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Ágrip 

Þar sem prótein eru undirstaða fyrir virkni frumna er spennandi að vita hvernig 

þessar flóknu sameindir, sem byggðar eru upp úr aðeins 20 mismunandi amínósýrum, 

virka á svo fjölbreytilegan hátt. Þótt kyrrstöðubygging margra ensíma sé þekkt þá felst 

virknin aðallega í kvikum eiginleikum þeirra. Ensím starfa í náttúrunni við mismunandi 

hitastig. Samanburður á ensímum sem starfa í hita (hitavirk og miðlungshitavirk ensím) og 

ensímum sem starfa í kulda (kuldavirk ensím) er mikilvægur þar sem hann veitir okkur 

innsýn í ýmsa áhrifaþætti varðandi stöðugleika og virkni ensíma. 

Kuldavirk ensím hafa þróast til að að geta viðhaldið efnaskiptum lífvera með hárri 

hverfitölu og mikilli hvötunargetu þrátt fyrir lágt hitastig. Þessi mikla hvötunarvirkni 

kuldavirkra ensíma við lág hitastig er talin vera afleiðing af auknum sveigjanleika í 

byggingu þeirra sem veitir þeim aukna getu til að framkvæma efnahvörf. Hitaóstöðugleiki 

vill þó fylgja þessum aukna sveigjanleiki kuldavirkra ensíma. 

Rannsakaður var tvíliða Vibrio alkalískur fosfatasi þar sem fimm amínósýra bútur 

hafði verið klipptur út úr innsetningarlykkju II sem heldur tvíliðunni saman. Þessi stytting 

lykkjunnar hafði þau áhrif að hvarfgeta ensímsins jókst en stöðugleiki ensímsins minnkaði 

töluvert. Stytting lykkjunnar minnkaði stöðugleika virknisets og heildarstöðugleikann en 

virtist ekki hafa áhrif á fjölda zinkatóma í einingum ensímsins. Hvor eining stökkbrigðisins 

innihélt tvö zink atóm eins og villigerðin. 
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Abstract 

 Because proteins are central to cellular function, it is interesting to know how these 

complex macromolecules that are composed of only twenty different kinds of amino acids 

execute such a variety of functions. Although static structures are known for many 

enzymes, the functions of proteins are governed ultimately by their dynamic character. 

Enzymes work in nature at different temperatures. Comparison between mesophilic and 

thermopilic enzymes on one hand and psychrophilic enzymes on the other hand is very 

important because it gives us insight to crucial influenses about enzyme stability and 

function.  

 Thermal compensation in cold-adapted enzymes is reached through improved 

turnover number and catalytic efficiency. This high catalytic efficiency of cold-adapted 

enzymes is belived to originate from a highly flexible structure which provides enhanced 

abilities to perform catalysis. Thermal instability of cold-adapted enzymes is regarded as a 

consequence of their conformational flexibility. 

 Under study here was the dimeric and cold-adapted Vibrio alkaline phosphatase in 

which five amino acids had been cut out of insert II which holds the dimer together.  

The shortening of the main loop caused an increase in catalytic activity but stability of the 

overall structure and the active site stability on the other hand suffered a substantial 

decrease in stability. The number of zink atoms per unit of the dimer was the same in the 

mutant as in the wild type, that is two zink atoms per unit. 
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1   Inngangur 

1.1  Kuldavirk ensím 

 Sama lífveran getur ekki lifað við hvaða aðstæður sem er. Þó þrífst líf við 

ótrúlegustu aðstæður, allt frá -40°C til yfir 115°C og eru lífverur sem lifa við ytri mörkin 

kallaðar jaðarlífverur (extremophiles) [1]. 

Kuldakærar lífverur (psychrophiles) eru skilgreindar sem lífverur, dreifkjörnungar 

eða heilkjörnungar sem vaxa og dafna við hitastig sem er nálægt frostmarki vatns [2]. 

Kuldakærar lífverur er því að finna á stærstum hluta jarðarinnar til dæmis í sjó, á pólunum 

og á fjöllum. Þessar lífverur eru í varmafræðilegu jafnvægi við umhverfi sitt og allir hlutar 

frumna þeirra þurfa að vera kuldaaðlagaðir [3]. Þær þurfa að hafa efnaskipti í miklum 

kulda sem ætti að vera erfitt þar sem hraði efnahvarfa er mjög hitastigsháður. 

Áhrifum hitastigs á efnahvörf er lýst með Arrheniusarjöfnunni (jafna 1). 

 

                                                  



kcat  Ae
Ea

RT                                                  (jafna 1) 

 

Þar sem kcat  er fyrsta stigs hraðafastinn fyrir umbreytingu ensím-hvarfefnis sambands (ES) 

í ensím (E) og myndefni (P) og segir til um hvarfhraða þess skrefs, Ea er virkjunarorka 

hvarfsins, A er ,,pre-exponential” stuðull, T er hitastigið (K) og R er gasfastinn (8,314 J 

mól
-1

 K
-1

) [4]. Það er því ljóst að eftir því sem efnahvörf gerast við lægra hitastig verður 

veldisfallandi lækkun á hvarfhraðanum, kcat.  

Samt sem áður hafa kuldavirk ensím (hitaóstöðug ensím) háan hvarfhraða, oft á 

tíðum 10x hærri kcat samanborið við hitastöðug samstofna ensím [5]. Lækkun 

virkjunarorku hvarfanna sem þau hvata skiptir miklu máli í þessu samhengi eins og sjá má 

á jöfnu Arrheníusar.  

Ensím þurfa að hafa ýmsar kvikar hreyfingar í innri byggingu sinni til að efnahvörf 

geti átt sér stað.  Þótt við vitum kyrrstöðubyggingu margra próteina er virkni þeirra 

stjórnað aðallega með kvikum eiginleikum þeirra eða nokkurs konar persónuleika [6]. 

Hreyfanleiki í próteinkeðju sumra byggingarhluta kuldavirkra ensíma er talin helsta ástæða 

þessarar lækkunar í virkjunarorku þeirra sem þar af leiðandi eykur kcat við lág hitastig. 

Þessi mikla hvötunargeta kuldavirkra ensíma virðist þó fela í sér tap á hitastöðugleika 

þeirra [7,8,9]. Aukinn hvarfhraði kuldavirkra ensíma gæti einnig að hluta til skýrst af 



 2 

auknu aðgengi hvarf- og myndefna að hvarfstöð þeirra vegna aukins hreyfanleika í 

kringum hvarfstöðina.  

Niðurstöður rannsókna á samstofna ensímum úr kuldakærum og hitakærum 

lífverum hafa leitt í ljós öfugt samband hvötunargetu (kcat/Km) og stöðugleika [10]. Ensím 

úr kuldakærum lífverum hafa oft mikla hvötunargetu (hátt kcat/Km) en lítinn stöðugleika 

meðan ensím hitakærra lífvera hafa oft lægri hvötunargetu og meiri stöðugleika.  

Halda mætti að með aukinni hreyfingu ensíma myndu þau verða stöðugari gagnvart 

afmyndun því að við aukna óreiðu fullmótaðs ensímsíms (N) minnkar óreiðubreytingin ∆S 

við afmyndun og þar af leiðandi hækkar fríorkubreytingin fyrir afmyndun, ∆Gu, sem gerir 

ensímið stöðugara sbr. jöfnu Gibbs-Helmholtz (jafna 2). 

 

                                             



GHTS                                               (jafna 2) 

 

Það er þó talið að aðlögun ensíma að kulda feli í sér staðbundna aukningu á 

sveigjanleika á byggingarlega mikilvægum svæðum innan ensímanna án þess að 

heildarsveigjanleiki þeirra aukist [10]. Sveigjanleikinn getur jafnvel minnkað á öðrum 

stöðum í ensímum til þess að auka heildarstöðugleikann [11]. 

 Til að skýra þennan aukna staðbundna hreyfanleika sem er nauðsynlegur til að 

kuldavirk ensím vinni vel við lág hitastig, aukna hvötunargetu þeirra, ásamt minni 

stöðugleika þeirra, hafa ýmsir áhrifaþættir í byggingu ensímanna verið tilgreindir. Sýnt 

hefur verið fram á að færri saltbrýr séu í kuldavirkum ensímum, minni vatnsfælni í kjarna 

(fækkun van der Waals samloðunarkrafta) og aukið aðgengi óskautaðra hópa á yfirborði, 

aukinn fjöldi yfirborðshleðslna (einkum neikvæðra) sem leiðir til hagstæðari víxlverkana 

við leysi og færri arómatískar víxlverkanir [5,10,12,13,14,2,16,17]. Einnig hefur verið sýnt 

fram á að færri tvísúlfíð tengi nálægt virknistað í kuldavirkum Vibrio alkalískum fosfatasa 

stuðli að auknum staðbundnum hreyfanleika í ensíminu og aukinni virkni en minni 

stöðugleika [18,19]. 

 Auk alls þessa er í raun það sem er mikilvægast í sambandi við þessa rannsókn og 

það er að lykkjur kuldavirkra ensíma eru oft lengri og óreglulegri en í ensímum 

miðlungshitakærra og hitakærra lífvera. Þær hafa aukin samskipti við leysinn, auk þess 

sem hreyfigeta þeirra virðist vera meira vegna færri prólín amínósýra í þeim [5,15,17,20].  
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1.2  Kuldavirkur alkalískur fosfatasi úr Vibrio örveru (VAP) 

 Ensímið sem er verið að skoða í þessari rannsókn er kuldavirkur alkalískur fosfatasi 

úr Vibrio örveru. VAP er spennandi af því að hann hefur meiri hvötunargetu en er 

óstöðugari en alkalískir fosfatasar úr miðlungshitakærum bakteríum, til dæmis E.coli 

(ECAP) [21]. Því hefur það þótt spennandi að framkvæma markvissar stökkbreytingar á 

ýmsum svæðum í VAP í von um að finna afbrigði sem hafa yfir að ráða þessa miklu 

hvötunargetu og hafa auk þess innleiddan meiri stöðugleika hitaþolnu afbrigðanna. Þetta 

hefur verið meðal viðfangsefna Bjarna Ásgeirssonar og nemenda hans í mörg ár og nú fékk 

ég tækifæri til að taka þátt í því.  

 Alkalískur fosfatasi (AP) er fosfomonoesterasi sem hvatar vatnsrof eða umfosfórun 

á fosfómonoesterum við basískar aðstæður eins og sjá má á mynd 1. 

