fra varmafraedi. Sett hefur
verid fram tilgata um prjar mismunandi leidir sem breyta stéduleika hja proteini til ad 6dlast
meiri hitastoduleika (heerra Tr: sjd mynd 1). Leid medalhitakaers préteins ad hitakaeru

umhverfi getur verid ad haekka stoduleikaferilinn i att til heerra AG sem heekkar pa einnig Tr,



(leid 1). Einnig veeri haegt ad fletja ferilinn Ut og pannig haekka T, (leid II) , eda hlidra
ferlinum i &tt ad haerra hitastigi (leid I111) [2] (sjd mynd 1).
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Mynd 1. Stéduleikaferlar sem syna mismunandi leidir til ad na harri T ,. Heila linana taknar demigert

midlungshitakaert prétein, préteinid getur haekkad T, med pvi ad hlidra ferlinum upp & vid (leid I [tiglar]), med
pvi ao fletja ferilinn (leid 11 [hringir]), eda med pvi ad hlidra honum til heegri (leid 111 [kassar]) [2].

Onnur leid sem farin hefur verid til ad skilja hitaadlogun préteina er ad skoda mismunandi
byggingarstig og bera saman vid kuldakear og midlungshitakaer prétein. Slikur samanburdur
hefur leitt i 1jos ad protein ar hitakeerum érverum eru med heerra hlutfall vatnssaekinna
amindsyra & yfirbordi, minni sveigjanleika og aukna vatnsfelni i kjarna proteina [3].
Samanburdarrannséknir & aminsosyrusamsetningu hitakerra og medalhitakerra préteina m.a.
hafa leitt i 1jés aukningu & hl6onum a.s. (helst pa Arg og Glu) og feerri skautudum 6hlédnum
a.s. i hitakeerum proteinum (Ser, Thr, Asn og Gln) [3]. Einnig hefur er visbendingar ad feerri
Cys séu til stadar i hitakeerum proteinum [3]. Geeti pad verid vegna eydileggingar pessara
amindsyra sem getur gerst vid hatt hitastig. Heilt & litid virdist préunarleg breyting a
amindsyrum milli kulda- og midlungslungskeerra préteina og svo hitakerra vera aukinn fjoldi
steerra og vatnsfeelnari a.s. i kjarna hitakaerra proteina. Aukin vatnsfelnihrif og aukin pokkun i

kjarna proteina er pvi talin skipta miklu mali i stédugleika proteina [3]

Annar pattur sem er talinn hafa mikilveeg ahrif & hitastigsadlogun ensima er sveigjanleiki i
byggingu peirra. Talid er ad hreyfanleiki eda sveigjanleiki gegni mikilveegu hlutverki i
hvotunargetu ensima. Hafa verid settar fram tilgatur um hlutverk sveigjanleika i

hitastigsadlogun ensima, sem felur i sér ad ensim hafi mismunandi sveigjanleika vid



mismunandi hitastig til ad vidhalda liffreedilegri virkni. Felur su tilgata einnig i sér ad hitakeer
protein hafi préad med sér mikinn stodugleika med stifri myndbyggingu og nai ekki fullri
virkni nema vid hatt hitastig. Almennt hafi kuldakaer protein meiri sveigjanleika og minni

hitastoduleika heldur en hitakaer prétein [4].

1.2 Serin proteasar

Proteinasar eru mjog fjolbreyttur hopur ensima i lifrikinu og finnast i allt fra bakterium til
flokinna fjolfrumunga. Proteinasar draga nafn sitt af pvi ad peir hvata vatnsrof a
peptidtengjum proteina. Proteinasa méa flokka til fjogurra megin flokka: Serin -, aspartiksyru-,
cystin-, og malmproéteinasa & grundvelli gerdar hvarfstédva peirra. Serin proteinasar hafa
einkennandi hvétunarprennd sem samanstendur af aspartiksyru, serini og histidini [5].

Hvarfgangur serin préteinasa er syndur i mynd 2.
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Mynd 2. Skyringarmynd af hvarfgangi vatnsrofs peptidtengis hja serin préteinasa. A) Myndun acyl-ensims
milliefnis (acyl-enzyme intermediate). Fyrsta skerfid er myndad pegar peptidtengi er rofid vio C1 kolefninu. C1

kolefnio er tengt fjorum mismunandi hépum og myndar pannig ferflétungslaga millistig (tetrahedral transition
state) med tengjum vid fjora hopa, par med talid vid serin aminosyruna og neikveett hladio surefnisatom. B)
Afacylering a acyl-ensims millistiginu er annad skref i vatnsrofinu. petta skref er eins og fyrra skrefid bara 6fugt

og med vatnssameind i hlutverki kjarnsakis. [5]

Serin peptidasar skiptast i tveer yfirfjolskyldur, (chymo)-trypsin- og subtilisin-lika serin

préteinasar. pessar yfirfjélskyldur hafa svipada afstoédu amindsyra i hvétunarprenndinni, His,



Asp og Ser. bar hafa hins vegar olika proteinbyggingu, chymotrypsin-lik ensim einkennast af
B/B-byggingum og subtilisin-lik ensim hafa o/B-byggingu [6] (sj& mynd 3).
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Mynd 3. Samanburdur & prividdarbyggingu chymotrypsins (efri mynd) og subtilasa (nedri mynd).

