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Agrip

bar sem proétein eru undirstada fyrir virkni frumna er spennandi ad vita hvernig
pessar floknu sameindir, sem byggdar eru upp ur adeins 20 mismunandi amindsyrum,
virka & svo fjolbreytilegan hatt. Pott kyrrstodubygging margra ensima sé pekkt pa felst
virknin adallega i kvikum eiginleikum peirra. Ensim starfa i nattirunni vid mismunandi
hitastig. Samanburdur 4 ensimum sem starfa i hita (hitavirk og midlungshitavirk ensim) og
ensimum sem starfa i kulda (kuldavirk ensim) er mikilvaegur par sem hann veitir okkur
innsyn i ymsa ahrifapeetti vardandi stodugleika og virkni ensima.

Kuldavirk ensim hafa proast til ad ad geta vidhaldid efnaskiptum lifvera med harri
hverfitolu og mikilli hvotunargetu pratt fyrir lagt hitastig. Pessi mikla hvétunarvirkni
kuldavirkra ensima vi0 l1ag hitastig er talin vera afleiding af auknum sveigjanleika i
byggingu peirra sem veitir peim aukna getu til ad framkvema efnahvorf. Hitadstodugleiki
vill p6 fylgja pessum aukna sveigjanleiki kuldavirkra ensima.

Rannsakadur var tvilida Vibrio alkaliskur fosfatasi par sem fimm aminosyra butur
hafoi verid klipptur ut Or innsetningarlykkju II sem heldur tvilidunni saman. Pessi stytting
lykkjunnar hafdi pau ahrif ad hvarfgeta ensimsins jokst en stodugleiki ensimsins minnkadi
téluvert. Stytting lykkjunnar minnkadi stodugleika virknisets og heildarstodugleikann en
virtist ekki hafa dhrif 4 fj6lda zinkatoma i einingum ensimsins. Hvor eining stokkbrigdisins

innihélt tvo zink atém eins og villigerdin.
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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 I 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 ensim

Sama lifveran getur ekki lifad vid hvada adstedur sem er. b0 prifst lif vid
Otralegustu adstaedur, allt fra -40°C til yfir 115°C og eru lifverur sem lifa vid ytri morkin
kalladar jadarlifverur (extremophiles) [1].

Kuldakeerar lifverur (psychrophiles) eru skilgreindar sem lifverur, dreifkjornungar
eda heilkjérnungar sem vaxa og dafna vid hitastig sem er nalaegt frostmarki vatns [2].
Kuldakerar lifverur er pvi ad finna & steerstum hluta jardarinnar til deemis i sjé, & p6lunum
og & fjollum. pessar lifverur eru i varmafraedilegu jafnveegi vid umhverfi sitt og allir hlutar
frumna peirra purfa ad vera kuldaadlagadir [3]. peer purfa ad hafa efnaskipti i miklum
kulda sem etti ad vera erfitt par sem hradi efnahvarfa er mjog hitastigshadur.

Anhrifum hitastigs 4 efnahvorf er lyst med Arrheniusarjéfnunni (jafna 1).

-E,

k. = AeRT (jafna 1)
Par sem K, er fyrsta stigs hradafastinn fyrir umbreytingu ensim-hvarfefnis sambands (ES)
i ensim (E) og myndefni (P) og segir til um hvarfhrada pess skrefs, E, er virkjunarorka
hvarfsins, A er ,,pre-exponential” studull, T er hitastigio (K) og R er gasfastinn (8,314 J
mél™ K™) [4]. bad er pvi ljost ad eftir pvi sem efnahvorf gerast vid laegra hitastig verdur
veldisfallandi leekkun & hvarfhradanum, Kea.

Samt sem &dur hafa kuldavirk ensim (hitadstodug ensim) haan hvarfhrada, oft &
tidum 10x heerri ke Samanborid vid hitastodug samstofna ensim [5]. Laekkun
virkjunarorku hvarfanna sem pau hvata skiptir miklu mali i pessu samhengi eins og sja ma
a jofnu Arrheniusar.

Ensim purfa ad hafa ymsar kvikar hreyfingar i innri byggingu sinni til ad efnahvorf
geti att ser stad. Pott vid vitum kyrrstodubyggingu margra proteina er virkni peirra
stjornad adallega med kvikum eiginleikum peirra eda nokkurs konar personuleika [6].
Hreyfanleiki i proteinkedju sumra byggingarhluta kuldavirkra ensima er talin helsta asteeda
pessarar leekkunar i virkjunarorku peirra sem par af leidandi eykur ke Vid lag hitastig.
Pessi mikla hvétunargeta kuldavirkra ensima virdist po fela i sér tap & hitastodugleika
peirra [7,8,9]. Aukinn hvarfhradi kuldavirkra ensima geeti einnig ad hluta til skyrst af



auknu adgengi hvarf- og myndefna ad hvarfstdd peirra vegna aukins hreyfanleika i
kringum hvarfstédina.

Nidurstodur rannsdkna & samstofna ensimum ar kuldakaerum og hitakaerum
lifverum hafa leitt i 1jés 6fugt samband hvétunargetu (Kea/Km) 0g stddugleika [10]. Ensim
ur kuldakeerum lifverum hafa oft mikla hvétunargetu (hatt ke./Krm) en litinn stédugleika
medan ensim hitakearra lifvera hafa oft leegri hvétunargetu og meiri stédugleika.

Halda meetti ad med aukinni hreyfingu ensima myndu pau verda stddugari gagnvart
afmyndun pvi ad vid aukna éreidu fullmétads ensimsims (N) minnkar 6reidubreytingin AS
vid afmyndun og par af leidandi hackkar friorkubreytingin fyrir afmyndun, AGy, sem gerir

ensimid stédugara sbr. jofnu Gibbs-Helmholtz (jafna 2).

AG=AH—-TAS (jafna 2)

Pad er po talid ad adlogun ensima ad kulda feli i sér stadbundna aukningu a
sveigjanleika & byggingarlega mikilveegum sveedum innan ensimanna an pess ad
heildarsveigjanleiki peirra aukist [10]. Sveigjanleikinn getur jafnvel minnkad & 6drum
stddum i ensimum til pess ad auka heildarstodugleikann [11].

Til ad skyra pennan aukna stadbundna hreyfanleika sem er naudsynlegur til ad
kuldavirk ensim vinni vel vid lag hitastig, aukna hvétunargetu peirra, &samt minni
stodugleika peirra, hafa ymsir ahrifapeettir i byggingu ensimanna verid tilgreindir. Synt
hefur verid fram & ad feerri saltbryr séu i kuldavirkum ensimum, minni vatnsfelni i kjarna
(feekkun van der Waals samlodunarkrafta) og aukid adgengi 6skautadra hopa a yfirbordi,
aukinn fjoldi yfirbordshledslna (einkum neikvaedra) sem leidir til hagstaedari vixlverkana
vid leysi og feerri aromatiskar vixlverkanir [5,10,12,13,14,2,16,17]. Einnig hefur verid synt
fram & ad feerri tvisulfio tengi naleegt virknistad i kuldavirkum Vibrio alkaliskum fosfatasa
studli ad auknum stadbundnum hreyfanleika i ensiminu og aukinni virkni en minni
stodugleika [18,19].

Auk alls pessa er i raun pad sem er mikilvaegast i sambandi vid pessa rannsokn og
pad er ad lykkjur kuldavirkra ensima eru oft lengri og oreglulegri en i ensimum
midlungshitakaerra og hitakeerra lifvera. paer hafa aukin samskipti vid leysinn, auk pess

sem hreyfigeta peirra virdist vera meira vegna ferri prolin amindsyra i peim [5,15,17,20].



1.2 Kuldavirkur alkaliskur fosfatasi ur Vibrio 6rveru (VAP)

Ensimid sem er verid ad skoda i pessari rannsokn er kuldavirkur alkaliskur fosfatasi
ur Vibrio drveru. VAP er spennandi af pvi ad hann hefur meiri hvétunargetu en er
6stodugari en alkaliskir fosfatasar Ur midlungshitakeerum bakterium, til deemis E.coli
(ECAP) [21]. bvi hefur pad pott spennandi ad framkveema markvissar stokkbreytingar &
ymsum sveedum i VAP i von um ad finna afbrigdi sem hafa yfir ad rada pessa miklu
hvotunargetu og hafa auk pess innleiddan meiri stédugleika hitapolnu afbrigdanna. betta
hefur verid medal vidfangsefna Bjarna Asgeirssonar og nemenda hans i morg ar og nd fékk
ég teekifeeri til ad taka patt i pvi.

Alkaliskur fosfatasi (AP) er fosfomonoesterasi sem hvatar vatnsrof eda umfosforun

a fosfbmonoesterum vid basiskar adstaedur eins og sja ma & mynd 1.

1,0 E-P, =—= E+P,

e
NE-RZOP

R,OIH

R,0H

)

E-l—RlOP —— E- RIOP - E-P

E + R,0P

Mynd 1. Hvarfgangar AP. Hvarfgangar fyrir vatnsrof og umfosférun fosfomonoestera med AP
[22,23].

Alkaliskir fosfatasar hvata affosforun fjélmargra lifreenna sameinda og ma finna i
fjolmdérgum olikum lifverum (6rverum, plontum og hryggdyrum). Hlutverk peirra er po
ekki alltaf pekkt en sumir peirra hafa verid mikid rannsakadir.

Kristalbyggingar alkaliskra fosfatasa ur reekju (SAP) [14], fylgju H. sapiens
(PLAP) [24], sudurskautsorverunni TAB5 (TAP) [25] og Vibrio 6rverunni (VAP) [26]
hafa verid greindar asamt ECAP sem hefur verid mest rannsakadur [27]. bessar
kristalbyggingar syna ad ensimin eru frekar 6lik i smaatrioum en p6 hefur virknisveedid
greinilega verid vel varveitt. Til demis eru amindsyrurnar sem tengjast beint vid
hvarfefnid, Ser102 og Argl66, vardveittar i 6llum ensimunum [21,26].

