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Utdrattur

Lifverur finnast 4 mjog hardbylum svaedum jardar, svo sem vid mjog hd eda lag
hitastig, haa seltu sjavar, eda Ofgafull syrustig. Morg protein purfa ad adlagast
slikum adsteedum med breytingum i innri gerd. Samanburdur & pvi sem breyst hefur i
aminosyrurdd med skyldum préteinum gefur upplysingar um peetti sem rdda mestu um
virkni peirra. Kuldaker ensim hafa oftast meiri sveigjanleika innan heildarbyggingar
sinnar midad vid hitapolin ensim, sem kemur i veg fyrir ad naudsynlegar hreyfingar
frjosi.  Nokkrir pattir studla ad auknum sveigjanleika peirra. Sem dami hafa
kuldaadlogud ensim gjarnan ferri vetnistengi, ferri saltbryr, og fleiri
yfirbordshledslur. Kuldaker ensim hafa einnig oft sterri yfirbordslykkjur samanborid
vi0 samsvarandi ensim Gr midlungs- og hitakerum lifverum.

[ pessu verkefni var sjonum beint ad hlutverki yfirbordslykkju vid métun séreiginleika
sem fundist hafa i alkaliskum fosfatasa Ur Vibrio sjavarérveru. Gerdar voru
stadbundnar breytingar 1 aminosyrurdd lykkjunnar til ad skoda betur ahrif hennar &
stodugleika og virkni ensimsins. Fimm punktbreytingar voru framkvaemdar dsamt
einni lykkjustyttingu. Vid pessar stokkbreytingar voru vetnistengi sem lykkjan
myndar vid kjarna nastu undireiningu ymist rofin eda vetnistengjum baett vid
(F335Y). Tvo stokkbrigdi (F355Y og Y346F) syndu svipada virkni og stodugleika
samanborid vid villigerd. Hin stokkbrigdin prja (R336L, S7T9A og S7T9A/S87G) dsamt
lykkjuarfellingunni (A337-341;Ser-Gly-Glu-Ala-Phe) reyndust 6stédugari. Rofin
vetnistengi af voldum stokkbreytinganna eru likleg asteda fyrir haekkun i kcat,
leekkads Tsgo, gildis og leekkunnar bradslumarks (Ty,). Allt ad 6-7°C laekkun i T,
meldist fyrir stokkbrigdin samanborid vid villigerd. Lykkjan og vetnistengin sem hin
myndar vid nastu undireiningu eru pvi greinilega mikilvaeg fyrir stodugleika og virkni
ensimsins. Kvikar hreyfingar ensimsins voru einnig kannadar med télvureikningum.



Abstract

Organisms can be found in the harshest environments on Earth, such as at very high or
low temperatures, at high salinity, or extreme acidity. Proteins of these organisms
have adapted to these environments by changes in amino acid composition.
Psychrophilic enzymes are found to have greater overall flexibility compared with
thermophilic proteins, as flexibility is an important factor in allowing necessary
dynamic movement at low temperatures. Several factors contribute to their greater
flexibility. As an example, cold adapted enzymes typically have fewer hydrogen
bonds, fewer salt bridges, and more surface charges. Psychrophilic enzymes also tend
to have larger surface loops compared with their homologous enzymes from
thermostable organisms.

This project focuses on the role of a large surface loop on the activity and stability of
alkaline phosphatase from a cold adapted Vibrio marine bacterium. Site directed
mutagenesis was carried out on the large surface loop. Five point mutations were made
and one loop deletion. These mutations were chosen to understand the role of hydrogen
bonding from the loop to the next monomer. Hydrogen bonds were either added
(F335Y) to this area or deleted. Two mutants (F355Y and Y346F) showed similar
activity and stability compared with wild type. The three other point mutations (R336L,
S79A and S79A/S87G) and the loop deletion (A337-341;Ser-Gly-Glu-Ala-Phe) were
found to cause lower stablility than that of wild type. The putative deletion of hydrogen
bonds resulted in higher kcat, lower Tsgy, and lower melting point (Ty,). The new
variants were found to have 6-7°C lower Ty, than wild type. The large surface loop and its
hydrogen bonding with the next monomer was found to be important for the stability and
activity of the Vibrio alkaline phosphatase. Molecular movement analyses were also
used get a better understanding of the movements of the enzyme.



Hér med lysi ég pvi yfir a0 ritgerd pessi er byggd 4 minum eigin
athugunum, er samin af mér og ad hun hefur hvorki ad hluta né i heild
verid 16g0 fram til haerri profgradu.
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Myndaskra

Mynd 1. Stodugleikaferill sem lysir vel hinum ymsum varmafraedilegum
sterdum, sem fast med pvi ad teikna AG upp sem fall af hitastigi. AG
er orkan (kcal) sem losnar 4 hvert mol af efninu, og hitastigio er gefid

upp 1 Kelvin (K). Steerdirnar eru betur ttskyrdar i textanum [5]..............

Mynd 2. Samanburdur & samsvarandi ensimum adlogud mismunandi hitastigum sem
syna tengsl milli hvStunarvirkni og hitastodugleika. “Nattiruleg” ensim
eru 4 dekkri hluta myndarinnar, en bleiki hlutinn synir
lagmarksstodugleika og virkni sem barf til pess ad pau hafi einhverja
liffreedilega virkni. Ljosi hlutinn (efst, haegra megin) synir hamarks

hitastddugleika og virkni vid 14g hitastig, sem finnast ekki i nattGrunni [7].....

Mynd 3. Bygginging PLAP og koronusvadi pess. Einnig er merktur 4 myndina

Nenda heliX [44]. ..o

Mynd 4. Samanburdur 4 amindsyrur6d AP ur Shewanella teg. (SCAP), r Vibrio teg.
(VAP), ur TABS bakteriu (TAP), rekju (SAP), E. coli (ECAP) og ur
mannaflylgju (hWPLAP). Hvitu kassarnir tdkna B-fleti en svortu kassarnir
o-helixa. Grau svedin tdkna eins aminosyru i 6llum AP & tilteknum stad.
Raudum ramma hefur verid baett innd myndina til ad syna aminosyrur
153, 155 og 328 (ECAP talning) sem eru per amindsyrur hvarfstédvar

sem ekki eru eins vardveittar og hinar aminésyrur hvarfstodvar [60]...............

Mynd 5. Alkaliskur fosfatasi ur E. coli. B-fletir eru syndir sem 6rvar sem benda
i pa att sem per stefna, a-helixar eru syndir sem tibur. Malmjonir
sjast sem svartir knettir. Breytilegu aminosyrurnar Lys328 og Asp153

eru hafoar dekKri [63]. ..oooviiiiiiiieeeeeeeee e

Mynd 6. Tenglar vid malmjonirnar prjar i ECAP (fosfatbundid) (a) Zn** i M1,
(b) Zn*" i M2, og (c) Mg*" i M3. Zn*" jénir i M1 og M2 tengja

fosfathop hvarfefnis, Mg”" i M3 tengir prjar vatnssameindir [77]. ..........

Mynd 7. Hvarfstoo (A) ECAP (B) VAP, dsamt tenglum M3 malmjonar. Lys328
og Aspl53 1 ECAP eru Trp274 og His116 i VAP. Aminosyrur sem
tengjast Zn>" jonum i hvarfstod eru ekki syndar. Pi (fr4 hvarfefni)

hopur syndur sem og Arg 166/129 i hvarfefnisbindistadnum [73]............

Mynd 8. Hvarfgangur AP i gréfum drattum. E-P tdknar fosfoserin, E¥R10P og

E-P er ensimid tengt 6samgilt vid hvarf- og myndefni [84]..........cc.c.....

Mynd 9. Hvarfgangur AP. Tenglar malmjonanna sem taka ekki beinan patt i
hvarfinu eru ekki syndir. Hvitu knettirnir merktir W eru vatnssameindir.

Nénari utlistun & hvarfinu ma sja 1 teXta. .......ccceecveevieriierieniieeeee e,

Mynd 10. Yfirbordslykkjur & VAP og samanburdur vid énnur AP (a) beer lykkjur
sem greinilegar eru i VAP (rautt). TAP (ljosblatt), ECAP (gult) og
PLAP (fjolubleikt) hofd til samanburdar (b) Lykkjur sem ekki finnast 1
VAP (PDB: 3E2D) [46]. Vinstri myndir eru einlidurnar sédar 4 hlid, en
hagri myndiarnar eru einlidurnar sédar ad ofan, par sést ofan i

RV AITSEOOINA. ..ttt e e et e e e e e eeteseeeeseaeeseeneseneeeaneeesaenenns
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Mynd 11. Stereo mynd af hvarfstéd VAP. Myndin synir Zn>* jonir (gulir hnettir),
Mg (graenir hnettir), sulfat jonir (rautt/gult kilu og stilka médel), prjar
vatnssameindir (raudir hnettir). Aminosyrur hvarfstodvar eru syndar med

AUOKENINUIM [40]....eieeveieiiiieteteeietete ettt s b s s sens

Mynd 12 a. Alkaliskur fosfatasi Gr Vibrio tegund, sem er kuldaker sjavardrvera.
Bleika lykkjan er stora yfirbordslykkjan sem unnid er ad i verkefninu.
Stokkbreytingarnar eru syndar graenar. Zn”" jonir eru syndar sem raudir
hnettir og Mg®" gulir hnettir. b. Nermynd af stokkbreytingum 4
lykkjunni og afstada peirra til hvarfstoovar. Amindsyrur sem eru

merktar graar eru paer sem eru faldar og sjast ekki & myndinni......................

Mynd 13. Arg336 og vetnistengin sem amindsyran myndar, tvo tengi inna
meginkedju ensims vid Ser79 og Ser87 og sidan tvo innan lykkjunnar
vid GIn334. Lykkjan er synd dokkbleik. Zn*" eru raudar og Mg”*" er

gul. Aminésyrur hvarfstodvar eru stadsettar kringum malmjonirnar.......

Mynd 14. Breytingin Arg336 i Leu336. Oll vetnistengi sem Arg366 myndadi
eru rofin. Ser87 og Ser79 mynda enn vetnistengi sin & milli. Zn*" eru

1AUD 0Z ME™ €IU UL oo

Mynd 15. Lykkjan sem verid er ad skoda i verkefninu (bleik). Tyr346 myndar hér
vetnistengi vid Ser80. Adrar amindsyrur sem stokkbreyttar voru eru

einnig syndar graenar (Phe355, Ser87 og Ser79) ....coovvvvvevieiieeciienieeieee

Mynd 16. Eftir Tyr346 i Phe breytinguna. Phe myndar engin vetnistengi vid
umhverfid. Adrar amindsyrur sem stokkbreyttar voru eru einnig syndar

grenar (Phe355, Ser79 0g Ser87). oo

Mynd 17. Breytingin Phe355 1 Tyr. Hér myndar Tyr vetnistengi vid kjarna

proteins Ur hinni undireiningunni (His56, Pro57 og Glu58). ....................

Mynd 18. Phe355. Adur en ad stokkbreytingin tr Phe i Tyr var gerd. Sjonarhornid
er beint & ensimid og par sést hvernig Phe355 skagir yfir i hina
undireininguna i att ad hvarfstdd. Einnig ma sja storu yfirbordslykkju og

Phe355 hinnar undir€inin@arinnar. ..............c.ceeeveeeeeeeeeieireeiseeesieeseesesesesesesesesesesns

Mynd 19. Yfirlitsmynd af stokkbreytingum, horft er ofan i ensimid. Lykkjan er bleik,
stokkbreyttu amindsyrurnar eru greenar, zink gult, magnesium rautt.
Ser65 er merkt. Paer aminosyrur sem taka patt i bindingu magnesiums eru
appelsinugular og amindsyrur hvarfstodvar (sem ekki eru taka patt i

bindingu magnesiums) eru fjOlublar. ............cocoevivirirrirrnrreeee

Mynd 20. Damigerd tilraun med skerdiensimum. beim er beett vid plasmidid dsamt
videigandi buffer og eftir hitun i nokkurn tima adur en ad synin voru
rafdregin.  Hér er tilraunin gerd 4 pBASS50. Rés 5 inniheldur
skerdiensimin Pstl og HindIll, ras 6 EcoRI og Pstl, og ras 7 Eco311
(Bsal) og HindIll. Ras 11 er Fermentas GeneRuler 1kb sterdarvidmid
(stigi). Innskotid er 1,5 kb og plasmidid er um 3 kb, alls um 4,5 kb &
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Mynd 21. Plasmidrafdrattur. T ras 1 er stokkbrigdid A328-351, ras 2 A337-341, ras 3

Mynd 22.

A417-424, rés 4 R336L, ras 5 Y346F, ras 6 er viomio (S396C), ras 7
pBAS400 (2), ras 8 pBAS400 (3), ras 9 pBAS400 (4) og i ras 10 er DNA
stigull (10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3 kb, 2,5 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1

kb, 0,75 kb, 0,5 kb, 0,25 KDB)....c.oereueeerririiceciiinicicierireccierieecieeeseeeeieneeenene

a. Voxtur DH5a pyrpinga sem innihalda fimm stokkbrigdin A328-351,
A337-341, A417-424, R336L og Y346F. Sjotta skalin er viomid (S396C).
Notadur var LB-agar med ampicillini. b. Voxtur stokkbrigdanna fimm
A328-351, A337-341, A417-424, R336L og Y346F i LMG-194 frumum.

Sjotta skalin er viomid (S396C). Notadur er LB-agar med ampicillini...........

Mynd 23. Rektunarferill fyrir Y346F. Virkni var mald sem og gleypni vid 600

NM OZ 550 MM .eeiiiiiiiiiiiieeee et e e e ea

Mynd 24. Hreinsun AP stokkbrigdi (F355Y) & StrepTactin stluskilju.

Mynd 25.

Mynd 26.

Mynd 27.

Mynd 28.

Mynd 29.

Mynd 30.

Mynd 31.

Gleypnimalingar voru framkvemdar vid 280 nm bylgjulengd.
Virknin var mald med vatnsrofshvarfi i SmM pNPP. Keyrslulausn
var 20 mM Tris med 10 mM MgCl, vid pH 8,0. Vid glas 29 var beett
0,5 M NaCl i skollausnina og pegar komid var ad glasi 63 var 15%
etylen glykol 4samt desthiobidtini sett & sulu fyrir losun. Grai

ferillinn taknar virkni en sa svarti gleypni vido 280 nm...........cccceveennenne.

SDS rafdrattarhlaup af afurdum hreinsunar. Hreinleiki préteinanna
var athugadur med pessum hatti. A hlaupinu méa sja i réttri r60
frumujatningur (ras 1), flot (ras 2), botnfall (ras 3), safn 1 (ras 4), safn
2 (ras 5), safn 3 (ras 6), safn 4 (ras 7), safn 3 aftur (ras 8), safn 4 aftur

(ras 9) og stadall (T4S 10). ..cceeeruiiiiieiieeiiee e

Ahrif etylen glykéls 4 virknitap R336L vid 4°C, proteinid er i

mismunandi styrkjum af etylen glykoli.. ......cccoeeviiiiiiiiniiiie,

Afmyndunarferill villigerdar (wt). Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM
MgSO;4 vid pH 8. A Y-as er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins a

skalanum 0-1 og 4 X-4s er hitastig 1 °C. .....ccceeevieriieiiinieciecieeeeeee e

Afmyndunarferill Y346F. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4
vido pH 8. A Y-&s er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins &

skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig 1 °C. .....cccoeoviieiiiiecieeee e

Afmyndunarferill R336L. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSOg4
vid0 pH 8. A Y-as er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins 4

skalanum 0-1 og & X-4s er hitastig 1 °C. .......cocevirviiniiniiniiicneceeieee

Afmyndunarferill F355Y. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,4
vid pH 8. A Y-4s er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins &

skalanum 0-1 og & X-4s er hitastig 1 °C. .......cccevveriiniiniiinicneeeeen,

Afmyndunarferill S79A. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,
vid pH 8. A Y-as er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins a

skalanum 0-1 og 4 X-4s er hitastig 1 °C. ......ccceevviviiieniieiieieeeeeee e
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Mynd 32.

Mynd 33.

Afmyndunarferill S79A/S87G. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM
MgSO4 vid pH 8. A Y-as er fu, sem er hlutfall afmyndads proteins a

skalanum 0-1 og & X-as er hitastig 1 °C.......ccccovvieiiiieeiiieecieeeeee e

Virknifall eftir 300 £ 20 min vid 4°C & villigerd og tveimur
stokkbrigdum (R336L og Y346F), i mismunandi styrkbilum MgCl,,
200-50 mM, 25-1 mM og 0 mM. Hvarfid framkvemt i 5,0 mM p-
nitrofenyl fosfati (p-NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM

MECl, VIO pPH 9,8 0Z 25°C ..ottt
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1 Inngangur

1.1 Kuldaadlogun ensima

Lif finnst vid ymsar Ofgafullar adstedur. Bakteriur og adrar lifverur hafa mikla
adlogunarhaetni gagnvart ahrifum ymissa umhverfispatta, lifa sem deemi vid haa seltu
sjavar, vid pH gildi milli 1 og 11, undir hdum prystingi sem og vid mjog ha og lag
hitastig. Forsenda adlogunar er ad ensim lifveranna starfi vid pessar Ofgafullu
umhverfisadstedur [1, 2].

Kuldakerar bakteriur lifa a kdldustu svaedum jardar. Ensim peirra hafa proad med sér
akvedna eiginleika til pess ad hamarka virkni sina vid slikar adstedur.

[ pessari samantekt er meginahersla 16gd 4 ensim tr kuldakzrri bakteriu og eiginleika
pess. Ensim ur kuldakarum bakterium hafa fengid mikla athygli vegna mikilvagi peirra
sem idnadarensim, par sem pau hafa sérlega haa sérvirkni og lagan stédugleika vid harri
hitastig. Pau hafa verid notud i pvottaefni, textilionadi, mataridnadi o.fl. [3, 4].

1.1.1 Varmafraedilegar forsendur kuldaadlogunar

Varmafraeodi proteinstoougleika er gjarnan lyst med tveggja astanda likani. Undir
venjulegum kringumstaedum rikir jafnvagi milli dstandanna:

Svipmo6tad (N) S Afmyndad (D)

Helstu kraftar sem stédga svipmotada astandid eru vatnsfzelnir kraftar og vetnistengi
innan proteins, en aukin oOreida i byggingu hvetur astandid yfir i afmyndad form.
Jafnvaegi pessarra krafta ma lysa sem byggingarlegum stodugleika proteins og er
varmafradilega skilgreint sem friorkubreyting, AG, fyrir astandsbreytinguna. Umritada
Gibbs-Helmbholtz jofnuna ma nota til ad reikna it hinar ymsu varmafradilegu sterdir,
sem eru notadar til ad skilgreina stodugleika proteina (jatna 1).

A(ﬂ?W::AIL”(l 7}Tm) AC,
x| (T~ 1)+ Tn(Tfg, )

(Jafna 1)

AG(T) taknar friorkuna vid hitastig T, AHy, er breytingin i enthalpiu sem 4 sér stad vid
braedslumark proteins (Ty). Vid pad hitastig rikir jafnveegi milli afmyndada og
svipmotada astandsins. AC, er varmarymd sem breytist vid afmyndun préteins. Mynd
1 lysir pessum steerdum og sambandi peirra.
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Mynd 1. Stodugleikaferill sem lysir vel hinum ymsum varmafradilegum staerdum, sem fast med
pvi ad teikna AG upp sem fall af hitastigi. AG er orkan (kcal) sem losnar a hvert mél af efninu, og
hitastigio er gefio upp i Kelvin (K). Steerdirnar eru betur utskyroar i textanum [5].

Med jofnu 1 mé einnig reikna 0t sterdir sem sjast 4 mynd 1. Ts er pad hitastig par
sem engin oreidumunur er milli svipmoétada og afmyndada formsins p.e. AS=0. Ty er
pad hitastig par sem engin enthalpiubreyting & sér stad p.e. AH =0. Ty og Ts ma lesa
ur stodugleikaferlum en pad er pad hitastig par sem linurnar sem dregnar eru i gegnum

ferilinn skera X-4s (AG=0). ber eru hluti af frekari Utreikningum sem ekki verdur
farid i hér [5].

Med stodugleikaferlum ma akvarda hitastig afmyndunar badi vegna kulda og hita, en
pad er pad hitastig pegar ferillinn sker x-asinn hverju sinni (AG=0). Haegri
skurdpunkturinn taknar braedslumark proteinsins vid hatt hitastig, Tp,. Oreidan hefur
minnkad vaegi vid lag hitastig par sem vatn hefur mjég reglubundna byggingu,
Ohagsted oreidubreyting er pvi ekki eins mikil vid flutning vatnsfeelnu hopanna ut i
umhverfid pegar afmyndun & sér stad [5].

1.1.2 Sveigjanleiki vs. virkni

Sveigjanleiki er einn af mikilvaegustu eiginleikum proteina par sem pad tengist m.a.
beint hvotun efnahvarfa. Protein r hitakaerum bakterium nd peim sveigjanleika sem
til parf eftir a0 dkvednu hdu hitastigi hefur verid ndd. SOmu sdgu ma segja um
kuldaadlogud prétein sem na peim sveigjanleika sem til parf eftir ad rétta hitastiginu
er nad. Petta er kallad “samsvarandi astand” (e. “corresponding state”), par sem
sveigjanleikinn er svipadur vid kjorhitastig proéteins, hvort sem um radir protein ur
hitakeerri eda kuldakaerri lifveru.



Rannsoknir hafa synt moénnum ad ekki sé adeins um heildarsveigjanleika
proteinbyggingarinnar ad reda heldur er sveigjanleiki & peim svedum sem taka patt i
bindingu hvarfefnis og hjalparpattar hvad mikilveegastur pegar kemur ad hvotunargetu [1,
6].

Eins og fram kom ad ofan er sveigjanleiki mikilvegur i adlogun proéteina ad sinu
kjorhitastigi. Med auknum sveigjanleika ma segja ad proteinio sé ad auka afkost sin,
ad pad sé ad hamarka hvStunarhrada. A hinn boginn mé segja ad aukin stifni auki
stodugleika proteina, sér i lagi gagnvart hdum hitastigum. Samband sveigjanleika og
virkni eins og lyst er hér er ekki algilt en 4 p6 oft vio. Mynd 2 synir samband
stodugleika (stifni) og virkni (sveigjanleika) préteina.

Thermophil

Mesophilic

Thermostability

Psychrophilic

Activity at low temperature

TiBS

Mynd 2. Samanburdur 4 samsvarandi ensimum a0l6gudé mismunandi hitastigum sem syna tengsl
milli hvétunarvirkni og hitastédugleika. “Nattiruleg” ensim eru 4 dekkri hluta myndarinnar, en
bleiki hlutinn synir lagmarksstodugleika og virkni sem barf til pess ad pau hafi einhverja
liffraedilega virkni. Ljosi hlutinn (efst, haegra megin) synir hamarks hitastodugleika og virkni vio
l4ag hitastig, sem finnast ekki i nattdrunni [7].

bad ma lesa Gr mynd 2 ad pau protein sem adlogud eru ad hearri hitastigum hafa meiri
stifni (minni sveigjanleika) vegna aukinna vixlverkandi innri hrifa, eru p.a.l. stodugri
vid kjorhitastig sin midad vid protein kuldakeerra lifvera. Vid heerri hitastig eru meiri
likur 4 afmyndun par sem vatnssameindir mynda ekki eins reglulega byggingu midad
vid laegri hitastig. Likur eru & pvi ad vatnssameindir leiti inn i proteinid og afmyndi
pad. bvi er pad mikilvegt fyrir hitaadlogud protein ad vera litid sveigjanleg. A hinn



béginn mynda vatnssameindir reglulega byggingu vid laegri hitastig, og pvi er
mikilvaegt fyrir kuldavirk protein ad vera sveigjanleg til ad halda starfsemi sinni
gangandi vi0 paer umhverfisadstaedur [7].

Ensim hafa pr6ad med sér mismunandi kerfi til ad auka sveigjanleika og par med auka
hvotunarvirkni sina 1 kulda. Nokkrir samverkandi byggingarlegir pattir taka patt i
auknum sveigjanleika kuldakaerra ensima sem drifur pau 1 att ad aukinni
kuldaadlogun. Sem demi mad nefna minna af vatnsfelnum og aromatiskum
aminosyrum [8], minni jonahrif og addrattarkraftar innan ensims [9], fleiri hledslur a
yfirbordinu til ad auka tengsl vid umhverfid [10], feerri aromatisk hrif og vetnistengi i
yfirbordsholrimum (e. surface cavity) [11], fleiri yfirbordslykkjur [12], faerri prélin en
aukning i glysin [13], leegra Arg/Lys hlutfall og minni tengsl milli undieininga [3, 14-
17]. Allir pessir byggingarlegu pettir taka patt i auknum sveigjanleika ensima, sem
pau hafa préad med sér.

Samanburdur 4 kuldakaeru trypsini og elastasa, sem koma baedi ur somu fjolskyldu
serin proteasa hefur synt ad ensimin hafa proast i sitthvoru lagi i att ad auknum
stadbundnum sveigjanleika og ferri milliverkanir finnast milli hneppa (e. domain)
[18]. Stadbundinn sveigjanleiki og farri protein-protein hrif eru algengir peettir i
kuldaadlogun ensima. Laegri virkjunarenpalpia og neikveed oreida virkjunar er algeng
i hvorfum kuldaadlagadra ensima, en pad helst i hendur vid meiri sveigjanleika [19].

