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Ágrip 

Helsti munur ensíma úr lífverum sem aðlöguð eru að mismunandi hitastigi er sá að 

kuldaaðlöguð ensím hafa yfirleitt hærri hvötunargetu við lág hitastig en miðlungshitakær 

og hitakær ensím, hins vegar eru þau ekki eins stöðug gagnvart hita. Þessir eiginleikar hafa 

verið tengdir auknum sveigjanleika myndbyggingar kuldakærra ensíma.  

Í þessu verkefni er gerður samanburður á subtilisín-líkum serín próteinösum sem aðlagast 

hafa mjög mismunandi hitastigi, um er að ræða próteinasa úr kuldakærri Vibrio-tegund 

(VPR) og hitakæra ensímið aqualysin I úr bakteríunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI). 

Einkum er sjónum beint að hlutverki sveigjanleika í hitastigsaðlögun ensímanna. 

Sýnt hefur verið fram á mikilvægi prólín amínósýra á yfirborðslykkju við N-endann á 

AQUI, sem ekki eru til staðar í VPR, fyrir hitastöðugleika þess. Því þótti áhugavert að 

kanna áhrif prólína við N-enda VPR∆C. Prólín stökkbreytingar (I5P og N3P/I5P) á VPR∆C 

leiddu til aukins hitastöðugleika ensímsins og einnig tilfærslu á rofstað N-endans til 

líkingar við N-enda röð AQUI. Þessi tilfærsla á rofstað N-endans kann að draga úr 

hreyfanleika þessa hluta próteinsins. 

Sameinda-sveigjanleiki myndbygginga ensímanna tveggja var metinn á millísekúndna 

tímaskala með mælingum á flúrljómunarbælingu Trp hópa í byggingu þeirra. Fyrir þessar 

mælingar var framkölluð stökkbreytingin Y191W á AQUI til að fá sama fjölda Trp hópa 

og jafnframt með sömu staðsetningar, í byggingum AQUI og VPR∆C. Flúrljómun Trp 

hópanna í kuldaaðlagaða ensíminu urðu fyrir meiri bælingu, sem gefur til kynna að VPR∆C 

sé með „opnanlegri“ eða sveigjanlegri myndbyggingu í samanburði við AQUI. 

Einnig var leitast eftir við að meta og bera saman staðbundinn sveigjanleika (á 

nanósekúndna tímaskala) ensímanna. Notast var við markvissar spunamerkingar og EPR 

(electron paramagnetic resonance) litrófsmælingar. Tilraunir til innsetningar á cystein 

amínósýrum með stökkbreytingum, á völdum svæðum, voru framkallaðar. Það reyndist 

erfitt að framkvæma spunamerkingu stökkbrigðanna á þessum völdu svæðum og eru 

hvarfaðstæður spunamerkingar enn í þróun. Spunamerkingar og EPR mælingar á einu af 

þessum völdum svæðum, S123C í VPR∆C og A123C í AQUI verða ræddar. 

 



 

 

Abstract 

The main difference between enzymes from organisms which have adapted to a different 

temperature, is that psychrophilic enzymes usually have higher catalytic efficiency 

compared to enzymes from meso- and thermophilic enzymes. Psychrophilic enzymes also 

have diminished thermal stability. Both of these characteristics have been linked to 

increased structural flexibility. 

In this research structural comparisons are made between subtilisin-like serine proteinases 

which are adapted to different temperatures, a proteinase from a psychrophilic Vibrio-

species (VPR) and a homologous enzyme, aqualysin I from the thermophile Thermus 

aquaticus YT-1 (AQUI). In this project it was attempted to shed light on the role of 

structural flexibility in temperature adaptation. 

It has previously been reported that proline residues in a surface loop near the N-terminal 

in AQUI, which are not present in VPR, are involved in structural stabilization of the 

enzyme. This prompted us to investigate the effect of inserting these proline residues in 

VPR∆C. The proline mutant showed increased heat stability as well as shifting the N-

terminal by two amino acid residues, similar to the N-terminal in AQUI. These structural 

changes may have implications for the temperature adaptation of the enzyme by reducing 

the flexibility of the N-terminal of the protein. 

The difference in molecular flexibility (on millisecond scale) of the enzymes was estimated 

with fluorescent quenching measurements. For this approach, a mutation was made on 

AQUI (Y191W), which gave a mutant with the same number of Trp residues as in VPR∆C, 

and at identical sites in the two enzymes. The emission of Trp residues in the cold adapted 

enzyme were quenched to a higher degree, suggesting a more flexible structure of VPR∆C 

than of Y191W.  

Attempts were also made to estimate and compare the local flexibility (on nanosecond 

scale) at selected sites in the two enzymes. This was done by the use of site-directed spin 

labeling and electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. Attempts were made to 

insert Cys-residues at selected sites by directed mutagenesis. It proved difficult to insert 

spin labels at selected sites in the mutants, and methods are still under development. Spin 

labeling and EPR measurements at one of these sites, S123C in VPR∆C and A123C in 

AQUI, will be discussed. 
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1. Inngangur 

Jaðarlífverur (extremophiles) eru örverur sem hafa aðlagast umhverfisaðstæðum m.t.t. 

hitastigs, þrýstings, sýrustigs og seltu, sem eru mjög öfgakenndar miðað við þær aðstæður 

sem blóðheit dýr þrífast við. Örverur hafa fundist og dafna við hitastig allt frá -20 °C  [7] 

og upp að 121 °C [8], hvort sem það er á sjávarbotni eða í sjóðandi hverum. Þessar lífverur 

hafa þurft að aðlaga alla lífsstarfsemi sína að slíkum ólífvænlegum umhverfisaðstæðum. 

Langstærsti hluti jarðar samanstendur af lífverum sem þrífast í köldu umhverfi, en samt 

sem áður er mun minna vitað um kuldakærar lífverur (psychrophiles) í samanburði við 

hitakærar lífverur (thermophiles). Aftur á móti hafa rannsóknir á kuldakærum próteinum 

aukist hin síðari ár. Kuldakær ensím hafa almennt hærri hvötunargetu en sambærileg 

miðlungshitakær og hitakær ensím, og því þarf minna magn af ensími til að ná sama 

árangri, en á móti kemur að þau eru oft ekki eins stöðug gagnvart hita. Þessir eiginleikar 

geta reynst gagnlegir í ýmsum iðnaði, t.d. í matvæla- og þvottaefnaiðnaðinum. Talið er að 

kuldaaðlöguð prótein ráði yfir meiri sveigjanleika myndbyggingar þeirra við lægri hitastig 

í samanburði við þau sem aðlöguð eru að hærri hitastigum.  

Með samanburði á skyldum ensímum úr lífverum sem aðlagaðar eru að mismunandi 

hitastigi er hægt að fá hugmynd um hvaða þættir það eru í byggingu próteina sem ákvarða 

virkni og stöðugleika við mismunandi aðstæður. 

Í þessari ritgerð verður fjallað um serín próteinasa úr bakteríum sem aðlagast hafa mjög 

mismunandi hitastigi. Um er að ræða subtilisín-líka serín próteinasa úr kuldakærri Vibrio-

tegund (VPR) og hitakæra ensímið aqualysin I úr bakteríunni Thermus aquaticus YT-1 

(AQUI). Sjónum verður beint að sambandi hitastigsaðlögunar  og sameinda-sveigjanleika 

próteina, en talið er að sveigjanleiki gegni lykilhlutverki í hitastigsaðlögun próteina. 

Verður þetta notað til túlkunar á niðurstöðum rannsóknar á Vibrio-próteinasanum og 

aqualysin I. 

 

1.1 Próteinasar 

Próteinasar eru ensím sem hvata vatnsrof peptíðtengja í próteinum eða peptíðum. Þeir 

gegna ýmsum hlutverkum í náttúrunni, t.d. hafa veirur próteinasa sem hjálpa þeim við að 

brjóta niður próteinhjúp frumna og bakteríur seyta próteinösum út í umhverfi sitt við 

næringarnám. Dýr hafa próteinasa í meltingarvegi sínum, sem hluta af ónæmiskerfi sínu og 
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próteinasar taka einnig þátt í að stjórna blóðþrýstingi og blóðstorknun [9]. Próteinasar eru 

líffræðilega mikilvægir þar sem um 2% allra gena í öllum lífverum eru próteinasagen eða 

gen sem eru skyld próteinösum [10]. Þekktir eru 7 meginflokkar próteinasa, samkvæmt 

MEROPS gagnagrunninum [10], sem kenndir eru við einkennishópa í hvarfstöð þeirra. 

Flokkarnir eru: aspartik (A), cystein (C), glútamik (G), málm (M), serín (S), threonín (T) 

og óþekkt (U). Óþekkti hópurinn er nefndur svo því hvarfstöðin er óþekkt og ekki eru til 

neinar upplýsingar um hvarfganginn. 

 

1.1.1. Serín Próteinasar 

Serín próteinasar skipa þann flokk ensíma sem hefur verið hvað mest rannsakaður og best 

skilgreindur [11].  Hvötunarþrennd þeirra samanstendur af þremur skautuðum 

amínósýrum, aspartiksýru (Asp), seríni (Ser) og histidíni (His). Serín próteinasar hvata 

vatnsrof peptíðtengja í tveimur afmörkuðum skrefum, acyleríngu og afacyleringu (mynd 

1). Í fyrsta skrefinu binst hvarfefnið í hvarfstöðinni, samgilt tengi myndast á milli 

karbonýlhóps hvarfefnisins (C1) og hydroxýlhóps seríns í hvarfstöðinni (mynd 1a). Við 

þetta myndast ferflötungssamband þar sem peptíðtengið er rofið og acyl-ensím milliefni 

myndast jafnóðum og annar hluti peptíðkeðjunnar (RB) losnar frá á meðan hinn hlutinn 

(RA) er enn tengdur ensíminu. Í seinna skrefinu á sér stað vatnsrof á acyl-ensím milliefninu 

(mynd 1b). Við þetta myndast aftur ferflötungssamband þar sem peptíðkeðjan (RA) losnar 

frá og serín endurheimtir prótónu sína, sem það missti í byrjun svo að það gæti hvarfast við 

hvarfefnið, og er þá ensímið komið aftur í upphafsástand sitt og ferlið getur hafist að nýju 

[9]. Sérvirkni serín próteinasa byggir á sértækri bindingu hvarfefnisins inn í 

sérvirknivasann (specificity pocket) en fæstir serín próteinasar hafa algera sérvirkni þar 

sem hvarfefnið binst að stórum hluta ósértækt við hópa á meginkeðju ensímsins (mynd 2). 

Aftur á móti er mikilvægt að stöðugt ferflötungs samband myndist, sem felst í því að 

ensímið geti bundist neikvætt hlöðnu súrefnisatómi á C1 með vetnistengi í 

súrefnisanjónarholu (oxyanion hole), svo að peptíðrofið geti átt sér stað [9]. 
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Mynd 1. Einfölduð skýringarmynd af hvarfgangi vatnsrofs peptíðtengis hjá serín próteinasa A. 

Myndun acyl-ensím milliefnis (acyl-enzyme intermediate). Fyrst verður kjarnsækin árás hydroxýl-hóps 

seríns á karbonýlhóp pepíðtengis. Histidín dregur til sín prótónu hydroxýlhóps seríns, sem verður við það enn 

kjarnsæknari. Þá myndast ferflötungs millistig og prótóna flyst frá histidíni yfir á farhóp hvarfefnisins. B. 

Afacylering. Þetta skref er eiginlega eins og fyrra skrefið aftur á bak með vatnssameind í hlutverki 

amínóhóps hvarfefnis. Histidín dregur til sín prótónu af vatnssameind og virkjar hana þannig til að gera 

kjarnsækna árás á karbonýlhóp acyl-ensím milliefnisins. Þá myndast aftur ferflötungs millistig. Histidín færir 

prótónuna yfir á serín og myndefnið losnar frá [9]. 

 

 

Mynd 2. Einfölduð skýringarmynd af ferflötungslaga millistigi í fyrra skrefi hvarfgangs serín 

próteinasa. Á myndinni má sjá hvötunarþrenndina, sértæknidældina, ósérhæfa bindingu hvarfefnis við 

amínósýrur í hvarfefnisgrófinni og súrefnisanjónarholu [9]. 



4 

 

Stærstu yfirfjölskyldur serín próteinasa eru chymotrypsín- og subtilisín-líku próteinasarnir 

[12]. Byggingarleg afstaða amínósýra hvötunarþrenndarinnar hjá þessum tveimur 

yfirfjölskyldum er mjög lík en amínósýruröð þeirra er ekki sú sama. Hjá chymotrypsin 

yfirfjölskyldunni er röðin His-Asp-Ser en hjá subtilisín-líku yfirfjölskyldunni er röðin Asp-

Ser-His. Formgerð (protein scaffold) þessara tveggja yfirfjölskyldna er mjög ólík. 

Chymotrypsin yfirfjölskyldan einkennist af β/β formgerð á meðan subtilisín-líka 

yfirfjölskyldan einkennist af α/β formgerð. Af þessu má draga þá ályktun að þessar tvær 

yfirfjölskyldur hafi ekki átt sameiginlegan forföður heldur þróast óháð hvorri annarri að 

samsvarandi hvarfstöð [12]. 

Hér á eftir verður gerð grein fyrir helstu einkennum subtilisín-líkra serín próteinasa og 

flokkun þeirra. Þá verður fjallað nánar um kuldaaðlagaða Vibrio-próteinasann og 

hitaaðlagaða ensímið aqualysin I, sem voru höfð til samanburðar í þessari ritgerð m.t.t 

hitaastigsaðlögunar og sveigjanleika. 

 

1.1.2. Subtilisin-líkir serín próteinasar 

Subtilisín-líkir serín próteinasar, eða subtilasar eins og þeir eru oft kallaðir, finnast í nær 

öllum lífverum, þar á meðal í bakteríum, sveppum, fiskum, spendýrum og fleirum [13]. 

Subtilasar hafa verið mikið rannsakaðir m.a. vegna notagildis þeirra sem íblöndunarefni í 

þvottaefni. Subtilasar bjóða upp á fyrirtaks kerfi til að skoða og skilja áhrif breyttrar 

ensímvirkni, stöðugleika og sérvirkni serín próteinasa. Meðlimir subtilasa 

yfirfjölskyldunnar hafa einnig verið rannsakaðir til þess að skilgreina samband byggingar 

og hitastigsaðlögun þeirra, þar sem ensím úr subtilösum er aðlöguð að mismunandi 

hitastigi (kulda-, miðlungshita- og hitakær). Þá sýnir fjölskyldan einnig 30-40% 

amínósýrusamsvörun og vel varðveitta uppröðun á amínósýrum í virknisetinu, ásamt 

svipaðri þrívíddarbyggingu. Meirihluti subtilasa eru utanfrumuensím og eru nýmynduð 

sem óvirk forveraensím (pre-pro-enzyme) sem seytt er út úr frumunni og síðan virkjuð 

með því að kljúfa forröðina með sjálfmeltingu. Þó eru nokkrir subtilasar þekktir sem eru 

innanfrumuensím [13]. Amínósýruraðir fjölda subtilisín-líkra serín próteinasa hafa verið 

bornar saman af Siezen og Leunissen [13]. Á grundvelli samröðunarinnar skiptu þeir 

subtilisín-líku serín próteinösunum í sex fjölskyldur, sem nefndar eru eftir dæmigerðu 

ensími í fjölskyldunni. Fjölskyldurnar eru kenndar við subtilisín, thermítasa, próteinasa K, 

lantiobiotic peptíðasa, kexín og pyrolysín. 
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Próteinasa K fjölskyldan er stór hópur ensíma sem tilheyrir flokki endopeptíðasa sem 

fundist hafa í sveppum, gersveppum og gram-neikvæðum bakteríum. Einkennisensím 

fjölskyldunnar er próteinasi K, úr sveppnum Tritirachium album Limber, sem hefur verið 

vel rannsakaður og er vel skilgreindur serín endópeptíðasi. Hann hefur breitt virknisvið og 

getur m.a. brotið niður keratín og dregur hann nafn sitt af því [14]. Bygging þessa 

próteinasa hefur verið kristalgreind nokkrum sinnum (PDB tákn; 1IC6) ýmist með eða án 

kalsíum og með ýmsum hindrum, og ákvörðuð að atóm upplausn [15-18]. 

Próteinasi K inniheldur fimm cystein amínósýrur en fjórar af þeim mynda tvísúlfíðbrýr 

(Cys34-Cys124 og Cys179-Cys248). Stök cystein amínósýra er í seti 73 sem er staðsett í 

nánasta nágrenni við hvarfstöð ensímsins og hefur áhrif á virknisetið [19]. Próteinasi K 

hefur tvö kalsíumbindiset, annað sterkt (Ca1) og hitt veikt (Ca2), en stöðugleiki próteinasa 

K er mjög háður kalsíumbindingu þar sem sýnt hefur verið fram á að próteinasinn missir 

um 80% af virkni sinni á innan við 6 klukkutímum ef kalsíum er fjarlægt [20]. Til frekari 

skoðunar á áhrifum kalsíums á próteinasa K, hefur ensímið verið kristalgreint án kalsíums 

[17]. Kristalgreiningin sýndi ekki miklar breytingar og ekki greindist nein breyting á 

hvötunarþrenndinni (Asp39, His69 og Ser224), en aftur á móti þá hafði sá hluti ensímsins 

sem sér um að binda hvarfefnið og hindra færst til, þannig að vetnistengin milli ensímsins 

og hvarfefnis voru lengri og því veikari. Þessi tilfærsla útskýrir þessa miklu lækkun á 

virkni sem á sér stað þegar kalsíum er fjarlægt [17]. Þessar niðurstöður staðfesta að 

próteinasi K er mjög háður kalsíum. 

 

1.1.3. Subtilisín-líkur serín próteinasi úr kuldakærri Vibrio-

tegund 

Vibrio-próteinasi (VPR) er kuldavirkur utanfrumu subtilisín-líkur serín próteinasi sem 

einangraður var úr kuldakærri Vibrio-tegund (stofna PA-44) og tilheyrir próteinasa K 

fjölskyldunni [21].  VPR sýnir 60-87 % amínósýrusamsvörun við nokkra 

miðlungshitakæra og hitakæra fjölskyldumeðlimi. Ennfremur sýnir VPR 41% 

amínósýrusamsvörun og 57% líkindi við próteinasa K, best skilgreinda meðlim 

fjölskyldunnar [22], ásamt 60% amínósýrsamsvörun og 76% líkindi við hitakæra serín 

próteinasann aqualysin I [3, 6].  

Gen Vibrio-próteinasans (VPR) hefur verið klónað og tjáð í E.coli en VPR er myndað sem 

stórt forveraprótein (55,7 kDa), líkt og aðrir subtilisín-líkir serín próteinasar. 
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Forverapróteinið er 530 amínósýrur sem skiptist niður í þrjá hluta; 139 amínósýru N-enda 

forröð, 291 amínósýru virkur próteinasahluti og 100 amínósýru C-enda forröð. N-enda 

forröðin er talin tryggja rétt umbrot próteinsins, en er síðan klofin frá til að gefa virka 

próteinasann. VPR er því einangrað og seytt út í umhverfið sem 40,6 kDa prótein sem 

inniheldur C-endaforröðina. C-enda forröðin er síðan klofin af með frekari sjálfmeltingu 

sem á sér stað við tiltölulega mildar aðstæður (t.d. hitun við 40°C í 30mín) og þá fæst 29,7 

kDa próteinasi sem viðheldur fullri virkni [3].  

Þrívíddarbygging VPR hefur verið ákvörðuð með kristalgreiningu að upplausn 1,84 Å [23] 

(mynd 3), en þetta var fyrsta bygging kuldaaðlagaðs subtilasa sem ákvörðuð var. Síðan 

hafa fleiri bæst í hópinn, bygging próteinasa úr kuldakærri Serratia tegund (SRPK) [24] og 

subtilisín S41, úr Antarctic bacillus tegund upprunin á suðurskautinu [25]. Þessar 

þrívíddarbyggingar hjálpa til við að rannsaka hvaða byggingarlegu ástæður liggja að baki 

hitastigsaðlögun þessara próteina. Hvarfstöð próteinasans inniheldur hvötunarþrenndina: 

Asp37, His70 og Ser220 ásamt þeim stöðum sem þekkja og binda hvarfefni, en þessir 

staðir eru vel varðveittir á meðal subtilisín-líkra serín próteinasa [23]. 

 

 

 

Mynd 3. Þrívíddarbygging VPR (PDB tákn 1SH7). A. Heildarbygging VPR þar sem amínósýrur hvötunar-

þrenndarinnar, Asp37, His70 og Ser220, eru sýndar í gulu, kalsíumbindistaðirnir þrír eru sýndir í grænu og 

tvísúlfíðtengin eru appelsínugul. B. 2.stigs mynd af VPR [23]. 
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Kristalgreiningin staðfesti tilvist þriggja tvísúlfíðbrúa sem áður hafði verið spáð fyrir um, 

Cys67-Cys99, Cys163-Cys194 og Cys277-Cys281. Tvö þessara tvísúlfiðtengja er einnig 

að finna í hitakæra serín próteinasanum aqualysin I (AQUI). Þar sem þessar tvær 

tvísúlfíðbrýr reyndust vera hvarfgjarnari gagnvart 2-nitro-5-thiosulfobenzoate hvarfi miðað 

við próteinasa K og AQUI, var talið að bygging VPR væri sveigjanlegri en bygging hinna 

tveggja. Ástæðan er sú að tvísúlfíðtengi eru oftast óaðgengileg fyrir leysa og því sýnir 

mismunandi aðgengi að tvísúlfíðtengjunum, þ.e. hversu sveigjanlegar eða „opnanlegar“ 

byggingar ensíma eru fyrir hvarfefninu [21].  