Chymotrypsin hefur  byggingu og hvotunarprenndin er 4 milli tveggja B-tunna. Prenndin er merkt sem S195,
H57 og D102. Subtilasinn hefur a/p byggingu og hefur hvétunarprenndina Asp32, His64 og Ser221 [5].

Subtilisin-likir serin préteinasar eru oft kalladir subtilasar og finnast peir i t.d. fornbakterium,
sveppum, gersveppum og préadri fjolfrumungum. Ut fra samanburdi & amindsyrurédum
bessara ensima hefur subtilasa yfirfjolskyldunni verid flokkad i sex fjolskyldur p.e. subtilisin,
thermitase, proteinase K, lantibiotic peptidase, kexin og pyrolysin fjolskyldurnar. Néfnin &
fjolskyldunum eru komin fra fulltrda ensim hverjar fjolskyldu [6].



Meirihluti ensima i subtilasa fjolskyldunni eru framleidd sem forveraensim innan frumunnar,
en forvera radirnar taka patt i flutningi ensimanna yfir frumuhimnu og hjélpa vid rétta

svipmotun proteinsins. Forveraradirnar eru svo Klipptar af med sjalfmeltingu [6].

Bindiseti subtilasa meetti lysa sem gj& sem bindur minnsta kosti sex aminosyrur hvarfefnis
(P4-P2). Badi hlidarhopar og fjélpeptidgrind amindsyranna i P4-P2” bindast med
vetnistengjum i S4-S2° sem mynda prefaldan moétlaegan B-flot med tveim B-strendingum

ensimsins. Vatnsrof peptidstengisins verdur & milli P1"og P1 [6] (Sj& mynd 4).
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Mynd 4. Skematisk mynd af hvarfefnis/hindra (feitletrud lina) bindingu vid subtilisin-likan serin préteinasa.
Hlidarkedjur P4-P2 amindsyranna eru syndar sem storar kalur; stadsetning aminésyra ensimsins sem vixlverka
vid pessar P4-P2” i kringum bindisetid (S1, S2, 0.s.frv.). Namerun & aminosyrurdd ensimsins midast vid
subtilisin BPN". Vetnistengi 4 milli ensimsins og hvarfefnis/hindra eru synd sem punktalinur og tengio sem
klippt er & er synt sem bugdétt lina. Aminoésyrurnar i hvétunarprenndinni, D32, H64 og S221, eru einnig &

myndinni [6].

Eins og minnst var a ad ofan tilheyrir préteinasa K fjolskyldan subtilisin-likum serin
préoteindsum. Proteinasa K fjolskyldan er stor fjolskylda af ensimum sem er seytt sem
endopeptiodsum og hafa fundist i sveppum, gersveppum og gram-neikvaedum bakterium.

Bakteriuensimin syna mikla samsvérun i aminosyrurédum eda yfir 55% [7].

Innan préteinasa K fjolskyldunnar eru moérg vel rannsokud og skilgreind ensim. Til deemis er
einkennisensim fjolskyldunnar, proteinasi K ur sveppinum Tirachium album Limber (PRK),
mjog vel skilgreint ensim. Til ad mynda hefur kristalsbyggingu ensimsins verid lyst i atom
upplausn (0,98 A) pekkt [7,8]. Einnig hafa eiginleikar, p.m.t bygging peptidasa ur kuldakaru
bakteriunni Vibrio sp. PA44 (VPR), peptidasi Ur kuldakaeru bakteriunni Serratia sp (SPRK)
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og hitapolna ensimid aqualysin | ar Thermus aquaticus (AQUI) verid vel skilgreind.
prividdarbygging PRK, VPR og SPRK hefur verid skilgreind. Prividdarbygging proteinanna
hefur reynst vera mjog lik og hafa pau marga adra svipada edliseiginleika. Beedi PRK og
AQUI hafa tveer brennisteinsbyr en ekki & somu stédum, VPR hefur svo prjar brennisteinsbryr
og eru tveer fyrstu & sama stad og { AQUI [7]. PRK hefur eins og AQUI tvo Ca* bindistadi en
VRP hefur prja Ca?* bindistadi [7, 9] (mynd 5).