 

 
 
Mynd 1. Hvarfgangar AP. Hvarfgangar fyrir vatnsrof og umfosfórun fosfómonoestera með AP 

[22,23]. 

 

Alkalískir fosfatasar hvata affosfórun fjölmargra lífrænna sameinda og má finna í 

fjölmörgum ólíkum lífverum (örverum, plöntum og hryggdýrum). Hlutverk þeirra er þó 

ekki alltaf þekkt en sumir þeirra hafa verið mikið rannsakaðir.  

Kristalbyggingar alkalískra fosfatasa úr rækju (SAP) [14], fylgju H. sapiens 

(PLAP) [24], suðurskautsörverunni TAB5 (TAP) [25] og Vibrio örverunni (VAP) [26] 

hafa verið greindar ásamt ECAP sem hefur verið mest rannsakaður [27]. Þessar 

kristalbyggingar sýna að ensímin eru frekar ólík í smáatriðum en þó hefur virknisvæðið 

greinilega verið vel varveitt. Til dæmis eru amínósýrurnar sem tengjast beint við 

hvarfefnið, Ser102 og Arg166, varðveittar í öllum ensímunum [21,26].  

 Heildar fjórðastigs bygging alkalískra fosfatasa er almennt mjög lík á milli tegunda 

og eru þeir á virku formi almennt sem tvíliða tveggja AP próteinkeðja (e. homodimer) 

(mynd 2) sem hvor um sig eru / byggingar þar sem  fletir fara í gegnum miðju 

tvíliðunnar með  helixa hvorum megin við sig [26]. Hvarfstöðvar hvorrar einliðu 
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innihalda þrjár málmjónir, tvær zinkjónir (Zn
2+

) og eina magnesíumjón (Mg
2+

) og taka þær 

allar þátt í hvötun ensímsins, auk þess sem magnesíumjónin hefur einnig áhrif á 

stöðugleika [28]. Amínósýrurnar sem binda zink atómin tvö eru varðveittar í öllum 

þekktum alkalískum fosfatösum, meðan nokkur breytileiki er í amínósýrunum sem binda 

magnesíum jónina [26]. 

Samanburður amínósýruraða milli bakteríu- og spendýraafbrigða sýndi 25-30% 

samsvörun en eins og fyrr segir er byggingin í kringum virknisetið mjög vel varðveitt með 

tilliti til amínósýra [26].  

 Kuldavirkir AP eru sérstaklega áhugaverðir þar sem þeir hafa hæstu kcat gildi í 

fjölskyldu alkalískra fosfatasa af þeim sem hafa verið rannsakaðir [26]. Kuldavirkni VAP 

virðist skýrast af hreyfanleika og óstöðugleika í hvarfstöð ensímsins meðan aðrir hlutar 

þess eru stöðugari [21]. Þetta sást einnig þegar tvísúlfíðtengi voru innleidd nálægt 

hvarfstöð í VAP sem leiddi til aukins hitastöðugleika en mikillar lækkunnar í hvarfhraða, 

kcat [19].  Km gildi kuldavirkra alkalískra fosfatasa eru einnig yfirleitt tiltölulega há, sem 

passar við þá kenningu að hvarfstöðin sé hreyfanlegri en hjá minna virkum afbrigðum [26]. 

 VAP er með lengstu fjölpeptíðkeðjur sem hafa fundist meðal alkalískra fosfatasa. 

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

klipptar af eftir þýðingu samanstendur fullmótað ensímið af tveimur 502 amínósýra  

próteinkeðjum [29]. Kristalbygging VAP var ráðin 2008 og sjá má borðaframsetningu af 

ensíminu á mynd 2 [26]. 
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Mynd 2. Bygging VAP. Bygging VAP er hér sýnd á borðaformi. Til aðgreiningar er önnur einliðan 

lituð rauð en hin blá. Kórónu hneppið má sjá efst á ensíminu og rauða lykkjan sem breiðir sig eftir 

yfirborði bláu einliðunnar og heldur tvíliðunni saman er innsetningarlykkja II (insert II).  

Málmjónirnar þrjár í hvorri hvarfstöð sem taka þátt í hvötun eru sýndar með gulum kúlum (zink) 

og grænum (magnesíum) [26]. 

 

 VAP hefur einkennandi fjórar innsetningarlykkjur sem hinir fjórir kristölluðu 

alkalísku fosfatasarnir (TAP, ECAP, SAP og PLAP) hafa engan samanburð við. 

Innsetningarlykkjurnar fjórar (inserts I-IV) innihalda 13, 26, 34 og 46 amínósýrur eins og 

sjá má á mynd 3. 
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                              Insert III 

 

Mynd 3. Innsetningarlykkjur VAP. Hér er búið að leggja saman (superimposite) VAP (rautt), TAP 

(ljósblátt), ECAP (gult), SAP (grænt) og PLAP (fjólublátt). Á þessari mynd má greinilega sjá að 

kórónu hneppið sem samanstendur að hluta af innsetningarlykkjum II-IV (inserts II-IV) er stærra 

hjá VAP en hjá hinum alkalísku fosfatösunum. Innsetningarlykkja II (insert II) sem á stóran þátt í 

stöðgun tvíliðu VAP sést greinilega á myndinni [26]. 

 

 

 Innsetningarlykkjur II-IV eru hluti af svokölluðu kórónu hneppi (crown-domain) sem 

er afar mismunandi í þessum fimm APösum. Kórónu hneppið er íburðarmeira í VAP en í 

öllum öðrum þekktum alkalískum fosfatösum og á þátt í að tengja einliðurnar saman 

(innsetningarlykkjur II og IV) og leggjast yfir virkniset (innsetningarlykkjur III og IV) 

[26].  

 VAP hefur ekki N-enda helix líkt og margir aðrir alkalískir fosfatasar (t.d. ECAP, 

SAP og PLAP). Þessi N-enda helix er -helix sem teygir sig frá annarri próteinkeðjunni 

yfir á hina og virðist halda utan um hana og gefa tvíliðunni þannig aukinn stöðugleika [26]. 

Innsetningarlykkja II í VAP virðist koma í staðinn fyrir þennan N-enda helix og er talið að 

þetta fyrirkomulag geti átt þátt í aukinni virkni VAP sem gæti verið vegna ,,lausari”  

byggingar ensímsins.  

 Innsetningarlykkja II samanstendur af 26 amínósýrum og hún breiðir sig eftir 

yfirborði hinnar próteinkeðjunnar (einingarinnar) og virðist halda utan um hana. 
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Tiltölulega fá vetnistengi eru innan lykkjunnar en átta hlaðnar og níu óskautaðar 

amínósýrur lykkjunnar leggja mikið til stöðgunar tvíliðunnar með því að mynda ellefu 

millisameindavetnistengi [26].  

 Auk þessarar stöðgunar er talið að hreyfingar í lykkjunni (innsetningarlykkju II) eða 

kórónusvæðis geti haft áhrif á hvötun ensímsins þar sem amínósýran S324 við byrjun 

lykkjunnar er vetnistengd við H465 (sem er einn af M1 Zn tenglunum) á hinni einliðunni 

og hliðarkeðja H465 er nálægt Y325 á lykkjunni sem teygir sig inn í hvarfstöðina. Þetta er 

dæmi um ,,samskipti” milli einliða og hefur líka sést í PLAP, TAP og SAP þar sem týrósín 

frá einni einliðu verður hluti að hvarfstöð í hinni [26]. 

 Innsetningarlykkja II samanstendur af amínósýrum 325-351 og hún er til skoðunar í 

þessu verkefni. Þar sem þessi lykkja virðist hafa mikið að segja fyrir ensímið samkvæmt 

skoðun á kristalbyggingu er áhugavert að kanna hvort stökkbreytingar á henni hafi áhrif á 

hvarfhraða og stöðugleika ensímsins. Snertifletir einliðanna eru mjög nálægt 

hvarfstöðvunum og er hugsanlegt að einliðurnar megi ekki vera of þétt saman til að nægar 

hreyfingar geti átt sér stað til að hvötun verði. Innsetningarlykkja II tekur einmitt þátt í 

þessari tengingu einliðanna. 

 Lykkjur eru svæði í ensímum sem eru almennt hreyfanlegasti þátturinn í 

peptíðkeðjunni og í VAP tekur innsetningarlykkja II einnig þátt í stöðgun tvíliðunnar eins 

og áður var nefnt. Hún er því ákjósanleg fyrir innleiddar stökkbreytingar.  

 Sýnt hefur verið fram á byggingarlegt mikilvægi hreyfanlegra yfiborðslykkja í 

spendýra alkalísku fosfatösunum PLAP (human placental AP) og TNAP (tissue-

nonspecific AP) úr mús. Þar hafði breyting á aðeins níu amínósýrum í miðri lykkju 

nægileg áhrif til að minnka verulega hitastöðugleika ensímanna [30]. 

 Til að kanna áhrif innsetningarlykkju II I VAP var búið til stökkbrigði af VAP með 

útfellingu á amínósýrum 337-341 úr lykkjunni (VAP#59). Búturinn sem var felldur út úr 

lykkjunni innihélt serín (S337), glýsín (G338), glútamat (E339), alanín (A340) og 

fenýlalanín (F341). Samanburður á kristalbyggingu VAPwt í Swiss-PdbViewer (PDB 

3e2d) og VAP#59 þar sem búið var að stytta lykkjuna með hjálp sama forrits og fá 

orkulægstu stöður amínósýranna, sýndi að við þessa úrklippingu töpuðust þrjú 

millieiningavetnistengi milli G338 á lykkju og Q88 á hinni próteinkeðjunni og milli E339 

og A340 á lykkju við G89 á hinni próteinkeðjunni. Einnig gætu hafa tapast tvö 

millieiningavetnistengi milli R336 á lykkju villigerðar og S79 og S87 á hinni einingu 

villigerðarinnar vegna mögulegrar stefnubreytingar R336 hjá VAP#59. Áhugavert var að 
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sjá að við styttingu lykkjunnar virðist sem nýtt millieiningavetnistengi hafi myndast milli 

Y346 á styttu lykkjunni og E81 (amínhóps E81 á meginkeðju) á hinni einingunni. 

