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Yfirlysing

Hér med lysi ég pvi yfir ad ritgerd pessi er byggd & minum eigin
athugunum, er samin af mér og ad hun hefur hvorki ad hluta til né i heild

verid 16gd fram adur til heerri préfgradu.

Asta R6s Sigtryggsdottir






Agrip

Helsti munur ensima ar lifverum sem adlogud eru ad mismunandi hitastigi er sa ad
kuldaadlogud ensim hafa yfirleitt heerri hvotunargetu vid Iag hitastig en midlungshitakeer
og hitakeer ensim, hins vegar eru pau ekki eins stddug gagnvart hita. pessir eiginleikar hafa
verid tengdir auknum sveigjanleika myndbyggingar kuldakerra ensima.

I pessu verkefni er gerdur samanburdur & subtilisin-likum serin proteindsum sem adlagast
hafa mjog mismunandi hitastigi, um er ad reeda proteinasa Ur kuldakeerri Vibrio-tegund
(VPR) og hitakara ensimid aqualysin | ur bakteriunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI).
Einkum er sjonum beint ad hlutverki sveigjanleika i hitastigsadlogun ensimanna.

Synt hefur verid fram & mikilveegi prolin aminosyra & yfirbordslykkju vid N-endann &
AQUI, sem ekki eru til stadar i VPR, fyrir hitastddugleika pess. bvi potti ahugavert ad
kanna ahrif prolina vid N-enda VPR4c. Prélin stokkbreytingar (15P og N3P/I5P) & VPR ¢
leiddu til aukins hitastodugleika ensimsins og einnig tilfeerslu & rofstad N-endans til
likingar vid N-enda r6d AQUI. Pessi tilfersla & rofstad N-endans kann ad draga ur
hreyfanleika pessa hluta préteinsins.

Sameinda-sveigjanleiki myndbygginga ensimanna tveggja var metinn a millisekindna
timaskala med melingum & flarljomunarbalingu Trp hépa i byggingu peirra. Fyrir pessar
meelingar var framkdllud stokkbreytingin Y191W & AQUI til ad fa sama fjélda Trp hopa
og jafnframt med sému stadsetningar, i byggingum AQUI og VPRxc. Flurljomun Trp
hopanna i kuldaadlagada ensiminu urdu fyrir meiri beelingu, sem gefur til kynna ad VPRxc
sé med ,,opnanlegri“ eda sveigjanlegri myndbyggingu i samanburdi vid AQUL

Einnig var leitast eftir vio ad meta og bera saman stadbundinn sveigjanleika (&
nandsekdndna timaskala) ensimanna. Notast var vid markvissar spunamerkingar og EPR
(electron paramagnetic resonance) litr6fsmelingar. Tilraunir til innsetningar & cystein
amindsyrum med stokkbreytingum, & véldum sveedum, voru framkalladar. Pad reyndist
erfitt ad framkvema spunamerkingu stokkbrigdanna & pessum voldu svedum og eru
hvarfadsteedur spunamerkingar enn i préun. Spunamerkingar og EPR melingar & einu af
pessum voldum svedum, S123C i VPRc 0g A123C i AQUI verda reeddar.



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 | 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
VPRuc. 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 VPRxc,
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 ¢
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

Jadarlifverur (extremophiles) eru orverur sem hafa adlagast umhverfisadstedum m.t.t.
hitastigs, prystings, syrustigs og seltu, sem eru mjog 6fgakenndar midad vid peer adstedur
sem blédheit dyr prifast vid. Orverur hafa fundist og dafna vid hitastig allt fra -20 °C [7]
0g upp ad 121 °C [8], hvort sem pad er & sjavarbotni eda i sjédandi hverum. pessar lifverur
hafa purft ad adlaga alla lifsstarfsemi sina ad slikum olifveenlegum umhverfisadsteedum.
Langsteersti hluti jardar samanstendur af lifverum sem prifast i kéldu umhverfi, en samt
sem adur er mun minna vitad um kuldakeerar lifverur (psychrophiles) i samanburdi vid
hitakeerar lifverur (thermophiles). Aftur @ moti hafa rannsoknir & kuldakerum proteinum
aukist hin sidari ar. Kuldakaer ensim hafa almennt heerri hvotunargetu en sambeerileg
midlungshitakeer og hitakeer ensim, og pvi parf minna magn af ensimi til ad na sama
arangri, en & moti kemur ad pau eru oft ekki eins stodug gagnvart hita. bessir eiginleikar
geta reynst gagnlegir i ymsum ionadi, t.d. i matveela- og pvottaefnaionadinum. Talid er ad
kuldaadlogud proétein radi yfir meiri sveigjanleika myndbyggingar peirra vid leegri hitastig
i samanburdi vid pau sem adlégud eru ad harri hitastigum.

Med samanburdi & skyldum ensimum ur lifverum sem adlagadar eru ad mismunandi
hitastigi er haegt ad fa hugmynd um hvada paettir pad eru i byggingu préteina sem akvarda
virkni og stodugleika vid mismunandi adstsedur.

| pessari ritgerd verdur fjallad um serin proteinasa ur bakterium sem adlagast hafa mjog
mismunandi hitastigi. Um er ad raeda subtilisin-lika serin proteinasa ur kuldakeerri Vibrio-
tegund (VPR) og hitakeera ensimid aqualysin | Ur bakteriunni Thermus aquaticus YT-1
(AQUI). Sjénum verdur beint ad sambandi hitastigsadlogunar og sameinda-sveigjanleika
préteina, en talid er ad sveigjanleiki gegni lykilhlutverki i hitastigsadlogun préteina.
Verdur petta notad til tdlkunar a nidurstédum rannsdknar & Vibrio-préteinasanum og

aqualysin 1.

1.1 Proteinasar

Proteinasar eru ensim sem hvata vatnsrof peptidtengja i proteinum eda peptioum. beir
gegna ymsum hlutverkum i nattarunni, t.d. hafa veirur préteinasa sem hjalpa peim vid ad
brjéta nidur préteinhjap frumna og bakteriur seyta préteindsum at i umhverfi sitt vid

naeringarnam. Dyr hafa proteinasa i meltingarvegi sinum, sem hluta af onaemiskerfi sinu og

1



préteinasar taka einnig pétt i ad stjorna bldédprystingi og blédstorknun [9]. Proteinasar eru
liffreedilega mikilvaegir par sem um 2% allra gena i 6llum lifverum eru préteinasagen eda
gen sem eru skyld préteindsum [10]. pekktir eru 7 meginflokkar proteinasa, samkvaemt
MEROPS gagnagrunninum [10], sem kenndir eru vid einkennishépa i hvarfstod peirra.
Flokkarnir eru: aspartik (A), cystein (C), glatamik (G), malm (M), serin (S), threonin (T)
og 6pekkt (U). Opekkti hdpurinn er nefndur svo pvi hvarfstodin er 6pekkt og ekki eru til

neinar upplysingar um hvarfganginn.

1.1.1. Serin Proteinasar
Serin préteinasar skipa pann flokk ensima sem hefur verid hvad mest rannsakadur og best

skilgreindur [11]. Hvdétunarprennd  peirra  samanstendur af premur skautudum
amindsyrum, aspartiksyru (Asp), serini (Ser) og histidini (His). Serin préteinasar hvata
vatnsrof peptidtengja i tveimur afmérkudum skrefum, acyleringu og afacyleringu (mynd
1). | fyrsta skrefinu binst hvarfefnid i hvarfstodinni, samgilt tengi myndast a4 milli
karbonylhdps hvarfefnisins (C;) og hydroxylhops serins i hvarfstédinni (mynd 1a). Vid
betta myndast ferflétungssamband par sem peptidtengid er rofid og acyl-ensim milliefni
myndast jafnéoum og annar hluti peptiokedjunnar (Rg) losnar frd & medan hinn hlutinn
(Ra) er enn tengdur ensiminu. [ seinna skrefinu & sér stad vatnsrof & acyl-ensim milliefninu
(mynd 1b). Vid petta myndast aftur ferflétungssamband par sem peptidkedjan (RA) losnar
fra og serin endurheimtir proténu sina, sem pad missti i byrjun svo ad pad geeti hvarfast vid
hvarfefnid, og er pa ensimid komid aftur i upphafsastand sitt og ferlid getur hafist ad nyju
[9]. Sérvirkni serin proteinasa byggir & sértekri bindingu hvarfefnisins inn i
sérvirknivasann (specificity pocket) en festir serin proteinasar hafa algera sérvirkni par
sem hvarfefnid binst ad storum hluta dsértaekt vid hopa & meginkedju ensimsins (mynd 2).
Aftur @ méti er mikilveegt ad stédugt ferflotungs samband myndist, sem felst i pvi ad
ensimid geti bundist neikveaett hloonu surefnisatomi & C1 med vetnistengi i

surefnisanjonarholu (oxyanion hole), svo ad peptidrofid geti att sér stad [9].
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Mynd 1. Einféldud skyringarmynd af hvarfgangi vatnsrofs peptidtengis hja serin proteinasa A.
Myndun acyl-ensim milliefnis (acyl-enzyme intermediate). Fyrst verdur kjarnsekin ards hydroxyl-hops
serins & karbonylhdp pepidtengis. Histidin dregur til sin préténu hydroxylhéps serins, sem verdur vid pad enn
kjarnseeknari. P4 myndast ferflétungs millistig og prétdna flyst fra histidini yfir & farhép hvarfefnisins. B.
Afacylering. betta skref er eiginlega eins og fyrra skrefid aftur 4 bak med vatnssameind i hlutverki
aminohdps hvarfefnis. Histidin dregur til sin proténu af vatnssameind og virkjar hana pannig til ad gera
kjarnsaekna arés & karbonylhop acyl-ensim milliefnisins. P4 myndast aftur ferflétungs millistig. Histidin feerir
préténuna yfir & serin og myndefnio losnar fra [9].
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Mynd 2. Einféldud skyringarmynd af ferflétungslaga millistigi i fyrra skrefi hvarfgangs serin
proteinasa. A myndinni ma sja hvétunarprenndina, sérteknidaldina, dsérhafa bindingu hvarfefnis vid
aminosyrur i hvarfefnisgréfinni og strefnisanjénarholu [9].



Steerstu yfirfjolskyldur serin proteinasa eru chymotrypsin- og subtilisin-liku préteinasarnir
[12]. Byggingarleg afstada amindsyra hvotunarprenndarinnar hja pessum tveimur
yfirfjélskyldum er mjég lik en aminosyruréd peirra er ekki si sama. Hja chymotrypsin
yfirfjélskyldunni er r6din His-Asp-Ser en hja subtilisin-liku yfirfjolskyldunni er rodin Asp-
Ser-His. Formgerd (protein scaffold) pessara tveggja yfirfjolskyldna er mjog olik.
Chymotrypsin yfirfjolskyldan einkennist af p/p formgerd & medan subtilisin-lika
yfirfjélskyldan einkennist af a/p formgerd. Af pessu ma draga pa alyktun ad pessar tveer
yfirfjélskyldur hafi ekki att sameiginlegan forfédur heldur proast 6had hvorri annarri ad
samsvarandi hvarfstod [12].

Hér & eftir verdur gerd grein fyrir helstu einkennum subtilisin-likra serin proteinasa og
flokkun peirra. P4 verdur fjallad nanar um kuldaadlagada Vibrio-proteinasann og
hitaadlagada ensimid aqualysin I, sem voru hofd til samanburdar i pessari ritgerd m.t.t

hitaastigsadlogunar og sveigjanleika.

1.1.2. Subtilisin-likir serin proéteinasar
Subtilisin-likir serin proteinasar, eda subtilasar eins og peir eru oft kalladir, finnast i neer

Ollum lifverum, par & medal i bakterium, sveppum, fiskum, spendyrum og fleirum [13].
Subtilasar hafa verid mikid rannsakadir m.a. vegna notagildis peirra sem ibléndunarefni i
pvottaefni. Subtilasar bjoda upp & fyrirtaks kerfi til ad skoda og skilja ahrif breyttrar
ensimvirkni, stodugleika og sérvirkni serin  préteinasa.  Medlimir  subtilasa
yfirfjélskyldunnar hafa einnig verid rannsakadir til pess ad skilgreina samband byggingar
og hitastigsadlogun peirra, par sem ensim 0r subtildsum er adlégud ad mismunandi
hitastigi (kulda-, midlungshita- og hitakeer). Pa synir fjolskyldan einnig 30-40%
amindsyrusamsvorun og vel vardveitta upprédun a aminosyrum i virknisetinu, asamt
svipadri prividdarbyggingu. Meirihluti subtilasa eru utanfrumuensim og eru nymyndud
sem Ovirk forveraensim (pre-pro-enzyme) sem seytt er Gt ar frumunni og sidan virkjud
med pvi ad kljufa forrédina med sjalfmeltingu. PO eru nokkrir subtilasar pekktir sem eru
innanfrumuensim [13]. Aminosyruradir fjolda subtilisin-likra serin proteinasa hafa verid
bornar saman af Siezen og Leunissen [13]. A grundvelli samrédunarinnar skiptu peir
subtilisin-liku serin proteinésunum i sex fjolskyldur, sem nefndar eru eftir deemigerdu
ensimi i fjolskyldunni. Fjolskyldurnar eru kenndar vid subtilisin, thermitasa, proteinasa K,
lantiobiotic peptidasa, kexin og pyrolysin.
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Proteinasa K fjolskyldan er stor hépur ensima sem tilheyrir flokki endopeptidasa sem
fundist hafa i sveppum, gersveppum og gram-neikveedum bakterium. Einkennisensim
fjolskyldunnar er proteinasi K, ar sveppnum Tritirachium album Limber, sem hefur verid
vel rannsakadur og er vel skilgreindur serin endopeptidasi. Hann hefur breitt virknisvid og
getur m.a. brotid nidur keratin og dregur hann nafn sitt af pvi [14]. Bygging pessa
proteinasa hefur verid kristalgreind nokkrum sinnum (PDB takn; 11C6) ymist med eda an
kalsium og med ymsum hindrum, og akvordud ad atdbm upplausn [15-18].

Proteinasi K inniheldur fimm cystein aminosyrur en fjérar af peim mynda tvisulfidbryr
(Cys34-Cys124 og Cys179-Cys248). Stok cystein amindsyra er i seti 73 sem er stadsett i
nanasta nagrenni vid hvarfstdd ensimsins og hefur ahrif & virknisetid [19]. Préteinasi K
hefur tvo kalsiumbindiset, annad sterkt (Cal) og hitt veikt (Ca2), en stédugleiki préteinasa
K er mjog hadur kalsiumbindingu par sem synt hefur verid fram & ad préteinasinn missir
um 80% af virkni sinni & innan vid 6 klukkutimum ef kalsium er fjarleegt [20]. Til frekari
skodunar a ahrifum kalsiums & proteinasa K, hefur ensimid verid kristalgreint an kalsiums
[17]. Kristalgreiningin syndi ekki miklar breytingar og ekki greindist nein breyting a
hvotunarprenndinni (Asp39, His69 og Ser224), en aftur & méti pa hafdi sa hluti ensimsins
sem sér um ad binda hvarfefnid og hindra faerst til, pannig ad vetnistengin milli ensimsins
og hvarfefnis voru lengri og pvi veikari. pessi tilfersla Gtskyrir pessa miklu leekkun &
virkni sem & sér stad pegar kalsium er fjarleegt [17]. Pessar nidurstddur stadfesta ad

préteinasi K er mjog hadur kalsium.

1.1.3. Subtilisin-likur serin proteinasi aur kuldakaerri Vibrio-
tegund
Vibrio-proteinasi (VPR) er kuldavirkur utanfrumu subtilisin-likur serin proteinasi sem

einangradur var ur kuldakerri Vibrio-tegund (stofna PA-44) og tilheyrir proteinasa K
fjolskyldunni  [21]. VPR synir 60-87 % amindsyrusamsvorun vid nokkra
midlungshitakera og hitakera fjolskyldumedlimi. Ennfremur synir VPR 41%
aminosyrusamsvorun og 57% likindi vid proteinasa K, best skilgreinda medlim
fjolskyldunnar [22], asamt 60% amindsyrsamsvorun og 76% likindi vid hitakeera serin
préteinasann aqualysin | [3, 6].

Gen Vibrio-préteinasans (VPR) hefur verid klénad og tjad i E.coli en VPR er myndad sem

stort forveraprotein (55,7 kDa), likt og adrir subtilisin-likir serin proéteinasar.
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Forveraproéteinid er 530 aminosyrur sem skiptist nidur i prja hluta; 139 amin6syru N-enda
forrdd, 291 aminosyru virkur proéteinasahluti og 100 amindsyru C-enda forrod. N-enda
forrédin er talin tryggja rétt umbrot proteinsins, en er sidan klofin fra til ad gefa virka
proteinasann. VPR er pvi einangrad og seytt ut i umhverfio sem 40,6 kDa protein sem
inniheldur C-endaforrédina. C-enda forrddin er sidan klofin af med frekari sjalfmeltingu
sem & sér stad vio tiltélulega mildar adstaedur (t.d. hitun vid 40°C i 30min) og pé fest 29,7
kDa préteinasi sem vidheldur fullri virkni [3].

prividdarbygging VPR hefur verid akvordud med kristalgreiningu ad upplausn 1,84 A [23]
(mynd 3), en petta var fyrsta bygging kuldaadlagads subtilasa sem akvordud var. Sidan
hafa fleiri baest i hdpinn, bygging proteinasa ur kuldakeerri Serratia tegund (SRPK) [24] og
subtilisin S41, Gr Antarctic bacillus tegund upprunin & sudurskautinu [25]. Pessar
pbrividdarbyggingar hjalpa til vid ad rannsaka hvada byggingarlegu astedur liggja ad baki
hitastigsadlogun pessara proteina. Hvarfstod proteinasans inniheldur hvétunarprenndina:
Asp37, His70 og Ser220 asamt peim stooum sem pekkja og binda hvarfefni, en pessir

stadir eru vel vardveittir & medal subtilisin-likra serin proteinasa [23].

Mynd 3. prividdarbygging VPR (PDB tdkn 1SH7). A. Heildarbygging VPR par sem amindsyrur hvétunar-
prenndarinnar, Asp37, His70 og Ser220, eru syndar i gulu, kalsiumbindistadirnir prir eru syndir i greenu og
tvisulfidtengin eru appelsinugul. B. 2.stigs mynd af VPR [23].



Kristalgreiningin stadfesti tilvist priggja tvisulfidbria sem adur hafdi verid spad fyrir um,
Cys67-Cys99, Cys163-Cys194 og Cys277-Cys281. Tvo pessara tvisulfidtengja er einnig
ad finna i hitakera serin préteinasanum aqualysin 1 (AQUI). Par sem pessar tveer
tvisulfiobryr reyndust vera hvarfgjarnari gagnvart 2-nitro-5-thiosulfobenzoate hvarfi midad
vid proteinasa K og AQUI, var talid ad bygging VPR veeri sveigjanlegri en bygging hinna
tveggja. Astedan er st ad tvisulfidtengi eru oftast 6adgengileg fyrir leysa og pvi synir
mismunandi adgengi ad tvisulfidtengjunum, p.e. hversu sveigjanlegar eda ,,opnanlegar
byggingar ensima eru fyrir hvarfefninu [21].

Akvordun & kristalbyggingu ensimsins stadfesti einnig tilvist priggja kalsiumbindiseta
(Cal, Ca2 og Ca3) (mynd 3), en buid var ad spa fyrir um tvo peirra med samanburdi &
aminésyrurédum og prividdarlikonum VPR, proteinasa K og AQUI. Cal bindisetid
samsvarar sterka bindisetinu i proteinasa K og Ca2 bindisetid samsvarar medalsterku
bindiseti sem skilgreint hefur wverid i thermitasa ar hitapolnu bakteriunni
Thermoactinomyces vulgaris [26]. En thermitasi er einkennisensim thermitasa
fjolskyldunnar i subtilisin-liku serin proteinasa yfirfjolskyldunni. Ca3 bindisetid hafdi ekki
fundist adur i subtilisin-likum serin proteindsum og er ad 6llum likindum lika til stadar i
AQUI midad vid samanburd amindsyrurada AQUI og VPR [23].