Heildar fjérdastigs bygging alkaliskra fosfatasa er almennt mjog lik & milli tegunda
og eru peir & virku formi almennt sem tvilida tveggja AP proteinkedja (e. homodimer)
(mynd 2) sem hvor um sig eru o/p byggingar par sem 3 fletir fara i gegnum midju

tvilidunnar med o helixa hvorum megin vid sig [26]. Hvarfstodvar hvorrar einlidu
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innihalda prjar malmjoénir, tvar zinkjénir (Zn**) og eina magnesiumjén (Mg®*) og taka paer
allar patt i hvétun ensimsins, auk pess sem magnesiumjonin hefur einnig ahrif a
stodugleika [28]. Amindsyrurnar sem binda zink atémin tvo eru vardveittar i 6llum
pekktum alkaliskum fosfatdsum, medan nokkur breytileiki er i aminésyrunum sem binda
magnesium jonina [26].

Samanburdur aminosyrurada milli bakteriu- og spendyraafbrigda syndi 25-30%
samsvorun en eins og fyrr segir er byggingin i kringum virknisetid mjog vel vardveitt med
tilliti til amindsyra [26].

Kuldavirkir AP eru sérstaklega ahugaverdir par sem peir hafa haestu ke gildi
fjolskyldu alkaliskra fosfatasa af peim sem hafa verid rannsakadir [26]. Kuldavirkni VAP
virdist skyrast af hreyfanleika og dstodugleika i hvarfstdd ensimsins medan adrir hlutar
pbess eru stodugari [21]. Petta sast einnig pegar tvisulfidtengi voru innleidd nélegt
hvarfstod i VAP sem leiddi til aukins hitastodugleika en mikillar leekkunnar i hvarfhrada,
Keat [19]. K gildi kuldavirkra alkaliskra fosfatasa eru einnig yfirleitt tiltdlulega ha, sem
passar vid pa kenningu ad hvarfstodin sé hreyfanlegri en hja minna virkum afbrigdum [26].

VAP er med lengstu fjolpeptidkedjur sem hafa fundist medal alkaliskra fosfatasa.
Hvor einlida um sig er tjad sem 521 aminosyru kedja, en par sem 19 amindésyrur eru
Klipptar af eftir pydingu samanstendur fullmotad ensimid af tveimur 502 amindsyra
proteinkedjum [29]. Kristalbygging VAP var radin 2008 og sja ma bordaframsetningu af
ensiminu & mynd 2 [26].



Mynd 2. Bygging VAP. Bygging VAP er hér synd a bordaformi. Til adgreiningar er énnur einlidan
litud raud en hin bla. Korénu hneppid ma sjé efst & ensiminu og rauda lykkjan sem breidir sig eftir
yfirbordi blau einlidunnar og heldur tvilidunni saman er innsetningarlykkja Il (insert I1).
Malmjonirnar prjar i hvorri hvarfstdd sem taka patt i hvotun eru syndar med gulum kdlum (zink)

0g greenum (magnesium) [26].

VAP hefur einkennandi fjorar innsetningarlykkjur sem hinir fjérir kristélludu
alkalisku fosfatasarnir (TAP, ECAP, SAP og PLAP) hafa engan samanburd vid.
Innsetningarlykkjurnar fjorar (inserts 1-1V) innihalda 13, 26, 34 og 46 amindsyrur eins og

sjamaamynd 3.
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Mynd 3. Innsetningarlykkjur VAP. Hér er buid ad leggja saman (superimposite) VAP (rautt), TAP
(lj6sblatt), ECAP (gult), SAP (graent) og PLAP (fjolublatt). A pessari mynd ma greinilega sja ad

korénu hneppid sem samanstendur ad hluta af innsetningarlykkjum -1V (inserts 11-1V) er sterra

hja VAP en hja hinum alkalisku fosfatdsunum. Innsetningarlykkja Il (insert I1) sem a stéran patt i

stodgun tviliou VAP sést greinilega a myndinni [26].

Innsetningarlykkjur 11-1V eru hluti af svokélludu kérénu hneppi (crown-domain) sem
er afar mismunandi i pessum fimm AP&sum. Kérénu hneppid er iburdarmeira i VAP en i
Ollum 6drum pekktum alkaliskum fosfatésum og a patt i ad tengja einlidurnar saman
(innsetningarlykkjur 11 og 1V) og leggjast yfir virkniset (innsetningarlykkjur 111 og 1V)
[26].

VAP hefur ekki N-enda helix likt og margir adrir alkaliskir fosfatasar (t.d. ECAP,
SAP og PLAP). bessi N-enda helix er a-helix sem teygir sig fra annarri proteinkedjunni
yfir a hina og virdist halda utan um hana og gefa tvilidunni pannig aukinn stédugleika [26].
Innsetningarlykkja 11 i VAP virdist koma i stadinn fyrir pennan N-enda helix og er talid ad
petta fyrirkomulag geti att patt i aukinni virkni VAP sem geti verid vegna ,,lausari”
byggingar ensimsins.

Innsetningarlykkja 1l samanstendur af 26 amindsyrum og hun breidir sig eftir
yfirbordi hinnar proteinkedjunnar (einingarinnar) og virdist halda utan um hana.



Tiltdlulega fa vetnistengi eru innan lykkjunnar en atta hladnar og niu 6skautadar
amindsyrur lykkjunnar leggja mikid til stédgunar tviliounnar med pvi ad mynda ellefu
millisameindavetnistengi [26].

Auk pessarar stddgunar er talid ad hreyfingar i lykkjunni (innsetningarlykkju I1) eda
korénusveedis geti haft ahrif & hvotun ensimsins par sem amindsyran S324 vid byrjun
lykkjunnar er vetnistengd vid H465 (sem er einn af M1 Zn tenglunum) a hinni einlidunni
og hlidarkedja H465 er nalaegt Y325 & lykkjunni sem teygir sig inn i hvarfstodina. Petta er
demi um ,,samskipti” milli einlida og hefur lika sést i PLAP, TAP og SAP par sem tyrosin
fré einni einlidu verdur hluti ad hvarfstdd i hinni [26].

Innsetningarlykkja 11 samanstendur af aminosyrum 325-351 og han er til skodunar i
pessu verkefni. par sem pessi lykkja virdist hafa mikid ad segja fyrir ensimid samkvaemt
skodun a kristalbyggingu er &hugavert ad kanna hvort stokkbreytingar & henni hafi ahrif &
hvarfhrada og stddugleika ensimsins. Snertifletir einlidanna eru mjég naleegt
hvarfstédvunum og er hugsanlegt ad einlidurnar megi ekki vera of pétt saman til ad naegar
hreyfingar geti att sér stad til ad hvétun verdi. Innsetningarlykkja 11 tekur einmitt patt i
pessari tengingu einlidanna.

Lykkjur eru svaedi i ensimum sem eru almennt hreyfanlegasti patturinn i
peptidkedjunni og i VAP tekur innsetningarlykkja Il einnig patt i stddgun tvilidunnar eins
og adur var nefnt. Han er pvi akjosanleg fyrir innleiddar stokkbreytingar.

Synt hefur verid fram & byggingarlegt mikilvaegi hreyfanlegra yfibordslykkja i
spendyra alkalisku fosfatdsunum PLAP (human placental AP) og TNAP (tissue-
nonspecific AP) ar mus. bar hafdi breyting a adeins niu amindsyrum i midri lykkju
neegileg ahrif til ad minnka verulega hitastodugleika ensimanna [30].

Til ad kanna ahrif innsetningarlykkju Il I VAP var buid til stokkbrigdi af VAP med
uatfellingu & amindsyrum 337-341 ar lykkjunni (VAP#59). Buturinn sem var felldur ut ur
lykkjunni innihélt serin (S337), glysin (G338), glatamat (E339), alanin (A340) og
fenylalanin (F341). Samanburdur a kristalbyggingu VAPwt i Swiss-PdbViewer (PDB
3e2d) og VAP#59 par sem buid var ad stytta lykkjuna med hjalp sama forrits og fa
orkulaegstu stédur aminosyranna, syndi ad vid pessa urklippingu tépudust prju
millieiningavetnistengi milli G338 & lykkju og Q88 & hinni proteinkedjunni og milli E339
0g A340 a lykkju vid G89 & hinni préteinkedjunni. Einnig geetu hafa tapast tvo
millieiningavetnistengi milli R336 & lykkju villigerdar og S79 og S87 & hinni einingu
villigerdarinnar vegna mogulegrar stefnubreytingar R336 hja VAP#59. Ahugavert var ad



sja ad vid styttingu lykkjunnar virdist sem nytt millieiningavetnistengi hafi myndast milli
Y346 & styttu lykkjunni og E81 (aminhdps E81 & meginkedju) & hinni einingunni.

A heildina litid geetu pvi hafa tapast fjogur millieiningavetnistengi og nokkur
innaneiningarvetnistengi, en nokkur ny innaneiningavetnistengi virdast einnig hafa
myndast samkvaemt pessum samanburdi. Samanburd & ensimunum (VAPwt og VAP#59)

og nanari samanburd innsetningarlykkja Il ma sja @ myndum 4 og 5.

Mynd 4. Samanburdur VAPwt og VAP#59. A myndinni er baid ad fella saman byggingar VAPwt
og VAP#59. Tvilidurnar sjast sem bla eining annarsvegar og svo er hin einingin litud gul (VAPwt)
og raud (VAP#59). Eina breytingin sem gerd var a VAPwt var ad stytta innsetningarlykkju Il um 5
amindsyrur (S337, G338, E339, A340 og F341) med hjalp Swiss-PdbViewer, sem gefur okkur
VAP#59. bessi stytting lykkjunnar er greinileg & myndinni par sem rauda lykkjan er innsetningar-
lykkja Il hja VAP#59 og gula lykkjan er innsetningarlykkja Il hja VAPwt (PDB 3e2d).