 Á heildina litið gætu því hafa tapast fjögur millieiningavetnistengi og nokkur 

innaneiningarvetnistengi, en nokkur ný innaneiningavetnistengi virðast einnig hafa 

myndast samkvæmt þessum samanburði. Samanburð á ensímunum (VAPwt og VAP#59) 

og nánari samanburð innsetningarlykkja II má sjá á myndum 4 og 5. 

 

 

Mynd 4. Samanburður VAPwt og VAP#59. Á myndinni er búið að fella saman byggingar VAPwt 

og VAP#59. Tvíliðurnar sjást sem blá eining annarsvegar og svo er hin einingin lituð gul (VAPwt) 

og rauð (VAP#59). Eina breytingin sem gerð var á VAPwt var að stytta innsetningarlykkju II um 5 

amínósýrur (S337, G338, E339, A340 og F341) með hjálp Swiss-PdbViewer, sem gefur okkur 

VAP#59. Þessi stytting lykkjunnar er greinileg á myndinni þar sem rauða lykkjan er innsetningar-

lykkja II hjá VAP#59 og gula lykkjan er innsetningarlykkja II hjá VAPwt (PDB 3e2d). 
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Mynd 5. Samanburður innsetningarlykkja II hjá VAPwt og VAP#59. Á myndinni sem gerð er í 

Swiss-PdbViewer (PDB 3e2d) er búið að fella saman byggingar VAPwt og VAP#59 og stækka upp 

svæðið sem sýnir innsetningarlykkjur II. Innsetningarlykkja II á VAP#59 er lituð rauð og 

innsetningarlykkja II á VAPwt er lituð gul. Á bútnum sem kipptur var burt töpuðust þrjú 

vetnistengi milli G338 á lykkju og Q88 á hinni próteinkeðjunni og milli E339 og A340 á lykkju við 

G89 á hinni próteinkeðjunni (sjá litla gula helixinn á innsetningarlykkju II hjá VAPwt). Einnig 

gætu hafa tapast tvö millieiningavetnistengi milli R336 (fjólublá á mynd) á lykkju villigerðar og 

S79 og S87 á hinni einingu villigerðarinnar vegna mögulegrar stefnubreytingar á R336 sem varð til 

vegna styttingar lykkjunnar (sjá fjólubláu arginín amínósýruna sem snýr út frá rauðu lykkjunni). 

Y346 eru litaðar grænar á myndinni fyrir VAPwt og VAP#59 og sést þar hugsanleg stöðubreyting á 

amínósýrunni við styttingu innsetningarlykkju II. Nýtt millieiningavetnistengi virðist vera til staðar 

milli Y346 á styttu lykkjunni og E81 á hinni einingunni sem er ekki til staðar hjá VAPwt..  

  

 Tilgangur rannsóknarinnar var svo að kanna áhrif þessarar útfellingar úr lykkjunni á 

virkni og stöðugleika ensímsins. Manuela Magnúsdóttir hefur einnig verið að rannsaka 

m.a. amínósýruskipti í þessari lykkju og kanna áhrif þeirra í meistaraverkefni sínu. 
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2   Efni og aðferðir 

2.1  Efni og áhöld 

Efni og áhöld fengust hjá eftirfarandi framleiðendum: 

 

Sigma Chemical Company (St. Louis, MO):  Lysozyme, p-nitrophenyl phosphate (pNPP), 

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

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

dithiothreitol (DTT), MgCl2, ammonium sulfate, urea, Tris-HCl og TEMED (N,N,N´,N-

tetramethyl ethylenediamine). IBA GmbH (Þýskaland): 2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic 

acid (HABA) og desthiobiotin. GE Healthcare (Bröndby, Danmörk): PhastSystem
TM

 

rafdráttarsett og Coomassie Brilliant Blue G250/R250. BDH (Poole, England): MgSO4 og 

Triton X-100. Merck (Darmstadt, Þýskalandi): HCl, NaCl, ethylene glycol, NaOH og 

diethanolamine. DIFCO (Sparks, USA): Bacto Tryptone og Bacto Yeast extract sem notaði 

var til að útbúa Luria-Bertani (LB) æti. Kvarts (Quartz) kúvettur frá Hellma. Önnur efni og 

áhöld sem notuð voru eru nefnd síðar í ritgerðinni á viðeigandi stöðum. 

 

2.2  Tjáning og ræktun Vibrio AP 

 E.coli frumum af stofni LMG194 var ummyndað með plasmíði sem innihélt  

gen fyrir Vibrio AP með stökkbreytingu þar sem bútur úr lykkjusvæði (337 – 341) hafði 

verið klipptur út. Manuela Magnúsdóttir sá um framkvæmd stökkbreytingar og stökkbrigði 

sem ég vann með var nefnt Vibrio alkalískur fosfatasi #59 (VAP#59) 

Sáðrækt var komið af stað í 3 ml Luria-Bertani (LB) æti og henni komið fyrir í hitaskápi 

við 37°C yfir nótt. Í rækt var svo bætt 45 ml af LB æti og geymt í 6 klukkustundir við 

37°C í hristingu. Þessi rækt var svo færð yfir í 4 L af sama æti sem skipt hafði verið jafnt í 

níu 1 L Erlenmeyerflöskur ásamt ampicillini (100 g/mL). Ræktað var við 18°C yfir nótt á 

hristara (180 rpm) þar til O.D.
550nm

 (optical density, gleypnieining) eða gleypnin við 550 

nm mældist 0,518. Þá voru 40 L af örva (anhydrotetracyclin (AHTC) lausn 2 mg/mL) sett 

í hverja flösku til að koma af stað tjáningu og rækt leyft að vaxa að stöðufasa (O.D.
550nm

  

1,6). Anhydrotetracyclini var bætt út í vegna þess að plasmíðið inniheldur stýril sem 

stjórna má með efninu. Frumurnar tjá því VAP ekki fyrr en því hefur verið bætt út í 

ræktina. 
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 Frumuræktin var spunnin niður í 12 mínútur við 4.500 x g við 4°C í Sorvall  

RC5C skilvindu. Frumumassinn var svo endurleystur í Vibrio AP buffer (20 mM Tris, 1,0 

mM MgCl2, pH 8,0) ásamt 0,5 mg/mL lysozyme og 0,1% Triton X-100 sem hjálpa til við 

að sprengja frumurnar. Roflausnin (e. lysate) var svo látin standa í 5 klukkustundir við 4°C 

áður en hún var fryst við -20°C. 

 

2.3  Hreinsun Vibrio AP 

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

í lausnina að lokastyrk 0,05 µg/ml til að brjóta niður DNA sem annars veldur seigju og 

erfiðleikum í skilvindun. DNAasinn var látinn vinna í 30 mínútur við 4°C áður en spunnið 

var við 10.000 x g í 20 mínútur við 4°C. Virkni var könnuð í botnfalli, floti og roflausn og 

þá var flotið sem innihélt Vibrio AP #59 sett á súlu.  

 Próteinhreinsun var framkvæmd við Strep-Tactin® Sepharósa súlu sem er sértæk 

súla með tengil fyrir Strep-tag®II a.s. enda á ensíminu. Súlan batt því sértækt Vibrio AP 

#59 þar sem Strep-tag®II endinn var innlimaður í ensímið. Próteinhreinsunin var 

framkvæmd í kæliherbergi (4°C) og flæðihraðinn gegnum súlu var 1 ml/mín.  

Lausnir voru settar á súluna í eftirfarandi röð: 

 

1.    Jöfnun súlu: 3 CV (súlurúmmál) af Vibrio AP buffer með 150 mM NaCl. Súlan fór 

þá úr því að vera gul (óvirk) í það að vera hvít (virk).  

2.    Flotið sett á súlu. 

3.    Skolað með 5 CV af Vibrio AP buffer með 150 mM NaCl að viðbættu 15 % etýlen 

glýkóli. Saltið losaði ósértækt bundin prótein. 

4.    Losun sýnis: 4,5 CV af hreinum Vibrio AP buffer (þ.e. án salts) en að viðbættu 2,5 

mM desthiobiotin. Desthiobiotin er í raun hreinn tengill sem keppir við Vibrio AP 

#59 um bindistaði á súlunni og losar ensímið þannig af súlunni. 

5.   Endurvirkjun súlu: 5 CV af HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid), losar 

desthiobiotin af súlu og endurvirkir hana þannig. Súla verður rauðgul.  

 

Skammtasafnari var notaður til að fá 2 ml skammta og var virkni og gleypni við 280 nm 

mæld í skömmtunum. Þau glös sem gáfu mesta virkni voru svo sameinuð. Hreinsað 

próteinið var svo fryst við -20°C í 1 ml skömmtum í smellhettuglösum. 
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2.4  Virknimælingar 

 Ensímvirkni var mæld við umfosfórunaraðstæður með hvarfefninu para-

nítrófenýlfosfati (pNPP). Styrkur pNPP var 5 mM í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2 

og sýrustigið var stillt á pH 9,8 þar sem alkalískur fosfatasti virkar best í basísku umhverfi 

eins og nafnið gefur til kynna. Hvarfinu var komið af stað með því að bæta ensíminu við 

hvarfefnið við 25°C í 1 ml kúvettu í 20 faldri þynningu og fylgst með losun para-

nítrófenóls við 410 nm í 30 sekúndur  (eðlisgleypnistuðull pNPP, pNPP = 18,5 mM
-1

 · cm
-

1
). Þegar alkalískur fosfatasi affosforýlerar pNPP í pNP (para-nítrófenól) verður lausnin 

gulleit og hægt er að fylgjast með gleypnibreytingu (∆A/∆t) við 405 nm þar sem þar er 

hámarksmunur á gleypni fyrir pNP og pNPP. Virkni var svo reiknuð út frá Beers 

lögmálinu í einingunum U/ml með forriti ljósgleypnimælis. 

 

Beer´s lögmál:                                     A =  · b · c                                         (jafna 3) 

 

Þar sem A er gleypnin, b er breidd kúvettu (1 cm), C er styrkur lausnar (mM) og  er 

eðlisgleypnistuðullinn (mM
-1 · cm

-1
). 

 

2.5  Ákvörðun próteinmagns 

Bradford aðferð (Zaman og Verwilghen afbrigði [31]) var notuð til að ákvarða 

próteinstyrk. Þá var notaður Coomassie brilliant blue G-250 litur leystur í perklórsýru og  

var hann staðlaður fyrir notkun. Notaðir voru 2,750 ml af lit á móti 0,250 ml af sýni.  