Meginvidfangsefni pessa rannsdknaverkefnis var hitakara ensimid AQUI og hafa eiginleikar
bess verid bornir saman vid kuldakaera ensimid VPR. A mynd 5 ma sja mynd af byggingu
VPR.

Mynd 5. prividdarbygging VPR (PDB takn: 1SH7). Amindsyrurnar i hvétunarprenndinni, D37, H70 og S220,

eru syndar i gulu. Tvisulfidbryrnar eru appelsinugular. Kalsium jonirnar eru syndar sem greenar kalur og merktar
med Cal, Ca2 og Ca3. AQUI hefur samsvarandi Cal og Ca3 bindiset [10].

Vegna likinda med amindsyrurddum ensimanna hefur einnig verid hagt ad hanna
sameindalikan ad byggingu hitapolna ensimsins aqualysin I. Aqualysin I er alkaliskur serin
préteinasi sem er seytt ef hitakeeru bakteriunni Thermus aquaticus YT-1 og er a sliku formi
med sameindarmassann 28 kDa [11]. Thermus aquaticus YT-1 er gram-neikvad bakteria og
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hefur hdn tveer frumuhimnur, innri og ytri himnu. parf pvi AQUI sem er seytt ar frumunni ad
fara yfir tvaer himnur. Til ad komast yfir himnurnar @ AQUI sér forvera (e. precursor) og
samanstendur hann af fjérum virknisveedum; merkipeptidi (14 a.s.), NH,-enda forr6d (113
a.s.), fullvirkt aqualysin 1 (281 a.s.) og C-enda forréd (105 a.s.). Talid er ad flutningur
aqualysins | Gt ar frumunni eigi seér stad med eftirfarandi moti: "pre-pro* aqualysin I (51 kDa)
er flutt yfir innri himnu med hjalp merkipeptids, sem er sidan klofid af. Pro-aqualysin | med
NH,- og C-enda forradir (48 kDa) er stadsett i millihimnuryminu og festist vid ytri himnuna
med hjalp C-enda forradarinnar [12]. N-enda forr6din hjalpar einnig til vid rétta svipmotun
préteinsins, virkar sem innbyggt chaperone [17]. NH,- enda forr6din er pa klofin af og
préteinio (38 kDa) er pa flutt yfir ytri himnu med hjalp C-enda forradarinnar. begar proteinid
er komid yfrir ytri himnuna klofnar C-enda forrédin af og pad fullvirkt ensim myndast (28
kDa) [12]. Aqualysin | hefur verid tjad og klénad i E.coli og er pad framleitt sem steerra
prétein sem hefur mélmassann 38 kDa. Vid hitamedferd (65 °C) a sér stad sjalfsmelting og

vid pad myndast og er seytt virka 28 kDa form proteinsins [12].

Aqualysin | er mjdg hitastddugt prétein. Tso, (hitastigio par sem ensimid missir helming af
virkni sinni & 30 min) fyrir AQUI er 95 °C og til samanburdar er pad 56°C i tilfelli VPR [13].
AQUI er med tveer disulfiobryr, Cys67-Cys99 og Cys163- Cys194 [14] (Sja mynd 5). AQUI
hefur tvd Ca®* bindiset, annad sterkara enn hitt. Veikara bindisetid virdist vera mikilvagara
fyrir stodugleika ensimsins heldur en pad sterkara [9]. Hamarks ensimvirkni { vidurvist Ca**
er vid 80°C en an pess 70°C [11].

1.3 Markmid rannsoknar.
I pessu verkefni var verid ad kanna ahrif prefaldrar stokkbreytingar H119A/R120S/R121G

stokkbreytingu & stédugleika og virkni aqualysins I. Til ad meta ahrif stokkbreytingarinar var

stokkbreytta ensimid borid saman vid villigerd pess, med malingum a hradafradi og
stodugleika proteinsins. Med pessari stokkbreytingu var verid ad likja eftir aminosyrurdd a
pessu svaedi i VPR. Er petta svaedi valid baedi vegna pess ad pad er mikill munur &
aminosyruréd & milli VPR og AQUI og ad samkvamt "normal modes*
kraftssvidsutreikningum voru visbendingar um ad petta sveedi veeri med hreyfanlegustu
svedum i VPR. Einnig matti stla ad sveigjanleiki & pessu sveedi hefdi ahrif & virkni ensimsins
par sem pad er nalegt hvarfefnabindisetinu. Hefur gagnkvaem stokkbreyting verid gerd i VPR
pb.e. A119H/S120R/G121R og hafdi hun markteek ahrif a stdduleika préteinsins sem og



hradafraedilega eiginleika pess [18]. Sja mynd 6 fyrir stadsetningu stokkbreytingarinnar i
aqualysin I. A mynd 6 sést ad lykkjan sem inniheldur stokkbreytinguna liggur ar helix C
(ndmerun & helixum er skilgreind i mynd 3). Er petta sveedi talid tengjast naudsynlegum
hreyfingum i hvarfefnabindisetinu, hjalpar vid bindingu myndefnis og losun hvarfefnis.