Hvotunareiginleikar og hitastodugleiki VPR hafa verid borin saman vid AQUI og
préteinasa K og reyndist virkni VPR mun herri en hja hinum tveimur. VPR meldist med
heerri hdmarkshvotun (Kest) 0g hvotunarvirkni (Kea/Km) vid oll hitastig sem meelt var vid.
Petta er i samraemi vid peer tilgatur sem settar hafa verid fram um aukna virkni kuldakerra
ensima samanborid vid hitaker ensim. Aftur & méti var stddugleiki VPR badi gagnvart

hita og afmyndandi efnum mun laegri samanborid vid préteinasa K og AQUI [21].

1.1.4. Hitakeeri subtilisin-likur serin proteinasinn aqualysinl
Aqualysin 1 (AQUI) er hitakeer subtilisin-likur serin proteinasi sem seyttur er at i
umhverfid af hitakeeru gram-neikvaedu bakteriunni Thermus aquaticus YT-1 og tilheyrir
préteinasa K fjolskyldunni. Kjorhitastig ensimvirkni pess er vid u.p.b. 80 °C [27]. AQUI
synir 37-39% amindsyrusamsvorun vid adra subtilasa, 43% vid proteinasa K [28] og 60%
amindsyrusamsvorun og 76% likindi vid VPR eins og minnst var &, i kafla 1.1.3.

Gen AQUI hefur verid klénad og tjad i E.coli [28, 29]. AQUI er myndad sem stort

forveraprétein (51 kDa), likt og adrir subtilisin-likir serin préteinasar. Forveraproteinio er
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513 aminosyrur sem skiptist nidur i fjora hluta: 14 amindsyru merkipeptid & N-enda, 113
amindsyru N-enda forréd, 281 aminosyru virkum préteinasahluta og 105 aminosyru C-
enda forr6d [29]. Merkipeptidid er talid styra seytingu préteinsins Gt Ur innri himnu
bakteriunnar, en bakterian hefur tveer frumuhimnur (innri og ytri himnu). Eftir ad
merkipeptidid hefur lokid vid ad styra seytingu préteinsins ut ar innri himnunni pa er pad
klofid af. P4 er proteinid stadsett i millihimnuryminu med N- og C-enda forradirnar, en
med hjalp C-enda forradarinnar pa festist préteinid vid ytri himnuna [29]. N-enda forrédin
virkar sem innbyggt sidvorsluprétein (chaperone) og er naudsynleg fyrir rétta svipmotun
préteinsins [30]. N-enda forrédin er sidan klofin af préteininu og er virka proteinid (38
kDa) seytt yfir ytri himnu bakteriunnar med hjalp C-enda forradarinnar [29]. begar AQUI
genid er tjad i E.coli pa finnst pad i ytri himnunni sem forveri, enn med C-endaforrédina
(38 kDa). C-enda forrédin er sidan klofin fra proteininu med styrdri sjalfmeltu, med hitun
vid 65°C og fullvirkt ensim myndast (28 kDa) [29].

prividdarbygging AQUI hefur verid akvordud med kristalgreiningu ad 1,95 A upplausn, en
hnitin hafa ekki enn verid skrad inn i préteingagnabankann (PDB) (mynd 4) [31]. Pessi
prividdarbygging var notud til samanburdar vid prividdarbyggingu VPR, til ad rannsaka

hvada byggingarlegu astedur liggja ad baki hitastigsadldgun pessara préteina.



Mynd 4. brividdarbygging AQUI. Amindsyrur hvétunarprenndarinnar, Asp39, His70 og Ser222, eru
syndar i gulu, kalsiumbindistadirnir tveir eru syndir i greenu og tvisulfidtengin eru appelsinugul [31].

Hvarfst6d proteinasans inniheldur hvétunarprenndina: Asp39, His70 og Ser222. AQUI
hefur fjorar cystein (Cys) a.s.; Cys67, Cys99, Cysl63 og Cysl94, sem mynda tveer
tvisalfidbryr (C67-C99 og C163-C194) [32]. Adur fyrr var talid ad tvisalfidbryrnar
mikilveegar fyrir hitastddugleika pessara ensima par sem synt hafdi verid fram & aukinn
hitastodugleika subtilasa med pvi ad beeta inn pessum tveimur tvisulfidtengjum sem
fyrirfinnast i AQUI [33-35]. Aftur a méti pa hefur VPR einnig pessar tveer tvisulfidbryr i
samsvarandi setum, eins og sja ma a mynd 3 [23]. Ennfremur hefur verid synt fram & ad
pyrolysin ur ofurhitakeeru fornbakteriunni Pyrococcus furiosus og stetterlysin ur mjog
hitakeerri fornbakteriu Thermuococcus stetteri hafa engar tvisulfidbryr [36]. betta bendir til
bess ad tvisulfidtengin i AQUI, VPR og 6drum subtilésum hafa litinn, ef einhvern patt i
hitastigsadlogun pessara ensima. En pad hefur verid synt fram & ad tvisulfidtengin, pa
sérstaklega Cys163-Cys184 i AQUI, sé mjog mikilvegt til ad vidhalda réttri 16gun
virknisetsins [37]. P& hefur einnig verid synt fram & ad tvisulfidtengin taki patt i ad

vidhalda heilsteyptri byggingu virka ensimsins, badi i AQUI og VPR [21].



pad hefur verid spad fyrir um tilvist tveggja kalsiumbindiseta i AQUI, likt og i proteinasa
K, annad sterkt (Cal) og hitt veikara (Ca2) [17]. Med tdlvulikani var dkvardad ad Cal
bindisetid veeri a sambarilegum stad og i préteinasa K en ekki var unnt ad stadsetja Ca2
bindisetid par sem aminosyru6d AQUI er frabrugdin proteinasa K a pessu sveaedi [38].
Kalsium er naudsynlegt fyrir stodugleika AQUI, par sem synt hefur verid fram & ad pegar
AQUI hefur kalsium bundid i Cal en ekki Ca2 pa er pad 6stddugt vid 80°C og pad virdist
sem ad sjalfsmelting eigi sér stad. Aftur & moti ef kalsium er beett Gt i greinist ekkert
virknitap vid 80°C i 3 klukkutima [38]. bvi er talid ad veika kalsiumbindisetio sé
naudsynlegt fyrir hitastddugleika AQUI. Kristalgreining & AQUI stadfesti tilvist tveggja
kalsiumbindiseta (Cal og Ca2), par sem Cal bindisetid er stadsett & samberilegum stad og
i préteinsa K, likt og spad hafdi verid fyrir um med télvulikani. Ca2 bindisetid er stadsett &
sambarilegum stad og Ca3 bindisetid i VPR, eins og adur hafdi verid spad fyrir um eftir ad
kristalgreining VPR fékkst [23].

Talid er ad prolin afleidur i yfirbordslykkjum sé & medal peirra patta sem gera hitaadlégud
ensim polnari gagnvart afmyndun vid heerri hitastig, med pvi ad takmarka sveigjanleika
lykkjanna [39]. AQUI hefur fjérar prélin (Pro) amindsyrur (Pro5, Pro7, Pro240 og
Pro268), sem stadsettar eru a slikum lykkjum og hefur verid synt fram & mikilveegi peirra
vid ad viohalda hitastodugleika ensimsins [40]. bar sem pessar fjérar Pro eru ekKki til stadar
i VPR, var sett fram tilgata um ad pessi aukni fjoldi Pro i lykkjum kunni ad studla ad

hitastigsadlogun hitakeera ensimsins AQUI.

1.2. Hitastigsadlogun proteina

Protein sem adlogud eru ad mismunandi hitastigum syna sldandi mun i stédugleika og
virkni vid mismunandi hitastig, en syna engin sérkennileg einkenni i samsetningu og steerd.
Proteinin eru einnig 6l samsett ar sému 20 amindsyrunum og syna venjulega mikla
byggingarlega samsvoérun [41].

Hitaadlogud protein hafa verid mikid rannsokud, par sem pau baa yfir miklum stdédugleika
og virkni sem ad bj6da upp & mogulega fulltrta fyrir margvislegar lifteeknilegrar notkunar i
maorgum idnadarferlum [42-44]. b6 nokkrar upplysingar eru nu til um gangverk sameinda
sem liggja ad baki adlégunar ad hita [45-49], auk pess pa liggja fyrir upplysingar um
téluverdan fjolda af kristalgreindum hitaadlogudum proteinum. Aftur & moti pa hafa
kuldaadlogud protein verid minna rannsokud, pratt fyrir pa stadreynd ad meiri hluti
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lifhvolfs jardar samanstandi af lifverum sem prifast i kdldu umhverfi. Sa eiginleiki sem
skilgreinir hvad best kuldaadlégud ensim og skilur pau frd ensimum sem adlégud eru harri
hitastigum, er ad pau bua yfir hearri hamarkshvotun (k) og innbyggdri heerri
hvotunarvirkni - (Kea/Km) Vvio  leegri  hitastig [23]. Pessi aukna hvoétunarvirkni i
kuldaadlogudum ensimum, er talin vera vegna prounar & auknum sveigjanleika, sem leyfir
naudsynlegar breytingar i byggingunni fyrir hvétun vid Iag hitastig [23]. A undanférnum
arum hafa nokkrar byggingar kuldaadlagadra proteina verid akvoroud med rontgen
kristalgreiningu sem hefur hjalpad til vid ad varpa ljosi & undirstddu sameindalegrar
forsendur fyrir adlogun préteina ad kulda [23].

Flest pau sérkenni sem hafa verid birt um hitastigsadlogun préteina ad hau til 1agu hitastigi
eru; fekkun vixlverkana innan og & milli sameinda, minni pdkkun a hlidarkedjum
amindsyra (vatnsfelna kjarnanum), aukid Oskautad yfirbord, feekkun a malmjonasakni,
lengri yfirbordslykkjur og leekkun & fjolda prolina i lykkjum [23]. Fleiri saltbryr sjast oft i
proteinum midlungshitakarra ensima og hitakarra ensima midad vid protein kuldakerra
ensima og eru saltbryr pvi talin gegna mikilvaegu hlutverki i stoédugleika peirra. |
préteinum ofurhitakeerra ensima eru saltbryrnar oft til stadar i klosum eda saltbriarkerfum

(networks) a yfirbordi préteinsins eda & milli undireininga i samsettum préteinum [41].

1.2.1. Samanburdur a AQUI og VPR
Kuldaadlagada ensimid VPR og hitaadlagada ensimid AQUI syna 60 %
amindsyrusamsvorun og 76 % likindi. Vid samanburd & aminosyrurédum og samsetningu
AQUI og VPR ma greina harra hlutfall af skautudum 6hl6dnum aminésyrum (a.s.) i VPR,
sérstaklega af Asn og GIn. pa hefur VPR einnig harra hlutfall af hlédnum a.s., sérstaklega
af stru a.s. Asp. Hitaadlagada ensimid AQUI hefur harra hlutfall af basisku a.s. Arg og
tiltélulega heerra hlutfall af vatnsfelnum amindsyrum (tafla 1). AQUI hefur haerri
alifatiskan studul (Ala, Val, lle og Leu) 78,90 midad vid kuldaadlagada ensimid VPR, sem
hefur studulinn 68,69 [3]. Pad ma greina aukinn fjolda Ser amindsyra hja VPR, en
algengustu breytingarnar a milli VPR og AQUI eru Ser—>Ala breytingar, en alls atta
bannig breytingar skilja & milli ensimanna. préatt fyrir ad Pro hlutfallid sé svipad hja VPR
0og AQUI, pa hefur AQUI fjorar Pro sem stadsettar eru a yfirbordslykkjum proteinsins, sem
ekki eru til stadar hja VPR. Ferri slikar Pro i yfirbordslykkjum préteina hefur verid alitio
sem moguleg asteda fyrir auknum sveigjanleika og/eda minnkudum stédugleika i nokkrum

kuldaadlogudum ensimum [50-52].
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Tafla 1. Aminésyrsamsetning VPR og AQUI [3].

VPR AQUI

Amindsyrur  Fj. % Fj. %
Ala 25 8,6 40 14,2
Arg 9 3.1 15 53
Asn 23 7,9 19 6,8
Asp 21 7,2 13 4,6
Cys 6 2,1 4 1,4
Gln 10 34 5 1,8
Glu 5 1,7 3 11
Gly 40 13,7 37 13,2
His 4 1,4 5 1,8
lle 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
Y 291 281

Helstu byggingarlegu peettirnir sem geetu komid ad hitastigsadlogun VPR og AQUI eru
adgengilegu (exposed) og grofnu svaedin & yfirbordi proteinanna [23]. Petta getur stafad af
hversu edliseiginleikar vatns eru hadir hitastigi. Af pessum asteedum hafa vatnsfeelnihrif
mikil ahrif & byggingarlegan stédugleika hitakeaera ensimsins AQUI, & medan kuldakeeri
Vibrio-préteinasinn byr yfir meira adgengilegu og Oskautudu yfirbordi. Ensimin hafa
svipad grafid yfirbordssveedi en samsetning peirra er dédruvisi, par sem VPR hefur minna
Oskautad grafid yfirbord i samanburdi vio AQUI. Aukid oOskautad grafio yfirbord hja
AQUI er talid studla ad auknum stddugleika ensimsins samfara vatnsfaelni ahrifunum. Af
bessum asteedum pa hefur vatnsfelnihrif minni ahrif a stodugleika VPR i samanburdi vid
AQUI. ba hefur VPR einnig heerra hlutfall af neikvaett hlddnum aminésyrum & yfirbordinu
0og AQUI hefur fleiri prdlin amindsyrur a yfirbordslykkjum. bessir pettir geta verid a
medal peirra patta sem kunna ad studla ad adlégun pessara proteina ad mismunandi
hitastigi. VPR hefur prja kalsiumbindiset par sem tvo peirra er einnig ad finna i byggingu

AQUI & samsvarandi setum. Kalsiumbinding er naudsynleg fyrir stddugleika pessara

12



tveggja ensima [38] (M.M.KTristjansson, @birtar nidurstddur). Yfirleitt er talid ad aukin
sekni og fjoldi bundinna malma sé samfara auknum hitastddugleika proteina, par sem
malmbinding er mjég stédgandi i morgum préteinum en ut frd& samanburdi a VPR og
AQUI er erfitt ad alykta hvernig og hvort pessi munur & kalsiumbindingu studli ad
hitastigsadlogun pessara ensima.

P& hefur VPR einnig prju tvisalfidtengi par sem tvo peirra er einnig ad finna i byggingu
AQUI & samsvarandi setum og er pvi erfitt ad tengja pau vid hitastigsadldgun ensimanna.
VPR hefur haerri hvotunarvirkni (Kea/Km) @ hitastigsbilinu 15-55 °C samanborid vid AQUI
en & moéti kemur pa hefur AQUI meiri hitastédugleika midad vid VPR [21]. Ha
hvétunarvirkni er sa eiginleiki sem skilgreinir hvad best kuldakaer ensim og skilur pau fra

ensimum sem adlogud eru ad heerri hitastigum.

1.3. Samband hitastigsadlogunar og sveigjanleika
proteina

Tilgatur hafa verid settar fram um lykilhlutverk sameindasveigjanleika i adlogun préteina
ad mismunandi hitastigum, par sem meginprystingur préteina i peirri adlégun virdist vera
ad vardveita virkni pess med pvi ad hdmarka sveigjanleika i kringum mikilveeg svadi
préteinsameindarinnar. Af pessum astaedum er talid ad hamorkun ensimvirkni vid akvedid
hitastig feli i sér malamidlun & milli tveggja andsteedra byggingarlegra patta préteinsins;
sveigjanleika og stodugleika [41]. Lagt hefur verid til ad ensim sem hvata sama hvarf en
eru adlogud ad mismunandi umhverfishitastigum, hafi samsvarandi byggingarlegan
sveigjanleika vid kjorhitastig sin [53-55]. Pessi tilgata geeti bent til pess ad breytingar vid
hitastigsadlogun proteina leitist vid ad vardveita og hamarka virka astand proteinsins,
pannig ad pau séu i ,,samsvarandi astandi® (,,corresponding states*) m.t.t. naudsynlegra
hreyfinga fyrir virkni proteinsins, vido mismunandi edlislegar adsteedur sem pau hafa
adlagast [54]. betta gefur til kynna ad kuldavirk ensim purfi ad bda yfir meiri sveigjanleika
til ad vidhalda sliku ,,samsvarandi astandi fyrir liffredilega virkni pess vid lag hitastig.
Settar hafa verid fram tilgatur um ad kuldaadlogun préteina feli i sér ad veiktir séu
innansameindar vixlverkanir til pess ad auka byggingarlegan sveigjanleika peirra [41, 56].
Aftur & moti purfa hitakeeru ensimin ad bda yfir meiri stifni og stédugri myndbyggingu til
ad vinna a moti oreidudrifinni afmyndun vegna hita, en pau purfa einnig ad geta vidhaldid

hamarkssveigjanleika m.t.t. virkni vid heerri hitastig [41]. Med pessu er hagt ad segja ad
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ensim séu adlogud til ad viohalda peim sveigjanleika sem er naudsynlegur til ad vidhalda
afkastagetunni i hvotun.

Sambandid a milli hitastédugleika og virkni vid lag hitastig synir vel per breytingar sem
virdast eiga sér stad a stédugleika og virkni hja ensimum sem adlagast hafa mismunandi
hitastigum (mynd 5). Algengasta Gtskyringin & pessum breytingum er st ad & peim tima
sem ensimin hafa proast hafa pau adlagad styrk og fjolda stodgandi patta til pess ad gera
jafnveegid a milli stifni (fyrir stodugleika) og sveigjanleika (fyrri virkni) sem best fyrir pad

hitastig sem ensimin bua vid [57].

Thermostability

Activity at low temperature

TiBS

Mynd 5. Ferill sem synir sambandid & milli hitastéougleika og virkni vio 1ag hitastig. Samstofna ensim
sem adlogud eru ad mismunandi hitastigi syna fornarskipti (trade-off) & milli virkni vid 1ag hitastig (ha fyrir
ensim Or kuldakeerum lifverum en venjulega lag fyrir ensim ur hitakerum lifverum) og hitastédugleika
(mikill fyrir hitakeer ensim en litill fyrir kuldakeer ensim) [57].

Med pessu hafa verid settar fram tilgatur um 6fugt samband hvétunargetu (Kea/Km) 09
stodugleika og hafa nidurstédur rannsdkna & samstofna ensimum ar kuldakerum og
hitakeerum lifverum yfirleitt verid i samraemi vid pa tilgatu [3, 21]. Aftur & moti hefur
reynst erfidara ad skilgreina hlutverk sveigjanleika i pessu samhengi med
rannsoknarnidurstodum, enda ekki alltaf skyrt hvad er att vid med hugtakinu [58].

Hugtakid sveigjanleiki ner yfir allar hreyfingar i sameindum proteinsins en paer geta verid
mismunandi m.t.t. timaskala. Timaskalinn getur verid fra pikosekundum (psek) til
sekundna (sek). Innan préteinbyggingarinnar eru tveir meginflokkar sveigjanleika, par sem
annar flokkurinn lysir hreyfanleika steerri svaeeda (domain) proteinsins sem eiga sér stad a
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timaskalanum psek til sek. A medan hinn flokkurinn lysir stadbundnum hreyfanleika
hlidarkedja proteinsins sem eiga sér stad a timaskalanum psek til nsek [59]. Til demis ma
nefna ad titringur tengja & sér stad & 10™*°sek, sntningur yfirbord hlidarkedja 4 sér stad &
101°-10%ek og ,,6ndun* préteina & sér stad & timaskalanum 10°® til sek [60].

Talid er ad morg liffreedileg ferli eins og ensim hvétun, bodflutninga (signal transduction)
0g protein-protein vixlverkanir eigi sér stad & timaskalanum psek-sek og er pad megin
astedan fyrir pvi ad sveigjanleiki proteina hafa ad mestu verid rannsokud & pessum
timaskala [61-64]. Aftur & moti er ekki ljést hvort stadbundinn sveigjanleiki i kringum
dkvedna hluta proteinsameindarinnar, t.d. hvarfstodina, gegni meginhlutverki fyrir
proteinvirkni eda hvort pad sé frekar heildarsveigjanleiki alls proteinsins. pa geeti jafnvel
verid ad pad se einhver tenging & milli pessara hreyfinga [65]. Nylega birtar nidurstéour
gefa til kynna ad hrédu hreyfingarnar & timaskalanum psek-nsek kunni ad audvelda
(facilitate) heegari og steerri hreyfingunum sem eiga sér stad & psek-sek timaskalanum og
eru pa hrédu hreyfingarnar skilgreindar sem hjoérulidssveaedi innan préteinsameindarinnar
(hinge regions of enzymes) [62, 64-66]. Pannig hafa verid settar fram tilgatur um ad pessar
hrodu varmafredilegu hreyfingar hagi sér eins og ,,smurning* (lubricant) fyrir steerri og
haegari hreyfingar préteinsins sem taka patt i ensim hvotun ofl. [65, 67].

