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Útdráttur 
Lífverur finnast á mjög harðbýlum svæðum jarðar, svo sem við mjög há eða lág 
hitastig, háa seltu sjávar, eða öfgafull sýrustig.   Mörg prótein þurfa að aðlagast 
slíkum aðstæðum með breytingum í innri gerð.  Samanburður á því sem breyst hefur í 
amínósýruröð með skyldum próteinum gefur upplýsingar um þætti sem ráða mestu um 
virkni þeirra.  Kuldakær ensím hafa oftast meiri sveigjanleika innan heildarbyggingar 
sinnar miðað við hitaþolin ensím, sem kemur í veg fyrir að nauðsynlegar hreyfingar 
frjósi.  Nokkrir þættir stuðla að auknum sveigjanleika þeirra. Sem dæmi hafa 
kuldaaðlöguð ensím gjarnan færri vetnistengi, færri saltbrýr, og fleiri 
yfirborðshleðslur.  Kuldakær ensím hafa einnig oft stærri yfirborðslykkjur samanborið 
við samsvarandi ensím úr miðlungs- og hitakærum lífverum. 

Í þessu verkefni var sjónum beint að hlutverki yfirborðslykkju við mótun séreiginleika 
sem fundist hafa í alkalískum fosfatasa úr Vibrio sjávarörveru.  Gerðar voru 
staðbundnar breytingar í amínósýruröð lykkjunnar til að skoða betur áhrif hennar á 
stöðugleika og virkni ensímsins.  Fimm punktbreytingar voru framkvæmdar ásamt  
einni lykkjustyttingu.  Við þessar stökkbreytingar voru vetnistengi sem lykkjan 
myndar við kjarna næstu undireiningu ýmist rofin eða vetnistengjum bætt við 
(F335Y).  Tvö stökkbrigði (F355Y og Y346F) sýndu svipaða virkni og stöðugleika 
samanborið við villigerð.  Hin stökkbrigðin þrjú (R336L, S79A og S79A/S87G) ásamt 
lykkjuúrfellingunni (Δ337-341;Ser-Gly-Glu-Ala-Phe) reyndust óstöðugari.  Rofin 
vetnistengi af völdum stökkbreytinganna eru líkleg ástæða fyrir hækkun í  kcat, 
lækkaðs T50% gildis og lækkunnar bræðslumarks (Tm).  Allt að 6-7°C lækkun í Tm 
mældist fyrir stökkbrigðin samanborið við villigerð.  Lykkjan og vetnistengin sem hún 
myndar við næstu undireiningu eru því greinilega mikilvæg fyrir stöðugleika og virkni 
ensímsins.  Kvikar hreyfingar ensímsins voru einnig kannaðar með tölvureikningum.   



 

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 (Δ337-341;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 T50%, and lower melting point (Tm).  The new 
variants were found to have 6-7°C lower Tm 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. 
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1 Inngangur 

1.1  Kuldaaðlögun ensíma 

Líf finnst við ýmsar öfgafullar aðstæður.  Bakteríur og aðrar lífverur hafa mikla 
aðlögunarhæfni gagnvart áhrifum ýmissa umhverfisþátta, lifa sem dæmi við háa seltu 
sjávar, við pH gildi milli 1 og 11, undir háum þrýstingi sem og við mjög há og lág 
hitastig.  Forsenda aðlögunar er að ensím lífveranna starfi við þessar öfgafullu 
umhverfisaðstæður [1, 2].  

Kuldakærar bakteríur lifa á köldustu svæðum jarðar.  Ensím þeirra hafa þróað með sér 
ákveðna eiginleika til þess að hámarka virkni sína við slíkar aðstæður. 

Í þessari samantekt er megináhersla lögð á ensím úr kuldakærri bakteríu og eiginleika 
þess.  Ensím úr kuldakærum bakteríum hafa fengið mikla athygli vegna mikilvægi þeirra 
sem iðnaðarensím, þar sem þau hafa sérlega háa sérvirkni og lágan stöðugleika við hærri 
hitastig.  Þau hafa verið notuð í þvottaefni, textíliðnaði, matariðnaði o.fl. [3, 4]. 