Ákvörðun á kristalbyggingu ensímsins staðfesti einnig tilvist þriggja kalsíumbindiseta 

(Ca1, Ca2 og Ca3) (mynd 3), en búið var að spá fyrir um tvö þeirra með samanburði á 

amínósýruröðum og þrívíddarlíkönum VPR, próteinasa K og AQUI. Ca1 bindisetið 

samsvarar sterka bindisetinu í próteinasa K og Ca2 bindisetið samsvarar meðalsterku 

bindiseti sem skilgreint hefur verið í thermitasa úr hitaþolnu bakteríunni 

Thermoactinomyces vulgaris [26]. En thermitasi er einkennisensím thermitasa 

fjölskyldunnar í subtilisín-líku serín próteinasa yfirfjölskyldunni. Ca3 bindisetið hafði ekki 

fundist áður í subtilisín-líkum serín próteinösum og er að öllum líkindum líka til staðar í 

AQUI miðað við samanburð amínósýruraða AQUI og VPR  [23].  

Hvötunareiginleikar og hitastöðugleiki VPR hafa verið borin saman við AQUI og 

próteinasa K og reyndist virkni VPR mun hærri en hjá hinum tveimur. VPR mældist með 

hærri hámarkshvötun (kcat) og hvötunarvirkni (kcat/Km) við öll hitastig sem mælt var við. 

Þetta er í samræmi við þær tilgátur sem settar hafa verið fram um aukna virkni kuldakærra 

ensíma samanborið við hitakær ensím. Aftur á móti var stöðugleiki VPR bæði gagnvart 

hita og afmyndandi efnum mun lægri samanborið við próteinasa K og AQUI [21]. 

 

1.1.4. Hitakæri subtilisín-líkur serín próteinasinn aqualysinI 

Aqualysin I (AQUI) er hitakær subtilisín-líkur serín próteinasi sem seyttur er út í 

umhverfið af hitakæru gram-neikvæðu bakteríunni Thermus aquaticus YT-1 og tilheyrir 

próteinasa K fjölskyldunni. Kjörhitastig ensímvirkni þess er við u.þ.b. 80 °C [27]. AQUI 

sýnir 37-39% amínósýrusamsvörun við aðra subtilasa, 43% við próteinasa K [28] og 60% 

amínósýrusamsvörun og 76% líkindi við VPR eins og minnst var á, í kafla 1.1.3.  

Gen AQUI hefur verið klónað og tjáð í E.coli [28, 29]. AQUI er myndað sem stórt 

forveraprótein (51 kDa), líkt og aðrir subtilisín-líkir serín próteinasar. Forverapróteinið er 
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513 amínósýrur sem skiptist niður í fjóra hluta: 14 amínósýru merkipeptíð á N-enda, 113 

amínósýru N-enda forröð, 281 amínósýru virkum próteinasahluta og 105 amínósýru C-

enda forröð [29]. Merkipeptíðið er talið stýra seytingu próteinsins út úr innri himnu 

bakteríunnar, en bakterían hefur tvær frumuhimnur (innri og ytri himnu). Eftir að 

merkipeptíðið hefur lokið við að stýra seytingu próteinsins út úr innri himnunni þá er það 

klofið af. Þá er próteinið staðsett í millihimnurýminu með N- og C-enda forraðirnar, en 

með hjálp C-enda forraðarinnar þá festist próteinið við ytri himnuna [29]. N-enda forröðin 

virkar sem innbyggt siðvörsluprótein (chaperone) og er nauðsynleg fyrir rétta svipmótun 

próteinsins [30]. N-enda forröðin er síðan klofin af próteininu og er virka próteinið (38 

kDa) seytt yfir ytri himnu bakteríunnar með hjálp C-enda forraðarinnar [29]. Þegar AQUI 

genið er tjáð í E.coli þá finnst það í ytri himnunni sem forveri, enn með C-endaforröðina 

(38 kDa). C-enda forröðin er síðan klofin frá próteininu með stýrðri sjálfmeltu, með hitun 

við 65°C og fullvirkt ensím myndast (28 kDa) [29]. 

Þrívíddarbygging AQUI hefur verið ákvörðuð með kristalgreiningu að 1,95 Å upplausn, en 

hnitin hafa ekki enn verið skráð inn í próteingagnabankann (PDB) (mynd 4) [31]. Þessi 

þrívíddarbygging var notuð til samanburðar við þrívíddarbyggingu VPR, til að rannsaka 

hvaða byggingarlegu ástæður liggja að baki hitastigsaðlögun þessara próteina. 
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Mynd 4. Þrívíddarbygging AQUI. Amínósýrur hvötunarþrenndarinnar, Asp39, His70 og Ser222, eru 

sýndar í gulu, kalsíumbindistaðirnir tveir eru sýndir í grænu og tvísúlfíðtengin eru appelsínugul [31]. 

 

 

Hvarfstöð próteinasans inniheldur hvötunarþrenndina: Asp39, His70 og Ser222. AQUI 

hefur fjórar cystein (Cys) a.s.; Cys67, Cys99, Cys163 og Cys194, sem mynda tvær 

tvísúlfíðbrýr (C67-C99 og C163-C194) [32]. Áður fyrr var talið að tvísúlfíðbrýrnar 

mikilvægar fyrir hitastöðugleika þessara ensíma þar sem sýnt hafði verið fram á aukinn 

hitastöðugleika subtilasa með því að bæta inn þessum tveimur tvísúlfíðtengjum sem 

fyrirfinnast í AQUI [33-35]. Aftur á móti þá hefur VPR einnig þessar tvær tvísúlfíðbrýr í 

samsvarandi setum, eins og sjá má á mynd 3 [23]. Ennfremur hefur verið sýnt fram á að 

pyrolysin úr ofurhitakæru fornbakteríunni Pyrococcus furiosus og stetterlysin úr mjög 

hitakærri fornbakteríu Thermuococcus stetteri hafa engar tvísúlfíðbrýr [36]. Þetta bendir til 

þess að tvísúlfíðtengin í AQUI, VPR og öðrum subtilösum hafa lítinn, ef einhvern þátt í 

hitastigsaðlögun þessara ensíma. En það hefur verið sýnt fram á að tvísúlfíðtengin, þá 

sérstaklega Cys163-Cys184 í AQUI, sé mjög mikilvægt til að viðhalda réttri lögun 

virknisetsins [37]. Þá hefur einnig verið sýnt fram á að tvísúlfíðtengin taki þátt í að 

viðhalda heilsteyptri byggingu virka ensímsins, bæði í AQUI og VPR [21]. 
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Það hefur verið spáð fyrir um tilvist tveggja kalsíumbindiseta í AQUI, líkt og í próteinasa 

K, annað sterkt (Ca1) og hitt veikara (Ca2) [17]. Með tölvulíkani var ákvarðað að Ca1 

bindisetið væri á sambærilegum stað og í próteinasa K en ekki var unnt að staðsetja Ca2 

bindisetið þar sem amínósýruöð AQUI er frábrugðin próteinasa K á þessu svæði [38]. 

Kalsíum er nauðsynlegt fyrir stöðugleika AQUI, þar sem sýnt hefur verið fram á að þegar 

AQUI hefur kalsíum bundið í Ca1 en ekki Ca2 þá er það óstöðugt við 80°C og það virðist 

sem að sjálfsmelting eigi sér stað. Aftur á móti ef kalsíum er bætt út í greinist ekkert 

virknitap við 80°C í 3 klukkutíma [38]. Því er talið að veika kalsíumbindisetið sé 

nauðsynlegt fyrir hitastöðugleika AQUI. Kristalgreining á AQUI staðfesti tilvist tveggja 

kalsíumbindiseta (Ca1 og Ca2), þar sem Ca1 bindisetið er staðsett á sambærilegum stað og 

í próteinsa K, líkt og spáð hafði verið fyrir um með tölvulíkani. Ca2 bindisetið er staðsett á 

sambærilegum stað og Ca3 bindisetið í VPR, eins og áður hafði verið spáð fyrir um eftir að 

kristalgreining VPR fékkst [23]. 

Talið er að prólín afleiður í yfirborðslykkjum sé á meðal þeirra þátta sem gera hitaaðlöguð 

ensím þolnari gagnvart afmyndun við hærri hitastig, með því að takmarka sveigjanleika 

lykkjanna [39]. AQUI hefur fjórar prólín (Pro) amínósyrur (Pro5, Pro7, Pro240 og 

Pro268), sem staðsettar eru á slíkum lykkjum og hefur verið sýnt fram á mikilvægi þeirra 

við að viðhalda hitastöðugleika ensímsins [40]. Þar sem þessar fjórar Pro eru ekki til staðar 

í VPR, var sett fram tilgáta um að þessi aukni fjöldi Pro í lykkjum kunni að stuðla að 

hitastigsaðlögun hitakæra ensímsins AQUI. 

 

1.2. Hitastigsaðlögun próteina 

Prótein sem aðlöguð eru að mismunandi hitastigum sýna sláandi mun í stöðugleika og 

virkni við mismunandi hitastig, en sýna engin sérkennileg einkenni í samsetningu og stærð. 

Próteinin eru einnig öll samsett úr sömu 20 amínósýrunum og sýna venjulega mikla 

byggingarlega samsvörun [41]. 

Hitaaðlöguð prótein hafa verið mikið rannsökuð, þar sem þau búa yfir miklum stöðugleika 

og virkni sem að bjóða upp á mögulega fulltrúa fyrir margvíslegar líftæknilegrar notkunar í 

mörgum iðnaðarferlum [42-44]. Þó nokkrar upplýsingar eru nú til um gangverk sameinda 

sem liggja að baki aðlögunar að hita [45-49], auk þess þá liggja fyrir upplýsingar um 

töluverðan fjölda af kristalgreindum hitaaðlöguðum próteinum. Aftur á móti þá hafa 

kuldaaðlöguð prótein verið minna rannsökuð, þrátt fyrir þá staðreynd að meiri hluti 
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lífhvolfs jarðar samanstandi af lífverum sem þrífast í köldu umhverfi. Sá eiginleiki sem 

skilgreinir hvað best kuldaaðlöguð ensím og skilur þau frá ensímum sem aðlöguð eru hærri 

hitastigum, er að þau búa yfir hærri hámarkshvötun (kcat) og innbyggðri hærri 

hvötunarvirkni (kcat/Km) við lægri hitastig [23]. Þessi aukna hvötunarvirkni í 

kuldaaðlöguðum ensímum, er talin vera vegna þróunar á auknum sveigjanleika, sem leyfir 

nauðsynlegar breytingar í byggingunni fyrir hvötun við lág hitastig [23]. Á undanförnum 

árum hafa nokkrar byggingar kuldaaðlagaðra próteina verið ákvörðuð með röntgen 

kristalgreiningu sem hefur hjálpað til við að varpa ljósi á undirstöðu sameindalegrar 

forsendur fyrir aðlögun próteina að kulda [23]. 

Flest þau sérkenni sem hafa verið birt um hitastigsaðlögun próteina að háu til lágu hitastigi 

eru; fækkun víxlverkana innan og á milli sameinda, minni pökkun á hliðarkeðjum 

amínósýra (vatnsfælna kjarnanum), aukið óskautað yfirborð, fækkun á málmjónasækni, 

lengri yfirborðslykkjur og lækkun á fjölda prólína í lykkjum [23]. Fleiri saltbrýr sjást oft í 

próteinum miðlungshitakærra ensíma og hitakærra ensíma miðað við prótein kuldakærra 

ensíma og eru saltbrýr því talin gegna mikilvægu hlutverki í stöðugleika þeirra. Í 

próteinum ofurhitakærra ensíma eru saltbrýrnar oft til staðar í klösum eða saltbrúarkerfum 

(networks) á yfirborði próteinsins eða á milli undireininga í samsettum próteinum [41]. 

 1.2.1. Samanburður á AQUI og VPR 

Kuldaaðlagaða ensímið VPR og hitaaðlagaða ensímið AQUI sýna 60 % 

amínósýrusamsvörun og 76 % líkindi. Við samanburð á amínósýruröðum og samsetningu 

AQUI og VPR má greina hærra hlutfall af skautuðum óhlöðnum amínósýrum (a.s.) í VPR, 

sérstaklega af Asn og Gln. Þá hefur VPR einnig hærra hlutfall af hlöðnum a.s., sérstaklega 

af súru a.s. Asp. Hitaaðlagaða ensímið AQUI hefur hærra hlutfall af basísku a.s. Arg og 

tiltölulega hærra hlutfall af vatnsfælnum amínósýrum (tafla 1). AQUI hefur hærri 

alifatískan stuðul (Ala, Val, Ile og Leu) 78,90 miðað við kuldaaðlagaða ensímið VPR, sem 

hefur stuðulinn 68,69 [3]. Það má greina aukinn fjölda Ser amínósýra hjá VPR, en 

algengustu breytingarnar á milli VPR og AQUI eru SerAla breytingar, en alls átta 

þannig breytingar skilja á milli ensímanna. Þrátt fyrir að Pro hlutfallið sé svipað hjá VPR 

og AQUI, þá hefur AQUI fjórar Pro sem staðsettar eru á yfirborðslykkjum próteinsins, sem 

ekki eru til staðar hjá VPR. Færri slíkar Pro í yfirborðslykkjum próteina hefur verið álitið 

sem möguleg ástæða fyrir auknum sveigjanleika og/eða minnkuðum stöðugleika í nokkrum 

kuldaaðlöguðum ensímum [50-52]. 
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Tafla 1. Amínósýrsamsetning VPR og AQUI [3]. 

  VPR AQUI 

Amínósýrur Fj. % Fj. % 

Ala 25 8,6 40 14,2 

Arg 9 3,1 15 5,3 

Asn 23 7,9 19 6,8 

Asp 21 7,2 13 4,6 

Cys 6 2,1 4 1,4 

Gln 10 3,4 5 1,8 

Glu 5 1,7 3 1,1 

Gly 40 13,7 37 13,2 

His 4 1,4 5 1,8 

Ile 9 3,1 9 3,2 

Leu 18 6,2 19 6,8 

Lys 5 1,7 2 0,7 

Met 3 1 2 0,7 

Phe 7 2,4 3 1,1 

Pro 12 4,1 11 3,9 

Ser 38 13,1 29 10,3 

Thr 20 6,9 25 8,9 

Trp 4 1,4 3 1,1 

Tyr 8 2,8 12 4,3 

Val 24 8,2 25 8,9 

∑ 291   281   

 

Helstu byggingarlegu þættirnir sem gætu komið að hitastigsaðlögun VPR og AQUI eru 

aðgengilegu (exposed) og gröfnu svæðin á yfirborði próteinanna [23]. Þetta getur stafað af 

hversu eðliseiginleikar vatns eru háðir hitastigi. Af þessum ástæðum hafa vatnsfælnihrif 

mikil áhrif á byggingarlegan stöðugleika hitakæra ensímsins AQUI, á meðan kuldakæri 

Vibrio-próteinasinn býr yfir meira aðgengilegu og óskautuðu yfirborði. Ensímin hafa 

svipað grafið yfirborðssvæði en samsetning þeirra er öðruvísi, þar sem VPR hefur minna 

óskautað grafið yfirborð í samanburði við AQUI. Aukið óskautað grafið yfirborð hjá 

AQUI er talið stuðla að auknum stöðugleika ensímsins samfara vatnsfælni áhrifunum. Af 

þessum ástæðum þá hefur vatnsfælnihrif minni áhrif á stöðugleika VPR í samanburði við 

AQUI. Þá hefur VPR einnig hærra hlutfall af neikvætt hlöðnum amínósýrum á yfirborðinu 

og AQUI hefur fleiri prólín amínósýrur á yfirborðslykkjum. Þessir þættir geta verið á 

meðal þeirra þátta sem kunna að stuðla að aðlögun þessara próteina að mismunandi 

hitastigi. VPR hefur þrjú kalsíumbindiset þar sem tvö þeirra er einnig að finna í byggingu 

AQUI á samsvarandi setum. Kalsíumbinding er nauðsynleg fyrir stöðugleika þessara 
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tveggja ensíma [38] (M.M.Kristjánsson, óbirtar niðurstöður). Yfirleitt er talið að aukin 

sækni og fjöldi bundinna málma sé samfara auknum hitastöðugleika próteina, þar sem 

málmbinding er mjög stöðgandi í mörgum próteinum en út frá samanburði á VPR og 

AQUI er erfitt að álykta hvernig og hvort þessi munur á kalsíumbindingu stuðli að 

hitastigsaðlögun þessara ensíma.  

Þá hefur VPR einnig þrjú tvísúlfíðtengi þar sem tvö þeirra er einnig að finna í byggingu 

AQUI á samsvarandi setum og er því erfitt að tengja þau við hitastigsaðlögun ensímanna. 

VPR hefur hærri hvötunarvirkni (kcat/Km) á hitastigsbilinu 15-55 °C samanborið við AQUI 

en á móti kemur þá hefur AQUI meiri hitastöðugleika miðað við VPR [21]. Há 

hvötunarvirkni er sá eiginleiki sem skilgreinir hvað best kuldakær ensím og skilur þau frá 

ensímum sem aðlöguð eru að hærri hitastigum. 

 

1.3. Samband hitastigsaðlögunar og sveigjanleika 

próteina 

Tilgátur hafa verið settar fram um lykilhlutverk sameindasveigjanleika í aðlögun próteina 

að mismunandi hitastigum, þar sem meginþrýstingur próteina í þeirri aðlögun virðist vera 

að varðveita virkni þess með því að hámarka sveigjanleika í kringum mikilvæg svæði 

próteinsameindarinnar. Af þessum ástæðum er talið að hámörkun ensímvirkni við ákveðið 

hitastig feli í sér málamiðlun á milli tveggja andstæðra byggingarlegra þátta próteinsins; 

sveigjanleika og stöðugleika [41]. Lagt hefur verið til að ensím sem hvata sama hvarf en 

eru aðlöguð að mismunandi umhverfishitastigum, hafi samsvarandi byggingarlegan 

sveigjanleika við kjörhitastig sín [53-55]. Þessi tilgáta gæti bent til þess að breytingar við 

hitastigsaðlögun próteina leitist við að varðveita og hámarka virka ástand próteinsins, 

þannig að þau séu í „samsvarandi ástandi“ („corresponding states“) m.t.t. nauðsynlegra 

hreyfinga fyrir virkni próteinsins, við mismunandi eðlislægar aðstæður sem þau hafa 

aðlagast [54]. Þetta gefur til kynna að kuldavirk ensím þurfi að búa yfir meiri sveigjanleika 

til að viðhalda slíku „samsvarandi ástandi“ fyrir líffræðilega virkni þess við lág hitastig. 

Settar hafa verið fram tilgátur um að kuldaaðlögun próteina feli í sér að veiktir séu 

innansameindar víxlverkanir til þess að auka byggingarlegan sveigjanleika þeirra [41, 56].  

Aftur á móti þurfa hitakæru ensímin að búa yfir meiri stífni og stöðugri myndbyggingu til 

að vinna á móti óreiðudrifinni afmyndun vegna hita, en þau þurfa einnig að geta viðhaldið 

hámarkssveigjanleika m.t.t. virkni við hærri hitastig [41]. Með þessu er hægt að segja að 
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ensím séu aðlöguð til að viðhalda þeim sveigjanleika sem er nauðsynlegur til að viðhalda 

afkastagetunni í hvötun. 

Sambandið á milli hitastöðugleika og virkni við lág hitastig sýnir vel þær breytingar sem 

virðast eiga sér stað á stöðugleika og virkni hjá ensímum sem aðlagast hafa mismunandi 

hitastigum (mynd 5). Algengasta útskýringin á þessum breytingum er sú að á þeim tíma 

sem ensímin hafa þróast hafa þau aðlagað styrk og fjölda stöðgandi þátta til þess að gera 

jafnvægið á milli stífni (fyrir stöðugleika) og sveigjanleika (fyrri virkni) sem best fyrir það 

hitastig sem ensímin búa við [57]. 

 

 

Mynd 5. Ferill sem sýnir sambandið á milli hitastöðugleika og virkni við lág hitastig. Samstofna ensím 

sem aðlöguð eru að mismunandi hitastigi sýna fórnarskipti (trade-off) á milli virkni við lág hitastig (há fyrir 

ensím úr kuldakærum lífverum en venjulega lág fyrir ensím úr hitakærum lífverum) og hitastöðugleika 

(mikill fyrir hitakær ensím en lítill fyrir kuldakær ensím) [57]. 

 

Með þessu hafa verið settar fram tilgátur um öfugt samband hvötunargetu (kcat/Km) og 

stöðugleika og hafa niðurstöður rannsókna á samstofna ensímum úr kuldakærum og 

hitakærum lífverum yfirleitt verið í samræmi við þá tilgátu [3, 21]. Aftur á móti hefur 

reynst erfiðara að skilgreina hlutverk sveigjanleika í þessu samhengi með 

rannsóknarniðurstöðum, enda ekki alltaf skýrt hvað er átt við með hugtakinu [58]. 

Hugtakið sveigjanleiki nær yfir allar hreyfingar í sameindum próteinsins en þær geta verið 

mismunandi m.t.t. tímaskala. Tímaskalinn getur verið frá píkósekúndum (psek) til 

sekúndna (sek). Innan próteinbyggingarinnar eru tveir meginflokkar sveigjanleika, þar sem 

annar flokkurinn lýsir hreyfanleika stærri svæða (domain) próteinsins sem eiga sér stað á 
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tímaskalanum µsek til sek. Á meðan hinn flokkurinn lýsir staðbundnum hreyfanleika 

hliðarkeðja próteinsins sem eiga sér stað á tímaskalanum psek til nsek [59]. Til dæmis má 

nefna að titringur tengja á sér stað á 10
-15

sek, snúningur yfirborð hliðarkeðja á sér stað á 

10
-10

-10
-9

sek og „öndun“ próteina á sér stað á tímaskalanum 10
-6

 til sek [60].   