Skilningur & sveigjanleika proteina geeti gefio betri skilning & hinum margvislegum ferlum
préteina. Erfitt hefur po reynst ad afla markvissra gagna um sveigjanleika préteina og
hlutverk hans fyrir préteinvirkni, par sem erfitt er ad meaela, med ndverandi adferdum, beint
hreyfanleika innan proétein byggingarinnar. Nokkrar néalganir hafa verid notadar par sem
notast er vio mismunandi edlisefnafraedilegar adferdir til ad meela edliseiginleika proteina
sem geetu sidan gefid visbendingar um sveigjanleika proteinsins [66]. Margar af pessum
adferda nalgunum (experimental approaches) greina hreyfingar & mismunandi timaskdlum
(mynd 6) en pad sem er malt sem sveigjanleiki fer eftir adferdinni sem er beitt.

Adferdir eins og NMR [62, 64, 65], vetnis/deuterium (H/D) atskipti @ amidhopum meelt
med FTIR (Fourier transformed infrared) litrofsmalingum [68-70], massagreiningar (mass
spectrometry) [71], flurljdbmunarbeling [72, 73] og sameindahreyfihermun (molecular
dynamics simulations) [74] hafa verid notadar til pess ad akvarda hreyfanleika préteina

m.t.t. hitastigsadlogunar.
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Mynd 6. Adferdir til ad fylgjast med hreyfanleika proteina & timaskalanum fsek-sek. Timaskalinn fsek
til nsek skilgreinir stadbundinn hreyfanleika, par sem titringur tengja, snaningur mepylhépa, hreyfingar
lykkja og snuningar hlidarkedju eiga sér stad. Aoferdir til ad fylgjast med slikum hreyfingum eru t.d.
flarljomun og sameindahreyfihermun. Timaskalinn psek til sek skilgreinir kommunu (collective) hreyfingar,
par sem hreyfingar a sterri sveedum & seér stad. Adferdir til ad fylgjast med slikum hreyfingum eru t.d.
vetnis/deuterium Utskipti og NMR [66].

Notast hefur verid vid melingar a flarljomunarbalingu samstofna proéteina, til ad meta
heildar byggingarlegan sveigjanleika (conformational flexibility) peirra a msek
timaskalanum i von um aukinn skilning & hitastigsadlogun peirra [72, 73, 75]. | pessari
adferd er notast vid smasameindir & bord vid akrylamid til ad bela eigin (intrinsic)
flarljomun tryptofan hépa préteinsins [76]. Adferdin byggir i rauninni a hversu
adgengilegir Trp hoparnir i préteininu eru gagnvart smasameindinni og fer adgengid eftir
stadsetningu peirra i proteininu. Trp er yfirleitt tiltdlulega grafnar i préteinum og akvardast
adgengi smasameindarinnar ad Trp hoépnum pvi af peim hreyfingum sem leyfa adgengid.
Eftir pvi sem adgengi Trp hdpanna er meiri gagnvart akrylamidinu, pvi meiri minnkun
verdur & styrkleika flurljbmunarinnar. Med 6drum ordum pa minnkar eigin (intrinsic)
flarljéomun préteinsins med auknum styrk akrylamids. Belingarhvarfid felur i sér
sveimandi (diffusive) arekstur a milli belarans og o©rvada indolhringsins & Trp
aminosyrunni og pvi er haegt ad tengja ahrifin vid sveigjanleika proteinsins. Okosturinn vid
bessa adferd er st ad prétein geta innihaldid mismunandi fjolda Trp hdpa i byggingum

sinum og/eda i mismunandi setum. Aftur & méti ef unnid er med samstofna prétein med
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sému byggingu sem innihalda einnig Trp hdpa i samsvarandi setum innan byggingarinnar,
ba atti ad vera mogulegt ad nota pessar melingar til ad meta adgengi Trp hopanna ad
beelinum, til talkunar & heildarsveigjanleika proteinanna.

A undanférnum arum hefur verid préud adferd til ad nema hreyfanleika préteinhryggsins
(protein backbone) & nandsekindna (nsek) timaskalanum. Adferdin byggir a sameiningu
EPR (electron paramagnetic resonance) malingar og markvissar spunamerkingar (SDSL,;
site directed spin labeling). EPR malingar mela spuna a medseglandi (paramagnetic)
rafeindum en protein hafa almennt ekki medseglandi rafeindir, p6 undantekningar séu til
eins og t.d. ribonucleotide reductase [77], og pvi parf ad koma peim fyrir inn i
proteinbyggingunni til pess ad geta fengid EPR rof. Oftast er notast er vid medseglandi
nitroxid spunamerki [78], sem er innlimad a akvedid set i proteininu, sem gefur pa
upplysingar um peirra nanasta umhverfi. Til pess ad innlima pessu spunamerki a préteinid
eru framkveemdar markvissar stokkbreytingar par sem &kvednum setum i préteininu er
stokkbreytt i cystein [1, 79]. Yfirleitt eru set sem innihalda serin valin til pess ad
stokkbreyta yfir i cystein til ad valda sem minnstri réskun i byggingu proteinsins, en pa
hafa einnig alanin afleidur verid valdar. Frjalsi pidlhdpurinn i cystein amindsyrunni
hvarfast pa vid nitroxid spunamerkio (mynd 7). Algengasta spunamerkid sem notast er vid,
er methanethiosulfate spin-label (MTSSL), vegna pess hve mikla ndkvemni og virkni
(reactivity) pad hefur [80]. MTSSL er oft kallad R1 eftir ad pad hvarfast vid cystein, en
eftir hvarfid pad er hagt ad meta sveigjanleika R1 med EPR malingum & nsek
timakvardanum. EPR rofid synir hreyfingu af nitroxidhringnum tengdum préteininu & nsek
[79].

- P S —
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S’ \ IS\/
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+ Protein-SH —» —
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0 *
(o]
Spin label 1 Side chain R1

Mynd 7. Hvarf methanethiosulfate spin-label (spin label ) vid cystein til ad mynda tvisulfid-tengja
nitroxid hlidarkedju R1 [1].

EPR rofid getur gefid upplysingar um byggingu og hreyfanleika umhverfis spunamerkid

sem er bundid proteininu [81]. Med pvi ad nota pessa adferd & vel skilgreint prétein er
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mogulegt ad kortleggja stadbundnu hreyfingarnar & hrygg (backbone) proteinsins og auka

par med skilning & hlutverki sveigjanleika i proteinvirkni.

1.4. Fyrri meelingar a kuldavirkum Vibrio-proteinasa

Fyrri rannséknir sem gerdar hafa verid & kuldavirka Vibrio-préteinasanum hafa verid
byggdar @ samanburdi aminosyrurada og prividdarbygginga VPR vid skyld hitastddug
ensim. Med samanburdinum hefur verid reynt ad meta muninn i byggingu ensimanna og i
framhaldi af pvi framkalladar stokkbreytingar sem hugsanlega geetu valdido auknum
hitastodugleika préteinasans og aukid skilning & hitastigsadlogun hans. Hér verdur fjallad
um nylega birtar nidurstédur & kuldakaera Vibrio-préteinasanum [4, 5].

Mest &berandi amindsyrubreytingarnar 4 milli VPR og annarra hitastodugri
samanburdarensima voru Ser->Ala breytingar, alls atta talsins. Vid skodun a stadsetningu
bessara breytinga voru prjar taldar sérstaklega ahugaverdar og prjar stokkbreytingar
framkvaemdar, en peer voru Serl10Ala, Ser51Ala og Ser64Ala (sja mynd 8) [4]. Ser110 er
stadsett a a-helix C og er tiltélulega adgengilegt leysinum. Vid Ser->Ala breytingu er
vatnsseknum hdp Ser skipt Gt fyrir 6skautadan hép Ala, en alanin er einnig talin hafa
stodugleikandi ahrif i a-helixum. Ser51 er stadsett a B-fleti i frekar vatnsfelnu umhverfi
med litid yfirbordsadgengi. Hér var breyting yfir i Oskautadan hép talin geta aukid
vatnsfelnihrif & pessu svadi og haft stddugleikandi ahrif. Ser64 er stadsett & utanaliggjandi
lykkju, en pessi yfirbordslykkja er &hugaverd byggingarlega af ymsum &steedum. Medal
annars pa tengist lykkjan a-helixnum sem ber His hdp hvétunarprenndarinnar og auk pess
myndar lykkjan einnig Ca2 bindisetid. P& voru tvofalda stokkbreytingin Ser51/64Ala og
prefalda stokkbreytingin Ser51/64/110Ala einnig framkveemdar [4]. Allar einfoldu
Ser>Ala breytingarnar reyndust hafa meiri hitastigsstoougleika samanborid vid
villigerdina (tafla 2). Pad kom nokkud & Ovart ad sameining stokkbrigda i tvofalda
stokkbrigdinu Ser51/64Ala leiddi til leekkunar & hitastddugleika um ~1,5 °C. brefalda
stokkbreytingin Ser51/64/110Ala leiddi einnig til leekkunar, en adeins um ~0,5 °C. pannig
ad viobot Serl10Ala vid tvofalda stokkbrigdid skiladi hins vegar aftur ad hluta pess
stodugleika sem hafdi tapast [4]. P& syndu einfoldu stokkbreytingarnar einnig minnkada
hvotunargetu (Keat/ Km).

Aukinn fjoldi prolina i yfirbordslykkjum hefur verid tengdur auknum stddugleika proteina.
I AQUI eru fjorar slikar Pro sem ekki eru til stadar i VPR. Tvar af pessum amin6syrum
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(Asn238 og Thr265) pottu ahugaverdar og voru valdar til stokkbreytingar, par sem peim
var stokkbreytt yfir i Pro til likingar vid hitakera ensimid AQUI (mynd 8) [4]. Asn238 er
stadsett a lykkju sem liggur frd& 17 aminosyru langa helixnum sem liggur i gegnum
sameindina og ber Ser hép hvétunarprenndarinnar. Thr265 er stadsett & lykkju sem tengir
strendingana i tveggja strendinga P-fleti naleegt C-endanum. Framkvemdar voru tveer
einfaldar stokkbreytingar; N238P og T265P &samt tvofaldri stokkbreytingu; N238/265P.
Allar prélinbreytingarnar reyndust hafa meiri hitastodugleika samanborid vid villigerdina
(tafla 2). P4 syndu allar prolinbreytingarnar minnkada hvotunargetu (Kea/Km). EN
samkvaemt tilgatum um hitastigsadlogun proteina sem fyrr voru reddar er aukinn
stodugleiki yfirleitt talinn vera samfara minnkadri hvétunargetu ensima vegna stifari
myndbyggingar. Nidurstodurnar syndu ad ahrif prélinbreytinganna a hvétunargetuna eru
mun sterkari en vegna Ser->Ala breytinganna. Petta geati bent til pess ad
prélinbreytingarnar kunni ad valda stifari myndbyggingu og par af leidandi lekkadri
hvétunargetu [4].

Mynd 8. Yfirlit yfir Ser/Ala og Xaa/Pro stékkbreytingarset i VPR. beim amin6syrum sem var stokkbreytt
eru merktar og syndar sem dokkar stikur [4].
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Tafla 2. Hitastodugleiki Ser/Ala og Xaa/Pro stokkbreytinganna i VPR [4].

Ensim/Stokkbrigoi Tso06 (°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

Saltbryr eru taldar gegna mikilveegu hlutverki i stddugleika hitakeerra ensima, en AQUI er
talin innihalda saltbri sem ekki er til stadar i VPR. Aminosyrur Aspl7 og Arg259 eru talin
mynda jonapar i AQUI en VPR inniheldur Asn15 og Lys257 i samsvarandi setum (mynd
9) [5]. ba var stokkbreytingin N15D framkdllud & VPR med pad i huga ad athuga hvort
pad myndadist ny saltbrd. Med pad ad markmidi ad styrkja pessa hugsanlegu saltbri enn
frekar var einnig dkvedid ad framkalla tvofalda stokkbreytinguna N15D/K257R [5]. N15D
reyndist hafa meiri hitastddugleika samanborid vid villigerdina, en hitastodugleikinn jokst
um ~3 °C, baedi i Ty 0g Tse. Vidbating K257R med tvofalda stokkbrigdinu N15D/K257R
jok hitastédugleikann ekkert frekar. P4 syndu stokkbreytingarnar aukna hvétunarvirkni
(kcat) Samanborid vid villigerdina. Sameindahreyfihermanir gafu til kynna ad saltbrd hefdi

myndast med stokkbreytingunum [5].
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Mynd 9. Prividdarbygging VPR. A.Heildarbygging VPR sem synir stadsetningu saltbrdarinnar. B. Kassinn
synir steekkada mynd af stokkbreytisetunum sem stadsett eru naleegt C-endanum og kalsiumbindi lykkjunni
vid N-endann C. Sama sve&di i AQUI [5].

P4 var einnig Utbuid stytt afbrigdi af VPR, VPRxc, par sem 15 amindsyrurdd var sneidd af
C-endanum i samraemi vid C-enda AQUI. bar sem fjarleeging & neikvaeda arminum geeti
haft ahrif & myndun saltbrdarinnar. Samanburdarmelingar & VPR og VPR,c syndu
samberilega hradafraedilega eiginleika en aftur & méti syndi VPR,c litillega haekkadan
stodugleika gagnvart hita, en T, heekkadi um ~1,6 °C og Tsey UM ~0,4 °C (tafla 3). par
sem um minni hakkun er ad reda fyrir Tsoy en Ty geeti pad bent til pess ad stytting C-
endans hafi litil ahrif & virknitap vid hatt hitastig en meiri ahrif til styrkingar

heildarstodugleika byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun [5].

Tafla 3. Hradafradilegir eiginleikar og hitastédugleiki VPR og VPR ¢ [5].

Ensim Tso% T Keat(s™) K (MM) Keat/ Km (MM s
VPR 56,0+0,2 63,6 +0,3 746 +5,0 0,166 + 0,017 449 + 30
VPR, 56,4%£0,1 65,2+0,2 68,2+9,9 0,184 + 0,017 371+£26

21



pa var N15D stokkbreytingin einnig framkvemd & VPR 0g syndi stokkbreytingin aukinn
hitastodugleika um ~3 °C, likt og stokkbreytingin & villigerdinni. Aftur & méti pa hafdi
stokkbreytingin & VPR engin ahrif & hvotunarvirknina (Kea) [5].

1.5. Markmid rannsdokna

Fyrri rannséknir & ahrifum prélin aminosyra i yfirbordslykkjum a VPR syndu aukningu a
hitastodugleika [6] en adeins voru valin tvo set af fjorum (sem eru til stadar i AQUI) til
stokkbreytingar, par sem setin naleegt N-endanum voru ekki talin likleg til ad hafa mikil
ahrif & hitastodugleika ensimsins. Aftur @ moti pa var nylega birt grein par sem 6ll fjogur
prélin setin i AQUI voru stokkbreytt i att ad VPR, par sem 6ll setin syndu minnkadan
hitastodugleika og pa sérstaklega setin vid N-endann (Pro5Asn og Pro7lle) [40].
Nidurstodur syndu ad stokkbreytingin Pro5Asn leiddi til leekkunar & hitastdugleika
ensimsins, par sem helmingurtimi (half-life) stokkbreytta ensimsins var 15 min vid 90 °C i
samanburdi vid 45 min fyrir villigerd AQUI. ba leiddi stokkbreytingin Pro7lle til enn meiri
leekkunar i hitastodugleika, par sem helmingunartimi pess var 10 min vid 80 °C og 60 min
vid 70 °C. Einnig var braedslumark stokkbrigdanna akvardad og borid saman vid
villigerdina. Braedslumark villigerdar AQUI var 93,99 °C og métti greina leekkun um ~ 7
°C fyrir Pro5Asn og leekkun um ~ 10 °C fyrir Pro7Asn [40].

Fyrsta markmid pessa rannsoknarverkefnis var ad kanna ahrif prélin innsetningar a pessum
tveimur setum vid N-endann & kuldakeera Vibrio-préteinasanum og hugsanleg ahrif peirra a
hitastigsadlogun ensimsins m.t.t.stddugleika og hvotunareiginleika. par sem synt hefur
verid fram & mikilveegi pessara tveggja prolin amindsyra vid N-enda hitakeera ensimsins
aqualysin 1.

Annad markmid pessa verkefnis var ad meta heildarsveigjanleika kuldakzra Vibrio-
préteinasans a msek timaskalanum i samanuburdi vid hitapolna ensimid aqualysin I. Eins
og komid hefur fram pa hafa tilgatur verid settar fram um ad kuldaadlégud ensim bai yfir
meiri sveigjanleika vid lag hitastig i samanburdi vid hitakaer ensim. Til ad meta hagar
hreyfingar & msek timaskalanum var notast vido melingar & flurljmunarbelingu Trp hépa
ensimanna. Fyrir pessar melingar var framkollud stokkbreyting & AQUI; Y191W, svo ad
fjoldi og stadsetning Trp hopa veeru samsvarandi i byggingum AQUI og VPR4c.
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Pridja markmid pessa verkefnis var ad meta stadbundinn sveigjanleika kuldakeera Vibrio-
proteinasans a nsek timaskalanum i samanburdi vid hitapolna ensimid aqualysin I. Til ad
meta hradar hreyfingar a nsek timaskalanum var notast vid markvissar spunamerkingar og
EPR melingar. Markmid pessara melinga til langs tima er ad geta kortlagt stadbundinn
sveigjanleika & mismunandi stodum fjolpeptidkedjunnar og f& pa mikilveegar upplysingar
um hvada hreyfingar eru mikilveegar fyrir virkni og hitastigsadlogun ensimanna.
Framkalladar voru nokkrar Cys stokkbreytingar a VPR og AQUI fyrir spunamerkingarnar,
en unnid var ad lokum med adeins eina Cys stokkbreytingu; S123C i VPR og A123C i
AQUI.

I pessu verkefni var notast vid C-enda stytt afbrigdi VPR, VPRxc til ad auka & likindi vid
AQUI og voru pvi allar stokkbreytingar fyrir kuldakeera Vibrio-préteinasann framkalladar
4 VPR,c. Ahrif pessara stokkbreytinga & stodugleika og hvotunareiginleika ensimsins voru

kdnnud og er fjallad um nidurstddur peirrar rannsoknar i pessari ritgerd.
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2. Efni og aoferadir

2.1. Stokkbreytingarhvarf
Vid framkollun & markvissum stokkbreytingum var notast vid adferd sem byggir a mégnun
beggja DNA péatta ferju med DNA polymerasa eftir visum, sem innihalda péa
stokkbreytingu sem leitast var eftir. pa parast hvor pattur vid sitt markset. Adferdin er vel
bekkt og var notast vid leidbeiningar frd QuikChange™ Site Directed Mutagenesis Kit fra
Stratagene. Hér var ymist notast vid Fusion DNA pdlymerasa fra Stratagene, eda Pfu DNA
polymerasa frd Fermentas, asamt medfylgjandi buffer, til ad magna pattina. Samsetning
stokkbreytihvarf-lausnar var a eftirfarandi veg:

1ul DNA mot (~100 ng/pl)

10ul 5x Buffer + MgSO,

1l Af fram eda aftur visi (10 pmol/ul)

1l dNTP (10 mM hvert)

0,5ul  DNA poélymerasi (2,5 U/ml)

36,5ul dH,O
Stokkbreytingin var gerd i tveimur kedjuhvorfum og var pad fyrra latid ganga 4x i
vixlhitara par sem fram (forward) og aftur (reverse) visarnir i stokkbreytihvarflausninni

voru hafdir sér, vio eftirfarandi adstaedur:

94°C  30sek

94°C  30sek

65°C 1min 4x
72°C  8min

72°C 10 min

I seinna kedjuhvarfinu voru lausnirnar med fram og aftur visunum sameinadir og beett vid
0,5 pl af DNA polymerasa. pa var kedjuhvarfid 1atid ganga 18x i vixlhitara vid eftirfarandi

adsteedur: begar notast var vid Fusion DNA pélymerasa:

98°C 30 sek

98 °C 10 sek

68 °C 30 sek 18x
72°C 5 min

72°C 10 min

25



Pegar notast var vid Pfu DNA pdlymerasa:

95°C 30 sek

95°C 30 sek

68 °C 1 min 18x
72°C 10 min

72°C 5 min

Pvi nast var notast vio Dpnl endonukleasa fra Fermentas til ad velja ar peer DNA ferjur
sem innhéldu adeins nymyndad DNA og par med stokkbreytt gen. Dpnl endonukleasi
meltir methylerad og hemimetylerad DNA, p.e. hann brytur eingdngu nidur foreldragenid
en ekki pad DNA sem myndast vid mognunina. Pannig ad eingdbngu nymyndad DNA sem
inniheldur stokkbreytinguna verdur fyrir valinu. 1 pl af 5 U/ul Dpnl enddnukleasa var beett
ut i stokkbreytihvarflausnina og latid meltast vid 37 °C yfir nétt. Ad lokum var DNA
ferjan med stokkbreytta genid innanbords ummyndud inn i E.coli stofn.