1.1.1 Varmafræðilegar forsendur kuldaaðlögunar 

Varmafræði próteinstöðugleika er gjarnan lýst með tveggja ástanda líkani. Undir 
venjulegum kringumstæðum ríkir jafnvægi milli ástandanna: 

Svipmótað (N)  Afmyndað (D) 

Helstu kraftar sem stöðga svipmótaða ástandið eru vatnsfælnir kraftar og vetnistengi 
innan próteins, en aukin óreiða í byggingu hvetur ástandið yfir í afmyndað form.  
Jafnvægi þessarra krafta má lýsa sem byggingarlegum stöðugleika próteins og er 
varmafræðilega skilgreint sem fríorkubreyting, G, fyrir ástandsbreytinguna.  Umritaða 
Gibbs-Helmholtz jöfnuna má nota til að reikna út hinar ýmsu varmafræðilegu stærðir, 
sem eru notaðar til að skilgreina stöðugleika próteina (jafna 1).  

(Jafna 1) 

G(T) táknar fríorkuna við hitastig T, Hm er breytingin í enthalpíu sem á sér stað við 
bræðslumark próteins (Tm).  Við það hitastig ríkir jafnvægi milli afmyndaða og 
svipmótaða ástandsins.  Cp er varmarýmd sem breytist við afmyndun próteins.  Mynd 
1 lýsir þessum stærðum og sambandi þeirra. 
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Mynd 1. Stöðugleikaferill sem lýsir vel hinum ýmsum varmafræðilegum stærðum, sem fást með 
því að teikna G upp sem fall af hitastigi. G er orkan (kcal) sem losnar á hvert mól af efninu, og 
hitastigið er gefið upp í Kelvin (K). Stærðirnar eru betur útskýrðar í textanum [5]. 

Með jöfnu 1 má einnig reikna út stærðir sem sjást á mynd 1.  TS
  er það hitastig þar 

sem engin óreiðumunur er milli svipmótaða og afmyndaða formsins þ.e. S=0.  TH er 
það hitastig þar sem engin enthalpíubreyting á sér stað þ.e. H =0.  TH og TS má lesa 
úr stöðugleikaferlum en það er það hitastig þar sem línurnar sem dregnar eru í gegnum 
ferilinn skera X-ás (G=0).  Þær eru hluti af frekari útreikningum sem ekki verður 
farið í hér  [5].  

Með stöðugleikaferlum má ákvarða hitastig afmyndunar bæði vegna kulda og hita, en 
það er það hitastig þegar ferillinn sker x-ásinn hverju sinni (G=0).  Hægri 
skurðpunkturinn táknar bræðslumark próteinsins við hátt hitastig, Tm.  Óreiðan hefur 
minnkað vægi við lág hitastig þar sem vatn hefur mjög reglubundna byggingu, 
óhagstæð óreiðubreyting er því ekki eins mikil við flutning vatnsfælnu hópanna út í 
umhverfið þegar afmyndun á sér stað [5]. 

1.1.2 Sveigjanleiki vs. virkni  

Sveigjanleiki er einn af mikilvægustu eiginleikum próteina þar sem það tengist m.a. 
beint hvötun efnahvarfa.  Prótein úr hitakærum bakteríum ná þeim sveigjanleika sem 
til þarf eftir að ákveðnu háu hitastigi hefur verið náð.  Sömu sögu má segja um 
kuldaaðlöguð prótein sem ná þeim sveigjanleika sem til þarf eftir að rétta hitastiginu 
er náð.  Þetta er kallað “samsvarandi ástand” (e. “corresponding state”), þar sem 
sveigjanleikinn er svipaður við kjörhitastig próteins, hvort sem um ræðir prótein úr 
hitakærri eða kuldakærri lífveru. 
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Rannsóknir hafa sýnt mönnum að ekki sé aðeins um heildarsveigjanleika 
próteinbyggingarinnar að ræða heldur er sveigjanleiki á þeim svæðum sem taka þátt í 
bindingu hvarfefnis og hjálparþáttar hvað mikilvægastur þegar kemur að hvötunargetu [1, 
6].  

Eins og fram kom að ofan er sveigjanleiki mikilvægur í aðlögun próteina að sínu 
kjörhitastigi.  Með auknum sveigjanleika má segja að próteinið sé að auka afköst sín, 
að það sé að hámarka hvötunarhraða.  Á hinn bóginn má segja að aukin stífni auki 
stöðugleika próteina, sér í lagi gagnvart háum hitastigum.  Samband sveigjanleika og 
virkni eins og lýst er hér er ekki algilt en á þó oft við.  Mynd 2 sýnir samband 
stöðugleika (stífni) og virkni (sveigjanleika) próteina. 