Til pess a0 halda sem mestri hvotunarvirkni, er naudsynlegt fyrir kuldaadlogudu
ensimin ad hafa sem mestan sveigjanleika og pa sér i lagi vid hvarfstodina, en auknum
sveigjanleika fylgir aukio hitadpol eins og mynd 2 synir. Byggingarlegu pettirnir sem
taldir voru upp hér ad ofan taka patt i auknum sveigjanleika myndbyggingar

kuldakerra ensima. Hitaadlogud ensim hafa mun stifari myndbyggingu samanborid
vid pau kuldakeeru [20].

Grundvallaratridi pess ad skilja virkni kuldavirkra proteina er ad skilja eiginleika
vatns, par sem pad er peirra adalumhverfi. Eiginleikar vatns og tengsl pess vid
kuldavirk prétein eru ekki naegilega vel pekkt, en pess mé geta ad dielektriskur fasti
vatns lekkar vid lagri hitastig [1]. Leegri dielekriskur fasti pydir minni skautun
leysis, p.a.l. meiri vixlverkun verdur milli sameinda i leysinum vid lagri hitastig [21].

1.2 Yfirborodslykkjur

Lykkjur finnast oftast & yfirbordi proteina. Lykkjur gegna margvislegum hlutverkum
i ensimum. Par eru annars stigs byggingarform sem eru med hreyfanlegustu svedum
ensima [22]. Per eru oft 4 tidum tengdar virknisetum med pvi ad mynda lok & peim,
sem og ad auka hreyfanleika 4 peim svadum. [ kuldavirkum préteinum virdast
lykkjur vera lengri i samanburdi vid prétein ur midlungs- og hitakerum lifverum [23].
bratt fyrir ad lykkjur séu minni i proteinum midlungs- og hitakarra lifvera, rannsoknir
hafa synt ad per geta verid grundvollur hitastigsadlogunar sumra hitakaerra ensima.
Sem demi er svokollud cys-lykkja forsenda hitastigsadlogunar hja hitakaera ensiminu
CYPI119 sem er ur fjolskyldu cytochrome P450. Svadid er stodgad af sterkum
Oskautudum hrifum (e. tight nonpolar interactions), sem lykkjan tekur patt i ad
vardveita. N-endinn er mjog 6stodugur i CYP119. Vandamalid er leyst &4 pann veg ad



N-endanum er komid fyrir undir lykkjunni og tekur patt i 6skautadri milliverkun sem
par gaetir. begar pessi 6skautudu hrif spillast afmyndast proteinid. Pad er ennfremur
talid ad C-endinn taki patt i pessum milliverkunum [24].

Lykkjur innihalda oft herra hlutfall amindsyrunnar glysins sem eykur sveigjanleika
peirra. A hinn béginn innihalda lykkjur i hitaadlogudum préteinum oftar prolin par
sem hun stifir byggingu peirra [23]. Yfirbordslykkjur eru oftar en ekki mikilvaegar
fyrir virkni og stodugleika ensima, t.a.m. er DNA polymerasi § hddur yfirbordslykkju
fyrir virkni og sérteekni. DNA polymerasi B er vidgerdarprotein DNA [25]. 1 66rum
tilfellum taka lykkjur patt i verndun hvarfstodvar med pvi ad leggjast yfir
hvarfstodina. Lykkjan ver pa hvarfstodina gegn vatni og heldur hvarfefnum inni
hvarfstod 4 medan hvotun 4 sér stad [26, 27]. I tilfelli caspasa-7 virkar ein lykkjan
(L2) af fjorum sem stod i hvarfefnis bindigropinni. Lykkjan er lykillinn ad
hvStunargetu caspasans [27]. 1 tilfelli hydrolasa ar Trypanosoma vivax, lokast tvaer
lykkjur (lykkja 1 og lykkja 2) yfir hvarfstodina medan & hvarfinu stendur. Lykkjurnar
tveer keppast vid ad opnast og lokast eftir pvi sem gerist hverju sinni, hvort sem um
redir losun myndefnis og aukaafurdar hvarfsins, eda ef hvarfefnid parf ad breyta um
form. Hvarfefnid parf ad vera 4 anti formi til ad hvarfio geti att sér stad, ef pad bindst
sem syn parf pad ad breyta um form fyrst, og pa parf lokid & hvarfstod ad opnast
adeins til ad leyfa pvi ad gerast [28].

Rannsoknir 4 yfirbordslykkjum hafa ymist verid framkvaemdar med urfellingu eda
innsetningu lykkjusvaeda og nidurstédur peirra bornar saman vid villigerd og vid
onnur samsvarandi ensim. Hitakaeri WF146 proteasinn hefur fjorar lykkjur, en tvaer
peirra virdast vera mjdg mikilveegar fyrir stodugleika pess gagnvart hita. Onnur
lykkjan er stadsett vid [ strending og myndar vetnistengi vid hann. Fjarleging
lykkjunnar olli meiri sveigjanleika i ensiminu og p.a.l. minni stédugleika. Hin lykkjan
hefur mikilveegt hlutverk vid ad tengja Ca’" jon vid ensimid. 1 pvi tilviki virdist
aminosyrusamsetning lykkjunnar rada mestu um gildi hennar fyrir stodugleika
proteasans [29]. Til eru 6nnur demi um ad amindsyrusamsetning radi ad miklu leyti
ahrifum lykkju & virkni proéteins [27].

Thymidylate synthasar ur heilkjornungum syna mikla vardveislu 4 lykkjusvaedum sem
er ahugavert 1 1josi pess ad sambarileg ensim ur dreifkjérnungum innihalda ekki nein
lykkjusvaedi. Vegna mikillar vardveislu lykkjusvaeda ma telja ad pau hafi miklvaegt
liffreedilegt og lifefnafreedilegt hlutverk. Synt hefur verid fram a& ad lykkjur
thymidylate synthasa gegna hlutverki i hvotun (lykkja 1) sem og ad halda tviliGum
saman (lykkja 2) [30]. Vid eydingu lykkju datt tvilidan i sundur. Lykkjur halda ekki
einungis einlidum saman heldur eru per einnig mikilveegar vid ad halda annars stigs
byggingum saman, auk pess a0 hreyfa og sveigja proteinin [30], sem er mikilvaegur
eiginleiki fyrir hvotun efnahvarfa [31].

Yfirbordslykkjur eru ekki stodgandi i 6llum tilfellum. Vid urfellingu & gene-3-proteini
(G3P) kom 1 1jos ad stokkbreytta proteinid var stodugra. Stokkbreytta proteinid hafdi
hradari svipmétun og pad purfti minni orku til ad komast i virkjad astand. A enda
lykkjunnar sem um reedir i G3P er Pro sem parf ad komast i cis form adur en pad
svipmotast, en pad er 4 trans formi pegar pad er afmyndad. Mikil orka fer pvi i pessa
leidréttingu & formi Pro. Talid er ad Pro s¢ 4 enda lykkjunnar til pess ad audvelda
svipmotun og porun milli andsteedra B-flata sem koma 1 og ur lykkjusvaedinu [32].



Y firbordslykkjur eru mottekilegustu svaedin gagnvart breytingum og adlogun midad
vi0 adrar annars stigs byggingar, og pvi er adlogunarhefni [30] og sérhaefni ensima
oft tengt peim svaedum. Sem daemi ma nefna tiu amindsyru rod i streptokinasa sem
tekur patt i bindingu plasminogen forverans sem er sidan virkjadur af
streptokinasanum. Lykkjan er pvi sérhaefd til ad pekkja petta hvarfetni (plasminogen)
og halda i pad [33].

[ pessu verkefni er yfirbordslykkja alkalisks fosfatasa ur kuldakeerri sjavarorveru
skodadur, og reynt er ad skilja eiginleika hennar og &hrif hennar 4 stodugleika ensimsins.

1.3 Tengls milli undireininga

Med tengslum milli undireininga er att vid hvort undireiningarnar einsleitra tvilida (e.
homodimer) hafa "samskipti" sin & milli og pa hvernig per vinna saman. Caspasi-9
hefur m.a. verid rannsakadur vardandi slik tengsl milli undireininga [34, 35]. Vid
kristalsgreiningu pess kom 1 ljos ad caspasi-9 er tvilida, par sem tvilidun er pattur i
sjalfvirkjun ensimsins. Hvarfst60 annarrar undireiningarinnar er virk en ekki
hvarfstod hinnar, og er talid ad pad sé vegna mismunandi stéou hlidarkedju
amindsyrunnar Phe390 sem er 4 métum undireininganna. bessi mismunur leidir af sér
byggingarlegar breytingar i annarri undireiningunni p.e. Cys285 sem er hluti hvarfst6d
er sett i rétta stellingu fyrir hvotun i annarri undireiningunni i einu [35]. Slikt hefur
einnig sést fyrir fjorlidur [36].

Gott demi um samskipti milli undireininga hefur sést hja lysyl-tRNA synthetasa, LysU,
ur E. coli. LysU er einsleit tvilida med stort svaedi milli undireininga og bindur
aminoacyl vid tRNA og notar til pess ATP. Binding ATP i seti 1 leidir af sér lokun a pvi
seti og kemur i veg fyrir sterka bindingu i seti 2. Eftir myndun adenylats og losun
pyrofosfats (myndefni) 1 seti 1 verdur opnun i seti 2 og ATP getur myndad sterkt tengi
par. Byggingarleg breyting verdur vid losun pyrofosfats i einni undireiningunni, sem er
tilkomin vegna spennulosunar. Breytingin berst svo yfir 4 hina undireininguna og st
undireining verdur haf til sterkrar bindingu ATP. [ gréfum drattum pa veldur losun
pyrofosfats fra einni undireiningunni sterkri bindingu ATP vid hina undireininguna [37].
Slik samskipti milli undireininga og ahrifa peirra 1 hvarfstod pekkist i 60rum proteinum,
par sem binding hvarfefnis eda hindra i einni undireiningunni hefur ahrif & bindingu
hvarfefnis eda hindra i hinni undireiningunni [38-40].

Sliku kerfi hefur verid lyst fyrir alkaliska fosfatasann (AP) [41, 42]. Kenning var sett
fram um ad AP ynni eftir svokolludu flip-flop kerfi [43]; su kenning hefur enn ekki
verid afsonnud. Ferlinu var list fyrir AP ur E. coli. Par sast ad i 6bundnu AP eru
undireiningarnar samhverfar. Vid bindingu hvarfefnis verdur breyting 4 annarri
undireiningunni. Onnur undireining er pannig 6bundin og hin bundin hvarfefni 4
formi T. Tvo mismunandi form geta ordid pegar AP er bundid hvarfefni, T formid er
ekki bundid samgildum tengjum og er ekki fosforylerad, en R formid binst samgilt og
er adeins 4 fosforylerudu astandi.

Nast a sér stad fosforylerun, undireiningin sem var & T formi fer yfir & R form, vid
petta verdur hin undireiningin heef til a0 binda hvarfefni. T-R tvenndin inniheldur pa
eitt samgilt tengt fosfat (R-form) og eitt 6samgilt tengt fosfat (T-form). Neasta skref er



hid svokallada flip-flop skref par sem T-R form AP breytist i R-T, en pvi skrefi er best
lyst sem speglun, par sem ein undireiningin er fosforylerud medan hin affosforylerast
(losar myndefnid) og verdur haf til ad bindast nyju hvarfefni [43].

Rannsoknir & PLAP (e. placental AP) hafa synt ad koronusvadid og N-endasvadi taka
baedi patt 1 stodgun tvenndarastands ensimsins (mynd 3) [44]. Eins og AP ur E. coli,
vinna undireiningar PLAP i sameiningu og redur énnur undireiningin stodugleika og
hvétunareiginleikum hinnar undireiningarinnar [45]. Pessi tengsl milli undireininga
eru liklega styrkt med koronusvaedinu, N-enda helixnum sem heldur um hina
undireininguna og Tyr367 ur einni undireiningunni sem teygir sig yfir i neestu
undireiningu [44]. Slikt hefur einnig sést i alkaliskum fosfatasa ur Vibrio tegund
(VAP), sem er skodadur i pessu verkefni. VAP hefur Tyr325 sem kemur ur
kéronusvadinu og skagar inn ad hvarfstdd hinnar undireingarinnar [46].

Crown domain 9 ¢\ N-terminal o.-helix

Metal-binding domain
Mynd 3. Bygginging PLAP og kéronusvaedi pess. Einnig er merktur 4 myndina N enda helix [44].

1.4 Alkaliskur fosfatasi

1.4.1 Almennt um alkaliska fosfatasa

Alkaliskur fosfatasi (EC 3.1.3.1) er mikid rannsakad ensim. Hann er ad finna i
margvislegum lifverum, i heil- og dreifkjornungum. Alkaliskur fosfatasi (AP) er
breidvirkt ensim og tekur patt i mérgum ferlum. Pad bendir til pess ad ensimid sé
mikilvaegt i lifefnafreedilegum ferlum. Hann hefur sterka virkni i pdrmum, nyrum,
fylgju og brjostkirtli og pvi er hann talinn eiga hlut i flutningskerfum [31, 47]. AP
hefur mérg isoensim. I ménnum eru prjt vefjasértak, PLAP (e. placental AP), GCAP



(e. germ cell AP) og IAP (e. intestinal AP) dsamt einu sem er Osértekt, TNAP (e.
tissue non-specific AP). Vefjasérteku AP i monnum finnast i pérmum, fylgju og
kimfrumu [48]. AP eru himnubundnir ad utanverdu og tengdir med fosfatidyl-inositol
glycani [49]. AP (beina AP) hefur verid notadur i leknisfreedilegum tilgangi sem
merki til ad athuga hvort meinvorp 1 beinvef hafa att sér stad [50]. Einnig hefur
ensimid mikid verid rannsakad i hypophosphatasiu, sem orsakast af litilli tjaningu
TNAP i beinfrumum [51-54].
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Mynd 4. Samanburdur 4 aminésyruroéd AP ur Shewanella teg. (SCAP), ur Vibrio teg. (VAP), ur
TABS bakteriu (TAP), raekju (SAP), E. coli (ECAP) og tir mannaflylgju (hPLAP). Hvitu
kassarnir tikna B-fleti en svortu kassarnir a-helixa. Grau svaedin tikna eins aminésyru i 6llum
AP 4 tilteknum stad. Raudum ramma hefur verio baett innd myndina til ad syna aminésyrur 153,
155 og 328 (ECAP talning) sem eru pzer amindsyrur hvarfstoovar sem ekki eru eins varoveittar
og hinar aminésyrur hvarfstéovar [60].



Amin6syrur6d AP hefur verid greind, m.a. ar porski (Gadus morhua), vefjadsértakum
AP 0r manni (e. human tissue-nonspecific AP), ur rekju (Pandalus borealis) og ur E.
coli svo demi séu nefnd [55-57]. Alkaliskir fosfatasar ur TABS bakteriu (TAP) [58],
ur Vibrio tegund (VAP) [46], ur rekju (SAP) [59] og Gr Shewanella teg. (SCAP) [60]
eiga pad oll sameiginlegt ad vera kuldavirk AP og hafa verid kristalgreind til ad skilja
betur byggingu, eiginleika og kuldavirkni peirra.

Alkaliskur fosfatasi ur fylgju (PLAP) [44, 61] og ur E. coli (ECAP) [62] hafa einnig
verid kristalgreind. Mynd 4 synir samanburd a fyrsta stigs byggingu pessara sex
mismunandi ensima, byggingu ensimsins ma sja 4 mynd 5.

Mynd 5. Alkaliskur fosfatasi r E. coli. p-fletir eru syndir sem érvar sem benda i pa att sem paer
stefna, a-helixar eru syndir sem tibur. Malmjénir sjiast sem svartir knettir. Breytilegu
aminésyrurnar Lys328 og Asp153 eru hafdar dekkri [63].

Samkvaemt flokkunarkerfi SCOP (http://scop.berkeley.edu/) er AP alpha/beta protein.
Ensimid myndar svokallada 3-laga (Baf) samloku (e. 3-layer (Baf}) sandwich)
samkvemt CATH (http://www.cathdb.info/) flokkunarkerfinu. Ensimid hefur B fleti,
samsida og andsamsida, og utan 4 liggja svo o helixar [62].

AP er almennt tvilida, sem hefur tvaer eins einlidur. Rannséknir hafa p6d bent til ad
sum afbrigdi geti starfad sem einlidur (e. monomer). Fyrsti kuldakeri AP (ar HK47
bakteriu) reyndist vera einlida [64] og fyrstu rannsOknir AP ur Vibrio tegund (Vibrio
cholerae) syndu fram & virkni pess sem einlida [65] og ekki var pad slegid af i nylegri
rannsokn & pvi ensimi [66]. Kuldakeeri alkaliski fosfatasinn Gr anabaena tegund, sem
er blagraenn porungur (e. cyanobacteria), er einnig talinn vera einlida [67].

Visbendingar bentu i upphafi til ad AP ur Vibrio G15-21 veari einlida [68]. Su
kenning var p6 sidar leidrétt med rontgenkristalgreiningu [46]. AP ar Vibrio G15-21
er ensimid sem er skodad i pessu verkefni.



Svedi sem morg AP hafa og er talid hafa ahrif & tvenndarmynd ensimsins er
koéronusvadid. Hlutverk pess er vel pekkt i PLAP [44], en SAP hefur svipad
koronusvaedi og PLAP [59]. A mynd 3 maé sja koronusvadi PLAP. Einnig sést N
enda helix sem rett verdur um sidar.

VAP hefur sérlega stort koronusvadi sem er talid taka patt i viohaldi tvenndarmyndar
asamt pvi a0 taka hugsanlega patt i hreyfingu innan hvarfstoovar. His465 (His412 i
ECAP) er einn tengilidur Zn*" i Znl setinu, og er amindsyran stadsett vid enda
koéronusvadisins 1 VAP. Meginkedja His465 myndar vetnistengi vid hlidarkedju
Ser324 sem er hluti af storu yfirbordslykkju hinnar undireiningarinnar [46]. Pessi
lykkja er til athugunar i pessu verkefni (sja mynd i kafla 1.4). Pad er pvi ekki oliklegt
ad hreyfingar 1 koronusvaedi hafi ahrif 4 hvarfstod [46].

Mikilvegi koronusvaedis hefur verid synt m.a. med tilraunum 4 spendyra AP (i
TNAP), par sem Val var breytt i Ala &4 korénusvaedinu. 1 1jos kom ad stokkbreytta
afbrigdid syndi afbrigdilega utfellingu steinefna (e. mineralization) sem orsakadist af
fosforskorti til beinmyndunar. Stokkbreytta ensimid hafdi einnig mun legri virkni
[69]. Koronusvadi PLAP hefur einnig hlutverk i stjornun ensimvirkni med bindingu
aminosyra vid svedid [61, 70]. Pad ma einnig nefna ad korénusvedi AP ur
saltpolinni forngerla tegund (archaea) hefur einnig hlutverk i stjérnun ensimvirkni
pess 1 umfryminu [71].

1.4.2 Hvarfst6d og malmar

Samsvorun milli bakteriu og manna AP er 25-30% [57, 72]. Hvarfstod AP er po vel
varoveitt, fyrir utan 3 aminosyrur sem eru breytilegar (sja mynd 4, raudur rammi) sem
eru aminosyrur 153, 155 og 328 (ECAP talning). Eins og sést 4 mynd 4, er His 1 seti
153 nema hja ECAP sem hefur Asp. { seti 155 hafa 611 AP Thr nema PLAP sem hefur
Ser, og 1 seti 328 er mesta muninn ad finna par sem kuldakeru AP (VAP, TAP og
SCAP) hafa 6ll Trp, ECAP hefur Lys, og His er ad finna hja PLAP og SAP. Af
vardveislu hvarfstodvarinnar ma aztla ad hvarfgangur pessara AP s¢ mjog svipadur.
Aminodsyrur sem eru oOlikar 1 setunum premur (155, 153 og 328) taka patt 1 bindingu
M3 mélmjonar; sem ad geeti skyrt breytileikann i hvétunareiginleikum [73].

AP er malmensim (e. metalloenzyme), og innihalda flest AP prji malmbindiset (M1,
M2 og M3) [46]. D6 er ad finna auka malmbindiset (M4 og M5) i 66rum AP sem
tengja ymist Ca’" eda Mg>". Malmarnir stodga svadi sem eru stodgud 4 annan hatt i
00rum AP, eins og med auknum vetnistengjum [44, 58, 60].

Set M1 og M2 eru vel vardveitt og innihalda oftast Zn*" jonir, M3 setid hefur hins vegar
meiri breytileika hvad vardar malmjon [74]. Paer amindsyrur sem eru mikilveegar fyrir
tengingu Zn>" i M1 malmseti (ECAP talning) eru His412, His331, Asp327. I M2 méalmseti
tengja Asp369, His70 og Asp51 Zn>" malmjonina en Asp51 bindur einnig Mg*" jonina i M3
seti asamt Glu322, Thr155 [62], og Aspl53 sem tengir Mg”™ gegnum vatnssameind [63].
Asp51 er mikilveegur tengill fyrir malmjonirnar sem eru i setum M2 og M3. Aminédsyran
tengir setin saman 1 aspartat brt, eda karboxilbri. Roskun 4 amindsyrunni hefur mikil &hrif
4 malmbindingu setanna. Stokkbreytingar hafa verid framkvemdar i ECAP a Asp51 og &
Asp369, en Asp369 tengir malmjonina 1 M2 seti. Breytingin D369N spillti tengingu vid
M2 malminn sem leiddi af sér Iélegri tenginu vid M3, par sem Asp51 faerdist yfir i M3
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setid. DSIN leiddi til pess ad M3 setid (Mg”") vard tomt par sem amid hlidarhépar Asn ttu
malminum fra og hann gat ekki sest i setid [75, 76]. betta skyrir vel hvers vegna pessar
amindsyrur eru svo vel vardveittar i AP. Mynd 6 synir tengingar amindsyranna vid
malmbindisetin i ECAP. Par ma sja hvernig amin6syrurnar sem nefndar voru hér ad ofan
tengja malmana i setunum premur, og einnig hvernig fosfatjon hvarfefnis tengir Zn>" i
setum M1 og M2, og prjar vatnssameindir fylla upp i tengingu Mg”" jonar i M3.

ECAP er hvad best pekkta afbrigdi AP, og er pvi oft notad til vidmidunar fyrir adra AP.

HIS 331

PO4

HIS 370

() WAT 455

£ WAT 454

MG () war ase

\\

(c)

Mynd 6. Tenglar vid malmjonirnar prjir i ECAP (fosfatbundid) (a) Zn>* i M1, (b) Zn*" i M2, og
(¢c) Mg* i M3. Zn*" jénir i M1 og M2 tengja fosfathép hvarfefnis, Mg®" i M3 tengir prjar
vatnssameindir [77].
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Mynd 7. Hvarfstod (A) ECAP (B) VAP, asamt tenglum M3 malmjonar. Lys328 og Asp153 i
ECAP eru Trp274 og His116 i VAP. Aminésyrur sem tengjast Zn’" jonum i hvarfst6d eru ekki
syndar. Pi (fra hvarfefni) hépur syndur sem og Arg 166/129 i hvarfefnisbindistadnum [73].

Mynd 7 synir M3 setid i ECAP og VAP, og peim amindsyrum sem tengja malmjonina
(Mg*" i pessu tilviki). Lys328 og Asp153 i ECAP eru Trp274 og His116 i VAP, og er
pad eini munurinn 4 amindsyrum i hvarfstéd kristalgreindra AP asamt seti 155.
ECAP myndast saltbr milli Lys328 og Aspl53, sem virdist vera mikilvaeg fyrir
bindingu fosfats. Pessum amin6syrum hefur verid breytt i His i ECAP til pess a0 likja
eftir manna AP sem hefur His i pessum setum [63]. A myndi 7 mé4 glogglega sja ad
par er einnig ad finna His i kuldavirku ensimunum 1 seti 153. Stokkbreytingarnar
syndu minni s&kni 1 fosfat eftir ad badum amindésyrum var breytt (tvofold
stokkbreyting) og vid breytingu Lys328 i His i ECAP [63]. Adur verid synt fram &
mikilveegi Lys328 i ECAP vid bindingu fosfathops [62]. Breyting 4 Asp153 1 His var
einnig ahugaverd, par sem ad sakni ensimsins i fosfat jokst, en pad er vegna
mikilvaegi Lys328 og breytingar 4 afstodu hennar 1 hvarfst6d. Pessar aminosyrur eru
einnig mikilvaegar i bindingu Mg®[63]. Aminésyran i pessum setum getur akvardad
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hvada malmur er bundinn i seti M3. ECAP hefur til ad mynda Asp i seti 153 sem
tengir Mg”" en flest manna AP hafa His sem tengir Mg”". Breyting ur Asp153 i His i
ECAP hafdi i for med sér meiri seekni 1 Zn®" i stad Mg”" sem er { villigerdar ensiminu
[78]. Daemi er um ad Co’" jon finnist i M3, en pa reynist naudsynlegt fyrir AP ad hafa
His153 og Trp328 til a0 hvotun geti att sér stad, sem getur gefid pa visbendingu ad set
153 og 328 rada miklu hvad vardar tegund malmjonar i M3 [79, 80].

1.4.3 Hvarfgangurinn

Tilgatur hafa verid uppi um hvarfgang ECAP [81, 82]. Holtz og Kantrowitz gerdu uttekt &
mismunandi freedigreinum sem tengdust hvarfgangi ECAP [83]. Stec et al. gerdu sidar
endurbaetur 4 honum [84]. Alkaliskur fosfatasi hvatar vatnsrof og umfosforun margra fosfat
monoestera og notar til pess Ser-fosfat millistig sem gefur af sér olifreent fosfat og alkohol
[85]. Hvarfgangurinn er syndur i grofum drattum & mynd 8.