2.2. Ummyndun stokkbreyttra DNA ferja inn i frumur

Vid flutning genaferju inn i E.coli frumur var notast vid 10 ul af stokkbreytihvarflausn eftir
meltun med Dpnl enddnukleasa yfir nétt og pvi blandad vid 200 ul af E.coli frumum.
E.coli frumurnar voru ymist ar stofni Top10 eda BL-21 (sja kafla 2.6.) Eftir bléndun voru
syni hofd & is i 10 min. bvi nast voru frumurnar hitasjokkeradar med pvi ad hafa peer vid
41 °C i 1 min. P& voru frumurnar settar aftur & is par sem beett var vid 1 ml af riku LB-ati
og frumur reektadar vid 37 °C i 30 — 60 min. Sidan voru frumurnar spunnar nidur, mestu af
flotinu hellt af (~800 ul) og botnfalli (frumum) blandad vel vid restina af flotinu. Ad lokum

var ummyndudu frumunum valtad & atisskalar med videigandi syklalyfi.

2.3. Plasmidéhreinsun

Til plasmidhreinsunar var notast vid spunasulusett fra Sigma (GenElute Plasmid Miniprep
Kit) par sem leidbeiningum fra framleidanda var fylgt eftir. Magn plasmids og hreinleiki
var metinn utfra ljésgleypnimalingum, par sem gleypni var meld vid 260 nm og 280 nm
[82]. Ef hlutfallid Ageo/Azgo er & milli 1,8 — 2,0 telst plasmidid vera hreint. Magn plasmids
var sidan fundid at fra gleypni vid 260nm, par sem notast var vid ad pegar Azso = 1 pa er
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styrkur DNA 50 pg/ml. I sidari hluta verkefnisins var notast vid NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer), sem stadsett er & Liffredistofnun Haskola islands, til ad meta magn
plasmidsins og hreinleika. Greining i ND byggir & somu adferd og nefnd er hér ad ofan en
krefst minna synis (2 pl) sem er mjég hentugt og pad tekur adeins nokkrar sekundur ad fa

nidurstodur. Magn plasmids sem fékkst var & bilinu 80-100 ng/ul.

2.4. Radgreiningarhvarf
Radgreiningar voru gerdar i ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer teki fra Applied
Biosystems sem stadsett er & Liffredistofnun Haskola Islands. Notast var vid

BigDye®Terminator v1.1 eda v3.1 radgreiningasett fra Applied Biosystems.

Samsetning hvarflausnar:
3 uL DNA mot (~100 ng/ul)
1,5uL 5x Radgreiningar Buffer

1puL 10 pmol/ul visir
1l Terminator Ready Reaction Mix
3,5l dH,0

Hvarfid var sidan 1atid ganga 25x i vixlhitara vid eftirfarandi adsteedur:

96 °C 10 sek
96 °C 10 sek
50 °C 5 sek 25X
60 °C 2 min
12 °C 7 min

Eftir radgreiningarhvarfid var gerd etanol felling. Fyrst var Gtbdin eftirfarandi lausn: 900
pl dH,0O, 100 ul 3M NaOAc og 5 ul glycogen. ba var blandad saman 50 pl af lausninni vid
10 pl af radgreiningarhvarfinu dsamt 125 ul af iskdldu 96 % etandli. Synid var spunnid
nidur og vokvinn soginn i burtu og botnfallid pa pvegid tvisvar sinnum med 70 % etanoli.
Synid var loks purrkad & hitablokk vid 65 °C i 10 min. Hér var synid geymt i frysti par til
radgreina atti og pa var botnfallid leyst upp i 10 pl af formamidi (Hi-Di'™ Formamide fra
Applied Biosystems) og feert yfir i tilheyrandi radgreiningarbakka.
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2.5. Radgreiningar- og stokkbreytingarvisar
Visar voru hannadir med adstod opins hugbunadar
(http://www.bioinformatics.org/primerx/) og voru ymist smidadir hja TAG Copenhagen

eda Eurofins MWG Operon. Hér ma sja lista yfir alla visa sem notadir voru til
stokkbreytingar og radgreiningar a geni Vibrio proteasans (tafla 4) og aqualysin | (tafla 5) i
pessu verkefni.

Tafla 4. Stokkbreytingar- og radgreiningarvisar a plasmidi VPR,c. Einnig eru upplysingar um
breedslumark (T,,), styrk stofnlausna og hvadan visar voru pantadir (TAG C. eda MWG). Basar i
stokkbreytivisunum sem samsvara amindsyrum sem var stokkbreytt eru feitletradir og undirstrikadir.

Visir — Basarod Fyrirteki | T, | Styrkur stofnlausnar
I5P_fw TAGC.

5-GCC GTT CAA AGC AAC GCG CCG TGG GGG CTA GAC CGA ATA G-37

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 78,7°C | 100,0 uM
I15P_rv TAGC.

5-CTATTC GGT CTAGCC CCC ACG GCGCGTTGC TTT GAACGG C-37

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 78,7°C | 100,0 uM
NAP3PAP_fw TAGC.

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

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 80,2°C | 100,0 uM
NAP3PAP_rv TAGC.

5"-GGT CTAGCC CCCACG GCGCCGGGCTTTGAACGGCTT CATTTG-3

Aftur — framkollun stokkbreytingar | 80,2°C | 100,0 pM
S110C_fw MWG

5-ACATCC GGC GTG ATT TGC GGT GTG GAT TGG G-3°

Fram - framkollun stokkbreytingar | 721°C | 100 pmoél/pl
S110C_rv MWG

5-CCC AAT CCA CAC CGC AAATCACGCCGG ATGT-3

Aftur - framkollun stokkbreytingar | 721°C | 100 pmoél/pl
A140C_fw MWG

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

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 730°C | 100,0 pm6l/pl
Al140C_rv MWG

5’-GAA TCG CGC CTT GCA CGC AGC TAT CTAATG CAG TG-3

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 730°C | 100,0 pm6l/pl
S123C_fw MWG

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

Fram — framkéllun stékkbreytingar | 720°C | 100,0 pmél/pl
S123C_rv MWG

5’-CAT GTT GGC GAC GCA AGG CCCTGATGC ATTTTG-3

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 720°C | 100,0 pmél/pl
S134C_fw MWG

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

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 70,6 °C | 100,0 pmél/pl
S134C _rv MWG

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

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 70,6 °C | 100,0 pmél/pl
S184C_fw MWG

5’>-GAC CAGCTCTGATIGCCGTTCAAGTTT CTC-3

Fram — framkéllun stékkbreytingar | 68,1°C | 100,0 pmél/pl
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S184C rv MWG

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

Aftur — framkéllun stékkbreytingar | 68,1°C | 100,0 pmél/ul
VPR 9 rv TAG C.

5’-AGC GGA GTT AAG CCG TTG TT-3

Radgreining | 57,3°C | 161,1 pM
VPR 13 fw TAG C.

5°-GTT TCA AAT GAA GCC GTT CAA AGC-3

Radgreining | 59,7°C | 74,8 uM

Tafla 5. Stokkbreytingar- og radgreiningarvisar a geni aqualysin 1. Einnig eru upplysingar um
breedslumark (T,,), styrk stofnlausna og hvadan visar voru pantadir (TAG C. eda MWG). Basar i
stokkbreytivisunum sem samsvara amingsyrum sem var stokkbreytt eru feitletradir og undirstrikadir.

Visir - Basard Fyrirteki | T, | Styrkur stofnlausnar
Y189W _fw TAG C.

5’-CCA GCT TCT CCA ACT GGG GTAGTT GCG TGG AC-3°

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 733°C | 100,0 uM
Y189W_rv TAGC.

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

Aftur — framkéllun stékkbreytingar 73,3°C | 100,0 uM
ALL0C_fw MWG

5’-CAC CTC TGG GGT TAT CTG TGG GGT GGA CTG-3’

Fram — framkéllun stokkbreytingar | 72,2°C | 100 pmol/pl
Al110C_rv MWG

5-CAG TCC ACC CCA CAG ATA ACC CCAGAG GTG-3

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 722°C | 100 pmol/pl
AL40C_fw MWG

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

Fram — framkollun stokkbreytingar | 731°C | 100,0 pm6l/pl
AL40C_rv MWG

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

Aftur — framkollun stokkbreytingar | 731°C | 100,0 pm6l/pl
A123C_fw MWG

5’-ACC GCA GGC CGT GCG TTG CCAACATGA GCT TA-3

Fram — framkollun stokkbreytingar | 73,3°C | 100,0 pm6l/pl
A123C_rv MWG

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

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 733°C | 100,0 pm6l/pl
S134C_fw MWG

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

Fram — framkdllun stokkbreytingar | >75°C | 100,0 pmal/ul
S134C_rv MWG

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

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | >75°C | 100,0 pmal/ul
A184C_fw MWG

5-CTACCACAT CTT CCG ACT GCCGTG CCAGCTTCT CC-3

Fram — framkéllun stokkbreytingar | >75°C | 100,0 pmol/ul
A184C rv MWG

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

Aftur — framkéllun stokkbreytingar | 731°C | 100,0 pmél/pl
aq442_fw TAG C.

5-TCC AAC AGC TAC ACCTAC AC-3

Radgreining | 57,3°C | 100,0 pM
aql051 rv TAGC.

5-CCATGG AGG TGC CGT TAA G-3

Radgreining | 588°C | 100,0 uM
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aq950_fw TAG C.

5"-TAG TTG CGT GGA CCT CTT CG-3

Radgreining | 59,4°C | 100,0 uM
aqg505_rv TAGC.

5°-TTC CGG TGT CAA TCA CAT AG-3

Radgreining | 55,3°C | 100,0 pM
Universal M13_fw TAG C.

5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

Radgreining | 51,8°C | 100,0 pM
Universal M13_rv TAG C.

5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3

Radgreining | 50,4°C | 100,0 pM
Aqua2_fw TAG C.

5’-CCT CTA CGC TGT GCG CGT CC-3

Radgreining | 655 °C | 100,0 uM

2.6. Bakteriustofnar og genaferjur

Gen aqualysin | (aqul) var flutt inn i plasmid sem nefnist pJOE 3075 [83] og inniheldur
plasmidid gen fyrir ampicillin poli. Tjaning er sidan vakin med L-rhamndsa. Plasmidid
med geni aqul var ferjad inn i E.coli stofninn BL-21(C43):

F ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Gen Vibrio préteasans (VPR) var flutt inn i plasmid sem nefnist pBAD TOPO TA
Cloning® Kit (Invitrogen) og inniheldur plasmidid gen fyrir ampicillin poli [3]. Petta
plasmid var notad sem mot til pess ad utbua C-enda stytt afbrigdi af villigerd VPR. Var
bad gert med pvi ad setja inn stopptakna TAA fyrir amindsyru C277 i VPR og fékkst pa
plasmidid VPR ¢ [6].

Tjaningu er stjérnad med araBAD styrli og er vakin med L-arabin6sa. VPRxc plasmidio
var ferjad inn i E.coli stofninn Top10 fra Invitrogen:

F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG.

2.7. AEti

Notast var vid rikt LB-gti eda rikt 2*YT-eti til reektunar a E.coli stofnunum [82]. Til ad
velja fyrir peim frumum sem bera pBAD - eda pJOE plasmidid, pa var 100 pg/ml af
ampicillini beett ut i LB-atid.
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2.8. Tjaningaraekt

Vid tjaningu & geni AQUI var BL-21 stofn med stokkbreyttu plasmidi raektadur i 15 ml
vokvarakt (LB-&ti med 100pg/ml ampicillini) yfir nott vio 37 °C og 200 rpm. Neeturraekt
var sidan pynnt 33 falt i LB-a&ti (500 ml) og raektad afram vid 37 °C par til ODgyo meeldist
0,8 til 1,0. Tjaning var pa vakin med 0,2 % rhamnosa, lausn gerd 10 mM CaCl, og reektad
afram vio 37°C i ca. 4 klst. (ODgqo i ca. 1,8). P& voru frumurnar spunnar nidur vid 4000
rpm i 15 min. vid 10 °C. Frumum var sidan safnad og per pvegnar einu sinni med ~30 ml
af buffer: 25 mM Tris, 10 mM CacCl,, pH 8. Ad lokum voru frumurnar (botnfallid) frystar
vid -20 °C.

Vid tjaningu & geni VPR,c var ToplO stofn med stokkbreyttu plasmidi rektadur i
vOkvarekt (LB-a&ti med 100 pg/ml ampicillini) yfir nétt vid 37 °C og 200 rpm hristing.
Neeturrekt var sidan pynnt 20 falt i LB-e&ti og rektad afram vid 32 °C par til ODggy
meeldist 0,7 — 0,9. Tjaning var pa vakin med 0,02 % arabindsa, lausn gerd 10 mM CacCl, og

reektad afram vid 18°C yfir nott. P4 voru frumurnar hirtar & sama hatt og fyrir AQUI.

2.9. Protein hreinsun

2.9.1. Hreinsun aqualysin I

Vid hreinsun @ AQUI stokkbrigdum var frumu botnfallid leyst upp i 25 mM Tris, 10 mM
CaCly, pH 8 (buffer A) ad lokartmmali 50 ml og lys6sim ad lokastyrk 1 mg/ml baett Gt i
lausnina. Pa var lausnin latin standa vid stofuhita i 30 min, pvi nast fryst tvisvar sinnum i
fljotandi kdfnunarefni og latin piona & milli vid herbergishita. P4 var lausnin spunnin nidur
vid 8.200 g (10.000 rpm) i 15 min vid 20 °C og botnfallid hirt. Botnfallid var pa endurleyst
i ~40 ml af buffer A sem innihélt 150 mM NaCl og hitad vid 70 °C i 60 min til ad losa
préteinid ar frumuhimnunni og til ad tryggja ad proteinid veeri & 28 kD formi AQUI. Eftir
hitun er lausnin spunnin nidur vid 8.200 g (10.000 rpm) i 15 min vid 20 °C og flot hirt.
Flotinu var blandad vid (NH,4),SO,4 ad 1M styrk til ad fa géda bindingu a phenyl Sepharosa
(PheSep) sulu. Synid var pa spunnid nidur vid 26.500 g (18.000 rpm) i 20 min vid 20 °C
og flot hirt. Flotid var sidan filterad med 0,45um filterpappir og sett i 50 ml synislykkju
(superloop). Syni var sidan delt & PheSep salu, sem hafdi verid jofnud med 25 mM Tris,
10 mM CaCl,, pH 8 og 1 M (NH,4),SO, (buffer B).
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Proteinid var sidan losad af sulunni med salt prepun, par sem farid var ur 100 % buffer B
med linulegum stigli nidur i 65 %, svo i 40 % og loks i 0 % buffer B, eda 100 % buffer A.
Virkur toppur fékkst i kringum 40% buffer B sem var pa safnad og protein fellt Gt med 90
% mettun (NH,4),SO,4. Lausnin var latin standa vid stofuhita i 45 — 60 min og spunnin
sidan nidur vid 26.500 g (18.000 rpm) i 45 min vid 20 °C. Botnfalli var safnad og leyst upp
i 2-3 ml buffer A sem innihélt 150 mM NacCl.

Lausnin var sidan hitud vid 65 °C i 40 min, til ad tryggja ad synid innihéeldi eingbngu virka
hluta ensimsins an C-enda forradarinnar. Syni var hladid & HiTrap afsoltunarsalu (5ml) til
ad skipta yfir i buffer C; 25 mM MES, pH 6, 10 mM CaCl,. Lokaskrefid i hreinsuninni var
ad hlada syni & HiTrap SP XL (5ml) katjonaskilju og losa af med stigli sem samanstod af
20 sulurammalum ad lokastyrk 0,5 M NaCl. HiTrap afsoltunarsulan var sidan notud til
bess ad skipta yfir i pann buffer sem notadur var fyrir tilteknar meelingar. Allar stlukeyrslu

voru framkvaemdar & Akta purifier teeki (Amersham Biosciences).

2.9.2. Hreinsun VPR,
Vid hreinsun @ VPR,c stokkbrigdum var frumu botnfallid leyst upp i buffer A ad

lokardmmali 50 ml og lysésimi ad lokastyrk 1 mg/ml batt Ut i lausnina. Lausnin var sidan
latin vagga vid 4°C yfir nott. bvi nast var lausnin fryst prisvar sinnum i fljotandi
kofnunarefni og latin piona & milli vid herbergishita. P4 var lausnin spunnin nidur vid
26.500 g (18.000 rpm) i 45 min vid 4 °C og flotid hirt. Protein var pa fellt at med 75 %
mettun ammonium sulfats. Utfellt protein var sidan spunnid nidur vid 15.500 g (12.000
rpm) i 45 min vid 4 °C og botnfall hirt, sem var pa endurleyst i buffer A og geymt vid 4 °C
yfir nott.

Pvi naest var protein lausninni  hladid & N-carbobenzoxy-D-phenylalanyl-
triethylenetetramine-Sepharose sérteeka skilju (Z-D-Phe-TETA) sem hafdi verid jofnud
med buffer A. Eftir hledslu proéteins & stluna, var stlan skolud med buffer A og sidan med
buffer A sem innihélt 0,5 M NaCl. petta var gert til pess ad losa 6ll pau protein af sulunni
sem bundist hofou osértaekt a suluna. Proteinid var losad af med 2M GdmCl i buffer A og
til ad vinna & moti afmyndandi ahrifum pess var tekid a méti skdmmtunum med 3M
(NH,;)2S0,. Blandad var 2ml af 3 M (NH,4),SO4 og 2,5 ml af syni. Virkum toppi var safnad
og hladid & PheSep sulu sem jofnud hafdi verid med buffer B. Salan var pa skolud med
buffer B &samt buffer A. Proteinid var loks losad af med 55 % ethylen glycoli i buffer A og
virkum toppi safnad. Virka synid var pa pynnt til helminga med buffer A (lokastyrkur
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ethylen glycols var pa 20 — 30 %) og skipt nidur i 1,5 ml eppendorfglés. Skammtarnir voru
pa frystir i fljotandi kéfnunarefni og geymdir i frysti vid -20 °C.

2.10. Protein rafdrattur

Steerd og hreinleiki stokkbrigda var metinn med SDS-rafdreetti i polyakrylamidhlaupi
(SDS-PAGE). Notast var badi vid adkeypt hlaup i Phast-kerfi (Pharmacia-LKB) par sem
hlaupin innihalda 8-25 % stigul polyakrylamids (Phastgel 8-25). Einnig voru syni rafdregin
i12,5% polyakrylamidhlaupi med ésamfelldum rafdreetti skv. adferd Laemmli [84].
VPRc 09 stokkbrigdi & VPR,c voru hindrud med phenylmethanesulfonyl fluoridi (PMSF)
ad lokastyrk 1 mM fyrir péttingu og rafdratt en stokkbrigdi i AQUI voru hindrud ad
lokastyrk 20 mM PMSF. Synin voru pétt i spunapéttiglosum (Microcon YM-10 fra
Millipore) med himnu med massamork 10.000 Da. Gelin voru litud med Coomassie
Brilliant Blue (R-250).