Mynd 2. Samanburður á samsvarandi ensímum aðlöguð mismunandi hitastigum sem sýna tengsl 
milli hvötunarvirkni og hitastöðugleika.  “Náttúruleg” ensím eru á dekkri hluta myndarinnar, en 
bleiki hlutinn sýnir lágmarksstöðugleika og virkni sem þarf til þess að þau hafi einhverja 
líffræðilega virkni.  Ljósi hlutinn (efst, hægra megin) sýnir hámarks hitastöðugleika og virkni við 
lág hitastig, sem finnast ekki í náttúrunni [7]. 

Það má lesa úr mynd 2 að þau prótein sem aðlöguð eru að hærri hitastigum hafa meiri 
stífni (minni sveigjanleika) vegna aukinna víxlverkandi  innri hrifa, eru þ.a.l. stöðugri 
við kjörhitastig sín miðað við prótein kuldakærra lífvera.  Við hærri hitastig eru meiri 
líkur á afmyndun þar sem vatnssameindir mynda ekki eins reglulega byggingu miðað 
við lægri hitastig.  Líkur eru á því að vatnssameindir leiti inn í próteinið og afmyndi 
það.  Því er það mikilvægt fyrir hitaaðlöguð prótein að vera lítið sveigjanleg.  Á hinn 
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bóginn mynda vatnssameindir reglulega byggingu við lægri hitastig, og því er 
mikilvægt fyrir kuldavirk prótein að vera sveigjanleg til að halda starfsemi sinni 
gangandi  við þær umhverfisaðstæður [7].  

Ensím hafa þróað með sér mismunandi kerfi til að auka sveigjanleika og þar með auka 
hvötunarvirkni sína í kulda.  Nokkrir samverkandi byggingarlegir þættir taka þátt í 
auknum sveigjanleika kuldakærra ensíma sem drífur þau í átt að aukinni 
kuldaaðlögun.  Sem dæmi má nefna minna af vatnsfælnum og arómatískum 
amínósýrum [8], minni jónahrif og aðdráttarkraftar innan ensíms [9], fleiri hleðslur á 
yfirborðinu til að auka tengsl við umhverfið [10], færri arómatísk hrif og vetnistengi í 
yfirborðsholrúmum (e. surface cavity) [11], fleiri yfirborðslykkjur [12], færri prólín en 
aukning í glýsín [13], lægra Arg/Lys hlutfall og minni tengsl milli undieininga [3, 14-
17].  Allir þessir byggingarlegu þættir taka þátt í auknum sveigjanleika ensíma, sem 
þau hafa þróað með sér.   

Samanburður á kuldakæru trypsíni og elastasa, sem koma bæði úr sömu fjölskyldu 
serín próteasa hefur sýnt að ensímin hafa þróast í sitthvoru lagi í átt að auknum 
staðbundnum sveigjanleika og færri milliverkanir finnast milli hneppa (e. domain) 
[18].  Staðbundinn sveigjanleiki og færri prótein-prótein hrif eru algengir þættir í 
kuldaaðlögun ensíma.  Lægri virkjunarenþalpía og neikvæð óreiða virkjunar er algeng 
í hvörfum kuldaaðlagaðra ensíma, en það helst í hendur við meiri sveigjanleika [19]. 

Til þess að halda sem mestri hvötunarvirkni, er nauðsynlegt fyrir kuldaaðlöguðu 
ensímin að hafa sem mestan sveigjanleika og þá sér í lagi við hvarfstöðina, en auknum 
sveigjanleika fylgir aukið hitaóþol eins og mynd 2 sýnir.  Byggingarlegu þættirnir sem 
taldir voru upp hér að ofan taka þátt í auknum sveigjanleika myndbyggingar 
kuldakærra ensíma.  Hitaaðlöguð ensím hafa mun stífari myndbyggingu samanborið 
við þau kuldakæru [20].   

Grundvallaratriði þess að skilja virkni kuldavirkra próteina er að skilja eiginleika 
vatns, þar sem það er þeirra aðalumhverfi.  Eiginleikar vatns og tengsl þess við 
kuldavirk prótein eru ekki nægilega vel þekkt, en þess má geta að dielektrískur fasti 
vatns lækkar við lægri hitastig [1].  Lægri díelekrískur fasti þýðir minni skautun 
leysis, þ.a.l. meiri víxlverkun verður milli sameinda í leysinum við lægri hitastig [21]. 