Einnig sést naleegd stokkbreytingarinnar vid hvarfsetid.



Mynd 6. Sameindarlikan af aqualysin I. Mynd A synir stadsetningu H119/R120/R121 stokkbreytisetanna,

stadsetningu disulfio branna (Cys67-99 og Cys 163-194) og hvétunarprenndina His70, Ser220 og Asp37. Mynd
B er A snid 180° til ad syna stokkbreytisetin betur.



2. Efni og aoferdir

2.1 Préteinhreinsun

Aqualysin | genid var kl6nad i pJOE og yfirtjad i E.coli stofni BL2 (C43). Stokkbreytingin

var framkvaemd af Johonnu Arnorsdottur. Adferdin vid stokkbreytinguna a AQUI er lyst i

leidbeiningum med Quick change™ Site-Directed Mutagenwsis Kit fra Stratagene.

H119A/R120S/R121G stokkbreytingin var gerd i tveim skrefum og eru visarnir sem notadir

voru syndir i toflu 1. Stokkbreytihvarflausnin og kedjuhvarfid er list hérna ad nedan.

Tafla 1. Stokkbreytingarvisar fyrir AQUI og breedslustig.

HR119AS Bs. (°C)
Forward: 5 GTCACGCGGAACGCAAGTAGGCCGGCCGTTGCCAACATG 3' | 75,4
Reverse: 5' CATGTTGGCAACGGCCGGCCTACTTGCGTTCCGCGTGAC 3

R121G b

Forward: 5 GAACGCAAGTGGTCCGGCCGTTGCCAACATG 3' 78,7

Reverse: 5' CATGTTGGCAACGGCCGGACCACTTGCGTTC 3

Stokkbreytihvarflausnin var pannig samsett:

1 ul DNA mét (~ 100 ng)

1 pl af fw/rv visi (10 pmol)

1 ul dNTP (10 mM)

5 ul 10x buffer

1 ul High fidelity DNA polumerasi fra Fermentas (2U)
Fyllt uppi 50 pl med H,0

Utbdin var hvarflausn fyrir hvorn visi fyrir sig. Kedjuhvarf var 14tid ganga i fjora hringi og
sidan voru hvarflausnirnar sameinadar, 1 puL af polymerasa bztt i og sidan var lausnin sett i

16 hringja kedjuhvarf vid eftirfarandi adstedur:

1. 94°C {5 minGtur

2. 95°C i 30 sekundur

3. 60 °C i 40 sekundur

4. 68 °Ci5 minuatur og 30 sekundur
Prep 2. 16 sinnum

5. 68 °C i 10 minatur
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I hvarflausnina var beett 1 pl af Dpn1 endénukleasa og melt vid 37 °C yfir nétt. Top 10
frumur voru ummyndadar med meltu hvarflausninni & LB-amp agar. Koéloniur voru

hreinsistrikadar, plasmid hreinsud og AQUI genid radgreint til stadfestingar a stokkbreytingu.

Frumurnar, baedi fyrir villigerd og stokkbrigdid, voru raektadar yfir nott i LB (Lysogeny broth)
&ti sem innihélt 100 pg/ml ampicillin. Eftir naeturreektina var lausnin svo pynnt 40 falt og
reektad vid 37°C pangad til ODgoo Né0di gildinu 1. Tjaningin var vakin med 0,1% rhamndsa,
CaCl; var batt vid i upphafi ad lokastyrk 10 mM og reektad i 3 kist vid 37°C. Frumurakt var
spunnin nidur vid 4000 xg i 15 min og frumunum safnad. Frumurnar voru leystar uppi 50 ml
af buffer A (tafla 1) sem innihélt 1 mg/ml lysésim og latid standa vid stofuhita i 30 min.
Synid var fryst og pidid prisvar sinnum til ad sprengja frumurnar. Frumuhrat var spunnid i
skilvindu med snaningi vid 10.000 xg i 15 min og vid 20 °C og botnfallinu safnad. Virkni var
meeld i flotinu til ad skera Gr um ad proteinid veeri allt i botnfalli. Botnfallid var svo leyst upp
i 40 ml buffer A med 150 mM NaCl. Lausnin var hitud vid 70°C i 60 min til ad losa proteinid
ar frumuhimnunni og til ad vera 6rugglega med 28 kD form aqualysins I. Eftir hitun var
lausnin spunnin vid 10.000 xg i 15 min vid 20°C og floti safnad. Vid flotid var batt
(NH4)2S04 ad 1 M styrk og lausnin svo spunnin vid 15.000 xg i 20 min vid 20°C, floti safnad
og svo sterilfiltrerad og sett i 50 ml synislykkju (superloop). Allar stlukeyrslur voru
framkveemdar & Akta purifier teeki (Amersham Biosciences).