Einnig var mæld gleypni sýna við 280 nm í kvarts kúvettum og próteinstyrkur 

reiknaður út frá Beer´s lögmáli. Þessi aðferð byggir á því að arómatískir hliðarhópar 

amínósýra gleypa ljós af  bylgjulengdinni 280 nm. Eðlisgleypnistuðull () Vibrio AP #59 

var reiknaður út skv. jöfnu 4. 

 

                  Ensím  (280 nm) = tyr   #tyr + trp   #trp + cystine   #cystine                (jafna 4) 
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Þar sem #tyr, #trp og #cystine stendur fyrir fjölda af viðkomandi amínósýrum í ensíminu 

(19, 5 og 1) og tyr (1,490 M
-1

 cm
-1

) trp (5,500 M
-1

 cm
-1

) og cystine (125 M
-1

 cm
-1

) eru 

eðlisgleypnistuðlar amínósýranna skv. Pace, et al. [32].  

 

Eðlisgleypnistuðull VAP#59 reyndist út frá þessum útreikningum vera:  

VAP#59  (280 nm) = 55935 M
-1

 cm
-1

. 

 

2.6  Prótein rafdráttur 

 Til að kanna hreinleika ensímsins eftir hreinsun á Strep-Tactin® Sepharósa súlunni 

var framkvæmdur SDS/PAGE rafdráttur með rafdráttarkerfi Laemmlis á 12,5 % akrýlamíð 

hlaupum. Roflausn, botnfall og flot voru rafdregin ásamt öllu því sem kom úr súlunni. Til 

viðmiðunar var próteinstiginn frá Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder 

rafdreginn með. 

Sýnin voru soðin í þrjár mínútur í Laemmli sýnabuffer (2,0% SDS, 10%  

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

áður en hlaðið var á hlaupin. Rafdráttur var framkvæmdur með föstum 25 mA straumi þar 

til brómofenól blue litarbandið var komið að neðri enda hlaupsins. 

Að rafdrætti loknum voru hlaupin lituð með Coomassie brilliant blue R-250 (0,25% 

w/v í 45% metanóli, 7% ediksýru og vatnslausn) yfir nótt og svo voru hlaupin aflituð með 

30% v/v metanóli yfir aðra nótt. Þá voru hlaupin sett á ljósborð og teknar myndir á 

stafræna myndavél. Hreinleiki próteinsins sást svo með hreinu afmörkuðu bandi í safni 3 

sem notað var til áframhaldandi rannsókna. 

 

2.7  Áhrif etýlen glýkóls á stöðugleika ensíms 

 Sýnt hefur verið fram á jákvæð áhrif etýlen glýkóls og annarra sykrufjölliða á 

stöðugleika ensíma í fjölda tilrauna. Einnig virðist sem sykrur séu notaðar í náttúrunni til 

að viðhalda stöðugleika ensíma [33]. 

 Stöðugleiki ensímsins virtist ekki vera mikill þar sem virknin var fljót að falla 

þegar ensímið var geymt á ís. Prófað var að bæta etýlen glýkóli saman við ensímið í 

mismunandi styrkjum til að kanna hvort það hefði áhrif á stöðugleika VAP#59.  
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Mæld var virkni ensímlausna með mismunandi styrkjum etýlen glýkols yfir ákveðið 

tímabil til að kanna áhrifin.  

 

2.8  Hitastöðugleiki virknisets 

 Til að kanna áhrif hita á virkni ensímsins var virknitapið á tímaeiningu mælt við 

mismunandi hitastig og hraðafasti virknitaps, k (mín
-1

) ákvarðaður með fyrsta stigs 

hraðajöfnunni: 

                                                  virknit = virknit=0  e
-kt

                                             (jafna 5) 

 

þar sem k er hraðafastinn (mín
-1

) og t er tíminn í mínútum. Miðað er við hlutfallslega 

virkni þar sem virknin við t=0 er sett á 100%. 

Sambandi hraðafasta og hitastigs er lýst með Arrheníusarjöfnunni:  

 

                                                                                                               (jafna 6) 

 

eða                                                                                         (jafna 7) 

 

 

T50% er það hitastig sem virknin fellur um 50% á 30 mínútum og er gott að nota sem 

viðmið á hitastöðugleika þegar borin eru saman stökkbrigði og villigerð ensímsins. 

Við T50% er hraðafastinn: 

                                              



k(T50%) 

ln
100

50











30mín
                                               (jafna 8) 

 

T50% er ákvarðað úr frá jöfnu bestu línu á Arrhensíusargrafi þar sem ln(k) er fall af 1000/T 

(K
-1

) samkvæmt:   

 

                                              



T50% 
Ea 1000

R lnk(T50%) lnA 
                                  (jafna 9) 
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Ensímsýni (safn 3) var þynnt eins og þurfti í Vibrio AP buffer og var etýlen glýkól haft í 

15% v/v styrk til að viðhalda stöðugleika ensímsins betur á ís. 

 

2.9  Hitastöðugleiki heildarbyggingar 

 Áhrif hita á annars stigs byggingar ensímsins voru mæld með 

hringskautunarmælingu (e. circular dicromism, CD) í J-810 hringskautunarmæli frá Jasco.  

Ensímsýni úr safni 3 voru fyrst sett í dialýsubuffer, 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, 

pH 8,0, yfir nótt í kæli og var svo þétt í þéttiglasi í Hettich 32R skilvindu í 2 mínútur við 

12000 x g og 4°C. Betri róf fengust eftir þéttingu sýnis.  

Þar sem ensím eru hendnar sameindir gleypa þær skautað ljós og með því að 

skanna bylgjulengdir frá 250 -200 nm er hægt að sjá hvar gleypnimunurinn er mestur. 

Hér var fylgst með afmyndun -helixa við 222 nm í 2 mm kvarts kúvettu þar sem 

hitastigið var látið hækka um 1,0 °C/mín á bilinu 10 – 80 °C.  Einnig var tekið róf af 

dialysubuffer en afmyndunarferlar VAP#59 urðu verri þegar bufferinn var dreginn frá svo 

því var sleppt.  

Bræðslumark ensímsins, Tm var fengið með því að normalisera afmyndunarferilinn 

sem var gert með því að draga línu í gegnum for- og eftirsvæði afmyndunar og með notkun 

jöfnunnar: 

 

                                                       



FU 
YF Y

YF YU
                                                     (jafna 10) 

 

Þar sem FU er hlutfall afmyndaðs ensíms við jafnvægisaðstæður. FU var nálægt núlli er 

ensímið var á fullmynduðu formi (F) og nálægt einum þegar ensímið var á afmynduðu 

formi (U). YF er gleypnin fyrir fullkomlega svipmótað ensím (lína í gegnum forsvæði) og 

YU er gleypnin fyrir fullkomlega afmyndað form ensímsins (lína í gegnum eftirsvæði). 

Bræðslumark ensímsins, Tm var svo skráð þegar FU normaliseraða ferilsins var 0,5. 
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2.10  Ákvörðun hraðafasta 

 Hraðafastar voru ákvarðaðir með virknimælingum undir vatnsrofsaðstæðum í 100 

mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Notaðir voru 6-9 mismunandi 

hvarfefnastyrkir pNPP á bilinu 0,1 M – 0,1 mM.  

Sýrustigið á CAPS buffernum var leiðrétt samkvæmt eftirfarandi jöfnu og var því stillt á 

pH 9,32 við herbergishita: 

 

                                                                                            (jafna 11) 

 

Til þess að fá út raunverulega styrki á hvarfefnum var gleypni lausna mæld við 410 

nm u.þ.b. 3 klst. eftir virknimælingu (þ.e. hvarfið látið klárast) og Beer´s lögmál notað. 

(pNPP = 18,5 mM
-1 

cm
-1

). Ensímsýni úr safni 3 voru þynnt í Vibrio AP buffer og höfð í 

15% v/v etýlen glýkóli og geymd á ís. Gleypni við 280 nm var mæld á ensímsýnum fyrir 

mælingar til að fá út styrk ensímsins í sýnunum sbr. ákvörðun próteinmagns hér að framan 

nema gera þurfti ráð fyrir þynningum. (VAP#59  (280 nm) = 55935 M
-1

 cm
-1

). 

 

 Einnig voru sömu mælingar framkvæmdar með fosfat hindra til að fá Ki sem er 

losunarfastinn fyrir bindingu samkeppnishindrans. Eftir því sem Ki er lægri tala þá bindist 

fosfatið fastar. Losunarfastann Ki er hægt að reikna samkvæmt jöfnunni: 

 

                                             



Km
app Km  1

[I]

Ki









                                                   (jafna 12) 

 

þar sem 



Km
app  stendur fyrir Km gildið sem fæst í viðurvist hindrans (I). 

Við samkeppnishindrun breytist Vmax lítið sem ekkert en Km hækkar vegna þess að meiri 

styrk ensíms þarf til að ná hálfum Vmax. 

Til að reikna út hraðafastana Vmax og Km var notað forritið KaleidaGraph þar sem 

gerð var ólínuleg aðfallsgreining við Michaelis-Menten jöfnuna. Hraðafastinn kcat fékkst 

svo með því að deila ensímstyrknum upp í Vmax.   

 Hraðafastinn kcat endurspeglar hversu hratt hvarfefni verður að myndefni við 

mettandi hvarfefnisstyrk og er stundum talað um kcat sem hverfitöluna þ.e. sá fjöldi 

hvarfefnissameinda sem hver ensímhvarfstöð umbreytir í myndefni á tímaeiningu (sek) 
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þegar ensím vinnur á hámarkshraða. 1/kcat gefur þá tímalengd hvers hvarfs þegar ensímið 

er mettað hvarfefni. 

Michaelis-Menten hraðafastinn, Km (mM) er háður hvarfgangi og er því ekki alltaf 

mælikvarði á sértækni ensíms gagnvart hvarfefni. Hann gefur stundum til kynna sækni 

ensíms í hvarfefnið og endurspeglar þannig hversu háan styrk hvarfefnis ensímið þarf til að 

virka, eða bindigetuna sem er lægri eftir því sem Km er hærri. Þetta á ekki alltaf við og því 

er betra að skoða hlutfallið kcat/Km (s
-1

·mM
-1

) þegar ensím eru borin saman. Hlutfallið 

kcat/Km tengir saman hvarfhraða og hvarfefnisstyrk og gefur þannig betri lýsingu á 

hvarfgetu ensímsins. 