H,0 EsP, ——— E+P
RIOH\/

E +R|OP —==E*R|OP =<=—==—F-P

/&\\
RyOH E*R,OP—<==F + R,0P

Mynd 8. Hvarfgangur AP i gréfum drattum. E-P tiknar fosféserin, EXR10P og E-P er ensimid
tengt 6samgilt vio hvarf- og myndefni [84].

E-P taknar fosféserin, E¥XROP og E-P er ensimid tengt 6samgilt og samgilt vid hvarf-
og myndefni. Vid vatnsrof E-P verdur badi myndun og sidan brot 4 ensim-fosfat (E-
P) heildinni. Vid legri pH er vatnsrof 6samgilt tengda fosféensimsins hradatak-
markandi skrefid en vid alkaliskar adstedur er pad losun Pi af E*Pi. Ef til stadar er
fosfat viotaki med OH- hop, t.d. Tris eda ethandlamin, 4 sér stad umfosforun par sem
a0 fosfathopurinn er fluttur milli sameinda (nedra hvarf & mynd 8) [77].

Zn*" jonir i setum M1 og M2 taka beinan patt { hvarfi AP. Talad verdur um Znl (Zn*
i M1) og Zn2 (Zn*" i M2) i sambandi vid hvarfganginn. Znl og Zn2 taka beinan patt i
bindingu hvarf - og myndefnis og eiga par hlut i ad mynda kjarnsakna hopa i
hvarfst6d. Zn2 myndar tengi og virkjar hydroxyd hop Serl02, sem sidan gerir
kjarnsaekna aras 4 fosfatmonoesterinn i fyrsta skrefinu. Znl tekur aftur 4 moéti patt 1
losun alkoholhops hvarfefnis, virkjar sidan vatnssameind i nastu kjarnsaeknu aras
hvarfsins sem er 4 samgilt tengda millistigid Ser-fosfat [62].

Malmjonin sem situr i M3 er mikilvaeg fyrir stodu hlidarkedju Ser102 [84] og stddgun
frafarandi fosforyl hops [86]. ECAP hefur Mg2+ jon i seti M3, en pad er mikilvaegt
fyrir hann ad hafa Mg”" i pessu seti pvi annars er hatta 4 ad hydroxydhopur
kjarnsakna hopsins verdi ekki afprotoneradur. Zn>" jon i M3 seti { stad Mg®" er ekki
eins arangursrikt fyrir ECAP, par sem Zn”>" hefur fjorhlida (e. tetrahedral) tengingu en
Mg2+ atthlida (e. octahedral), og Zn*" er einnig mun minni jén og breytir afstédu
amindsyra innan hvarfstodvar. Malmtengdi hydroxydhopurinn (basinn) er pa liklegur
til ad snua fra bestu stodu sinni (e. optimal position). Ser102 getur pvi ekki myndad
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vetnistengi vid malmtengda hydroxidhdp og snyst frd Zn2 [84]. Nakvaemari mynd af
hvarfgangi AP ma sja 4 mynd 9, en likanid er byggt 4 nidurstodum Kim og Wyckoff
[62], en endurbeett af Stec et al. [84].

E E-ROP
Zﬂ] :-_ Z.I'I[. ZB
‘ w Argl66 L N

v A » _...___C_ Argl66
Zn, - Zn, ( l»b'w/
. ‘]\. Ser102 . """ \

. Ser102

./L: Ge ROP /‘\w oo

Asps1 M8
‘w'} % Mg
} Thrl55 '
Glu322 i .L‘O
: Thrt55

Glu322
PO PO’
RO~
Zn Zn,
l._ o g "
% S Argl66 Ie! ) __':"""-f;". Argl66
Zﬂp_ o . e ",‘,-‘&N"ﬁ/‘ an ," )J. B (*’/
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Ay A A
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Mynd 9. Hvarfgangur AP. Tenglar malmjénanna sem taka ekki beinan patt i hvarfinu eru ekki
syndir. Hvitu knettirnir merktir W eru vatnssameindir. Nanari ttlistun 4 hvarfinu ma sja i texta.

Tver vatnssameindir og einn hydroxylhopur binda Mg jonina i hvarfstod, par sem
hydroxylh6épurinn myndar vetnistengi vid Ser102 (mynd 9, efst i vinstra horninu).
Vid bindingu fosfomonoesters (ROP) vid ensimid (EROP) (mynd 9, efst i haegra
horninu) afprotonerast (e. deprotonate) surefnishopur Ser102 og verdur hann tilbtinn i
kjarnsakna aras. Ser flytur roteindina 4 hydroxylhépinn sem Mg>" bindur, vid pad
verdur Mg”" pribundid vid vatnssameindir [84]. Serl02 er stodgad af Zn2 i
kjarnseknu astandi og hydroxylhopur hans (Ser102) gerir aras 4 fosfor hvarfefnis og
myndar vid hann samgilt tengt Ser-fosfat millistig (mynd 9, nedst i vinstra horninu).
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Zn1 tekur patt i pessu skrefi med pvi ad binda sturefnishop hvarfetnis og hjalpa til vid
brottnam alkohélhéps (RO). [ naesta skrefi reedst hydroxilhopur Znl & fosforinn og
vatnsryfur Ser-fosfat milliskrefid og 6samgilt ensim fosfat samband myndast (mynd 9,
nedst i hagra horninu), Serl02 endurvirkjast og myndefnid flytur at. Mikill
hreyfanleiki Argl66 tekur ad Ollum likindum patt i losun myndefnis [84].
Hreyfanleiki Arg er mikilvegur og hefur ahrif & stodugleika vid bindingu
fosfats/hvarfefnis. bad sast pegar Gly148 (165 ECAP talning) var breytt i Asp med
styrori proun & TAP. Lykkjan sem Gly og Arg voru & missti sveigjanleika og
stokkbrigdid meldist med helmingi laeegra ke, midad vid villigerd [87].

Synt hefur verid fram 4 ad Argl66 taki einnig patt i bindingu hvarfefnis [62], st6dgi
virkjunarastandid fyrir tilfeerslu fosforyl hp sem og ad Argl66 taki patt i stadsetningu
hvarfefnis fyrir hvarf [88]. Stokkbreytingar 4 Arg-166 i ECAP hafa synt ad
amindsyran hafi dhrif & seekni AP i hvarfefnid en ekki sast marktaek breyting 4 virkni
midad vid villigerd [89].

1.4.4 Alkaliskur fosfatasi ar Vibrio G15-21 (VAP)

A tilraunarstofu Bjarna Asgeirssonar hefur VAP lengi verid rannsakadur [90-94] og
pvi er til mikil pekking & honum. Upprunalega beindist dhuginn ad pvi ad rannsaka
kuldakeran alkaliskan fosfatasa. Sjavarsyni var tekid vid strendur hofudborgarsvadis
fslands og leitad var eftir bakteriu sem i fyrsta lagi gat seytt hitaneemum AP og sem i
00ru lagi gat bundist agardsa-tengdu histidyldiazobenzylfosfonik syru, sem notad var
vid hreinsun & VAP. Ein Vibrio tegund st60st pessi skilyrdi, Vibrio G15-21 [68].

Fyrstu visbendingar um ad VAP hefoi yfirbordslykkjur sem gegndu mikilvagu hlutverki
komu fram med radgreiningu Bjarna Asgeirssonar og Olafar S. Andréssonar 4 VAP. En
sidar verdur rett nanar um yfirbordslykkjur VAP. Vid radgreininguna kom i 1j6s ad VAP
hefdi tvo lykkjusvaedi sem onnur AP hefou ekki; 1 fyrsta lagi 76 amindsyrur aukalega &
sveedinu & milli aminésyra 377 og 378 i ECAP, og 1 60ru lagi 29 amino6syrur milli 406 og
407. Adrir AP hofou hins vegar lengri N-enda sem virdist gegna hlutverki i tvilidumyndun
[68]. A peim timapunkti var aztlad ad VAP veri einlida, en flest onnur eru AP tvilidur
[68]. Talid var ad sterri lykkjan hefdi hugsanlega hlutverk i annars vegar einlidumyndun
VAP, med pvi ad yta hinni einlidunni fra sér og/eda hins vegar ad lykkjan gaeti ordid
stadgengill hinnar einlidunnar [95].

Alkaliski fosfatasinn ar Vibrio G15-21 (PDB: 3E2D) var sidan kristalgreindur med
rontgen kristalgreiningu i lok ars 2007. [ samanburdi vid nnur kristalgreind AP
reyndist VAP vera sa lengsti, og einnig kom i 1j6s a0 VAP hafoi sérlega langar
lykkjur, eda innskot midad vido onnur AP ensim. Pad eru svedi 162—175 (innskot I),
325-351 (innskot II), 361-395 (innskot III), og 405450 (innskot IV) skv. VAP
talningu. Innskot II er lykkjan sem skodud er i pessu verkefni og verdur vikid ad henni
sidar. Oll nema eitt pessara innskota eru hluti af korénusvaedinu. Korénusvadid er
svaedid sem stadsett er ofan kjarnans, myndar byggingu sem likist koronu. betta
svaedi er misstort medal alkaliskra fosfatasa. VAP hefur staersta slika sva0id, en pad
er talid vera mikilvegt fyrir hreyfingar innan ensimsins og vid ad halda tvilioumynd
[46]. A mynd 10 ma sja innskotin fjogur sem fundust i VAP vid kristalgreiningu og
onnur lykkjusveedi sem fundust & 66rum AP en ekki i VAP.
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(a) Insert 111
(361 - 394)

Insert I
(162 - 175)

Insert 11
(325 -351)

Insert 111
(361 - 394)

Insert 11
(325-351)

(b)

133 -134 loop 89 - 90 loop loop

Mynd 10. Yfirboroslykkjur 4 VAP og samanburdur vid onnur AP (a) Pzr lykkjur sem
greinilegar eru i VAP (rautt). TAP (ljosblatt), ECAP (gult) og PLAP (fjolubleikt) hofo til
samanburdar (b) Lykkjur sem ekki finnast i VAP (PDB: 3E2D) [46]. Vinstri myndir eru
einliournar sédar 4 hlid, en haegri myndiarnar eru einlidurnar sédar ad ofan, par sést ofan i
hvarfstédina.

Mynd 11. Stereo mynd af hvarfstéd VAP. Myndin synir Zn*" jonir (gulir hnettir), Mg®* (grzenir
hnettir), sulfat jonir (rautt/gult kdlu og stilka médel), prjar vatnssameindir (raudir hnettir).
Aminésyrur hvarfstoovar eru syndar med audkennum [46].
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Hvarfstéd VAP inniheldur tvaer Zn>" jonir og eina Mg jon. Znl er tengd Asp273
(tvofalt tengt), His277, His465 og tveimur strefnishopum Sul610 (eda fosfat jon).
Zn2 er tengt Asp12, Ser65, Asp315, His316 og einu strefni fra Sul610. Mg*" jonin i
M3 setinu er tengd Asp12, Thr118, Glu268 og premur vatnssameindum. Hvarfstodina
ma sja damynd 11, Trp 274 er Lys og His116 er Asp i ECAP [46].

1.4.5 Kuldaadlogun kuldavirkra alkaliskra fosfatasa

Samband hreyfanleika 1 hvarfst6d og hvotunarvirkni og mikilvaegi pess fyrir kuldaadloguod
ensim hefur lengi verid pekkt (sja inngang). Pad er sérstaklega mikilvaegt fyrir
kuldaadloguo ensim ad halda sem mestum hreyfanleika i kringum hvarfstoo [1, 15].

Kuldaadlagadir AP hafa pr6ad med sér einkenni til kuldaadlogunar. TAP hefur til ad
mynda minni vatnsfaelin hrif 4 snertifleti milli undireininga midad vio adra AP, sem
leidir til aukins hreyfanleika. TAP hefur jafnframt tveer auka Mg jonir (M4 og M5)
utan hvarfstodvar sem stodga svaedi sem annars eru stodgud med vetnistengjum og
brennisteinsbram i 60rum AP. Pad leidir til haerra ke, par sem svadi sem taka beinan
patt 1 hvafstdd eru vel hreyfanleg medan pau svaedi sem ekki taka eins beinan patt eru
vel skordud [58]. SAP hefur mjog neikveett hladid yfirbord en jakveaett hladna
hvarfstod. Neikveatt hladna hvarfefnid finnur pa beinustu leid ad hvarfstod [59].
SCAP hefur glysinrik svaedi (e. glycine clusters), pad hefur einnig Trp i stad Lys i
stodu 328, sem er nalegt His116 (Aspl53 i ECAP) i M3 bindisetinu. Trp er stor
vatnsfelin amindsyra sem myndar ekki tengi vid umhverfi sitt, heldur ytir lykkjunni
sem inniheldur Mg tengilinn H116 fra. betta eykur pvi éreidu 4 svadinu og par af
leidandi eykur hreyfanleika svadisins [60]. Synt hefur verid fram 4 mikilvagi pessara
aminosyra vid ad vidhalda hradri hvotunarvirkni pess. Pad var gert med
stokkbreytingum i TAP sem einnig hefur Trp og His & somu stodum og SCAP [60].
Sveigjanleiki hvarfstodvar er mikilvegur fyrir kuldaadlogun TAP, og stokkbreytingar
hafa verid gerdar & amindsyrum hvarfstoovar til pess ad skoda sveigjanleikann.
Annarsvegar var gerd W260K breyting og hins vegar W260K/A219N (tvofold
stokkbreyting). W260K syndi minni virkni, en vid batingu A219N virtist hvarfstodin
stodgast og virknin jokst vid heerri hitastig. Pad er talid vera vegna vetnistengis sem
myndast milli Asn og Lys, og af pvi leidir minnkadur sveigjanleiki i hvarfst6d [9].

VAP hefur sérlega stort korénusveedi sem Znl tengillinn His465 sem stadsettur er 4.
Hann er partur af storri yfirbordslykkju sem kemur nedan ur pvi svaedi. Hreyfanleiki i
koérénusvadinu gaeti pvi haft ahrif 4 hreyfanleika i hvarfst60, og hvotunarvirkni pess
[46]. Eins og fram kom hér ad ofan hefur VAP sérlegar langar yfirbordslykkjur, og
eina sérstaklega langa (innskot IT). I pessu verkefni var kannad hvort pessi lykkja
hefoi ahrif 4 stodugleika og kuldaadlogun VAP.

1.5 Verkefnio

[ pessu verkefni voru skodud ahrif pess ad breyta eda eyda Gt amindsyrum sem
stadsettar eru i yfirbordslykkju (innskot II) VAP og kanna ahrif pess 4 stoougleika og
virkni ensimsins. Eins og adur hefur komid fram, hafa protein ur kuldakerum
bakterium oft lengri yfirbordslykkjur midad vid samsvarandi prétein ur midlungs —
eda hitakerum lifverum. Unnid er med AP ur Vibrio stofni G15-21,en hann er
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sérstaklega ahugaverdur pegar kemur ad yfirbordslykkjum par sem hann inniheldur
eina stora yfirbordslykkju sem onnur AP ensim hafa ekki (sja kafla um VAP). Mynd
12 synir stadsetningu og sterd lykkjunnar. Amindsyrurnar sem voru stokkbreyttar og
malmjonirnar eru einnig syndar.

Mynd 12

a. Alkaliskur fosfatasi ir Vibrio tegund, sem er kuldakeer sjavarorvera. Bleika lykkjan er
stora yfirbordslykkjan sem unnido er ad i verkefninu. Stokkbreytingarnar eru syndar
graenar. Zn®* jonir eru syndar sem raudir hnettir og Mg** gulir hnettir.

b. Neermynd af stokkbreytingum & lykkjunni og afstada peirra til hvarfstédovar. Aminésyrur
sem eru merktar graar eru peer sem eru faldar og sjast ekki 4 myndinni.
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A enda lykkjunnar mé greina litinn helix. Par voru teknar tt fimm aminésyrur (A337-
341). Stor hluti lykkjunnar var einnig felldur 1t, alls tuttugu og prjar aminosyrur
(A328-351). Einnig var reynt a0 taka ut atta aminosyrur ur annari lykkju (A417-424)
til pess ad kanna ahrif hennar & hvotunarvirkni ensimsins. Lykkjan er stadsett &
hinum enda ensimsins midad vid storu lykkjuna p.e. beinist utfra hinni
undireiningunni. Hugsanlegt er ad med pvi ad taka lykkjuna ut gati skekkst a
byggingu ensimsins. Ekki gekk vel ad f4 DNA radgreiningu af pvi stokkbrigdi. bad
hefur pvi enn sem komid er ekki verid hagt ad mela eiginleika peirrar lykkju, og pvi
ekki haegt ad segja til um ahrif hennar 4 heildarvirkni ensimsins.

Punktbreytingar voru einnig gerdar & storu lykkjunni sem rett var um ad ofan.
Y firbordslykkjan hefur amindsyrur sem mynda vetnistengi baedi innan lykkjunnar og
vid nastu undireiningu. Med pvi ad breyta skautudum amindsyrum yfir i hlutlausar,
Arg yfir i Leu (R336L) og Tyr i Phe (Y346F), ma kanna hvort pau séu mikilveg hvad
vardar heildarstodugleika VAP. Hydroxylhopur Tyr myndar vetnistengi inn &
meginkedju ensimsins (vid Ser80). Vid Y346F stokkbreytinguna var talid ad eitt
vetnistengi hafi rofnad. Arg myndar hins vegar fjogur vetnistengi, tvé innan
lykkjunnar (vid Gln 334) og tvé inn 4 meginkedju ensimsins (vid Ser 79 og 87), p.e.
vid na@stu undireiningu. Vid ad breyta Arg yfir i alifatisku amindsyruna Leu, var talid
a0 Oll fjogur vetnistengin rofni. Tilgangur pessa verkefnis var m.a. ad geta svarad pvi
hvort lykkjan sé mikilveg fyrir stodugleika og virkni VAP, sem og hvort ad
vetnistengi innan lykkjunnar og vid nastu undireiningu auki stodugleika lykkjunnar.
A naestu myndum sjast paer breytingar sem gerdar voru og hvada ahrif paer hofou a
vetnistengin undir lykkjusvaedinu. A myndum 13-18 m4 sja svaedin sem breytt var.

Mynd 13. Arg336 og vetnistengin sem amin6ésyran myndar, tvo tengi inna meginkedju ensims vio
Ser79 og Ser87 og sidan tvo innan lykkjunnar vid GIn334. Lykkjan er synd dokkbleik. Zn*" eru
raudar og Mg”* er gul. Aminésyrur hvarfstodvar eru stadsettar kringum malmjénirnar.
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Mynd 14. Breytingin Arg336 i Leu336. Oll vetnistengi sem Arg366 myndadi eru rofin. Ser87 og
Ser79 mynda enn vetnistengi sin 4 milli. Zn>* eru raud og Mg”* eru gul.

Mynd 15. Lykkjan sem verio er ad skoda i verkefninu (bleik). Tyr346 myndar hér vetnistengi vio
Ser80. Adrar amindésyrur sem stokkbreyttar voru eru einnig syndar greenar (Phe355, Ser87 og
Ser79)

20



Mynd 16. Eftir Tyr346 i Phe breytinguna. Phe myndar engin vetnistengi vio umhverfio. Adrar
aminésyrur sem stokkbreyttar voru eru einnig syndar grzenar (Phe355, Ser79 og Ser87).

Breytingarnar sem sagt var fra hér ad ofan syndu breytingu i stéougleika i att ad
minnkudum stodugleika. Pad var pvi brugdid 4 pad rad ad stokkbreyta i pa att ad bata
vid vetnistengjum. Utar & lykkjunni, nar midju proteins er amindsyran Phe355 sem
stefnir 1 att ad kjarna préteinsins. Amindsyran myndar ekki nein vetnistengi i
samraemi vid gerd hennar. Pad var talid dhugavert a0 bata vid vetnistengjum ofugt
vid fyrri stokkbreytingar. Tyr var pvi sett inn i set 355 i stad Phe. Vid
stokkbreytinguna batast vid moguleg vetnistengi og hugsanlega 4 sér stad snuningur a
aminésyrunni. Phe355 er ennfremur stadsett & snertifletinum milli undireininganna,
og var pvi talid ahugavert ad breytina henni.

Ser79 og Ser87 eru par amindsyrur sem ad tengja Arg336 i storu yfirbordslykkjunni vid
kjarna proteinsins (hina undireininguna). Stokkbreytingarnar S7T9A og S79A/S87G voru
utbunar til a0 kanna ahrif vetnistengjanna sem tengja lykkjuna vid kjarnann. Talid var ad
hugsanlega verdi aukinn hreyfanleiki i lykkjunni. [ kafla 3 eru niSurstodur
stokkbreytinganna og malingar 4 peim syndar. En Ser65 er einmitt stadsett & helix sem
lykkjan sem pessar tvaer Ser ganga Ut fra. Vid breytingu Ser79 i Ala missir Arg336 eitt
vetnistengi sem pad myndadi vid pa amindsyru, en i tvofalda afbrigdinu S79A/S87G
missir Arg336 badi vetnistengin sem pad myndadi vid kjarna proteinsins sem og ad
Ser79 og Ser87 missa vetnistengid sem paer myndudu sin & milli.
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Mynd 17. Breytingin Phe355 i Tyr. Hér myndar Tyr vetnistengi vid kKjarna proéteins ur hinni
undireiningunni (His56, Pro57 og GluS8).

Mynd 18. Phe355. Adur en ad stokkbreytingin ar Phe i Tyr var gerd. Sjénarhornid er beint 4
ensimio og par sést hvernig Phe355 skagir yfir i hina undireininguna i att ad hvarfstoo. Einnig
ma sja storu yfirboroslykkju og Phe355 hinnar undireiningarinnar.

Til ad sja betur afstodu amindsyranna sem voru stokkbreyttar eru amindsyrurnar
merktar innd mynd 19. Par ma sja lykkjuna med peim amindésyrum sem breyttar voru
og afstodu peirra til hvarfstodvar. Ser65 er einnig merkt innd myndina, en hin er
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tengd Ser79 og Ser87. Ser65 er 4 helix sem er tengdur lykkjunni sem Ser87 og Ser79
eru 4, hreyfingar i lykkjunni gaetu pvi verid ad hreyfa til Ser65.

i"v‘({i

“% e355 5=r7
i/ Sarg7 - \w

Arg336%y ka'(j al

Undireining 1

Mynd 19. Yfirlitsmynd af stokkbreytingum, horft er ofan i ensimid. Lykkjan er bleik,
stokkbreyttu amindésyrurnar eru greenar, zink gult, magnesium rautt. Ser65 er merkt. Paer
aminésyrur sem taka patt i bindingu magnesiums eru appelsinugular og aminésyrur
hvarfstodvar (sem ekki eru taka patt i bindingu magnesiums) eru fjélublaar.

Mynd 19 synir vel hvernig lykkjan ur einni undireiningunni heldur utan um hina
undireininguna (lykkja 1 tilheyrir undireiningu 1), og hver afstada lykkjunnar
gagnvart hvarfstod og tenglum magnesiumjonar er. Mynd 37 (bls. 71) synir einnig
aminosyrur hvarfstodvar og lykkjuna i nermynd.

i pessu verkefni voru gerdar hradafredimaelingar (K, Keat, Kea/Kw) til a0 meta hvarfgetu
villigerdar og stokkbrigda, hitastodugleikamalingar (Tsoy) og hringskautsmaelingar (CD)
til ad meta afmyndun heildarbyggingarinnar gagnvart hita. Pessar malingar gefa ageta
syn a hvernig ensimid hegdar sér med breyttum amindésyrum. Til eru nokkrar adferdir til
pess a0 mela sveigjanleika svaeda innan ensimsins sem demi matti nefna NMR (e.
nuclear magnetic resonance) [96], flurljomunarmelingar og EPR (e. electron
paramagnetic resonance). EPR meliteekni hefur 40ur verid notud & VAP [97], og meetti
pvi nota pa adferd til ad bera saman sveigjanleika lykkjusveedis og annara svada
umhverfis hana. Flurljomunarteeki er til stadar 4 Raunvisindastofiun Haskoéla fslands og
metti pvi nyta pad i frekar rannsoknir & VAP.
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2 Efni og aodferoir

2.1 Stokkbreyting Vibrio AP gena

Visar (fra TAG Copenhagen) sem syndir eru i toflu 1 voru leystir upp ad 5 mM styrk,
komid i lausn med pBAS40 plasmidmot (inniheldur gen VAP) og magnad upp med
PCR (e. polymerase chain reaction) adferd. 50 pL hvarf var atbuid sem innihélt fram
og aftur visi, pPBAS40 plasmiomot, ANTP, 10x pfu hvarflausn (med MgSOs) og pfu
polymerasa (fra Fermentas, St Leon-Rot, Germany). PCR ferlid var:

1. 95°C 130 sek

2.95°C130sek

3.52°C i1 min

4. 68°C 17 min

5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum
6. 72°C 17 min

7. Haldid vid 4°C

PCR hvarfid var framkvaemt i GeneAmp® PCR system 2700 fr4 Applied Biosystems.
pBAS40 inniheldur Pstl og EcoRI skerdiset sem og sautjan aminésyra StrepTag hala
sem hefur a0ur verid komid fyrir, en pad er haft par til ad einfalda hreinsunarferlid
[98].