Synid var sett & phenyl-sephardsa sulu (30 ml) sem adur hafdi verid jéfnud med buffer B
(tafla 1). Préteinlausnin var sett & stluna og losad af henni med prepalosun, p.e. farid var ar
100% buffer B med linulegum stigli nidur i 65%, sidan nidur i 35% og ad sidustu nidur i 0%
buffer B, eda 100% buffer A. Var virkni meld i gegnumflaedi og s6fnudum skommtum og
virkum toppi safnad. Gl6s med mestu virknina (yfir 0,8 U/mL) var safnad og prétein saltad ut
med 90% mettun (NH,4),SO,. Lausnin var latin standa vid stofuhita i 45-60 min. Synid var svo
spunnid vid 15.000 xg i 45 min vid 20°C. Botnfallinu var safnad og leyst upp i 2-3 ml af
buffer A med 150 mM NaCl. Syni var hitad vio 65°C i 40 min. Synid var pvi nast sett &
Hitrap afséltunar sulu (frd Amersham Biosciences) sem hafdi verid jéfnud med buffer C (tafla
1) og keyrt med fyrirfram gefnu forriti fyrir pessa stlu. Skammtar med virkni voru sameinadir
0g syni sett & katjonaskilju SPXL (5ml). Katjonaskiljan hafdi adur verid jéfnud med buffer C
og proteinid losad af sulunni med 20 stlurammala stighalla ad 100% buffer D. Virkum toppi

var safhad og syni geymd vid 4°C.
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Tafla 2. Bufferar sem notadir voru i hreinsunarferlinu.

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

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

500 mM NacCl

2.2 Virknimelingar
Virknin var akvéroud med 0,5 mM succinyl-AlaAlaProPhe-p-nitréanilidi (SAAPF-pna) i 100
mM Tris, 10 mM CaCl, og pH 8,6 vid 40 °C. Gleypnibreytingin var mald vid 410 nm og var

notast vid edlisgleypnistudulinn 8480 M™*cm™ til ad reikna Ut einingar/ml (U/ml).

2.3 Ahrif hitastigs 4 stoduleika

Adur en malingar hofust pa var synid sett & Hitrap afséltunarslu og skipt um buffer & syninu.

Bufferinn sem notadur var i mealingunum var 25 mM Tris, 1 mM CaCl,, 100 mM NacCl vid
pH 8,95. Synin voru hofd i hitabadi og meeld & hitastigum & bilinu 88-96 °C og virknin meld
med 1.0 mM sAAPF-pna vid 40 °C med reglulegu millibili.

Hradafasti virknitapsins var akvardadur med fyrsta stigs hradajofnunni:
virkni,_y = virkni,_, - e ¥ (jafna 2)

par sem k er hradafastinn og t er timinn i sekindum. Midad vid hlutfallslega virkni vid tima t
par sem virkni vid t=0 er 100%. Var Tsqe notad til ad meta stoduleika gagnvart hita.

Arrheniusarjafnan lysir sambandi hradafasta og hitastigs:

k = Ae “/rr

In(k) = In(4) — 54/ (jafna3)
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Tsou er reiknad ut fra Arrheniusargrafi par sem In k er fall af 1/T Gt fra jofnunni hér ad ofan og

samband hradafasta og hitastigs (T) samkvemt Arrheniusargrafi:
k(Tsg0,) = (In(100) — Inif50) /(30 min - 60 s min ~1) (jafna 4)
Tso0 €r akvardad Ur fra jofnu bestu linu i grafinu samkveemt:

E,.1000 .
Tsgo, = © /R(lnA—an) (jafna 5)

par sem Ea/R er hallatala Arrheniusargrafs og In A er skurdpunktur vid x-as.

2.4 Michaelis Menten hradafradi
Syni var sett & Hitrap afséltunar stlu med buffer 100 mM Tris, 10 mM CacCly, vid pH 9,02.

Meeld var gleypnin & syninu vid 280 nm til ad meta proteinstyrkinn. Melt var vid sjo
mismunandi styrki af hvarfefninu SAAPF-pna a styrkbilinu 0,0075- 1,0 mM. Melt var vid
410 nm og 40 °C. Melt var med Helios a ljosmali fra Thermospectronis. Hitastyring var

med Peltier hitunarbdnad (single cell) fra sama fyrirteeki.