2.11. Virknimaelingar

Virkni stokkbreytinga AQUI og VPRxc var akvordud med hvarfefninu suc-Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilidi (SAAPF-pna) par sem fylgst var med gleypnibreytingu vid 410 nm i
Cary 50 ljésmali. Hvarfefnid var leyst upp i dimethylsalfoxidi (DMSO) ad lokastyrk 25
mM og geymt vido 4 °C. Fyrir virkni malingar, pegar meta atti stddugleika og virkni
ensimanna, var hvarfefnid pynnt med 100 mM Tris pH 8,6, 10 mM CacCl, ad lokastyrk 0,5
mM. Hinsvegar var notast vid legri styrk (0,3 mM) vid virknimalingar i
hreinsunarferlunum, par sem hvarfefnid er mjog dyrt. Hvarfefnid var haft vid 40 °C fyrir
virknimelingar & stokkbreytingum & AQUI en vid 25 °C fyrir virknimalingar &
stokkbreytingum VPRac. Notast var vid edlisgleypnistudulinn 8480 M™em™ il

utreikningar a gleypni i einingar/ml (U/ml).

2.12. Stodugleikameaelingar

Vid akvordun a stodugleika & AQUI og stokkbrigdum pess voru syni keyrd & HiTrap
afsoltunarsulu med 25 mM Tris, pH 8,95, 1 mM CaCl,, 100 mM NaCl buffer. Ensim syni
voru hitud vid fast hitastig & bilinu 88 — 98°C, med 2°C millibili, og virknitap ensimsins

maelt med reglulegu millibili.
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Vid akvoroun & stodugleika & VPR,c 0g stokkbrigdum pess voru syni sett i dialysu, med
himnu sem heldur eftir proteinum med molmassa >12.000 Da, yfir nétt, & moti 25 mM
Tris, 15 mM CaCl,, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,95. Ensim syni voru hitud vid fast
hitastig a bilinu 48 — 66 °C, med 2 °C millibili, og virknitap ensimsins malt med reglulegu
millibili.

Hradafasti virknitaps vid hvert hitastig var akvardadur skv. fyrsta stigs hradajofnu:
Virkni =g = virkni =g x e (jafna 1)

par sem k er hradafastinn og t er timi i sekindum. Notast var vid Tsgy til pess ad meta
stodugleika stokkbrigdanna gagnvart hita og midad var vid hlutfallslega virkni vid tima t
par sem virknin var 100% i upphafi (t = 0). Tso er pa pad hitastig par sem helmingur

virkninnar tapast a 30 minatum. Arrheniusarjafnan lysir sambandi hradafasta og hitastigs:

—E,
k=Axe /rr

Ink=InA- E,
RT

(jafna 2)

Pvi naest var Tsoy reiknad Gt frd Arrheniusargrafi par sem Ink er fall af 1/T Gt fra jéfnunni

hér ad ofan og samband hradafasta og hitastigs (T) skv. Arrheniusargrafi:

In100-1In50 )
= afna 3
T 30minx60s min~ U )
09 Tso9 er akvardad Ut fra jofnu bestu linu i grafinu skv.:
E, <1000 (jafna 4)

@~ R(INA—InK)

par sem E,/R er hallatala Arrheniusargrafs og InA er skurdpunktur vid x-as.
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2.13. Michaelis-Menten hradafraedimaelingar

Til ad skipta um buffer & synum fyrir hradafreedimelingar & stokkbrigdum AQUI, voru
syni sett & HiTrap afséltunarsulu med 100 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 9,0. Fyrir
hradafreedimelingar & stokkbrigdum VPRac voru syni sett i dialysu yfir nott a moti 100
mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 8,6.

Ensimstyrkur AQUI stokkbrigda var metinn Ut fra gleypnimeelingu vid 280 nm med pvi ad
nota gleypnistudulinn 34.630 M cm™ og ensimstyrkur stokkbrigda & VPR ¢ var metinn Gt
fra gleypnimalingu vid 280 nm med pvi ad nota gleypnistudulinn 34.295 M™*cm™
Virknitap var melt vid sj6 mismunandi hvarfefnisstyrki & bilinu 0,075 til 1,0 mM, vid 410
nm par sem hvarfefnid var haft vid 40 °C fyrir melingar & stokkbrigdum aqualysin I en vid
25 °C fyrir meelingar & VPR ¢ 0g stokkbrigdum pess. Hvarfefnislausnir voru latnar standa i
hitabadi og sidan hitajafnadar i a.m.k. 2 mindtur i hitastilltri kGvettu ljésmalisins adur en
ensimi var beett Gt i, til ad tryggja ad ensimhvarfid feeri alltaf fram vid 40 °C (AQUI) eda
25 °C (VPRyc). Mzlt var med Helios a ljosmeli fra Thermo Spectronic og hitastyring var
med Peltier hitunarbunad (single cell) fr4 sama fyrirteeki. Hver meling var ad minnsta kosti
pritekin fyrir hvern hvarfefnisstyrk og eftir malingar var ensim-hvarfefnislausnum safnad
til nékvemrar akvordunar & styrk hvarfefnis ([S]) at fra gleypni vid 410 nm.
Gleypnibreyting vid 410 nm var umreiknud i hrada (v) skv.:

_ AA,,/min
V =
8480 M “cm™ xb x0,95ml

(jafna 5)
Michaelis-Menten hradafastinn (Kn,) og hamarkshradi efnahvarfsins (Vmax) ma sidan
akvarda Ut fra jofnu bestu linu i Eadie-Hofstee grafi, par sem v er fall af v/[S], skv.:

V = Vmax [S] / (Km + [S]) (jafna 6)
par sem —K, er hallatalan 0g Vax er skurdpunktur vid y-as.

Hverfitalan, p.e. hamarkshvotunarvirkni (Kea) var svo reiknud Ut fra Ve 0g styrk ensims

skv. ljésmelingu vid 280 nm sem fyrr er lyst:

\Y ,
K, == (jafna 7)
' [E

par sem [E]o er styrkur ensims i malilausninni.
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2.14. Hringskautunar (circular dichroism)
litrofsmeaelingar

VPR syni voru hitud i 40 min vid 40 °C og hindrud med phenylmethanesulfonyl fluoridi
(PMSF) ad lokastyrk 1 mM og pétt i spunapéttiglosum. AQUI syni voru hindrud ad
lokastyrk 1 mM PMSF. pa voru VPR,c synin sett i dialysu yfir nétt & moti 25 mM glysin
buffer, pH 8,6 sem innihélt 100 mM NaCl og 15 mM CaCl,. AQUI synin voru hinsvegar
sett i dialysu yfir nott & maéti 25 mM acetate buffer, pH 3,5, sem innihélt 100 mM NaCl og
1 mM CaCl,. Meld voru hringskautunar (circular dichroism) rof af synunum &
fjaratfjolublaa svidinu (200-250 nm) vid 25 °C badi fyrir AQUI og VPRxc. Rdfin voru
meeld i 0,2 cm kavettum i JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter. Einnig
var meld breyting i hringviki (ellipticity) vid 222 nm samfara samfelldri hitun (1°C/min)
fra 25-90°C til ad akvarda bradsluferil fyrir viokomandi stokkbrigdi i VPRac. Breyting i
ellipticity vid 222 nm samfara samfelldri hitun (1°C/min) fra 40-95°C var meld til ad
akvarda breedsluferil fyrir viokomandi stokkbrigdi i AQUI.

Vid urvinnslu gagna var gert rad fyrir 1.stigs afmyndun og pvi gengid ut fra ad einungis sé
um tvo form af ensiminu ad raeda, p.e. svipmotad (native) og afmyndad (unfolded). Med

pessu faest ad:
fytfy=1 (jafna 8)

Heér takna f  og f |, hlutfoll formanna tveggja. Braedsluferlar CD mealinga voru teiknadir

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

afmyndunarferilsins feest pa gildi fyrir y skv.:
y=yufn T Yufu (jafna 9)

Her eru y, 0g y,, einkennandi fyrir svipmoétad og afmyndad form. Ut fra braedsluferlinum
ma reikna Gt gildi fyrir hvert hitastig med pvi ad akvarda jofnu bestu linu & svipmoétada
sveedinu og a afmyndada sveedinu. P& voru hallatélur bestu linanna notadar til pess ad
akvarda hlutfallio a milli svipmotads og afmyndads astands & umbreytingarsvaedinu sem
liggur & milli pessara tveggja sveeda. Med pessu moti faest stddlun (normalization) a

ferlana. Sameining jafna ad ofan gefur:

fu=On-/ - V) (jafna 10)
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Stadladur afmyndunarferill var pa teiknadur upp sem fy & moti hitastigi, par sem
breedslumark (Tn) hvers afbrigdis var sidan akvardad, par sem f, = 0.5.

2.15. Mzelingar a flurljomunarbaelingu

Melingar & flarljomunarbalingu med akrylamidi voru framkveemdar & Spex Fluoromax
teeki, med gegnumflaedisvatnsbadi til ad stjérna hitastigi og notast var vid 0,5 ml
spectrocell kavettu. Prétein syni voru hindrud ad lokastyrk 1 mM PMSF og sett i dialysu
yfir nott & moti 50mM Tris, 10mM CaCl,, pH 8,0. Fyrir meelingar a flarljomunarbelingu
var sidan notast vid 500 ul af prétein syninu sem var pad med gleypni vio 280 nm um 0,1.
Flarljéomun var meeld a bilinu 300 — 400 nm eftir 6rvun vid 285 nm, vid fost hitastig; (10,
25, 35, 45 o0g 55)°C par sem notast var vid raufarvidd (slit width) 3 nm fyrir 6rvun og 8 nm
fyrir atljomun. Beling & hinni eiginlegri flarljdomun var sidan metin med pvi ad bata
akrylamid skdmmtum ut i protein synid. Notast var vid 4 pl skammta af 2,5 M akrylamidi,
ad lokastyrk 0,25 M akrylamids. Hverjum skammti var blandad vel vid prétein synid i 20
sek. &dur en flarljomun var meld. Flurljomunarbelingin var greind samkveemt Stern

Volmer jofnunni:
Fo/F = 1 + Ksv[Q] (jafna 11)

par sem Fq og F eru styrkur flarljémunar i fjarveru og naerveru belisins Q og Ksy er Stern-
Volmer fastinn (hallatalan) [76]. Allar melingar voru i pad minnsta priteknar. Vid
greiningu a  flarljomunarbalingu med Stern Volmer jofnunni var notast vid fasta
bylgjulengd, 345 nm fyrir VPRac 0g 332 nm fyrir Y189W til ad meta Fo/F.

2.16. Spunamerkingar fyrir EPR malingar

Enn er unnid ad hvarfadsteedum fyrir spunamerkingarhvarfid a préteininunum, svo hagt sé
ad framkvaema EPR malingar og akvarda stadbundinn sveigjanleika proteinanna. Byggt
var 4 adferd sem nylega var birt [85] en med dkvednum breytingum.

Ensim voru hindrud ad lokastyrk 1 mM PMSF og spunamerkt i buffer A og loks inkberud
med 10x meira molmagni af methane thiosulfate spunamerki (MTSSL). Hvarfid var latid
ganga i 2 klst. vid herbergishita og sidan vid 4 °C yfir nott. Syni voru sidan hreinsud &

HiTrap afsoltunarsulu med buffer A til ad losna vid friu spunamerkin sem ekki héfdu
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hvarfast vid ensimid. Ensim lausnin var sidan pétt & Microcon spunastlum fra Millipore og
lausn loks pvegin 3x med 450 pl af buffer A. Pessi adferd gaf goda raun fyrir
kuldaadlagada ensimid en ekki jafn gdda raun fyrir hitaadlagada ensimid, en farid verdur
nanar i pad i kafla 3.3.

EPR melingar voru gerdar & MS-200 Miniscope spectrometer (Magnettech, Germany) sem
stadsett er & Raunvisindastofnun Haskola islands. Malingar voru framkvemdar vid
herbergishita.

2.17. broun nyrra adferda fyrir framleidslu a cystein
stéokkbrigédum

peer reektunar og hreinsunar adferdir sem notadar hafa verid fyrir AQUI, VPR og ymis
stokkbrigdi peirra reyndust ekki gefa naegilega gdda raun vid framleidslu & virku proteini
fyrir cystein stokkbrigdin. Fimm samsvarandi set i AQUI og VPRxc voru valin til
stokkbreytingar fyrir spunamerkingar. Vid val & setum var hugad ad stadsetningu setanna i
préteinunum tveimur, jafnframt pvi ad leitast var eftir ad setin innihéldu Ser eda Ala, sem
myndi valda minnstri byggingarlegri roskun vid innsetningu Cys. Einnig var adgengi
setanna ad leysinum haft i huga. Eftir pvi sem adgengio er meira pvi audveldara veeri ad
koma spunamerkinu fyrir. bad kann pé ad vera oOkostur pvi hlidarhépur Cys er mjog
hvarfgjarn og geeti hvarfast til ad mynda tvisulfidtengi i proteininu med pidl/tvisulfid
utskiptinvorfum, en baedi AQUI og VPR, innihalda tvo tvisulfidtengi, og geeti pad valdid
roskun i myndbyggingu peirra. Pa ma setid ekki vera of grafid pvi pad geeti komid i veg
fyrir hvarf spunamerkisins vid frjalsa piol-hdp proteinsins. EKKi tokst ad framleida virkt
ensim fyrir 6ll fimm stokkbrigdin en fyrir pau sem pad tokst, meldist litil virkni (U/ml)
eftir opnun fruma midad vid pad sem melt hafdi verid fyrir baedi villigerd og 6nnur
stokkbrigdi a ensimunum. Ad lokum var valid ad vinna med stokkbrigdi af ensimunum,
par sem set 123 var stokkbreytt yfir i Cys, en petta set gaf af ser bestu raun, midad vid hin
fjogur setin. ba var farid i ad proa nyjar adferdir vio reektun stokkbrigdisins a pessu seti og
opnun frumna fyrir hreinsunina (sja nanar i vidauka pessara ritgerdar). Afrakstur peirrar
préunarvinnu er lyst hér ad nedan.

Nokkrar breytingar voru gerdar a tjaningaferli Cys stokkbrigda i AQUI og VPRc. Magn
ampicillinis i vokvarakt var aukid ar 100 pg/ml i 150 pg/ml. P4 var einnig naturraekt
pbynnt 50 falt i riku 2xYT-eti i stad LB-atis. Tjaning Cys stokkbrigda i AQUI var vakin
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med 0,2 % rhamnosa en sleppt var ad gera lausn ad 10 mM CaCly,, eins og &dur. Frumur
Cys stokkbrigda AQUI og VPR ¢ var safnad med pvi ad spinna paer nidur vid 5000 rpm i
15 min vid 10 °C og pvo peer sidan 2x med ~30 ml afjénudu vatni i stad buffersins.
Nokkrar breytingar voru gerdar & hreinsunarferlunum. Vid hreinsun & Cys stokkbrigoum i
AQUI var frumubotnfallid leyst upp i buffer A an CaCl, ad lokardmmali 50 ml &samt
lys6simi ad lokastyrk 1 mg/ml. P& var lausnin latin vagga vid herbergishita i 30 min og
sidan gerd 10 mM CacCl,. ba var lausnin latin vagga aftur vio herbergishita i 60 min og
loks vid 4 °C yfir nott. Hér var lysosiminu gefinn lengri timi til ad virka midad vid
hreinsunaradferd i kafla 2.9.1, (par sem lys6simid var 14tid virka i 30 min vid herbergishita
og svo fryst i fljétandi kdfnunarefni). bvi nast var lausnin fryst prisvar sinnum i fljotandi
kofnunarefni og latin pidna & milli vid herbergishita. ba var fyrsta spunanum sleppt og
farid beint i hitunarskrefid. Aframhaldandi hreinsun var sidan framkvaemd sem fyrr var lyst
i kafla 2.9.1.

Vid hreinsun a Cys stokkbrigdum i VPR,c var gerdar smavagilegar breytingar & fyrstu
skrefunum. Vid opnun frumubotnfallsins var beett it i DNAsa ad lokastyrk 2 pg/ml og
lausn latin vagga vid herbergishita i 60 min i stadin fyrir 4°C yfir nott. Sidan var lausnin
fryst prisvar sinnum i fljotandi kofnunarefni og latin pidna & milli vid herbergishita og loks
var lausnin latin vagga vid 4 °C yfir nétt. Sidan var lausn spunnin nidur og hreinsun haldio
afram eins og i kafla 2.9.2.

Pad reyndist best ad opna 2 — 3 frumubotnfoll (ar 750 ml reektum) i einu fyrir hreinsun &
cystein stokkbrigoum, til ad fa naegjanlegt magn af préteini fyrir spunahvarfid og EPR

melingar.
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3. Nidurstodur og umraeour

I pessu verkefni var leitast eftir ad kanna hugsanlegan mun i hitastigsadlégun og sameinda-
sveigjanleika tveggja samstofna subtilisin-likra serin proteinasa sem adlagadir eru ad
mismunandi hitastigi; hitaadlagada ensimid aqualysin | (AQUI) og kuldaadlagada Vibrio-
préteinasann (VPR).

I pessu verkefni var m.a. notast vid markvissar stokkbreytingar til ad meta pennan
hugsanlegan mun i hitastigsadlégun proteinanna tveggja. Vio val a stokkbreytisetum var
gerdur samanburdur & aminosyrurédum og prividdarbyggingum VPR og AQUI. Til ad gera
samanburdinn & milli pessara tveggja préteina i pessu verkefni ndkvemari, var notast vid
C-enda stytt afbrigdi af VPR, VPR, eins og minnst hefur verid a.

| fyrsta hluta verkefnisins voru ahrif Pro vid N-enda VPR, kénnud og borin saman vid
nylega birtar nidurstodur par sem AQUI hafdi verid breytt i att ad VPR i samsvarandi
setum [40]. AQUI hefur fjorar Pro hdpa (tveir vid N-endann) sem stadsettir eru a
yfirbordslykkjum proéteinsins, sem ekki eru til stadar i VPR. Talid er ad pessir Pro hépar i
AQUI kunni ad studla ad auknum hitastédugleika pess. Nylega birtar nidurstodur stadfestu
pbessi ahrif Pro @ AQUI, par sem breyting pessara Pro hopa i att ad kuldaadlagada ensiminu
VPR, fol i sér leekkun & hitastéougleika AQUI og péa sérstaklega vid N-endann [40]. bvi
pbotti ahugavert ad kanna ahrif Pro vid N-endann a VPR, en adur hafdi ekki verid talid ad
Pro vid N-endann a kuldaadlagada ensiminu myndi hafa mikil ahrif & hitastédugleika pess
[4].

I 68rum hluta verkefnisins pétti ahugavert ad kanna muninn & heildar byggingarlegum
sveigjanleika ensimanna @ msek timaskalanum, en talid er ad kuldaadlégud ensim bui yfir
meiri sveigjanleika vid lag hitastig samanborid vid hitaadlogud ensim. Hér voru gerdar
melingar & flarljomunarbalingu Trp hépa ensimanna med smasameindinni akrylamidi.
Melingarnar voru gerdar til pess ad meta adgengi Trp hdpanna, en eftir pvi sem adgengid
er meira ma aztla ad sveigjanleiki ensimsins sé meiri.

| pridja og sidasta hluta verkefnisins var etlunin ad kanna muninn & stadbundnum
sveigjanleika ensimanna & nsek timaskalanum med markvissum spunamerkingum og EPR
litrofsmaelingum. Her voru nokkur samsvarandi set valin til markvissra stokkbreytinga par
sem cystein var innleitt i ensimin, svo ad spunamerkid geeti hvarfast vid frjalsan piélhép
cysteinsins. Hvarfadstedur spunamerkingar voru préadar fyrir ensimin og framkvaemdar

EPR malingar til ad meta muninn & stadbundnum sveigjanleika ensimanna.
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Framkollun stokkbreytingar gekk vel & badum proteinum og var stadfest ad um réttar
stokkbreytingar veeri ad reeda med radgreiningu. Tjaning stokkbrigdanna gekk einnig vel
nema fyrir cystein stokkbrigdin sem atladar voru til spunamerkinga en par meldist ekki
virkni vid opnun fruma eftir tjaningu hja éllum peim stokkbrigdum (sja nanar i kafla 3.3).
Adeins eitt cystein stokkbrigdi (i seti 123) var valid til aframhaldandi vinnu.