Mynd 5. Samanburdur innsetningarlykkja 11 hja VAPwt og VAP#59. A myndinni sem gerd er i
Swiss-PdbViewer (PDB 3e2d) er buid ad fella saman byggingar VAPwt og VAP#59 og steekka upp

sva0id sem synir innsetningarlykkjur Il. Innsetningarlykkja 11 & VAP#59 er litud raud og
innsetningarlykkja 11 & VAPwt er litud gul. A batnum sem Kipptur var burt tépudust prjd
vetnistengi milli G338 & lykkju og Q88 & hinni préteinkedjunni og milli E339 og A340 & lykkju vid
G89 4 hinni proteinkedjunni (sja litla gula helixinn & innsetningarlykkju Il hja VAPwt). Einnig
geetu hafa tapast tvo millieiningavetnistengi milli R336 (fjolubla & mynd) & lykkju villigerdar og
S79 og S87 & hinni einingu villigerdarinnar vegna mogulegrar stefnubreytingar & R336 sem vard til
vegna styttingar lykkjunnar (sja fjdlublau arginin amindsyruna sem snyr Ut fra raudu lykkjunni).
Y346 eru litadar greenar & myndinni fyrir VAPwt og VAP#59 og sést par hugsanleg stodubreyting a
amindsyrunni vid styttingu innsetningarlykkju 1l. Nytt millieiningavetnistengi virdist vera til stadar

milli Y346 a styttu lykkjunni og E81 & hinni einingunni sem er ekki til stadar hja VAPwt..

Tilgangur rannséknarinnar var svo ad kanna ahrif pessarar utfellingar ar lykkjunni &
virkni og stédugleika ensimsins. Manuela Magnusdéttir hefur einnig verid ad rannsaka

m.a. amindsyruskipti i pessari lykkju og kanna ahrif peirra i meistaraverkefni sinu.



2 Efni og adferdir

2.1 Efni og ahold

Efni og ahdld fengust hja eftirfarandi framleidendum:

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), MgCl,, ammonium sulfate, urea, Tris-HCI og TEMED (N,N,N",N-
tetramethyl ethylenediamine). IBA GmbH (pyskaland): 2-[4'-hydroxy-benzeneazo]benzoic
acid (HABA) og desthiobiotin. GE Healthcare (Brondby, Danmérk): PhastSystem™
rafdréttarsett og Coomassie Brilliant Blue G250/R250. BDH (Poole, England): MgSOa og
Triton X-100. Merck (Darmstadt, Pyskalandi): HCI, NaCl, ethylene glycol, NaOH og
diethanolamine. DIFCO (Sparks, USA): Bacto Tryptone og Bacto Yeast extract sem notadi
var til ad utbtia Luria-Bertani (LB) =ti. Kvarts (Quartz) kavettur fra Hellma. Onnur efni og

ahold sem notud voru eru nefnd sidar i ritgerdinni & videigandi stodum.

2.2 Tjaning og reektun Vibrio AP

E.coli frumum af stofni LMG194 var ummyndad med plasmidi sem innihélt
gen fyrir Vibrio AP med stokkbreytingu par sem batur ar lykkjusveedi (A337 — 341) hafdi
verid klipptur at. Manuela Magnusdottir s& um framkvaemd stokkbreytingar og stokkbrigdi
sem ég vann med var nefnt Vibrio alkaliskur fosfatasi #59 (VAP#59)
Sadreekt var komid af stad i 3 ml Luria-Bertani (LB) &ti og henni komid fyrir i hitaskapi
vid 37°C yfir nott. [ reekt var svo baett 45 ml af LB @ti og geymt i 6 klukkustundir vid
37°C i hristingu. bessi raekt var svo faerd yfir i 4 L af sama ati sem skipt hafdi verid jafnt i
niu 1 L Erlenmeyerfléskur &samt ampicillini (100 pg/mL). Raektad var vid 18°C yfir nott &
hristara (180 rpm) par til O.D.>**"™ (optical density, gleypnieining) eda gleypnin vid 550
nm meeldist 0,518. P4 voru 40 uL af 6rva (anhydrotetracyclin (AHTC) lausn 2 mg/mL) sett
i hverja flosku til ad koma af stad tjaningu og reekt leyft ad vaxa ad stédufasa (0.D.*"" »~
1,6). Anhydrotetracyclini var beett Ut i vegna pess ad plasmidid inniheldur styril sem
stjorna ma med efninu. Frumurnar tja pvi VAP ekki fyrr en pvi hefur verid batt at i
rektina.
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Frumuraektin var spunnin nidur i 12 minatur vid 4.500 x g vid 4°C i Sorvall
RC5C skilvindu. Frumumassinn var svo endurleystur i Vibrio AP buffer (20 mM Tris, 1,0
mM MgClz, pH 8,0) &samt 0,5 mg/mL lysozyme og 0,1% Triton X-100 sem hjalpa til vid
ad sprengja frumurnar. Roflausnin (e. lysate) var svo latin standa i 5 klukkustundir vid 4°C

aour en han var fryst vid -20°C.

2.3 Hreinsun Vibrio AP

Roflausnin var tekin ar frysti og pidd vid herbergishita. DNAasa var blandad Gt
i lausnina ad lokastyrk 0,05 pg/ml til ad brjéta nidur DNA sem annars veldur seigju og
erfidleikum i skilvindun. DNAasinn var latinn vinna i 30 minutur vid 4°C &dur en spunnid
var vid 10.000 x g i 20 mindtur vid 4°C. Virkni var kénnud i botnfalli, floti og roflausn og
pa var flotid sem innihélt Vibrio AP #59 sett & sulu.

Proteinhreinsun var framkvaemd vid Strep-Tactin® Sephardsa sulu sem er sértaek
stla med tengil fyrir Strep-tag®I| a.s. enda & ensiminu. Sulan batt pvi sértaekt Vibrio AP
#59 par sem Strep-tag®I1 endinn var innlimadur i ensimid. Préteinhreinsunin var
framkveemd i keeliherbergi (4°C) og fledihradinn gegnum sulu var 1 ml/min.

Lausnir voru settar a stluna i eftirfarandi roo:

1. Jofnun sulu: 3 CV (sulurammal) af Vibrio AP buffer med 150 mM NaCl. Sulan for
pba ur pvi ad vera gul (6virk) i pad ad vera hvit (virk).

2. Flotid sett & sdlu.

3. Skolad med 5 CV af Vibrio AP buffer med 150 mM NaCl ad vidbeettu 15 % etylen
glykali. Saltid losadi 6sérteekt bundin protein.

4. Losun synis: 4,5 CV af hreinum Vibrio AP buffer (p.e. &n salts) en ad vidbeattu 2,5
mM desthiobiotin. Desthiobiotin er i raun hreinn tengill sem keppir vid Vibrio AP
#59 um bindistadi a sulunni og losar ensimid pannig af salunni.

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

desthiobiotin af sulu og endurvirkir hana pannig. Sula verdur raudgul.
Skammtasafnari var notadur til ad fa 2 ml skammta og var virkni og gleypni vid 280 nm

meeld i skommtunum. Pau glés sem gafu mesta virkni voru svo sameinud. Hreinsad

préteinid var svo fryst vid -20°C i 1 ml skdmmtum i smellhettuglésum.
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2.4 Virknimeelingar

Ensimvirkni var meeld vid umfosforunaradstaedur med hvarfefninu para-
nitréfenylfosfati (pNPP). Styrkur pNPP var 5 mM i 1,0 M dietan6lamini, 1,0 mM MgCl:
0g syrustigid var stillt & pH 9,8 par sem alkaliskur fosfatasti virkar best i basisku umhverfi
eins og nafnid gefur til kynna. Hvarfinu var komid af stad med pvi ad beta ensiminu vid
hvarfefnid vid 25°C i 1 ml kavettu i 20 faldri pynningu og fylgst med losun para-

nitrofendls vid 410 nm i 30 sekundur (edlisgleypnistudull pNPP, gpnpp = 18,5 mM™* - cm

1). begar alkaliskur fosfatasi affosforylerar pNPP i pNP (para-nitréfendl) verdur lausnin
gulleit og hagt er ad fylgjast med gleypnibreytingu (AA/At) vid 405 nm par sem par er
hamarksmunur a gleypni fyrir pNP og pNPP. Virkni var svo reiknud ut fra Beers

I6gmalinu i einingunum U/ml med forriti ljésgleypnimeelis.
Beer’s logmal: A=g-b-C (jafna 3)

par sem A er gleypnin, b er breidd kavettu (1 cm), C er styrkur lausnar (mM) og € er

edlisgleypnistudullinn (mM™ - cm™).

2.5 Akvordun proteinmagns

Bradford adferd (Zaman og Verwilghen afbrigdi [31]) var notud til ad akvarda
préteinstyrk. Pa var notadur Coomassie brilliant blue G-250 litur leystur i perklérsyru og
var hann stadladur fyrir notkun. Notadir voru 2,750 ml af lit & mati 0,250 ml af syni.

Einnig var meld gleypni syna vid 280 nm i kvarts kavettum og proteinstyrkur

reiknadur Ut fra Beer’s l6gmali. bessi adferd byggir & pvi ad arématiskir hlidarhépar
aminosyra gleypa ljos af bylgjulengdinni 280 nm. Edlisgleypnistudull (€) Vibrio AP #59

var reiknadur ut skv. jofnu 4.