Talið er að mörg líffræðileg ferli eins og ensím hvötun, boðflutninga (signal transduction) 

og prótein-prótein víxlverkanir eigi sér stað á tímaskalanum µsek-sek og er það megin 

ástæðan fyrir því að sveigjanleiki próteina hafa að mestu verið rannsökuð á þessum 

tímaskala [61-64]. Aftur á móti er ekki ljóst hvort staðbundinn sveigjanleiki í kringum 

ákveðna hluta próteinsameindarinnar, t.d. hvarfstöðina, gegni meginhlutverki fyrir 

próteinvirkni eða hvort það sé frekar heildarsveigjanleiki alls próteinsins. Þá gæti jafnvel 

verið að það sé einhver tenging á milli þessara hreyfinga [65]. Nýlega birtar niðurstöður 

gefa til kynna að hröðu hreyfingarnar á tímaskalanum psek-nsek kunni að auðvelda 

(facilitate) hægari og stærri hreyfingunum sem eiga sér stað á µsek-sek tímaskalanum og 

eru þá hröðu hreyfingarnar  skilgreindar sem hjöruliðssvæði innan próteinsameindarinnar 

(hinge regions of enzymes) [62, 64-66]. Þannig hafa verið settar fram tilgátur um að þessar 

hröðu varmafræðilegu hreyfingar hagi sér eins og „smurning“ (lubricant) fyrir stærri og 

hægari hreyfingar próteinsins sem taka þátt í ensím hvötun ofl. [65, 67]. 

Skilningur á sveigjanleika próteina gæti  gefið betri skilning á hinum margvíslegum ferlum 

próteina. Erfitt hefur þó reynst að afla markvissra gagna um sveigjanleika próteina og 

hlutverk hans fyrir próteinvirkni, þar sem erfitt er að mæla, með núverandi aðferðum, beint 

hreyfanleika innan prótein byggingarinnar. Nokkrar nálganir hafa verið notaðar þar sem 

notast er við mismunandi eðlisefnafræðilegar aðferðir til að mæla eðliseiginleika próteina 

sem gætu síðan gefið vísbendingar um sveigjanleika próteinsins [66]. Margar af þessum 

aðferða nálgunum (experimental approaches) greina hreyfingar á mismunandi tímaskölum 

(mynd 6) en það sem er mælt sem sveigjanleiki fer eftir aðferðinni sem er beitt. 

Aðferðir eins og NMR [62, 64, 65], vetnis/deuteríum (H/D) útskipti á amíðhópum mælt 

með FTIR (Fourier transformed infrared) litrófsmælingum [68-70], massagreiningar (mass 

spectrometry) [71], flúrljómunarbæling [72, 73] og sameindahreyfihermun (molecular 

dynamics simulations) [74] hafa verið notaðar til þess að ákvarða hreyfanleika próteina 

m.t.t. hitastigsaðlögunar.  
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Mynd 6. Aðferðir til að fylgjast með hreyfanleika próteina á tímaskalanum fsek-sek. Tímaskalinn fsek 

til nsek skilgreinir staðbundinn hreyfanleika, þar sem titringur tengja, snúningur meþýlhópa, hreyfingar 

lykkja og snúningar hliðarkeðju eiga sér stað. Aðferðir til að fylgjast með slíkum hreyfingum eru t.d. 

flúrljómun og sameindahreyfihermun. Tímaskalinn µsek til sek skilgreinir kommúnu (collective) hreyfingar, 

þar sem hreyfingar á stærri svæðum á sér stað. Aðferðir til að fylgjast með slíkum hreyfingum eru t.d. 

vetnis/deuteríum útskipti og NMR [66]. 

 

 

Notast hefur verið við mælingar á flúrljómunarbælingu samstofna próteina, til að meta 

heildar byggingarlegan sveigjanleika (conformational flexibility) þeirra á msek 

tímaskalanum í von um aukinn skilning á hitastigsaðlögun þeirra [72, 73, 75]. Í þessari 

aðferð er notast við smásameindir á borð við akrýlamíð til að bæla eigin (intrinsic) 

flúrljómun tryptofan hópa próteinsins [76]. Aðferðin byggir í rauninni á hversu 

aðgengilegir Trp hóparnir í próteininu eru gagnvart smásameindinni og fer aðgengið eftir 

staðsetningu þeirra í próteininu. Trp er yfirleitt tiltölulega grafnar í próteinum og ákvarðast 

aðgengi smásameindarinnar að Trp hópnum því af þeim hreyfingum sem leyfa aðgengið. 

Eftir því sem aðgengi Trp hópanna er meiri gagnvart akrýlamíðinu, því meiri minnkun 

verður á styrkleika flúrljómunarinnar. Með öðrum orðum þá minnkar eigin (intrinsic) 

flúrljómun próteinsins með auknum styrk akrýlamíðs. Bælingarhvarfið felur í sér 

sveimandi (diffusive) árekstur á milli bælarans og örvaða indólhringsins á Trp 

amínósýrunni og því er hægt að tengja áhrifin við sveigjanleika próteinsins. Ókosturinn við 

þessa aðferð er sú að prótein geta innihaldið mismunandi fjölda Trp hópa í byggingum 

sínum og/eða í mismunandi setum. Aftur á móti ef unnið er með samstofna prótein með 
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sömu byggingu sem innihalda einnig Trp hópa í samsvarandi setum innan byggingarinnar, 

þá ætti að vera mögulegt að nota þessar mælingar til að meta aðgengi Trp hópanna að 

bælinum, til túlkunar á heildarsveigjanleika próteinanna. 

Á undanförnum árum hefur verið þróuð aðferð til að nema hreyfanleika próteinhryggsins 

(protein backbone) á nanósekúndna (nsek) tímaskalanum. Aðferðin byggir á sameiningu 

EPR (electron paramagnetic resonance) mælingar og markvissar spunamerkingar (SDSL; 

site directed spin labeling). EPR mælingar mæla spuna á meðseglandi (paramagnetic) 

rafeindum en prótein hafa almennt ekki meðseglandi rafeindir, þó undantekningar séu til 

eins og t.d. ribonucleotide reductase [77], og því þarf að koma þeim fyrir inn í 

próteinbyggingunni til þess að geta fengið EPR róf. Oftast er notast er við meðseglandi 

nítroxíð spunamerki [78], sem er innlimað á ákveðið set í próteininu, sem gefur þá 

upplýsingar um þeirra nánasta umhverfi. Til þess að innlima þessu spunamerki á próteinið 

eru framkvæmdar markvissar stökkbreytingar þar sem ákveðnum setum í próteininu er 

stökkbreytt í cystein [1, 79]. Yfirleitt eru set sem innihalda serín valin til þess að 

stökkbreyta yfir í cystein til að valda sem minnstri röskun í byggingu próteinsins, en þá 

hafa einnig alanín afleiður verið valdar. Frjálsi þíólhópurinn í cystein amínósýrunni 

hvarfast þá við nitroxíð spunamerkið (mynd 7). Algengasta spunamerkið sem notast er við, 

er methanethiosulfate spin-label (MTSSL), vegna þess hve mikla nákvæmni og virkni 

(reactivity) það hefur [80]. MTSSL er oft kallað R1 eftir að það hvarfast við cystein, en 

eftir hvarfið þá er hægt að meta sveigjanleika R1 með EPR mælingum á nsek 

tímakvarðanum. EPR rófið sýnir hreyfingu af nítroxíðhringnum tengdum próteininu á nsek 

[79].  

 

 
Mynd 7. Hvarf methanethiosulfate spin-label (spin label I) við cystein til að mynda tvísúlfíð-tengja 

nitroxíð hliðarkeðju R1 [1]. 

 

 

EPR rófið getur gefið upplýsingar um byggingu og hreyfanleika umhverfis spunamerkið 

sem er bundið próteininu [81]. Með því að nota þessa aðferð á vel skilgreint prótein er 
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mögulegt að kortleggja staðbundnu hreyfingarnar á hrygg (backbone) próteinsins og auka 

þar með skilning á hlutverki sveigjanleika í próteinvirkni. 

 

1.4. Fyrri mælingar á kuldavirkum Vibrio-próteinasa 

Fyrri rannsóknir sem gerðar hafa verið á kuldavirka Vibrio-próteinasanum hafa verið 

byggðar á samanburði amínósýruraða og þrívíddarbygginga VPR við skyld hitastöðug 

ensím. Með samanburðinum hefur verið reynt að meta muninn í byggingu ensímanna og í 

framhaldi af því framkallaðar stökkbreytingar sem hugsanlega gætu valdið auknum 

hitastöðugleika próteinasans og aukið skilning á hitastigsaðlögun hans. Hér verður fjallað 

um nýlega birtar niðurstöður á kuldakæra Vibrio-próteinasanum [4, 5]. 

Mest áberandi amínósýrubreytingarnar á milli VPR og annarra hitastöðugri 

samanburðarensíma voru SerAla breytingar, alls átta talsins. Við skoðun á staðsetningu 

þessara breytinga voru þrjár taldar sérstaklega áhugaverðar og þrjár stökkbreytingar 

framkvæmdar, en þær voru Ser110Ala, Ser51Ala og Ser64Ala (sjá mynd 8) [4]. Ser110 er 

staðsett á α-helix C og er tiltölulega aðgengilegt leysinum. Við SerAla breytingu er 

vatnssæknum hóp Ser skipt út fyrir óskautaðan hóp Ala, en alanín er einnig talin hafa 

stöðugleikandi áhrif í α-helixum. Ser51 er staðsett á β-fleti í frekar vatnsfælnu umhverfi 

með lítið yfirborðsaðgengi. Hér var breyting yfir í óskautaðan hóp talin geta aukið 

vatnsfælnihrif á þessu svæði og haft stöðugleikandi áhrif. Ser64 er staðsett á utanáliggjandi 

lykkju, en þessi yfirborðslykkja er áhugaverð byggingarlega af ýmsum ástæðum. Meðal 

annars þá tengist lykkjan α-helixnum sem ber His hóp hvötunarþrenndarinnar og auk þess 

myndar lykkjan einnig Ca2 bindisetið. Þá voru tvöfalda stökkbreytingin Ser51/64Ala og 

þrefalda stökkbreytingin Ser51/64/110Ala einnig framkvæmdar [4]. Allar einföldu 

SerAla breytingarnar reyndust hafa meiri hitastigsstöðugleika samanborið við 

villigerðina (tafla 2). Það kom nokkuð á óvart að sameining stökkbrigða í tvöfalda 

stökkbrigðinu Ser51/64Ala leiddi til lækkunar á hitastöðugleika um ~1,5 °C. Þrefalda 

stökkbreytingin Ser51/64/110Ala leiddi einnig til lækkunar, en aðeins um ~0,5 °C. Þannig 

að viðbót Ser110Ala við tvöfalda stökkbrigðið skilaði hins vegar aftur að hluta þess 

stöðugleika sem hafði tapast [4]. Þá sýndu einföldu stökkbreytingarnar einnig minnkaða 

hvötunargetu (kcat/Km).  

Aukinn fjöldi prólína í yfirborðslykkjum hefur verið tengdur auknum stöðugleika próteina. 

Í AQUI eru fjórar slíkar Pro sem ekki eru til staðar í VPR. Tvær af þessum amínósýrum 
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(Asn238 og Thr265) þóttu áhugaverðar og voru valdar til stökkbreytingar, þar sem þeim 

var stökkbreytt yfir í Pro til líkingar við hitakæra ensímið AQUI (mynd 8) [4]. Asn238 er 

staðsett á lykkju sem liggur frá 17 amínósýru langa helixnum sem liggur í gegnum 

sameindina og ber Ser hóp hvötunarþrenndarinnar. Thr265 er staðsett á lykkju sem tengir 

strendingana í tveggja strendinga β-fleti nálægt C-endanum. Framkvæmdar voru tvær 

einfaldar stökkbreytingar; N238P og T265P ásamt tvöfaldri stökkbreytingu; N238/265P. 

Allar prólínbreytingarnar reyndust hafa meiri hitastöðugleika samanborið við villigerðina 

(tafla 2). Þá sýndu allar prólínbreytingarnar minnkaða hvötunargetu (kcat/Km). En 

samkvæmt tilgátum um hitastigsaðlögun próteina sem fyrr voru ræddar er aukinn 

stöðugleiki yfirleitt talinn vera samfara minnkaðri hvötunargetu ensíma vegna stífari 

myndbyggingar. Niðurstöðurnar sýndu að áhrif prólínbreytinganna á hvötunargetuna eru 

mun sterkari en vegna SerAla breytinganna. Þetta gæti bent til þess að 

prólínbreytingarnar kunni að valda stífari myndbyggingu og þar af leiðandi lækkaðri 

hvötunargetu [4]. 

 

 

Mynd 8. Yfirlit yfir Ser/Ala og Xaa/Pro stökkbreytingarset í VPR. Þeim amínósýrum sem var stökkbreytt 

eru merktar og sýndar sem dökkar stikur [4]. 
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Tafla 2. Hitastöðugleiki Ser/Ala og Xaa/Pro stökkbreytinganna í VPR [4]. 

Ensím/Stökkbrigði T50% (°C) Tm (°C) 

VPRwt 56,0 63,6 

S51A 57,0 63,9 

S64A 56,5 65,1 

S110A 57,1 65,2 

S51/64A 54,5 63,1 

S51/64/110A 55,5 63,3 

N238P 58,0 64,2 

T265P 57,6 65,8 

N238/T265P 57,0 65,2 

 

 

Saltbrýr eru taldar gegna mikilvægu hlutverki í stöðugleika hitakærra ensíma, en AQUI er 

talin innihalda saltbrú sem ekki er til staðar í VPR. Amínósýrur Asp17 og Arg259 eru talin 

mynda jónapar í AQUI en VPR inniheldur Asn15 og Lys257 í samsvarandi setum (mynd 

9) [5]. Þá var stökkbreytingin N15D framkölluð á VPR með það í huga að athuga hvort 

það myndaðist ný saltbrú. Með það að markmiði að styrkja þessa hugsanlegu saltbrú enn 

frekar var einnig ákveðið að framkalla tvöfalda stökkbreytinguna N15D/K257R [5]. N15D 

reyndist hafa meiri hitastöðugleika samanborið við villigerðina, en hitastöðugleikinn jókst 

um ~3 °C, bæði í Tm og T50%. Viðbæting K257R með tvöfalda stökkbrigðinu N15D/K257R 

jók hitastöðugleikann ekkert frekar. Þá sýndu stökkbreytingarnar aukna hvötunarvirkni 

(kcat) samanborið við villigerðina. Sameindahreyfihermanir gáfu til kynna að saltbrú hefði 

myndast með stökkbreytingunum [5]. 
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Mynd 9. Þrívíddarbygging VPR. A.Heildarbygging VPR sem sýnir staðsetningu saltbrúarinnar. B. Kassinn 

sýnir stækkaða mynd af stökkbreytisetunum sem staðsett eru nálægt C-endanum og kalsíumbindi lykkjunni 

við N-endann C. Sama svæði í AQUI [5]. 

 

 

Þá var einnig útbúið stytt afbrigði af VPR, VPR∆C, þar sem 15 amínósýruröð var sneidd af 

C-endanum í samræmi við C-enda AQUI. Þar sem fjarlæging á neikvæða arminum gæti 

haft áhrif á myndun saltbrúarinnar. Samanburðarmælingar á VPR og VPR∆C sýndu 

sambærilega hraðafræðilega eiginleika en aftur á móti sýndi VPR∆C lítillega hækkaðan 

stöðugleika gagnvart hita, en Tm hækkaði um ~1,6 °C og T50% um ~0,4 °C (tafla 3). Þar 

sem um minni hækkun er að ræða fyrir T50% en Tm gæti það bent til þess að stytting C-

endans hafi lítil áhrif á virknitap við hátt hitastig en meiri áhrif til styrkingar 

heildarstöðugleika byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun [5].  

 

  

Tafla 3. Hraðafræðilegir eiginleikar og hitastöðugleiki VPR og VPR∆C [5]. 

Ensím T50% Tm kcat(s
-1

) Km (mM) kcat/Km (mM
-1

s
-1

) 

VPR 56,0 ± 0,2 63,6 ± 0,3 74,6 ± 5,0 0,166 ± 0,017 449 ± 30 

VPR∆C 56,4 ± 0,1 65,2 ± 0,2 68,2 ± 9,9 0,184 ± 0,017 371 ± 26 
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Þá var N15D stökkbreytingin einnig framkvæmd á VPR∆C og sýndi stökkbreytingin aukinn 

hitastöðugleika um ~3 °C, líkt og stökkbreytingin á villigerðinni. Aftur á móti þá hafði 

stökkbreytingin á VPR∆C engin áhrif á hvötunarvirknina (kcat) [5]. 

 

1.5. Markmið rannsókna  

Fyrri rannsóknir á áhrifum prólín amínósýra í yfirborðslykkjum á VPR sýndu aukningu á 

hitastöðugleika [6] en aðeins voru valin tvö set af fjórum (sem eru til staðar í AQUI) til 

stökkbreytingar, þar sem setin nálægt N-endanum voru ekki talin líkleg til að hafa mikil 

áhrif á hitastöðugleika ensímsins. Aftur á móti þá var nýlega birt grein þar sem öll fjögur 

prólín setin í AQUI voru stökkbreytt í átt að VPR, þar sem öll setin sýndu minnkaðan 

hitastöðugleika og þá sérstaklega setin við N-endann (Pro5Asn og Pro7Ile) [40]. 

Niðurstöður sýndu að stökkbreytingin Pro5Asn leiddi til lækkunar á hitastöðugleika 

ensímsins, þar sem helmingurtími (half-life) stökkbreytta ensímsins var 15 mín við 90 °C í 

samanburði við 45 mín fyrir villigerð AQUI. Þá leiddi stökkbreytingin Pro7Ile til enn meiri 

lækkunar í hitastöðugleika, þar sem helmingunartími þess var 10 mín við 80 °C og 60 mín 

við 70 °C. Einnig var bræðslumark stökkbrigðanna ákvarðað og borið saman við 

villigerðina. Bræðslumark villigerðar AQUI var 93,99 °C og mátti greina lækkun um ~ 7 

°C fyrir Pro5Asn og lækkun um ~ 10 °C fyrir Pro7Asn [40]. 

Fyrsta markmið þessa rannsóknarverkefnis var að kanna áhrif prólín innsetningar á þessum 

tveimur setum við N-endann á kuldakæra Vibrio-próteinasanum og hugsanleg áhrif þeirra á 

hitastigsaðlögun ensímsins m.t.t.stöðugleika og hvötunareiginleika. Þar sem sýnt hefur 

verið fram á mikilvægi þessara tveggja prólín amínósýra við N-enda hitakæra ensímsins 

aqualysin I. 

Annað markmið þessa verkefnis var að meta heildarsveigjanleika kuldakæra Vibrio-

próteinasans á msek tímaskalanum í samanuburði við hitaþolna ensímið aqualysin I. Eins 

og komið hefur fram þá hafa tilgátur verið settar fram um að kuldaaðlöguð ensím búi yfir 

meiri sveigjanleika við lág hitastig í samanburði við hitakær ensím. Til að meta hægar 

hreyfingar á msek tímaskalanum var notast við mælingar á flúrljómunarbælingu Trp hópa 

ensímanna. Fyrir þessar mælingar var framkölluð stökkbreyting á AQUI; Y191W, svo að 

fjöldi og staðsetning Trp hópa væru samsvarandi í byggingum AQUI og VPR∆C.   
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Þriðja markmið þessa verkefnis var að meta staðbundinn sveigjanleika kuldakæra Vibrio-

próteinasans á nsek tímaskalanum í samanburði við hitaþolna ensímið aqualysin I. Til að 

meta hraðar hreyfingar á nsek tímaskalanum var notast við markvissar spunamerkingar og 

EPR mælingar. Markmið þessara mælinga til langs tíma er að geta kortlagt staðbundinn 

sveigjanleika á mismunandi stöðum fjölpeptíðkeðjunnar og fá þá mikilvægar upplýsingar 

um hvaða hreyfingar eru mikilvægar fyrir virkni og hitastigsaðlögun ensímanna. 

Framkallaðar voru nokkrar Cys stökkbreytingar á VPR og AQUI fyrir spunamerkingarnar, 

en unnið var að lokum með aðeins eina Cys stökkbreytingu; S123C í VPR og A123C í 

AQUI. 