 

2.11  Zink ákvörðun með PAR mælingu 

Notuð var PAR (4-(2-pyridylazo)resorcinol) mæling til að fá út hvort eða hve mörg 

zink atóm hver ensímeining hefur bundin. 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR) hefur þann 

eiginleika að grípa zink sem losnar úr ensímeiningunum við afmyndun og myndar 

Zn(PAR)2 sem gleypir ljós við 500 nm. Þannig er hægt að fylgjast með 

gleypnibreytingunni við 500 nm og fá út styrk zinksins sem hafði losnað við afmyndunina 

með hjálp Beer´s lögmálsins. Eðlisgleypnistuðull () PAR þegar það er bundið zinki er 

háður sýrustigi [34]. 

Hér má sjá miklar breytingar á eðlisgleypnistuðlinum við litlar breytingar á 

sýrustigi (pH 7,0 – 7,8): 

 

7,8 = 96000 M
-1 

cm
-1 

7,4 = 90000 M
-1 

cm
-1 

7,0 = 65000 M
-1 

cm
-1 

 

Þessar niðurstöður eru skv. Daiber [34]. 

 Til að ná zink atómunum út úr hvarfstöðvum sínum þurfti að afmynda ensímið. 

Afmyndun var framkvæmd annars vegar með urea (7,2 M) og hins vegar með hitun við 

55°C í 1 klst. 

Notaður var Tris buffer (0,1 M pH 7,8 stofnlausn) í mælinguna og því var 

eðlisgleypnistuðullinn 7,8 = 96000 M
-1 

cm
-1

 notaður. Próteinmæling var framkvæmd á 
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ensímsýni úr Safni 3 til að fá ensímstyrkinn. Mólmassi VAP#59 var reiknaður með 

forritinu ProtParam (ExPASy Proteomics Server) og reyndist vera 54903,5 g/mól.  

 

2.12  Mælingar á villigerð Vibrio AP  

 Manuela Magnúsdóttir sá um allar mælingar á villigerð ensímsins, Vibrio AP wt 

(VAPwt). 
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3   Niðurstöður 

3.1  Ræktun 

 Ræktinni af stökkbrigði VAP#59 í LMG194 frumum var leyft að vaxa að byrjun 

stöðufasa. Stöðufasi er talinn hafa náðst þegar O.D.
550nm

  1,6 og eftir það verður ekki 

mikil fjölgun frumna vegna þess að jafnvægi hefur náðst á milli frumu fjölgunar og frumu 

dauða. Á mynd 6 má sjá ræktunarferil þar sem virkni og gleypni við 550 nm var mæld 

reglulega. 

  

Mynd 6. Ræktunarferill VAP#59 í LMG194 frumum. Reglulega voru 1 ml skammtar teknir úr 

rækt til þess að fylgjast með virkni (    •    Virkni (U/mL)) og gleypni við 550 nm (         A(550 

nm)). Þetta var gert til þess að fylgjast með hvenær stöðufasi væri að nást. Örvinn AHTC 

(Anhydrotetracyclin) var settur í eftir tæpar 19 klukkustundir. 

 



 20 

3.2  Hreinsun Vibrio AP 

 Framkvæmdar voru tvær hreinsanir á tímabilinu. Aðra (seinni hreinsunina) má sjá á 

mynd 7 og töflu 1 en fyrri hreinsunina má sjá í viðauka (mynd 13 og tafla 6). Seinni 

hreinsunin tókst mun betur en sú fyrri og má það sennilega skýra með aukinni æfingu í 

seinni hreinsuninni. 

 

Mynd 7. Hreinsunarferill VAP#59 á Strep-Tactin® Sepharósa súlu. Súlan var jöfnuð með Vibrio 

AP buffer með 150 mM NaCl. Flotið var sett á súluna og í glasi 20 var byrjað að skola með Vibrio 

AP buffer lausn með 15% v/v etýlen glýkóli og 150 mM NaCl til að losa ósértækt bundin prótein af 

súlunni og í glasi 84 var byrjað að skola með losunarlausn þ.e. Vibrio AP buffer án NaCl en með 

2,5 mM desthiobiotin (DTB) og 15 % v/v etýlen glýkóli. Blái ferillinn (         A(280 nm)) sýnir 

gleypni við 280 nm í glösunum og svarti ferillinn (   •    Virkni (U/mL)) sýnir virkni í einstaka 

glösum. Í hvert glas var skammtað 2 mL, flæðihraðinn í gegnum súluna var 1 mL/mín og 

hreinsunin var framkvæmd við 4 °C. Virknin var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 

1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 25 °C. 
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Hreinsun VAP#59 úr flotinu var sem fyrr segir framkvæmd á Strep-Tactin® 

Sepharósa súlu og tókst ágætlega eins á sjá má á einangrunartöflunni (töflu 1). Skammtanir 

sem safnað var í glösunum voru sameinaðir í Safn 1 (glös 1-33), Safn 2 (glös 34-86), Safn 

3 (glös 87-108) og Safn 4 (glös 109-114). Safn 1 og Safn 2 er í raun gegnumflæðið (stóri 

breiði toppurinn á mynd 2) sem kom fyrst af súlunni. Í honum komu ýmis prótein sem fóru 

beint í gegnum súluna og þar komu einnig ósértækt bundin prótein sem höfðu bundist 

stoðefninu ósértækt (litli svarti toppurinn inni í stóra, breiða, bláa toppinum) og losnað 

þegar skolað var með 150 mM NaCl Vibrio AP buffernum. Í Safni 3 var svo ensímið 

(VAP#59) sem hafði bundist súlunni sértækt og þurfti að losa af súlunni með 

desthiobiotini. Það var fryst í 1 ml skömmtum í smellhettuglösum og var notað í mælingar 

á VAP#59. 

 
Tafla 1. Einangrunartafla fyrir hreinsun á VAP#59 á Strep-Tactin® Sepharósa súlu við 4 °C. Flot 

(36,0 ml) var sett á súluna og í glasi 20 var byrjað að skola með Vibrio AP buffer lausn með 15% 

v/v etýlen glýkóli og 150 mM NaCl til að losa ósértækt bundin prótein af súlunni og í glasi 84 var 

byrjað að skola með losunarlausn þ.e. Vibrio AP buffer án NaCl en með 2,5 mM desthiobiotin 

(DTB). Safn 1 eru glös 1-33, Safn 2 eru glös 34-86, Safn 3 eru glös 87-108 og Safn 4 eru glös 109-

114. Virkni var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 25 °C 

skv. virknimælingu að ofan. Próteinstyrkur var mældur skv. Coomassie G-250 aðferð að ofan. Safn 

3 var síðan notað til áframhaldandi mælinga á VAP#59. 

Sýni 
Magn 

(ml) 

Virkni 

(U/ml) 

Prótein 

(mg/ml) 

Eðlisvirkni 

(U/mg) 

Prótein 

(mg) 

Einingar 

(U) 

Heimtur 

(%) 

Hreinsun 

(x) 

Roflausn 46,0 5,9 2,50 2,4 115 272 x x 

Flot 36,0 145,4 6,16 23,6 222 5234 100 1 

Botnfall 43,0 13,4 4,25 3,2 183 576 11,0 0,1 

Safn 1 43,6 15,3 5,05 3,0 220 667 12,7 0,1 

Safn 2 69,0 3,2 0,05 62,3 3,59 223 4,27 2,6 

Safn 3 30,5 49,1 0,14 341 4,39 1496 28,6 14,4 

Safn 4 6,0 3,1 0,02 141 0,132 18,6 0,36 6,0 

 

Hreinsun á safni 3 virðist samkvæmt einangrunartöflunni hafa gengið ágætlega sem er  

búist við þegar notuð er sértæk súla. Heimturnar hefðu mátt vera betri, en þar gæti spilað  

inn í að ensímið reyndist vera óstöðugt til lengri tíma litið við 4 °C.  
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3.3  SDS prótein rafdráttur  

 SDS rafdráttur var framkvæmdur til þess að meta hreinsunina. Framkvæmdir voru 

þrír rafdrættir alls. Einn rafdráttur var framkvæmdur eftir fyrri hreinsun og tveir eftir seinni 

hreinsun og allir gáfu eitt afmarkað band fyrir ensímið í Safni 3. Eitt rafdráttarhlaup er sýnt 

á mynd 8 og er frá seinni hreinsun og hin rafdráttarhlaupin eru sýnd í viðauka (myndir 14 

og 15). Þetta hreina próteinband sem fékkst gaf til kynna að hreinsunin hafi verið 

árangusrík og að engin önnur prótein væru í Safni 3. 

 

            1            2           3           4            5            6            7            8 

 

Mynd 8. SDS/PAGE rafdráttur fyrir seinni hreinsun. SDS/PAGE rafdráttur með rafdráttarkerfi 

Laemmlis á 12,5 % akrýlamíð hlaupi. Rás 1: Safn 1, rás 2: Safn 2, rás 3: Safn 3, rás 4: Safn 4, rás 

5: Roflausn, rás 6: Botnfall, rás 7: Flot, rás 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder 

(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvæmd með Coomassie brilliant blue R-250 

og aflitun framkvæmd með 30% v/v metanóli. 

 

Ekki var talin þörf á massagreiningu á próteinbandinu þar sem það var vel staðsett á 

hlaupinu ef miðað er við próteinstigann. Því samkvæmt útreikningum að framan er 

mólmassi VAP#59 54903,5 g/mól. 
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3.4  Áhrif etýlen glýkóls á stöðugleika ensíms 

 Áhrif etýlen glýkóls á stöðugleika VAP#59 voru greinileg samkvæmt niðurstöðum 

þriggja mælinga sem framkvæmdar voru (mynd 9). Mæld var virkni ensímlausna með 

mismunandi styrkjum af viðbættu etýlen glýkoli (0-25% v/v) yfir ákveðið tímabil (allt að 

180 mínútur) til að kanna áhrifin. Ensímsýni voru geymd á ís milli mælinga. 

 

Mynd 9. Áhrif etýlen glýkóls á stöðugleika VAP#59 við 0 °C. Myndin sýnir niðurstöður þriggja 

mælinga þar sem k (mín-1) er hallatala stöðugleikaferlanna ln(%virkni) á móti tíma (mín). Eftir því 

sem hallatalan, k, minnkar helst ensímið stöðugt lengur þ.e. virknitapið er minna á tímaeiningu. Sjá 

má að ekki er nauðsynlegt að fara hærra en í 15-20% etýlen glýkól styrk til að halda virkni sem 

best. Virkni var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 25 °C. 