2.5 Flurljdmunarbaling med akrylamidi

Til ad kanna hvort pad hefdu ordid breytingar & heildarsveigjanleika préteinsins vid
H119A/R120S/R121Gstokkbreytinguna pa var notast vid flarljomunarbalingu med
akrylamidi og pad borid saman vid villigerdina.

Notast var vid 500 pl af proteinsyni (Azso=0,1) og pad hindrad med 50 pl af 10 mM PMSF.
Synid var svo sett i dialysu yfir nott til ad skipta um buffer. Bufferinn innihélt 50mM Tris, 10
mM CacCl; og pH 8,0.

Melt var i Spex FluorMax flarljomunarmali med hitastyribinadi. Skannad var fra 300-400
nm eftir 6rvun vid 285 nm, notast var vid raufarvidd (slit width) 3 nm fyrir érvun og 8 nm
fyrir Gtljdmun. Malingar voru framkvaemdar vid 25°C og var hitastigi vidhaldid med
gegnumflaedisvatnsbadi. Notast var vid 2,5 M akrylamid til baelingar. Batt var 4 pl af
akrylamidi 13 sinnum og meelt vid hverja vidbot. Lokastyrkur akrylamids vard 0,25 M.

Pvi nast voru nidurstddurnar teiknadar upp samkveaemt Stern-Volmer jéfnunni (jafna 6):

FO/F =1+ Ks/[Q] (jafna6)
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par sem Fq og F tdkna Ijdmunarstyrkinn &n og med balinum (Q) og Ksy er Stern-Volmer

konstantinn.

3. Nidurstoour og umraour

3.1 Hreinsun

Hreinsunarferlid eins og lyst var undir Efni og adferdir var préad og midad vid villigerd
aqualysins 1. Pad hefur p6 gefid goda raun vid hreinsun peirra stokkbrigda sem framleidd hafa
verid af ensiminu. Vid hreinsun prefalda H119A/R120S/R121G stokkbrigdisins eftir
sprengingu frumanna og spuna vid 10.000 xg i 15 min vid 20 °C, pa meldist téluverd virkni i
flotinu eda rumlega helmingur alls ensims sem raektast hafdi, hinn hlutinn féll it med
botnfallinu. Er petta toluvert frabrugdid pvi sem gerdist hja villigerdinni par sem engin virkni
meeldist i flotinu. Er ekki vitad hver asteedan fyrir pessari breytingu er og hefur petta ekki

gerst hja 6drum stokkbrigdum rannsoknarhopsins. Petta parf ad skoda betur sidar.

Gleypni (280 nm)
Virkni (U/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Glas nr.

Mynd 7. Keyrsla & phenyl-sepahartsa stlu vid hreinsun a stokkbrigdinu. Blaa linan synir gleypni vid 280 nm
& glas. Rauda linan synir virkni (U/ml) i einstaka glésum. Sdlan hafdi verid jofnud med buffer B (25 mM Tris,
10 mM CaCl,, 1 M (NH,),SO,4 og pH 8) og préteinid svo losad af med buffer A (25 mM Tris, 10 mM CaCl, og
pH 8) med prepalosun. Stigullinn var 100%, 65%, 40% og 0% buffer B. 100% i glasi 1-20, 65% i glasi 40, 40
glasi 60 og 0% eftir glas 70. Virknin var mald med 0,5 mM sAAPF-pna vid 40°C.

Mynd 7 synir prja gleypnitoppa. Steersti toppurinn (sem kom fyrst af salunni) og litli
toppurinn naest honum innihalda hin ymsu prétein frumunnar sem ekKki er verid ad sakjast
eftir og bindast ekki sulunni. Kom stékkbrigdid af sulunni vid 40 % buffer B og kemur pad
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fram & grafinu sem toppurinn sem kom seinast. Sést greinilega utfra virknimalingunum ad

préteinid er adeins i seinasta toppinum og hvergi annars stadar.

Synunum med mestu virknina var safnad saman og sett & katjonaskilju Hitrap SPXL (5 ml).
Hjéa stokkbrigdinu voru notadir bufferar C og D med pH 5.6 en ekki pH 6. Var petta gert til ad
vega upp a méti hledslubreytingunni a préteininu vid stokkbreytinguna, svo ad stokkbrigdid
keemi af katjonasalunni & svipudum stad og villigerdin. Vegna bilunar i ljosmaeli Akta Purifier
teekinu er ekki til ferill fyrir keyrslu stokkbrigdisins & katjonasulunni. A mynd 8 er haegt ad sja

samskonar keyrslu & katjonasulu hja villigerdinni.