Í þessu verkefni var notast við C-enda stytt afbrigði VPR, VPR∆C til að auka á líkindi við 

AQUI og voru því allar stökkbreytingar fyrir kuldakæra Vibrio-próteinasann framkallaðar 

á VPR∆C. Áhrif þessara stökkbreytinga á stöðugleika og hvötunareiginleika ensímsins voru 

könnuð og er fjallað um niðurstöður þeirrar rannsóknar í þessari ritgerð. 
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2. Efni og aðferðir 

2.1. Stökkbreytingarhvarf 

Við framköllun á markvissum stökkbreytingum var notast við aðferð sem byggir á mögnun 

beggja DNA þátta ferju með DNA pólýmerasa eftir vísum, sem innihalda þá 

stökkbreytingu sem leitast var eftir. Þá parast hvor þáttur við sitt markset. Aðferðin er vel 

þekkt og var notast við leiðbeiningar frá QuikChange
TM

 Site Directed Mutagenesis Kit frá 

Stratagene. Hér var ýmist notast við Fusion DNA pólýmerasa frá Stratagene, eða Pfu DNA 

pólýmerasa frá Fermentas, ásamt meðfylgjandi buffer, til að magna þættina. Samsetning 

stökkbreytihvarf-lausnar var á eftirfarandi veg:  

1µl DNA mót (~100 ng/µl) 

10µl 5x Buffer + MgSO4 

1µl Af fram eða aftur vísi (10 pmól/µl) 

1µl dNTP (10 mM hvert) 

0,5µl DNA pólýmerasi (2,5 U/ml) 

36,5µl dH2O 

Stökkbreytingin var gerð í tveimur keðjuhvörfum og var það fyrra látið ganga 4x í 

víxlhitara þar sem fram (forward) og aftur (reverse) vísarnir í stökkbreytihvarflausninni 

voru hafðir sér, við eftirfarandi aðstæður: 

 

 

 

 

 

Í seinna keðjuhvarfinu voru lausnirnar með fram og aftur vísunum sameinaðir og bætt við 

0,5 µl af DNA pólýmerasa. Þá var keðjuhvarfið látið ganga 18x í víxlhitara við eftirfarandi 

aðstæður: Þegar notast var við Fusion DNA pólýmerasa: 

 

        

 

 

 

94 °C 30 sek  

94 °C 30 sek  

65 °C 1 mín 4x 

72 °C 8 mín  

72 °C 10 mín  

98°C 30 sek  

98 °C 10 sek  

68 °C 30 sek 18x 

72 °C 5 mín  

72 °C 10 mín  
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Þegar notast var við Pfu DNA pólýmerasa: 

 

 

 

 

 

 

Því næst var notast við DpnI endónúkleasa frá Fermentas til að velja úr þær DNA ferjur 

sem innhéldu aðeins nýmyndað DNA og þar með stökkbreytt gen. DpnI endónúkleasi 

meltir methylerað og hemimetylerað DNA, þ.e. hann brýtur eingöngu niður foreldragenið 

en ekki það DNA sem myndast við mögnunina. Þannig að eingöngu  nýmyndað DNA sem 

inniheldur stökkbreytinguna verður fyrir valinu. 1 µl af 5 U/µl DpnI endónúkleasa var bætt 

út í stökkbreytihvarflausnina og látið meltast við 37 °C yfir nótt.  Að lokum var DNA 

ferjan með stökkbreytta genið innanborðs ummynduð inn í E.coli stofn. 

 

2.2. Ummyndun stökkbreyttra DNA ferja inn í frumur 

Við flutning genaferju inn í E.coli frumur var notast við 10 µl af stökkbreytihvarflausn eftir 

meltun með DpnI endónúkleasa yfir nótt og því blandað við 200 µl af E.coli frumum. 

E.coli frumurnar voru ýmist úr stofni Top10 eða BL-21 (sjá kafla 2.6.) Eftir blöndun voru 

sýni höfð á ís í 10 mín. Því næst voru frumurnar hitasjokkeraðar með því að hafa þær við 

41 °C í 1 mín. Þá voru frumurnar settar aftur á ís þar sem bætt var við 1 ml af ríku LB-æti 

og frumur ræktaðar við 37 °C í 30 – 60 mín. Síðan voru frumurnar spunnar niður, mestu af 

flotinu hellt af (~800 µl) og botnfalli (frumum) blandað vel við restina af flotinu. Að lokum 

var ummynduðu frumunum valtað á ætisskálar með viðeigandi sýklalyfi. 

 

2.3.  Plasmíðhreinsun 

Til plasmíðhreinsunar var notast við spunasúlusett frá Sigma (GenElute Plasmid Miniprep 

Kit) þar sem leiðbeiningum frá framleiðanda var fylgt eftir. Magn plasmíðs og hreinleiki 

var metinn útfrá ljósgleypnimælingum, þar sem gleypni var mæld við 260 nm og 280 nm 

[82]. Ef hlutfallið A260/A280 er á milli 1,8 – 2,0 telst plasmíðið vera hreint. Magn plasmíðs 

var síðan fundið út frá gleypni við 260nm, þar sem notast var við að þegar A260 = 1 þá er 

95 °C 30 sek  

95 °C 30 sek  

68 °C 1 mín        18x 

72 °C 10 mín  

72 °C 5 mín  
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styrkur DNA 50 µg/ml. Í síðari hluta verkefnisins var notast við NanoDrop (ND-1000 

Spectrophotometer), sem staðsett er á Líffræðistofnun Háskóla Íslands, til að meta magn 

plasmíðsins og hreinleika. Greining í ND byggir á sömu aðferð og nefnd er hér að ofan en 

krefst minna sýnis (2 µl) sem er mjög hentugt og það tekur aðeins nokkrar sekúndur að fá 

niðurstöður. Magn plasmíðs sem fékkst var á bilinu 80-100 ng/µl. 

 

2.4. Raðgreiningarhvarf 

Raðgreiningar voru gerðar í ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer tæki frá Applied 

Biosystems sem staðsett er á Líffræðistofnun Háskóla Íslands. Notast  var við 

BigDye
®
Terminator v1.1 eða v3.1 raðgreiningasett frá Applied Biosystems. 

 

Samsetning hvarflausnar: 

3 µL DNA mót (~100 ng/µl) 

1,5 µL 5x Raðgreiningar Buffer 

1 µL 10 pmól/µl vísir 

1 µl Terminator Ready Reaction Mix 

3,5 µl dH2O 

 

Hvarfið var síðan látið ganga 25x í víxlhitara við eftirfarandi aðstæður: 

 

 

25x 

  

Eftir raðgreiningarhvarfið var gerð etanól felling.  Fyrst var útbúin eftirfarandi lausn: 900 

µl dH2O, 100 µl 3M NaOAc og 5 µl glycogen. Þá var blandað saman 50 µl af lausninni við 

10 µl af raðgreiningarhvarfinu ásamt 125 µl af ísköldu 96 % etanóli. Sýnið var spunnið 

niður og vökvinn soginn í burtu og botnfallið þá þvegið tvisvar sinnum með 70 % etanóli. 

Sýnið var loks þurrkað á hitablokk við 65 °C í 10 mín. Hér var sýnið geymt í frysti þar til 

raðgreina átti og þá var botnfallið leyst upp í 10 µl af formamíði (Hi-Di
TM

 Formamide frá 

Applied Biosystems) og fært yfir í tilheyrandi raðgreiningarbakka. 

96 °C 10 sek 

96 °C 10 sek 

50 °C 5 sek 

60 °C 2 mín 

12 °C 7 mín 
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2.5. Raðgreiningar- og stökkbreytingarvísar 

Vísar voru hannaðir með aðstoð opins hugbúnaðar 

(http://www.bioinformatics.org/primerx/) og voru ýmist smíðaðir hjá TAG Copenhagen 

eða Eurofins MWG Operon. Hér má sjá lista yfir alla vísa sem notaðir voru til 

stökkbreytingar og raðgreiningar á geni Vibrio próteasans (tafla 4) og aqualysin I (tafla 5) í 

þessu verkefni. 

 

Tafla 4. Stökkbreytingar- og raðgreiningarvísar á plasmíði VPR∆C. Einnig eru upplýsingar um 

bræðslumark (Tm), styrk stofnlausna og hvaðan vísar voru pantaðir (TAG C. eða MWG). Basar í 

stökkbreytivísunum sem samsvara amínósýrum sem var stökkbreytt eru feitletraðir og undirstrikaðir. 

Vísir – Basaröð                         Fyrirtæki Tm Styrkur stofnlausnar 

I5P_fw                                                                        TAG C. 
5´-GCC GTT CAA AGC AAC GCG CCG TGG GGG CTA GAC CGA ATA G-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 78,7 °C 100,0 µM 

I5P_rv                                                                         TAG C. 

5´-CTA TTC GGT CTA GCC CCC ACG GCG CGT TGC TTT GAA CGG C-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 78,7 °C 100,0 µM 

NAP3PAP_fw                                                            TAG C. 

5´-CAA ATG AAG CCG TTC AAA GCC CGG CGC CGT GGG GGC TAG ACC-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 80,2 °C 100,0 µM 

NAP3PAP_rv                                                             TAG C. 

5´-GGT CTA GCC CCC ACG GCG CCG GGC TTT GAA CGG CTT CAT TTG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 80,2 °C 100,0 µM 

S110C_fw                                                                    MWG 

5´-ACA TCC GGC GTG ATT TGC GGT GTG GAT TGG G-3´ 

Fram - framköllun stökkbreytingar 72,1 °C 100 pmól/µl 

S110C_rv                                                                     MWG 

5´-CCC AAT CCA CAC CGC AAA TCA CGC CGG ATG T-3´ 

Aftur - framköllun stökkbreytingar 72,1 °C 100 pmól/µl 

A140C_fw                                                                    MWG 

5‟-CAC TGC ATT AGA TAG CTG CGT GCA AGG CGC GAT TC-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 73,0 °C 100,0 pmól/µl 

A140C_rv                                                                    MWG 

5‟-GAA TCG CGC CTT GCA CGC AGC TAT CTA ATG CAG TG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 73,0 °C 100,0 pmól/µl 

S123C_fw                                                                    MWG 

5‟-CAA AAT GCA TCA GGG CCT TGC GTC GCC AAC ATG-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 72,0 °C 100,0 pmól/µl 

S123C_rv                                                                     MWG 

5‟-CAT GTT GGC GAC GCA AGG CCC TGA TGC ATT TTG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 72,0 °C 100,0 pmól/µl 

S134C_fw                                                                    MWG 

5‟-GTT TAG GTG GAG GTC AAT GCA CTG CAT TAG ATA GCG-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 70,6 °C 100,0 pmól/µl 

S134C_rv                                                                     MWG 

5‟-CGC TAT CTA ATG CAG TGC ATT GAC CTC CAC CTA AAC-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 70,6 °C 100,0 pmól/µl 

S184C_fw                                                                    MWG 

5‟-GAC CAG CTC TGA TTG CCG TTC AAG TTT CTC-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 68,1 °C 100,0 pmól/µl 

 

http://www.bioinformatics.org/primerx/
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S184C_rv                                                                     MWG 

5‟-GAG AAA CTT GAA CGG CAA TCA GAG CTG GTC-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 68,1 °C 100,0 pmól/µl 

VPR 9 rv                                                                     TAG C. 

5‟-AGC GGA GTT AAG CCG TTG TT-3´  

Raðgreining 57,3 °C 161,1 µM 

VPR 13 fw                                                                  TAG C. 

5‟-GTT TCA AAT GAA GCC GTT CAA AGC-3´ 

Raðgreining 59,7 °C 74,8 µM 

 

 

Tafla 5. Stökkbreytingar- og raðgreiningarvísar á geni aqualysin I. Einnig eru upplýsingar um 

bræðslumark (Tm), styrk stofnlausna og hvaðan vísar voru pantaðir (TAG C. eða MWG). Basar í 

stökkbreytivísunum sem samsvara amínósýrum sem var stökkbreytt eru feitletraðir og undirstrikaðir. 

Vísir - Basaröð Fyrirtæki Tm Styrkur stofnlausnar 

Y189W_fw                                                                 TAG C. 

5‟-CCA GCT TCT CCA ACT GGG GTA GTT GCG TGG AC-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 73,3 °C 100,0 µM 

Y189W_rv                                                                 TAG C. 

5‟-GTC CAC GCA ACT ACC CCA GTT GGA GAA GCT GG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 73,3 °C 100,0 µM 

A110C_fw                                                                  MWG 

5‟-CAC CTC TGG GGT TAT CTG TGG GGT GGA CTG-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 72,2 °C 100 pmol/µl 

A110C_rv                                                                  MWG 

5´-CAG TCC ACC CCA CAG ATA ACC CCA GAG GTG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 72,2 °C 100 pmól/µl 

A140C_fw                                                                  MWG 

5´-CAC TGC CCT GGA CAA CTG CGT GAA GAA CTC CAT C-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 73,1 °C 100,0 pmól/µl 

A140C_rv                                                 MWG 

5´-GAT GGA GTT CTT CAC GCA GTT GTC CAG GGC AGT G-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 73,1 °C 100,0 pmól/µl 

A123C_fw                                                                  MWG 

5‟-ACC GCA GGC CGT GCG TTG CCA ACA TGA GCT TA-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar 73, 3 °C 100,0 pmól/µl 

A123C_rv                                                                  MWG 

5‟-TAA GCT CAT GTT GGC AAC GCA CGG CCT GCG GT-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 73,3 °C 100,0 pmól/µl 

S134C_fw                                                                  MWG 

5‟-AGC TTA GGA GGC GGA GTC TGC ACT GCC CTG GAC AA-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar > 75 °C 100,0 pmól/µl 

S134C_rv                                                 MWG 

5‟-TTG TCC AGG GCA GTG CAG ACT CCG CCT CCT AAG CT-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar >75 °C 100,0 pmól/µl 

A184C_fw                                                                 MWG 

5´-CTA CCA CAT CTT CCG ACT GCC GTG CCA GCT TCT CC-3´ 

Fram – framköllun stökkbreytingar >75 °C 100,0 pmól/µl 

A184C_rv                                                                  MWG 

5´-GGA GAA GCT GGC ACG GCA GTC GGA AGA TGT GGT AG-3´ 

Aftur – framköllun stökkbreytingar 73,1 °C 100,0 pmól/µl 

aq442_fw                                                                   TAG C. 

5´-TCC AAC AGC TAC ACC TAC AC-3´ 

Raðgreining 57,3 °C 100,0 µM 

aq1051_rv                                                                 TAG C. 

5´-CCA TGG AGG TGC CGT TAA G-3´ 

Raðgreining 58,8 °C 100,0 µM 
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aq950_fw                                                                   TAG C. 

5‟-TAG TTG CGT GGA CCT CTT CG-3´ 

Raðgreining 59,4 °C 100,0 µM 

aq505_rv                                                                    TAG C. 

5‟-TTC CGG TGT CAA TCA CAT AG-3´ 

Raðgreining 55,3 °C 100,0 µM 

Universal M13_fw                                                     TAG C. 

5‟-GTA AAA CGA CGG CCA G-3„ 

Raðgreining 51,8 °C 100,0 µM 

Universal M13_rv                                                     TAG C. 

5‟-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3´ 

Raðgreining 50,4 °C 100,0 µM 

Aqua2_fw                                                                   TAG C. 

5‟-CCT CTA CGC TGT GCG CGT CC-3´ 

Raðgreining 65,5 °C 100,0 µM 

 

2.6. Bakteríustofnar og genaferjur 

Gen aqualysin I (aquI) var flutt inn í plasmíð sem nefnist pJOE 3075 [83] og inniheldur 

plasmíðið gen fyrir ampicillín þoli. Tjáning er síðan vakin með L-rhamnósa. Plasmíðið 

með geni aquI var ferjað inn í E.coli stofninn BL-21(C43): 

F
–
 ompT gal dcm lon hsdSB(rB

-
 mB

-
) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])  

 

Gen Vibrio próteasans (VPR) var flutt inn í plasmíð sem nefnist pBAD TOPO TA 

Cloning® Kit (Invitrogen) og inniheldur plasmíðið gen fyrir ampicillín þoli [3]. Þetta 

plasmíð var notað sem mót til þess að útbúa C-enda stytt afbrigði af villigerð VPR.  Var 

það gert með því að setja inn stopptákna TAA fyrir amínósýru C277 í VPR og fékkst þá 

plasmíðið VPR∆C [6]. 

Tjáningu er stjórnað með araBAD stýrli og er vakin með L-arabinósa. VPR∆C plasmíðið 

var ferjað inn í E.coli stofninn Top10 frá Invitrogen: 

F
- 

mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)80lacZM15 lacX74 recA1 deoR araD139 (ara-

leu)7697 galU galK rpsL (Str
R
) endA1 nupG. 

 

2.7. Æti 

Notast var við ríkt LB-æti eða ríkt 2*YT-æti til ræktunar á E.coli stofnunum [82]. Til að 

velja fyrir þeim frumum sem bera pBAD - eða pJOE plasmíðið, þá var 100 µg/ml af 

ampicillíni bætt út í LB-ætið. 
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2.8. Tjáningarækt 

Við tjáningu á geni AQUI var BL-21 stofn með stökkbreyttu plasmíði ræktaður í 15 ml 

vökvarækt (LB-æti með 100µg/ml ampicillíni) yfir nótt við 37 °C og 200 rpm. Næturrækt 

var síðan þynnt 33 falt í LB-æti (500 ml) og ræktað áfram við 37 °C þar til OD600 mældist 

0,8 til 1,0. Tjáning var þá vakin með 0,2 % rhamnósa, lausn gerð 10 mM CaCl2 og ræktað 

áfram við 37°C í ca. 4 klst. (OD600 í ca. 1,8). Þá voru frumurnar spunnar niður við 4000 

rpm í 15 mín. við 10 °C. Frumum var síðan safnað og þær þvegnar einu sinni með ~30 ml 

af buffer: 25 mM Tris, 10 mM CaCl2, pH 8. Að lokum voru frumurnar (botnfallið) frystar 

við -20 °C. 

Við tjáningu á geni VPR∆C var Top10 stofn með stökkbreyttu plasmíði ræktaður í 

vökvarækt (LB-æti með 100 µg/ml ampicillíni) yfir nótt við 37 °C og 200 rpm hristing. 

Næturrækt var síðan þynnt 20 falt í LB-æti og ræktað áfram við 32 °C þar til OD600 

mældist 0,7 – 0,9. Tjáning var þá vakin með 0,02 % arabinósa, lausn gerð 10 mM CaCl2 og 

ræktað áfram við 18°C yfir nótt. Þá voru frumurnar hirtar á sama hátt og fyrir AQUI. 

 

2.9. Prótein hreinsun 

 2.9.1. Hreinsun aqualysin I 

Við hreinsun á AQUI stökkbrigðum var frumu botnfallið leyst upp í 25 mM Tris, 10 mM 

CaCl2, pH 8 (buffer A) að lokarúmmáli 50 ml og lysósím að lokastyrk 1 mg/ml bætt út í 

lausnina. Þá var lausnin látin standa við stofuhita í 30 mín, því næst fryst tvisvar sinnum í 

fljótandi köfnunarefni og látin þiðna á milli við herbergishita. Þá var lausnin spunnin niður 

við 8.200 g (10.000 rpm) í 15 mín við 20 °C og botnfallið hirt. Botnfallið var þá endurleyst 

í ~40 ml af buffer A sem innihélt 150 mM NaCl og hitað við 70 °C í 60 mín til að losa 

próteinið úr frumuhimnunni og til að tryggja að próteinið væri á 28 kD formi AQUI. Eftir 

hitun er lausnin spunnin niður við 8.200 g (10.000 rpm) í 15 mín við 20 °C og flot hirt. 

Flotinu var blandað við (NH4)2SO4 að 1M styrk til að fá góða bindingu á phenyl Sepharósa 

(PheSep) súlu. Sýnið var þá spunnið niður við 26.500 g (18.000 rpm) í 20 mín við 20 °C 

og flot hirt. Flotið var síðan filterað með 0,45µm filterpappír og sett í 50 ml sýnislykkju 

(superloop). Sýni var síðan dælt á PheSep súlu, sem hafði verið jöfnuð með 25 mM Tris, 

10 mM CaCl2, pH 8 og 1 M (NH4)2SO4 (buffer B).  
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Próteinið var síðan losað af súlunni með salt þrepun, þar sem farið var úr 100 % buffer B 

með línulegum stigli niður í 65 %, svo í 40 % og loks í 0 % buffer B, eða 100 % buffer A. 

Virkur toppur fékkst í kringum 40% buffer B sem var þá safnað og prótein fellt út með 90 

% mettun (NH4)2SO4. Lausnin var látin standa við stofuhita í 45 – 60 mín og  spunnin 

síðan niður við 26.500 g (18.000 rpm) í 45 mín við 20 °C. Botnfalli var safnað og leyst upp 

í 2-3 ml buffer A sem innihélt 150 mM NaCl.  

Lausnin var síðan hituð við 65 °C í 40 mín, til að tryggja að sýnið innihéldi eingöngu virka 

hluta ensímsins án C-enda forraðarinnar. Sýni var hlaðið á HiTrap afsöltunarsúlu (5ml) til 

að skipta yfir í buffer C; 25 mM MES, pH 6, 10 mM CaCl2. Lokaskrefið í hreinsuninni var 

að hlaða sýni á HiTrap SP XL (5ml) katjónaskilju og losa af með stigli sem samanstóð af 

20 súlurúmmálum að lokastyrk 0,5 M NaCl. HiTrap afsöltunarsúlan var síðan notuð til 

þess að skipta yfir í þann buffer sem notaður var fyrir tilteknar mælingar. Allar súlukeyrslu 

voru framkvæmdar á Äkta purifier tæki (Amersham Biosciences). 

 2.9.2. Hreinsun VPR∆C 

Við hreinsun á VPR∆C stökkbrigðum var frumu botnfallið leyst upp í buffer A að 

lokarúmmáli 50 ml og lysósími að lokastyrk 1 mg/ml bætt út í lausnina. Lausnin var síðan 

látin vagga við 4°C yfir nótt. Því  næst var lausnin fryst þrisvar sinnum í fljótandi 

köfnunarefni og látin þiðna á milli við herbergishita. Þá var lausnin spunnin niður við 

26.500 g (18.000 rpm) í 45 mín við 4 °C og flotið hirt. Prótein var þá fellt út með 75 % 

mettun ammóníum súlfats. Útfellt prótein var síðan spunnið niður við 15.500 g (12.000 

rpm) í 45 mín við 4 °C og botnfall hirt, sem var þá endurleyst í buffer A og geymt við 4 °C 

yfir nótt.  

Því næst var prótein lausninni hlaðið á N-carbobenzoxy-D-phenylalanyl-

triethylenetetramine-Sepharose sértæka skilju (Z-D-Phe-TETA) sem hafði verið jöfnuð 

með buffer A.  Eftir hleðslu próteins á súluna, var súlan skoluð með buffer A og síðan með 

buffer A sem innihélt 0,5 M NaCl. Þetta var gert til þess að losa öll þau prótein af súlunni 

sem bundist höfðu ósértækt á súluna. Próteinið var losað af með 2M GdmCl í buffer A og 

til að vinna á móti afmyndandi áhrifum þess var tekið á móti skömmtunum með 3M 

(NH4)2SO4. Blandað var 2ml af 3 M (NH4)2SO4 og 2,5 ml af sýni. Virkum toppi var safnað 

og hlaðið á PheSep súlu sem jöfnuð hafði verið með buffer B. Súlan var þá skoluð með 

buffer B ásamt buffer A. Próteinið var loks losað af með 55 % ethylen glycoli í buffer A og 

virkum toppi safnað. Virka sýnið var þá þynnt til helminga með buffer A (lokastyrkur 
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ethylen glycols var þá 20 – 30 %) og skipt niður í 1,5 ml eppendorfglös. Skammtarnir voru 

þá frystir í fljótandi köfnunarefni og geymdir í frysti við -20 °C. 