Blanda methyleradra modurplasmida og plasmida sem innihalda stokkbreytingu var i
PCR glésunum eftir mognun med PCR. Nyju plasmidin hafa ekki metylhop, og pvi
var 1 pL af Dpnl skerdiensimi beett 0t i lausnirnar og geymt vid 4°C yfir n6tt i peim
tilgangi ad klippa metylerudu médurplasmidin.

DH5a frumum var ummyndad med stokkbreyttu plasmidunum og sad a petriskalar
med LB-agar sem innihélt ampicillin (100 pL/mg), til pess ad drepa allar adrar
bakteriur sem gaetu lifad 4 skalunum. Nokkrar bakteriupyrpingar voru valdar, plasmid
peirra voru einangrud og radgreind.
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Tafla 1. Visar sem notadir voru, pantadir frA TAG Copenhagen (A tiknar lykkjur sem eru

klipptar 1t).

APH#58fw(A328-351)

5" GGTTTCAGCTACTCTTCT _TTTGGCGCATTCGAC 3’

APH#581v(A328-351)

5 GTCGAATGCGCCAAA _AGAAGAGTAGCTGAAACC 3’

APH#59fw(A337-341)

5" CCAAAACCACAGAAGCGT GCCGATCGTGACTATGCA 3’

APH#59rv(A337-341)

5 TGCATAGTCACGATCGGC_ACGCTTCTGTGGTTTTGG 3’

APH60fw(A417-424)

5" AGTAAGCCGAACCCATAT TCGGCAGAAGAAGTACCT 3’

APH60rv(A417-424)

5’ aggtacttcttctgccga ATATGGGTTCGGCTTACT 3’

AP#61fw(R336L) 5" CTACCAAAACCACAGAAGCTTTCTGGCGAAGCCTTC 3’
AP#61rv(R336L) 5" GAAGGCTTCGCCAGAAAGCTTCTGTGGTTTTGGTAG 3’
AP#62fw(Y346F) 5" GCCGATCGTGACTTTGCACCCAACTTTAAC 3’

AP#62rv(Y346F) 5 GTTAAAGTTGGGTGCAAAGTCACGATCGGC 3’

AP#68left(S7T9A) 5'- GGT ATT TAC AGC GCT TCA GAA GTG ATC G -3'
AP#68right(S79A) 5'-CGA TCA CTT CTG AAG CGC TGT AAATACC-3'

AP#691eft(S87G) 5'- GTG ATC GGT ATC GAT GGC CAG GGT AAC CAT GTT GAG -3'
AP#69right(S87G) 5'-CTC AAC ATG GTT ACC CTG GCC ATC GAT ACC GAT CAC-3'
AP#70left(A340R) 5'-GAA GCG TTC TGG CGA ACG CTT CGC CGA TCG TGA CTA TG -3'
AP#70right(A340R) 5'- CAT AGT CAC GAT CGG CGA AGC GTT CGC CAG AACGCT TC -3'

AP#711eft(F355Y)

5'- CAA CTT TAA CTT TGG CGC ATA CGA CAT TCT TGA TGG -3'

AP#7rigth(F355Y)

5'- CCA TCA AGA ATG TCG TAT GCG CCA AAG TTA AAGTTG -3'

2.2 Ummyndun

Vi0 ummyndun var 100 pL af “competent” frumum (LMG-194 eda DH5a) og 50-100
ng (u.p.b. 5 uL par sem plasmidin voru med lagan péttleika) plasmidi komid fyrir i
keeldum smelluhettuglosum (Eppendorf) og geymd 4 is i 10 min. Lausnin var pvi
naest hitasjokkerud vid 42°C i 90 sekundur og sett beint & is 1 2 min. 900 uL af SOC
(sja 1 vidauka) eti var baett i glosin og raektad vid 37°C 1 hristara 1 60 min. Raktin var
spunnin nidur, megnid af floti hent (ca. 100 pL skilid eftir) og pvi valtad 4 LB-agar
ampicillin petriskalar. Skalarnar voru geymdar i hitaskéap vid 37°C yfir nott [73].

2.3 “"Competent” frumur

Byrjad var med ferskar frumur (gefur bestu utkomuna), sem voru raektadar a LB
skalum an ampicillins. Frumurnar voru settar i vokvarakt strax eftir ad hafa verid vid
37°C (ekki geymt i isskap 4 milli). Unnid var i keeli og 6l ahdld keeld fyrir notkun,
nema DMSO.

Notadar voru um 10 pyrpingar sem rektadar voru i 25 mL SOB @ti (sja 1 vidauka).
bvi var batt 1 400 mL SOB og raektad vid 18°C (180 rpm hringhristun). Frumurnar
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voru raektadar par til Aggy komst 1 0,45-0,6, og sidan geymdar i 10 min 4 is. Frumur
voru spunnar nidur 15 min vid 2500 xg (3500 rpm) og endurleystar med HTB (sja
vidauka). Skrefid var endurtekid og i lokin var frumumassinn leystur upp 1 1,2 mL
med 1% (v/v) DMSO. Lausnin var hrist 4 medan. Frumurnar voru loks geymdar i
200-500 ml skémmtum i kofnunarefni (-80°C). Unnid eftir adferd sem prof. Olafur S.
Andrésson hafdi adur notad.

2.4 Plasmid einangrun

Frumumassi eftir frumurraektun var spunninn nidur i 30 s vid 11.000 xg. Notast var
vid NucleoSpin® Plasmid QuickPure frd Macherey-Nagel til plasmidhreinsunar, og
farid eftir vinnulysingu sem fylgdi med. Frumumassinn var leystur upp i 250 pL
Buffer A1, 250 uL Buffer A2 var bett vio og glasinu var velt varlega 4-6 sinnum adur
en 300 uL Buffer A3 var bett strax ut i og glasi velt strax 4-6 sinnum. Nast var glas
sett 1 skilvindu og spunnid i 5-10 min vid 11.000 xg. Flotid var flutt i spunastlu og
skilundid 1 30-60 s, gegnumfladinu var hent.

Spunasula var pvegin med pvi ad bata 600 pL lausn A4 og skilundid i 30-60 s,
skrefid var endurtekid til ad losa allt gegnumfledid. Spunasulu var komid fyrir i
hreinu 1,5 mL smelluhettuglasi og 50 pL AE losunarlausn var latin standa i
spunasulunni i u.p.b. 1 min og sidan var skilundid vio 11.000 xg i 1 min.

Spunastlurnar ma endurnyta med pvi ad geyma per i 1,0 M HCI og spinna par sidan
fjorum sinnum med 800 uLL H,O og einu sinni med 800 puL endurvirkjunarbuffer [99].

Til ad meta magn plasmids parf ad rafdraga pad 4 agardsahlaupi eda mala hlutfall
260/280 nm gleypni plasmids i Nanodrop teki. Adgangur ad Nanodrop taeki fékkst
hja Liffreedistofnun, lif- og umhverfisvisindasvids Héaskola Islands.

2.5 Rafdrattur plasmida

Rafdrattur plasmida var framkvemdur 1 0,70% ethidiumbromid/agardsahlaupi.
Notadur var keyrslubufferinn TBE sem samanst6d af 89 mM Tris, 89 mM borat og 2
mM EDTA pH 8,0, eda TAE en hann inniheldur acetat i stad fyrir borat.

Hlaupuppskrift:

50 mL TBE

5 pL ethidium bromid (10 pg/uL)
0,35 g agardsaduft

Hitad var upp ad 80°C til pess ad brada hlaupid og pad sidan steypt i mot
rafdrattarkers.
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Um 100 mL af TBE lausn var sett sitthvoru megin vid hlaupid i kerinu og 5 pL af
ethidium bromidi haft i annarri lausninni (+ pdl), par sem pad dregst upp ad — pdl a
moti synunum.

Um 4-5 pL af plasmidsyni med keyrslubuffer var komid fyrir i bollum hlaupsins, auk
DNA stiga (1 pL — af Fermentas “GeneRuler 1kb DNA ladder” sem naer yfir 250-
10.000 bp 1 14 prepum). Keyrt var med 80 mV straumi par til ad bondin hofou gengid
nanast i gegnum hlaupid. Myndir af hlaupunum voru teknar a UV ljosabordi med
Uvitec myndavél.

2.6 Skerdoimelta

Til pess ad greina hvada gerd plasmids unnid var med, ma skerdimelta pau fyrir
rafdratt, med videigandi skerdiensimum. Hvarfid var:

4 uL  plasmid

0,5 pL skerdiensim (2x0,5 pL. ef um tvo skerdiset er um ad raeda)
1 uL  videigandi buffer (h4d skerdiensiminu)

4 uL  sterilt HO

Ollu var blandad saman i sterilum smellhettugldsum og synin geymd vid 37°C i 30-60
min, en pa voru synin tilbuin til rafdrattar. Meltan var unnin eftir adferdalysingu sem
fylgir skerdiensimum fra Fermentas.

2.7 Radgreining

Plasmid var magnad upp (fyrir radgreiningu) med “BigDye” radgreiningarsetti fra
Applied Biosystems Inc., Foster City, California, USA. Su uppskrift sem notud var er
synd hér ad nedan:

1 uL  Big Dye litarefni

1,5 uL buffer

0,3 uL af 5 uM radgreiningarvisir

5 uL  DNA plasmid sem & a0 greina
2,2 uL H,0

Hvarflausninni var komid fyrir i PCR taeki og keyrt skv. eftirfarandi forriti:

1.94°C 5 min
2.96°C 10 sek
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3.50°C 30 sek

4. 60°C 4 min
5. Skref 2 til 4 endurtekin 25 sinnum
6. 60°C 7 min

7. Haldio vid 4°C

DNA radgreiningarafurdin ur PCR keyrslu var neast felld og hreinsud adur en setja
matti hana i radgreininn. Pad var gert eftir forskrift fra Prof. Einari Arnasyni, sem
hefur einnig umsjéon med radgreininum. Radgreining var framkvaemd a
Liffredistofnun, Lif og umhverfisvisindasvids Haskola Islands.

Vid fellingu var 50 pL af blondu sem innihélt 3 M NaOAc, H,O og glykogen (20
mg/ml) batt Gt i PCR afurd asamt 125 pL af kaeldu 100% etandli (EtOH) og spunnid i
smelluhettuglasi 1 30 min vid 3500 xg. Botnfallid var pvi nast pvegid med 250 pL af
kaeldu 70% EtOH og spunnid vid 3500 xg i 5 min. Glosin voru loks geymd i u.p.b. 15
min vid stofuhita til ad losna vid allt EtOH. Botnfallid var leyst upp i 10 uL “HiDi”
lausn fra framleidanda taekisins fyrir radgreiningu.

2.8 Tjaning

Valin var stok pyrping sem sett var i 3-5 mL naturraekt vid 37°C. Sidar var 30-50 mL
af sterilu LB-eti batt ut i og frumum leyft ad raktast upp i nokkra tima. Ampicillini
var baett Ut 1 4 L af sterilu LB-&ti og frumuraekt komid par fyrir jafnt 1 9 floskum.
Reaktun atti sér stad vid 18°C med 180 rpm snliningi 4 hringhristara (e. orbital shaker),
par til gleypni vid 550 nm var komin upp 1 0,5-0,6. Til ad 6rva tjaningu var 40 uL (i
hverja 400 mL af raekt) af anhydrotetracyclin lausn (2 mg/mL) batt Gt i. Pegar
gleypni og virkni var heett ad aukast, var frumuraektin spunnin nidur vid 4500 xg i 12
min (4°C), frumubotnfallid leyst upp i Vibrio bufterlausn 20 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl,, pH 8,0 asamt 0,01% (w/v) Triton X-100 og 0,5 mg/mL lysozims (fra
SigmaAldrich). bessi blanda var geymd i 4-5 klst og loks fryst og geymd vid -20°C.

2.9 Hreinsun

Eftir pionun, var DNAasa (deoxyribonukleasa) baett Ut i ad 0,05 pg/mL i
frumublonduna. Ensimid hefur niu amindésyru hala, kalladur StrepTag halinn, sem
gefur audvelda og goda hreinsun a proteininu [100]. Lausnin var latin standa vid 30
min 1 kaeli og spunnid svo vid eftirfarandi formulu:

Stlurimmal: V=rn x r’ x h (Jafna 2)

bar sem h er hadin (4 stluefninu), r er radius og V rammal stulunnar. Sulan sem notud
var hér mealdist med had 5,3 cm og radius 0,75 cm sem gefur 5,3 mL. Safnad vari 1 mL
skommtum i upphafi, en 0,5 mL skdmmtum eftir ad losunarlausn var batt vid.

29



StrepTactin® Sepharosa suluskiljan var jofnud med tveimur sulurimmalum (CV) af
Vibrio lausn dsamt 150 mM NaCl. Floti (e. supernatant) var bett 4 suluna (0,5-10
CV). Midad var vid 50-100 nmoél StrepTag tengils/mL stluefni ef pad er pekkt.
Stulan var naest skolud 1 gegn med Vibrio lausn sem innihélt 15% etylen glykol og 150
mM NaCl par til litil sem engin virkni fékkst fyrir oOsértekt bundnu ensimin
(mikilveegt var ad hafa NaCl i skolbuffer til ad losa pau protein sem ekki voru tengd
sulunni & sértaekan hatt).

Syni var losad med 4-5 CV af Vibrio lausn an NaCl, med 2,5 mM desthiobiotini (og
15% etylen glykoli) sem losar sérteekt bundnu ensimin. StrepTag bundin prétein attu
ad koma milli 3. og 5. skammts.

Stulan var nast endurvirkjud med 5 CV af HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic
acid) fra framleidanda. Sulan 4tti ad fara ur pvi ad vera gul (6virk) i ad vera raud
(virk). Stlan var geymd milli notkunar vid 4°C. Gleypni vio 280 nm (Axgp) notud til
ad meala préteinmagn og virkni var einnig meld strax i glosunum. Pau glos par sem
mest virkni og gleypni var, voru sameinud og geymd vid -20°C.

2.10 SDS rafdrattur

Utbuin voru litil hlaup (7x8 c¢m) og er uppskriftin sem gefin er upp midud vid pau.
Tafla 2 synir uppskrift af 12,5% hlaupi, innihald lausna ma sja i vidhengi.

Tafla 2. Uppskriftir af hlaupum fyrir SDS-rafdratt. Bzdi er synd blandan fyrir nedra hlaupio
sem er adgreiningarhlaup og efra hlaupido sem er péttihaup, sem er notad til pess ad skerpa synin.
Ammoénium persiulfat (Pe og Pn) er sett tti i lokinn, rétt 4dur en hlaupblandan er steypt i mot.

Nedra hlaup Efra hlaup (péttihlaup)
Lausn A 2,25 mL
Lausn B 0,625 mL
Lausn C 2,5mL 0,375 mL
Eimad vatn 2,5mL 1,6 mL
TEMED 12,5 uL Sett beint i B
Lausn Pn 0,5 mL
Lausn Pe 0,06 mL

Lausnir Pn og Pe voru settar ati i lokin, en par voru notadar til ad lata lausnina
fjollidast og mynda hlaup. Fyrst var nedra hlaupid utbuid og latio fjollidast i nokkurn
tima (20-30 min), &0ur en ad efra hlaupid var sett 4. Pad var notad til pess ad pétta
synin, 4dur en pau foru 1 gegnum nedra hlaup sem er adgreiningarhlaup.

Syni sem atti ad rafdraga voru undirblin med pvi ad blanda saman 4 hlutum
proteinsynis 4 moéti 1 hluta af 5-falt sterkri synalausn, sem innihélt DTT, og sodin i
vatnsbadi til pess ad afmynda pau. SDS sapulausn var komid fyrir i rafdrattarkerinu
og fyllt upp ad efri brin hlaupsins. A bilinu 20-25 pL af syni var komid fyrir i
bollum, og til vidmidunar var hafdur proteinstigi (PAGEruler Protein ladder) fra
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Fermentas. Hlaupid var keyrt med 20-30 mA straumi par til blda litarbandid
(bromofenyl blatt) var komid ad nedri enda hlaupsins. Eftir ad hlaupid hafoi verid
keyrt til enda, var pad litad med Coomassie Blue litunarlausn og nast aflitad med
akvedinni aflitunarlausn (sja vidhengi) [101].

2.11 Proteinstyrksmealingar

Zaman og Verwilghen adferdin var notud vid proteinstyrksmelingar, en hin er
afbrigdi af adferd Bradfords. Byrjad var & pvi ad utbua stadalkarvu, en hana ma utbua
med 0,4 mg/mL stofnlausn stadals og pynningu i sex mismunandi styrki & bilinu 40-
400 pg/mL. I heildina voru alltaf 250 ul af stadli sett & moti 2,75 mL af Coomassie
Blue litarlausn, geymt i 5-10 min og gleypni loks meld vid 620 nm. Gerdar voru
prjar melingar af hverri lausn og stadalkarva tutbuin, par sem medalgleypni
stadallausna var teiknud upp sem fall af proteinstyrk peirra [101].

Prétein sem maela attu voru pynnt i Coomassie Blue litarlausn 4 sama hatt og stadallausnir,
og gleypni sidan maeld vid 620 nm. Gleypni var borin saman vid stadalkirvu.

Einnig var styrkur metinn med gleypni vid 280 nm og proéteinstyrkur svo dkvardadur
ut fra edlisgleypnistudli fyrir ensimin. Edlisgleypnistudullinn fyrir ensimin var
akvardadur skv. Pace et al. [102].

2.12 Virknimaelingar

Virkni AP var meld vid umfosforunaradstedur med 5,0 mM p-nitrofenyl fosfati (p-
NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8 og 25°C. Ensimi
var batt ut i hvarflausnina, og vid pad myndadist p-nitrofendl sem gleypir vid 405 nm.
Hvarfio var ad stadaldri melt i 30 sekandur.

Alkaliskur fosfatasi affosforylerar pNPP i pNP (para-nitrofendl), en pNP er gult & lit
og melist vid 405 nm. Pad ma pvi fylgjast med gleypnibreytingu a tima (AA/At), sem
var mald i Helios ljdsgleypnimali. Notud var edlisgleypni 18,5 M'em™ til
utreikningar 4 gleypni i einingum/ml.

2.13 Stoodugleikamaelingar

Til pess ad geta akvardad Tsgy, €0a pad hitastig par sem virkni ensims helmingast 4 30
min, voru proteinsyni sett i vatnsbad sem stillt var 4 akvedin hitastig 4 bilinu 13-27°C.
Synin voru geymd vid pau hitastig og meeld i peim virknin med dkvedid 16ngu millibili.
Hradafasti virknitaps vid hvert hitastig var akvardadur med fyrsta stigs hradajofnunni:

Virknieo= virknieo - ™ (jafna 3)

k er hradafastinn og t er timi i sekindum. Midad er vid hlutfallslega virkni 4 tima, en
vid t=0, er um 100% virkni ad raeda.
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Arrheniusarjafnan lysir sambandi hradafasta og hitastigs:

k=A™ (jafna 4)
Ink=In A — Ea/RT

Tsoo, var reiknad Ut frd Arrheniusargrafi par sem Ink er fall af 1/T at fra jofnu 4 og
samband hradafasta og hitastigs (T) skv. Arrheniusargrafi:

k(T = (In100 — 1n50) / (30min - 60s min™)
Ts00 = (Ea-1000) / R (InA-Ink) (jafna 5)

Ea/R er hallatala Arrheniusargrafs, R er gasfastinn og InA er skurdpunktur vid x-as.

2.14 Hraodafraedimaelingar

Hradafredimelingar voru gerdar i 0,1 M CAPS (3-(Cyclohexylamino)-1-
propanesulfonic acid), 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Vid paer adstedur malist
vatnsrofshradinn eingéngu, p.e. ekki er um neina umfosférun ad raeda, sem getur att
sér stad ef duinn inniheldur alk6holhop.

Syrustig var leidrétt eftir hitastigi skv. eftirfarandi jofnu:
ApH = 0,032 - AT (°C) (jafna 6)

bynningar voru gerdar & hvarfefninu fra 0,01 mM til 0,33 mM. Hradafastarnir voru
reiknadir ut med pvi ad teikna Eadie-Hofstee graf upp i forritinu Excel og reikna ut
fastana. Jafnan er eftirfarandi:

(H)
U= —..!i:'!a:l-”;._.r | ‘Hn;tx
[:-_’) ] (jafna 7)

Skurdpunktur vid Y-4s er pad Viax og hallatalan Ky key var sidan fengid med Viyax 0g
réttri  edlisgleypni  ensimafbrigdis, svo reikna matti molstyrk pess eftir
gleypnimalingu vid 280 nm. Melt var med Helios o ljosmeli fra Thermospectronic.
Hitastyring var med Peltier hitunarbinadi (single cell) fra sama fyrirtaeki.

Til pess a0 stadfesta hradafastana var gerd olinuleg adfallsgreining vid Michael-
Menten jofnuna. Til pess var notad forritid KaleidaGraph®.

K var einnig melt, en pad er losunarfasti fyrir bindingu samkeppnishindrans. K; var
fengid Gt med pvi ad framkvaema hreyfifredimalingarnar med fosfat hindra
(Na,HPO,). Kier reiknad samkvaemt jofnunni:

K=K, (1 ¥ MJ
K.

i

(jaftna 8)
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Kum™ er Ky gildid sem faest i vidurvist hindrans (I). Eftir pvi sem K; er heerri tala
peim mun lausar bindir ensimid fosfatid.

2.15 Braedsluferill fundinn meod
hringskautsmalingum (CD)

Syni var dialiserad yfir nott i 25 mM MOPS (3-morpholinopropane-1-sulfonic acid), 1
mM MgSO, vid pH 8,0. Gleypni vid 280 nm var mald, og CD rof voru tekin af
synunum med JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter milli 200-250 nm
i 2 mm breidri kivettu. Par naest voru bredsluferlar fyrir 611 synin dkvardadir vid 222
nm & hitastigsbilinu 20-90°C med hitastigsaukningu upp a4 1°C/min. Vid urvinnslu
var gert rad fyrir tviastandslikingunni N S U par sem N er svipmotad astand (e.
native) og U er afmyndad astand pess. Hlutfall peirra er:

Fxn+Fy=1 (jafna 9)

Bradsluferlar CD mealinga voru teiknadir upp sem mdeg 4 moti hitastigi, par sem
gildi fyrir y 1 hverjum punkti i ferlinum verdur:

y = yrFr + yuFu
(jafna 10)

Sva0id fyrir afmyndun er skilgreint sem svipmotad protein, en svaedid eftir afmyndun
er fullkomlega atfmyndad prétein. Hallatolur bestu linu sem fer i gegnum pessi svadi
voru dakvardadar, en ut fra peim var dkvardad hlutfallid milli svipmétads og
afmyndads astands i punktunum 4 umbreytingarsvaedinu sem liggur 4 milli pessara
svaeda. Jofnur 9 og 10 eru lagdar saman, og gefa eftirfarandi jotnu:

Fu = (ye-y) / (yr-yu) (jafna 11)

Normaliseradur bradsluferill var sidan teiknadur upp sem Fy 4 moti hitastigi.
Braedslumark (T,,) synanna var svo fundid par sem Fy = 0,5.
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3 Nidurstoour

3.1 Stokkbreytingar

Markvissar stokkbreytingar voru framkveemdar eins og lyst er i kafla 2.2. Vid ummyndun
innlimast visir, sem inniheldur stokkbreytinguna inn i villigerdar plasmid. Eftir ad bakteriur
voru ummyndadar med breyttum plasmidum voru per raektadar upp og plasmid peirra
hreinsun. Rafdraga ma breyttu plasmidin gegnum agarosahlaup til pess ad aztla magn
peirra. Illa gekk i fyrstu ad f& ummyndunina til ad ganga og mikill timi tapadist vid pad.
betta matti m.a. rekja til pess, ad 6lag hafoi verid a nafhakerfi frumplasmidanna (e. primary
templates). Pvi purfti ad byrja & pvi ad radgreina frumplasmidin aftur til pess ad ganga ur
skugga um ad rétt plasmid veeri um ad reda. Einnig voru plasmidin sem innihalda
stokkbreytingar radgreind. Nytt plasmiohreinsunarkit var keypt og einnig voru utbtnar
nyjar LMG-194 hefar (e. competent) frumur, eftir pad fengust gddar pyrpingar. Jakvad
radgreining fékkst fyrir flest stokkbrigdin fyrir utan A417-424 og A340R (sja vidhengi).
Einnig voru framkveemdir rafdreettir, par sem plasmidin h6fou verid melt med mismunandi
skerdiensimum (sja kafla 2.6.). Um er ad reda prji grunnplasmid sem greina purfti 4 milli.
Tafla 3 synir pau, asamt skerdisetum og eiginleikum peirra. Frumplasmidid sem inniheldur
C67S (pBASS50) er notad sem upphafsmoét fyrir mismunandi stadsetningar Cys, sem eru
tengistadir fyrir R1-hép vid EPR (e. electron paramagnetic resonance) melingar [97]. Vid
stokkbreytingar var notast vid pBAS40 (pBAS400 skv. gamla nafnakerfi), en pad er
villigerdin, sem inniheldur auk pess atta aminosyrur & C-enda, sem kallast StrepTag hali.
Hann er mikilvaegur vid hreinsun ensimsins, en til vidbotar er tveggja amindsyru tengisvaedi
milli ensims og StrepTag halans. Ekki hafdi tekist ad klippa allan vektorinn burt, sem er
hluti af MCS (e. multiple cloning site), pegar StrepTag halinn var festur vid plasmidid. bad
litla svaedi sem eftir var af svaedinu gefur niu auka aminésyrur milli ensimsins og StrepTag
radarinnar (tver aminosyrir 1 tengisvaedid asamt sj0 aukalega). Alls eru pvi sextan
amindsyrur 1 viobot & C-enda ensimins. Pad afbrigdi sem hér var unnid med (kallad AP-
ST?) hafdi litinn mun 4 stédugleika og hradafasta midad vid styttri grunnplasmidid med
styttri tengisveedid (AP-ST?) [103].