1.2 Yfirborðslykkjur 

Lykkjur finnast oftast á yfirborði próteina.  Lykkjur  gegna margvíslegum hlutverkum 
í ensímum.  Þær eru annars stigs byggingarform sem eru með hreyfanlegustu svæðum 
ensíma [22].  Þær eru oft á tíðum tengdar virknisetum með því að mynda lok á þeim, 
sem og að auka hreyfanleika á þeim svæðum.  Í kuldavirkum próteinum virðast 
lykkjur vera lengri í samanburði við prótein úr miðlungs- og hitakærum lífverum [23].  
Þrátt fyrir að lykkjur séu minni í próteinum miðlungs- og hitakærra lífvera, rannsóknir 
hafa sýnt að þær geta verið grundvöllur hitastigsaðlögunar sumra hitakærra ensíma.  
Sem dæmi er svokölluð cys-lykkja forsenda hitastigsaðlögunar hjá hitakæra ensíminu 
CYP119 sem er úr fjölskyldu cytochrome P450.  Svæðið er stöðgað af sterkum 
óskautuðum hrifum (e. tight nonpolar interactions), sem lykkjan tekur þátt í að 
varðveita.  N-endinn er mjög óstöðugur í CYP119.  Vandamálið er leyst á þann veg að 
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N-endanum er komið fyrir undir lykkjunni og tekur þátt í óskautaðri milliverkun sem 
þar gætir.  Þegar þessi óskautuðu hrif spillast afmyndast próteinið.  Það er ennfremur 
talið að C-endinn taki þátt í þessum milliverkunum [24].  

Lykkjur innihalda oft hærra hlutfall amínósýrunnar glýsíns sem eykur sveigjanleika 
þeirra.  Á hinn bóginn innihalda lykkjur í hitaaðlöguðum próteinum oftar prólín þar 
sem hún stífir byggingu þeirra [23].  Yfirborðslykkjur eru oftar en ekki mikilvægar 
fyrir virkni og stöðugleika ensíma, t.a.m. er DNA polymerasi β háður yfirborðslykkju 
fyrir virkni og sértækni. DNA polymerasi β er viðgerðarprótein DNA [25].  Í öðrum 
tilfellum taka lykkjur þátt í verndun hvarfstöðvar með því að leggjast yfir 
hvarfstöðina.  Lykkjan ver þá hvarfstöðina gegn vatni og heldur hvarfefnum inní 
hvarfstöð á meðan hvötun á sér stað [26, 27].  Í tilfelli caspasa-7 virkar ein lykkjan 
(L2) af fjórum sem stoð í hvarfefnis bindigrópinni.  Lykkjan er lykillinn að 
hvötunargetu caspasans [27].  Í tilfelli hydrolasa úr Trypanosoma vivax, lokast tvær 
lykkjur (lykkja 1 og lykkja 2) yfir hvarfstöðina meðan á hvarfinu stendur.  Lykkjurnar 
tvær keppast við að opnast og lokast eftir því sem gerist hverju sinni, hvort sem um 
ræðir losun myndefnis og aukaafurðar hvarfsins, eða ef hvarfefnið þarf að breyta um 
form.  Hvarfefnið þarf að vera á anti formi til að hvarfið geti átt sér stað, ef það bindst 
sem syn þarf það að breyta um form fyrst, og þá þarf lokið á hvarfstöð að opnast 
aðeins til að leyfa því að gerast [28]. 

Rannsóknir á yfirborðslykkjum hafa ýmist verið framkvæmdar með úrfellingu eða 
innsetningu lykkjusvæða og niðurstöður þeirra bornar saman við villigerð og við 
önnur samsvarandi ensím.  Hitakæri WF146 próteasinn hefur fjórar lykkjur, en tvær 
þeirra virðast vera mjög mikilvægar fyrir stöðugleika þess gagnvart hita.  Önnur 
lykkjan er staðsett við  strending og myndar vetnistengi við hann.  Fjarlæging 
lykkjunnar olli meiri sveigjanleika í ensíminu og þ.a.l. minni stöðugleika.  Hin lykkjan 
hefur mikilvægt hlutverk við að tengja Ca2+ jón við ensímið.  Í því tilviki virðist 
amínósýrusamsetning lykkjunnar ráða mestu um gildi hennar fyrir stöðugleika 
próteasans [29].  Til eru önnur dæmi um að amínósýrusamsetning ráði að miklu leyti 
áhrifum lykkju á virkni próteins [27]. 

Thymidylate synthasar úr heilkjörnungum sýna mikla varðveislu á lykkjusvæðum sem 
er áhugavert í ljósi þess að sambærileg ensím úr dreifkjörnungum innihalda ekki nein 
lykkjusvæði.  Vegna mikillar varðveislu lykkjusvæða má telja að þau hafi miklvægt 
líffræðilegt og lífefnafræðilegt hlutverk.  Sýnt hefur verið fram á að lykkjur 
thymidylate synthasa gegna hlutverki í hvötun (lykkja 1) sem og að halda tvíliðum 
saman (lykkja 2) [30].  Við eyðingu lykkju datt tvíliðan í sundur.  Lykkjur halda ekki 
einungis einliðum saman heldur eru þær einnig mikilvægar við að halda annars stigs 
byggingum saman, auk þess að hreyfa og sveigja próteinin [30], sem er mikilvægur 
eiginleiki fyrir hvötun efnahvarfa [31].  