 

2.10. Prótein rafdráttur 

Stærð og hreinleiki stökkbrigða var metinn með SDS-rafdrætti í pólýakrýlamíðhlaupi 

(SDS-PAGE). Notast var bæði við aðkeypt hlaup í Phast-kerfi (Pharmacia-LKB) þar sem 

hlaupin innihalda 8-25 % stigul polyakrýlamíðs (Phastgel 8-25). Einnig voru sýni rafdregin 

í 12,5 %  pólýakrýlamíðhlaupi með ósamfelldum rafdrætti skv. aðferð Laemmli [84]. 

VPR∆C og stökkbrigði á VPR∆C voru hindruð með phenylmethanesulfónýl fluoríði (PMSF) 

að lokastyrk 1 mM fyrir þéttingu og rafdrátt en stökkbrigði í AQUI voru hindruð að 

lokastyrk 20 mM PMSF. Sýnin voru þétt í spunaþéttiglösum (Microcon YM-10 frá 

Millipore) með himnu með massamörk 10.000 Da. Gelin voru lituð með Coomassie 

Brilliant Blue (R-250). 

 

2.11. Virknimælingar 

Virkni stökkbreytinga AQUI og VPR∆C var ákvörðuð með hvarfefninu suc-Ala-Ala-Pro-

Phe-p-nitroanilíði (sAAPF-pna) þar sem fylgst var með gleypnibreytingu við 410 nm í 

Cary 50 ljósmæli. Hvarfefnið var leyst upp í dimethylsúlfoxíði (DMSO) að lokastyrk 25 

mM og geymt við 4 °C. Fyrir virkni mælingar, þegar meta átti stöðugleika og virkni 

ensímanna, var hvarfefnið þynnt með 100 mM Tris pH 8,6, 10 mM CaCl2 að lokastyrk 0,5 

mM. Hinsvegar var notast við lægri styrk (0,3 mM) við virknimælingar í 

hreinsunarferlunum, þar sem hvarfefnið er mjög dýrt. Hvarfefnið var haft við 40 °C fyrir 

virknimælingar á stökkbreytingum á AQUI en við 25 °C fyrir virknimælingar á 

stökkbreytingum VPR∆C. Notast var við eðlisgleypnistuðulinn 8480 M
-1

cm
-1

 til 

útreikningar á gleypni í einingar/ml (U/ml). 

 

2.12. Stöðugleikamælingar 

Við ákvörðun á stöðugleika á AQUI og stökkbrigðum þess voru sýni keyrð á HiTrap 

afsöltunarsúlu með 25 mM Tris, pH 8,95, 1 mM CaCl2, 100 mM NaCl buffer. Ensím sýni 

voru hituð við fast hitastig á bilinu 88 – 98°C, með 2°C millibili, og virknitap ensímsins 

mælt með reglulegu millibili. 
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Við ákvörðun á stöðugleika á VPR∆C og stökkbrigðum þess voru sýni sett í díalýsu, með 

himnu sem heldur eftir próteinum með mólmassa >12.000 Da, yfir nótt, á móti 25 mM 

Tris, 15 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,95. Ensím sýni voru hituð við fast 

hitastig á bilinu 48 – 66 °C, með 2 °C millibili, og virknitap ensímsins mælt með reglulegu 

millibili. 

Hraðafasti virknitaps við hvert hitastig var ákvarðaður skv. fyrsta stigs hraðajöfnu: 

 virkni t=0 = virkni t=0 × e
-kt

 (jafna 1) 

þar sem k er hraðafastinn og t er tími í sekúndum. Notast var við T50% til þess að meta 

stöðugleika stökkbrigðanna gagnvart hita og miðað var við hlutfallslega virkni við tíma t 

þar sem virknin var 100% í upphafi (t = 0). T50% er þá það hitastig þar sem helmingur 

virkninnar tapast á 30 mínútum. Arrheníusarjafnan lýsir sambandi hraðafasta og hitastigs: 

 𝑘 = 𝐴 𝑥 𝑒
−𝐸𝑎

𝑅𝑇  
 

 ln ln aE
k A

RT
   

(jafna 2) 

Því næst var T50% reiknað út frá Arrheníusargrafi þar sem lnk er fall af 1/T út frá jöfnunni 

hér að ofan og samband hraðafasta og hitastigs (T) skv. Arrheníusargrafi: 

 
50%T 1

ln100 ln50
k

30 60mín s mín





 (jafna 3) 

 

og T50% er ákvarðað út frá jöfnu bestu línu í grafinu skv.: 

 
 50%

1000
T

ln ln

aE

R A k





 (jafna 4) 

Þar sem Ea/R er hallatala Arrheníusargrafs og lnA er skurðpunktur við x-ás. 
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2.13. Michaelis-Menten hraðafræðimælingar 

Til að skipta um buffer á sýnum fyrir hraðafræðimælingar á stökkbrigðum AQUI, voru 

sýni sett á HiTrap afsöltunarsúlu með 100 mM Tris, 10 mM CaCl2, pH 9,0. Fyrir 

hraðafræðimælingar á stökkbrigðum VPR∆C voru sýni sett í díalýsu yfir nótt á móti 100 

mM Tris, 10 mM CaCl2, pH 8,6.  

Ensímstyrkur AQUI stökkbrigða var metinn út frá gleypnimælingu við 280 nm með því að 

nota gleypnistuðulinn 34.630 M
-1

cm
-1

 og ensímstyrkur stökkbrigða á VPR∆C var metinn út 

frá gleypnimælingu við 280 nm með því að nota gleypnistuðulinn 34.295 M
-1

cm
-1

   

Virknitap var mælt við sjö mismunandi hvarfefnisstyrki á bilinu 0,075 til 1,0 mM, við 410 

nm þar sem hvarfefnið var haft við 40 °C fyrir mælingar á stökkbrigðum aqualysin I en við 

25 °C fyrir mælingar á VPR∆C og stökkbrigðum þess. Hvarfefnislausnir voru látnar standa í 

hitabaði og síðan hitajafnaðar í a.m.k. 2 mínútur í hitastilltri kúvettu ljósmælisins áður en 

ensími var bætt út í, til að tryggja að ensímhvarfið færi alltaf fram við 40 °C (AQUI) eða 

25 °C (VPR∆C). Mælt var með Heλios α ljósmæli frá Thermo Spectronic og hitastýring var 

með Peltier hitunarbúnað (single cell) frá sama fyrirtæki. Hver mæling var að minnsta kosti 

þrítekin fyrir hvern hvarfefnisstyrk og eftir mælingar var ensím-hvarfefnislausnum safnað 

til nákvæmrar ákvörðunar á styrk hvarfefnis ([S]) út frá gleypni við 410 nm. 

Gleypnibreyting við 410 nm var umreiknuð í hraða (v) skv.:  

 410

1 1

A /
v =

8480 0,95

mín

M cm b ml 



 
 (jafna 5) 

Michaelis-Menten hraðafastinn (Km) og hámarkshraði efnahvarfsins (Vmax) má síðan 

ákvarða út frá jöfnu bestu línu í Eadie-Hofstee grafi, þar sem v er fall af v/[S], skv.: 

   v = Vmax [S] / (Km + [S])          (jafna 6) 

þar sem –Km er hallatalan og Vmax er skurðpunktur við y-ás. 

Hverfitalan, þ.e. hámarkshvötunarvirkni (kcat) var svo reiknuð út frá Vmax og styrk ensíms 

skv. ljósmælingu við 280 nm sem fyrr er lýst: 

 max
cat

0

k
[ ]

V

E
  (jafna 7) 

Þar sem [E]0 er styrkur ensíms í mælilausninni.   
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2.14. Hringskautunar (circular dichroism) 

litrófsmælingar 

VPR∆C sýni voru hituð í 40 mín við 40 °C og hindruð með phenylmethanesulfónýl fluoríði 

(PMSF) að lokastyrk 1 mM og þétt í spunaþéttiglösum. AQUI sýni voru hindruð að 

lokastyrk 1 mM PMSF. Þá voru VPR∆C sýnin sett í díalýsu yfir nótt á móti 25 mM glýsín 

buffer, pH 8,6 sem innihélt 100 mM NaCl og 15 mM CaCl2. AQUI sýnin voru hinsvegar 

sett í díalýsu yfir nótt á móti 25 mM acetate buffer, pH 3,5, sem innihélt 100 mM NaCl og 

1 mM CaCl2. Mæld voru hringskautunar (circular dichroism) róf af sýnunum á 

fjarútfjólubláa sviðinu (200-250 nm) við 25 °C bæði fyrir AQUI og VPR∆C. Rófin voru 

mæld í 0,2 cm kúvettum í JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter. Einnig 

var mæld breyting í hringviki (ellipticity) við 222 nm samfara samfelldri hitun (1°C/mín) 

frá 25-90°C til að ákvarða bræðsluferil fyrir viðkomandi stökkbrigði í VPR∆C. Breyting í 

ellipticity við 222 nm samfara samfelldri hitun (1°C/mín) frá 40-95°C var mæld til að 

ákvarða bræðsluferil fyrir viðkomandi stökkbrigði í AQUI. 

Við úrvinnslu gagna var gert ráð fyrir 1.stigs afmyndun og því gengið út frá að einungis sé 

um tvö form af ensíminu að ræða, þ.e. svipmótað (native) og afmyndað (unfolded). Með 

þessu fæst að: 

 f N + f U = 1                 (jafna 8)                               

Hér tákna f N og f U hlutföll formanna tveggja. Bræðsluferlar CD mælinga voru teiknaðir 

upp sem “circular dichroism” (mdeg) sem fall af hitastigi. Í hverjum punkti 

afmyndunarferilsins fæst þá gildi fyrir y skv.: 

y = yNf N + yUf U           (jafna 9)                       

Hér eru yN og yU einkennandi fyrir svipmótað og afmyndað form. Út frá bræðsluferlinum 

má reikna út gildi fyrir hvert hitastig með því að ákvarða jöfnu bestu línu á svipmótaða 

svæðinu og á afmyndaða svæðinu. Þá voru hallatölur bestu línanna notaðar til þess að 

ákvarða hlutfallið á milli svipmótaðs og afmyndaðs ástands á umbreytingarsvæðinu sem 

liggur á milli þessara tveggja svæða. Með þessu móti fæst stöðlun (normalization) á 

ferlana. Sameining jafna að ofan gefur:  

        f U = (yN - y) / (yN - yU)                      (jafna 10)               
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Staðlaður afmyndunarferill var þá teiknaður upp sem fU á móti hitastigi, þar sem 

bræðslumark (Tm) hvers afbrigðis var síðan ákvarðað, þar sem fu = 0.5. 

 

2.15. Mælingar á flúrljómunarbælingu  

Mælingar á flúrljómunarbælingu með akrýlamíði voru framkvæmdar á Spex Fluoromax 

tæki, með gegnumflæðisvatnsbaði til að stjórna hitastigi og notast var við 0,5 ml 

spectrocell kúvettu. Prótein sýni voru hindruð að lokastyrk 1 mM PMSF og sett í díalýsu 

yfir nótt á móti 50mM Tris, 10mM CaCl2, pH 8,0.  Fyrir mælingar á flúrljómunarbælingu 

var síðan notast við 500 µl af prótein sýninu sem var þá með gleypni við 280 nm um 0,1. 

Flúrljómun var mæld á bilinu 300 – 400 nm eftir örvun við 285 nm, við föst hitastig; (10, 

25, 35, 45 og 55)°C þar sem notast var við raufarvídd (slit width) 3 nm fyrir örvun og 8 nm 

fyrir útljómun. Bæling á hinni eiginlegri flúrljómun var síðan metin með því að bæta 

akrýlamíð skömmtum út í prótein sýnið. Notast var við 4 µl skammta af 2,5 M akrýlamíði, 

að lokastyrk 0,25 M akrýlamíðs. Hverjum skammti var blandað vel við prótein sýnið í 20 

sek. áður en flúrljómun var mæld. Flúrljómunarbælingin var greind samkvæmt Stern 

Volmer jöfnunni:  

                                             F0/F = 1 + KSV[Q]               (jafna 11) 

Þar sem F0 og F eru styrkur flúrljómunar í fjarveru og nærveru bælisins Q og KSV er Stern-

Volmer fastinn (hallatalan) [76]. Allar mælingar voru í það minnsta þríteknar. Við 

greiningu á  flúrljómunarbælingu með Stern Volmer jöfnunni var notast við fasta 

bylgjulengd, 345  nm fyrir VPR∆C og 332 nm fyrir Y189W til að meta F0/F. 

 

2.16. Spunamerkingar fyrir EPR mælingar 

Enn er unnið að hvarfaðstæðum fyrir spunamerkingarhvarfið á próteininunum, svo hægt sé 

að framkvæma EPR mælingar og ákvarða staðbundinn sveigjanleika próteinanna. Byggt 

var á aðferð sem nýlega var birt [85] en með ákveðnum breytingum.  

Ensím voru hindruð að lokastyrk 1 mM PMSF og spunamerkt í buffer A og loks inkúberuð 

með 10x meira mólmagni af methane thiosulfate spunamerki (MTSSL). Hvarfið var látið 

ganga í 2 klst. við herbergishita og síðan við 4 °C yfir nótt. Sýni voru síðan hreinsuð á 

HiTrap afsöltunarsúlu með buffer A til að losna við fríu spunamerkin sem ekki höfðu 
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hvarfast við ensímið. Ensím lausnin var síðan þétt á Microcon spunasúlum frá Millipore og 

lausn loks þvegin 3x með 450 µl af buffer A. Þessi aðferð gaf góða raun fyrir 

kuldaaðlagaða ensímið en ekki jafn góða raun fyrir hitaaðlagaða ensímið, en farið verður 

nánar í það í kafla 3.3. 

EPR mælingar voru gerðar á MS-200 Miniscope spectrometer (Magnettech, Germany) sem 

staðsett er á Raunvísindastofnun Háskóla Íslands. Mælingar voru framkvæmdar við 

herbergishita. 

 

2.17. Þróun nýrra aðferða fyrir framleiðslu á cystein 

stökkbrigðum 

Þær ræktunar og hreinsunar aðferðir sem notaðar hafa verið fyrir AQUI, VPR og ýmis 

stökkbrigði þeirra reyndust ekki gefa nægilega góða raun við framleiðslu á virku próteini 

fyrir cystein stökkbrigðin. Fimm samsvarandi set í AQUI og VPR∆C voru valin til 

stökkbreytingar fyrir spunamerkingar. Við val á setum var hugað að staðsetningu setanna í 

próteinunum tveimur, jafnframt því að leitast var eftir að setin innihéldu Ser eða Ala, sem 

myndi valda minnstri byggingarlegri röskun við innsetningu Cys. Einnig var aðgengi 

setanna að leysinum haft í huga. Eftir því sem aðgengið er meira því auðveldara væri að 

koma spunamerkinu fyrir. Það kann þó að vera ókostur því hliðarhópur Cys er mjög 

hvarfgjarn og gæti hvarfast til að mynda tvísúlfíðtengi í próteininu með þíól/tvísúlfíð 

útskiptihvörfum, en bæði AQUI og VPR∆C innihalda tvö tvísúlfíðtengi, og gæti það valdið 

röskun í myndbyggingu þeirra. Þá má setið ekki vera of grafið því það gæti komið í veg 

fyrir hvarf spunamerkisins við frjálsa þíól-hóp próteinsins. Ekki tókst að framleiða virkt 

ensím fyrir öll fimm stökkbrigðin en fyrir þau sem það tókst, mældist lítil virkni (U/ml) 

eftir opnun fruma miðað við það sem mælt hafði verið fyrir bæði villigerð og önnur 

stökkbrigði á ensímunum. Að lokum var valið að vinna með stökkbrigði af ensímunum, 

þar sem set 123 var stökkbreytt yfir í Cys, en þetta set gaf af sér bestu raun, miðað við hin 

fjögur setin. Þá var farið í að þróa nýjar aðferðir við ræktun stökkbrigðisins á þessu seti og 

opnun frumna fyrir hreinsunina (sjá nánar í viðauka þessara ritgerðar). Afrakstur þeirrar 

þróunarvinnu er lýst hér að neðan. 

Nokkrar breytingar voru gerðar á tjáningaferli Cys stökkbrigða í AQUI og VPR∆C. Magn 

ampicillinís í vökvarækt var aukið úr 100 µg/ml í 150 µg/ml. Þá var einnig næturrækt 

þynnt 50 falt í ríku 2xYT-æti í stað LB-ætis. Tjáning Cys stökkbrigða í AQUI var vakin 
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með 0,2 % rhamnósa en sleppt var að gera lausn að 10 mM CaCl2, eins og áður. Frumur 

Cys stökkbrigða AQUI og VPR∆C var safnað með því að spinna þær niður við 5000 rpm í 

15 mín við 10 °C og þvo þær síðan 2x með ~30 ml afjónuðu vatni í stað buffersins. 

Nokkrar breytingar voru gerðar á hreinsunarferlunum. Við hreinsun á Cys stökkbrigðum í 

AQUI var frumubotnfallið leyst upp í buffer A án CaCl2 að lokarúmmáli 50 ml ásamt 

lýsósími að lokastyrk 1 mg/ml. Þá var lausnin látin vagga við herbergishita í 30 mín og 

síðan gerð 10 mM CaCl2. Þá var lausnin látin vagga aftur við herbergishita í 60 mín og 

loks við 4 °C yfir nótt. Hér var lýsósíminu gefinn lengri tími til að virka miðað við 

hreinsunaraðferð í kafla 2.9.1, (þar sem lýsósímið var látið virka í 30 mín við herbergishita 

og svo fryst í fljótandi köfnunarefni). Því næst var lausnin fryst þrisvar sinnum í fljótandi 

köfnunarefni og látin þiðna á milli við herbergishita. Þá var fyrsta spunanum sleppt og 

farið beint í hitunarskrefið. Áframhaldandi hreinsun var síðan framkvæmd sem fyrr var lýst 

í kafla 2.9.1. 

Við hreinsun á Cys stökkbrigðum í VPR∆C var gerðar smávægilegar breytingar á fyrstu 

skrefunum. Við opnun frumubotnfallsins var bætt út í DNAsa að lokastyrk 2 µg/ml og 

lausn látin vagga við herbergishita í 60 mín í staðin fyrir 4°C yfir nótt. Síðan var lausnin 

fryst þrisvar sinnum í fljótandi köfnunarefni og látin þiðna á milli við herbergishita og loks 

var lausnin látin vagga við 4 °C yfir nótt. Síðan var lausn spunnin niður og hreinsun haldið 

áfram eins og í kafla 2.9.2. 

Það reyndist best að opna 2 – 3 frumubotnföll (úr 750 ml ræktum) í einu fyrir hreinsun á 

cystein stökkbrigðum, til að fá nægjanlegt magn af próteini fyrir spunahvarfið og EPR 

mælingar. 
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3. Niðurstöður og umræður 

Í þessu verkefni var leitast eftir að kanna hugsanlegan mun í hitastigsaðlögun og sameinda-

sveigjanleika tveggja samstofna subtilisín-líkra serín próteinasa sem aðlagaðir eru að 

mismunandi hitastigi; hitaaðlagaða ensímið aqualysin I (AQUI) og kuldaaðlagaða Vibrio-

próteinasann (VPR). 

Í þessu verkefni var m.a. notast við markvissar stökkbreytingar til að meta þennan 

hugsanlegan mun í hitastigsaðlögun próteinanna tveggja. Við val á stökkbreytisetum var 

gerður samanburður á amínósýruröðum og þrívíddarbyggingum VPR og AQUI. Til að gera 

samanburðinn á milli þessara tveggja próteina í þessu verkefni nákvæmari, var notast við 

C-enda stytt afbrigði af VPR, VPR∆C, eins og minnst hefur verið á. 

Í fyrsta hluta verkefnisins voru áhrif Pro við N-enda VPR∆C könnuð og borin saman við 

nýlega birtar niðurstöður þar sem AQUI hafði verið breytt í átt að VPR í samsvarandi 

setum [40]. AQUI hefur fjórar Pro hópa (tveir við N-endann) sem staðsettir eru á 

yfirborðslykkjum próteinsins, sem ekki eru til staðar í VPR. Talið er að þessir Pro hópar í 

AQUI kunni að stuðla að auknum hitastöðugleika þess. Nýlega birtar niðurstöður staðfestu 

þessi áhrif Pro á AQUI, þar sem breyting þessara Pro hópa í átt að kuldaaðlagaða ensíminu 

VPR, fól í sér lækkun á hitastöðugleika AQUI og þá sérstaklega við N-endann [40]. Því 

þótti áhugavert að kanna áhrif Pro við N-endann á VPR∆C, en áður hafði ekki verið talið að 

Pro við N-endann á kuldaaðlagaða ensíminu myndi hafa mikil áhrif á hitastöðugleika þess 

[4]. 

Í öðrum hluta verkefnisins þótti áhugavert að kanna muninn á heildar byggingarlegum 

sveigjanleika ensímanna á msek tímaskalanum, en talið er að kuldaaðlöguð ensím búi yfir 

meiri sveigjanleika við lág hitastig samanborið við hitaaðlöguð ensím. Hér voru gerðar 

mælingar á flúrljómunarbælingu Trp hópa ensímanna með smásameindinni akrýlamíði. 

Mælingarnar voru gerðar til þess að meta aðgengi Trp hópanna, en eftir því sem aðgengið 

er meira má áætla að sveigjanleiki ensímsins sé meiri. 