Eensim (280 NM) = €y - #HYr + Eyp - P + Ecystine - #CYStINE (jafna 4)
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par sem #tyr, #trp og #cystine stendur fyrir fjélda af viokomandi aminosyrum i ensiminu
(19, 5 0g 1) 0g &y (1,490 M™* cm™) &y (5,500 M™ cm™) 0g Ecystine (125 M™* cm™) eru

edlisgleypnistudlar amindsyranna skv. Pace, et al. [32].

Edlisgleypnistudull VAP#59 reyndist Ut fra pessum Utreikningum vera:
Evarsse (280 nm) = 55935 M™* cm™.

2.6 Protein rafdrattur

Til ad kanna hreinleika ensimsins eftir hreinsun a Strep-Tactin® Sepharo6sa sulunni
var framkveemdur SDS/PAGE rafdrattur med rafdrattarkerfi Laemmlis & 12,5 % akrylamid
hlaupum. Roflausn, botnfall og flot voru rafdregin asamt 6llu pvi sem kom uar salunni. Til
vidmidunar var proteinstiginn fra Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder
rafdreginn med.

Synin voru sodin i prjar minatur i Laemmli synabuffer (2,0% SDS, 10%
glycerol, 62,5 mM Tris (pH 6,8), 5,0 mM dithiothreitol, 0,001% brémofendl blue)
aour en hladio var a hlaupin. Rafdrattur var framkveemdur med fostum 25 mA straumi par
til brémofendl blue litarbandid var komid ad nedri enda hlaupsins.

AQ rafdreetti loknum voru hlaupin litud med Coomassie brilliant blue R-250 (0,25%
wiv i 45% metandli, 7% ediksyru og vatnslausn) yfir nott og svo voru hlaupin aflitud med
30% v/v metanoli yfir adra nétt. Pa voru hlaupin sett & ljésbord og teknar myndir &
stafreena myndavél. Hreinleiki proteinsins sast svo med hreinu afmdérkudu bandi i safni 3

sem notad var til aframhaldandi rannsdkna.

2.7 Ahrif etylen glykdls & stodugleika ensims

Synt hefur verid fram & jakvaed ahrif etylen glykols og annarra sykrufjéllida a
stddugleika ensima i fjolda tilrauna. Einnig virdist sem sykrur séu notadar i natturunni til
ad vidhalda stoédugleika ensima [33].

Stodugleiki ensimsins virtist ekki vera mikill par sem virknin var fljét ad falla
pegar ensimid var geymt a is. Préfad var ad baeta etylen glykéli saman vid ensimid i

mismunandi styrkjum til ad kanna hvort pad hefdi ahrif & stddugleika VAP#59.
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Meld var virkni ensimlausna med mismunandi styrkjum etylen glykols yfir akvedid

timabil til ad kanna ahrifin.

2.8 Hitastodugleiki virknisets

Til ad kanna &hrif hita & virkni ensimsins var virknitapid & timaeiningu meelt vid
mismunandi hitastig og hradafasti virknitaps, k (min™) akvardadur med fyrsta stigs
hradajofnunni:

virkni; = virknieo - €™ (jafna 5)
bar sem k er hradafastinn (min™) og t er timinn i minttum. Midad er vid hlutfallslega

virkni par sem virknin vid t=0 er sett & 100%.

Sambandi hradafasta og hitastigs er lyst med Arrheniusarjéfnunni:
kwAe B (jafna 6)

eda In{é | =In{A}- ’Lm (jafna 7)

Tso9 €r pad hitastig sem virknin fellur um 50% & 30 mindtum og er gott ad nota sem

vidmid a hitastodugleika pegar borin eru saman stokkbrigdi og villigerd ensimsins.

{5)

30min

Vid Tsoo, er hradafastinn:

k(T5,) = (jafna 8)

Tso% er akvardad ur fra jofnu bestu linu & Arrhensiusargrafi par sem In(k) er fall af 1000/T

(K™) samkveaemt:

o E,-1000
0 R(nk(T;y,)—InA)

(jafna 9)
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Ensimsyni (safn 3) var pynnt eins og purfti i Vibrio AP buffer og var etylen glykol haft i

15% v/v styrk til ad vidhalda stodugleika ensimsins betur a is.

2.9 Hitastodugleiki heildarbyggingar

Ahrif hita & annars stigs byggingar ensimsins voru meld med

hringskautunarmealingu (e. circular dicromism, CD) i J-810 hringskautunarmeeli fra Jasco.

Ensimsyni ur safni 3 voru fyrst sett i dialysubuffer, 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,,
pH 8,0, yfir nétt i keeli og var svo pétt i péttiglasi i Hettich 32R skilvindu i 2 minuatur vid
12000 x g og 4°C. Betri rof fengust eftir péttingu synis.

par sem ensim eru hendnar sameindir gleypa par skautad ljos og med pvi ad
skanna bylgjulengdir fra 250 -200 nm er haegt ad sja hvar gleypnimunurinn er mestur.
Hér var fylgst med afmyndun a-helixa vid 222 nm i 2 mm kvarts kavettu par sem
hitastigid var latid haeekka um 1,0 °C/min & bilinu 10 — 80 °C. Einnig var tekid rof af
dialysubuffer en afmyndunarferlar VAP#59 urdu verri pegar bufferinn var dreginn fra svo
pvi var sleppt.

Braedslumark ensimsins, T, var fengid med pvi ad normalisera afmyndunarferilinn
sem var gert med pvi ad draga linu i gegnum for- og eftirsvaedi afmyndunar og med notkun

jofnunnar:

F, = i (jafna 10)
YF_YU

par sem Fy er hlutfall afmyndads ensims vid jafnveegisadstaedur. Fy var naleegt nalli er
ensimid var & fullmyndudu formi (F) og néleegt einum pegar ensimid var & afmyndudu
formi (U). Y er gleypnin fyrir fullkomlega svipmétad ensim (lina i gegnum forsvadi) og
Yy er gleypnin fyrir fullkomlega afmyndad form ensimsins (lina i gegnum eftirsveedi).

Braedslumark ensimsins, T, var svo skrad pegar Fy normaliserada ferilsins var 0,5.
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2.10 Akvordun hradafasta

Hradafastar voru akvardadir med virknimalingum undir vatnsrofsadsteedum i 100
mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Notadir voru 6-9 mismunandi
hvarfefnastyrkir pNPP & bilinu 0,1 uM — 0,1 mM.
Syrustigid & CAPS buffernum var leidrétt samkveemt eftirfarandi jéfnu og var pvi stillt &
pH 9,32 vid herbergishita:

ApH = 0,032 AT(°C) (jafna 11)

Til pess ad fa Ut raunverulega styrki & hvarfefnum var gleypni lausna meeld vid 410
nm u.p.b. 3 klst. eftir virknimalingu (p.e. hvarfid latid klarast) og Beer’s 16gmal notad.
(epnep =185 mM™cm™). Ensimsyni ar safni 3 voru pynnt i Vibrio AP buffer og h6fd i
15% v/v etylen glykéli og geymd 4 is. Gleypni vid 280 nm var meld & ensimsynum fyrir

meelingar til ad f& at styrk ensimsins i synunum sbr. kvordun préteinmagns hér ad framan

nema gera purfti rad fyrir pynningum. (€vapsse (280 nm) = 55935 M™* cm™).

Einnig voru somu malingar framkvaemdar med fosfat hindra til ad fa K; sem er
losunarfastinn fyrir bindingu samkeppnishindrans. Eftir pvi sem K; er lagri tala pa bindist

fosfatio fastar. Losunarfastann K; er haegt ad reikna samkvaemt jéfnunni:
K=K - (1 + %J (jafna 12)

par sem K'"” stendur fyrir Ky, gildid sem feest i vidurvist hindrans (1).

Vid samkeppnishindrun breytist Vmax litio sem ekkert en K, haekkar vegna pess ad meiri
styrk ensims parf til ad nd halfum Vmax.

Til ad reikna Ut hradafastana Vmax 09 Ki, var notad forritid KaleidaGraph® par sem
gerd var olinuleg adfallsgreining vid Michaelis-Menten jofnuna. Hradafastinn ke fékkst
svo med pvi ad deila ensimstyrknum upp i Vmax.

Hradafastinn k¢, endurspeglar hversu hratt hvarfefni verdur ad myndefni vid
mettandi hvarfefnisstyrk og er stundum talad um Kke,: Sem hverfitluna p.e. sa fjoldi

hvarfefnissameinda sem hver ensimhvarfstod umbreytir i myndefni & timaeiningu (sek)
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pegar ensim vinnur a hamarkshrada. 1/kc,: gefur pa timalengd hvers hvarfs pegar ensimid
er mettad hvarfefni.

Michaelis-Menten hradafastinn, Ky, (mM) er hadur hvarfgangi og er pvi ekki alltaf
malikvardi & serteekni ensims gagnvart hvarfefni. Hann gefur stundum til kynna saekni
ensims i hvarfefnid og endurspeglar pannig hversu héan styrk hvarfefnis ensimid parf til ad
virka, eda bindigetuna sem er leegri eftir pvi sem Ky, er heerri. Petta & ekki alltaf vid og pvi
er betra ad skoda hlutfallid Kea/Krm (s mM™) pegar ensim eru borin saman. Hlutfalli®
Keat/ Km tengir saman hvarfhrada og hvarfefnisstyrk og gefur pannig betri lysingu &

hvarfgetu ensimsins.

2.11 Zink 4kvoroun med PAR maelingu

Notud var PAR (4-(2-pyridylazo)resorcinol) meling til ad f& ut hvort eda hve morg
zink atdbm hver ensimeining hefur bundin. 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR) hefur pann
eiginleika ad gripa zink sem losnar Ur ensimeiningunum vid afmyndun og myndar
Zn(PAR), sem gleypir 1jos vid 500 nm. bannig er hagt ad fylgjast med
gleypnibreytingunni vid 500 nm og fa Ut styrk zinksins sem hafdi losnad vid afmyndunina
med hjalp Beer’s I6gmalsins. Edlisgleypnistudull (€) PAR pegar pad er bundid zinki er
hadur syrustigi [34].