— EafjonasJiljaSmL0O01:10 TV1 280mm — — Kafonaslaljia%ml.001:10 Fractions
T 7 EafjonaskiljaSel001:10 Inject T T KatjonaskiljaSwil001:10 Logbook

mal
0

400

=00

200

100

v T el EReleid 14 | 16 T = AR W 52 o se ot iz s w4 s Sz e Wt
0 0 40 a0 a0 100 120 win

Mynd 8. Keyrsla katjonasulu. Stlan var fyrst jéfnud med buffer C (25 mM MES, pH 6, 10 mM CaCl,) og svo
losad af med 20 sulurimmalum af buffer D (25 mM MES, pH 6, 10 mM CaCl,, 500 mM NaCl). Dékkblaa linan

synir losun préteinsins af stlunni og ljoblaa linan synir aukningu i saltstyrk.

3.2 Stddugleikamalingar - Akvérdun & Tsos
Virknitap var malt vid akvedin hitastig fyrir baeedi H119A/R120S/R121Gstokkbrigdid og

villigerd ensimsins. Til ad reikna Tsog, VOru nidurstédurnar settar fram i Arrheniusargrafi og

notast vid jofnur sem skilgreindar voru i Efni og adferdir.
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Mynd 9. Arrheniusargraf af nidurstodum melinga & hrada virknitaps vid mismunandi hitastig. Melt var i 25
mM Tris, 1 mM CacCl, , 100 mM NaCl og pH 8,95. Syni voru sett i vatnsh6d a hitastigisbilinu 88-96 °C og
virkni mald med reglulegu millibili med 0,5 mM sAAPF-pna vio 40°C.

Mynd 8 synir Arrheniusar graf og Ut fra pvi sest ad pad er nanst enginn munur a stéduleika
villigerdar (WT) og stokkbrigdis (ST).

Pa var Tsoy reiknad Gtfra Arrheniusargrafi fyrir villigerdina og stokkbrigdid. Nidurstédurnar

fyrir stokkbrigdid og villigerdina eru syndar i toflu 2.

Tafla 3. Nidurstédur maelinga & Tsq, fyrir stokkbrigdid og villigerd.

Meling Tsou (°C) Ea (kJ/mal)
H119R120R121/ASG 90,7 £0,5 259,5+22,8
Villigerd 91,4+0,3 263,6 £ 13,4

Medaltal fyrir stokkbrigdid er 90,7 £ 0,5 °C en 91,4 + 0,3 °C (bbirtar nidurstddur) fyrir

villigerdina. Er petta ekki markteekur munur.

3.3 Hradafredilegar malingar

Til ad athuga hvort breyting hefdi att sér stad i Kn, Keat 09 Keat/ Km Var notast vo Michaelis-
Menten hradamelingar. Mald var virkni & hvarfefnisstyrkbilinu 0,075-1,0 mM vid 410 nm og
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40°C. Voru nidurstédurnar settar uppi Eadie-Hofstee graf (sja mynd 10) og hradafastarnir
reiknadir (tafla 3).

0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,1 -
0,08 -

v(mM/min)

*WT
ST

0,06 -
0,04 -
0,02 -

O T T T 1
0,11 0,16 0,21 0,26 0,31

v/[8] (min)

Mynd 10. Eadie-Hofstee graf af nidurstédum fyrir villigerd (WT) og stékkbrigdi (ST). Melt var i 100 mM
Tris, 10 mM CaCl,, pH 9,02 vid 40°C. Malt var a styrk bilinu 0,075-1,0 mM fyrir hvarfefnio SAAPF-pna.

Tafla 4. Nidurstédur maelinga & Keat, Kim 09 Keat/ K fyrir stokkbrigdid.

Mzling Keat (S™) Km (MM) Keat! K (MMs™)
H119R120R121/ASG | 62,8 + 2,7 1,22+0,1 51,7+1,3
Villigerd 66,7 £ 9,2 1,33+£0,1 51,0+ 3,9

Eins og tafla 3 syndir pa er ekki mikill munur & hradaféstum stokkbrigdis og villigerdar

(6birtar nidurstédur). Er munurinn pad litill ad hann telst ekki marktaekur.