Í þriðja og síðasta hluta verkefnisins var ætlunin að kanna muninn á staðbundnum 

sveigjanleika ensímanna á nsek tímaskalanum með markvissum spunamerkingum og EPR 

litrófsmælingum.  Hér voru nokkur samsvarandi set valin til markvissra stökkbreytinga þar 

sem cystein var innleitt í ensímin, svo að spunamerkið gæti hvarfast við frjálsan þíólhóp 

cysteinsins. Hvarfaðstæður spunamerkingar voru þróaðar fyrir ensímin og framkvæmdar 

EPR mælingar til að meta muninn á staðbundnum sveigjanleika ensímanna. 
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Framköllun stökkbreytingar gekk vel á báðum próteinum og var staðfest að um réttar 

stökkbreytingar væri að ræða með raðgreiningu. Tjáning stökkbrigðanna gekk einnig vel 

nema fyrir cystein stökkbrigðin sem ætlaðar voru til spunamerkinga en þar mældist ekki 

virkni við opnun fruma eftir tjáningu hjá öllum þeim stökkbrigðum (sjá nánar í kafla 3.3). 

Aðeins eitt cystein stökkbrigði (í seti 123) var valið til áframhaldandi vinnu. 

Hitastöðugleiki stökkbrigðanna var metinn með ákvörðun á T50%, þ.e. því hitastigi þar sem 

helmingur virkninnar tapast á 30 mín., sem metið var útfrá Arrheníusar gröfum. Aftur á 

móti þá getur virknitapið stafað af staðbundnum byggingarlegum röskunum sem eiga sér 

stað í eða nálægt hvarfstöðinni, en ekki endilega af röskun á heildar stöðugleika byggingar 

próteinsins. Því var hitastöðugleiki myndbyggingar stökkbrigðanna einnig metinn út frá 

afmyndunar- /bræðsluferlum þeirra sem ákvarðaðir voru með litrófsmælingum. Í þessum 

mælingum er byggingar stöðugleiki próteinsins í heild ákvarðaður á hindruðu formi 

ensímsins. Þá voru Michaelis-Menten hraðafastarnir einnig ákvarðaðir fyrir stökkbrigðin í 

samanburði við villigerð. Því talið er að aukin hvötunargeta ensíma sé vegna aukins 

hreyfanleika myndbyggingar þeirra, sem veldur þá minnkun á stöðugleika próteinanna eins 

og fyrr var nefnt. 
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3.1. I5P og NAI3PAP stökkbreytingar 

Talið er að aðlögun AQUI að háu hitastigi kunni meðal annars að stafa af auknum fjölda 

prólína sem staðsettar eru á yfirborðslykkjum próteinsins í samanburði við ensím aðlöguð 

að lægri hitastigi, eins og t.d. VPR [3]. Stöðugleikaáhrifin sem Pro virðist hafa á AQUI eru 

vegna þess að Pro leiðir til aukinnar stífni í myndbyggingu próteina með því að takmarka 

mögulegar stellingar peptíðkeðjunnar og minnka þar með kraft óreiðudrifinnar afmyndunar 

[86]. Sýnt hefur verið fram á aukinn stöðugleika próteina með því að innleiða prólín í 

yfirborðslykkjur, β-beygjur og fyrsta snúning α-helixa [4, 87-89].  

Samanburður á amínósýruröð og þrívíddarbyggingu próteinanna sýnir að AQUI hefur 

fjórar Pro sem staðsettar eru á yfirborðslykkjum sem ekki eru til staðar í VPR. Tvö þessara 

seta hefur áður verið stökkbreytt í VPR (Asn238Pro og Thr265Pro) sem sýndu aukningu í 

stöðugleika ásamt lækkun í hvötunargetu ensímsins [4]. Á þeim tíma var ekki talið líklegt 

að hin tvö prólín setin sem staðsett eru á lykkju rétt við N-endann myndu hafa áhrif á 

stöðugleika og hvötunargetu ensímsins. Nýlega var birt grein þar sem Pro í AQUI var 

breytt í átt að VPR í þessum fjórum setum [40]. Sakaguchi og félagar notuðust einmitt við 

kristalbyggingu VPR [23], við samanburðinn. Niðurstöður þeirra sýndu að stökkbreytingin 

Pro240Asn í AQUI sýndi svipaðan hitastöðugleika í samanburði við villigerð AQUI en 

stökkbreytingarnar, Pro5Asn og Pro268Thr sýndu minni hitastöðugleika, þar sem 

helmingunartími (half-life) þeirra var 15 og 30 mín, eftir því sem við á, við 90 °C í 

samanburði við 45 mín fyrir villigerðina. Þá leiddi stökkbreytingin Pro7Ile til enn meiri 

lækkunar í hitastöðugleika, þar sem helmingunartími stökkbrigðisins var 10 mín við 80°C 

og 60 mín við 70°C. Þeir mátu einnig bræðslumark stökkbrigðanna og báru saman við 

villigerðina. Bræðslumark villigerðar AQUI var 93,99 °C og var ekki mikill munur á 

Pro240Asn stökkbreytingunni, en bræðslumark þess var 91,78 °C. Aftur á móti mátti 

greina lækkun um ~ 7 °C fyrir Pro5Asn og um ~ 10 °C fyrir Pro7Asn. Niðurstöður þessara 

rannsókna sýndu að stökkbreytingarnar, sérstaklega í setunum sem staðsett eru á lykkjunni 

rétt við N-endann, lækkuðu stöðugleika AQUI umtalsvert. Því þótti áhugavert að prófa að 

setja inn Pro við N-endann á VPR til líkingar við AQUI og kanna áhrif þess. 

Framkallaðar voru tvær markvissar stökkbreytingar á VPR∆C, einfalda stökkbrigðið I5P og 

tvöfalda stökkbrigðið N3P/I5P (mynd 10), þar sem stökkbreytingin N3P var sett ofan á 

einfalda stökkbrigðið, I5P. Þessar prólínbreytingar eru staðsettar á lykkju rétt við N-enda 

ensímsins eftir að N-enda forröðin hefur verið klofin af með sjálfmeltu eftir umbrot. 
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Stökkbreytingarnar voru gerðar á VPR∆C (C-enda styttri útgáfunni á VPR) til líkingar við 

C-enda AQUI, eins og fyrr var nefnt. 

 

 

 

 

Mynd 10. Þrívíddarbygging af VPR (PDB tákn; 1SH7). A. Heildarbygging ensímsins, þar sem sýnd er 

hvötunarþrenndin (Asp37, His70 og Ser220) ásamt kalsíum bindisetunum þremur (gular kúlur). B.  

Nærmynd af byggingu N-enda ensímsins þar sem sjá má hliðarkeðjurnar  N3P og I5P. 

 

Vel tókst til við tjáningu og hreinsun Pro stökkbrigðanna. Mælingar á hraðafræðilegum 

eiginleikum prólín stökkbrigðanna voru framkvæmdar og bornir saman við VPR∆C (tafla 

6). Innsetning Pro stökkreytinganna lækkaði hvötunargetu ensímsins í samanburði við 

villigerð. Einfalda stökkbrigðið, I5P, sýndi lækkun á hvötunargetu, kcat/Km um 40% miðað 

við VPR∆C. Þessi áhrif endurspegla mjög minnkaða sækni í hvarfefni, en I5P hefur 40% 

hærra Km gildi miðað við VPR∆C. Tvöfalda stökkbrigðið, N3P/I5P, sýndi hins vegar mikla 

lækkun á kcat, eða um 85% lækkun, miðað við VPR∆C. N3P/I5P sýndi einnig svipaða 

hækkun á Km gildi og einfalda stökkbrigðið, I5P sýndi, miðað við VPR∆C. Þessi mikla 

lækkun í kcat á tvöfalda stökkbrigðinu, N3P/I5P endurspeglast í hvötunargetunni (kcat/Km), 

en hún er einungis um tíundi partur af hvötunargetu VPR∆C. 

 

A B 
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Tafla 6. Hraðafræðilegir eiginleikar VPR∆C og prólín stökkbrigðanna, I5P og N3P/I5P [6]. 

Ensím kcat(s
-1

) Km (mM) kcat/Km (mM
-1

s
-1

) 

VPR∆C 68,2 ± 9,9 0,184 ± 0,017 371 ± 26 

I5P 58,4 ± 8,0 0,261 ± 0,018 224 ± 25 

N3P/I5P 8,8 ± 1,3 0,224 ± 0,010 40 ± 7 

 

Mælingar á hitastöðugleika voru framkvæmdar og bornar saman við VPR∆C. Innsetning 

Pro stökkbreytinganna jók stöðugleika ensímsins gagnvart hita samanborið við VPR∆C 

(tafla 7, mynd 11 og 12). Einfalda prólín stökkbrigðið, I5P, sýndi svipaða aukningu á 

hitastöðugleika, bæði fyrir T50% og Tm, (~2,3°C). Á meðan tvöfalda stökkbrigðið N3P/I5P 

sýndi hækkun á hitastöðugleika um ~ 5,5°C í T50% og ~ 4,1°C í Tm.  

 

 

Tafla 7. Hitastöðugleiki VPR∆C og prólín stökkbrigðanna I5P og N3P/I5P [6]. 

Ensím T50% Tm 

VPR∆C 56,4 ± 0,2 65,2 ± 0,2 

I5P 58,7 ± 0,1 67,6 ± 0,1 

N3P/I5P 61,9 ± 0,2 69,3 ± 0,2 

 

 

Ef kristalbygging VPR er skoðuð má sjá að hitaþáttur (B-gildi) N-endans er meira en 

tvöfalt hærri en meðalhitaþáttur byggingarinnar [23]. En hitaþáttur kristalbyggingar getur 

gefið vísbendingu um sveigjanleika byggingarinnar og því gefur þetta til kynna að N-

endinn sé hlutfallslega hreyfanlegri en aðrir hlutar byggingarinnar. Þessi aukni 

hitastöðugleiki af völdum innsetningar Pro stökkbreytinga inn á N-endann á VPR∆C gæti 

þá bent til þess að prólín í þessum setum gegni hlutverki við að stífa lykkjuna við N-

endann og stöðga þar með myndbyggingu ensímsins. 
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Mynd 11. Samanburður á Arrheniusargröfum fyrir stökkbrigðin I5P og N3P/I5P og VPR∆C. Hraði 

virknitaps var mældur með því að taka sýni með reglulegu millibili, eftir að sýnið hafði verið hitað við fast 

hitastig á bilinu 54 – 66°C. Sýnið var í buffer; 25 mM Tris, pH 8,9, 15 mM CaCl2, 100mM NaCl, 1 mM 

EDTA og notast var við 0,5 mM succinyl-AAPF-p-nitroanilíð hvarfefni. 

 

Mynd 12. Staðlaðir bræðsluferlar fyrir VPR∆C, I5P og N3P/I5P. Sýni voru hindruð að lokastyrk 1 mM 

PMSF og sett í díalýsu á móti 25 mM glycine, pH 8,6, 100 mM NaCl, 15 mM CaCl2. Ferlar voru ákvarðaðir 

með mælingum á breytingum á ,,circular dichroism” (ellipticity) sýna af ensímunum við 222 nm sem fall af 

hitastigi á bilinu 25-90 °C. 

Hitastig 
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Þessi mikla stöðugleikaaukning af völdum prólínbreytinganna í VPR∆C beindi sjónum 

okkar að nákvæmari skoðun á þessu svæði í VPR og skyldum ensímum. Próteinasi úr 

kuldakærri Serratia tegund (SRPK) hefur 60% amínósýruraða samsvörun við AQUI og 

kristalbygging þess hefur verið birt [24]. Þó að SRPK komi úr kuldakærri bakteríu þá sýnir 

ensímið ekki alla dæmigerða kuldaaðlagaða eiginleika. Kjörhitastig SRPK er ~70 °C 

miðað við ~55 °C fyrir miðlungshitakæra próteinasa K [90]. Í byggingu SRPK er einnig að 

finna Pro3 og Pro5 á N-enda þess, líkt og AQUI. N-endi virka próteinhlutans á SRPK er 

festur við meginhluta byggingarinnar með vetnistengjum og myndar β-flöt á N-endanum, 

sem fyrstu tvær amínósýrurnar mynda við amínósýrur í setum 23-24 í meginhlutanum. 

Samkvæmt kristalbyggingu AQUI er þessi β-flötur einnig til staðar. Í VPR og skyldum 

ensímum er N-enda svæðið vel varðveitt að frátöldum prólínsetunum. Einnig er 

eftirtektarvert að miðað við birta amínósýruröð VPR [3, 21], þá er virki hluti VPR tveimur 

amínósýrum styttri í N-endann samanborið við AQUI og önnur skyld ensím (mynd 4). Það 

að virki hluti VPR skuli vera tveimur amínósýrum styttri í N-endann gæti verið hluti af 

kuldaaðlögunarferli þess, þar sem umræddur β-flötur myndi ekki myndast og N-endinn 

væri ef til vill hreyfanlegri fyrir vikið. Hinn aukni stöðugleiki samfara innleiðingu prólín 

stökkbreytingarinnar í VPR∆C kann því að benda til aukinnar festu í byggingu N-endans. 

Við veltum því fyrir okkur af hverju þetta gæti stafað af og gæti það verið vegna þess að 

rofstaður við N-enda VPR∆C hefði ef til vill hliðrast í samræmi við N-enda AQUI og 

SRPK. Þetta fæli í sér að tilgreindur β-flötur næði að myndast í stökkbrigðinu, sem væri þá 

orsök stöðugleikaaukningarinnar og jafnframt lækkunar í hvötunareiginleikum. Við 

prófuðum þessa tilgátu með N-enda Edman raðgreiningu, sem framkvæmd var á tvöfalda 

prólín stökkbrigðinu og borin saman við villigerð VPR, AQUI, SRPK og próteinasa K. N-

enda Edman raðgreiningin staðfesti tilgátuna um hliðrun á rofstað N-endans í prólín 

stökkbrigðinu. En N-enda Edman raðgreiningin leiddi í ljós að ólíkt villigerð VPR (Q1-S2-

N3), hefst N-endi virka ensíms hluta tvöfalda prólín stökkbrigðisins á röðinni A1-V2-Q3-

S4-P5 (mynd 13).  
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Mynd 13. Samröðun amínósýruraða við N-enda próteinasa K (PRK), aqualysins I (AQUI), Serratiu 

próteinasa (SRPK), villigerðar VPR (VPRwt) og tvöfalds prólín stökkbrigðis VPR. Við rofstað N-enda 

forraðar þessara skyldra ensíma, má greina að villigerð VPR er tveimur a.s. styttri en hin hitastöðugri 

ensímin. Tvöfalda prólín stökkbrigðið sýnir aftur á móti hliðrun á rofstað við N-endann og bætir við sig 

tveimur a.s. líkt og hitastöðugri ensímin [6]. 

 

Byggt á þessum athugunum var sett fram sú tilgáta að innsetning prólín a.s. á N-enda VPR 

valdi stífingu í lykkju við N-endann, hliðrun á rofstað N-enda forraðarinnar og styðji 

þannig við myndun β-flatarins líkt og í SRPK og AQUI (mynd 14). Bent hefur verið á að 

festing N- og C-enda með saltbrúm og vetnistengjum geti virkað til aukins stöðugleika í 

ensímum hita- og ofurhitakærra örvera [91].  

 

 

Mynd 14. N-enda svæði í VPR (dökkt) og AQUI (ljóst). Hliðarkeðjur í stökkbreytisetum og Q1 í VPR eru 

sýndar ásamt vetnistengjum (brotastrik) sem myndast á milli a.s. á β-fletinum á N-endanum og a.s. inni í 

meginbyggingunni [6]. 

 

Þessar niðurstöður okkar voru birtar á síðasta ári [6] og styðja ályktanir í áður birtum 

niðurstöðum [40] um mikilvægi prólín amínósýra fyrir stöðugleika AQUI, sérstaklega í 

nánd við N-endann. Í framtíðinni gæti verið áhugavert að athuga hvort stökkbreyting á 

AQUI í átt að VPR á þessum sömu setum valdi eyðingu β-flatarins. Einnig væri áhugavert 

að kanna kjörhitastig tvöfalda prólín stökkbrigðisins, vegna aukins hitastöðugleika sem 

breytingin olli.  
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3.2. Mælingar á flúrljómunarbælingu á AQUI og VPR 

 3.2.1. Hönnun stökkbrigða fyrir mælingar 

Til þess að meta heildar (global) sveigjanleika hitaaðlagaða ensímsins AQUI og 

kuldaaðlagaða ensímsins VPR á msek tímaskalanum, var notast við mælingar á bælingu 

flúrljómunar Trp hópa í ensímunum, af völdum akrýlamíðs. Þessar mælingar byggja á 

aðgengi Trp hópa ensímsins fyrir akrýlamíð. Trp hópar eru yfirleitt grafnir í kjarna próteina 

og aðgengi að þeim fyrir smásameindir ætti því að endurspegla sveigjanleika ensímsins. 

Fyrir slíkar mælingar er mikilvægt að fjöldi og staðsetning Trp hópa ensímanna sem bera á 

saman, sé á samsvarandi stöðum í byggingunum. 

Samanburður á amínósýruröðum og þrívíddarbyggingum VPR og AQUI sýndu að VPR 

hefur lengri C-enda heldur en AQUI á sínu virka formi. VPR hefur einnig fjóra Trp hópa 

(Trp6, Trp114, Trp191 og Trp208), þar sem AQUI hefur þrjá (Trp8, Trp114 og Trp208) í 

samsvarandi setum í byggingunni (mynd 15). Til þess að vera með ákjósanleg módel fyrir 

mælingar á flúrljómunarbælingu þessara ensíma var framkölluð stökkbreyting á AQUI í átt 

að VPR, þar sem Tyr í stöðu 191 var stökkbreytt yfir í Trp (Tyr191Trp). Ennfremur var 

notast við C-enda stytt afbrigði VPR, VPR∆C til að auka á líkindin. Með þessum 

stökkbrigðum töldum við okkur vera með ákjósanlegt módel til þess að bera saman 

heildarsveigjanleika kuldaaðlagaða ensímsins (VPR) og því hitaaðlagaða (AQUI), með 

bælingu á flúrljómun Trp hópa ensímanna. Kristalbyggingar ensímanna gefa til kynna að 

þar sem Trp hópar ensímanna eru í samsvarandi setum mætti áætla að hóparnir séu með 

sama eða mjög svipað aðgengi gagnvart leysinum. En hér erum við að vonast eftir að mæla 

„öndunar hreyfingar“ ensímanna með flúrljómunarbælingunni. 

Ágætlega tókst til við tjáningu og hreinsun Tyr191Trp stökkbrigðisins í AQUI (hér eftir 

verður stökkbrigðið kallað Y191W) og voru mælingar á hitastöðugleika og 

hvötunareiginleikum framkvæmdar og niðurstöður bornar saman við villigerð AQUI og 

VPR, ásamt C-enda styttunni (VPR∆C). 

  



50 

 

 

 

Mynd 15.  Þrívíddarbygging VPR (blátt) og AQUI (rautt). Hvötunarþrenndin (Asp37/39, His70 og 

Ser220/222) og Trp hópar (gulir) eru sýndir á báðum byggingum. C-enda röðin í VPR (fjólublátt) sem sniðin 

hefur verið af í VPR∆C er einnig sýnd. 
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Til að meta áhrif stökkbreytingarinnar Y191W á hvötunareiginleika ensímsins voru 

Michaelis Menten hraðafastarnir Km og kcat ákvarðaðir gagnvart hvarfefninu succinyl-

AlaAlaProPhe-p-nitroanilide (sAAPFpna) við 40°C og bornir saman við villigerð AQUI 

(tafla 8). Þessar niðurstöður voru einnig bornar saman við villigerð VPR og C-enda stytt 

afbrigðið, VPR∆C (tafla 8).  

 

 Tafla 8. Hraðafræðieiginleikar VPR, VPR∆C, AQUI og Y191W gegn 

sAAPFpna við 25 °C (VPR og VPR∆C) og 40°C (AQUI og Y191W). 

Ensím kcat (s
-1

) Km (mM) kcat/Km (mM
-1

s
-1

) 

VPR 74,6 ± 5,0 0,166 ± 0,017 449 ± 30 

VPR∆C 68,2 ± 9,9 0,184 ± 0,017 371 ± 26 

AQUI 66,2 ± 10,1 1,21 ± 0,2 55,2 ± 4,0 

Y191W 39,9 ± 2,0 1,00 ± 0,13 40,6 ± 7,2 

 

Niðurstöðurnar sýna smávægilega lækkun í hvötunargetu (kcat/Km) stökkbrigðisins Y191W 

í samanburði við villigerð AQUI. Þessi munur á eiginleikum stökkbrigðisins og villigerðar 

er þó ekki í þeim mæli að það muni varpa rýrð á rannsóknarlíkanið. Á þetta einnig við um 

VPR∆C og VPR. Hér má sjá að kuldakæra ensímið, VPR, býr yfir mun meiri 

hvötunarvirkni (kcat/Km) heldur en hitakæra ensímið AQUI (tafla 8). 

Hitastöðugleiki stökkbrigðisins Y191W, metinn sem  hraði virknitaps (T50%), var 

ákvarðaður við valin hitastig á bilinu 90-100 °C og voru niðurstöður mælinganna settar 

upp í Arrheníusar graf. Niðurstöðurnar voru bornar saman við villigerð AQUI (mynd 7) og 

leiddi stökkbreytingin Y191W til lækkunar á T50% um 2,6°C miðað við villigerð AQUI. 