Hér ma sja miklar breytingar & edlisgleypnistudlinum vid litlar breytingar a
syrustigi (pH 7,0 — 7,8):

€75 = 96000 M cm™
€74 = 90000 M cm™

€70 = 65000 M cm™

Pessar nidurstodur eru skv. Daiber [34].

Til ad na zink atbmunum Ut dr hvarfstédvum sinum purfti ad afmynda ensimid.
Afmyndun var framkveemd annars vegar med urea (7,2 M) og hins vegar med hitun vid
55°C i 1 klst.

Notadur var Tris buffer (0,1 M pH 7,8 stofnlausn) i malinguna og pvi var

edlisgleypnistudullinn £ = 96000 M™ cm™ notadur. Préteinmaeling var framkvaemd &
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ensimsyni ar Safni 3 til ad fa ensimstyrkinn. Mdlmassi VAP#59 var reiknadur med

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

2.12 Meelingar a villigerd Vibrio AP

Manuela Magnusdoéttir s& um allar maelingar a villigerd ensimsins, Vibrio AP wt
(VAPWLY).
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3 Nidurstoour

3.1 Reektun

Raektinni af stokkbrigdi VAP#59 i LMG194 frumum var leyft ad vaxa ad byrjun
stddufasa. Stodufasi er talinn hafa nadst pegar 0.D.>""™ ~ 1,6 og eftir pad verdur ekki
mikil fjolgun frumna vegna pess ad jafnveegi hefur nddst a milli frumu fjélgunar og frumu

dauda. A mynd 6 ma sja reektunarferil par sem virkni og gleypni vid 550 nm var meld

reglulega.
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Mynd 6. Reektunarferill VAP#59 i LMG194 frumum. Reglulega voru 1 ml skammtar teknir ur
reekt til pess ad fylgjast med virkni (—— Virkni (U/mL)) og gleypni vid 550 nm (—s— A(550
nm)). betta var gert til pess ad fylgjast med hveneer stodufasi veeri ad nast. Orvinn AHTC

(Anhydrotetracyclin) var settur i eftir teepar 19 klukkustundir.
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3.2 Hreinsun Vibrio AP

Framkvaemdar voru tveer hreinsanir & timabilinu. Adra (seinni hreinsunina) ma sja a
mynd 7 og t6flu 1 en fyrri hreinsunina ma sja i vidauka (mynd 13 og tafla 6). Seinni
hreinsunin tokst mun betur en su fyrri og méa pad sennilega skyra med aukinni &fingu i

seinni hreinsuninni.
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Mynd 7. Hreinsunarferill VAP#59 a Strep-Tactin® Sephardsa stlu. Sulan var jéfnud med Vibrio
AP buffer med 150 mM NacCl. Flotid var sett & stluna og i glasi 20 var byrjad ad skola med Vibrio
AP buffer lausn med 15% v/v etylen glykoli og 150 mM NaCl til ad losa dsérteekt bundin prétein af
stlunni og i glasi 84 var byrjad ad skola med losunarlausn p.e. Vibrio AP buffer &n NaCl en med
2,5 mM desthiobiotin (DTB) og 15 % v/v etylen glykdli. Blai ferillinn (—s— A(280 nm)) synir
gleypni vid 280 nm i glésunum og svarti ferillinn (—— Virkni (U/mL)) synir virkni i einstaka
glosum. 1 hvert glas var skammtad 2 mL, flaedihradinn i gegnum sdluna var 1 mL/min og
hreinsunin var framkveemd vid 4 °C. Virknin var meld med 5 mM pNPP i 1,0 M dietandlamini,

1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 25 °C.
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Hreinsun VAP#59 (r flotinu var sem fyrr segir framkveemd & Strep-Tactin®
Sepharosa sulu og tokst ageetlega eins a sja ma a einangrunartéflunni (téflu 1). Skammtanir
sem safnad var i glésunum voru sameinadir i Safn 1 (glos 1-33), Safn 2 (gl6s 34-86), Safn
3 (glos 87-108) og Safn 4 (glds 109-114). Safn 1 og Safn 2 er i raun gegnumflaedio (stori
breidi toppurinn & mynd 2) sem kom fyrst af sdlunni. I honum komu ymis prétein sem foru
beint i gegnum stluna og par komu einnig 6sértekt bundin prétein sem hdféu bundist
stodefninu osérteekt (litli svarti toppurinn inni i stora, breida, blaa toppinum) og losnad
begar skolad var med 150 mM NaCl Vibrio AP buffernum. I Safni 3 var svo ensimid
(VAP#59) sem hafdi bundist sulunni sérteekt og purfti ad losa af sulunni med
desthiobiotini. pad var fryst i 1 ml skémmtum i smellhettuglésum og var notad i melingar
a VAP#59.

Tafla 1. Einangrunartafla fyrir hreinsun & VAP#59 & Strep-Tactin® Sepharosa stlu vid 4 °C. Flot
(36,0 ml) var sett a suluna og i glasi 20 var byrjad ad skola med Vibrio AP buffer lausn med 15%
viv etylen glykoli og 150 mM NacCl til ad losa 6sértaekt bundin prétein af stlunni og i glasi 84 var
byrjad ad skola med losunarlausn p.e. Vibrio AP buffer &n NaCl en med 2,5 mM desthiobiotin
(DTB). Safn 1 eru glos 1-33, Safn 2 eru glds 34-86, Safn 3 eru glos 87-108 og Safn 4 eru glos 109-
114. Virkni var mald med 5 mM pNPP i 1,0 M dietanélamini, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 25 °C
skv. virknimelingu ad ofan. Préteinstyrkur var meeldur skv. Coomassie G-250 adferd ad ofan. Safn

3 var sidan notad til &framhaldandi mealinga & VAP#59.

. Magn Virkni Prétein Edlisvirkni Prétein Einingar  Heimtur  Hreinsun

U @) um) gm)  Umg  (m) o) *) )
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 & safni 3 virdist samkveemt einangrunartdflunni hafa gengid ageetlega sem er
buist vid pegar notud er sérteek sula. Heimturnar hefdu matt vera betri, en par geeti spilad

inn i ad ensimid reyndist vera 6stodugt til lengri tima litid vid 4 °C.
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3.3 SDS protein rafdréattur

SDS rafdrattur var framkvemdur til pess ad meta hreinsunina. Framkvaemdir voru
prir rafdreettir alls. Einn rafdrattur var framkveemdur eftir fyrri hreinsun og tveir eftir seinni
hreinsun og allir gafu eitt afmarkad band fyrir ensimid i Safni 3. Eitt rafdrattarhlaup er synt
a mynd 8 og er fra seinni hreinsun og hin rafdrattarhlaupin eru synd i vidauka (myndir 14
0g 15). petta hreina proteinband sem fékkst gaf til kynna ad hreinsunin hafi verid

arangusrik og ad engin 6nnur protein veeru i Safni 3.

Mynd 8. SDS/PAGE rafdréattur fyrir seinni hreinsun. SDS/PAGE rafdrattur med rafdrattarkerfi
Laemmlis & 12,5 % akrylamid hlaupi. Ras 1: Safn 1, ras 2: Safn 2, ras 3: Safn 3, ras 4: Safn 4, réas
5: Roflausn, ras 6: Botnfall, ras 7: Flot, ras 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder
(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvaemd med Coomassie brilliant blue R-250

og aflitun framkvaemd med 30% v/v metandli.

Ekki var talin porf & massagreiningu & préteinbandinu par sem pad var vel stadsett &
hlaupinu ef midad er vid proteinstigann. Pvi samkvaemt Gtreikningum ad framan er
molmassi VAP#59 54903,5 g/mdl.
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3.4 Ahrif etylen glykdls & stodugleika ensims

Anrif etylen glykdls & stodugleika VAP#59 voru greinileg samkvaemt nidurstddum
priggja maelinga sem framkvaemdar voru (mynd 9). Meld var virkni ensimlausna med
mismunandi styrkjum af vidbattu etylen glykoli (0-25% v/v) yfir akvedid timabil (allt ad

180 minatur) til ad kanna ahrifin. Ensimsyni voru geymd & is milli malinga.
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Mynd 9. Ahrif etylen glykéls & stédugleika VAP#59 vid 0 °C. Myndin synir nidurstédur priggja
meelinga par sem k (min™) er hallatala stddugleikaferlanna In(%virkni) & méti tima (min). Eftir pvi
sem hallatalan, k, minnkar helst ensimid stédugt lengur p.e. virknitapid er minna & timaeiningu. Sja
ma ad ekki er naudsynlegt ad fara hearra en i 15-20% etylen glykol styrk til ad halda virkni sem
best. Virkni var mald med 5 mM pNPP i 1,0 M dietan6lamini, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 25 °C.

Syni voru hofd & is & milli malinga.
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Nidurstodur virknimalinga med etylen glykdli syndu greinilega ad pad hefur mikil
ahrif & stodugleika VAP#59. EKKi virtist vera porf & ad fara i haerri en 15-20% v/v etylen
glykol styrk til ad halda virkni sem best. P4 virdist sem VAP#59 sé frekar ostoougt
afbrigdi sem polir litla bid & is sbr. mikid fall i virkni vid 0,0% og 5,0% styrki etylen
glykdls. bad reyndist pvi naudsynlegt ad beeta 15% v/v styrk etylen glykdls vid
ensimlausnir fyrir eftirfarandi maelingar. Talad er um ad baeta etylen glykéli vid
ensimlausnir par sem 15 % etylen glykél var i losunarlausn sem notud var til ad na
ensiminu af stlunni. par sem virknin var meeld i tifalldri pynningu mé pvi i raun baeta 1,5

% vlv etylen glykol styrk saman vid ofangreinda styrki.