3.4 Flurljdmunarmelingar

Haegt er ad nota flarljomun til ad skoda hreyfanleika eda sveigjanleika proteina. Er pa m.a.
notast vid hép smasameinda a bord vid akrylamid til ad bala flurljémun tryptéfan
amindsyrurnar. Vid haekkandi styrk belisins (akrylamids) er haegt ad notast vid Stern VVolmer
graf til ad meta hreyfanleika sameindarinnar. Vegna pess hve tryptdfan er 6skautud aminosyra
er han yfirleitt stadsett inni i kjarna proteina i mjog vatnsfeelnu umhverfi. Med pvi ad nota
smasameindina akrylamid er haegt ad meela hversu audveldlega hin kemst ad aminosyrunni.
Adgengi akrylamids fer eftir sveigjanleika proteinsins, eda pvi meiri sveigjanleiki pvi
audveldara & akrylamid med ad komast ad tryptofan i kjarna proteinsins [15,16].
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Mynd 11. Flarljémunarbeling & stékkbrigdinu med akrylamidi vid 25°C. Synir 0 ferillinn proteinid an vidbatt
akrylamids en hver ferill er sidan eftir vidbot 4 ul af 2,5 M akrylamidi at i 500 pl lausn (1-13). Eftir viobét 13
var lokastyrkur akrylamids ordinn 0,25 M. Melt var & bylgjulengdarbilinu 300-400 nm.

A mynd 11 sést hvernig akrylamid beelir flirljomun stokkbrigdisins vid aukinn styrk

akrylamids.

Ferlarnir voru sidan notadir til ad setja upp s.k. Stern-Volmer graf sem sést a mynd 12. Var
Stern-Volmer grafid sett upp midad vid melingar vid 335 nm. Ut fra Stern — Volmer grafi ma
meta sveigjanleika proteina par sem gildir ad heerri hallatala (Ks,) gefur til kynna meiri

sveigjanleika.
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Mynd 12. Stern Volmer graf af meaelingum med akrylamid balingu. Meelt var i buffernum 50mM Tris, 10 mM

CaCl, og pH 8,0 vid 25 °C og vid 335 nm. Raudi depillinn er villigerdin, blai og graeni krossinn eru
stokkbrigdia.

Haegt er ad sja utfrd mynd 12 ad med pessari adferd greinist ekki munur & sveigjanleika i
byggingum villigerdar og H119A/R120S/R121G stokkbrigdis. K, fyrir villgerdina er 0,0057
M™ og medal K, fyrir stokkbrigdid er 0,0055 M™,

4. Umraeda

Nidurstoour meelinga & hradaféstum og stoduleika villigerdar og stokkbrigdisins er synt i toflu
4,

Tafla 5. Samanburdur & stdduleika og hradafradilegum staerdum fyrir villigerd og stokkbrigdi aqualysin 1.

M%"ng kcat (5_1) Km (mM) kcat/Km (S_lmM_l) T50% (OC)
Villigerd 66,7 £9,2 1,33+0,1 51,0+ 3,9 91,4+0,3
H119R120R121/ASG | 62,8 £ 2,7 1,22+0,1 51,7+1,3 90,7+0,5

Eins og sést i toflu 4 pa er ekki mikill munur & nidurstddum melinga & villigerdinni og
stokkbrigdinu. Stydja nidurstodur ar flarljbmunarmalingum nidurstédurnar Ur hrada- og
stodugleikamaelingunum ad pad er litill sem enginn munur & H119A/R120S/R121Gog
villigerdinni. Eina breytingin sem var synileg er hegdun stokkbrigdisins i hreinsunarferlinu.

Til ad draga ensimid Gt ar himnunni eftir yfirtjaningu, hefur purft ad virkja villigerd og 6nnur
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stokkbrigdi med hitamedferd vid >65 °C. Stokkbrigdid H119A/R120S/R121Gvard hins vegar
virkt vid stofuhita og losnadi ur frumuhrati an hitamedhondlunar ad hluta. Ekki hefur fundist
skyring & pessu fraviki.

Gerdar hafa verid mealingar & tvofalda stokkbrigdinu H119A/R120S & aqualysin | (Obirtar
nidurstodur). Samkvamt peim rannséknum pa maldist keu= 54,3 + 6,8 s, K= 1,14 £ 0,1
MM, Kea/ Km= 47,6 + 3,7 s"mM™ 0g Tsgee= 93,4 + 1,0 °C. Ef pessar nidurstédur eru bornar
saman vid mald gildi hja villigerdinni (tafla 4), pa sést ad pad er markteekur munur a
meeligildunum. Pessi munur & tvofalda stokkbrigdinu H119R120/AS og svo pvi prefalda
H119A/R120S/R121Ger erfitt ad Utskyra.

Verdur haldid afram rannséknum & pessu svedi i aqualysini | par sem petta er mjog ahugavert
svaedi. Til ad stydja pessar nidurstodur vaeri ahugavert ad gera hradafraeedilegar meelingar vid
leerra hitastig, sérstaklega i ljosi hegdunarinnar i hreinsunarferlinu. Einnig veeri frodlegt ad

meela flurljomunarbelingu vid fleiri hitastig.
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