Hitastodugleiki stokkbrigdanna var metinn med akvordun & Tsoe, p.€. pvi hitastigi par sem
helmingur virkninnar tapast a 30 min., sem metid var utfra Arrheniusar gréfum. Aftur &
moti pa getur virknitapid stafad af stadbundnum byggingarlegum réskunum sem eiga sér
stad i eda nalaegt hvarfstodinni, en ekki endilega af roskun & heildar stédugleika byggingar
proteinsins. Pvi var hitastodugleiki myndbyggingar stokkbrigdanna einnig metinn Gt fra
afmyndunar- /bradsluferlum peirra sem akvardadir voru med litr6fsmaelingum. 1 pessum
meelingum er byggingar stodugleiki préteinsins i heild akvardadur & hindrudu formi
ensimsins. P& voru Michaelis-Menten hradafastarnir einnig akvardadir fyrir stokkbrigdin i
samanburdi vid villigerd. bvi talid er ad aukin hvotunargeta ensima sé vegna aukins
hreyfanleika myndbyggingar peirra, sem veldur pa minnkun & stédugleika préteinanna eins

og fyrr var nefnt.
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3.1. I5P og NAI3PAP stokkbreytingar

Talid er ad adlogun AQUI ad hau hitastigi kunni medal annars ad stafa af auknum fjélda
prélina sem stadsettar eru & yfirbordslykkjum proteinsins i samanburdi vid ensim adlogud
ad leegri hitastigi, eins og t.d. VPR [3]. Stodugleikaahrifin sem Pro virdist hafa & AQUI eru
vegna pess ad Pro leidir til aukinnar stifni i myndbyggingu préteina med pvi ad takmarka
mogulegar stellingar peptidkedjunnar og minnka par med kraft éreidudrifinnar afmyndunar
[86]. Synt hefur verido fram & aukinn stddugleika proteina med pvi ad innleida prolin i
yfirbordslykkjur, B-beygjur og fyrsta snuning a-helixa [4, 87-89].

Samanburdur & amindsyrurdd og prividdarbyggingu proteinanna synir ad AQUI hefur
fjérar Pro sem stadsettar eru & yfirbordslykkjum sem ekki eru til stadar i VPR. Tvo pessara
seta hefur adur verid stokkbreytt i VPR (Asn238Pro og Thr265Pro) sem syndu aukningu i
stédugleika asamt leekkun i hvotunargetu ensimsins [4]. A peim tima var ekki talid liklegt
ad hin tvo prdélin setin sem stadsett eru & lykkju rétt vid N-endann myndu hafa ahrif &
stddugleika og hvétunargetu ensimsins. Nylega var birt grein par sem Pro i AQUI var
breytt i att ad VPR i pessum fjérum setum [40]. Sakaguchi og félagar notudust einmitt vid
kristalbyggingu VPR [23], vid samanburdinn. Nidurstodur peirra syndu ad stokkbreytingin
Pro240Asn i AQUI syndi svipadan hitastédugleika i samanburdi vid villigerd AQUI en
stokkbreytingarnar, Pro5Asn og Pro268Thr syndu minni hitastodugleika, par sem
helmingunartimi (half-life) peirra var 15 og 30 min, eftir pvi sem vid &, vid 90 °C i
samanburdi vid 45 min fyrir villigerdina. Pa leiddi stokkbreytingin Pro7lle til enn meiri
leekkunar i hitastodugleika, par sem helmingunartimi stokkbrigdisins var 10 min vid 80°C
0og 60 min vid 70°C. peir méatu einnig braedslumark stokkbrigdanna og baru saman vid
villigerdina. Braedslumark villigerdar AQUI var 93,99 °C og var ekki mikill munur &
Pro240Asn stokkbreytingunni, en braedslumark pess var 91,78 °C. Aftur & mdti matti
greina leekkun um ~ 7 °C fyrir Pro5Asn og um ~ 10 °C fyrir Pro7Asn. Nidurstodur pessara
rannsokna syndu ad stokkbreytingarnar, sérstaklega i setunum sem stadsett eru & lykkjunni
rétt vio N-endann, leekkudu stddugleika AQUI umtalsvert. bvi pétti ahugavert ad profa ad
setja inn Pro vid N-endann a VPR til likingar vid AQUI og kanna ahrif pess.

Framkalladar voru tveer markvissar stokkbreytingar & VPR,c, einfalda stokkbrigdid I5P og
tvofalda stokkbrigdido N3P/I5P (mynd 10), par sem stokkbreytingin N3P var sett ofan a
einfalda stokkbrigdid, 15P. bessar prélinbreytingar eru stadsettar & lykkju rétt vio N-enda

ensimsins eftir ad N-enda forrédin hefur verid klofin af med sjalfmeltu eftir umbrot.
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Stokkbreytingarnar voru gerdar & VPR,c (C-enda styttri Gtgafunni & VPR) til likingar vid
C-enda AQUI, eins og fyrr var nefnt.

Mynd 10. brividdarbygging af VPR (PDB takn; 1SH7). A. Heildarbygging ensimsins, par sem synd er
hvotunarprenndin (Asp37, His70 og Ser220) &samt kalsium bindisetunum premur (gular kalur). B.
Neaermynd af byggingu N-enda ensimsins par sem sja ma hlidarkedjurnar N3P og I5P.

Vel tokst til vid tjaningu og hreinsun Pro stokkbrigdanna. Malingar 4 hradafreedilegum
eiginleikum prolin stékkbrigdanna voru framkvemdar og bornir saman vid VPR,c (tafla
6). Innsetning Pro stokkreytinganna leekkadi hvotunargetu ensimsins i samanburdi vid
villigerd. Einfalda stokkbrigdid, I5P, syndi leekkun & hvotunargetu, Kea/Km um 40% midad
vid VPR,c. bessi ahrif endurspegla mjog minnkada sakni i hvarfefni, en I15P hefur 40%
heerra Ky, gildi midad vid VPR,c. Tvofalda stokkbrigdid, N3P/15P, syndi hins vegar mikla
leekkun a Kea, €0a um 85% lekkun, midad vid VPRac. N3P/ISP syndi einnig svipada
haekkun & K, gildi og einfalda stokkbrigdid, 15P syndi, midad vid VPR,c. Pessi mikla
leekkun i ke @ tvofalda stokkbrigdinu, N3P/I5P endurspeglast i hvotunargetunni (Kea/ Knm),

en hun er einungis um tiundi partur af hvétunargetu VPRxc.
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Tafla 6. Hradafradilegir eiginleikar VPR ¢ og prolin stokkbrigdanna, I15P og N3P/I5P [6].

Ensim Keat(S™) Km (MM) Keat/ Kin (MM s
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

Meelingar & hitastddugleika voru framkvemdar og bornar saman vid VPRxc. Innsetning
Pro stokkbreytinganna jok stodugleika ensimsins gagnvart hita samanborid vid VPRxc
(tafla 7, mynd 11 og 12). Einfalda prolin stokkbrigdid, I5P, syndi svipada aukningu &
hitastddugleika, baedi fyrir Tsoy 09 T, (~2,3°C). A medan tvifalda stokkbrigdid N3P/ISP
syndi haekkun a hitastédugleika um ~ 5,5°C i Tsoy 00 ~ 4,1°C i Tp,.

Tafla 7. Hitastodugleiki VPR, c og prolin stokkbrigdanna I15P og N3P/I5P [6].

Ensim Ts00 Tm

VPRxc 56,4+ 0,2 65,2+0,2
ISP 58,7+0,1 676+0,1
N3P/I5P 61,9+0,2 69,3+£0,2

Ef kristalbygging VPR er skodud mé sja ad hitapattur (B-gildi) N-endans er meira en
tvofalt heerri en medalhitapattur byggingarinnar [23]. En hitapéattur kristalbyggingar getur
gefio visbendingu um sveigjanleika byggingarinnar og pvi gefur petta til kynna ad N-
endinn sé hlutfallslega hreyfanlegri en adrir hlutar byggingarinnar. Pessi aukni
hitastodugleiki af voldum innsetningar Pro stokkbreytinga inn & N-endann & VPRc geti
pa bent til pess ad prolin i pessum setum gegni hlutverki vid ad stifa lykkjuna vid N-

endann og stédga par med myndbyggingu ensimsins.
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Mynd 11. Samanburdur & Arrheniusargréfum fyrir stokkbrigdin I5P og N3P/I5P og VPR,c. Hradi
virknitaps var maldur med pvi ad taka syni med reglulegu millibili, eftir ad synid hafdi verid hitad vid fast
hitastig & bilinu 54 — 66°C. Synid var i buffer; 25 mM Tris, pH 8,9, 15 mM CaCl,, 100mM NaCl, 1 mM
EDTA og notast var vid 0,5 mM succinyl-AAPF-p-nitroanilid hvarfefni.
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Mynd 12. Stadladir bradsluferlar fyrir VPR,c, 15P og N3P/I5P. Syni voru hindrud ad lokastyrk 1 mM
PMSF og sett i dialysu & méti 25 mM glycine, pH 8,6, 100 mM NaCl, 15 mM CaCl,. Ferlar voru akvardadir

med mealingum 4 breytingum 4 ,,circular dichroism” (ellipticity) syna af ensimunum vid 222 nm sem fall af
hitastigi a bilinu 25-90 °C.
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Pessi mikla stodugleikaaukning af véldum prélinbreytinganna i VPRac beindi sjénum
okkar ad ndkveemari skodun & pessu svadi i VPR og skyldum ensimum. Préteinasi ur
kuldakeerri Serratia tegund (SRPK) hefur 60% amindsyrurada samsvorun vio AQUI og
kristalbygging pess hefur verid birt [24]. P6 ad SRPK komi Ur kuldakeerri bakteriu pa synir
ensimid ekki alla demigerda kuldaadlagada eiginleika. Kjorhitastig SRPK er ~70 °C
midad vid ~55 °C fyrir midlungshitakera proteinasa K [90]. | byggingu SRPK er einnig ad
finna Pro3 og Pro5 & N-enda pess, likt og AQUI. N-endi virka préteinhlutans a SRPK er
festur vid meginhluta byggingarinnar med vetnistengjum og myndar B-flét & N-endanum,
sem fyrstu tveer amindsyrurnar mynda vid aminosyrur i setum 23-24 i meginhlutanum.
Samkvaemt kristalbyggingu AQUI er pessi B-fl6tur einnig til stadar. I VPR og skyldum
ensimum er N-enda svadid vel vardveitt ad fratdldum prélinsetunum. Einnig er
eftirtektarvert ad midad vid birta amindsyrurod VPR [3, 21], pa er virki hluti VPR tveimur
amindsyrum styttri i N-endann samanborid vid AQUI og dénnur skyld ensim (mynd 4). bad
ad virki hluti VPR skuli vera tveimur amindsyrum styttri i N-endann geeti verid hluti af
kuldaadlogunarferli pess, par sem umraeddur B-flotur myndi ekki myndast og N-endinn
veeri ef til vill hreyfanlegri fyrir vikid. Hinn aukni stodugleiki samfara innleidingu prélin
stokkbreytingarinnar i VPRc kann pvi ad benda til aukinnar festu i byggingu N-endans.
Vid veltum pvi fyrir okkur af hverju petta geeti stafad af og geeti pad verid vegna pess ad
rofstadur vid N-enda VPR,c hefdi ef til vill hlidrast i samreemi vid N-enda AQUI og
SRPK. betta feeli i sér ad tilgreindur B-flotur needi ad myndast i stokkbrigdinu, sem veeri pa
orsok stodugleikaaukningarinnar og jafnframt lekkunar i hvétunareiginleikum. Vid
préfudum pessa tilgatu med N-enda Edman radgreiningu, sem framkveemd var & tvofalda
prélin stokkbrigdinu og borin saman vid villigerd VPR, AQUI, SRPK og préteinasa K. N-
enda Edman radgreiningin stadfesti tilgatuna um hlidrun & rofstad N-endans i prdlin
stokkbrigdinu. En N-enda Edman radgreiningin leiddi i 1jos ad 6likt villigerd VPR (Q1-S2-
N3), hefst N-endi virka ensims hluta tvofalda prolin stokkbrigdisins & rodinni A1-V2-Q3-
S4-P5 (mynd 13).
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PRK AAQTNAP-WGL
AQUI ATQSPAP-WGL
SRPK ADQ-PSPTWG |
VPRwt .. QSNAI -WGL
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Mynd 13. Samr6dun amindsyrurada vid N-enda préteinasa K (PRK), aqualysins | (AQUI), Serratiu
proéteinasa (SRPK), villigerdar VPR (VPRwt) og tvéfalds prolin stokkbrigdis VPR. Vid rofstad N-enda
forradar pessara skyldra ensima, ma greina ad villigerd VPR er tveimur a.s. styttri en hin hitastédugri
ensimin. Tvofalda prélin stokkbrigdid synir aftur & moti hliorun a rofstad vid N-endann og betir vid sig
tveimur a.s. likt og hitastddugri ensimin [6].

Byggt & pessum athugunum var sett fram su tilgata ad innsetning prolin a.s. a N-enda VPR
valdi stifingu i lykkju vid N-endann, hlidrun a rofstad N-enda forradarinnar og stydji
pannig vid myndun B-flatarins likt og i SRPK og AQUI (mynd 14). Bent hefur verid & ad
festing N- og C-enda med saltbrim og vetnistengjum geti virkad til aukins stédugleika i

ensimum hita- og ofurhitakaerra drvera [91].

Mynd 14. N-enda svaedi i VPR (dokkt) og AQUI (ljost). Hlidarkedjur i stokkbreytisetum og Q1 i VPR eru
syndar asamt vetnistengjum (brotastrik) sem myndast 4 milli a.s. 4 B-fletinum & N-endanum og a.s. inni i
meginbyggingunni [6].

Pessar nidurstodur okkar voru birtar & sidasta ari [6] og stydja alyktanir i adur birtum
nidurstddum [40] um mikilvaegi prolin amindsyra fyrir stodugleika AQUI, sérstaklega i
nand vid N-endann. | framtidinni geti verid ahugavert ad athuga hvort stokkbreyting &
AQUI i att ad VPR 4 pessum somu setum valdi eydingu B-flatarins. Einnig veeri ahugavert
ad kanna kjorhitastig tvofalda prolin stokkbrigdisins, vegna aukins hitastodugleika sem

breytingin olli.
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3.2. Mzlingar a flurljomunarbaelingu a AQUI og VPR

3.2.1. Honnun stokkbrigda fyrir maelingar
Til pess ad meta heildar (global) sveigjanleika hitaadlagada ensimsins AQUI og
kuldaadlagada ensimsins VPR & msek timaskalanum, var notast vid melingar & belingu
flarljomunar Trp hopa i ensimunum, af voldum akrylamids. bessar malingar byggja &
adgengi Trp hopa ensimsins fyrir akrylamid. Trp hopar eru yfirleitt grafnir i kjarna proteina
0g adgengi ad peim fyrir smasameindir etti pvi ad endurspegla sveigjanleika ensimsins.
Fyrir slikar maelingar er mikilvaegt ad fjoldi og stadsetning Trp hdpa ensimanna sem bera &
saman, sé & samsvarandi stédum i byggingunum.
Samanburdur & amindsyrurédum og prividdarbyggingum VPR og AQUI syndu ad VPR
hefur lengri C-enda heldur en AQUI a sinu virka formi. VPR hefur einnig fjéra Trp hdpa
(Trp6, Trpll4, Trpl91 og Trp208), par sem AQUI hefur prja (Trp8, Trpll4 og Trp208) i
samsvarandi setum i byggingunni (mynd 15). Til pess ad vera med akjosanleg maodel fyrir
meelingar & flarljomunarbalingu pessara ensima var framkéllud stokkbreyting & AQUI i att
ad VPR, par sem Tyr i stodu 191 var stokkbreytt yfir i Trp (Tyrl91Trp). Ennfremur var
notast vid C-enda stytt afbrigdi VPR, VPR,c til ad auka & likindin. Med pessum
stokkbrigdum toldum vid okkur vera med &kjosanlegt maddel til pess ad bera saman
heildarsveigjanleika kuldaadlagada ensimsins (VPR) og pvi hitaadlagada (AQUI), med
beelingu & flarljémun Trp hopa ensimanna. Kristalbyggingar ensimanna gefa til kynna ad
par sem Trp hopar ensimanna eru i samsvarandi setum meetti datla ad hoparnir séu med
sama eda mjog svipad adgengi gagnvart leysinum. En hér erum vid ad vonast eftir ad mela
»ondunar hreyfingar ensimanna med flarljomunarbzlingunni.
Agetlega tokst til vid tjaningu og hreinsun Tyr191Trp stokkbrigdisins i AQUI (hér eftir
verdur stokkbrigdio kallad Y191W) og voru melingar a hitastodugleika og
hvotunareiginleikum framkvaemdar og nidurstédur bornar saman vid villigerd AQUI og
VPR, 4samt C-enda styttunni (VPRac).
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Mynd 15. bprividdarbygging VPR (blatt) og AQUI (rautt). Hvétunarprenndin (Asp37/39, His70 og
Ser220/222) og Trp hdpar (gulir) eru syndir a badum byggingum. C-enda rédin i VPR (fjélublatt) sem snidin
hefur verid af i VPR, er einnig synd.
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Til ad meta ahrif stokkbreytingarinnar Y191W & hvétunareiginleika ensimsins voru
Michaelis Menten hradafastarnir K, 0g ke &kvardadir gagnvart hvarfefninu succinyl-
AlaAlaProPhe-p-nitroanilide (SAAPFpna) vid 40°C og bornir saman vid villigerd AQUI
(tafla 8). Pessar nidurstodur voru einnig bornar saman vid villigerd VPR og C-enda stytt
afbrigdid, VPRc (tafla 8).

Tafla 8. Hradafradieiginleikar VPR, VPRac, AQUI og Y191W gegn
sAAPFpna vid 25 °C (VPR og VPR,c) 0g 40°C (AQUI og Y191W).

Ensim Keat (57 Km (MM) Keat/ Km (MM s
VPR 74,6 £5,0 0,166 £ 0,017 449 £ 30
VPR 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+20 1,00£0,13 40,6 £7,2

Nidurstddurnar syna smavaegilega leekkun i hvotunargetu (Kea/Knm) stokkbrigdisins Y191W
i samanburdi vid villigerd AQUI. bessi munur & eiginleikum stokkbrigdisins og villigerdar
er po ekki i peim mzli ad pad muni varpa ryrd a rannsoknarlikanid. A petta einnig vid um
VPRsc 0g VPR. Hér mé sjd ad kuldakera ensimid, VPR, byr yfir mun meiri
hvotunarvirkni (Kea/Km) heldur en hitakaera ensimid AQUI (tafla 8).

Hitastodugleiki stokkbrigdisins Y191W, metinn sem  hradi virknitaps (Tsoe), var
akvardadur vid valin hitastig & bilinu 90-100 °C og voru nidurstédur malinganna settar
upp i Arrheniusar graf. Nidurstodurnar voru bornar saman vid villigerd AQUI (mynd 7) og
leiddi stokkbreytingin Y191W til leekkunar & Tspe, um 2,6°C midad vid villigerd AQUIL.
Petta bendir til ad stokkbreytingin hafi einhverja byggingarlega réskun i for med sér, e.t.v.
vegna steekkunar hlidarhépsins. Einnig er mogulegt ad vetnistengi tapist vid ad stokkbreyta
Tyr yfir i Trp, en Tyr hefur hydoxylhép sem getur myndad vetnistengi vid vatnshjupinn a
yfirbordinu i préteininu. Einnig er eftirtektarvert ad a Arrheniusargrofum er hallinn minni a
ferlinum fyrir stokkbrigdid i samanburdi vid villigerdina (mynd 16). Fyrir meelingar a Tsoo,
var virknitapid meelt & hitastigsbilinu 88 — 98 °C, med 2 °C millibili og ma sja ad mestu
munar & milli ferlum Y191W og villigerdarinnar vid leegri hitastigin en vid 96 °C skarast

ferlarnir. Pannig ad hitastodugleikinn gagnvart virknitapi virdist vera mismunandi eftir
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hitastigi en asteedan fyrir pessari breytingu i hallatdlu ferlanna er ekki pekkt. Aftur & mati
pa synir stokkbrigdid enn einkenni hitaadlagads ensims midad vid VPR og pvi metid ad
pessi lekkun & Tso muni ekki hafa ahrif & samanburd Y191W og VPRxc med

flarljomunarbalingu.

=Nk AQILI
—— [Nk Y191

Ink

_5 11 1 | I 11 1 1 I 1 1 | I 11 1 1 I 11 1 1 I 11 1 | I 11 1 1 I 11 1 | I
2,69 27 271 272 273 274 275 276 277

10000 (K)

Mynd 16. Arrheniusargraf fyrir hitavirknitap Y191W og villigerd aqualysin 1. Syni af ensiminu voru
hitud vid valin hitastig i 25 M Tris, pH 8,95, 100 mM NaCl og 1 mM CacCl, og eftirlifandi virkni meald med
hvarfefninu SAAPFpn.