3.5 Hitastoougleiki virknisets

Til ad kanna ahrif hita a virkni ensimsins var virknitapid & timaeiningu melt vid
mismunandi hitastig (& bilinu 7 - 18 °C) og hradafasti virknitaps 4kvardadur, k (min™). Til
ad reikna Tsoy, Sem er hitastig sem veldur 50% virknitapi & 30 mindtum, voru
nidurstodurnar settar fram i Arrheniusargrafi og notast vid jofnur sem eru skilgreindar i
kafla um hitastodugleika virknisets i Efni og adferdir. A mynd 10 er btid ad sameina
nidurstodur priggja stodugleikamelinga og i t6flu 2 ma svo sja nidurstédur einstakra
melinga og samanburd vid villigerdina (VAPwt).

24



In{k) (min-1)

-H -

65 | .
342 344 346 348 35 352 354 356 358

1000/T (K-1)

Mynd 10. Arrheniusargraf af VAP#59. Ln(k) (min™) er teiknad upp & méti 1000/T (K™). A
myndinni eru teknar saman nidurstédur priggja 6hadra maelinga. Ut fra jofnu bestu linu ma reikna
Ut ad Tsoe = 15,8 °C. Virkni var meeld med 5 mM pNPP i 1,0 M dietan6lamini, 1,0 mM MgCl,, pH
9,8 vid 25 °C. Ensimsyni voru htfd med 15% etylen glykdli og timinn var settur af stad pegar syni
var sett i vatnsbad vid vidkomandi hitastig (7-18 °C). Fyrir pad voru syni & is.
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Tafla 2. Nidurstédur stodugleikamalinga. Framkveemdar voru fjorar melingar a hitastédugleika en
par sem fyrsta melingin var framkveemd med sitthvorum hvarfefnisbléndunum var han ekki tekin

med i Utreikninga. Tsoo, er pad hitastig sem veldur 50% virknitapi & 30 minatum.

Meeling Tso0s

Stofn r. °C)

MAP#59 1 180

VAP#59 2 15,6

VAP#59 3 15,6

VAP#59 4 16,0
Medaltal 15,8 +0,2
VAP#wt 210+x15

Pegar hitapol VAP#59 er borid saman vid hitapol villigerdar ensimsins (VAPwt)
sést a0 VAP#59 er mun ostédugari gagnvart hita og er s munur i raun umtalsverdur.
Munurinn a Tsge er um 3,5 - 6,9 °C. P6 ma geta ad samkvaemt dreifingu punkta &
Arrheniusargrafinu & mynd 10 er dvissan a Tsoy gildinu sennilega meiri en reiknad
stadalfravik VAP#59 i toflu 2.

3.6 Hitastoougleiki heildarbyggingar

Framkvaemdar voru fjorar hringskautunarmalingar par sem fylgst var med
afmyndun a-helixa vid 222 nm. Fyrri tvaer meaelingarnar voru framkveemdar &n pess ad
pétta syni og seinni tvaer voru framkveemdar eftir péttingu syna. Einnig voru framkvemdar
tveer CD malingar & dialysubuffernum. Malingar sem voru framkvaemdar eftir péttingu
syna gafu mun betri rof.

Mynd 11 synir normaliseradan afmyndunarferil par sem hlutfall afmyndads
ensimsins (Fy) er teiknad upp & mati hitastigi (°C) fyrir eina meaelingu sem framkveemd var
a péttu syni. Nidurstodur hringskautunarmelinganna eru svo teknar saman i toflu 3. Hina

afmyndunarferlana ma sja i vidauka (myndir 16,17 og 18).
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Mynd 11. Normaliseradur afmyndunarferill VAP#59. Hringskautunarmeeling vid 222 nm var
framkveemd & ensiminu i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,, pH 8,0 & hitastigsbilinu 10 — 80 °C med
hitastigshaekuninni 1,0 °C/min i 2 mm kvarts kavettu. Hlutfall afmyndads ensimsins (Fy) var svo
reiknad og teiknad upp & méti hitastiginu (°C). A myndinni sést breedslumark ensimsins, T, = 45,2

°C sem er pegar Fy =0,5.
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Tafla 3. Nidurstodur hringskautunarmelinga. Framkvaemdar voru fjorar melingar &
hitastodugleika heildarbyggingar. Malingar 1 og 2 voru framkvaemdar &n pess ad pétta ensimsyni
og tokust paer ekki eins vel. Normaliseradur afmyndunarferill melingar 2 var ekki nothafur og pvi

ekki tekinn med i Utreiknudu medaltali og stadalfraviki.

Meeling T

Stofn r. °C)

VAP#59 1 44,0

VAP#59 2 387

VAP#59 3 45,2

VAP#59 4 45,0
Medaltal 44,7 £0,6
VAP#Hwt 50,8 £0,7

Braedslumark (T,) VAP#59 er toluvert lzegra en braedslumarkid fyrir villigerdina.
Pad parf pvi minni hita til ad afmynda VAP#59 sem pydir ad stodugleiki pess er minni en
stodugleiki villigerdarinnar.

poétt ad braedslumarkid, p.e. hitastigid pegar 50% af VAP#59 er a afmyndudu formi
(unfolded) og 50% a fullmyndudu formi (native), sé um 45 °C pa tapast virknin vid mun
leegra hitastig. Virknitap og afmyndun annars stigs byggingar virdast pvi ekki haldast alveg
i hendur. betta gaeti skyrst af pvi ad petta kuldakeera ensim sé med mjog vidkvaema
hvarfstdd par sem litid purfi ad bregda Ut af til ad virknin falli. Pessi stytting lykkjunnar
virdist pvi hafa pau ahrif ad ensimid verdur hitadstddugra. bad geeti skyrst af pvi ad
lykkjan nai ekki eins vel ad halda tvilidunni saman og eftir ad tvilidan losnar i sundur pa

séu einlidurnar mjog dstédugar.

3.7 Akvordun hradafasta

Hradafastar voru dkvardadir med virknimalingum undir vatnsrofsadsteedum i 100
mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. bessar malingar tokust ekki vel til ad byrja
med og erfitt reyndist ad finna hentuga hvarfefnastyrki. betta tokst p6 ad lokum med pvi ad
fara nidur i mjog laga hvarfefnastyrki. A mynd 12 er syndur Michaelis-Menten ferill fyrir
eina virknimelingu. I t6flu 4 ma sja nidurstddur priggja virknimalinga og samanburd vid
villigerdina (VAPwt). I vidauka ma svo sja alla Michaelis-Menten ferlana sem gafu pessar
nidurstddur (myndir 19, 20, 21, 22 og 23).
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Mynd 12. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 vid vatnsrofsadstedur. Maling var framkvemd i

100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med olinulegri adfellingu
vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp fastana Ky, 0g Vmax-
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Tafla 4. Hradafastar VAP#59 og VAPwt. Virknimalingar voru framkvemdar undir
vatnsrofsadsteedum i 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Hvarfefnastyrkir pNPP
voru & bilinu 0,1 uM - 0,1 mM.

Stofn Meling Knm k??t kcat/_ll<rT1l Ki (fyrir P;)
nr. (mM) s (mM™s?) (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
Medaltal 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 sja ma & toflu 4 er mikill munur & ko Ky hlutfallinu hja VAP#59 og VAPwt.
Hvarfgeta VAP#59 virdist vera mun meiri en hvarfgeta villigerdar. bessi meiri hvarfgeta
VAP#59 virdist stafa af aukinni seekni i hvarfefnid (leegri Ki,) og heerri hverfitolu (Kear).
Erfitt er ad segja med vissu ad hverfitalan (Kcs) sé i raun mikid harri vegna mikillar
skekkju i Keat gildunum baedi fyrir VAP#59 og fyrir VAPwt.

Losunarfastinn K; fyrir 6lifrent fosfat (HPO,*) var mun harri fyrir VAP#59 en
villigerdina (VAPwt), sem gefur til kynna minni bindiseekni VAP#59 i
samkeppnishindrann.

3.8 Zink akvoroun med PAR maelingu

Til ad akvarda hvort eda hve morg zink atom hver ensimeining VAP#59 hefur
bundin var notad efnid 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR). I t6flu 5 ma sja nidurstodur
priggja PAR-malinga. Annars vegar voru meldar ensimlausnir med afmyndaranum urea
(7,2 M) asamt PAR og hins vegar ensimlausnir med Tris buffer (0,1 M, pH 7,8) asamt
PAR og hitun vid 55°C i eina klukkustund. Til ad hafa viomid var einnig meeld
ljosgleypnin & ensimlausn med Tris buffer og PAR an pess ad hita og & adeins Tris buffer

med PAR til ad sja hvort ensimlausnin veeri ad gleypa.
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Tafla 5. Nidurstddur PAR melinga fyrir Zn. Meldar voru lausnir i 1 mL kdvettum par sem annars
vegar voru lausnir med 800 uL af urea (7,2 M), 200 pL ensimsyni (safn 3) og 5 uL PAR meldar
og hins vegar lausnir med 800 pL Tris (0,1 M, pH 7,8), 200 pL ensimsyni (safn 3) og 5 L PAR
sem var hitud i 55 °C i 1 klIst. Sem vidmid voru svo meldar lausnir med 1000 pL Tris (0,1 M, pH
7,8) med 5 pL PAR og lausnir med 800 pL Tris (0,1 M, pH 7,8), 200 pL ensimsyni (safn 3) og 5
ML PAR sem voru 6hitadar. PAR lausnin var alltaf sett Gt i rétt fyrir ljosgleypnimelingu. Mald var
lj6sgleypnibreytingin vid 500 nm og notadur 75 = 96000 M™ cm™ (edlisgleypnistudullinn vid pH

7,8) til ad fa Gt zink styrkinn og ensimstyrkurinn var 5,333 - 107 M samkvamt préoteinmalingu.