Sýni voru höfð á ís á milli mælinga. 
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Niðurstöður virknimælinga með etýlen glýkóli sýndu greinilega að það hefur mikil 

áhrif á stöðugleika VAP#59. Ekki virtist vera þörf á að fara í hærri en 15-20% v/v etýlen 

glýkól styrk til að halda virkni sem best. Þó virðist sem VAP#59 sé frekar óstöðugt 

afbrigði sem þolir litla bið á ís sbr. mikið fall í virkni við 0,0% og 5,0% styrki etýlen 

glýkóls. Það reyndist því nauðsynlegt að bæta 15% v/v styrk etýlen glýkóls við 

ensímlausnir fyrir eftirfarandi mælingar. Talað er um að bæta etýlen glýkóli við 

ensímlausnir þar sem 15 % etýlen glýkól var í losunarlausn sem notuð var til að ná 

ensíminu af súlunni. Þar sem virknin var mæld í tífalldri þynningu má því í raun bæta 1,5 

% v/v etýlen glýkól styrk saman við ofangreinda styrki. 

  

3.5  Hitastöðugleiki virknisets 

 Til að kanna áhrif hita á virkni ensímsins var virknitapið á tímaeiningu mælt við 

mismunandi hitastig (á bilinu 7 - 18 °C) og hraðafasti virknitaps ákvarðaður, k (mín
-1

). Til 

að reikna T50%, sem er hitastig sem veldur 50% virknitapi á 30 mínútum, voru 

niðurstöðurnar settar fram í Arrheníusargrafi og notast við jöfnur sem eru skilgreindar í 

kafla um hitastöðugleika virknisets í Efni og aðferðir. Á mynd 10 er búið að sameina 

niðurstöður þriggja stöðugleikamælinga og í töflu 2 má svo sjá niðurstöður einstakra 

mælinga og samanburð við villigerðina (VAPwt).  



 25 

 

Mynd 10. Arrheniusargraf af VAP#59. Ln(k) (mín-1) er teiknað upp á móti 1000/T (K-1). Á 

myndinni eru teknar saman niðurstöður þriggja óháðra mælinga. Út frá jöfnu bestu línu má reikna 

út að T50% = 15,8 °C. Virkni var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2, pH 

9,8 við 25 °C. Ensímsýni voru höfð með 15% etýlen glýkóli og tíminn var settur af stað þegar sýni 

var sett í vatnsbað við viðkomandi hitastig (7-18 °C). Fyrir það voru sýni á ís. 
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Tafla 2. Niðurstöður stöðugleikamælinga. Framkvæmdar voru fjórar mælingar á hitastöðugleika en 

þar sem fyrsta mælingin var framkvæmd með sitthvorum hvarfefnisblöndunum var hún ekki tekin 

með í útreikninga. T50% er það hitastig sem veldur 50% virknitapi á 30 mínútum. 

Stofn 
Mæling  

nr. 

T50%  

(°C) 

VAP#59 1 18,0 

VAP#59 2 15,6 

VAP#59 3 15,6 

VAP#59 4 16,0 

Meðaltal  15,8 ± 0,2 

VAP#wt  21,0 ± 1,5 

   

 Þegar hitaþol VAP#59 er borið saman við hitaþol villigerðar ensímsins (VAPwt) 

sést að VAP#59 er mun óstöðugari gagnvart hita og er sá munur í raun umtalsverður. 

Munurinn á T50% er um 3,5 – 6,9 °C. Þó má geta að samkvæmt dreifingu punkta á 

Arrheniusargrafinu á mynd 10 er óvissan á T50% gildinu sennilega meiri en reiknað 

staðalfrávik VAP#59 í töflu 2. 

 

3.6  Hitastöðugleiki heildarbyggingar 

 Framkvæmdar voru fjórar hringskautunarmælingar þar sem fylgst var með 

afmyndun -helixa við 222 nm. Fyrri tvær mælingarnar voru framkvæmdar án þess að 

þétta sýni og seinni tvær voru framkvæmdar eftir þéttingu sýna. Einnig voru framkvæmdar 

tvær CD mælingar á dialysubuffernum. Mælingar sem voru framkvæmdar eftir þéttingu 

sýna gáfu mun betri róf.  

 Mynd 11 sýnir normaliseraðan afmyndunarferil þar sem hlutfall afmyndaðs 

ensímsins (FU) er teiknað upp á móti hitastigi (°C) fyrir eina mælingu sem framkvæmd var 

á þéttu sýni. Niðurstöður hringskautunarmælinganna eru svo teknar saman í töflu 3. Hina 

afmyndunarferlana má sjá í viðauka (myndir 16,17 og 18).  
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Mynd 11. Normaliseraður afmyndunarferill VAP#59. Hringskautunarmæling við 222 nm var 

framkvæmd á ensíminu í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, pH 8,0 á hitastigsbilinu 10 – 80 °C með 

hitastigshækuninni 1,0 °C/mín í 2 mm kvarts kúvettu. Hlutfall afmyndaðs ensímsins (FU) var svo 

reiknað og teiknað upp á móti hitastiginu (°C). Á myndinni sést bræðslumark ensímsins, Tm =  45,2 

°C sem er þegar FU = 0,5. 
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Tafla 3. Niðurstöður hringskautunarmælinga. Framkvæmdar voru fjórar mælingar á 

hitastöðugleika heildarbyggingar. Mælingar 1 og 2 voru framkvæmdar án þess að þétta ensímsýni 

og tókust þær ekki eins vel. Normaliseraður afmyndunarferill mælingar 2 var ekki nothæfur og því 

ekki tekinn með í útreiknuðu meðaltali og staðalfráviki. 

Stofn 
Mæling  

nr. 

Tm  

(°C) 

VAP#59 1 44,0 

VAP#59 2 38,7 

VAP#59 3 45,2 

VAP#59 4 45,0 

Meðaltal  44,7 ± 0,6 

VAP#wt  50,8 ± 0,7 

 

 Bræðslumark (Tm) VAP#59 er töluvert lægra en bræðslumarkið fyrir villigerðina. 

Það þarf því minni hita til að afmynda VAP#59 sem þýðir að stöðugleiki þess er minni en 

stöðugleiki villigerðarinnar.  

 Þótt að bræðslumarkið, þ.e. hitastigið þegar 50% af VAP#59 er á afmynduðu formi 

(unfolded) og 50% á fullmynduðu formi (native), sé um 45 °C þá tapast virknin við mun 

lægra hitastig. Virknitap og afmyndun annars stigs byggingar virðast því ekki haldast alveg 

í hendur. Þetta gæti skýrst af því að þetta kuldakæra ensím sé með mjög viðkvæma 

hvarfstöð þar sem lítið þurfi að bregða út af til að virknin falli. Þessi stytting lykkjunnar 

virðist því hafa þau áhrif að ensímið verður hitaóstöðugra. Það gæti skýrst af því að 

lykkjan nái ekki eins vel að halda tvíliðunni saman og eftir að tvíliðan losnar í sundur þá 

séu einliðurnar mjög óstöðugar. 

 

3.7  Ákvörðun hraðafasta 

 Hraðafastar voru ákvarðaðir með virknimælingum undir vatnsrofsaðstæðum í 100 

mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Þessar mælingar tókust ekki vel til að byrja 

með og erfitt reyndist að finna hentuga hvarfefnastyrki. Þetta tókst þó að lokum með því að 

fara niður í mjög lága hvarfefnastyrki. Á mynd 12 er sýndur Michaelis-Menten ferill fyrir 

eina virknimælingu. Í töflu 4 má sjá niðurstöður þriggja virknimælinga og samanburð við 

villigerðina (VAPwt). Í viðauka má svo sjá alla Michaelis-Menten ferlana sem gáfu þessar 

niðurstöður (myndir 19, 20, 21, 22 og 23). 
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Mynd 12. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 við vatnsrofsaðstæður. Mæling var framkvæmd í 

100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með ólínulegri aðfellingu 

við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp fastana Km og Vmax.  
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Tafla 4. Hraðafastar VAP#59 og VAPwt. Virknimælingar voru framkvæmdar undir 

vatnsrofsaðstæðum í 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Hvarfefnastyrkir pNPP 

voru á bilinu 0,1 M – 0,1 mM.  

Stofn  
Mæling 

nr. 

Km  

(mM) 

kcat  

(s
-1

) 

kcat/Km   

(mM
-1

s
-1

) 

Ki (fyrir Pi)  

(mM) 

VAP#59 1 0,0037 ± 0,0007 39,0 10445 0,119 

VAP#59 2 0,0024 ± 0,0004 50,9 21192 0,295 

VAP#59 3 0,0045 ± 0,0014 39,6 8826 0,219 

Meðaltal  0,0035 ± 0,0011 43,2 ± 6,7 13488 0,183 ± 0,095 

VAPwt  0,017 ± 0,004 27,8 ± 10,5 1215 0,010 

 

 Eins og sjá má á töflu 4 er mikill munur á kcat/Km hlutfallinu hjá VAP#59 og VAPwt. 

Hvarfgeta VAP#59 virðist vera mun meiri en hvarfgeta villigerðar. Þessi meiri hvarfgeta 

VAP#59 virðist stafa af aukinni sækni í hvarfefnið (lægri Km) og hærri hverfitölu (kcat). 

Erfitt er að segja með vissu að hverfitalan (kcat) sé í raun mikið hærri vegna mikillar 

skekkju í kcat gildunum bæði fyrir VAP#59 og fyrir VAPwt. 

 Losunarfastinn Ki fyrir ólífrænt fosfat (HPO4
2-

) var mun hærri fyrir VAP#59 en 

villigerðina (VAPwt), sem gefur til kynna minni bindisækni VAP#59 í 

samkeppnishindrann.  