Yfirborðslykkjur eru ekki stöðgandi í öllum tilfellum.  Við úrfellingu á gene-3-próteini 
(G3P) kom í ljós að stökkbreytta próteinið var stöðugra.  Stökkbreytta próteinið hafði 
hraðari svipmótun og það þurfti minni orku til að komast í virkjað ástand.  Á enda 
lykkjunnar sem um ræðir í G3P er Pro sem þarf að komast í cis form áður en það 
svipmótast, en það er á trans formi þegar það er afmyndað.  Mikil orka fer því í þessa 
leiðréttingu á formi Pro.  Talið er að Pro sé á enda lykkjunnar til þess að auðvelda 
svipmótun og pörun milli andstæðra β-flata sem koma í og úr lykkjusvæðinu [32].  
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Yfirborðslykkjur eru móttækilegustu svæðin gagnvart breytingum og aðlögun miðað 
við aðrar annars stigs byggingar, og því er aðlögunarhæfni [30] og sérhæfni ensíma 
oft tengt þeim svæðum.  Sem dæmi má nefna tíu amínósýru röð í streptókínasa sem 
tekur þátt í bindingu plasmínogen forverans sem er síðan virkjaður af 
streptókínasanum.  Lykkjan er því sérhæfð til að þekkja þetta hvarfefni (plasmínogen) 
og halda í það [33].   

Í þessu verkefni er yfirborðslykkja alkalísks fosfatasa úr kuldakærri sjávarörveru 
skoðaður, og reynt er að skilja eiginleika hennar og áhrif hennar á stöðugleika ensímsins. 

1.3 Tengls milli undireininga 

Með tengslum milli undireininga er átt við hvort undireiningarnar einsleitra tvíliða (e. 
homodimer) hafa "samskipti" sín á milli og þá hvernig þær vinna saman.  Caspasi-9 
hefur m.a. verið rannsakaður varðandi slík tengsl milli undireininga [34, 35].  Við 
kristalsgreiningu þess kom í ljós að caspasi-9 er tvílíða, þar sem tvíliðun er þáttur í 
sjálfvirkjun ensímsins.  Hvarfstöð annarrar undireiningarinnar er virk en ekki 
hvarfstöð hinnar, og er talið að það sé vegna mismunandi stöðu hliðarkeðju 
amínósýrunnar Phe390 sem er á mótum undireininganna.  Þessi mismunur leiðir af sér 
byggingarlegar breytingar í annarri undireiningunni þ.e. Cys285 sem er hluti hvarfstöð 
er sett í rétta stellingu fyrir hvötun í annarri undireiningunni í einu [35].  Slíkt hefur 
einnig sést fyrir fjórliður [36].  

Gott dæmi um samskipti milli undireininga hefur sést hjá lysyl-tRNA synthetasa, LysU, 
úr E. coli.  LysU er einsleit tvíliða með stórt svæði milli undireininga og bindur 
amínoacyl  við tRNA og notar til þess ATP.  Binding ATP í seti 1 leiðir af sér lokun á því 
seti og kemur í veg fyrir sterka bindingu í seti 2.  Eftir myndun adenýlats og losun 
pýrofosfats (myndefni) í seti 1 verður opnun í seti 2 og ATP getur myndað sterkt tengi 
þar.  Byggingarleg breyting verður við losun pýrofosfats í einni undireiningunni, sem er 
tilkomin vegna spennulosunar.  Breytingin berst svo yfir á hina undireininguna og sú 
undireining verður hæf til sterkrar bindingu ATP.   Í grófum dráttum þá veldur losun 
pýrofosfats frá einni undireiningunni sterkri bindingu ATP við hina undireininguna [37].  
Slík samskipti milli undireininga og áhrifa þeirra í hvarfstöð þekkist í öðrum próteinum, 
þar sem binding hvarfefnis eða hindra í einni undireiningunni hefur áhrif á bindingu 
hvarfefnis eða hindra í hinni undireiningunni [38-40]. 