Meling nr.  Afmyndari [Zn] (M) ma&l Zn/mol ensimeining

1 Urea 1,073 - 10° 2,01
Hiti 1,021 - 10° 1,91
2 Urea 1,000 - 10°® 1,88
Hiti 6,458 - 107 1,21
3 Urea 1,156 - 10°® 2,17
Hiti 5,417 - 107 1,02

Medaltal 1,70 + 0,47

Samkvaemt PAR malingum virdast vera tvo zink atém i hvorri einlidu VAP#59.
Pad virtist vera audveldara ad na badum zink atdmunum Gt med afmyndun med urea
heldur en med hitun. Vid hitun virtist sem adeins annad zink atomid geeti losnad. Kannski
hefdi verid gott ad kanna hvort harra hitastig hefdi eitthvad ad segja. Pessu ber saman vid
kristalbyggingu VAPwt sem leiddi i 1jos ad i virkniseti hvorrar einingar VAPwt veeru tvo
zink atdbm og eitt magnesium atom. pad virdist pvi ekki vera ad pessi stytting a
innsetningarlykkju Il (insert 11) hafi ahrif & zink bindingu VAP#59.
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4 Umraeour

Hreinsun stokkbrigdisins VAP#59 tokst mun betur pegar han var framkvaemd i
seinna skiptid & ferlinu. Fyrri hreinsunin sem er synd i vidauka (mynd 13, tafla 6) tokst vel
ad ég fyrst hélt, en svo pegar ég Utbjé einangrunartdfluna, sa ég ad eitthvad var ekki i lagi.
Vel var hagt ad vinna med ensimid og pad reyndist mjog hreint samkvaemt rafdreetti en
pad virdist sem mikid ensim hafi tapast i botnfallinu og nytnin pvi ekki naegilega god.
Reyndar getur pad lika hafa gerst ad télur hafi vixlast & einhverjum stad i ferlinu, kannski i
préteinmelingunni. Einnig ma sjé ad ensimeiningarnar (U) i toflunni standast engan vegin.

Ef seinni hreinsunin er svo skodud, sést ad par passar allt saman mun betur.
Hreinsunin gekk vel pott heimturnar hefdu matt vera betri. Rafdrattur syndi svo ad
hreinsunin hefdi tekist vel par sem fram kom stakt afmarkad band & réttum stad fyrir
ensimid.

Ljost vard strax ad petta afbrigdi sem ég var ad vinna med VAP#59 var mjog
Ostddugt samanborid vid villigerdina. Virknin var fljot ad falla pegar ensimid var geymt a
is. bvi var profad ad gera virknimalingar med etylen glykoli og sast pa strax ad mikill
munur var pegar pad var haft i 15 % v/v vidbettum styrk i ensimlausnum (p.e. i 16,5 % v/v
heildarstyrk etylen glykols). Villigerdin (VAPwt) var lika hofd i sama etylen glykol styrk
pegar melingar voru framkvaemdar & henni af Manuelu Magnusdottur,

pegar stodugleiki virknisets var kannadur kom i ljos ad téluverdur munur var a
Tso0 gildum villigerdar (VAPwt) og VAP#59. Virkni VAP#59 tapadist vid mun legra
hitastig en virkni villigerdarinnar, p.e. VAP#59 er mun hitadstddugara ensim en
villigerdin. bessi meiri hitadstddugleiki getur hafa stafad af pvi ad stytting lykkjunnar
(innsetningarlykkju 11) hafi leitt til pess ad tvilidan haldist verr saman pegar meiri hreyfing
kemst & lykkjuna vid aukid hitastig og tenging tvilidunnar verdi pannig of laust bundin
pannig ad hvarfstodvar aflagist og tapi virkni.

Hitastodugleiki heildarbyggingar VAP#59 var einnig minni en hja villigerdinni eins
og sast i hringskautunarmalingunum. Braedslumark (T,) VAP#59 var um 5 °C lagra en
breedslumark villigerdarinnar sem segir okkur ad ensimid afmyndast vid laegra hitastig og
sé pvi almennt hitaostédugara. Pessi minni stodugleiki geeti verid vegna pess ad lykkjan
haldi einingum ensimsins ekki nagilega vel saman og vid aukid hitastig losni peer fyrr i
sundur vegna pess og pannig afmyndist undireiningarnar audveldar. Lykkjan tapadi fjorum

millieininga vetnistengjum vid styttinguna og pad getur verid ad pad hafi eitthvad ad segja

32



vardandi pennan mun & hitastédugleikanum. Einnig geeti verid ad einhverjar saltbryr hafi
tapast milli lykkjunnar og hinnar ensimeiningarinnar.

Mikill munur var & Kea/ Ky hlutfallinu hja VAP#59 og VAPwt. Hvarfgeta VAP#59
virdist vera mun meiri en hvarfgeta villigerdar. bessi meiri hvarfgeta VAP#59 virdist stafa
af aukinni sakni i hvarfefnid (leegri Ky,) og heerri hverfitolu (Kes). EF horft er & skekkjurnar
i Keat Tyrir baedi VAP#59 og villigerdina pa virdist vera éruggara ad vedja a ad pessi aukna
hvarfgeta stafi af aukinni saekni ensimsins i hvarfefnid p.e. heerri bindigetu ensimsins
frekar en heerri hverfitolu. bessi aukna saekni ensimsins i hvarfefnid geti stafad af pvi ad
hvarfefnid hafi haft betra adgengi ad hvarfstddinni vegna pess ad lykkjan
(innsetningarlykkja Il) var styttri en hja villigerdinni. bad hefdi verid gaman ad hafa gert
fleiri meelingar til ad fa nakveemara gildi a kes 0g pa hefdi verid audveldara ad segja med
meiri vissu af hverju pessi aukna hvarfgeta stafadi. Ef hverfitalan, Kca, veeri i raun heerri
geeti pad stafad af auknum hreyfanleika i hvarfstod sem pa audveldadi losun fosfats fra
ensiminu sem er haegasta skrefid fyrir villigerd ECAP og endurspeglast i Ky gildinu [35].
En aukin hvarfgeta geeti lika verid vegna hvort tveggja aukinnar sakni i hvarfefnid (leegra
Km) og heerri hverfitdlu (Kea), par sem binding hvarfefnis er fyrst i hvarfganginum medan
losun fosfors er sidast [35]. Pad parf pd ekki ad vera sama stada hér fyrir stokkbrigoid
VAP#59 par sem um er ad reeda ensim ar annarri lifveru og stokkbreytt afbrigdi sem getur
verid med annad hradatakmarkandi skref. bad er po ljost ad hvarfgeta VAP#59 er heerri en
hvarfgeta villigerdarinnar (VAPwt).

PAR malingar leiddu i 1jos ad pad veeru tvo zink atom i hvorri einlidu VAP#59
sem ber saman vid kristalbyggingu VAPwt sem leiddi i 1jés ad i virkniseti hvorrar einingar
VAPwt veeru tvo zink atdbm og eitt magnesium atom. bad virdist pvi ekki vera ad pessi
akvedna stytting & lykkjunni (innsetningarlykkju I1) hafi ahrif & zink bindingu VAP#59.
pad virtist vera audveldara ad na badum zink atomunum at med afmyndun med urea
heldur en med hitun.

Pad virdist pvi samkvaemt pessari rannsokn a stokkbrigdinu VAP#59 ad med
aukinni hvarfgetu fylgi minni hitastodugleiki. Afbrigdid VAP#59 virdist vera
,.kuldakerara” en villigerdin. Hér virdist pad gerast ad med aukinni virkni vid lag hitastig
fylgi minni hitastédugleiki.

Hitastigsadlogun virdist fela i sér malamidlun milli hvétunarvirkni, sveigjanleika
og stodugleika i nattarunni [36]. Hitakeer ensim hafa hlutfallslega mikla virkni vid ha

hitastig og hafa stifa og stoduga myndbyggingu, medan kuldakar ensim hafa hlutfallslega
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mikla virkni vid lag hitastig og hafa sveigjanlega og 6stdduga myndbyggingu [36]. Med
adferd sem nefnd er styrd proun er po haegt ad samraema héa virkni vid 1&g hitastig og
mikinn hitastodugleika sem synir ad pad er ekki eitt af edlislogmalunum ad dgeranlegt sé
ad samraema pessa tvo helstu eiginleika ensima [36]. b6 getur verid erfitt ad stadsetja
nakvaemlega pear breytingar sem valda pessum ,,ofurensimum” sem hafa haa virkni vio lag
hitastig og haan hitastédugleika [36].

Ef horft er a adrar rannsoknir par sem framkveemdar hafa verid breytingar & N-enda
helix i PLAP (human placental AP) og TNAP (tissue-nonspecific AP) Ur mus [30], sem
eins og var talad um i inngangi virdist pjona sama hlutverki og innsetningarlykkja Il i
VAP, pa hafdi arfelling annars vegar 9 a.s. og hins vegar Urfelling 25 a.s. i PLAP pau ahrif
ad ensimid tapadi virkni og hitastédugleika annars vegar og leiddi til alveg 6virks ensims
hins vegar [30]. Urfelling & annars vegar 5 a.s. og hins vegar 9 a.s. i N-enda helix TNAP
minnkadi einnig virkni annars vegar og ovirkjadi ensimid alveg hins vegar [37].

Petta er alveg andsteedan vid pad sem gerdist i pessari rannsokn par sem urfellingin
i innsetningarlykkju I1 vard til pess ad ensimid (VAP#59) fékk aukna hvarfgetu og minni
stodugleika. Pessi munur geeti falist i pvi ad pessi ensim sem préfud voru eru
midlungshitavirk en ekki kuldavirk eins og VAP. Einnig geti stadsetning urklippingar &
lykkjum/helixum haft sitt ad segja og pad ad innsetningarlykkja Il er eiginleg lykkja hja
VAP medan N-enda helixinn er o helix hja hinum AP&sunum. Pad geeti verid skyring ad
helixarnir poli verr styttingu.