Til ad meta eiginlegan hitastédugleika myndbyggingar ensimstokkbrigdsins Y191W var
breedsluferill pess akvardadur eftir ad ensimid hafdi verid hindrad med serin
préteinasahindranum phenylmethanesulfényl fliorioi (PMSF). Voru pessar melingar
framkvemdar & CD litr6fsmeeli og var stadladur bradsluferill Y191W borinn saman vid
villigerd AQUI. Stddludu braedsluferlar hitakera ensimsins, af villigerdinni og
stokkbrigdinu voru sidan bornir saman vid villigerd kuldakera ensimsins VPR og C-enda
stytt afbrigdi pess, VPRac (mynd 17 og tafla 9).
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Mynd 17. Staodladir braedsluferlar fyrir VPR, c 0g Y191W bornir saman vid tilheyrandi villigerd. Ferlar
voru dkvardadir med melingum 4 breytingum & “circular dichroism” (ellipticity) syna af ensimunum vid 222
nm sem fall af hitastigi a bilinu 25-90 °C fyrir VPR og VPR, en & bilinu 50-95°C fyrir AQUI og Y191W.

VPR og VPR, voru i 25 mM glysin buffer, pH 8,6 sem innihélt 200 mM NaCl og 15 mM CaCl,. AQUI og
Y191W voru i acetat buffer, pH 3,5, sem innihélt 100 mM NaCl og 1 mM CaCl..

pessar samanburdarmalingar & stodludu braedsluferlum Y191W og villigerd AQUI, syndu
ad um engar breytingar var ad reda 4 hitastodugleika Y191W stokkbrigdi midad vid
villigerd ensimsins. Nidurstodurnar syndu einungis 0,2 °C mun i Tn, & milli villigerdar
AQUI og stokkbrigdisins Y191W.

Tafla 9. Hitastodugleiki villigerdar VPR og Aqualysins | og C-enda styttu VPR og stokkbrigdisins
Y191W Ur Arrheniusar-gréfum (Tsge, fyrir virkt ensim) og CD-malingum (T, fyrir hindrad ensim).

Ensim Tm (°C) Tso0 (°C)
VPR 63,6 £0,3 56,0+ 0,2
VPR,c 65,2+0,2 56,4+0,1
AQUI 826+15 91,4+0,2
Y191W 82,4+05 88,8+0,3
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Ef nidurstddurnar eru teknar saman pa synir samanburdur & VPR og VPR, c samberilega
hradafreedilega eiginleika en aftur & moti syndi VPR, litillega haekkadan stodugleika
gagnvart hita, en Tr, haekkar um ~1,6 °C og Tspe Um ~0,4 °C (tafla 7). bar sem um minni
heekkun er ad raeda fyrir Tsoy €n Tr, geeti pad bent til pess ad stytting C-endans hafi litil
ahrif & virknitap vid hatt hitastig en meiri ahrif til styrkingar heildarstédugleika
byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun. Samanburdur & AQUI og Y191W syndi
samberilega hradafredilega eiginleika en aftur @ moti syndi Y191W litillega aukinn
stddugleika gagnvart hita, en Tsoo haekkar um ~2,6 °C og T, um ~0,2 °C (tafla 7). bar sem
um minni haekkun er ad raeda fyrir Tr, en Tsoo, geeti pad bent til pess ad innsetning Trp hops
i stad Tyr hafi meiri &hrif & virknitap vid héatt hitastig en litil &hrif til styrkingar
heildarstddugleika byggingarinnar gagnvart hitaafmyndun. Eftir pennan samanburd &
honnudu stokkbrigdunum, Y191W og VPR,c, Vid villigerd ensimanna, voru stokkbrigdin
metin sem g6dir fulltrdar ensimanna fyrir flarljomunarmelingarnar sem notadar voru til

pbess ad meta heildarsveigjanleika bygginga ensimanna.

3.2.2. Flarljomunarmaelingar a honnudu
stokkbrigounum
Heildarsveigjanleiki Y191W og VPR,c var metinn Gt fra flarljémunarbzlingu Trp hépa

peirra af voldum akrylamids (mynd 18). Eftir pvi sem heildarsveigjanleiki préteinsins er
meiri pvi meira adgengi hefur akrylamidid ad Trp hopunum og eigin (intrinsic) flarljomun
proteinsins leekkar med auknum styrk akrylamios. Flurljomun Trp hépanna var skonnud fréa
300-400 nm eftir 6rvun vid 285 nm, vid valin hitastig & bilinu 10-55°C. Akrylamidi var
sidan beett ut i proteinlausnina & styrkbilinu 0-250 mM (mynd 18).
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Mynd 18. Flarljémunarferlar VPR,c og Y191W vid mismunandi styrk akrylamids (AA). A.
Flarljémunarbeling VPR, vio 35°C af voldum AA. B. Fldrljomunarbeling Y191W vid 35°C af voldum
AA. Flarljémun var skdnnud fra 300 — 400 nm eftir 6rvun vid 285 nm. Beling & flarljémun Trp hdpa var
gerd med 4ul skdmmtum af 2,5 M AA Gt i 500l préteinlausn i 50 mM Tris, 10 mM CacCl,, pH 8.
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Til pess ad utfera ahrif flarljomunarbalingarinnar sem skilgreiningu & heildarsveigjanleika
ensimanna, var Stern-Volmer fastinn akvardadur Gt fra jofnu bestu linu i Stern-Volmer
grafi, par sem Fo/F er fall af [Q], skv.:

Fo/F =1 + Ksy[Q] (jafna 11)

par sem Stern-Volmer fastinn (Ksy) er hallatala ferlanna (mynd 19). Eftir pvi sem hallinn
er meiri pvi meira adgengi hefur balirinn, akrylamid, ad Trp hopunum, sem veldur pvi ad
flarljomunin minnkar. ba er haegt ad gefa sér ad pvi steerri sem Kgy er, pvi sveigjanlegra er

proteinid.

ET e (a0
mnmn

0 50 100 150 200 250

[Acrylamide] (mM)

Mynd 19. Stern-Volmer graf fyrir flirljomunarbzalingu & Y191W (rautt) og VPR, (blatt) af véldum
akrylamids. Hallatala adhvarfs (regression) linanna samsvarar Stern-Volmer fastanum (Ksy), sem er gefinn i
toflu 10.
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Tafla 10. Stern-Volmer fastinn fyrir VPR,c og Y191W vid mismunandi hitastig.

Ksv (MM™*107%)

10°C 25°C 35°C 45°C 55°C
VPRyc 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

Utfra toflu 10 ma sja ad VPRac er med 30-40 % haerri Stern-Volmer fasta i samanburdi vid
Y191W. Enn frekar ma greina a0 VPRjc er med svipadan Stern-Volmer fasta a
hitastigsbilinu, 10-35 °C, en tekur svo sma stokk upp ad hitastigi 45-55 °C. Synt hefur
verid fram & ad kjoradstedur fyrir VPR er i kringum 45-55 °C, par sem ahrif hitastigs a
hvotunargetu (Kea/Km) ensimsins voru metin [21]. Petta geeti utskyrt hvers vegna VPRac
virdist hafa haestan Stern-Volmer fasta vid 45-55 °C, par sem ensim eru talin hafa mestan
sveigjanleika vid kjorhitastig sin [53, 54]. Y191W hefur leegsta Stern-Volmer fastann vid
10 °C en fer heekkandi med haekkudu hitastigi, aftur & méti ma greina stéonun &
hitastigsbilinu 35-55 °C. Ahugavert veri p6 ad kanna sveigjanleikann & Y191W vid herri
hitastig neer Kkjorhitastigi ensimsins (80°C). bessar nidurstéour benda til pess ad
kuldaadlagada ensimid, VPR, hafi myndbyggingu par sem Trp hopar pess eru adgengilegri
gagnvart akrylamidinu, sem gefur til kynna um ad heildarsveigjanleiki (& ms timaskala)
VPR sé meiri heldur en hja hitaadlagada ensiminu AQUI.

Kuldaadlagada ensimid syndi toluvert meiri byggingarlegan sveigjanleika a ms
timaskalanum i samanburdi vid pad hitaadlagada. Nidurstodurnar eru pvi i samraemi vid
pbaer tilgatur um ad byggingarlegar forsendur hitastigsadlogunar préteina feli i sér adlégun a
sameindasveigjanleika peirra og ad heerri hvotunarvirkni kuldaadlagadra ensima i
samanburdi vid samstofna hitaker ensim sé vegna pess ad pau bdi yfir meiri
byggingarlegum sveigjanleika (en nidurstodur hafa einmitt synt ad VPR byr yfir heerri

hvotunarvirkni i samanburdi vid AQUI).

S7



3.3 Cystein stokkbreytingar til spunamerkinga

Fyrir skodun a stadbundnum sameinda-sveigjanleika hitaadlagada ensimsins AQUI og
kuldaadlagada ensimsins VPR & nsek timaskalanum, var notast vid markvissar
spunamerkingar (SDSL; site-directed spin labeling) og EPR meelingar. EPR mealingar geta
gefid upplysingar um hreyfingar spunamerkja i peim setum sem stokkbreyttar eru, dsamt
upplysingum um hreyfingu peptidkedjunnar. Med pvi ad Kkortleggja stadbundinn
sveigjanleika & mismunandi stodum fjolpeptidokedjunnar er haegt ad fa mikilveegar
visbendingar um hvada hreyfingar eru mikilvegar fyrir virkni og hitastigsadlogun
ensimanna. Fyrir pessar melingar var notast vid nitroxid spunamerkid methanethiosulfate
spin-label (MTSSL).

Set innan akvedinna svaeda, badi i VPRxc og AQUI voru valin til markvissra
spunamerkinga fyrir EPR malingar. Sveedin voru valin med tilliti til hvar ahugavert veeri
ad skoda stadbundinn sameinda-sveigjanleika, eins og t.d. & helixum C og D sem eru taldir
vera med hreyfanlegustu svedum préteinanna (mynd 3). bvi nast var leitast vid ad hafa
serin eda alanin amindsyru i peim setum sem urdu fyrir valinu, til ad valda sem minnstri
roskun a myndbyggingunni vid innsetningu a cysteini. Einnig er naudsynlegt ad vera med
samsvarandi set i byggingum VPR og AQUI fyrir samanburdinn & stadbundum
sveigjanleika ensimanna. Ad lokum var haft i huga adgengi setanna ad leysinum, en eftir
bvi sem adgengid er meira pvi audveldara @tti ad vera ad koma spunamerkinu ad fria
pbi6lhop cystein amindsyrunnar, fyrir EPR malingarnar.

Fimm samsvarandi set & bAdum préteinum voru valin til markvissra spunamerkinga. pessi
set voru S/A110C, A140C, S/IA123C, S134C og S/A184C (mynd 20). Set 123 (S123C i
VPRac 0g A123C i AQUI) er stadsett a lykkju sem er nalagt ,,hjorulios” svaedinu (hinge
region) sem tengir saman helixa C og D. ,Hjorulids” svadid samanstendur af
Asnl18Alal19Ser120Gly121Pro122 og er samkvaemt ,normal modes* kraftsvids-
utreikningum med hreyfanlegustu hlutum VPR sameindarinnar [92]. Set 110 og 140
(S110C, A140C i VPR,c 0g A110C, A140C i AQUI) eru stadsett a helixum C og D. Set
134 (S134C badi i VPRAc 0g AQUI) er stadsett & lykkju vid helix D og set 184 (S184C i
VPRc 0g A184C i AQUI) er stadsett a lykkju naleegt kalsiumbindiseti 3. Vid skodun a
kristalbyggingu ensimanna matti greina ad set 110 er adgengilegast gagnvart leysinum,
sidan set 184 og loks set 140,123 og 134.
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Framkalladar voru stokkbreytingar fyrir 6l fimm setin en ekki tokst ad framleida virkt
cystein stokkbrigdi & 6llum setunum (sja nénar i vidauka pessarar ritgerdar). Pad tokst ad
framleida virkt cystein stokkbrigdi i seti 123 i badum ensimum, S123C i VPR, c 0og A123C
i AQUI, og var vinnu haldid afram med pessi tvo stokkbrigai.

Ser110Cys

P )\
'4;..

Ser134Cy:

Mynd 20. Pprividdarbygging VPR (blatt) og AQUI (rautt). Cystein stokkbrigdi eru synd i gulu & badum
byggingum, tvisalfidbryr eru synd i 1jésblau og steekkada C-enda rodin i VPR er synd i fjdlublau.
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Hafist var handa vid rektun og hreinsun pessara tveggja stokkbrigda med smavagilega
breyttum adferdum eins og minnst var & i kafla 2.17.

Melingar & hitastodugleika og hvétunareiginleikum S123C voru framkveemdar og bornar
saman vid VPR,c (tafla 11). Nidurstddurnar syndu svipada eiginleika fyrir S123C og
VPRxc. PO er eingdngu buaid ad framkvaema tveer meelingar fyrir hradafraedina og tveer fyrir
Tso9 . Pad pyrfti ad framkveema nokkrar malingar til vidbotar, &samt malingum & Ty, til
ad stadfesta ad S123C hafi sama hitastodugleika og hvétunareiginleika og VPRyc. En
pessar melingar voru latnar duga ndna og kraftur settur i ad fa fram spunahvarfid svo haegt
veeri ad framkveema EPR meelingar.

Hradafreedilegir eiginleikar voru einnig metnir fyrir A123C stokkbrigdid og borid saman
vid AQUI (tafla 11). Nidurstédurnar syndu svipada hvétunareiginleika hja A123C
stokkbrigdinu og fyrir villigerd AQUI. Aftur & moti a eftir ad framkveema malingar fyrir
hitastodugleikann & A123C, en ekki er baist vid pvi ad stokkbreytingin valdi mikilli roskun
& hitastdougleika ensimsins, par sem S123C olli ekki mikilli roskun & hitastodugleika
VPRc gagnvart hau hitastigi. Einnig & eftir ad meela hvotunareiginleika og hitastodugleika
S123C og A123C eftir ad pau hafa verid spunamerkt en pad geeti hugsanlega valdid roskun
& byggingu og/eda eiginleikum préteinanna. Ekki hefur verid til naegt proétein eftir

spunamerkinguna til pess ad framkvaema pessar mealingar.

Tafla 11. Hradafradilegir eiginleikar S123C og A123C, dsamt hitastéougleika S123C, borid saman vid
videigandi villigerair.

Ensim kcat (S>1) Km (mM) kcat/Km (mM_ls_l) TSO% (OC)
5123C 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+ 55 141+0,2 46,2+ 29

AQUI 66,2 + 10,1 1,21+0,2 55,2+4,0 91,4+0,2

pa var hafist handa vid spunamerkingar fyrir EPR melingar. Spunahvarfid var gert eins og
nefnt var i kafla 2.16, og var unnid med proteinsyni sem var 250-300 uM. EPR malingin
hja S123C var gerd vid herbergishita og skannad yfir um 90 sinnum. Mjog fint merki kom
og syndi adeins spunamerki sem bundid er préteininu en ekki neitt fritt spunamerki (mynd
21 A).
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S123Cvprac

A123Coui

Mynd 21. EPR rof af spunamerktu cystein stokkbrigdunum S123C og A123C. A. EPR rdéf af S123C par
sem tekin voru um 90 skonn. B. EPR rof af A123C par sem tekin voru um 250 skdnn. Malingar voru gerdar
vid herbergishita.

EPR malingin hja A123C var einnig gerd vid herbergishita en EPR réf var skannad yfir
um 250 sinnum, par sem pad fekkst mun veikara merki i samanburdi vid S123C (mynd 21
B). Pvi betra og sterkara syni sem um er ad raeda pvi minna parf ad skanna yfir til pess ad
fa lesanlegt merki ar EPR malingunum. Hér var fyrir vist notast vid négu mikid protein,
par sem gleypni vid 280 nm syndi 5x herri gleypni fyrir A123C heldur en fyrir S123C,
pannig ad vid vorum med u.p.b. 5x meira protein af A123C heldur en S123C. Skyring a
pvi hversu veikt merkid er hja A123C geti verid vegna pess ad spunahvarfid hefur ad
Ollum likindum ekki gengid til fulls.

Liklegast er ad hvarfadsteedurnar fyrir spunamerkingu a A123C purfi ad vera ddruvisi en
fyrir S123C. par sem ad A123C er stokkbrigdi i hitaadlagada ensiminu AQUI og byr yfir
stifari myndbyggingu i samanburdi vid stokkbrigdid S123C sem er i kuldaadlagada

ensiminu VPR, ma bulast vid pvi ad erfidara sé fyrir spunamerkid ad hvarfast vid frjalsa
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pidlhop stokkbrigdisins. P4 er liklegt ad spunahvarfid purfi ad ganga i lengri tima fyrir
cystein stokkbrigdio i AQUI og jafnvel vid hearra hitastig til ad losa um myndbygginguna,
svo spunamerkid eigi greidari adgang ad fria piolhopnum.

Ekki nadist ad framkvaema fleiri EPR melingar 4 A123C, par sem ekki var til negjanlegt
magn af proteini og pyrfti ad framkvema hreinsun & stokkbrigdinu fyrst. bad var
einfaldlega ekki timi til pess. Neestu skref veeru pa ad hreinsa meira af A123C og kanna
sidan hvarfadstaedur fyrir spunahvarfid m.t.t. tima og hita. Pegar hvarfadstedur hafa verid
préadar er haegt ad gera samanburd & hitaadlagada og kuldaadlagada stokkbrigdinu. ba
veeri frodlegt ad framkvaema EPR melingarnar vid mismunandi hitastig og sja hvort
sveigjanleiki spunamerkisins & pessum stad breytist vid aukid eda leekkad hitastig.

Eftir ad préun & spunahvarfi fyrir A123C hefur verid lokid og gott réf hefur fengist til
samanburdar & S123C, pa verda snuningstimar (rotational correlation times) (tr) réfanna
akvardadir til ad meta hreyfanleika spunamerkjanna og ensimin borin saman. tr eru
akvardadir fyrir hradar og heaegar hreyfingar rofsins (mynd 22). Fyrir hradar hreyfingar
rofsins (2A;; < 40 G) (mynd 16A) ma reikna (tr) samkvaemt:

. 2 5w ].U_]: ‘I (.. h_ﬂ 1II| -
rg = (6.5 x YO, Y (jafna 12)

par sem ho er haed midtoppsins en h.; er haed hasvids (high field) topps og & er breidd
midtoppsins (mynd 23A).
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Mynd 22. Deemigert EPR-rd6f fyrir hradar (A) og haegar (B) hreyfingar [2]. Litr6fsviddin (spectral width)
(2A;,) synir hreyfanleika spunamerkisins. 2A,, er breidari fyrir heegari hreyfingar (B) heldur en fyrir hradar
hreyfingar (A).

Fyrir heegar hreyfingar rofsins (2A;; > 40 G) (mynd 23B) ma akvarda (tr) Utfrd breidd

réfsins samkveemt:

24 |\

| o
- |

rF_=a|l—
1

24 7% | (jafna 13)

par sem 2A,; er breidd rofsins (i Gauss) og 2A,,"™ er hamarksbreidd rofsins fyrir tiltekid
spunamerki, sem fyrir MTSSL er 75,8 G. Studlarnir a og b eru hadir breidd midtoppsins
(0) (mynd 24).
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4. Lokaord

Petta verkefni er hluti sterra verkefnis par sem byggingarlegar forsendur
hitastigsadlogunar subtilisin-likra serin préteinasa Ur kuldakerri Vibrio-tegund (VPR) og
hitakeerri bakteriunni Thermus aquaticus YT-1 (AQUI) eru skodadar med markvissum
stokkbreytingum. Sveigjanleiki bygginga beggja var skodadur & msek og nsek
timaskalanum til ad sannreyna pa tilgatu sem sett hefur verid ad kuldakeer ensim bui yfir
meiri sveigjanleika vid I&g hitastig i samanburdi vid hitakeer ensim.