Slíku kerfi hefur verið lýst fyrir alkalíska fosfatasann (AP) [41, 42].   Kenning var sett 
fram um að AP ynni eftir svokölluðu flip-flop kerfi [43]; sú kenning hefur enn ekki 
verið afsönnuð.  Ferlinu var líst fyrir AP úr E. coli.  Þar sást að í óbundnu AP eru 
undireiningarnar samhverfar.  Við bindingu hvarfefnis verður breyting á annarri 
undireiningunni.  Önnur undireining er þannig óbundin og hin bundin hvarfefni á 
formi T.  Tvö mismunandi form geta orðið þegar AP er bundið hvarfefni, T formið er 
ekki bundið samgildum tengjum og er ekki fosforýlerað, en R formið binst samgilt og 
er aðeins á fosforýleruðu ástandi.   

Næst á sér stað fosforýlerun, undireiningin sem var á T formi fer yfir á R form, við 
þetta verður hin undireiningin hæf til að binda hvarfefni.  T-R tvenndin inniheldur þá 
eitt samgilt tengt fosfat (R-form) og eitt ósamgilt tengt fosfat (T-form).  Næsta skref er 
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hið svokallaða flip-flop skref þar sem T-R form AP breytist í R-T, en því skrefi er best 
lýst sem speglun, þar sem ein undireiningin er fosforýleruð meðan hin affosforýlerast 
(losar myndefnið) og verður hæf til að bindast nýju hvarfefni [43]. 

Rannsóknir á PLAP (e. placental AP) hafa sýnt að kórónusvæðið og N-endasvæði taka 
bæði þátt í stöðgun tvenndarástands ensímsins (mynd 3) [44].  Eins og AP úr E. coli, 
vinna undireiningar PLAP í sameiningu og ræður önnur undireiningin stöðugleika og 
hvötunareiginleikum hinnar undireiningarinnar [45].  Þessi tengsl milli undireininga 
eru líklega styrkt með kórónusvæðinu, N-enda helixnum sem heldur um hina 
undireininguna og Tyr367 úr einni undireiningunni sem teygir sig yfir í næstu 
undireiningu [44].  Slíkt hefur einnig sést í alkalískum fosfatasa úr Vibrio tegund 
(VAP), sem er skoðaður í þessu verkefni.  VAP hefur Tyr325 sem kemur úr 
kórónusvæðinu og skagar inn að hvarfstöð hinnar undireingarinnar [46]. 

Mynd 3. Bygginging PLAP og kórónusvæði þess.  Einnig er merktur á myndina N enda helix [44]. 

1.4 Alkalískur fosfatasi  

1.4.1 Almennt um alkalíska fosfatasa 

Alkalískur fosfatasi (EC 3.1.3.1) er mikið rannsakað ensím.  Hann er að finna í 
margvíslegum lífverum, í heil- og dreifkjörnungum.  Alkalískur fosfatasi (AP) er 
breiðvirkt ensím og tekur þátt í mörgum ferlum.  Það bendir til þess að ensímið sé 
mikilvægt í lífefnafræðilegum ferlum.  Hann hefur sterka virkni í þörmum, nýrum, 
fylgju og brjóstkirtli og því er hann talinn eiga hlut í flutningskerfum [31, 47].  AP 
hefur mörg ísoensím.  Í mönnum eru þrjú vefjasértæk, PLAP (e. placental AP), GCAP 
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(e. germ cell AP) og IAP (e. intestinal AP) ásamt einu sem er ósértækt, TNAP (e. 
tissue non-specific AP).  Vefjasértæku AP í mönnum finnast í þörmum, fylgju og 
kímfrumu [48].  AP eru himnubundnir að utanverðu og tengdir með fosfatidyl-inositol 
glýcani [49].  AP (beina AP) hefur verið notaður í læknisfræðilegum tilgangi sem 
merki til að athuga hvort meinvörp í beinvef hafa átt sér stað [50].  Einnig hefur 
ensímið mikið verið rannsakað í hypophosphatasiu, sem orsakast af lítilli tjáningu 
TNAP í beinfrumum [51-54].  