 

3.8  Zink ákvörðun með PAR mælingu 

 Til að ákvarða hvort eða hve mörg zink atóm hver ensímeining VAP#59 hefur 

bundin var notað efnið 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR). Í töflu 5 má sjá niðurstöður 

þriggja PAR-mælinga. Annars vegar voru mældar ensímlausnir með afmyndaranum urea 

(7,2 M) ásamt PAR og hins vegar ensímlausnir með Tris buffer (0,1 M, pH 7,8) ásamt 

PAR og hitun við 55°C í eina klukkustund. Til að hafa viðmið var einnig mæld 

ljósgleypnin á ensímlausn með Tris buffer og PAR án þess að hita og á aðeins Tris buffer 

með PAR til að sjá hvort ensímlausnin væri að gleypa. 
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Tafla 5. Niðurstöður PAR mælinga fyrir Zn. Mældar voru lausnir í 1 mL kúvettum þar sem annars 

vegar voru lausnir með 800 µL af urea (7,2 M), 200 µL ensímsýni (safn 3) og 5 µL PAR mældar 

og hins vegar lausnir með 800 µL Tris (0,1 M, pH 7,8), 200 µL ensímsýni (safn 3) og 5 µL PAR 

sem var hituð í 55 °C í 1 klst. Sem viðmið voru svo mældar lausnir með 1000 µL Tris (0,1 M, pH 

7,8) með 5 µL PAR og lausnir með 800 µL Tris (0,1 M, pH 7,8), 200 µL ensímsýni (safn 3) og 5 

µL PAR sem voru óhitaðar. PAR lausnin var alltaf sett út í rétt fyrir ljósgleypnimælingu. Mæld var 

ljósgleypnibreytingin við 500 nm og notaður 7,8 = 96000 M-1 cm-1 (eðlisgleypnistuðullinn við pH 

7,8) til að fá út zink styrkinn og ensímstyrkurinn var 5,333 · 10-7 M samkvæmt próteinmælingu. 

 

 

 Samkvæmt PAR mælingum virðast vera tvö zink atóm í hvorri einliðu VAP#59. 

Það virtist vera auðveldara að ná báðum zink atómunum út með afmyndun með urea 

heldur en með hitun. Við hitun virtist sem aðeins annað zink atómið gæti losnað. Kannski 

hefði verið gott að kanna hvort hærra hitastig hefði eitthvað að segja. Þessu ber saman við 

kristalbyggingu VAPwt sem leiddi í ljós að í virkniseti hvorrar einingar VAPwt væru tvö 

zink atóm og eitt magnesíum atóm. Það virðist því ekki vera að þessi stytting á 

innsetningarlykkju II (insert II) hafi áhrif á zink bindingu VAP#59. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mæling nr. Afmyndari [Zn] (M) mól Zn/mól ensímeining 

1 

 

Urea 1,073 · 10-6 2,01 

Hiti 1,021 · 10-6 1,91 

2 

 

Urea 1,000 · 10-6 1,88 

Hiti 6,458 · 10-7 1,21 

3 

 

Urea 1,156 · 10-6 2,17 

Hiti 5,417 · 10-7 1,02 

     Meðaltal 1,70 ± 0,47 
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4   Umræður 

 Hreinsun stökkbrigðisins VAP#59 tókst mun betur þegar hún var framkvæmd í 

seinna skiptið á ferlinu. Fyrri hreinsunin sem er sýnd í viðauka (mynd 13, tafla 6) tókst vel 

að ég fyrst hélt, en svo þegar ég útbjó einangrunartöfluna, sá ég að eitthvað var ekki í lagi. 

Vel var hægt að vinna með ensímið og það reyndist mjög hreint samkvæmt rafdrætti en 

það virðist sem mikið ensím hafi tapast í botnfallinu og nýtnin því ekki nægilega góð. 

Reyndar getur það líka hafa gerst að tölur hafi víxlast á einhverjum stað í ferlinu, kannski í 

próteinmælingunni. Einnig má sjá að ensímeiningarnar (U) í töflunni standast engan vegin.  

 Ef seinni hreinsunin er svo skoðuð, sést að þar passar allt saman mun betur. 

Hreinsunin gekk vel þótt heimturnar hefðu mátt vera betri. Rafdráttur sýndi svo að 

hreinsunin hefði tekist vel þar sem fram kom stakt afmarkað band á réttum stað fyrir 

ensímið. 

 Ljóst varð strax að þetta afbrigði sem ég var að vinna með VAP#59 var mjög 

óstöðugt samanborið við villigerðina. Virknin var fljót að falla þegar ensímið var geymt á 

ís. Því var prófað að gera virknimælingar með etýlen glýkóli og sást þá strax að mikill 

munur var þegar það var haft í 15 % v/v viðbættum styrk í ensímlausnum (þ.e. í 16,5 % v/v 

heildarstyrk etýlen glýkóls). Villigerðin (VAPwt) var líka höfð í sama etýlen glýkól styrk 

þegar mælingar voru framkvæmdar á henni af Manuelu Magnúsdóttur. 

 Þegar stöðugleiki virknisets var kannaður kom í ljós að töluverður munur var á 

T50% gildum villigerðar (VAPwt) og VAP#59. Virkni VAP#59 tapaðist við mun lægra 

hitastig en virkni villigerðarinnar, þ.e. VAP#59 er mun hitaóstöðugara ensím en 

villigerðin. Þessi meiri hitaóstöðugleiki getur hafa stafað af því að stytting lykkjunnar 

(innsetningarlykkju II) hafi leitt til þess að tvíliðan haldist verr saman þegar meiri hreyfing 

kemst á lykkjuna við aukið hitastig og tenging tvíliðunnar verði þannig of laust bundin 

þannig að hvarfstöðvar aflagist og tapi virkni. 

 Hitastöðugleiki heildarbyggingar VAP#59 var einnig minni en hjá villigerðinni eins 

og sást í hringskautunarmælingunum. Bræðslumark (Tm) VAP#59 var um 5 °C lægra en 

bræðslumark villigerðarinnar sem segir okkur að ensímið afmyndast við lægra hitastig og 

sé því almennt hitaóstöðugara. Þessi minni stöðugleiki gæti verið vegna þess að lykkjan 

haldi einingum ensímsins ekki nægilega vel saman og við aukið hitastig losni þær fyrr í 

sundur vegna þess og þannig afmyndist undireiningarnar auðveldar. Lykkjan tapaði fjórum 

millieininga vetnistengjum við styttinguna og það getur verið að það hafi eitthvað að segja 
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varðandi þennan mun á hitastöðugleikanum. Einnig gæti verið að einhverjar saltbrýr hafi 

tapast milli lykkjunnar og hinnar ensímeiningarinnar.   

Mikill munur var á kcat/Km hlutfallinu hjá VAP#59 og VAPwt. Hvarfgeta VAP#59 

virðist vera mun meiri en hvarfgeta villigerðar. Þessi meiri hvarfgeta VAP#59 virðist stafa 

af aukinni sækni í hvarfefnið (lægri Km) og hærri hverfitölu (kcat). Ef horft er á skekkjurnar 

í kcat fyrir bæði VAP#59 og villigerðina þá virðist vera öruggara að veðja á að þessi aukna 

hvarfgeta stafi af aukinni sækni ensímsins í hvarfefnið þ.e. hærri bindigetu ensímsins 

frekar en hærri hverfitölu. Þessi aukna sækni ensímsins í hvarfefnið gæti stafað af því að 

hvarfefnið hafi haft betra aðgengi að hvarfstöðinni vegna þess að lykkjan 

(innsetningarlykkja II) var styttri en hjá villigerðinni. Það hefði verið gaman að hafa gert 

fleiri mælingar til að fá nákvæmara gildi á kcat og þá hefði verið auðveldara að segja með 

meiri vissu af hverju þessi aukna hvarfgeta stafaði. Ef hverfitalan, kcat, væri í raun hærri 

gæti það stafað af auknum hreyfanleika í hvarfstöð sem þá auðveldaði losun fosfats frá 

ensíminu sem er hægasta skrefið fyrir villigerð ECAP og endurspeglast í kcat gildinu [35]. 

En aukin hvarfgeta gæti líka verið vegna hvort tveggja aukinnar sækni í hvarfefnið (lægra 

Km) og hærri hverfitölu (kcat), þar sem binding hvarfefnis er fyrst í hvarfganginum meðan 

losun fosfórs er síðast [35]. Það þarf þó ekki að vera sama staða hér fyrir stökkbrigðið 

VAP#59 þar sem um er að ræða ensím úr annarri lífveru og stökkbreytt afbrigði sem getur 

verið með annað hraðatakmarkandi skref. Það er þó ljóst að hvarfgeta VAP#59 er hærri en 

hvarfgeta villigerðarinnar (VAPwt).  

PAR mælingar leiddu í ljós að það væru tvö zink atóm í hvorri einliðu VAP#59 

sem ber saman við kristalbyggingu VAPwt sem leiddi í ljós að í virkniseti hvorrar einingar 

VAPwt væru tvö zink atóm og eitt magnesíum atóm. Það virðist því ekki vera að þessi 

ákveðna stytting á lykkjunni (innsetningarlykkju II) hafi áhrif á zink bindingu VAP#59. 

Það virtist vera auðveldara að ná báðum zink atómunum út með afmyndun með urea 

heldur en með hitun. 

Það virðist því samkvæmt þessari rannsókn á stökkbrigðinu VAP#59 að með 

aukinni hvarfgetu fylgi minni hitastöðugleiki. Afbrigðið VAP#59 virðist vera 

,,kuldakærara” en villigerðin. Hér virðist það gerast að með aukinni virkni við lág hitastig 

fylgi minni hitastöðugleiki.  

Hitastigsaðlögun virðist fela í sér málamiðlun milli hvötunarvirkni, sveigjanleika 

og stöðugleika í náttúrunni [36]. Hitakær ensím hafa hlutfallslega mikla virkni við há 

hitastig og hafa stífa og stöðuga myndbyggingu, meðan kuldakær ensím hafa hlutfallslega 
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mikla virkni við lág hitastig og hafa sveigjanlega og óstöðuga myndbyggingu [36]. Með 

aðferð sem nefnd er stýrð þróun er þó hægt að samræma háa virkni við lág hitastig og 

mikinn hitastöðugleika sem sýnir að það er ekki eitt af eðlislögmálunum að ógeranlegt sé 

að samræma þessa tvo helstu eiginleika ensíma [36]. Þó getur verið erfitt að staðsetja 

nákvæmlega þær breytingar sem valda þessum ,,ofurensímum” sem hafa háa virkni við lág 

hitastig og háan hitastöðugleika [36]. 