Þetta bendir til að stökkbreytingin hafi einhverja byggingarlega röskun í för með sér, e.t.v. 

vegna stækkunar hliðarhópsins. Einnig er mögulegt að vetnistengi tapist við að stökkbreyta 

Tyr yfir í Trp, en Tyr hefur hýdoxýlhóp sem getur myndað vetnistengi við vatnshjúpinn á 

yfirborðinu í próteininu. Einnig er eftirtektarvert að á Arrheniusargröfum er hallinn minni á 

ferlinum fyrir stökkbrigðið í samanburði við villigerðina (mynd 16). Fyrir mælingar á T50% 

var virknitapið mælt á hitastigsbilinu 88 – 98 °C, með 2 °C millibili og má sjá að mestu 

munar á milli ferlum Y191W og villigerðarinnar við lægri hitastigin en við 96 °C skarast 

ferlarnir. Þannig að hitastöðugleikinn gagnvart virknitapi virðist vera mismunandi eftir 
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hitastigi en ástæðan fyrir þessari breytingu í hallatölu ferlanna er ekki þekkt. Aftur á móti 

þá sýnir stökkbrigðið enn einkenni hitaaðlagaðs ensíms miðað við VPR og því metið að 

þessi lækkun á T50% muni ekki hafa áhrif á samanburð Y191W og VPR∆C með 

flúrljómunarbælingu. 

 

 

Mynd 16. Arrheníusargraf fyrir hitavirknitap Y191W og villigerð aqualysin I.  Sýni af ensíminu voru 

hituð við valin hitastig í 25 M Tris, pH 8,95, 100 mM NaCl og 1 mM CaCl2 og eftirlifandi virkni mæld með 

hvarfefninu sAAPFpn. 

 

Til að meta eiginlegan hitastöðugleika myndbyggingar ensímstökkbrigðsins Y191W var 

bræðsluferill þess ákvarðaður eftir að ensímið hafði verið hindrað með serín 

próteinasahindranum phenylmethanesulfónyl flúoríði (PMSF). Voru þessar mælingar 

framkvæmdar á CD litrófsmæli og var staðlaður bræðsluferill Y191W borinn saman við 

villigerð AQUI. Stöðluðu bræðsluferlar hitakæra ensímsins, af villigerðinni og 

stökkbrigðinu voru síðan bornir saman við villigerð kuldakæra ensímsins VPR og C-enda 

stytt afbrigði þess, VPR∆C (mynd 17 og tafla 9).  
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Mynd 17.  Staðlaðir bræðsluferlar fyrir VPR∆C og Y191W bornir saman við tilheyrandi villigerð. Ferlar 

voru ákvarðaðir með mælingum á breytingum á “circular dichroism” (ellipticity) sýna af ensímunum við 222 

nm sem fall af hitastigi á bilinu 25-90 °C fyrir VPR og VPR∆C en á bilinu 50-95°C fyrir AQUI og Y191W. 

VPR og VPR∆C voru í 25 mM glýsin buffer, pH 8,6 sem innihélt 100 mM NaCl og 15 mM CaCl2. AQUI og 

Y191W voru í acetat buffer, pH 3,5, sem innihélt 100 mM NaCl og 1 mM CaCl2. 

 

Þessar samanburðarmælingar á stöðluðu bræðsluferlum Y191W og villigerð AQUI, sýndu 

að um engar breytingar var að ræða á hitastöðugleika Y191W stökkbrigði miðað við 

villigerð ensímsins. Niðurstöðurnar sýndu einungis 0,2 °C mun í Tm, á milli villigerðar 

AQUI og stökkbrigðisins Y191W.  

 

Tafla 9. Hitastöðugleiki villigerðar VPR og Aqualysins I og C-enda styttu VPR og stökkbrigðisins 

Y191W úr Arrheníusar-gröfum (T50% fyrir virkt ensím) og CD-mælingum (Tm, fyrir hindrað ensím).  

Ensím Tm (°C) T50% (°C) 

VPR 63,6 ± 0,3 56,0 ± 0,2 

VPR∆C 65,2 ± 0,2 56,4 ± 0,1 

AQUI 82,6 ± 1,5 91,4 ± 0,2 

Y191W 82,4 ± 0,5 88,8 ± 0,3 
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Ef niðurstöðurnar eru teknar saman þá sýnir samanburður á VPR og VPR∆C sambærilega 

hraðafræðilega eiginleika en aftur á móti sýndi VPR∆C lítillega hækkaðan stöðugleika 

gagnvart hita, en Tm hækkar um ~1,6 °C og T50% um ~0,4 °C (tafla 7). Þar sem um minni 

hækkun er að ræða fyrir T50% en Tm gæti það bent til þess að stytting C-endans hafi lítil 

áhrif á virknitap við hátt hitastig en meiri áhrif til styrkingar heildarstöðugleika 

byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun. Samanburður á AQUI og Y191W sýndi 

sambærilega hraðafræðilega eiginleika en aftur á móti sýndi Y191W lítillega aukinn 

stöðugleika gagnvart hita, en T50% hækkar um ~2,6 °C og Tm um ~0,2 °C (tafla 7). Þar sem 

um minni hækkun er að ræða fyrir Tm en T50% gæti það bent til þess að innsetning Trp hóps 

í stað Tyr hafi meiri áhrif á virknitap við hátt hitastig en lítil áhrif til styrkingar 

heildarstöðugleika byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun. Eftir þennan samanburð á 

hönnuðu stökkbrigðunum, Y191W og VPR∆C, við villigerð ensímanna, voru stökkbrigðin 

metin sem góðir fulltrúar ensímanna fyrir flúrljómunarmælingarnar sem notaðar voru til 

þess að meta heildarsveigjanleika bygginga ensímanna. 

 

 3.2.2. Flúrljómunarmælingar á hönnuðu 

stökkbrigðunum 

Heildarsveigjanleiki Y191W og VPR∆C var metinn út frá flúrljómunarbælingu Trp hópa 

þeirra af völdum akrýlamíðs (mynd 18). Eftir því sem heildarsveigjanleiki próteinsins er 

meiri því meira aðgengi hefur akrýlamíðið að Trp hópunum og eigin (intrinsic) flúrljómun 

próteinsins lækkar með auknum styrk akrýlamíðs. Flúrljómun Trp hópanna var skönnuð frá 

300-400 nm eftir örvun við 285 nm, við valin hitastig á bilinu 10-55°C. Akrýlamíði var 

síðan bætt út í próteinlausnina á styrkbilinu 0-250 mM (mynd 18). 
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Mynd 18. Flúrljómunarferlar VPR∆C og Y191W við mismunandi styrk akrýlamíðs (AA). A. 
Flúrljómunarbæling VPR∆C við 35°C af völdum AA. B. Flúrljómunarbæling Y191W við 35°C af völdum 

AA. Flúrljómun var skönnuð frá 300 – 400 nm eftir örvun við 285 nm. Bæling á flúrljómun Trp hópa var 

gerð með 4µl skömmtum af 2,5 M AA út í 500µl próteinlausn í 50 mM Tris, 10 mM CaCl2, pH 8. 

 

A 

B 
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Til þess að útfæra áhrif flúrljómunarbælingarinnar sem skilgreiningu á heildarsveigjanleika 

ensímanna, var  Stern-Volmer fastinn ákvarðaður út frá jöfnu bestu línu í Stern-Volmer 

grafi, þar sem F0/F er fall af [Q], skv.:  

                                             F0/F = 1 + KSV[Q]               (jafna 11) 

þar sem Stern-Volmer fastinn (KSV) er hallatala ferlanna (mynd 19). Eftir því sem hallinn 

er meiri því meira aðgengi hefur bælirinn, akrýlamíð, að Trp hópunum, sem veldur því að 

flúrljómunin minnkar. Þá er hægt að gefa sér að því stærri sem KSV er, því sveigjanlegra er 

próteinið. 

 

 

Mynd 19. Stern-Volmer graf fyrir flúrljómunarbælingu á Y191W (rautt) og VPR∆C (blátt) af völdum 

akrýlamíðs. Hallatala aðhvarfs (regression) línanna samsvarar Stern-Volmer fastanum (KSV), sem er gefinn í 

töflu 10. 
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Tafla 10. Stern-Volmer fastinn fyrir VPR∆C og Y191W  við mismunandi hitastig. 

 KSV (mM
-1

 *10
-2

) 

 10 °C 25 °C 35 °C 45 °C 55 °C 

VPR∆C 1,16 ± 0,005 1,18 ± 0,14 1,24 ± 0,14 1,66 ± 0,18 1,67 ± 0,19 

Y191W 0,63 ± 0,008 0,79 ± 0,07 0,87 ± 0,03 0,93 ± 0,09 0,94 ± 0,03 

 

Útfrá töflu 10 má sjá að VPR∆C er með 30-40 % hærri Stern-Volmer fasta í samanburði við 

Y191W. Enn frekar má greina að VPR∆C er með svipaðan Stern-Volmer fasta á 

hitastigsbilinu, 10–35 °C, en tekur svo smá stökk upp að hitastigi 45-55 °C. Sýnt hefur 

verið fram á að kjöraðstæður fyrir VPR er í kringum 45-55 °C, þar sem áhrif hitastigs á 

hvötunargetu (kcat/Km) ensímsins voru metin [21]. Þetta gæti útskýrt hvers vegna VPR∆C 

virðist hafa hæstan Stern-Volmer fasta við 45-55 °C, þar sem ensím eru talin hafa mestan 

sveigjanleika við kjörhitastig sín [53, 54]. Y191W hefur lægsta Stern-Volmer fastann við 

10 °C en fer hækkandi með hækkuðu hitastigi, aftur á móti má greina stöðnun á 

hitastigsbilinu 35-55 °C. Áhugavert væri þó að kanna sveigjanleikann á Y191W við hærri 

hitastig nær kjörhitastigi ensímsins (80°C). Þessar niðurstöður benda til þess að 

kuldaaðlagaða ensímið, VPR, hafi myndbyggingu þar sem Trp hópar þess eru aðgengilegri 

gagnvart akrýlamíðinu, sem gefur til kynna um að heildarsveigjanleiki (á ms tímaskala) 

VPR sé meiri heldur en hjá hitaaðlagaða ensíminu AQUI. 

Kuldaaðlagaða ensímið sýndi töluvert meiri byggingarlegan sveigjanleika á ms 

tímaskalanum í samanburði við það hitaaðlagaða. Niðurstöðurnar eru því í samræmi við 

þær tilgátur um að byggingarlegar forsendur hitastigsaðlögunar próteina feli í sér aðlögun á 

sameindasveigjanleika þeirra og að hærri hvötunarvirkni kuldaaðlagaðra ensíma í 

samanburði við samstofna hitakær ensím sé vegna þess að þau búi yfir meiri 

byggingarlegum sveigjanleika (en niðurstöður hafa einmitt sýnt að VPR býr yfir hærri 

hvötunarvirkni í samanburði við AQUI). 
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3.3 Cystein stökkbreytingar til spunamerkinga 

Fyrir skoðun á staðbundnum sameinda-sveigjanleika hitaaðlagaða ensímsins AQUI og 

kuldaaðlagaða ensímsins VPR á nsek tímaskalanum, var notast við markvissar 

spunamerkingar (SDSL; site-directed spin labeling) og EPR mælingar. EPR mælingar geta 

gefið upplýsingar um hreyfingar spunamerkja í þeim setum sem stökkbreyttar eru, ásamt 

upplýsingum um hreyfingu peptíðkeðjunnar. Með því að kortleggja staðbundinn 

sveigjanleika á mismunandi stöðum fjölpeptíðkeðjunnar er hægt að fá mikilvægar 

vísbendingar um hvaða hreyfingar eru mikilvægar fyrir virkni og hitastigsaðlögun 

ensímanna. Fyrir þessar mælingar var notast við nítroxíð spunamerkið methanethiosulfate 

spin-label (MTSSL). 

Set innan ákveðinna svæða, bæði í VPR∆C og AQUI voru valin til markvissra 

spunamerkinga fyrir EPR mælingar. Svæðin voru valin með tilliti til hvar áhugavert væri 

að skoða staðbundinn sameinda-sveigjanleika, eins og t.d. á helixum C og D sem eru taldir 

vera með hreyfanlegustu svæðum próteinanna (mynd 3). Því næst var leitast við að hafa 

serín eða alanín amínósýru í þeim setum sem urðu fyrir valinu, til að valda sem minnstri 

röskun á myndbyggingunni við innsetningu á cysteini. Einnig er nauðsynlegt að vera með 

samsvarandi set í byggingum VPR og AQUI fyrir samanburðinn á staðbundum 

sveigjanleika ensímanna. Að lokum var haft í huga aðgengi setanna að leysinum, en eftir 

því sem aðgengið er meira því auðveldara ætti að vera að koma spunamerkinu að fría 

þíólhóp cystein amínósýrunnar, fyrir EPR mælingarnar.  

Fimm samsvarandi set á báðum próteinum voru valin til markvissra spunamerkinga. Þessi 

set voru S/A110C, A140C, S/A123C, S134C og S/A184C (mynd 20). Set 123 (S123C í 

VPR∆C og A123C í AQUI) er staðsett á lykkju sem er nálægt „hjöruliðs“ svæðinu (hinge 

region) sem tengir saman helixa C og D. „Hjöruliðs“ svæðið samanstendur af 

Asn118Ala119Ser120Gly121Pro122 og er samkvæmt „normal modes“ kraftsviðs-

útreikningum með hreyfanlegustu hlutum VPR sameindarinnar [92]. Set 110 og 140 

(S110C, A140C í VPR∆C og A110C, A140C í AQUI) eru staðsett á helixum C og D. Set 

134 (S134C bæði í VPR∆C og AQUI) er staðsett á lykkju við helix D og set 184 (S184C í 

VPR∆C og A184C í AQUI) er staðsett á lykkju nálægt kalsíumbindiseti 3. Við skoðun á 

kristalbyggingu ensímanna mátti greina að set 110 er aðgengilegast gagnvart leysinum, 

síðan set 184 og loks set 140,123 og 134.  
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Framkallaðar voru stökkbreytingar fyrir öll fimm setin en ekki tókst að framleiða virkt 

cystein stökkbrigði á öllum setunum (sjá nánar í viðauka þessarar ritgerðar). Það tókst að 

framleiða virkt cystein stökkbrigði í seti 123 í báðum ensímum, S123C í VPR∆C og A123C 

í AQUI, og var vinnu haldið áfram með þessi tvö stökkbrigði. 

 

 

 

Mynd 20.  Þrívíddarbygging VPR (blátt) og AQUI (rautt). Cystein stökkbrigði eru sýnd í gulu á báðum 

byggingum, tvísúlfíðbrýr eru sýnd í ljósbláu og stækkaða C-enda röðin í VPR er sýnd í fjólubláu. 
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Hafist var handa við ræktun og hreinsun þessara tveggja stökkbrigða með smávægilega 

breyttum aðferðum eins og minnst var á í kafla 2.17. 

Mælingar á hitastöðugleika og hvötunareiginleikum S123C voru framkvæmdar og bornar 

saman við VPR∆C (tafla 11). Niðurstöðurnar sýndu svipaða eiginleika fyrir S123C og 

VPR∆C. Þó er eingöngu búið að framkvæma tvær mælingar fyrir hraðafræðina og tvær fyrir 

T50% . Það þyrfti að framkvæma nokkrar mælingar til viðbótar, ásamt mælingum á Tm, til 

að staðfesta að S123C hafi sama hitastöðugleika og hvötunareiginleika og VPR∆C. En 

þessar mælingar voru látnar duga núna og kraftur settur í að fá fram spunahvarfið svo hægt 

væri að framkvæma EPR mælingar.  

Hraðafræðilegir eiginleikar voru einnig metnir fyrir A123C stökkbrigðið og borið saman 

við AQUI (tafla 11). Niðurstöðurnar sýndu svipaða hvötunareiginleika hjá A123C 

stökkbrigðinu og fyrir villigerð AQUI. Aftur á móti á eftir að framkvæma mælingar fyrir 

hitastöðugleikann á A123C, en ekki er búist við því að stökkbreytingin valdi mikilli röskun 

á hitastöðugleika ensímsins, þar sem S123C olli ekki mikilli röskun á hitastöðugleika 

VPR∆C gagnvart háu hitastigi. Einnig á eftir að mæla hvötunareiginleika og hitastöðugleika 

S123C og A123C eftir að þau hafa verið spunamerkt en það gæti hugsanlega valdið röskun 

á byggingu og/eða eiginleikum próteinanna. Ekki hefur verið til nægt prótein eftir 

spunamerkinguna til þess að framkvæma þessar mælingar. 

 

Tafla 11. Hraðafræðilegir eiginleikar S123C og A123C, ásamt hitastöðugleika S123C, borið saman við 

viðeigandi villigerðir. 

Ensím kcat (s
-1

) Km (mM) kcat/Km (mM
-1

s
-1

) T50% (°C) 

S123C 62,1 ± 14 0,168 ± 0,010 359 ± 100 55,4 ± 0,1 

VPR∆C 68,2 ± 9,9 0,184 ± 0,017 371 ± 26 56,4 ± 0,1 

A123C 64,7 ± 5,5 1,41 ± 0,2 46,2 ± 2,9 - 

AQUI 66,2 ± 10,1 1,21 ± 0,2 55,2 ± 4,0 91,4 ± 0,2 

 

 

Þá var hafist handa við spunamerkingar fyrir EPR mælingar. Spunahvarfið var gert eins og 

nefnt var í kafla 2.16, og var unnið með próteinsýni sem var 250-300 µM. EPR mælingin 

hjá S123C var gerð við herbergishita og skannað yfir um 90 sinnum. Mjög fínt merki kom 

og sýndi aðeins spunamerki sem bundið er próteininu en ekki neitt frítt spunamerki (mynd 

21 A).  
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Mynd 21. EPR róf af spunamerktu cystein stökkbrigðunum S123C og A123C. A. EPR róf af S123C þar 

sem tekin voru um 90 skönn. B. EPR róf af A123C þar sem tekin voru um 250 skönn. Mælingar voru gerðar 

við herbergishita. 

 

 

EPR mælingin hjá A123C var einnig gerð við herbergishita en EPR róf var skannað yfir 

um 250 sinnum, þar sem það fékkst mun veikara merki í samanburði við S123C (mynd 21 

B). Því betra og sterkara sýni sem um er að ræða því minna þarf að skanna yfir til þess að 

fá lesanlegt merki úr EPR mælingunum. Hér var fyrir víst notast við nógu mikið prótein, 

þar sem gleypni við 280 nm sýndi 5x hærri gleypni fyrir A123C heldur en fyrir S123C, 

þannig að við vorum með u.þ.b. 5x meira prótein af A123C heldur en S123C. Skýring á 

því hversu veikt merkið er hjá A123C gæti verið vegna þess að spunahvarfið hefur að 

öllum líkindum ekki gengið til fulls.  

Líklegast er að hvarfaðstæðurnar fyrir spunamerkingu á A123C þurfi að vera öðruvísi en 

fyrir S123C. Þar sem að A123C er stökkbrigði í hitaaðlagaða ensíminu AQUI og býr yfir 

stífari myndbyggingu í samanburði við stökkbrigðið S123C sem er í kuldaaðlagaða 

ensíminu VPR∆C, má búast við því að erfiðara sé fyrir spunamerkið að hvarfast við frjálsa 

S123CVPR∆C 

A123CAQUI 

A 

B 
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þíólhóp stökkbrigðisins. Þá er líklegt að spunahvarfið þurfi að ganga í lengri tíma fyrir 

cystein stökkbrigðið í AQUI  og jafnvel við hærra hitastig til að losa um myndbygginguna, 

svo spunamerkið eigi greiðari aðgang að fría þíólhópnum. 

Ekki náðist að framkvæma fleiri EPR mælingar á A123C, þar sem ekki var til nægjanlegt 

magn af próteini og þyrfti að framkvæma hreinsun á stökkbrigðinu fyrst. Það var 

einfaldlega ekki tími til þess. Næstu skref væru þá að hreinsa meira af A123C og kanna 

síðan hvarfaðstæður fyrir spunahvarfið m.t.t. tíma og hita. Þegar hvarfaðstæður hafa verið 

þróaðar er hægt að gera samanburð á hitaaðlagaða og kuldaaðlagaða stökkbrigðinu. Þá 

væri fróðlegt að framkvæma EPR mælingarnar við mismunandi hitastig og sjá hvort 

sveigjanleiki spunamerkisins á þessum stað breytist við aukið eða lækkað hitastig.  

Eftir að þróun á spunahvarfi fyrir A123C hefur verið lokið og gott róf hefur fengist til 

samanburðar á S123C, þá verða snúningstímar (rotational correlation times) (τR) rófanna 

ákvarðaðir til að meta hreyfanleika spunamerkjanna og ensímin borin saman. τR eru 

ákvarðaðir fyrir hraðar og hægar hreyfingar rófsins (mynd 22). Fyrir hraðar hreyfingar 

rófsins (2Azz < 40 G) (mynd 16A) má reikna (τR) samkvæmt:  

        

       

 (jafna 12) 

 

Þar sem h0 er hæð miðtoppsins en h-1 er hæð hásviðs (high field) topps og δ er breidd 

miðtoppsins (mynd 23A). 

 

 



63 

 

 

Mynd 22. Dæmigert EPR-róf fyrir hraðar (A) og hægar (B) hreyfingar [2]. Litrófsvíddin (spectral width) 

(2Azz) sýnir hreyfanleika spunamerkisins. 2Azz er breiðari fyrir hægari hreyfingar (B) heldur en fyrir hraðar 

hreyfingar (A). 

 

 

Fyrir hægar hreyfingar rófsins (2Azz > 40 G) (mynd 23B) má ákvarða (τR) útfrá breidd 

rófsins samkvæmt:  

 

 

  (jafna 13) 

 

Þar sem 2Azz er breidd rófsins (í Gauss) og 2Azz
max

 er hámarksbreidd rófsins fyrir tiltekið 

spunamerki, sem fyrir MTSSL er 75,8 G. Stuðlarnir a og b eru háðir breidd miðtoppsins 

(δ) (mynd 24).  
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4. Lokaorð 

Þetta verkefni er hluti stærra verkefnis þar sem byggingarlegar forsendur 

hitastigsaðlögunar subtilisín-líkra serín próteinasa úr kuldakærri Vibrio-tegund (VPR) og 

hitakærri bakteríunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI) eru skoðaðar með markvissum 

stökkbreytingum. Sveigjanleiki bygginga beggja var skoðaður á msek og nsek 

tímaskalanum til að sannreyna þá tilgátu sem sett hefur verið að kuldakær ensím búi yfir 

meiri sveigjanleika við lág hitastig í samanburði við hitakær ensím. 