Tafla 3. Plasmidin sem voru kortlogd. Plasmidin hafa sérstok skerdiset sem skerdiensim klippa a
og pau eru tilgreind i toflunni sem og eiginleikar plasmidsins. HindIII setid er utan tengisvzedis.
Innan sviga eru pau néfn sem notud voru skv. gamla flokkunarkerfiu.

Tegund plasmidar Skerdiset fyrir: Eiginleikar (sérkenni)
pBAS60 (pBAS4000) | HindIlII, 2 a.s. tengisvae0di og StrepTag hala.
pBASS50 HindIII, EcoRI, Pstl 9 a.s. tengisvadi, StrepTag og C67S breytingu.
pBAS40 (pBAS400) HindIII, EcoRI, Pstl, 9 a.s. tengisvaedi og StrepTag.
Eco311I (Bsal)
pBAS20 HindIII, Pst1 Ekkert StrepTag.
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Hreinleiki og styrkleiki plasmidanna var metinn & Nanodrop teki sem er til stadar i
Liffraedistofnun, lif- og umhverfisvisindasvids Haskola fslands. Pess ma geta, ad askilegt
er ad hafa hreinleikastudul milli 1,8-2,0, en hann er maeldur sem hlutfall af gleypni vid 260
nm moéti 280 nm.  Ef hreinleikastudullinn er undir hlutfallinu 1,8 er liklegt ad um ohreinindi
eins og protein, fenol, og/eda onnur efni sem gleypa vid 280 nm sé ad reda i lausninni
(www.nanodrop.com). Styrkleiki plasmidanna var milli 26-316 ng/ul.

A mynd 20 hér ad nedan ma sja mynd af demigerdum plasmidrafdratti par sem
plasmidid hefur verid skerdimelt fyrir rafdratt.

1 23 4 5 6 7 8 9 101112

Mynd 20. Daemigerd tilraun med skerdiensimum. Peim er bzett vid plasmidido asamt videigandi
biiffer og eftir hitun i nokkurn tima Ad0ur en ad synin voru rafdregin. Hér er tilraunin gerd a
pBASS50. Ras 5 inniheldur skerdiensimin Pstl og HindIII, ras 6 EcoRI og Pstl, og ras 7 Eco311
(Bsal) og HindIII. Ras 11 er Fermentas GeneRuler 1kb steerdarviomio (stigi). Innskotio er 1,5
kb og plasmidid er um 3 kb, alls um 4,5 kb 4 hlaupinu.

Af mynd eins og peirri ad ofan (mynd 20) ma greina, hvada skerdiset plasmidid
inniheldur. Ef pau eru pekkt, er gott ad sja it hvada plasmid s€¢ um ad reda. pBAS50
hefur skerdiset fyrir EcoRI og Pstl, pvi pad sést ekkert band kringum 4777 bp par sem
omelta plasmidid ferdast (stadlar ad ofan eru: 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3
kb (dekkra), 2,5 kb, 2 kb (dekkra), 1,5 kb, 1,0 kb). pBAS50 hefur pvi skerdiset fyrir
EcoRI og Pstl, sem klippir tt innskotid eins og pBAS40. Hid fyrrnefnda hefur einnig
C67S breytinguna.
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A mynd 21 mé sja hefdbundinn plasmidrafdratt sem inniheldur stokkbreyttu plasmidin
sem og frumplasmid (e. template).

Mynd 21. Plasmidrafdrattur. Iras1er stokkbrigoio A328-351, ras 2 A337-341, ras 3 A417-424,
ras 4 R336L, ras 5 Y346F, ras 6 er viomio (S396C), ras 7 pBAS400 (2), ras 8 pBAS400 (3), ras 9
pBAS400 (4) og i ras 10 er DNA stigull (10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3 kb, 2,5 kb, 2 kb,
1,5 kb, 1 kb, 0,75 kb, 0,5 kb, 0,25 kb).

Résir 1-5 eru af plasmidinu med visum sem innihéldu stokkbreytingu, par sjast bondin
milli 4 kb og 5 kb stadlanna. Rasir 7-9 eru af frumplasmidi (e. template), pad eru
plasmidin adur en pau voru stokkbreytt. Efri bondin eru hugsanlega genémiskt DNA
sem kemur fra bakteriunni sem plasmidio var innlimad inn i. Notast var vid tvenns
konar E. coli bakteriustofna sem var ummyndad, annarsvegar DH5a. og LMG-194. A
mynd 22 ma sja mun & vexti pessara stofna. LMG194 stofninn (mynd 22b) 6x hradar
og myndadi fleiri minni pyrpingar midad vid DHS5a (mynd 22a) stofn sem 6x mun
hagar og myndadi faerri en staerri pyrpingar.
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Mynd 22.

a. Voxtur DHS5a pyrpinga sem innihalda fimm stokkbrigdin A328-351, A337-341, A417-424,
R336L og Y346F. Sjotta skalin er viomio (S396C). Notadur var LB-agar med
ampicillini.

b. Voxtur stokkbrigdanna fimm A328-351, A337-341, A417-424, R336L og Y346F i LMG-194
frumum. Sjotta skdlin er viomio (S396C). Notadur er LB-agar med ampicillini.

3.2 Raektun

[ upphafi gekk illa ad rakta upp stokkbrigdin, par sem of litil virkni fékkst. Prufud
voru nokkur rektunarskilyrdi og mismunandi adferdir vid geymslu. Bakteriurnar voru
rektadar upp vid 18°C. Mikilvaegt var ad hirda frumurnar, p.e. ad spinna par nidur
fra flotinu til frekari hreinsunar pegar par voru enn i log fasa, p.e. pegar frumurnar
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eru enn ad vaxa og virknin enn ad aukast. Eftir ad buid var ad rakta upp frumurnar
purfti ad sprengja peer til ad fa4 Gr peim ensimid, best var ad frysta botnfallid sem
innihélt ensimid med lysozimi og Triton X-100 sapu.

A0 nedan ma sja mynd sem lysir rektunarferlinum.

2 2
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Mynd 23. Rektunarferill fyrir Y346F. Virkni var mzeld sem og gleypni vido 600 nm og 550 nm.

Frumurnar voru raektadar par til gleypnin (A) vid 550 nm (eda 600 nm) var komin
uppi 0,4-0,5 er O0rvad med sérstokum tjaningarvaka (anhydrotetracyclin i pessu
tilfelli). Vid pad fer bakterian ad framleida ensimid, vid pann timapunkt byrjar ad
melast virkni, sem parf ad fylgjast med jafnt og pétt til pess ad missa frumurnar ekki
yfir stodufasa i lokin.

3.3 Hreinsun

Mynd 24 synir hreinsunarferil af StrepTactin skilju. Par ma sja annars vegar gleypni i
glosunum vid 280 nm (A280) og hins vegar virknina i ensimeiningum & mL (U/mL).
Syni var hladid & StrepTactin sulu, og vid glas 39 var skollausn delt 4 stluna, en vid
glas 63 var losunarlausn rennt i gegn.
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Mynd 24. Hreinsun AP stokkbrigdi (F355Y) 4 StrepTactin suluskilju. Gleypnimalingar voru
framkvaemdar vido 280 nm bylgjulengd. Virknin var mzld med vatnsrofshvarfi i SmM pNPP.
Keyrslulausn var 20 mM Tris med 10 mM MgCl, vio pH 8,0. Vid glas 29 var baett 0,5 M NaCl i
skollausnina og pegar komid var ao glasi 63 var 15% etylen glykol asamt desthiébidotini sett a
stlu fyrir losun. Grai ferillinn tiknar virkni en sa svarti gleypni vio 280 nm.

Stéri gleypnitoppurinn sem sést fram ad glasi 30 er gegnumfladistoppur, p.e. verid er ad
skola burt 60rum préteinum sem ekki hafa StrepTag hala sem og 6drum sameindum sem
gleypa vid 280 nm. NacCl var notad til ad losa pau prétein sem ekki voru bundin sértaekt.
Synid sem sost var eftir kom i glasi 67, par matti greina mikla gleypni og virkniaukningu.
Litli virknitoppurinn sem sést vid glas 40 er ventanlega auka prétein sem bundid var
osértekt & suluna og losnadi vid ad setja NaCl (150 mM) salt 4 stluna. Tafla 4 synir
hreinsunatoflu fyrir F355Y stokkbrigdid, pad er hreinsun 4 25% afurdar rektunar, p.e.
tekid var ur einu af fjorum glosum sem fryst hofou verid eftir raektun.

Hreinsunartdflur voru utbunar eftir hverja hreinsun til pess ad hafa yfirsyn yfir pad hvernig
hreinsunarferlid gekk, tafla 4 er demi um slika t6flu. Frumujafningur (homogenate) er
afurd reektunar eftir ad frumurnar h6fou verid sprengdar med lysozimi og Triton X-100
sapu, asamt pvi a0 hafa verid frystar. Eftir ad frumuhratid (botnfallid) hafoi verid skilundid
fra, var flotid sett & sulu. Botnfallid var hins vegar ekki geymt, par sem litid af proteinum
reyndust sitja par eftir. Safn 1 er proteinid ur gegnumfladistoppnum, i safni 2 eru pau glos
sem voru 1 leegdinni eftir gegnumflaedistoppinn (sja mynd 24). 1 Safni 3 eru pau glés sem
voru med sem heestu virknina p.e. pau sem voru undir virknitoppinum eftir ad
losunarlausninni var komid fyrir 4 stilu. { safni 3 er ennfremur hreinasta proteinid ad finna.
Safn 4 er halinn sem myndast eftir stora virknitoppinum, par er ensimid var ekki eins pétt i
sér eins og 1 Safni 3.
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Tafla 4. Daemigerd hreinsunartafla (F355Y). Frumujafningur (e. homogenat) sem er afurd
raektunar, var skilundio og flotid sett 4 siluna. Botnfallid er pad sem eftir situr af frumujafningi
og for ekki 4 sulu. Skammtar 1, 2, 3 og 4 eru pau glés sem sameinud voru. Hreinsun (X) er er
meelikvardi 4 aukningu edlisvirkni. Nanari utskyringar i textanum

Rummal | Virkni | Einingar | Styrkur | Magn | Edlisvirkni | Heimtu | Hreinsu

(mL) (U/mL) ) (mg/mL) | (mg) | (U/mg) r (%) n (X)
Flot 27,0 4671 126117 126 1306 97 100 1
Botnfall 6,0 5884 35302 35 67 529 28,0 5,5
Safn 1 100,0 487 48730 48 380 128 38,6 1,3
Safn 2 35,0 120 4197 4 1 4298 3.3 44,5
Safn 3 17,0 2315 39355 39 6 6321 31,2 65,5
Safn 4 17,0 179 3038 3 1 3256 2,4 33,7

Hér var Safn 1 safhadi i glosum 1-42, safn 2 i glosum 43-67, saftn 3 var i glosum 67-
75 og loks var safn 4 i glosum 74-81 (Sja mynd 24 og toflu 4).

Midad vid proteineiningar ur frumujafningnum, sést ad adeins fengust u.p.b. 34%
heimtur ef teknar eru saman einingar Ur safni 3 og 4. Petta eru frekar lagar heimtur en
pad er vid pvi ad buast ad pad tapist einingar & ferlinu, t.d. med botnfalli og ad ekki
tengist allt ensim & stluna, edlilegar heimtur voru milli 50-55%. Einnig er liklegt ad pad
melist protein i frumujafningnum, sem ekki eru VAP med StrepTag hala, helst pa adrir
fosfatasar sem geta einnig vatnsrofid p-nitrofenylfosfat. betta matti sja & pvi hversu sterk
virkni er i gegnumflaedistoppinum var (Safn 1). Ekki er um E. coli AP ad rada par sem
badir stofnarnir sem notadir voru til ummyndunar voru lausir vid eigin AP.

Edlisgleypni er svipud peirri edlisgleypni sem adur hefur melst [103].

Vid lok hverrar hreinsunar voru synin keyrd & SDS rafdrattarhlaupi til ad kanna
hreinleika proteins.
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Mynd 25. SDS rafdrattarhlaup af afurdum hreinsunar. Hreinleiki préteinanna var athugadur
med pessum haetti. A hlaupinu ma sja i réttri r66 frumujafningur (ras 1), flot (ras 2), botnfall
(ras 3), safn 1 (ras 4), safn 2 (ras 5), safn 3 (ras 6), safn 4 (ras 7), safn 3 aftur (ras 8), safn 4 aftur
(ras 9) og stadall (ras 10).
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SDS rafdrettir eru framkvemdir til pess ad kanna hreinleika proteinanna eftir hreinsun.
Af pessu hlaupi matti sja ad proteinid var nokkud hreint, par sem eitt sterkt og hreint band
fékkst 1 ras 6 (safni 3) 1 kringum 57 kD. Ekki virdast vera nein onnur prétein i lausninni af
einhverju magni. Bandid i rds 7 (safn 4) var mun veikara en pad sem sast 4 ras 6. bad er
vegna pess, ad proteinstyrkurinn 1 pvi safni var mun veikara. Pad ma einnig ma sja morg
protein i ras 4 (safn 1), en par finnast pau protein sem ekki bindast sértaekt 4 stluna og
renna pvi i gegn. Proteinid var sidan geymt i frysti vid -20°C.

3.4 Ahrif etylen glykoéls & stédugleika

Vid upphaf melinga kom 1 ljo6s ad stokkbrigdin reyndust ekki haldast negilega stodug i
keeli vid 4°C. Pad var pvi akvedid ad kanna hvernig ensimafbrigdin myndu hegda sér i
mismunandi styrkjum etylen glykols med tima. Maelingar voru gerdar & tveimur
stokkbrigdum, R336L og Y346F par sem R336L reyndist vera mjog 6stodugt en Y346F
var mun stodugra og liktist helst villigerd i stodugleika. Mynd 26 synir petta myndrent.
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Mynd 26. Ahrif etylen glykéls 4 virknitap R336L vid 4°C, préteinid er i mismunandi styrkjum af
etylen glykoli. (-9-) taknar 0%, (-m-) 5%, (- A-) 10%, (-x-) 15%, (-%-) 20% og (-*-) 25%.

Med pvi ad skoda mynd 26 ma sja ad helmingunartimi jokst med auknum styrk etylen
glykols. R336L syndi sérlega litinn stodugleika i laegri styrkjum etylen glykols, Y346F
reyndist stodugra. Hradafraedimaelingar og maelingar a hitastoougleika voru gerdar i 15%
etylen glykoli. Pratt fyrir ad heerri styrkir etylen glykols hafi gefid betri nidurstddur, pa
var valid ad meala vid 15%, par sem &dur hafdi verid melt i peim styrk, m.a. til
samanburdar vid eldri gogn. Med vidbettu etylen glykoli breytist bygging vatnsins sem
umlykur ensimid og vatnsfzlnir kraftar milli 6skautadra hopa verda meiri og stodga pvi
ensimid. bvi vatnssaknara sem ensimid er pvi sterkari verda ahrif etylen glykols, eda
annarra polyodla (etylen glykol, glycerol, erypritol, xylitol og sorbitdl) [104]. Pad er pvi
ekki oOsennilegt ad med vidbattu etylen glykoli styrkist tengsl lykkjunnar vid hina
undireininguna, sem auka pvi stodugleika ensimsins i lausn, p.e. heldur ensiminu betur
saman svo undireiningarnar haldist betur saman.
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3.5 Akvordun hradafasta

Michaelis-Menten hradamalingar voru framkvaemdar til ad athuga hvort ahrifa
stokkbreytinganna geetti i hradafostunum, Ky, Keat 08 Kear/ K.

Ky er notad sem malikvardi 4 sértaeekni bindingar ensims fyrir viokomandi hvarfefni,
en sterdin lysir bindingu hvarfefnis vid halft V. (halfan hamarkshrada). ke er
svokollud hverfitala (e. turnover number) ensimsins gagnvart akvednu hvarfefni, p.e.
sa fjoldi hvarfefnissameinda sem umbreytt er i myndefni & timaeiningu per
ensimsameind vi0 Vy.x (hdmarkshrada). Fastinn er i raun ad mestu motadur af hrada
hagasta skrefs hins ensimhvatads hvarfs, sem er losun fosfors vid alkaliskar adstedur
eins og list var i inngangi. ke, er godur malikvardi 4 pad, hvort dhrifa breytinga a
fjolpeptidkedju ensims gaetir 1 hvarfstdd. Kke,/Ky segir til um hvotunargetu. Sterdin
tekur badi tillit til sérvirkni bindingar og virkni ensimsins gagnvart hvarfefninu p-
NPP. Tafla 5 synir nidurstodur pessara malinga.

Tafla 5. Nidurstoour meelinga a K., Ky 0g K./Ky fyrir stokkbrigoin og villigerd. Hvarfefnio p-
NPP var pynnt i 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vio 10°C. Vid pzr adstaedur meelist
vatnsrofshradinn eingongu (N=4-8).

Afbrigdi Keat (5™) Ky (mM) Kea/Ky (mM's™h)
Villigerd 27,84 10,5 0,017 + 0,004 1215

Y346F 353+ 12,1 0,022 + 0,002 1588

R336L 40,7+ 6,6 0,039 + 0,012 1086

F355Y 22,5475 0,024 0,015 1120

S79A 524272 0,023 £ 0,011 231

S79A/S87G 108,5 +39,5 0,027 £ 0,005 4019

Eins og tafla 5 synir, ma greina breytingar i hradafostunum. Litil breyting er po 4 Ky
gildum fyrir stokkbrigdin midad vid villigerd. Pad er helst ad sjd sméa breytingu fyrir
R336L. bar er tvofoldun i Ky gildi pess, haeekkun i Ky gildi sem pydir ad minni saekni er i
hvarfefnid. Oll hin stokkbrigdin hafa svipad Ky og villigerd, po hefur S79A/S87G érlitla
haekkun, sem helst 1 hendur vid haekkun 1 Ky hjd R336L par sem s6mu vetnistengi voru
rofin, nema S79A/S87G hefur enn vetnistengin sem eru innan lykkjunnar.

Ef keat gildin eru skodud ma sja ad toluverdar sveiflur eru i peim gildum. Skekkjan er
einnig nokkud mikil fyrir flest aftbrigdi og villigerd. Munur er & ke R336L og
villigerdar, sem stafar af auknum sveigjanleika eftir a0 vetnistengin eru farin.
Lykkjan er pvi hreyfanlegri 4n pessara vetnistengja. Augun rekast helst & breytingu i
keat sem sést fyrir ST9A og S7T9A/S87G. Besta utskyringin er su ad S79A breyti um
l6gun eftir ad Ser hefur verid breytt i Ala, sem er minni aminosyra og myndar ekki
vetnistengi vid Arg336. Arg336 gati verid ad finna sér nyjan hop til ad mynda
vetnistengi vid og stifir 1 leidinni af byggingu ensimsins. Vardandi S79A/S87G pa er
Arg enn ad mynda vetnistengi innan lykkjunnar, midad vid R336L par sem oll
vetnistengi Arg336 eru rofin. Pad ad hafa enn vetnistengin innan lykkjunnar gefur
henni meiri stodugleika til ad taka patt i hvotun. T R336L pa eru 611 vetnistengin farin
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og pvi lykkjan ekki eins hef til ad taka patt i hvotun og hefur laegra ke, samanborid
vid S79A/S87G. Gly87 virdist enn mynda vetnistengi vid Arg336 en hiin hefur misst
tengin vid Ser79. Aminosyrurnar Ala og Gly eru litlar og hreyfanlegar amindsyrur,
hugsanlega eru per gefa lykkjunni sem per eru stadsettar & aukinn hreyfanleika og i
leidinni hreyfa vid helixnum sem Ser65 er stadsett 4. Greinilegt er ad lykkjan hefur
ahrif & hvarfstod VAP vegna pessa breytileika i ke, en hvernig er ekki alveg 1j6st.
Liklegt er ad lykkjan sé¢ ad stodga svaedid kringum hvarfst6d med vetnistengjum.
S79A/S87G hefur tveimur vetnistengi meira innan lykkjunnar (Arg336 vid Gln334)
midad vid R336L, hun er pvi stodugari sem heild og pau vetnistengi sem voru
myndud & 60rum stodum i lykkjunni vio hina undireininguna haldast. R336L hefur
misst petta vetnistengi, Leu336 stendur uti umhverfid og lykkjan helst ekki eins vel
saman. Pad geti pvi verid ad Onnur vetnistengi sem lykkjan myndar vid hina
undireininguna verdi slakari, par sem lykkjan er lausari i sér og sveiflast frekar fra.

bessar nidurstoour gefa tilefni til ad aetla ad ahrifa lykkjunnar gaeti i hvarfstdd moétstaedrar
undireiningar. Aukin hvotunargeta (kea) er einkenni kuldavirkra ensima [106].

K, villigerdar og stokkbrigdanna var malt med Na,HPO, og reiknad ut eins og lyst var
i kafla 2.14. Fastinn gefur gott gildi 4 pad hversu fast ensimid heldur i fosfathopinn.
bvi haerra sem K; er pvi lausar heldur ensimid 1 fosfatio.

Tafla 6. Utreiknud K; gildi fyrir villigerd og stokkbrigdi. Mzelt var i 0,1 M CAPS, 1,0 mM
MgCl,, pH 9,8 vio 10°C astamt 0,33 mM af hindra (Na,HPO,) (N=4-6).

Stokkbrigoi K; (mM)
Villigerd 0,139
Y346F 0,369
R336L 0,537
F355Y 0,134
S7T9A 0,059
S79A/S87G 0,103

Litil breyting er a4 K; gildum fyrir ST9A/S87G og F355Y. S79A virdist halda fastar i
fosforinn sem helst i hendur vid lekkun 4 ke, og pa kenningu ad myndbygging pessa
stokkbrigdis s¢é stifari en villigerdar. R336L hefur sveigjanlegri myndbyggingu og pvi
fylgir ad fosforinn flytur betur ur ensiminu. Aftur & méti kemur 4 dvart ad K; fyrir Y346F
skuli vera hatt midad vid villigerd, par sem hann hefur verid ad syna svipad ke, og Ky og
villigerdin. Hugsanlega er Tyr346 er i vegi fyrir fosforinn pegar hann er & leid ut ur
ensiminu, og med pvi ad rjufa vetnistengid sem pad myndar gaeti aminosyran verid ad
taka 4 sig nyja byggingarlega afstodu og fosforinn sloppid betur ut.

3.6 Akvordun Tsgo,

Hitastodugleiki var maldur vid dkvedin hitastig og hradi virknitaps meldur fyrir
villigerd og stokkbrigdin. Nidurstodur voru settar fram i Arrheniusargraf. Tsgo, var
svo akvardad utfra grafinu, med adferdum sem settar eru fram undir efni og adferdir.
Tafla 7 synir nidurstéour Tso, meelinga. Tsy, er pad hitastig sem ad ensimid hefur
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helmingad virkni sina vid eftir 30 minatur midad vid upphafsvirkni sina. Tsgo, gefur
pvi hugmynd um pad hversu stodugt eda dstodugt ensimid er gagnvart hita. bvi laegra
sem Tsg, er pvi minni stodugleiki er 4 hvarfstod ensimsins.

Tafla 7. Nidurstoour meelinga & Tsy, fyrir stokkbrigdin borin saman vio villigero. Meelt var i p-
nitrofenyl fosfati (p-NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8 og 25°C. (N=4-6)

Afbrigdi Tsov, °C
Villigerd 21,0+ 1,5
Y346F 21,4+ 1,4
R336L 12,8+ 1,2
F355Y 20,3+1,1
S79A 31,6 +3.,6
S79A/S87G 19,0+ 0,7

Breyting 1 Tsoy, gildum tdknar pad hversu sterk hvarfstodin er gagnvart hita, eda
hversu vel gengur hja hvarfstodinni ad vinna vid akvedin hitastig. Lakkun 1 Tsgo
gildum taknar pvi ad byggingarleg breyting hefur att sér stad, hvarfst6d ordin veikari
og ensimid missir virkni sina vid legri hitastig. Med Tsoe, er ekki verid ad meala
afmyndun heildarbyggingar heldur frekar hitapol virkrar myndbyggingar.