Mynd 4. Samanburður á amínósýruröð AP úr Shewanella teg. (SCAP), úr Vibrio teg. (VAP), úr 
TAB5 bakteríu (TAP), rækju (SAP), E. coli (ECAP) og úr mannaflylgju (hPLAP).  Hvítu 
kassarnir tákna -fleti en svörtu kassarnir -helixa. Gráu svæðin tákna eins amínósýru í öllum 
AP á tilteknum stað.  Rauðum ramma hefur verið bætt inná myndina til að sýna amínósýrur 153, 
155 og 328 (ECAP talning) sem eru þær amínósýrur hvarfstöðvar sem ekki eru eins varðveittar 
og hinar amínósýrur hvarfstöðvar [60]. 
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Amínósýruröð AP hefur verið greind, m.a. úr þorski (Gadus morhua), vefjaósértækum 
AP úr manni (e. human tissue-nonspecific AP), úr rækju (Pandalus borealis) og úr E. 
coli svo dæmi séu nefnd [55-57].  Alkalískir fosfatasar úr TAB5 bakteríu (TAP) [58], 
úr Vibrio tegund (VAP) [46], úr rækju (SAP) [59] og úr Shewanella teg. (SCAP) [60] 
eiga það öll sameiginlegt að vera kuldavirk AP og hafa verið kristalgreind til að skilja 
betur byggingu, eiginleika og kuldavirkni þeirra. 

Alkalískur fosfatasi úr fylgju (PLAP) [44, 61] og úr E. coli (ECAP) [62] hafa einnig 
verið kristalgreind.  Mynd 4 sýnir samanburð á fyrsta stigs byggingu þessara sex 
mismunandi ensíma, byggingu ensímsins má sjá á mynd 5. 

Mynd 5. Alkalískur fosfatasi úr E. coli.  β-fletir eru sýndir sem örvar sem benda í þá átt sem þær 
stefna, α-helixar eru sýndir sem túbur.  Málmjónir sjást sem svartir knettir. Breytilegu 
amínósýrurnar Lys328 og Asp153 eru hafðar dekkri [63]. 

Samkvæmt flokkunarkerfi SCOP (http://scop.berkeley.edu/) er AP alpha/beta prótein. 
Ensímið myndar svokallaða 3-laga () samloku (e. 3-layer () sandwich) 
samkvæmt CATH (http://www.cathdb.info/) flokkunarkerfinu.  Ensímið hefur  fleti, 
samsíða og andsamsíða, og utan á liggja svo  helixar [62]. 

AP er almennt tvíliða, sem hefur tvær eins einliður.  Rannsóknir hafa þó bent til að 
sum afbrigði geti starfað sem einliður (e. monomer).  Fyrsti kuldakæri AP (úr HK47 
bakteríu) reyndist vera einliða [64] og fyrstu rannsóknir AP úr Vibrio tegund (Vibrio 
cholerae) sýndu fram á virkni þess sem einliða [65] og ekki var það slegið af í nýlegri 
rannsókn á því ensími [66].  Kuldakæri alkalíski fosfatasinn úr anabaena tegund, sem 
er blágrænn þörungur (e. cyanobacteria), er einnig talinn vera einliða [67].  

Vísbendingar bentu í upphafi til að AP úr Vibrio G15-21 væri einliða [68].  Sú 
kenning var þó síðar leiðrétt með röntgenkristalgreiningu [46].  AP úr Vibrio G15-21 
er ensímið sem er skoðað í þessu verkefni. 
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Svæði sem mörg AP hafa og er talið hafa áhrif á tvenndarmynd ensímsins er 
kórónusvæðið.  Hlutverk þess er vel þekkt í PLAP [44], en SAP hefur svipað 
kórónusvæði og PLAP [59].  Á mynd 3 má sjá kórónusvæði PLAP.  Einnig sést N 
enda helix sem rætt verður um síðar. 

VAP hefur sérlega stórt kórónusvæði sem er talið taka þátt í viðhaldi tvenndarmyndar 
ásamt því að taka hugsanlega þátt í hreyfingu innan hvarfstöðvar. His465 (His412 í 
ECAP) er einn tengiliður Zn2+ í Zn1 setinu, og er amínósýran staðsett við enda 
kórónusvæðisins í VAP.  Meginkeðja His465 myndar vetnistengi við hliðarkeðju 
Ser324 sem er hluti af stóru yfirborðslykkju hinnar undireiningarinnar [46].  Þessi 
lykkja er til athugunar í þessu verkefni (sjá mynd í kafla 1.4).  Það er því ekki ólíklegt 
að hreyfingar í kórónusvæði hafi áhrif á hvarfstöð [46]. 

Mikilvægi kórónusvæðis hefur verið sýnt m.a. með tilraunum á spendýra AP (í 
TNAP), þar sem Val var breytt í Ala á kórónusvæðinu.  Í ljós kom að stökkbreytta 
afbrigðið sýndi afbrigðilega útfellingu steinefna (e. mineralization) sem orsakaðist af 
fosfórskorti til beinmyndunar.  Stökkbreytta ensímið hafði einnig mun lægri virkni 
[69].  Kórónusvæði PLAP hefur einnig hlutverk í stjórnun ensímvirkni með bindingu 
amínósýra við svæðið [61, 70].  Það má einnig nefna að kórónusvæði AP úr 
saltþolinni forngerla tegund (archaea) hefur einnig hlutverk í stjórnun ensímvirkni 
þess í umfryminu [71]. 