Áhrif prólínbreytinganna voru mjög áhugaverðar hvað varðar stöðugleika og hliðrun 

rofstaðar á N-enda vegna tvöföldu breytingunnar.  En tvöfalda prólínbreytingin sýndi 

hækkun á hitastöðugleika um ~5,5 °C í T50% og ~4,1°C í Tm í samanburði við VPR∆C, sem 

er mesta hækkun sem mælst hefur verið á stökkbreytingum í kuldakæra Vibrio-

próteinasanum. Með þessum aukna hitastöðugleika fylgdi minnkuð hvötunargeta (kcat/Km), 

en hún var einungis um tíundi partur af hvötunargetu VPR∆C. Þessar niðurstöður eru í 

samræmi við þær tilgátur um hitastigsaðlögun próteina, að aukinn stöðugleiki próteina er 

yfirleitt talinn vera samfara minnkaðri hvötunargetu vegna stífari myndbyggingar. 

Samanburður á birtri amínósýruröð VPR og amínósýruröðum AQUI og öðrum skyldum 

ensímum sýna að VPR er tveimur amínósýrum styttri í N-endann. Aftur á móti við 

innsetningu tvöföldu prólínbreytingunnar varð N-endinn tveimur amínósýrum lengri miðað 

við villigerð VPR. Var þetta staðfest með N-enda Edman raðgreiningu, en hún leiddi í ljós 

að ólíkt villigerð VPR (Q1-S2-N3) þá hefst N-endi virka ensímshluta tvöföldu prólín 

stökkbreytingarinnar á röðinni A1-V2-Q3-S4-P5. Þá væru næstu skref að athuga hvort 

stökkbreyting á AQUI í átt að VPR á þessum sömu setum myndi valda hliðrun á rofstað N-

enda forraðarinnar, þannig að N-endi virka ensím hlutans yrði tveimur amínósýrum styttri 

líkt og í villigerð VPR. Þá gæti einnig verið áhugavert að framkvæma mælingar á 

flúrljómunarbælingu Trp hópa tvöfalda prólínstökkbrigðisins og sjá hvort sveigjanleikinn 

hafi minnkað miðað við VPR∆C. 

Stökkbrigðin Y191W og VPR∆C reyndust vera góðir fulltrúar fyrir villigerðirnar, þar sem 

stökkbrigðin sýndu sambærilegan hitastöðugleika og hraðafræðilega eiginleika í 

samanburði við villigerðirnar. Mælingar á flúrljómunarbælingu Trp hópa þeirra á 

hitastigsbilinu (10-55) °C sýndu að myndbygging VPR∆C var „opnanlegri“ eða 

sveigjanlegri gagnvart akrýlamíðinu í samanburði við Y191W. Niðurstöðurnar eru í 

samræmi við þær tilgátur sem lagðar hafa verið fram, um að kuldakær ensím búi yfir meiri 
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sveigjanleika við lág hitastig í samanburði við hitakær ensím. Í framhaldi af þessu gæti 

verið áhugavert að mæla flúrljómunarbælingu Y191W við hærri hitastig eða nálægt 

kjöraðstæðum ensímsins. 

Stökkbreytingarnar S123C í VPR∆C og A123C í AQUI voru framkallaðar til markvissrar 

spunamerkingar fyrir EPR mælingar. Markmiðið hér var að kanna muninn á staðbundnum 

sveigjanleika ensímanna á nsek tímaskalanum. Stökkbrigðin sýndu sambærilega 

hraðafræðilega eiginleika í samanburði við villigerðirnar. Þá sýndi S123C stökkbreytingin 

~1 °C lækkun í T50% en það á eftir að framkvæma Tm mælingar. Þá á einnig eftir að 

framkvæma þessar mælingar fyrir A123C stökkbreytinguna. Ekki var unnt að gera 

samanburðinn á staðbundnum sveigjanleika ensímanna þar sem ekki náðist að þróa aðferð 

fyrir spunamerkinguna á A123C. En áfram verður haldið að þróa hvarfaðstæðurnar fyrir 

spunamerkingu á A123C svo hægt verði að gera samanburðinn á AQUI og VPR∆C. Þá 

verður einnig lokið við mælingar á hitastöðugleika stökkbrigðanna. Í framhaldi af því 

verður hægt að framkvæma EPR mælingarnar við mismunandi hitastig og er ætlunin að 

framkalla fleiri markvissar stökkbreytingar á ensímunum tveimur, í þeim tilgangi að 

kortleggja staðbundinn sveigjanleika þeirra á mismunandi stöðum fjölpeptíðkeðjunnar og 

við það er hægt að fá mikilvægar upplýsingar um hvaða hreyfingar eru mikilvægar fyrir 

virkni og hitastigsaðlögun ensímanna. 
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6. Viðauki 

6.1. Framleiðsla á cystein stökkbrigðum 

 Fyrsta setið sem varð fyrir valinu til stökkbreytingar fyrir spunamerkingar var set 110. 

S110C í VPR∆C og A110C í AQUI. S110 í VPR hefur áður verið stökkbreytt yfir í alanín 

og gekk sú stökkbreyting vel [4]. Því var þetta set talið kjörið til stökkbreytingar fyrir 

spunamerkingar. Einnig er setið vel aðgengilegt leysinum og því ætti að vera auðvelt að 

koma spunamerkinu fyrir. 

Erfitt reyndist hins vegar að framkalla stökkbreytingarnar S110C og A110C. Breytingar 

voru gerðar á stökkbreytihvarfinu í von um að framköllun stökkbreytingarinnar tækist. Þá 

var hitastiginu fyrir þáttatenginguna (annealing) í PCR hvarfi meðal annars breytt, þar sem 

hitastigið var ýmist hækkað, lækkað eða stigmagnað. Þá var einnig prófað að auka magn 

DNA mótsins og stökkbreytingavísanna. Auk þess var prófað að nota Taq pólýmerasa, sem 

er með hærri villutíðni miðað við Pfu pólýmerasann, ásamt nýjum núkleótíðum. Loks tókst 

að framkalla stökkbreytingarnar en þá sýndi raðgreiningin að þar sem 

stökkbreytingarvísirinn kom inn á genið, þá endurtók hann sig sífellt, þ.e. vísirinn paraðist 

alltaf við sjálfan sig. Þá var ákveðið að panta nýja stökkbreytingavísa sem voru lengri og 

ekki eins GC ríkir í von um að það myndi koma í veg fyrir að vísarnir myndu parast við 

sjálfan sig. Einnig var ákveðið að bæta við öðru seti á svipuðum stað, A140C, sem staðsett 

er á helix D. 

Vel tókst til við framköllun á stökkbreytingunum á setum 110 og 140, bæði í VPR∆C og 

AQUI, með nýju vísunum. Raðgreining staðfesti allar stökkbreytingarnar. Því næst var 

farið í að rækta og hreinsa stökkbreyttu afbrigðin, en það gekk heldur illa. Lítil virkni 

mældist við opnun fruma fyrir A110C og A140C í AQUI miðað við villigerðina og lítil 

sem engin virkni mældist í S110C, og engin í A140C í VPR∆C. Nokkrar prófanir voru 

gerðar í von um að auka virknina í stökkbrigðunum (tafla 12). Í prófunum var notast við 

minni ræktir en venjulega, eða 100 ml í stað 500 – 1000 ml, til þess að spara ætið. Þá var 

tjáning ræktanna ávallt vakin með viðbætingu 0,2 % rhamnósa fyrir AQUI og 0,02 % 

arabinósa fyrir VPR, ásamt því að gera lausnirnar að 10 mM CaCl2. Við hirðingu frumanna 

voru þær þvegnar einu sinni með buffer A.  

Fyrst var ætlunin að skoða hvort vandamálið lægi í því að innsetti Cys hópurinn væri að 

valda usla. Þá var prófað að bæta út í frumulausnina dithíóthreitóli (DTT) að lokastyrk 2 
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mM og 5 mM, við opnun frumnanna, en DTT veldur rofi á tvísúlfíðbindingu með afoxun 

þeirra í fría þíól-hópa og ætti þá að losa um rangt tvísúlfíðtengi, ef um væri að ræða með 

viðbættri Cys amínósýru í byggingunni. Einnig var ákveðið að kanna hvort vandamálið 

væri að frumurnar opnuðust ekki fyllilega. Þá var prófað að notast við 0,01% Triton-X100 

sápu í frumulausninni, en sápan rýfur eða breytir byggingu frumuhimnunar og hjálpar 

þannig til við að sprengja frumurnar. Ekki fékkst meiri virkni með viðbættu Triton X-100 

og því var talið að vandamálið lægi líklega ekki í sprengingu frumanna. Þá var farið að 

skoða ræktunarferlið og prófað var að sjokkera frumurnar með 0,7% etanóli fyrir 

indúseringu, sem hefur þann tilgang að vekja tjáningu á siðvörslupróteininu sem aðstoðar 

við rétt umbrot próteinsins. En það skilaði ekki tilsettum árangri.  

Einnig var prófað að ummynda stökkbrigðunum í aðra stofna af E.coli frumum (LMG, BL-

21 og Origami). Stökkbrigðin voru síðan ræktuð eins og áður og virkni (U/ml) mæld við 

opnun fruma. Þar sem stökkbrigðin A110C og A140C í AQUI sýndu smá virkni á meðan 

virkni S110C og A140C í VPR∆C var lítil sem engin, þá var ákveðið að prófa að ummynda 

S110C í BL-21 frumur. Ákveðið var að prófa ummyndunina einungis á S110C en ekki 

A140C í VPR∆C, þar sem aldrei hafði mælst nein virkni fyrir A140C stökkbrigðið. Í 

leiðinni var einnig ákveðið að prófa að ummynda S110C í LMG frumur, en þær höfðu 

reynst vel fyrir cystein stökkbreytingar á alkalískum fosfatasa [85]. VPR∆C var einnig 

ummyndað bæði í BL-21 og LMG frumur til samanburðar. VPR∆C í BL-21 frumum sýndi 

svipaða virkni og þegar styttan er framleidd í Top10 frumum, aftur á móti sýndi VPR∆C í 

LMG frumunum um 80% lækkun í virkni miðað við Top10 frumurnar. Hinsvegar fékkst 

engin virkni við opnun fruma á S110C stökkbrigðinu, hvorki í LMG né BL-21 frumunum. 
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Tafla 12. Prófanir sem gerðar hafa verið til að framleiða Cys stökkbrigði, í setum 110 og 140, í VPR∆C 

og AQUI.  

Prófanir S110C í VPR∆C A140C í VPR∆C A110C í AQUI A140C í AQUI 

Top10 frumur X X   

BL-21 frumur X  X X 

LMG frumur X    

Origami frumur X X X X 

0 – 5 mM DTT við opnun fruma X X X X 

0,01% Triton-X við opnun fruma X  X  

0,7% etanól sjokk við indúseringu X    

 

 

Að lokum var ákveðið að prófa E.coli stofninn Origami á öll fjögur stökkbrigðin ásamt 

villigerðum til samanburðar, vegna mögulegrar röskunar í byggingunni af völdum rangrar 

tvísúlfíðtengingar. Origami stofninn er afleiða af BL-21 stofninum og er því með arfgerð 

hans ásamt því að bæði thioredoxin reductase (trxB) og glutathione reductase (gor) genin 

hafa verið felld út úr litningi stofnsins með tetracyclin genaskerðingu (gor) og kanamycin 

genaskerðingu (trxB). Þetta hvetur til myndunar tvísúlfíðtengja í umfryminu þar sem þetta 

stuðlar að minna afoxandi umhverfi (redox potential) í umfryminu. Stofninn á því að vera 

kanamycin og tetracyclin ónæmur og er þar að auki chloroamphenicol ónæmur.  Útbúnar 

voru „competent“ frumur af origami stofninum en stofninn er hins vegar minna 

„competent“ en hefðbundnar Top10 og BL-21 frumur. Það er því erfiðara að ummynda 

Origami, þ.e. fást færri kóloníur á skál samanborið við t.d. Top10. Ummyndun gekk vel, en 

það mátti taka eftir því að fleiri kóloníur fengust hjá VPR∆C heldur en AQUI. Þá var farið 

að rækta stökkbrigðin ásamt villigerðum til samanburðar. Við opnun stökkbrigða S110C 

og A140C mældist engin virkni en svipuð virkni mældist fyrir VPR∆C og þegar VPR∆C var 

í Top10. Við opnun á frumum stökkbrigða A110C og A140C í AQUI, ásamt villigerðinni, 

þá mældist engin virkni. Aftur á móti mátti sjá að frumur AQUI, A110C og A140C urðu 

fyrir frumurofi (lysis) í ræktunarferlinu sem gæti útskýrt af hverju engin virkni mældist við 

opnun frumnanna (í Origami stofninum).  
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Á þessu stigi var ákveðið að finna önnur set til þess að vinna með í von um að aukin virkni 

myndi mælast. Núna var ákveðið að velja set sem væru ekki jafn aðgengileg leysinum og 

set 110 og 140. Þá urðu set 123, 134 og 184 fyrir valinu (sjá mynd 12). Aftur á móti er set 

123 vel grafið og gæti því orðið erfitt að koma spunamerkinu fyrir en núna á þessu stigi var 

efst í huga að fá virkt stökkbrigði. Stökkbreytingin gekk vel fyrir öll stökkbrigðin, 

Ala123Cys, S134C, A184C í AQUI og S123C, S134C, S184C í VPR∆C og staðfesti 

raðgreining allar stökkbreytingarnar. Ekki tókst að framleiða virkt ensím fyrir öll þrjú 

stökkbrigðin í VPR∆C en aftur á móti tókst það í AQUI. Nauðsynlegt er samt sem áður að 

hafa virkt ensím bæði í VPR∆C og AQUI til þess að geta gert samanburðinn á staðbundnum 

sameinda-sveigjanleika þessara ensíma með EPR litrófsmælingum. Við opnun 

stökkbrigðanna í AQUI mældist svipuð virkni og fyrir villigerðina. Við opnun 

stökkbrigðanna í VPR∆C mældist engin virkni (U/ml) fyrir S134C, um 20x minni virkni 

mældist fyrir S184C miðað við VPR∆C og fyrir S123C mældist um 5x minni virkni en fyrir 

VPR∆C. Það var mjög ánægjulegt að sjá þessa virkni hjá S123C og var ákveðið að halda 

áfram að vinna með S123C og A123C til spunamerkingar. Eins og komið hefur fram þá er 

set 123 staðsett nálægt „hjöruliðs“ svæði (hinge region) sem tengir saman helixa C og D. 

Af þessum ástæðum þykir einmitt mjög áhugavert að skoða þetta svæði m.t.t. 

sveigjanleika. 

 

6.2. Fyrsta EPR mælingin 

Fyrsta spunahvarfið var framkvæmt á S123C. Nauðsynlegt var að notast við allt það 

prótein sem fékkst úr einni hreinsun og þétta það niður til þess að vera með nóg af próteini 

fyrir EPR mælinguna, en hentugast er að vera með 150 – 300 µM af spunamerktu 

próteinsýni. Aftur á móti náðist ekki nema um 100 µM af próteinsýni. Samt sem áður var 

ákveðið að prófa að EPR mæla sýnið. EPR mælingin var gerð við herbergishita og róf 

skönnuð 150 sinnum. EPR rófið sýndi mjög veikt merki um spunamerkt prótein en það sást 

nánast eingöngu frítt spunamerki, sem ekki hafði hvarfast við próteinið (mynd 23). Þá var 

próteinsýnið þvegið nokkrum sinnum með buffer A til að losna við fría spunamerkið í von 

um að betra merki af spunamerkta próteininu myndi fást. Þvotturinn sýndi minnkun á fría 

spunamerkinu en próteinsýnið var mjög veikt og var því erfitt að lesa úr rófinu. 
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Mynd 23. EPR róf af spunamerktu S123C stökkbrigði. Próteinsýnið var mjög veikt og því sést nær 

eingöngu frítt spunamerki, sem hefur ekki hvarfast við þíólhópinn í próteininu. Fría spunamerkið sést sem 

þrír mjög skarpir toppar en greina má á milli toppanna mun minni hreyfanleika sem gefur til kynna 

spunamerki sem bundið er próteininu. 

 

 

Þá var farið í að þróa nýja aðferð við ræktunina og hreinsunina (kafli 2.17) til þess að reyna 

að auka próteinmagnið sem fæst úr einni hreinsun. Var þetta einnig gert fyrir A123C en 

farið verður nánar í sum atriði þróunarvinnunnar í kafla 6.3. hér á eftir. 

 

6.3. Þróunarvinna að nýjum ræktunar- og 

hreinsiaðferðum fyrir S123C og  A123C stökkbrigðin. 

Við þróun á ræktunar- og hreinsunaraðferðum fyrir stökkbrigðin S123C og A123C var 

fyrst kannað hvort hlutfallið: ml ræktar/ml flösku, hefði einhver áhrif á framleiðslu á virku 

próteini. En talið er að ef ræktunin er of hröð þá nái próteinið ekki að umbrjótast rétt og því 

voru ræktunarskilyrðin höfð í huga. Þessi hlutfallsprófun var fyrst gerð í 100 ml flöskum, 

með ýmist 15, 25, 35 eða 45 ml rækt í. Þessi prófun gaf til kynna að best væri að vera með 

35 ml rækt í 100 ml flösku, eða hlutfallið 0,35, en þar fékkst mesta virknin við opnun  

fruma. Hlutfallsprófunin var síðan prófuð í 2 L flöskum en þar fékkst mesta virknin með 

hlutfallið 0,25. Aftur á móti þá fékkst ekki hlutfallslega jafn mikil virkni við opnum úr 

stærri ræktunum í samanburði við þær minni. Ástæðan fyrir því að hlutfallslega minni 
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virkni fékkst úr stærri ræktunum í samanburði við þær minni er ekki þekkt. Ákveðið var að 

vinna með stærri ræktirnar í staðinn fyrir margar litlar, vegna þæginda.  

Þá var einnig prófað að rækta við mismunandi hristing, 150 rpm og 200 rpm. Ræktir við 

200rpm hristing sýndu um 6 % meiri virkni við opnun fruma heldur en þær sem ræktaðar 

voru við 150 rpm hristing. Þá var ákveðið að ræktað yrði við 200 rpm hristing.  

Einnig var prófað að bæta út í ræktir S123C sorbitoli að 0,5 M lokastyrk, en það hefur 

verið sýnt að geti aukið magnið sem fæst af virku próteini [93]. Þá var líka prófað að bæta 

0,5% glúkósa út í ræktirnar, en úr hvorgum prófunum fékkst virkt prótein.  

Einnig var ákveðið að skipta um æti, bæði fyrir A123C og S123C, og notast frekar við 

2*YT æti í stað LB-ætis en það er ríkara æti (tafla 13) ásamt að þvo frumubotnfallið með 

vatni í samræmi við fyrri ræktunaraðferðir [92]. 

 

Tafla 13. Uppskrift að ríku LB-æti og ríku 2*YT æti. Uppskriftin miðar við 1L. 

Æti Bacto Tryptone Bacto Yeast Extract NaCl 

LB 10g 5g 10g 

2*YT 16g 10g 5g 

 

 

Fyrir ræktun á A123C var síðan ákveðið að vekja tjáninguna (indúsera) í 2xYT-æti sem 

innihélt ekki CaCl2. Við opnun fruma A123C var CaCl2 bætt út í eftir að lýsósímið var 

búið að vinna í smá tíma, til að stöðga próteinið. Síðan var prófað að kanna muninn við 

opnun frumanna, með því að sprengja frumurnar með og án hátíðnibylgjum (sonication). 

Notast var við Ultrasonic Processor sem staðsettur er á Líffræðistofnun Háskóla Íslands, 

Öskju. Hátíðnibylgjurnar voru stilltar á 40% útslag og látnar ganga í 12 mín með púlsum 

(10 sek hátíðnibylgjur og 10 sek stop). Var þetta gert bæði við A123C og villigerð AQUI 

til samanburðar. Þá voru einnig tekin sýni fyrir og eftir að frumur höfðu verið sprengdar 

með hátíðnibylgjum, til að skoða í smásjá. Þessi sýni voru síðan borin saman við heilar 

frumur af A123C og AQUI. Í sýnum eftir notkun á hátíðnibylgjum í 12 mín greindust 

engar heilar frumur en það greindust heldur engar heilar frumur þar sem notast var 

eingöngu við fljótandi köfnunarefni en ekki hátíðnibylgjur. Þá voru sýnin hituð við 70 °C í 

60 mín til að losa próteinið úr frumuhimnunni og virkni mæld. Þegar virknin var skoðuð, 

sást ekki greinanlegur munur á þeim sýnum sem höfðu verið sprengd með og án 
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hátíðnibylgjum. Þá var ákveðið að notast ekki við hátíðnibylgjur við sprengingu fruma, til 

tímasparnaðar. 

Með því að notast við 2xYT-æti, rækta A123C án CaCl2 og þvo frumubotnföll S123C og 

A123C eftir ræktun með vatni, þá fékkst aðeins meiri virkni eftir opnun fruma. 

Að lokum var einnig ákveðið að vinna með 2 frumubotnföll (úr 750 ml rækt) fyrir hreinsun 

á A123C og 3 frumubotnföll (úr 750 ml rækt) fyrir hreinsun á S123C. Þá fékkst nægjanlegt 

próteinmagn til þess að vinna með fyrir EPR mælingar. 

 

 