Y346F og F355Y syndu litla sem enga breytingu i Tsgo, hitastigi midad vid villigerd.
bad hefdi po verid vid pvi ad buast ad Tsgy, myndi vera 0rlitid heerra fyrir F355Y par
sem um mogulega fjélgun vetnistengja er ad reda, Tyr355 er vaentanlega of langt fra
hvarfstodinni og ekki 4 viokvaemu svedi innan ensimsins, til ad hun geti haft marktek
ahrif. R336L syndi mikla breytingu, kringum 8°C lekkun. bessi breyting er pvi
mikilveeg hvad vardar hitapol ensimsins. Fjogur vetnistengi eru rofin og pvi meetti
@tla a0 byggingin sé lausari 1 sér og audveldara yrdi ad afmynda ensimid med hita.
Tvofalda afbrigdid etti a0 gefa goda mynd af pvi hvada vetnitengi af pessum fjorum
sem eru hvad mikilveegust fyrir stodugleika. S79A/S87G syndi laekkun i Tsg, €da
2°C munur & villigerd. Afbrigdid hefur enn vetnistengi innan sterri
yfirbordslykkjunnar, Gly87 og Ala79 mynda nu ekki lengur vetnistengi vid Arg
heldur mynda par ekki lengur vetnistengi sin 4 milli. Vetnistengi sem eru 6rofin
innan storu lykkjunnar geti skyrt muninn & Tsgy, gildum R336L og S79A/S87G, par
sem sOmu vetnistengi eru farin ad hluta (sjad mynd 13). S79A kom nokkud & ovart,
med Tsoo, uppa 31,6 = 3,6 °C, sem er 10°C stodugara en villigerdin. Buist var vid
orlitilli lekkun, en melingar & Tspy, S7T9A voru framkvaemdar sex sinnum til ad
stadfesta a0 stodugleikinn hafi verid meiri en hja villigerdinni. Ein skyring sem geeti
skyrt pennan aukna stoougleika er ad med breytingunni hafi atti sér stad byggingarleg
breyting a svaedinu, p.e. ad Arg366 hati fundid sér betri og stodugri amindsyru til ad
mynda vetnistengi vid. Ekki sést slikt pegar likan af ensiminu, stokkbreyttu, var
skoodad i tolvuforritum (PyMol og Swiss Pdb-Viewer/DeepView). Tolvuforritin biia
til 1ikon og geta breytingar 4 byggingunni ordid pratt fyrir ad pad sjaist ekki i slikum
likonum. bessi kenning helst i hendur vid minnkad k¢, fyrir S7T9A.

Til ad kanna betur ahrif etylen glykols & Tsoy, og hvort dhrifa myndi geeta i
hitastodugleika, var Tsoy, meelt annarsvegar par sem ensimid var pynnt i 15% etylen
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glykoli og hins vegar an etylen glykols. Hér var Tsoy, Y346F melt, par sem pad
reyndist med stodugustu stokkbrigdunum og gefur pvi goda mynd ad pvi hvort etylen
glykol hefur bein ahrif.

Tafla 8. Samanburdur 4 Tsy, Y346F med og an etylen glykéls. Til samanburdar er stadalfravikio
sett meo.

Ts00 (°C) Stadalfravik
[ 15% etylen glykoli 21,4 1,4
An etylen glykols 19,8 33

Eins og sja ma & toflu 8, er mikill munur & Tsey gildum milli melinga, sem og ad
stadalfravikin eru haerri fyrir melingar an etylen glykols. Pad er talid vera vegna pess ad
virkni ensimsins féll hradar & peim synum sem ekki innihéldu etylen glykol, sbr. mynd
26, midad vid pau syni sem innihéldu 15% etylen glykol. Etylen glykol stydur vid
byggingu ensimsins, heldur undireiningum péttar saman og heekkar pvi Tsge, gildi pess.

3.7 Heildarstoodugleiki metinn meod
hringskautsmaelingum

Melingar & Tsgo, gildum er g6d adfero til ad mala stodugleika hvarfstoovarinnar, en
gefur po ekki til kynna heildarstodugleika proteinbyggingarinnar. Til ad fa gott mat &
heildarstodugleika myndbyggingar, voru afmyndunarferlar (braedsluferlar) fyrir
villigerd og stokkbrigdin akvordud med hringskautsmaelingum (CD) og utreikningar
sem komu fram i kafla 2.15 notadir til ad normalisera ferlana. Ut fra braedsluferlum
ma akvarda T, en pad er pad hitastig par sem helmingsafmyndun i protein-
byggingunni hefur att sér stad.

Til ad byrja med var melt i 50 mM MOPS, en pad gaf ekki nagilega godar
nidurstodur par sem MOPS gleypir of mikid vid 222 nm [107]. MOPS gleypir ekki
fyrir ofan 230 nm, en gleypir meira pvi styttri sem bylgjulengdin verdur. Pad var pvi
akvedid ad nota adeins 25 mM MOPS i stad fyrir 50 mM, en ekki skipta um
bufferlausn. Pad var gert til ad hafa betri samanburdi vid eldri gégn, sem og ad adrir
bufferar hentudu ekki nagilega vel fyrir melingar 4 pessu pH svadi og melingum vid
222 nm. Nidurstoour CD melinganna eru settar fram i t6flu 9 og myndum 27 til 32
sem syna normaliserada braedsluferla. Tafla 9 synir ttreiknud Ty, gildi fyrir villigerd
og stokkbrigdin.
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Mynd 27. Afmyndunarferill villigerdar (wt). Mzlt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vié pH 8. A
Y-as er fu, sem er hlutfall afmyndads proéteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig i °C.
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Mynd 28. Afmyndunarferill Y346F. Mzlt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vio pH 8. A Y-as er
fu, sem er hlutfall afmyndads préteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig i °C.
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Mynd 29. Afmyndunarferill R336L. Mzelt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vid pH 8. A Y-is er
fu, sem er hlutfall afmyndads proteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig i °C.
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Mynd 30. Afmyndunarferill F355Y. Mzlt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vid pH 8. A Y-is er
fu, sem er hlutfall afmyndads proteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-4s er hitastig i °C.
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Mynd 31. Afmyndunarferill S79A. Mzlt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vid pH 8. A Y-as er
fu, sem er hlutfall afmyndads proteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig i °C.
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Mynd 32. Afmyndunarferill S79A/S87G. Melt var i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO, vid pH 8. A Y-
as er fu, sem er hlutfall afmyndads préteins 4 skalanum 0-1 og 4 X-as er hitastig i °C.
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Erfitt reyndist ad fa goda braedsluferla fyrir R336L, S79A og S79A/S87G, en ad
lokum fengust peir fyrir R336L og S79A/S87G . Mikil truflun var & grunnlinu og
afmyndun var ekki eins og vid var ad buast. { sumum tilfellum saust bungur i ferlum
eda engin for- né eftirferill sast, p.e. ferlarnir litu ekki ut eins og hefdbundinn
afmyndunarferill. Afmyndunarferlarnir sem sjast hér ad ofan eru peir bestu sem
fengust. Tver skyringar voru 4 pessum ovenjulegu afmyndunarferlum, annarsvegar
var proteinstyrkur 1 minna lagi fyrir R336L og S79A, en goédur styrkur var a
S79A/S87G. ST79A var sett & Q-Sepharodsa skilju til pess ad pétta synid enn betur,
sidan pétt med péttispunastilu en pad breytti ferlunum ekki mikid. Hins vegar matti
geta sér pess til ad stokkbrigdin afmyndist ekki i einu stokki eins og sést t.d. fyrir
Y346F heldur eru pau byrjud ad afmyndast vid laegri hitastig, p.e. afmyndunin gerist
smatt og smatt. bad gati hugsast ad byggingin s¢ lausari i sér og purfi pvi minna til
ad afmynda pessi stokkbrigdi, ad pau haldi ekki eins fast i svipmodtada astandid.

Vid svipmotun proteina motast fyrst fyrir annars stigs byggingum, vatnsfalnir kjarnar
myndast og ad lokum fer proteinid i pa stédu sem er orkuhagstedust fyrir pad. Ferlid er
nanast 6fugt 1 afmyndun [108, 109]. Fyrst losnar adeins um proéteinid, lykkjur sveiflast fra,
vatn byrjar ad komast inn 4 milli annars stigs bygginga og drifur smatt og smatt afmyndun
af sta0, i lokin losnar sidan um annars stigs byggingarnar og stifustu sveedi proteinsins. Pad
ma pvi segja ad ferlid sé ekki fullkomid jafnvaegi milli afmyndads og svipmotads form,
heldur a0 um millistig milli pessara forma sé¢ ad rada [110]. Litlar bungur eda fravik fra
bestu linu sést fyrir ST9A/S87G og R336L, fyrir villigerd og S79A virdist einungis vera um
truflun 1 grunnlinu ad raeda. bessi fravik gaetu verid visbending um millistig i afmyndun en
slikt hefur sést i CD réfum annarra proteina [111].

Tafla 9. Braedslumark (T,,) villigeroar AP og stokkbrigoa. Mzelt med hringskautsmeelingum
(CD) og reiknad eins og synt var i kafla 2.15 (N=3-6)

Stokkbrigoi T (°C)

Villigerd 50,8 £0,6
Y346F 53,1+1,6
R336L 45,0+ 5,1
F355Y 50,2+ 1,3
ST9A 44,1 £3,4
S7T9A/S87G 43,1+2.8

Af toflu 9 sést a0 stokkbrigdin sem illa gekk ad mela hafa 611 kringum 6,0-7,0°C
leekkun samanborid vid villigerd, pau hafa pvi mun 6stodugari myndbyggingu. betta
styour pa tilgatu ad vetnistengin sem tengja lykkjuna vid kjarna ensimsins gegnum
Arg336 vid Ser79 og Ser87 eru mikilvaeg fyrir stodugleika pess. Eins og kom fram
hér ad ofan virdist vera ad myndbygging pessara afbrigda sé lausari 1 sér en villigerd
og pvi ekki eins stodug gagnvart hita, eins og fram kom i inngangi eru ensim sem
a0logud eru ad herri hita med stifari myndbyggingu og pvi stédugari gagnvart haum
hitastigum. F355Y syndi litla sem enga breytingu i stodugleika myndbyggingar, pad
munadi adeins 0,6 °C & stokkbrigdinu og villigerd. Pad sem kom nokkud & ovart var
a0 Y346F hafoi haerra T, midad vid villigerd, kringum 2°C.
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3.8 Ahrif salta a stédugleika stokkbrigda

bar sem ad magnesium jonin hefur stodgandi ahrif & AP og er mikilveeg fyrir virkni
pess [84] var dhugavert ad skoda virknifall eftir 300 (= 20) minttur vid mismunandi
styrki Mg®" vid 4°C. Syni var pynnt { Vibrio buffer asamt vidbattu MgCl, salti i
mismunandi styrkjum. Tilraunin var gerd & villigerd og tveimur stokkbrigdum,
R336L og Y346F. Annad reyndist mjog Ostodugt (R336L) en hid seinna liktist
villigerd 1 stodugleika (Y346F). Nidurstdodur peirrar tilraunar ma sja 4 mynd 33.

100 -+
90
80 +
70 -
60 -
Y346F
‘e 50 +
é 40 - R336L
> 30 - e
3 50 - m Villigerd
10 -
0
200-50 mM 25-1mM
Styrkur MgCl,

Mynd 33. Virknifall eftir 300 + 20 min vid 4°C 4 villigerd og tveimur stokkbrigoum (R336L og
Y346F), i mismunandi styrkbilum MgCl,, 200-50 mM, 25-1 mM og 0 mM. Hvarfio framkvzemt i 5,0
mM p-nitrofenyl fosfati (p-NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8 og 25°C.

Af mynd 33 meatti dzetla ad aukinn stodugleiki héldist i hendur vid aukinn Mg**
jonastyrk i lausn b.e. ad Mg*" stydji vid hvarfstod ensimsins og geri pvi kleift ad
halda virkni lengur 1 heerri stykjum.

Til pess ad utiloka pad ad adeins veri verid ad mela ahrif jonastyrks 4 stodugleika
stokkbrigdanna, var tekid 4 pad rad ad jafna kloridstyrkinn med NaCl. NaCl var valid par
sem pad er nokkud hlutlaust salt skv. hofmeister r6dinni. Pad var pvi jafn kloridstyrkur 1
6llu glosum, hann var hafdur 200 mM. Mynd 34 synir par nidurstoour.
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Mynd 34. Virknifall eftir 300 £ 20 min vid 4°C 4 villigerd og tveimur stokkbrigoum (R336L og
Y346F), i mismunandi styrk bilum MgCl,, 200-50 mM, 25-1 mM og 0 mM vid 4°C.
Klériostyrkur var jafnadur med NaCl. Hvarfid framkvemt i 5,0 mM p-nitrofenyl fosfati (p-
NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn meé 1,0 mM MgCl, vido pH 9,8 og 25°C.
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Ekki atti sér stad nein marktek stodugleikabreyting i mismunandi styrkjum Mg2+
eftir ad kloridstyrkurinn var jafnadur ut med NaCl. Osértak jonahrif virdast pvi
stydja vid hvarfstodina i ensiminu. Ahugavert veeri ad framkvama tilraunina med
O00rum séltum og kanna 4hrif peirra, hvort sumar saltjonir stydji betur vid ensimid en
adrar. Sem daemi matti sja hvort breyting veri eftir steerd katjonar og/eda anjonar.
En slik rannsoékn hefur 40ur verid framkvemd, par var synt fram & ad sterd katjonar
skipti mali fyrir stddgun ensimanna sem verid var ad skoda; invertasa, glukosa
oxidasa og lysozimi. bPad var einnig synt fram 4 ad med auknum styrk jukust
stodgunarahrifin upp ad vissu marki en pegar of mikid var af salti minnkudu ahrif
saltanna vid ad stodga ensimin. Ahrif salta 4 ensim eru had vatnsfalni/vatnssakni
pess. Eftir pvi sem ensimid er vatnssaknara pa skiptir sterd katjonar meiri mali
[112], en pad er sérlega dhugavert par sem kuldavirk ensim eru oftar en ekki minna
vatnsfelin en midlungshitakaer og hitakaer ensim [113]. NaCl er p6 hlutlaust salt
samkvemt Hofmeister-salt rodinni, og atti pvi ekki ad vera ad spilla byggingu
ensimsins [114]. Heldur er liklegri skyring ad NaCl adstodi vid ad festa Mg2+ i M3
seti. Pessar nidurstodur getu gefid visbendingar um ad Mg2+ jonin sé lausar bundin i
R336L midad vid villigerd og Y346F. Virknin lekkadi eftir pvi sem minna var af
MgCl2 en med vidbattu NaCl salti helst stodugleikinn nokkud jafn i mismunandi
stykjum MgCl2, par sem NaCl stydur vid festingu Mg2+ joninarinnar i M3 setinu.

3.9 E492D breyting i plasmidum

Eftir ad plasmidin hofou verid radgreind og melingar hafhar, kom 1 1jés ad breyting er i
flestum frumplasmidunum (pBAS40, pBAS50 og pBAS60), sem sidan kom fram i
stokkbrigdunum. Breytingin er E492D, glutamik syra yfir i aspartik syru. Hun er stadsett &
yfirbordi préteinsins. Aminosyran er ekki talin hafa neinar vixlverkanir eda tengsl vid
onnur svedi proteinsins.  Mynd 35 synir stadsetningu breytingarinnar midad vid
heildarbygginguna.

bar sem um er a0 raeda sira aminosyru yfir i adra stra er talid ad hun hafi ekki storvaegileg
ahrif & virkni alkaliska fosfatans, en pad parf po ad stadfest pad med tilraun & E492D og
lagferdu villigerdar plasmidi og bera saman nidurstddur peirra melinga. Buaid er ad
lagfeera grunnplasmidin en ekki er buid ad mela pad og bera saman vid villigero.

3.10 Lykkjuurfellingar

Reynt var ad eyoda hluta storu yfirbordslykkjunnar sem verketnio fjallar um. Gerdar
voru tver lykkjuarfellingar annarsvegar A337-341 og hins vegar A328-351.
Radgreining fékkst fyrir badar lykkjuurfellingarnar, par voru badar rektadar og
hreinsadar eins og hin stokkbrigdin. Johanna Vilhjalmsdottir maeldi A337-341 i B.S.
verkefni sinu. Ensimid var nokkud 6stéougt enda fimm amindsyrur farnar af enda
lykkjunnar. Ad nedan ma sja svaedid stekkad, og samanburd 4 A337-341 og villigero.
Eftir ad aminosyrunum var klippt at, glotudust prju vetnistengi milli Gly338 a lykkju
og GIn8&8 4 hinni undireiningunni sem og milli Glu339 og Ala340 & lykkju vid Gly89
4 hinni undireiningunni [115]. Mynd 36 synir lykkjusvaedid sem klippt var 1t
samanborid vid lykkju villigerdar. Tafla 10 synir samanburd 4 malingum a
lykkjutrfellingjunni og villigerd.
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Mynd 35. Alkaliskur fosfatasi ur Vibrio tegund og stadetning éveentrar stokkbreytingar. Zn**
malmar eru syndir sem gulir hnettir og Mg** jon med raudum hnetti. Glitamik syra (E492) er
merkt dokk bleik 4 myndinni (nedarlega fyrir mioju).

Mynd 36. Samanburdur 4 A337-341 og villigerd. Lykkjan a4 A337-341 er grzen en villigerdar-
lykkjan er bleik. Zinkjonir eru syndar sem raudir hnettir og magnesium sem gulur hnéttur.
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Tafla 10. Samanburdur & villigerd og lykkjuurfellingunni A337-341. Melingar pessa
stokkbrigois voru framkvaemdar af Johonnu Vilhjalmsdoéttur. Hoéfundur endurmeeldi k.., og
K og stadfesti lagt Ky,.

Tsou(°C) | Tw(°C) Keat (57) Ku(mM) | ke/Ky (mM's™) | K; (mM)
Villigerd 21,0£1,5 | 50,8+0,6 | 27,8+10,5 | 0,017 +0,004 1215 0,139
A337-341 15,8+0,2 44,7+ 0,6 432 +6,7 0,004 +0.003 13488 0,098

Tafla 10 synir ad A337-341 hefur veikari heildarstodugleika og minna pol gagnvart hita
samanborid vid villigerd. Pad hefur u.p.b. 5°C laegra Tso, og 6°C laegra Ty, Pad var vid
pvi buist ad stokkbrigdid myndi syna slika hegdun par sem fimm aminésyrur voru
klipptar ut af enda storu yfirbordslykkjunnar. Amindsyrurddin sem klippt var ut var Ser-
Gly-Glu-Ala-Phe. Pad sem vakti athygli voru dhrifin 4 Ky, keat 0g kea/ K. Fjarlaeging
aminosyranna hafdi 1 for med sér harri hvotunarvirkni (haekkad ke,r) og maldist A337-
341 med svipad gildi og R336L. bessar nidurstodur haldast vel i hendur vid aukinn
hreyfanleika & svadinu, og pad ad lykkjann hefur einnig misst vetnistengi vid kjarna
nestu undireiningar. Ky gildid fyrir lykkjuarfellinguna laekkadi um meira en fjordung,
leekkadi ur 0,017 mM 1 0,004 mM en pad gefur visbendingu um betri bindingu hvarfefnis,
eda meiri sekni i hvarfefni. Akvedin vetnistengi hafa verid rofin og lykkjan nar ekki
eins langt yfir nastu undireiningu og 1 villigerd. Hvarfstodin gaeti pvi verid opnari og
eykur pvi sekni sina i hvarfefnid. Hugsanlegt er ad hopar i hvarfstoo nai ad gripa
hvarfefnid betur vegna sveigjanleika pott aukinn hreyfanleiki atti yfirleitt ad valda
leekkun 1 Ky Lykkjutrfellingin hafdi einnig leegra K, en pad pydir ad pad heldur fastar i
hindra midad vid villigerdina, munurinn er po6 litill.

Adur hefur verid gerd tilraun & yfirbordslykkjum AP, p.e. 4 TNAP og PLAP. PLAP
sem er nokkud hitastodugt virtist hafa misst hitastodugleikann nidur vid breytingum i
yfirbordslykkju. Par var komid fyrir yfirbordslykkju sem samsvarar lykkjunni i
TNAP sem er ekki eins hitastodugt og PLAP, og lykkja PLAP tekin ut i stadinn.
Sérstada pessara ensima reyndist vera ad finna i yfirbordslykkjum peirra [70].

[ inngangi var reett um N-enda svadi annarra AP, sem gaeti gengt svipudu hlutverki og
stora yfirbordslykkjan i VAP sem verid er ad skoda i pessu verkefni. Utfellingar voru
gerdar 4 N-enda TNAP og PLAP, niu og tuttugu og fimm amindsyrur voru teknar ut i
PLAP en adeins fimm og niu i TNAP. Virknin fell at fyrir lengri utfellingarnar, og
styttri utfellingarnar minnkudu virkni peirra og hitastoougleika PLAP [116]. betta er
svipad og sést hér fyrir lykkju VAP, par sem lengra lykkjuatbrigdid er litid virkt og
styttri lykkjutrfellingin synir minnkadan stodugleika gagnvart hita.

Ekki fékkst naegilega god virkni fyrir A328-351, og var pvi ekki hagt ad framkvaema
neinar mealingar 4 pvi. Tuttugu og fjérum amindésyrum var klippt ut af lykkjunni og
pvi edlilegt ad proteinbyggingin raskist og ensimid verdi 6stodugt og litid virkt. bad
vekur jafnvel undrun ad ensimid skuli tjast i virku astandi. Pad pyrfti ad fara i frekari
vinnu vid ad finna hentugustu tjaningarskilyrdin fyrir A328-351 til pess ad hagt verdi
a0 mela pad.
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4 Umraaodur

4.1 Hreinsun og tjaning

Verkefnid byrjadi hagt medan verid var ad préa vinnuadferdir. Mikill timi tapadist
vi0 ummyndun plasmida i bakteriur, vegna pess ad byrja purfti ad radgreina og
endurrada frumplasmidum. Radgreina purfti plasmidin til ad skera Gr um hvort um
veri ad rada ST’ eda ST, p.e. hvort pad hefdi lengri eda styttri tengisvadi vid
StregTag halann en ekki fengust alltaf godar nidurstodur ur radgreini. Radgreiningar-
vandamalid folst 1 of litlu plasmidmagni. Pad var pvi fario at i ad reekta i 5 mL af LB-
eti fyrir plasmidhreinsun i stad 1 mL eins og 4dur hafdi verid gert. Einnig for timi i
ad lera 4 bestu adferdir vid rektunar- og hreinsunarferlid. Reynt var ad rakta ad
hluta til vid 25°C og leekka nidur i 18°C eftir 6rvun, en besta adferdin var ad halda
sama hita gegnum ferlid (18°C). Einnig var Triton X-100 sapa og lysozimid ekki
skilid nagilega lengi eftir i frumugrautnum til pess ad sprengja frumurnar i fyrstu. I
lokin var frumugrauturinn frystur med sapunni og lysozyminu.

[ upphafi verkefnis hafdi gengid illa ad fa bakteriupyrpingar a disk og pvi var prufad ad
breyta um hitastig eda sleppa hitasjokkinu i ummyndun plasmida. Utbtnar voru nyjar
frumur og virdist ummyndun hafa gengid betur eftir pad. Einnig var keypt nytt
plasmidhreinsunarbox, sem innihélt nyjar lausnir og spunasulur til plasmidhreinsunar.
Magn plasmids for ur 4,5-57,5 ng/uL 1 61,5-316,5 ng/uL, po alltaf ner 200 ng/uL, vid
pad ad fa nyjar plasmidhreinsunarlausnir og -sulur sem og ad auka magn reektunar (ar 1
mL 1 5 mL) til plasmidhreinsunar. Hreinleikinn var maeldur med hlutfalli af gleypni vid
260/280 nm, hreinleikinn fér einnig Gr u.p.b. 1,6 1 1,8. Besti hreinleikinn er milli 1,8-2,0

Eftir ad buid var ad finna hentugustu tjaningar og raektunaradferdirnar fékkst hreint
protein sem unnid var med. Heldur litlar heimtur fengust eftir hreinsun midad vid
hvad @tla matti pegar hreinsunartafla er borin saman vid eldri gogn [103]. Ekki er
astedan fyrir pvi jos, en pad mikla ensim sem meldist 1 frumujafhingnum festist ekki
vi0 stluefnid heldur rann pad ensim i gegn par sem pad hafdi ekki StrepTag hala. bad
ma benda 4 pad ad hvarfefnid sem notad var, p-NPP, er ekki sértaekt fyrir alkaliska
fosfatasann, p.e. adrir fosfatastar gaetu verid i flotinu ad taka patt i hvarfinu og pvi
melst meiri virkni en bara stokkbreytti alkaliski fosfatasinn i floti eda frumugraut.
bau ensim sjast vel i gegnumflaedistoppi sem myndast i upphafi sulukeyrslu, en par
malast pau ensim sem ekki bindast sérstekt a4 suluna og renna beint i gegn.
Hreinsunarferillinn er syndur 4 mynd 24, en par er skalinn svo stor ad virkni i
gegnumfladistoppi sést litid sem ekkert.

4.2 Malingar

Kinetisku malingarnar syndu ad ahrifa stokkbreytinganna geetir i hvarfst6o. Pa allra
helst R336L, S7T9A og S7T9A/S87G. bessar breytingar tengjast allar, par sem Ser79

55



og Ser87 mynda vetnistengi vid Arg336 i dstokkbreytta forminu, en pessi vetnistengi
glatast vid breytingu Arg yfir i Leu. Vetnistengi sem Ser79 myndadi vid Arg336
glatast einnig pegar Ser er breytt i Ala, med vidbatingu S87G rofna pau vetnistengi
sem tengir Ser79 og Ser87, og vetnistengin sem Ser87 og Ser 79 myndudu vid
Arg336. Ser 79 og 87 virdast tengjast vetnistengjaneti sem sidan tengist vetnis-
tengjum hvarfstodvar. A mynd 37 (litad graent) ma sja Arg336, Ser79 og Ser87, og
afstodu peirra til hvarfstodvar.

Mynd 37. Tengsl Arg336 i storu lykkju Vibrio AP vid moétstaeda undireiningu. Arg336, Ser79 og
Ser87 (Ser87 og Ser79 eru tur hinni undireiningunni) eru grzenar, yfirbordslykkjan sem skodud er
i verkefninu er bleik og aminésyrur hvarfstodvar eru appelsinugular. Zn>* jénirnar eru syndar
sem raudir hnettir og Mg®" sem gulur hnéttur. Morg vetnistengi eru 4 svaedinu og eru pau pvi
ekki synd. Ser6S er kjarnsaekna aminosyran.