Yfirbordslykkjur a ensimum hafa margskonar mikilveeg hlutverk sem ekki verda 6ll
upptalin hér en mikilveegi innsetningarlykkju Il i VAP vid ad halda einingum ensimsins
saman hefur synt sig i fyrri rannséknum [26] og i pessari rannsokn. Lykkjur virdast spila
stort hlutverk i sérteekni og virkni ensima og geta att storan patt i hvétunarhrada ymissa
ensima med pvi ad opnast og lokast & vixl og hleypa hvarf- og myndefnum til og fra
hvarfstdd eins og sést hefur i adenylate kinasa ur ofurhitakeru bakteriunni Aquifex
aeolicus [38]. Einnig hefur verid synt fram & mikilveegi yfirbordslykkja hja serin
prétedsunum trypsini og chymotrypsini, par sem tveer lykkjur utan bindisets hafa
mikilvaegt hlutverk i stjérnun & sérsteekni ensimanna gagnvart hvarfefnum [39]. par attu
hreyfingar lykkjanna mikinn patt i servirkninni, sem sést pegar skipt var & lykkjum trypsins
og chymotrypsins. Hreyfingar lykkjanna héldust eins og par voru a upprunulega ensimi og
breyttu pannig sérteekni trypsins i hvarfefni sem adur voru hvarfefni chymotrypsins og
ofugt [39].
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Pad er pvi ljost ad lykkjur eru mjog spennandi vidfangsefni i ensimrannséknum og
veentanlega a eftir ad koma margt nytt i 1jos & komandi arum vardandi hlutverk og

eiginleika yfirbordslykkja.
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Mynd 13. Fyrri hreinsunarferill VAP#59 a Strep-Tactin® Sephardsa sulu. Sulan var jéfnud med
Vibrio AP buffer med 150 mM NacCl. Flotid var sett a suluna og i glasi 15 var byrjad ad skola med
Vibrio AP buffer lausn med 15% v/v etylen glykoli og 150 mM NacCl til ad losa 6sérteekt bundin
prétein af stlunni og i glasi 70 var byrjad ad skola med losunarlausn p.e. Vibrio AP buffer &n NaCl
en med 2,5 mM desthiobiotin (DTB). Blai ferillinn (—=— A(280 nm)) synir gleypni vidé 280 nm i
glésunum og svarti ferillinn (—— Virkni (U/mL)) synir virkni i einstaka glésum. I hvert glas var
skammtad 2 mL, fleedihradinn i gegnum sdluna var 1 mL/min og hreinsunin var framkveemd vid 4
°C. Virknin var mald med 5 mM pNPP i 1,0 M dietanélamini, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 25 °C.
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Tafla 6. Einangrunartafla fyrir fyrri hreinsun & VAP#59 & Strep-Tactin® Sepharésa sulu vid 4 °C.
Flot (32,5 ml) var sett & suluna og i glasi 15 var byrjad ad skola med Vibrio AP buffer lausn med
15% v/v etylen glykoli og 150 mM NacCl til ad losa 6sérteekt bundin prétein af stlunni og i glasi 70
var byrjad ad skola med losunarlausn p.e. Vibrio AP buffer an NaCl en med 2,5 mM desthiobiotin
(DTB). Safn 1 eru glds 1-40, Safn 2 eru glds 41-73, Safn 3 eru glos 74-81 og Safn 4 eru glos 82-95.
Virkni var mald med 5 mM pNPP i 1,0 M dietanélamini, 1,0 mM MgClI2, pH 9,8 skv.
virknimelingu ad ofan. Proteinstyrkur var meldur skv. Coomassie G-250 adferd ad ofan. Safn 3

var sidan notad til aframhaldandi meelinga & VAP#59.

o Magn Virkni Prétein Edlisvirkni Prétein Einingar  Heimtur  Hreinsun
T m) um) gm)  umg g () (%) ®)
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 sjd ma a pessari einangrunartoflu for eitthvad Urskeidis. Virknimalingin hefur
sennilega kludrast sem sést & pvi ad roflausnin og flotid hafa allt of litla virkni (of faar
virknieiningar (U) samanborid vid virknieiningar botnfalls og safnlausna. Geeti verid ad ég
hafi gleymt ad gera rad fyrir pynningu lausna eda ad ljosgleypnimeelirinn hafi verid vitlaust
stilltur. Erfitt er ad segja med vissu hvad for rskeidis pegar horft er & einangrunartdfiu

pessarar hreinsunar.
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Mynd 14. SDS/PAGE rafdréattur fyrir fyrri hreinsun. SDS/PAGE rafdrattur med rafdréattarkerfi
Laemmlis & 12,5 % akrylamid hlaupi. Réas 1: Safn 1, rds 2: Safn 2, ras 3: Safn 3, ras 4: Safn 4, r&s
5: Roflausn, ras 6: Botnfall, ras 7:Flot, ras 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder
(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvaemd med Coomassie brilliant blue R-250

og aflitun framkvemd med 30% v/v metandli.
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Mynd 15. SDS/PAGE rafdrattur 2 fyrir seinni hreinsun. SDS/PAGE rafdrattur med rafdrattarkerfi
Laemmlis & 12,5 % akrylamid hlaupi. Ras 1: Safn 1, ras 2: Safn 2, ras 3: Safn 3, ras 4: Safn 4, rés
5: Roflausn, ras 6: Botnfall, ras 7:Flot, ras 8: Fermentas PAGERuler Prestained Protein ladder
(kDa-170-125-100-72-55-45-35-22-15). Litun var framkvaemd med Coomassie brilliant blue R-250

og aflitun framkvaemd med 30% v/v metandli.
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Mynd 16. Normaliseradur afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmaling vid 222 nm var
framkvaemd & ensiminu an péttingar synis i 25 mM MOPS, 1 mM MgSQO,, pH 8,0 &
hitastigshilinu 10 — 80 °C med hitastigshakuninni 1,0 °C/min i 2 mm kvarts kavettu. Hlutfall
afmyndads ensimsins (Fy) var svo reiknad og teiknad upp & méti hitastiginu (°C). A myndinni sést

breedslumark ensimsins, T,, = 44,0 °C sem er pegar Fy = 0,5.
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Mynd 17. Normaliseradur afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmeeling vid 222 nm var
framkvaemd & ensiminu an péttingar synis i 25 mM MOPS, 1 mM MgSQO,, pH 8,0 &
hitastigsbilinu 10 — 80 °C med hitastigshaekuninni 1,0 °C/min i 2 mm kvarts kavettu. Hlutfall
afmyndads ensimsins (Fy) var svo reiknad og teiknad upp & méti hitastiginu (°C). A myndinni sést

braedslumark ensimsins, T,, = 38,7 °C sem er pegar Fy = 0,5.

Grafid & mynd 17 synir ad malingin gekk ekki nogu vel an péttingar synis. Nidurstoour

pessarar malingar voru ekki teknar med i nidurstédunum.
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Mynd 18. Normaliseradur afmyndunarferil VAP#59. Hringskautunarmaling vid 222 nm var
framkveemd & ensiminu eftir péttingu synis i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,, pH 8,0 &
hitastigshilinu 10 — 80 °C med hitastigshakuninni 1,0 °C/min i 2 mm kvarts kavettu. Hlutfall
afmyndads ensimsins (Fy) var svo reiknad og teiknad upp & méti hitastiginu (°C). A myndinni sést

breedslumark ensimsins, T, = 45,0 °C sem er pegar Fy = 0,5.
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Mynd 19. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 vid vatnsrofsadstaedur. Meling var framkveemd i
100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med élinulegri adfellingu
vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp fastana K, (m2) 0g Vmax
(m1).
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Mynd 20. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 vid vatnsrofsadsteedur. Meling var framkvaemd i
100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med élinulegri adfellingu

vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp fastana K, (m2) 0g Vmax

(m1).
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[PNPP] (mM)

y = m1 x{m2+x)
Value Error
m1 0.074407 | 0.0074511
mz2 | 0.0044862 | 0.0014376
Chisg | 0.0026113 A
R 0.89236 A
0.03 0.04

0.05
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Mynd 21. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 vid vatnsrofsadsteedur med fosfat hindra. Maling
var framkvaemd i 200 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med

Olinulegri adfellingu vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp

fastana Ki, (Mm2) 0g Vimax (M1).
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0,1

0,08
"
.-"-FH-FH---‘----
= 0,06 i -
£ :
=
E
> 0,04
/ ¥ = m1*xi{m2+x)
f . Value Errar
002 . m1 0.085613 | 0.006547
..'" m2 0.015359 | 0.0030683
"I."" Chisg 0.00097662 MA
i R 0.96286 NA
0 j
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Mynd 22. Michaelis-Menten ferill fyrir eina virknimalingu & VAP#59 med fosfat hindra. Maling
var framkvaemd i 200 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med

6linulegri adfellingu vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp

fastana Ki, (Mm2) 0g Vimax (M1).
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0,1

0,08 #_____,_,----"
,.-""--- -
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E .
=
; /
= 0,04
,f' y =m1*/{m2+x)
{ falue Error
0.02 I,i m1 0.10692 | 0.0082035
I.-" . m2 0.019484 | 0.0039536
t Chisg | 0.0014094 MNA
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Mynd 23. Michaelis-Menten ferill fyrir VAP#59 vid vatnsrofsadstedur med fosfat hindra. Meling
var framkvaemd i 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Ferillinn var fenginn med
Olinulegri adfellingu vid Michaelis-Menten jofnuna i forritinu KaleidaGraph® sem gaf svo upp

fastana K, (Mm2) 0g Vimax (M1).
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