 Ef horft er á aðrar rannsóknir þar sem framkvæmdar hafa verið breytingar á N-enda 

helix í PLAP (human placental AP) og TNAP (tissue-nonspecific AP) úr mús [30], sem 

eins og var talað um í inngangi virðist þjóna sama hlutverki og innsetningarlykkja II í 

VAP, þá hafði úrfelling annars vegar 9 a.s. og hins vegar úrfelling 25 a.s. í PLAP þau áhrif 

að ensímið tapaði virkni og hitastöðugleika annars vegar og leiddi til alveg óvirks ensíms 

hins vegar [30]. Úrfelling á annars vegar 5 a.s. og hins vegar 9 a.s. í N-enda helix TNAP 

minnkaði einnig virkni annars vegar og óvirkjaði ensímið alveg hins vegar [37]. 

Þetta er alveg andstæðan við það sem gerðist í þessari rannsókn þar sem úrfellingin 

í innsetningarlykkju II varð til þess að ensímið (VAP#59) fékk aukna hvarfgetu og minni 

stöðugleika. Þessi munur gæti falist í því að þessi ensím sem prófuð voru eru 

miðlungshitavirk en ekki kuldavirk eins og VAP. Einnig gæti staðsetning úrklippingar á 

lykkjum/helixum haft sitt að segja og það að innsetningarlykkja II er eiginleg lykkja hjá 

VAP meðan N-enda helixinn er  helix hjá hinum APösunum. Það gæti verið skýring að 

helixarnir þoli verr styttingu.  

Yfirborðslykkjur á ensímum hafa margskonar mikilvæg hlutverk sem ekki verða öll 

upptalin hér en mikilvægi innsetningarlykkju II í VAP við að halda einingum ensímsins 

saman hefur sýnt sig í fyrri rannsóknum [26] og í þessari rannsókn. Lykkjur virðast spila 

stórt hlutverk í sértækni og virkni ensíma og geta átt stóran þátt í hvötunarhraða ýmissa 

ensíma með því að opnast og lokast á víxl og hleypa hvarf- og myndefnum til og frá 

hvarfstöð eins og sést hefur í adenylate kinasa úr ofurhitakæru bakteríunni Aquifex 

aeolicus [38]. Einnig hefur verið sýnt fram á mikilvægi yfirborðslykkja hjá serín 

próteösunum trypsini og chymotrypsini, þar sem tvær lykkjur utan bindisets hafa 

mikilvægt hlutverk í stjórnun á sérstækni ensímanna gagnvart hvarfefnum [39]. Þar áttu 

hreyfingar lykkjanna mikinn þátt í sérvirkninni, sem sást þegar skipt var á lykkjum trypsins 

og chymotrypsins. Hreyfingar lykkjanna héldust eins og þær voru á upprunulega ensími og 

breyttu þannig sértækni trypsins í hvarfefni sem áður voru hvarfefni chymotrypsins og 

öfugt [39]. 
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Það er því ljóst að lykkjur eru mjög spennandi viðfangsefni í ensímrannsóknum og 

væntanlega á eftir að koma margt nýtt í ljós á komandi árum varðandi hlutverk og 

eiginleika yfirborðslykkja. 
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Viðauki 

 

Mynd 13. Fyrri hreinsunarferill VAP#59 á Strep-Tactin® Sepharósa súlu. Súlan var jöfnuð með 

Vibrio AP buffer með 150 mM NaCl. Flotið var sett á súluna og í glasi 15 var byrjað að skola með 

Vibrio AP buffer lausn með 15% v/v etýlen glýkóli og 150 mM NaCl til að losa ósértækt bundin 

prótein af súlunni og í glasi 70 var byrjað að skola með losunarlausn þ.e. Vibrio AP buffer án NaCl 

en með 2,5 mM desthiobiotin (DTB). Blái ferillinn (         A(280 nm)) sýnir gleypni við 280 nm í 

glösunum og svarti ferillinn (   •    Virkni (U/mL)) sýnir virkni í einstaka glösum. Í hvert glas var 

skammtað 2 mL, flæðihraðinn í gegnum súluna var 1 mL/mín og hreinsunin var framkvæmd við 4 

°C. Virknin var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 25 °C. 
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Tafla 6. Einangrunartafla fyrir fyrri hreinsun á VAP#59 á Strep-Tactin® Sepharósa súlu við 4 °C. 

Flot (32,5 ml) var sett á súluna og í glasi 15 var byrjað að skola með Vibrio AP buffer lausn með 

15% v/v etýlen glýkóli og 150 mM NaCl til að losa ósértækt bundin prótein af súlunni og í glasi 70 

var byrjað að skola með losunarlausn þ.e. Vibrio AP buffer án NaCl en með 2,5 mM desthiobiotin 

(DTB). Safn 1 eru glös 1-40, Safn 2 eru glös 41-73, Safn 3 eru glös 74-81 og Safn 4 eru glös 82-95. 

Virkni var mæld með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 skv. 

virknimælingu að ofan. Próteinstyrkur var mældur skv. Coomassie G-250 aðferð að ofan. Safn 3 

var síðan notað til áframhaldandi mælinga á VAP#59. 

Sýni 
Magn 

(ml) 

Virkni 

(U/ml) 

Prótein 

(mg/ml) 

Eðlisvirkni 

(U/mg) 

Prótein 

(mg) 

Einingar 

(U) 

Heimtur 

(%) 

Hreinsun 

(x) 

Roflausn 42,5 0,047 8,26 0,00566 351 1,99 x x 

Flot 32,5 0,293 5,68 0,0516 185 9,52 100 1 

Botnfall 18,0 7,34 7,55 0,973 136 132 1389 18,9 

Safn 1 55,0 14,9 3,17 4,72 174 821 8626 91,5 

Safn 2 40,0 15,1 0,05 296 2,04 603 6336 5736 

Safn 3 10,5 10,9 0,02 455 0,252 115 1203 8817 

Safn 4 18,0 0,543 0,18 3,10 3,15 9,77 103 60,1 

 

 

Eins og sjá má á þessari einangrunartöflu fór eitthvað úrskeiðis. Virknimælingin hefur 

sennilega klúðrast sem sést á því að roflausnin og flotið hafa allt of litla virkni (of fáar 

virknieiningar (U) samanborið við virknieiningar botnfalls og safnlausna. Gæti verið að ég 

hafi gleymt að gera ráð fyrir þynningu lausna eða að ljósgleypnimælirinn hafi verið vitlaust 

stilltur. Erfitt er að segja með vissu hvað fór úrskeiðis þegar horft er á einangrunartöflu 

þessarar hreinsunar. 
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                   1         2         3        4         5          6         7         8 

 

Mynd 14. SDS/PAGE rafdráttur fyrir fyrri hreinsun. SDS/PAGE rafdráttur með rafdráttarkerfi 

Laemmlis á 12,5 % akrýlamíð hlaupi. Rás 1: Safn 1, rás 2: Safn 2, rás 3: Safn 3, rás 4: Safn 4, rás 

5: Roflausn, rás 6: Botnfall, rás 7:Flot, rás 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder 

(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvæmd með Coomassie brilliant blue R-250 

og aflitun framkvæmd með 30% v/v metanóli. 
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        1       2        3         4         5         6       7        8 

 

Mynd 15. SDS/PAGE rafdráttur 2 fyrir seinni hreinsun. SDS/PAGE rafdráttur með rafdráttarkerfi 

Laemmlis á 12,5 % akrýlamíð hlaupi. Rás 1: Safn 1, rás 2: Safn 2, rás 3: Safn 3, rás 4: Safn 4, rás 

5: Roflausn, rás 6: Botnfall, rás 7:Flot, rás 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder 

(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvæmd með Coomassie brilliant blue R-250 

og aflitun framkvæmd með 30% v/v metanóli. 
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Mynd 16. Normaliseraður afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmæling við 222 nm var 

framkvæmd á ensíminu án þéttingar sýnis í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, pH 8,0 á 

hitastigsbilinu 10 – 80 °C með hitastigshækuninni 1,0 °C/mín í 2 mm kvarts kúvettu. Hlutfall 

afmyndaðs ensímsins (FU) var svo reiknað og teiknað upp á móti hitastiginu (°C). Á myndinni sést 

bræðslumark ensímsins, Tm =  44,0 °C sem er þegar FU = 0,5. 
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Mynd 17. Normaliseraður afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmæling við 222 nm var 

framkvæmd á ensíminu án þéttingar sýnis í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, pH 8,0 á 

hitastigsbilinu 10 – 80 °C með hitastigshækuninni 1,0 °C/mín í 2 mm kvarts kúvettu. Hlutfall 

afmyndaðs ensímsins (FU) var svo reiknað og teiknað upp á móti hitastiginu (°C). Á myndinni sést 

bræðslumark ensímsins, Tm =  38,7 °C sem er þegar FU = 0,5. 

 

Grafið á mynd 17 sýnir að mælingin gekk ekki nógu vel án þéttingar sýnis. Niðurstöður 

þessarar mælingar voru ekki teknar með í niðurstöðunum. 
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Mynd 18. Normaliseraður afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmæling við 222 nm var 

framkvæmd á ensíminu eftir þéttingu sýnis í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, pH 8,0 á 

hitastigsbilinu 10 – 80 °C með hitastigshækuninni 1,0 °C/mín í 2 mm kvarts kúvettu. Hlutfall 

afmyndaðs ensímsins (FU) var svo reiknað og teiknað upp á móti hitastiginu (°C). Á myndinni sést 

bræðslumark ensímsins, Tm =  45,0 °C sem er þegar FU = 0,5. 
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Mynd 19. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 við vatnsrofsaðstæður. Mæling var framkvæmd í 

100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með ólínulegri aðfellingu 

við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp fastana Km (m2) og Vmax 

(m1). 
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Mynd 20. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 við vatnsrofsaðstæður. Mæling var framkvæmd í 

100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með ólínulegri aðfellingu 

við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp fastana Km (m2) og Vmax 

(m1). 
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Mynd 21. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 við vatnsrofsaðstæður með fosfat hindra. Mæling 

var framkvæmd í 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með 

ólínulegri aðfellingu við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp 

fastana Km (m2) og Vmax (m1). 
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Mynd 22. Michaelis-Menten ferill fyrir eina virknimælingu á VAP#59 með fosfat hindra. Mæling 

var framkvæmd í 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með 

ólínulegri aðfellingu við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp 

fastana Km (m2) og Vmax (m1). 
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Mynd 23. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 við vatnsrofsaðstæður með fosfat hindra. Mæling 

var framkvæmd í 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Ferillinn var fenginn með 

ólínulegri aðfellingu við Michaelis-Menten jöfnuna í forritinu KaleidaGraph sem gaf svo upp 

fastana Km (m2) og Vmax (m1). 
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