Eins og sést 4 mynd 37 er Arg336 stadsett stutt frd hvarfst6d, og myndar hin
vetnistengi vio tvaer Ser sem tengdar eru aminosyrum sem taka patt i vetnistengjaneti sem er
rétt utan vid hvarfstdd, sem og ad par eru beint tengdar vio Ser65. Ser 65 er 4 helix sem er
tengdur lykkjunni sem bddar pessar Ser (79 og 87) eru 4. Vid stokkbreytingarnar sem
nefndar voru ad ofan rofna vetnistengin sem Arg myndar. Pad er pvi ekki otralegt ad
lykkjan spili hlutverk i ad stodga svaedid kringum Ser65 sem er mjog mikilveeg amindsyra i
hvotun AP, eins og raett var um i inngangi. S79A/S87G og R336L syndu svipada hegdun,
p.e. lekkad T, Tsov, 0g haerra ke Pad ma po ekki gleyma ad Arg336 myndadi vetnistengi
innan lykkjunnar (vid GIn334) sem er rofid i R336L en ekki S79A/S87G. Einnig myndudu
Ser79 og Ser87 vetnistengi sin & milli sem glatast vid S7T9A/S87G breytinguna, pad er ekki
Osennilegt ad pad valdi auknum hreyfanleika i peirri lykkju (sem tengist helixnum sem
Ser65 er i). Pad gati verid asteda pess ad S7T9A/S87G hefur haerra k. Sem og ad
S79A/S87G hefur fengid litlar og hreyfanlegar amindsyrir 1 stad tveggja Ser, pad gati haft
ahrif &4 hreyfanleika i hvarfstod par sem Ser65 er i helix sem er bundinn lykkjunni sem
pessar amindsyrur eru 4. S79A syndi hegdun sem ekki hafdi verid vid buist. bad var buist
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vid litilli leekkun 1 T, og Tsge, 0g svipudum kinetiskum fostum og villigerd par sem um litla
breytingu er ad reda. En 6fugt vid pad syndi breytingin haerri Tsoy, midad vid villigerd, og
naestum tiu sinnum laegra ke, en 4 hinn boginn laegra T, sem passar ekki ef ensimid telst
vera globalt stodugra og stifara. En pad er hugsandi ad mjog litill styrkur & ensiminu geeti
verid ad hafa ahrif & T, pess, og 1élegt rof hafi fengist fyrir S7T9A. Afbrigdid virdist vera
med stodugari byggingu en villigerdin, og hugsanlegt er ad Arg336 finni sér adra aminosyru
til ad mynda vetnistengi vid sem er jafnvel lengra grafid i ensiminu og skordi pvi lykkjuna
af og stifi af byggingu ensimsins.

Vid eyodingu hluta lykkjunnar sem var rett um i kafla 3.10 & sér sennilega stad
byggingarleg breyting & lykkjunni eins og synt var & mynd 36. En pad hefur adur
verid synt fram 4 slika breytingu i stodu aminosyru vid eydingu hluta af lykkju. bad
sést t.d. 1 manna acetylkolinesterasa. Ensimid hafdi minni sakni i hvarfefnid og hafoi
lykkjueydingin ahrif & hindrun ensimsins (audveldari adgangur ad hvarfst6d) og virkni
ensimsins. Ein helsta astaeda pess var ad akvedin tyrosin (Tyr86) sem stadsett er i
lykkju sem hylur hvarfst6d breytti um stéou eftir ad fimm amindésyrum hafdi verid
eytt Ut (a.s. 78-82), og afstada hennar gagnvart hvarfst6d vard allt énnur en i villigerd
[117]. Slikt geeti verid ad gerast i VAP, par sem endi lykkjunnar er tekinn ut, sum
vetnistengi rofna og 6nnur ny myndast.

Y346F og F355Y syndu litlar sem engar breytingar i hradafraedifostum, né i T, og
Tsoo. Pad gefur til kynna ad pessi vetnistengi sem tekin voru ut (Y346F) eda batt inni
(F355Y) séu ekki mikilvaeg fyrir stddugleika né virkni préteinsins, eda i pad minnsta
ekki & vidkvemu svadi eins og virdist vera fyrir Arg336 og tengla hennar. Pad sem
kom pd mest & 6vart var ad K; fyrir Y346F var heldur harra en villigerdar. bad geti
pvi verid ad Tyr346 taki patt i kerfi sem bindi fosfatjonina og med pvi ad taka ut
vetnistengid, framkvaema Y346F breytingu, p4 minnki sakni ensimsins i fosfat. Ef
losun pess er hradatakmarkandi tti k., a0 aukast, en pad er pad sem gerist.

Etylen glykol hafdi mikil dhrif & stodugleika stokkbrigdanna (mynd 26), sér i lagi
R336L sem var mun 6stodugara en Y346F. Dbad er ad ollu likindum ad styrkja
vatnsfelnu kraftana vid ensimid, p.e. ad styrkja ensimid i vatnslausn. Pad vari pa ad
valda styrkjandi dhrifum milli undireininganna, peer haldast pa frekar saman [104].
Vetnistengi myndu styrkjast ad einhverju marki um leid, par sem jonisk tengi eru had
rafsvorunarstudli (e. dielectric constant) umhverfis, og hann laekkar sé vatnid pynnt ut
med etylen glykdli. Synt hefur verid fram 4 stodgandi ahrif fjolhydriska alkohola,
p.e. sameindir sem hafa marga hydroxidhdpa (-OH) eins og sorbitol, xylitol, glycerol
og etylene glykol (e. preferential hydration). Fjoldi hydroxidhopa er mikilvegur pvi
stodgunarahrif alkohdlanna er hddur fjolda peirra, p.e. pvi fleiri sem hydroxidhoparnir
eru pvi meiri eru stodgunarhrif peirra [118]. Etylen glykol hefur tvo slika hopa og
etti pvi ekki ad hafa of mikil ahrif & stodugleikann, rétt ndg til ad halda ensiminu
stodugu vid malingar.

Ahrif salta var einnig mikilveegur til ad vidhalda akvednum stodugleika. Ef skodadar
eru myndir 33 og 34, sést ad pad voru ekki hrif Mg*" jonar sem rédu stodugleikanum
heldur virdist vera ad heildarjonastyrkur radi par meiru. bad virdist vera sem svo ad
jonahrif séu mikilveegari pegar kemur ad vidhalda stodugleika heldur en hrif Mg*"
salts. En pad sem 14 bakvid tilraunina var ad athuga i hvada adstedum veri hagt ad
geyma ensimid sem lengst, og eins og var ratt um i inngangskafla er Mg®" jonin
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mikilvag fyrir VAP [46], b.e. hvarfgang peirra AP sem hafa Mg®" i M3 seti og
byggingastodugleika peirra [84]. NaCl er nokkud hlutlaust salt samkvemt
Hofmeisterrodinni [114] og etti pvi ekki ad hafa nein bein adhrif & stoougleika
ensimsins. Hugsanlega er NaCl saltid ad stydja vid Mg”" jonina og helst hin pvi betur
i ensiminum { vidurvist saltsins.

Vid laegri styrki (1-25 mM) an NaCl er hugsanlega um sértack hrif Mg®* jonar ad raeda par
sem jonin sest i M3 setid, en vid heerri styrki (50-200 mM) er hugsanlega um 6sérteek
saltahrif ad reda. Saltid sem er i leysinum sem umlykur ensimid virdist pvi rdda miklu
hvort Mg®" jéninni haldist 4 sinum stad, p.e. ad han leki sidur ut ur M3 setinu.

4.3 Malmar

Hlutfall zinks var dkvardad i A337-341 med 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR) af Johonnu
Vilhjalmsdoéttur [115]. PAR er litarefni sem bindist zink jonum sem flaeda at vid afmyndun
ensims, en 1 tilfelli A337-341 var pad gert med urea. PAR gleypir sidan vid 500 nm pegar
pad er bundid zinki, og utfra gleypni ma mala hlutfall zinks & einlidu. Nidurstodur PAR
melinga gafu til kynna a0 pad reyndust vera tveer zink jonir & hverja einlidu pegar
afmyndad var med urea. Pessum nidurstodum ber saman vid kristalbyggingu VAP, sem
hefur tveer zinkjonir og eina magnesium jon 4 einlidu. Lykkjan virdist pvi ekki hafa ahrif &
bindingu zinks. Zink er vel bundid i setum M1 og M2 [73], en dhugavert yrdi ad skoda
svipadar melingar med Mg”". b.e. ad skoda hvort lykkjan hafi &hrif 4 bindingu
magnesiums i hvarfstod. Pad veri gert med atomgleypnimalingum en taekid var ekki
tiltekt & peim tima sem hefdi purft ad mala atdmgleypni stokkbrigdanna. Eins og sést &
mynd 37 liggur lykkjan yfir hvarfstdd, og par sem Mg”" jonin er ekki eins fast bundin og
Zn*" jonirnar geeti verid ad lykkjan studli ad pvi ad halda Mg”" joninni i hvarfstéd. En Mg
spilar einnig stort hlutverk 1 hvotun [84].

4.4 Vetnistengjanet

Vetnistengi eru mikilvaeg til ad skilja byggingu og eiginleika proéteina, hvort sem um
reedir vetnistengi innan annars-, pridja- eda fjordastigs byggingu. Pau eru mikilveg
hvad vardar svipmétun og metti hugsa proétein sem net milliverkana. Hafa verid sett
upp forrit sem syna 61l pau vetnistengi sem ensimid myndar til ad skilja pau betur,
m.t.t. byggingarlegs stodugleika og virkni peirra. Vetnistengi VAP voru skodud med
HB ploti (hydrogen bonding plot; http://dept.phy.bme.hu/virtuadrug/ hbplot/bin/
infopage.php), og vetnistengi sem Arg336 myndar stadfest [119]. Ekki er 6liklegt a0
Ser79 og 87 séu tengdar vetnistengjaneti eins, par sem aminésyrurnar taka pa
hugsanlega patt 1 tengingu lykkju ur undireiningu A vid undireiningu B.
Hradafredimelingarnar syndu ad ahrifa stokkbreytinganna geeti i hvarfstod eins og
komid var ad hér ad ofan. En pad hefur sést ad breyting 4 einu svedi i proteini geti i
sumum tilfellum komid af stad byggingarlegri breytingu 4 60rum stad i byggingu
pess. Pannig veeri haegt ad hugsa sér ensim sem milliverkananet, par sem hreyfing eda
breyting 4 einum stad drifur af stad hreyfingu eda breytingu 4 60rum stad [120]. Slikt
hefur sést med lykkjusvaedi i ribontkleasa A. Par var ekki um ad reda eiginilegt
vetnistengjanet heldur stok vetnistengi innan ensimsins sem leiddu fra lykkjusvaoi ad
hvarfstod. Aminosyra ur hvarfstod ribonukleasa A (Thrl7) tengir His48 sem tengd er
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utan lykkjusvaedis. His48 tengir sidan B-flot sem er hluti af strendingi sem er sidan
hluti af hvarfst6d. Hreyfing i lykkjusvaedi ribontkleasa A leidir pvi beint i hvarfstod.
Vid breytingu 4 His48 1 Ala, minnkadi ensimid hvotunargetu um tifalt og hreyfanleiki
i hvarfstod minnkadi [121]. Pad er ekki dliklegt ad svipad sé¢ ad gerast i VAP og gefa
nidurstédur meaelinga 4 R336L, S79A og S7T9A/S87G astadu til ad aetla slikt.

Annad demi um mikilvaegi vetnistengjanets er i tilfelli transaldolasa Ur E. coli, par
sem vetnistengjanetid teygir sig yfir ad skilum milli undireininga og tekur patt i ad
halda undireiningunum saman. Vid stokkbreytingu ur Arg i Glu eda Ala missti
préteinid tengslin milli undireiningarnar, undireiningarnar urdu ad einlidum [122].

Mikilveg svadi ensima eru oft pau sveigjanlegustu og eru hreyfingar ensima
mikilvaegar fyrir virkni peirra [123]. Pessar hreyfingar hafa verid flokkadar i tver
mismunandi tegundir, annarsvegar proteinsvaeda (e. domain) hreyfingar par sem
klasar sem inniheldur annars stigs byggingu hreyfist um svokalladan hjorulid. Petta
eru sterri hreyfingar sem eru oft tilkomnar vegna bindingar hvarfefnis eda hindra.
Hins vegar eru hreyfingar 4 lykkjusvedum, en par eru oft Ohladnar og litlar
aminésyrur sem valda auknum hreyfanleika. Hreyfanleiki lykkjusvaeoda er mikilvaegur
pvi oftar en ekki taka lykkjurnar patt 4 einn eda annan hatt i hvotun, sem demi med
pvi ad mynda lok yfir hvarfst6d og loka fyrir vatnssameindir sem myndu vilja leita
inni hvarfstodina [124]. Pannig styrkjast hledsluhrif um leid og dielektriskur studull
leekkar vid a0 H,O fer burt. Virkni storu lykkjunnar i VAP er tiltolulega 1itid pekkt og
pvi var mjog ahugavert ad skoda ahrif hennar & heildarbyggingu og virkni VAP.
Nokkrar tilgatur voru settar fram i upphafi. Liklegast var a0 lykkjan taeki patt 1 ad
halda malmjon 1 hvarfstod, teki patt i tvenndarmyndun med pvi ad halda utan um adra
undireininguna eda hugsanlega mikilveeg vid ad vidhalda svipmdtada astandinu.

Til samanburdar ma nefna, ad TAP hefur litinn snertiflét milli undireininganna. Pad er
vegna litils korénusvadis og pad hefur ekki N-enda helix [58] eins og PLAP [44, 61] og
SAP [59]. Samsvarandi N-enda lykkja sem er i ECAP [62] tekur patt 1 tvenndarmyndun
spendyra AP. VAP hefur stort koronusvaedi en ekki N-enda svadid, en talid er ad
lykkjan sem um radir i pessu verkefni gegni hlutverki i tvenndarmyndun [46]. Pad er pvi
augljost ad lykkjan tekur patt i ad vidhalda tvenndarmynd VAP, en hvort hun s¢ pad
mikilveeg ad ensimid detti i sundur &n hennar pyrfti fleiri rannsokna til stadfestingar. Pad
er po liklegt ad koronusvaedid sé¢ pad stort i VAP ad tvenndarmynd haldist [46]. Pad sast
med A328-351 breytingunni. Nanast allri lykkjunni var eytt en p6 meeldist virkni, pratt
fyrir ad virknin hafi verid pad litil ad ekki var unnt ad gera hradafreedimaelingar 4 pvi.
Vardandi malmjonir pyrfti einnig frekari tilraunir til ad dkvarda hvort malmjon sé ad falla
ut, eins og med malmjonagreiningu (e. atomic absorption). Demi eru til um lykkjur sem
halda Mg”" jonum { hvarfstdd sem taka patt { hvarfi ensimsins [9, 125]. Pad er p6 nokkud
liklegt ad vetnistengjanet eins og rett var um hér ad ofan sé i VAP og a0 lykkjan tengist
pvi med vetnistengum, m.a. Arg336 i gegnum Ser79 og Ser87. Vetnistengjanet eru
mikilvaeg fyrir svipmétun og til ad vidhalda pvi astandi [119].

Adur hefur verid gerdar rannsoknir a yfirbordslykkjum i AP, m.a. i TNAP og PLAP,
par sem lykkjum var ymist baett vi0 eda teknar tr. Nidurstédur rannsdéknanna syndu
fram 4 ad 1 lykkjusvedum megi finna sérstodu AP pvi petta eru oft 4 tidum
breytilegustu svaedin [70]. Pad hefur verid stadfest med pessu verkefni ad staersta
yfirbordslykkja VAP gegnir mikilvagu hlutverki fyrir stodugleika og byggingu VAP,
en til ad skilja nakvamari hlutverk hennar parf 4 frekari rannsoknum ad halda.
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4.5 Hreyfifraedi sameinda (e. Molecular
dynamics)

Eitt helsta tol i fraedilegum rannsoknum i sameindaliffredi og lifefnafraedi er
molecular dynamics [66] e0a hreyfifredi sameinda. MD byggist &
tolvuatreinkningum 4 hreyfingum sameinda i dkvednu kerfi og geta gefid godar
upplysingar um byggingarlegar breytingar i proteinum og kjarnsyrum. bessar adferdir
eru ni almennt notadar til ad kanna byggingu, hreyfingar og varmafredi lifsameinda.

MD likén eru hugsud til ad brua bilid milli kenningar og tilrauna. Kenning er athugud
med MD og sidar stadfest med tilraunum [126].

Notast var vid slik likon til ad skilja betur hreyfinar VAP og hreyfanleg svaedi innan
pess. Notast vid TLS Motion Determination (TLSMD) og e/Némo (The Elastic
Network Model). TLSMD er notad til ad skoda hugsanlegan sveigjanleika i
kristalbyggingum stérsameinda, stadbundinn eda milli undireininga. Proteininu er
skipt nidur i minni svedi og hreyfanleiki metinn &4 peim stodum [127]. Hér ad nedan
(mynd 38) sést hvernig annarri undireiningu (undireining A) hefur verid skipt nidur i
minni svaedi og 4 mynd 39 er graf sem synir sveigjanleika eftir sveedum. Pau svadi
sem hafa harri toppa hafa meiri sveigjanleika.

Mynd 38. Einlida A (t.v.) og Einlida B (t.h.) eins og TLSMD forritid skiptir pvi upp til ad meta
sveigjanleika hvers svzdis fyrir sig. Myndin eins og hiun kemur eftir drvinnslu TLSMD.
Einlidounum var skipt upp i minni svaedi. Pad ma svo bera saman litinn sem sva0io er litad meo
vio mynd 39. Par er syndur hreyfanleiki 4 peim tiltekna stad. Gula lykkjan & einliou B og
fjolublaa lykkja einlidu A (stadsett i kéronusvaedinu) eru hreyfanlegustu svaedin ef mynd 39 er
skodud skv. TLSMD.
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Observed and TLS Calculated Mean B Factor Per Residue
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Residue

Mynd 39. Einlida A er 4 efra grafinu en einlida B er 4 pvi nedra. Toppar sem tikna sveigjanleika
4 dkveonum sveedum innan ensimsins. Sami litak6di er 4 toppunum og 4 mynd 38. A Y-is er
aminésyrurodin og 4 X-as er reiknadur b-faktor.

bessar myndir geta gefid0 goédar upplysingar um hvort lykkjan sé einn af
sveigjanlegustu portum ensimsins. Vid nanari skodun sést ad lykkjan er 4 hreyfanlegu
svaedi eins og vid var ad buast, en hreyfanlegustu svadin eru svaedid sem inniheldur
amindsyrur 374-432 a einlidu A en pad eru aminésyrur koronusvadis. Ef skodud er
mynd 10, pa sést ad 4 pessu svaedi er lykkja (innskot III), su lykkja er évenjustor i
VAP midad vid 6nnu kuldavirk AP.

Einnig eru fyrstu sex aminosyrurnar med peim hreyfanlegustu sem er N-endi
ensimsins (badi 1 einlidum A og B) og stendur 6studdur uti leysinn. Einnig sést ad
svae0id sem er 4 snertifeltinum milli undireiningarnar, aminosyrur 433-491 4 einlidu A
sem og svadid sem kemur rétt 4 undan stora lykkjusvaedinu (307-329) sem er einnig a
skilunum, hefur frekar stifa byggingu (lagir toppar). Hugsanlega er mikilvaegt ad hafa
sem minnstan sveigjanleika 4 peim svedum til ad stddga tvenndarastandid.

A einlidu B eru pad svadi 403-428 og svadi 201-227 sem eru hvad hreyfanlegust.
Amindsyrur 403-428 eru stadsettar i korénusvaedinu og aminosyrur 201-227 eru i
kjarna proteinsins. Amindsyrur 403-428 eru hluti af lykkju sem sést & mynd 10;
innsetningarlykkja IV (insert IV). Myndir 38 og 39 syna ad pad er ekki sama astand &
badum tvilidunum, p.e. hreyfingar einlidanna eru ekki i alveg i takt.
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Bygging VAP var einnig skodud med eINémo. Par eru reiknadar ut hreyfimyndir
utfra b-faktorum amino6syra sem fast vio kristallagreiningu [128, 129].

Mynd 40. Hreyfingar VAP med e/Némo forriti, prjar myndir af ensiminu & hreyfingu settar
saman. Undireining A er grzen og undireining B er bleik. Stéra lykkjan er grzena lykkjan sem
heldur utan um bleiku undireininguna. Hreyfingin sést betur fyrir undireiningu B (bleiku) t.d.
lykkja i kérénusvaedinu.

Ef mynd 40 er skodud gaumgefilega sést a0 hreyfing er &4 koronusvaedinu og
kjarnasveaedis sem er lengst til haegri 8 myndunum. Svedid ferist til koronusvedis og
fra, koronusvadio ferir sig einnig til og fra. Petta eru svadin sem reyndust vera med
peim hreyfanlegustu fyrir einlidu B med TLSMD.

Stéra yfirbordslykkjan virdist hreyfast eftir hreyfingum undireiningarinnar sem hin
situr 4. DPetta stadfestir pad sem siast med TLSMD, ad koéronusvedid sé¢ med
hreyfanlegustu portum ensimsins og svaedid milli undireiningarnar sé litid ad hreyfast.

Stora lykkjan sem um radir situr ad 6llum likindum yfir hinni undireiningunni og er
ad veita vetnistengjum inn 4 svadid, og hreyfir sig i takt vid hvarfst6d hinnar
undireiningarinnar.

4.6 Framhald verkefnis

Framhald verkefnis veeri ad ljika mealingum sem fylla uppi gogn til ad birta i
alpjodlegu ritryndu timariti. Sem demi veri radlagt a0 meaela atomgleypni til ad
akvarda malmjonir sem tengdar eru vid stokkbrigdin, pvi pad gaeti gefid hugmynd um
pad hvort malmjonir séu frekar ad detta Ut i stokkbreytingunum midad vid villigerd.
Med 0O0rum ordum hvort ad Ilykkjusvaedid sé mikilvaegt fyrir malmbindingu
ensimsims. Einnig vari dhugavert ad mela flurljomun til pess ad kanna hreyfanleika
utfra adgengi flurljdomunardempandi efna.

Melingar med differential scanning calorimetry (DSC) veri einnig ahugavert ad
skoda, en pad er neem og god adferd til ad mela T,,, og AG [105]. Nylega hefur slikt
teeki komid 4 Raunvisindastofnun Haskoéla Islands. Titrunarkaloriumaelingar (iTC)
myndu gagnast vid ad mela malmjona tengsl.

{ lok inngangs voru nefndar nokkrar adferdir sem notadar eru til ad mala hreyfanleika
sameinda. En taeknin til a0 mala EPR er 61l til stadar & Raunvisindastofnun Haskola
fslands. Pad metti setja spunamerki 4 lykkjuna og pau svadi sem hun er ad tengjast
innd hina undireininguna og athuga hvort hreyfingarnar 4 peim svaedum séu svipadar.
Ef svo er pa er lykkjan ad hreyfast i takt vio hvarfstodina sem hun liggur a.
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Einnig veri dhugavert ad skoda hvort lykkjan sé a0 raska tvenndarastandi VAP. Haegt
veeri ad nyta sér A328-351 sem var ekki nagilega virkt til ad haegt veri ad mala pad
en pad tjadist p6. Pbad vari gott ad keyra pad 1 gegnum hlaupsiun (e. gel filtration) til
ad meta tvilidu/einlidu astand pess. Dynamic light scattering og iTC kaloriumalingar
hafa einnig verid notadar til ad meta slikt.

Eins og fram hefur komid eru Ser79 og Ser87 & lykkju sem tengir helix sem hin
kjarnsaekna Ser65 er tengd 4. Pad yrdi ahugavert ad skoda betur pessa lykkju og ahrif
hennar 4 stodugleika og virkni VAP. Pad matti gera meo fleiri stokkbreytingum &
svaedinu med pvi t.d. ad setja inn sterri og stifari aminosyrur og mala ahrif pess. bad
veeri ahugavert ad skoda ahrif S87G 4 stodgleika VAP. Einnig meetti setja spunamerki
a lykkjuna og gera EPR mealingu af pessu svadi.

Naudsynlegt verdur ad breyta aspartik syrunni aftur i glatamik syru og athuga med
melingum hvort breytingin hafi haft ahrif 4 stodugleika eda virkni préteins. b.e. pad
byrfti ad gera samanburdar rannsokn & breyttu villigerdinni og villigerd sem inniheldur
ekki breytinguna til ad kanna hvort breytingin hafi ahrif 4 byggingu ensimsins eda virkni.

Finnig metti kanna ahrif pess ad setja inn brennisteinsbri & snertiflotinn milli
undireiningarnar og kanna med peim hetti hvort ensimid syni meiri stodugleika, p.e.
hvort 6stodugleika stokkbrigdanna megi rekja til pess ad einingarnar séu ad detta i
sundur.

Nu hefur grunnurinn verid lagdur ad pvi ad sja hvar veikir punktar eru 4 svadinu
kringum storu lykkjuna neest yrdi ad dkvarda endanleg hlutverk hennar med
fjolbreyttari maelingu.

63






5 VIDAUKAR

5.1 Lausnir og aeti:
SOB (1L)

- 2% w/v Bacto tryptone (20 g)

- 0,5% w/v Bacto yeast extract (5 g)
- 8,56 mM NacCl (0,5 g)

- 2,5 mM KCI1 (0,186g)

- 10 mM MgCI2 (0.952)

- pH7,0

SOC

Beta sterilu 1 M glukdsa i 100 mL af SOB.