Anrif prélinbreytinganna voru mjog ahugaverdar hvad vardar stodugleika og hlidrun
rofstadar a N-enda vegna tvoféldu breytingunnar. En tvofalda prolinbreytingin syndi
heekkun & hitastédugleika um ~5,5 °C i Tsgo, 09 ~4,1°C i T, | Samanburdi vid VPR,c, sem
er mesta haekkun sem melst hefur verid a stokkbreytingum i kuldakera Vibrio-
proteinasanum. Med pessum aukna hitastodugleika fylgdi minnkud hvotunargeta (Kea/ Km),
en hun var einungis um tiundi partur af hvotunargetu VPR,c. bessar nidurstoour eru i
samraemi vid peer tilgatur um hitastigsadlogun préteina, ad aukinn stoédugleiki préteina er
yfirleitt talinn vera samfara minnkadri hvotunargetu vegna stifari myndbyggingar.
Samanburdur & birtri amindsyrur6d VPR og aminosyrurodum AQUI og 6drum skyldum
ensimum syna ad VPR er tveimur amin6syrum styttri i N-endann. Aftur & moti vid
innsetningu tvoféldu prolinbreytingunnar vard N-endinn tveimur amindsyrum lengri midad
vid villigerd VPR. Var petta stadfest med N-enda Edman radgreiningu, en han leiddi i 1j6s
ad olikt villigero VPR (Q1-S2-N3) pa hefst N-endi virka ensimshluta tvofoldu prélin
stokkbreytingarinnar & rédinni A1-V2-Q3-S4-P5. ba veru nastu skref ad athuga hvort
stokkbreyting a AQUI i att ad VPR & pessum somu setum myndi valda hlidrun & rofstad N-
enda forradarinnar, pannig ad N-endi virka ensim hlutans yrdi tveimur amindsyrum styttri
likt og i villigerd VPR. P& geti einnig verid ahugavert ad framkvema melingar &
flarljéomunarbeelingu Trp hopa tvofalda prolinstokkbrigdisins og sja hvort sveigjanleikinn
hafi minnkad midad vid VPRc.

Stokkbrigdin Y191W og VPR,c reyndust vera gadir fulltriar fyrir villigerdirnar, par sem
stokkbrigdin syndu samberilegan hitastodugleika og hradafreedilega eiginleika i
samanburdi vid villigerdirnar. Mealingar a flarljomunarbeaelingu Trp hopa peirra a
hitastigsbilinu (10-55) °C syndu ad myndbygging VPRac var ,opnanlegri eda
sveigjanlegri gagnvart akrylamidinu i samanburdi vid Y191W. Nidurstédurnar eru i

samraemi vid peer tilgatur sem lagdar hafa verid fram, um ad kuldakeer ensim bui yfir meiri
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sveigjanleika vid lag hitastig i samanburdi vid hitakeer ensim. I framhaldi af pessu geti
verid &hugavert ad mela flarljdbmunarbeaelingu Y191W vid heerri hitastig eda nalegt
kjoradsteedum ensimsins.

Stokkbreytingarnar S123C i VPRac 0g A123C i AQUI voru framkalladar til markvissrar
spunamerkingar fyrir EPR melingar. Markmidid hér var ad kanna muninn & stadbundnum
sveigjanleika ensimanna & nsek timaskalanum. Stokkbrigdin syndu samberilega
hradafraedilega eiginleika i samanburdi vid villigerdirnar. Pa syndi S123C stokkbreytingin
~1 °C laekkun i Tso en pad a eftir ad framkvema T, melingar. b4 & einnig eftir ad
framkvaema pessar melingar fyrir A123C stokkbreytinguna. EKki var unnt ad gera
samanburdinn a stadbundnum sveigjanleika ensimanna par sem ekki nadist ad proa adferd
fyrir spunamerkinguna & A123C. En afram verdur haldid ad préa hvarfadstaedurnar fyrir
spunamerkingu a A123C svo hagt verdi ad gera samanburdinn & AQUI og VPR,c. Pa
verdur einnig lokid vid melingar & hitastodugleika stokkbrigdanna. I framhaldi af pvi
verdur haegt ad framkveema EPR malingarnar vid mismunandi hitastig og er atlunin ad
framkalla fleiri markvissar stokkbreytingar & ensimunum tveimur, i peim tilgangi ad
kortleggja stadbundinn sveigjanleika peirra @ mismunandi stodum fjélpeptidkedjunnar og
vid pad er haegt ad f4 mikilvaegar upplysingar um hvada hreyfingar eru mikilveegar fyrir
virkni og hitastigsadldgun ensimanna.
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6. Vidauki

6.1. Framleidsla a cystein stokkbrigéum

Fyrsta setid sem vard fyrir valinu til stokkbreytingar fyrir spunamerkingar var set 110.
S110C i VPRac 0g A110C i AQUI. S110 i VPR hefur adur verid stokkbreytt yfir i alanin
0g gekk su stokkbreyting vel [4]. bvi var petta set talid kjorid til stokkbreytingar fyrir
spunamerkingar. Einnig er setid vel adgengilegt leysinum og pvi atti ad vera audvelt ad
koma spunamerkinu fyrir.

Erfitt reyndist hins vegar ad framkalla stokkbreytingarnar S110C og A110C. Breytingar
voru gerdar & stokkbreytihvarfinu i von um ad framkdollun stokkbreytingarinnar teekist. Pa
var hitastiginu fyrir pattatenginguna (annealing) i PCR hvarfi medal annars breytt, par sem
hitastigio var ymist haekkad, leekkad eda stigmagnad. ba var einnig préfad ad auka magn
DNA motsins og stokkbreytingavisanna. Auk pess var préfad ad nota Tag polymerasa, sem
er med heerri villutioni midad vid Pfu polymerasann, asamt nyjum ndkleétioum. Loks tokst
ad framkalla stokkbreytingarnar en pa syndi radgreiningin ad par sem
stokkbreytingarvisirinn kom inn & genid, pa endurtok hann sig sifellt, p.e. visirinn paradist
alltaf vid sjalfan sig. ba var akvedid ad panta nyja stokkbreytingavisa sem voru lengri og
ekki eins GC rikir i von um ad pad myndi koma i veg fyrir ad visarnir myndu parast vid
sjalfan sig. Einnig var akvedid ad beeta vid 6dru seti & svipudum stad, A140C, sem stadsett
er a helix D.

Vel tokst til vid framkoéllun & stokkbreytingunum & setum 110 og 140, baedi i VPRAc 0g
AQUI, med nyju visunum. Radgreining stadfesti allar stokkbreytingarnar. bvi naest var
farid i ad raekta og hreinsa stokkbreyttu afbrigdin, en pad gekk heldur illa. Litil virkni
meeldist vid opnun fruma fyrir A110C og A140C i AQUI midad vid villigerdina og litil
sem engin virkni meldist i S110C, og engin i A140C i VPRxc. Nokkrar préfanir voru
gerdar i von um ad auka virknina i stokkbrigdunum (tafla 12). I préfunum var notast vid
minni reektir en venjulega, eda 100 ml i stad 500 — 1000 ml, til pess ad spara atid. P4 var
tjaning reektanna avallt vakin med vidbatingu 0,2 % rhamndsa fyrir AQUI og 0,02 %
arabinosa fyrir VPR, asamt pvi ad gera lausnirnar ad 10 mM CacCl,. Vid hirdingu frumanna
voru peer pvegnar einu sinni med buffer A.

Fyrst var atlunin ad skoda hvort vandamalid lagi i pvi ad innsetti Cys hépurinn veeri ad

valda usla. pa var profad ad baeta ut i frumulausnina dithiothreitoli (DTT) ad lokastyrk 2
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mM og 5 mM, vid opnun frumnanna, en DTT veldur rofi & tvisulfiobindingu med afoxun
peirra i fria piol-hopa og etti pa ad losa um rangt tvisulfidtengi, ef um veeri ad reeda med
vidbeettri Cys aminosyru i byggingunni. Einnig var akvedid ad kanna hvort vandamalid
veeri ad frumurnar opnudust ekki fyllilega. pPa var préfad ad notast vid 0,01% Triton-X100
sapu i frumulausninni, en sapan ryfur eda breytir byggingu frumuhimnunar og hjalpar
pannig til vid ad sprengja frumurnar. Ekki fékkst meiri virkni med vidbattu Triton X-100
0g pvi var talio ad vandamalid legi liklega ekki i sprengingu frumanna. ba var farid ad
skoda rektunarferlid og préfad var ad sjokkera frumurnar med 0,7% etanoli fyrir
inddseringu, sem hefur pann tilgang ad vekja tjaningu & sidvorslupréteininu sem adstodar
vid rétt umbrot préteinsins. En pad skiladi ekki tilsettum &rangri.

Einnig var profad ad ummynda stokkbrigdunum i adra stofna af E.coli frumum (LMG, BL-
21 og Origami). Stokkbrigdin voru sidan raektud eins og adur og virkni (U/ml) meld vid
opnun fruma. par sem stokkbrigdin A110C og A140C i AQUI syndu sma virkni & medan
virkni S110C og A140C i VPRxc var litil sem engin, pa var dkvedid ad profa ad ummynda
S110C i BL-21 frumur. Akvedid var ad pr6fa ummyndunina einungis & S110C en ekki
A140C i VPRyc, par sem aldrei hafdi melst nein virkni fyrir A140C stokkbrigdid. |
leidinni var einnig akvedid ad profa ad ummynda S110C i LMG frumur, en per hofou
reynst vel fyrir cystein stokkbreytingar a alkaliskum fosfatasa [85]. VPR,c var einnig
ummyndad badi i BL-21 og LMG frumur til samanburdar. VPR,c i BL-21 frumum syndi
svipada virkni og pegar styttan er framleidd i Top10 frumum, aftur & moéti syndi VPRyc i
LMG frumunum um 80% laekkun i virkni midad vid Topl0 frumurnar. Hinsvegar fékkst
engin virkni vid opnun fruma & S110C stokkbrigdinu, hvorki i LMG né BL-21 frumunum.
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Tafla 12. Préfanir sem gerdar hafa verid til ad framleida Cys stokkbrigdi, i setum 110 og 140, i VPR,c
og AQUI.

Préfanir S110C i VPR, A140CiVPR,c Al110CiAQUI Al40CiAQUI
Topl0 frumur X X

BL-21 frumur X X X

LMG frumur X

Origami frumur X X X X
0—-5mM DTT vio opnun fruma X X X X
0,01% Triton-X vid opnun fruma X X

0,7% etandl sjokk vid induseringu X

A0 lokum var akvedid ad profa E.coli stofninn Origami & 61l fjogur stokkbrigdin dsamt
villigerdum til samanburdar, vegna mogulegrar roskunar i byggingunni af véldum rangrar
tvisulfidtengingar. Origami stofninn er afleida af BL-21 stofninum og er pvi med arfgerd
hans asamt pvi ad badi thioredoxin reductase (trxB) og glutathione reductase (gor) genin
hafa verid felld ut dr litningi stofnsins med tetracyclin genaskerdingu (gor) og kanamycin
genaskerdingu (trxB). betta hvetur til myndunar tvisulfidtengja i umfryminu par sem petta
studlar ad minna afoxandi umhverfi (redox potential) i umfryminu. Stofninn & pvi ad vera
kanamycin og tetracyclin 6nazmur og er par ad auki chloroamphenicol 6naemur. Utbdnar
voru ,.competent frumur af origami stofninum en stofninn er hins vegar minna
,,competent* en hefdbundnar Topl0 og BL-21 frumur. bad er pvi erfidara ad ummynda
Origami, p.e. fast feerri koloniur & skal samanborid vid t.d. Top10. Ummyndun gekk vel, en
pad matti taka eftir pvi ad fleiri koloniur fengust hja VPR ¢ heldur en AQUI. P& var farid
ad reekta stokkbrigdin asamt villigerdum til samanburdar. Vid opnun stokkbrigda S110C
0g A140C meldist engin virkni en svipud virkni meldist fyrir VPR c 0g pegar VPRc var
i Top10. Vid opnun & frumum stokkbrigda A110C og A140C i AQUI, asamt villigerdinni,
pa maldist engin virkni. Aftur & méti matti sja ad frumur AQUI, A110C og A140C urdu
fyrir frumurofi (lysis) i reektunarferlinu sem geeti atskyrt af hverju engin virkni meldist vid

opnun frumnanna (i Origami stofninum).
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A pessu stigi var akvedid ad finna 6nnur set til pess ad vinna med i von um ad aukin virkni
myndi melast. NUna var dkvedid ad velja set sem veeru ekki jafn adgengileg leysinum og
set 110 og 140. pa urdu set 123, 134 og 184 fyrir valinu (sja mynd 12). Aftur & méti er set
123 vel grafid og geeti pvi ordid erfitt ad koma spunamerkinu fyrir en nina a pessu stigi var
efst i huga ad fa virkt stokkbrigdi. Stokkbreytingin gekk vel fyrir 61l stokkbrigdin,
Alal23Cys, S134C, A184C i AQUI og S123C, S134C, S184C i VPRyc og stadfesti
radgreining allar stokkbreytingarnar. Ekki tokst ad framleida virkt ensim fyrir 6ll prju
stokkbrigdin i VPR,c en aftur & moti tokst pad i AQUI. Naudsynlegt er samt sem adur ad
hafa virkt ensim badi i VPRxc 0g AQUI til pess ad geta gert samanburdinn a stadbundnum
sameinda-sveigjanleika pessara ensima med EPR litr6fsmalingum. Vid opnun
stokkbrigdanna i AQUI meldist svipud virkni og fyrir villigerdina. Vid opnun
stokkbrigdanna i VPRc meldist engin virkni (U/ml) fyrir S134C, um 20x minni virkni
meeldist fyrir S184C midad vid VPRxc og fyrir S123C meeldist um 5x minni virkni en fyrir
VPR,c. Pad var mjog anaegjulegt ad sjé pessa virkni hja S123C og var &kvedid ad halda
afram ad vinna med S123C og A123C til spunamerkingar. Eins og komid hefur fram pé er
set 123 stadsett nalaegt ,,hjorulids” svaedi (hinge region) sem tengir saman helixa C og D.
Af pessum astedum pykir einmitt mjog ahugavert ad skoda petta sveedi m.t.t.
sveigjanleika.

6.2. Fyrsta EPR maelingin

Fyrsta spunahvarfid var framkvemt a S123C. Naudsynlegt var ad notast vid allt pad
prétein sem fékkst ur einni hreinsun og pétta pad nidur til pess ad vera med ndg af proteini
fyrir EPR melinguna, en hentugast er ad vera med 150 — 300 pM af spunamerktu
proteinsyni. Aftur & moéti nadist ekki nema um 100 uM af préteinsyni. Samt sem &dur var
akvedio ad préfa ad EPR mala synid. EPR melingin var gerd vid herbergishita og rof
skdnnud 150 sinnum. EPR réfid syndi mjog veikt merki um spunamerkt protein en pad sast
nanast eingdngu fritt spunamerki, sem ekki hafdi hvarfast vid préteinid (mynd 23). pa var
proteinsynid pvegid nokkrum sinnum med buffer A til ad losna vid fria spunamerkid i von
um ad betra merki af spunamerkta préteininu myndi fast. bvotturinn syndi minnkun & fria

spunamerkinu en préteinsynid var mjog veikt og var pvi erfitt ad lesa ur rofinu.
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Mynd 23. EPR rof af spunamerktu S123C stokkbrigdi. Préteinsynid var mjog veikt og pvi sést ner
eingdngu fritt spunamerki, sem hefur ekki hvarfast vid piélhopinn i préteininu. Fria spunamerkid sést sem
prir mjog skarpir toppar en greina ma & milli toppanna mun minni hreyfanleika sem gefur til kynna
spunamerki sem bundid er préteininu.

P& var farid i ad proa nyja adferd vid reektunina og hreinsunina (kafli 2.17) til pess ad reyna
ad auka préteinmagnid sem fast ar einni hreinsun. Var petta einnig gert fyrir A123C en

farid verdur nanar i sum atridi prounarvinnunnar i kafla 6.3. hér & eftir.

6.3. Prounarvinna ad nyjum raktunar- og
hreinsiadferoum fyrir S123C og A123C stoékkbrigdin.

Vid proéun & rektunar- og hreinsunaradferoum fyrir stokkbrigdin S123C og A123C var
fyrst kannad hvort hlutfallid: ml rektar/ml flosku, hefdi einhver ahrif & framleidslu & virku
proteini. En talid er ad ef raektunin er of hrod pa nai proteinid ekki ad umbrjotast rétt og pvi
voru rektunarskilyrdin hofo i huga. bessi hlutfallspréfun var fyrst gerd i 100 ml flskum,
med ymist 15, 25, 35 eda 45 ml reekt i. bessi préfun gaf til kynna ad best veeri ad vera med
35 ml raekt i 100 ml flosku, eda hlutfallid 0,35, en par fékkst mesta virknin vid opnun
fruma. Hlutfallspréfunin var sidan profud i 2 L floskum en par fékkst mesta virknin med
hlutfallid 0,25. Aftur & méti pa fékkst ekki hlutfallslega jafn mikil virkni vid opnum ar

steerri reektunum i samanburdi vid par minni. Asteedan fyrir pvi ad hlutfallslega minni
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virkni fékkst Or steerri reektunum i samanburdi vid peer minni er ekki pekkt. Akvedid var ad
vinna med steerri reektirnar i stadinn fyrir margar litlar, vegna paginda.

pa var einnig préfad ad rekta vid mismunandi hristing, 150 rpm og 200 rpm. Raektir vid
200rpm hristing syndu um 6 % meiri virkni vid opnun fruma heldur en paer sem reektadar
voru vid 150 rpm hristing. Pa var akvedio ad reektad yrdi vido 200 rpm hristing.

Einnig var profad ad beeta Gt i rektir S123C sorbitoli ad 0,5 M lokastyrk, en pad hefur
verid synt ad geti aukid magnid sem faest af virku préteini [93]. Pa var lika profad ad beeta
0,5% glakdsa Ut i reektirnar, en ar hvorgum préfunum fékkst virkt protein.

Einnig var akvedid ad skipta um eti, beaedi fyrir A123C og S123C, og notast frekar vid
2*YT ati i stad LB-etis en pad er rikara eti (tafla 13) dsamt ad pvo frumubotnfallid med

vatni i samraemi vid fyrri rektunaradferdir [92].

Tafla 13. Uppskrift ad riku LB-zti og riku 2*YT ati. Uppskriftin midar vid 1L.

FEti Bacto Tryptone Bacto Yeast Extract NacCl
LB 10g 59 10g
2*YT 169 10g 59

Fyrir reektun & A123C var sidan akvedid ad vekja tjaninguna (inddsera) i 2xYT-a&ti sem
innihélt ekki CaCl,. Vid opnun fruma A123C var CaCl, bett Ut i eftir ad lysésimid var
blid ad vinna i sma tima, til ad stddga proteinid. Sidan var profad ad kanna muninn vid
opnun frumanna, med pvi ad sprengja frumurnar med og an hatidnibylgjum (sonication).
Notast var vid Ultrasonic Processor sem stadsettur er & Liffraedistofnun Haskola Islands,
Oskju. Hatidnibylgjurnar voru stilltar & 40% Utslag og latnar ganga i 12 min med palsum
(10 sek hationibylgjur og 10 sek stop). Var petta gert baedi vio A123C og villigerd AQUI
til samanburdar. P& voru einnig tekin syni fyrir og eftir ad frumur hofdu verid sprengdar
med hatidnibylgjum, til ad skoda i smasja. Pessi syni voru sidan borin saman vid heilar
frumur af A123C og AQUI. [ synum eftir notkun & hatidnibylgjum i 12 min greindust
engar heilar frumur en pad greindust heldur engar heilar frumur par sem notast var
eingdngu vid fljotandi kdfnunarefni en ekki hationibylgjur. Pa voru synin hitud vid 70 °C i
60 min til ad losa proteinid ar frumuhimnunni og virkni mald. Pegar virknin var skodud,

sast ekki greinanlegur munur & peim synum sem hofdou verid sprengd med og an
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hatidnibylgjum. P4 var akvedid ad notast ekki vid hatidnibylgjur vid sprengingu fruma, til
timasparnadar.

Med pvi ad notast vid 2xY T-ati, reekta A123C an CaCl, og pvo frumubotnféll S123C og
A123C eftir reektun med vatni, pa fékkst adeins meiri virkni eftir opnun fruma.

A0 lokum var einnig dkvedid ad vinna med 2 frumubotnfoll (ar 750 ml reekt) fyrir hreinsun
4 A123C og 3 frumubotnfoll (Ur 750 ml reekt) fyrir hreinsun & S123C. pa fékkst nagjanlegt

préteinmagn til pess ad vinna med fyrir EPR melingar.
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