Skola sprautuna med etanoli, og sterilfiltera glikosalausnina.

HTB (1L)

- 10 mM HEPES

- 15 mM CaCl,-2H,0

- 250 mM KCI

-pH 6,5

- Sterilisera med 45 pL filter
- Geyma vid 4°C

LB =ti (41)

40 g Bacto Tryptone.
20 g Yeast extract.
40 g NaCl.
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Vibrio buffer

20 mM Tris.
10 mM MgCl,.
pH 8,0 med HCL

SDS-rafdrattur

-Lausn A: 1,5 M Tris/HCI (181,8 g/L), pH 8.9.

-Lausn B: 0,5 M Tris/HCI (60,6 g/L), 10 ml/L TEMED, pH 6,8.

-Lausn C: 30% akrylamid (30 g/100 mL), 2,6% bis akrylamid (0,8 g/100 mL).
Siad gegnum Whatman 1 pappir.

-Lausn Pn: 1% ammonium persulfat (0,1 g/10 mL).

-Lausn Pe: 10% ammonium persulfat (1 g/10 mL).

-Lausn S: 5x sterk synalausn: 60 mM Tris/HCI, pH 6,8; 5% (w/v) SDS; 10%
(w/v) stikrési; 10 mM 2-merkaptdetanol (5% v/v); 0,02% (w/v) bromofenyl
blatt.

-SDS buffer (Lausn F): 0,25 M Tris (30,3 g/L); 1,9 M glysin (142,6 g/L); 10
mM EDTA (0,58 g/L); 0,5% SDS (5 g/L), pH 8,75. Pynnist tr 400 mL 1 2 litra
af eimudum vatni.

-Coomassie Brilliant Blue R-250 litnarlausn (0,25% w/v i 45% metan6l/ 7%
ediksyru i vatnslausn). Stadalprotein (0,05 mg/mL i SDS synabuffer).
-Aflitunarlausn 30% MeOH

5.2 Radgreiningargogn

Hér ad nedan ma sja nidurstodur radgreininga eftir ad pau voru matud vid gagnabanka
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), p.e. borin saman vid pekktar DNA radir.
Einnig er pydd proteinrdd synd fyrir nedan nidurstdodur radgreiningar. Stokkbreytingin
(eda utfellingin) er merkt med bleikum ramma. I proteinrédunum eru litir notadir til
pess ad pekkja endasvaedid. Eins og fram hefur komid voru stokkbreytingarnar gerdar
i pPBAS40 sem hefur lengra tengisvadi milli StrepTag halans og proteins, eda niu
amindsyrur i stadin fyrir tveer i pBAS60. Petta svaedi er synt rautt, en tveggja
aminosyra tengisva0id sem tengir StrepTag halann er synt sem blatt, StrepTag halinn
dokk fjolublar og pad svaedi sem @tti ad tilheyra vektornum er graent.
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>gb |AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=

Score

1890

(1) A328-351

= 832 bits (450), Expect = 0.0

Identities

= 452/453 (99%), Gaps = 0/453 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct

97

1234
157

1294
217

1354
277

1414
337

1474
397

1534
457

1594
517

1654

TTTGGCGCATTCGACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATG
RN R R R R R R RN R R R R R R AR R
..TTTGGCGCATTCGACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATG
ATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATC
FEEEEEErr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATC
GTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGT
FEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAARAACGTATTAGCCAGT
AAGCCGAACCCATATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCT
FEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAGCCGAACCCATATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCT
ATCAACGATTTCGATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAA
FEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCAACGATTTCGATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAA
CAAGCAACAGGTCAAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAAC
FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAAGCAACAGGTCAAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAAC
GTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCA
FCEEEEEErr e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
GTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCA
GACCTGGGTGAGTACATTAAACAACAAGTAAAC 549
FEEEEEr e e e e el
GAACTGGGTGAGTACATTAAACAACAAGTAAAC 1686

156

1293
216

1353
276

1413
336

1473
396

1533
456

1593
516

1653

Basar6din eins og hun kom ur radgreininum er synd hér par sem of litil samliking
(m.v. basar6d VAP) var 4 svaedinu 4 undan utfellingunni:

GGAAAGGGGTGAATGAATGGGCAGAGATCGGACGACACGATCCGTGTTAGTGACCGCAGA
CARAACCAGGCTAAAAAAAGTTTCAGCTACTCTTCT//TTTGGCGCATTCGACATTCTTGAT
GGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGAT
AAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCT
ATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGACTGGCT
CAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTTTCTTC
CCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACATCGTT
TGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAG
AAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACATTAAACAA
CAAGTAAACCTGCAGGGGGACCATGGTCTCAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAA
TAATAAGCTTGACCTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTTGTCT
GCCGTTTACCGCTACTGCGTCACGGATCTCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG
GCGGGTGTGGTGGTTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC
TTCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCACCGTTCGCCGGCTTTCCCGTCAAGCTCTA
ATCGGGGGCCTCACCTTTAGGGTTCCGATTAATGCTTTCCTGCCACCTCGACACCCAAAA
AACTGGATAGGGGGGATGGTTCCCGTAGTCGGGCATC
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Proteinrdd (pBAS40 A328-351)

GKGNGQRSDDTIRVSDRRQNQAKKSFSYSS

/ (NDLPKPQKRSGEAFADRDYAPNFN) /F GAFDILDGLYNOQKOQSYYGISETF
LOTPEKLAEIVNEKNSEFPITAEQAKNVLASEKPNPYRL
SAEEVPAINDFDAFFPYNDRGNLILAREQATGQNTIVWG
TPVNVFAWGPAEKILPVSKIHHSD I((E) LGEYIKOQQVNTL
SAWSHPQFEKAPVEKKAHIVRHFFLSAVYRYC TDLHA
S AAG VVYAQRDRYTCOQRPSARFFREFLPFI RTVRRI
G TFRVPINATF PPRHPKNWIGGVPVVGH

(2) A337-341

>gb|AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=1890

Score

= 941

Identities =

bits (509), Expect 0.0
585/617 (94%), Gaps = 24/617 (3%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct

68

8

1070
61

1130
115

1190
164

1250
224

1310
284

1370
344

1430
404

1490
464

1550
524

1610
584

1670

CGGTGTATGAGTGGGC-GGAGATCGGGGAGA-A-GA-AATGATTGTGACCGC-GA-CA-G
FEEEEEEErr e FEEEEE Tt FEEEEEErrrrrr re il
CGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACG
~AACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAA- -~~~
FEEEEETEE e e e e e e et e e e e e e e e e e e
AAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTT
-=-GC---G---T--CCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACA
I [ R R R R R R R R AR R RN
CTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACA
TTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGA
FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGA
AGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTG
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTG
AGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATC
FEEEEEEEE et et e e e e e e e e e e e e et e e e e e
AGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATC
GACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATG
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATG
CTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAA
FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAA
ACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCC
FEEEEEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
ACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCC
CTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACA
FEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e et rrr e
CTGCCGAGAAGATATTGCCAGT TTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTACA
TTAAACAACAAGTAAAC 600
FEEEEETEEEEr
TTAAACAACAAGTARAC 1686
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1129
114

1189
163

1249
223

1309
283

1369
343

1429
403

1489
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1549
523

1609
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Proteinrod (pBAS A337-341

N

RRSGRRNDCDRDRTGSFGFSYSSNDLPEKEPRQEK
NFNFGAFDIILDGTLY QOKQSYYGISEVFOQEKTLTDEK
NKNSEFPITAEQAKNVLASKPNPYRLAQHIKY
DA FFPYNDRGNLLAREQATGQNIVWGTGTHT
EKILPVSKIHHSDLGEYIKQQVNLOGDHGTLS

VKKWRTLCDIFFCLPFTATA RISTRP A A H A
ORDATLASALAPAPEFAFTEFTP F R P R R L P

(3) R336L

>gb |AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=1890
= 1053 bits (570), Expect = 0.0

Score

Identities

= 604/620 (97%), Gaps = 4/620 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

4

1067
61

1127
120

1187
180

1247
240

1307
300

1367
360

1427
420

1487
480

1547
540

1607
600

1667

ARAGGGGGTATG-ATGGGC-AAAGATCGGGAGGA-AGGATTGTGTTTGTGACCGCAGACC
N N R Ry
ARACGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACC
A-GAACCAGGCTCATTAGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC
e EEEN
ACGAAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC
TTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG
FEEEEEr e e e e e e e e et e e e e e e e e e e
GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG
ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC
FEEEEEErr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC
AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA
FEEEEEE et e e e e e e et e e e e e e e e e e e
AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA
GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT
FEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT
ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG
FEEEErrrr e et e e e e e e e e e e e e e e e
ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG
ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC
AARAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG
FEEEEEE et et e e e e et r e e e e e e e e e e
AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG
GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGT
FEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGT
ACATTAAACAACAAGTAAAC 619
FETEEEEEr e
ACATTAAACAACAAGTAAAC 1686

R/ (SGEAFA) /

S L
L S
HT
AW

R

60

1126
119

1186
179

1246
239

1306
299

1366
359

1426
419

1486
479

1546
539

1606
599

1666
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Proteinr6d (pBAS40 R336L)

IGRKDCVCDRRPEPGSLGFSYSSNDLZPZKPQOQK
PNFNFGAFDILDGLYNQKQSYYGISETFOQKTLTD
VNKNSEFPITAEQAKNVLASEKPNPYRLAQHTIK
FDAFFPYNDRGNLLAREQATGQNTIVWGTOGTH
AEKILPVSKHHSDLGEYIKQQVNLOQOQGDHGTLS
KKAHTI RHFFCLPFTATASRISRALRRIIZ KT RGEG
S TATFASAYRPLLSLSSLPEFFARSTPIL
(4) Y346F

>gb |AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=1890
= 1029 bits (557), Expect = 0.0

Score

Identities

= 600/620 (96%), Gaps = 5/620 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

70

3

1067
60

1127
118

1187
178

1247
238

1307
298

1367
358

1427
418

1487
478

1547
538

1607
598

1667

ARACGGTGTATGAGTGGGC-AAAGATCGGGAAGA-AGGATCCTGGTTGTGACCGCAGA-C
R R e e RN
AAACGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACC
AC--ACCCGGCTAGAAAAGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC
e FEEEEEEEE e e e e e et e e e e e
ACGAAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC
GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTTTGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG
FEEEEErrrr e et e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG
ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC
FEEEEEEE et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTIC
AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA
FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA
GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT
FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e
GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT
ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG
ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC
FEEEEEEE et e e r e e e e et e e e e e e e e e e e
ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC
ARAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG
FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTITGCTTGGG
GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGT
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGT
ACATTAAACAACAAGTAAAC 617

FEEEEEEEEE et

ACATTAAACAACAAGTAAAC 1686
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Query
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Query
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Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
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894
63

953
120

1013
180

1073
240

1133
300

1193
360

1253
420

1313
480

1373
540

1433
600

1493
660

1553
720

1613
780

1673

Proteinrod (pBAS40 Y346F)

RSGRRILVVTA
APNFNFGAFDTI
IVNKNSEFPTIT
DFDAFFPYNDR
PAEKILPVSKTI
PVKKAHTIVRHTF
PATTIRA?
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YSSNDLPEKTPQK
QSYYGISETFQEK
ASKPNPYRLAQ
ATGQNIVWGTG
IKQQVNLOQGDH
LRHGFSTRE A
PRFAG

CGAACGAACTCAGCCAAGCCTGAAAGAAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCA

CGAACGAACTCAGCCAAGCCTGAAAG-AGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCA

AAGATGAAGAT-GC-TTTT-CTAATGGTCGAAGGTGCCCAAATCGACTGGGCGGGACACA

AAGATGAAGATGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACA
GTAACGATGCAGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGT TTGATGAAGCGATCCAAACGG
FEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

GTAACGATGCAGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGG
TGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAA
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

TGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAA
CAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAARACCACAGAAGCGTTCTG
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

CAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTG
GCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACT TTAACTTTGGCGCATACGACATTC
FEEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e rrr e
GCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACATTC
TTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGT
FEEEEEE et e et e e e e et e e e e e e e e e e e

TTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGT
TGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGT
FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

TGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAARAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGT
TCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAARAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGAC
FEEEEErrr et e e e e e e et e e e e e e e e e e

TCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGAC
TGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTT
FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e

TGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTT
TCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACA
FEEEEEE et e e e e et e e e e e e e e e e

TCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACA
TCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTG
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

TCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTG
CCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAARATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACATTA
FEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e et e e
CCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTACATTA

AACAACAAGTAAAC 793

FEEEEErrErrrrd
AACAACAAGTARAC 1686
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>gb |AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=1890
= 1421 bits (769), Expect = 0.0

Score

Identities

= 786/793 (99%), Gaps = 5/793 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

72

99

119
159

179
219

239
279

299
339

359
398

418
458

478
518

538
578

598
638

658
698

718
758

778
817

ACTTCATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTT
FEEE P e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
ACTTTATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTT
CAGCAGAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTG
FEEEEEEE e e et r e e e e e e e e e e e e e e e
CAGCAGAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTG
GCTTATTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGG
FEEEEEEE e e e et r e e e e et e e e e e e e e e e e
GCTTATTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGG
CCATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACG
FEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e
CCATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACG
CAATCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGC-GCT
R R R R R R R R R AR R R R R R R
CAATCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAG-T
TCAGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCa
FEEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e
TCAGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCA
aaaaaaGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCT
FEEEEEEEr e et e et r e e e e e et e e e e e e e e e e
ARAAAAGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCT
GCTTCTTTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATG
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTTCTTTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATG
TTAGCAACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCG
FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTAGCAACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCG
ACCAACGACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGATGATGTTTAC
FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e
ACCAACGACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTAC
CTCAAATCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTAC
FEEEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTCAAATCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAARAGACGGCTAC
CAACTGGCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTA-GGGCGATAAACTACTTGGGCCT
FEEEEEErr et et r e e e e e et e e e e et
CAACTGGCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGG-CCT
ATTCGCTTACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTAACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCG
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FErrrrrrrrrrrrrrrrrr et r et rr e et trrr e e e
ATTCGCTTACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTA-CAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCG
AACGAACTCAGCC 889

FEEEEErrrrn

AACGAACTCAGCC 908

Proteinrdd (pBAS40 S7T9A)

NEFEKIGNFVLEGDIOQGDRGPDEFEKPIVTAV
IKNVILIGDGGPQOQVGLLETYANOQAPNSTIY
GVIGSSLTHPEDAIVVDSACSATLATGTIYS
VETVLEKAKKAGKATGLVSDTRLTHATZPAS
IASDLATGADVLSGGLRHWIPEKSTNDIE KGET
LKSKREKDDRNLLTEAEKDGYOQLAFNRNTLTDTD
GDDGIAQQQEZKEWRTNSARQ
(7) S7T9A, seinni hluti
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>gb|AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds

Length
Score

Ident

=1890

= 883 bits (478), Expect = 0.0

ities

= 492/498 (98%), Gaps = 3/498 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

4

1189
61

1249
121

1309
181

1369
241

1429
301

1489
361

1549
421

1609
481

1669

TCTGGCG-AGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCA--AAACTTTAACTTTGGCGCATTCGAC
FEEEEEE T rr e e e e e FEEEEEEEErrr el
TCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGAC
ATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAG
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAG
AAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGT
FEEEEEE ettt e e et e e e e e e e e e e e e e
AAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGT
GAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATAT
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGARAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATAT
CGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGAT
FEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e
CGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGAT
GCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGTTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAA
FEEEErrrr et rr e e e e e e e e e e e e e e
GCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAA
AACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGC
FEEEEEEEr et et r e e et e e e e e e e e e e e
AACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGC
CCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTAC
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e et e e
CCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTAC
ATTAAACAACAAGTARAC 498

FEEEEEErr e

ATTAAACAACAAGTAAAC 1686
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Proteinrdd (pBAS S79A)

PIVTQNFNFGAFDILDGLYNOQEKQSYYGTISE
LAEIVNKNSEFPITAEQAKNVLASEKPNPYR
AINDFDAFFPYNDRGNLFAREQATGOQNTIVW
AWGPAEKILPVSKIHHSDLGEYIEKQQVNTLDQOQ
E K Stop Stop A Stop P V K Stop K Met AHI VRHFFCLP
AAHStopARRVWWLRARAGS Stop PATLASALAPATP
FPSSSKSGAPFRVPIGStopCFTALDTPE KT Stop I

Z
r

G

(8) S87G/ST9A

o @ o™

P NE|

>gb |AF352014.2| Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds
Length=1890

Score

Identities

1576 bits (853), Expect = 0.0

= 884/897 (98%), Gaps = 10/897 (1%)

Strand=Plus/Plus

Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

74

13

305
71

365
130

424
190

484
250

544
310

604
370

664
430

724
490

784
550

844
610

904
670

ATC-ACTTGCCC-AGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATCG
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FEerrrrrerr reerrrrrr et r e e e e e e

ATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATCG
TAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGC-GCTTCAGAA
FErrrrrrerrrrrrer et e e e e e e e e e rrirrd
TAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAG-TTCAGAA
GTGATCGGTATCGATGGCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCaaaaaaa
Frrrerrrrrrerrr et e et e e e e e e e e e e e
GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAAAAAA
GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT
Frrrrrrrrrrrr et e
GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT
TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA
FEEEEEEEEE ettt e et e e e e e e e el
TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA
ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC
FEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC
GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA
FEEEErErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA
TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG
FErrrrrrrrrrr et e
TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG
GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT
FEEEEEEEEE ettt e e e e e e e el
GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT
TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT
FEEEErrrrr et e e e e e e e e e e e e e
TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT
CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGA
FEErrrrrrrrerrrrrrerr e e et ter e e e e e e
CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAA-GCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGA
TGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGC
FErrrrrrrrrrr et e
TGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGC
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423
189
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249

543
309

603
369

663
429

723
489

783
549

843
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903
669

962
729
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Query 730  AGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATG 789
FEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1023 AGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATG 1082

Query 790  GGCAAAGGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTT 849
FCEEEEE Prrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1083 GGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTT 1142

Query 850  CGGTTTCAGCTACTCTTTCTAACGACCTACCAAA-CCACCAGAAGGCGTTCTTGGCG 905
FEEEEErrr e e e e e e vt e

Sbjct 1143 CGGTTTCAGCTACTCTT-CTAACGACCTACCAAAACCAC-AGAAG-CGTTCT-GGCG 1195

Proteinrod (pBAS40 S87G/S79A)

ITCPEGVIGSSLTHPEDAIVVDSACSATLATGIYSASEVIGID
GOGNHVETVLEEKAQAKRPAFPTHALTRPLLLSPLTNLTVLRTIK
LEHLTCQRALCSLEDCVIGFLNRPTTEKVEKPISNILRNILEKVETSNQ
SVKTTVTCLKQREKTATNWRLIATCTTLRAINYLAYSLTRAWAS
LTATRKRVANELSQAKRHKEKALNTILSKDEDGFFLVEGGOQTIDTWA
GHSNDAGTLHELLEKFDEAIQTVYEWAKDREDTIVIVTADHETS®G
SFGFSYSFRPTEKPPEGVTL

5.3 Annao sem ekki gekk upp

5.3.1 Ala340Arg

Ala340 er stadsett 4 enda lykjunnar i hinum svokallada helix. Med pvi a0 breyta
henni i Arg hefdi matt bata vid vetnistengjum fra lykkju ad kjarna proéteins og
vantalega stifa lykkjuna af. Ef lykkjan er & hreyfingu og st hreyfing er mikilveg fyrir
hvétunargetu, hefdi verid hegt ad kanna pad med pessari stokkbreytingu. Myndir 41 a
og b syna svedid kringum Ala340 og hvernig pad yrdi hugsanlega med Arg340.

>

.}/;f%"

y

v

L o o 1 el

Mynd 41

a. Ala340, aminésyran er dokkbleik en lykkjan sem um rzdir er fljélubla. Vetnistengi eru
graen. Ala340 myndar engin vetnistengi vid kjarna proteinsins.

b. Arg340 og pau vetnistengi sem hiin myndar. Arg var komid i stad Ala og myndar fjolmorg
vetnistengi vio kjarna préteinsins (en ekkert innan lykkjunnar). Lykkjan er fjélubla, Arg340
dokkbleikt og vetnistengin eru graen.
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bad tokst ad koma breytingunni fyrir i pBAS60 (ST?), en ekki tokst ad innlima
stokkbreytinguna inn i pBAS40 (ST’). Allar adrar stokkbreytingarnar, sem og
villigerdin, voru gerdar i pBAS40.

5.3.2 A417-424

Onnur lykkja er stadsett i koronu hluta ensimsins (e. crown domain) [46], og liggur
ekki langt fra hvarfstodinni. Pad hefdi verid ahugavert ad kanna ahrif pessarar lykkju
med pvi ad taka hana Ut, eins og gert var vid sterri lykkjuna (A328-351 og A337-341).
Ekki tokst ad eyda pessum amindsyrum ut, hvorki i pPBAS60 né pBAS40.

Mynd 42. Yfirbordslykkjan A417-424. Lykkjan er appelsinugul og er i kérénusvaedi VAP. Mg**
jonin er gul og Zn*" jénir gular.

5.3.3 Flarljomunarmeelingar

Farid var i flarljdmunarmaelingar (6rvun Trp), en ekki fengust negilega goo rof til ad
hagt veri ad utbuia Ur peim afmyndunarferla og birta. Afmyndunarferlar taka mid af
styrkleika afmyndara og hlutfalls sem afmyndad er, eda fyrir flurljomun er pad styrkur
flarljémunar. Styrkleiki synanna var aukinn en pad virtist ekki duga til. Ekki gafst
timi til ad finna bestu skilyrdi til flarljdmunarmaelinga.

Synin voru afmyndud med mismunandi styrkjum urea (CH4N,O) Gr somu 9 M
stofnlausninni og geymd vid 15°C 1 fjorar klukkustundir adur en ad mela.
Orvunarbylgjulengd var 290 nm og réfin skonnud fra 310-400 nm. Mzlingar voru
framkvaemdar i 25 mM MOPS, 1 mM MgSO,4, pH 8,0. Flarljomunarmalingar geta
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gefid goda visbendingu um afmyndun proteinsins og hversu vidkvem stokkbrigdin
eru samanborid vio villigerd gagnvart afmyndara eins og urea.

5.4 Ahrif NaCl 4 st6dugleika VAP

Myndir 42 og 43 syna pad sama og synt var & myndum i kafla 3.8. Hér hefur
styrkjunum verid skipt upp i fleiri styrki en ekki styrkbil eins og i kafla 3.8.

120 -
100 -
80 -
=
=
5 60 - Y346F
<
40 - mR336L
mwt
20 -
0 T T T T T T T
200 100 50 25 10 1 0

Styrkur Mg2* (mM)

Mynd 43. Virknifall eftir 300 + 20 min vio 4°C 4 villigerd og tveimur stokkbrigdum (R336L og
Y346F), i mismunandi styrkjum MgCl,. Hvarfid framkvemt i 5,0 mM p-nitrofenyl fosfati (p-
NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM MgCl, vio pH 9,8 og 25°C.

120 +

100 -
80 - |
|
60 - Y346F
10 m R336L
mwt
20
0 = T T T T T T
200 100 50 25 10 1 0

Styrkur Mg2* (mM)

% virkni

Mynd 44. Virknifall eftir 300 + 20 min 4 villigerd og tveimur stokkbrigdum (R336L og Y346F), i
mismunandi styrkjum MgCl, vid 4°C. Klériostyrkur var jafnadur med NaCl. Hvarfio
framkvaemt i 5,0 mM p-nitrofenyl fosfati (p-NPP) i 1,0 M diethanolaminlausn med 1,0 mM
MgCl, vié pH 9,8 og 25°C.
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5.5 Arrheniusargrof og virkjunarorka

Arrheniusargrof voru sett upp til ad reikna Ut Tsge, gildi sem fjallad var um i kafla 3.6.
Hér ad nedan ma sja slik grof fyrir 611 stokkbrigdin og villigerd. Grofin eru settir fram
i tveimur myndum til pess ad hagt sé¢ ad lesa betur ur peim.
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&
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Mynd 45. Arrheniusargraf villigerdar, R336L og Y346F.
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Mynd 46. Arrheniusargraf villigerdar, F355Y, S79A og S7T9A/S87G.
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Ut fra Arrheniusargrofum ma reikna Gt virkjunarorku (Ea) par sem hallatala
Arrhenfusargrafs er -Ea/R; R er gasfastinn. Ea breytist ekki med hitastigi, en reikna ma
ut AH ut fré virkjunarorkunni (AH=Ea-RT). AH er hitastigshad og er hér reiknad med ad
hvorfin gerist vid 25°C. Ea og AH gildi fyrir villigerd og stokkbrigdi sjast 1 toflu 11.

Tafla 11. Reiknud virkjunarorka (Ea) ttfra Arrheniusargrofum. AH var sidan reiknad utfra Ea

samkvemt AH=Ea-RT par sem R er gasfastinn og T er hitastig i kelvin (AH gildin eru vio
298K).

Ea (KJ/mol) AH (KJ/mél) Stadalfravik
Wt 127,0 124.6 44,5
Y346F 201,7 1993 103,0
R336L 140,0 1376 76,5
F355Y 79,3 76,8 35,8
S79A 154,6 152,1 69,5
S79A/S87G 97,1 94,6 21,9
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