1.4.2 Hvarfstöð og málmar 

Samsvörun milli bakteríu og manna AP er 25-30% [57, 72].  Hvarfstöð AP er þó vel 
varðveitt, fyrir utan 3 amínósýrur sem eru breytilegar (sjá mynd 4, rauður rammi) sem 
eru amínósýrur 153, 155 og 328 (ECAP talning).  Eins og sést á mynd 4, er His í seti 
153 nema hjá ECAP sem hefur Asp.  Í seti 155 hafa öll AP Thr nema PLAP sem hefur 
Ser, og í seti 328 er mesta muninn að finna þar sem kuldakæru AP (VAP, TAP og 
SCAP) hafa öll Trp, ECAP hefur Lys, og His er að finna hjá PLAP og SAP.  Af 
varðveislu hvarfstöðvarinnar má áætla að hvarfgangur þessara AP sé mjög svipaður.  
Amínósýrur sem eru ólíkar í setunum þremur (155, 153 og 328) taka þátt í bindingu 
M3 málmjónar; sem að gæti skýrt breytileikann í hvötunareiginleikum [73]. 

AP er málmensím (e. metalloenzyme), og innihalda flest AP þrjú málmbindiset (M1, 
M2 og M3) [46].  Þó er að finna auka málmbindiset (M4 og M5) í öðrum AP sem 
tengja ýmist Ca2+ eða Mg2+.  Málmarnir stöðga svæði sem eru stöðguð á annan hátt í 
öðrum AP, eins og með auknum vetnistengjum [44, 58, 60].  

Set M1 og M2 eru vel varðveitt og innihalda oftast Zn2+ jónir, M3 setið hefur hins vegar 
meiri breytileika hvað varðar málmjón [74].  Þær amínósýrur sem eru mikilvægar fyrir 
tengingu Zn2+ í M1 málmseti (ECAP talning) eru His412, His331, Asp327.  Í M2 málmseti 
tengja Asp369, His70 og Asp51 Zn2+ málmjónina en Asp51 bindur einnig Mg2+ jónina í M3 
seti ásamt Glu322, Thr155 [62], og Asp153 sem tengir Mg2+ gegnum vatnssameind [63].  
Asp51 er mikilvægur tengill fyrir málmjónirnar sem eru í setum M2 og M3.  Amínósýran 
tengir setin saman í aspartat brú, eða karboxílbrú.  Röskun á amínósýrunni hefur mikil áhrif 
á málmbindingu setanna.  Stökkbreytingar hafa verið framkvæmdar í ECAP á Asp51 og á 
Asp369, en Asp369 tengir málmjónina í M2 seti.  Breytingin D369N spillti tengingu við 
M2 málminn sem leiddi af sér lélegri tenginu við M3, þar sem Asp51 færðist yfir í M3 
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setið.  D51N leiddi til þess að M3 setið (Mg2+) varð tómt þar sem amíð hliðarhópar Asn ýttu 
málminum frá og hann gat ekki sest í setið [75, 76].  Þetta skýrir vel hvers vegna þessar 
amínósýrur eru svo vel varðveittar í AP.  Mynd 6 sýnir tengingar amínósýranna við 
málmbindisetin í ECAP.  Þar má sjá hvernig amínósýrurnar sem nefndar voru hér að ofan 
tengja málmana í setunum þremur, og einnig hvernig fosfatjón hvarfefnis tengir Zn2+ í 
setum M1 og M2, og þrjár vatnssameindir fylla upp í tengingu Mg2+ jónar í M3.  

ECAP er hvað best þekkta afbrigði AP, og er því oft notað til viðmiðunar fyrir aðra AP. 

Mynd 6. Tenglar við málmjónirnar þrjár í ECAP (fosfatbundið) (a) Zn2+ í M1, (b) Zn2+ í M2, og 
(c) Mg2+ í M3. Zn2+ jónir í M1 og M2 tengja fosfathóp hvarfefnis, Mg2+ í M3 tengir þrjár 
vatnssameindir [77].  
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Mynd 7. Hvarfstöð (A) ECAP (B) VAP, ásamt tenglum M3 málmjónar.  Lys328 og Asp153 í 
ECAP eru Trp274 og His116 í VAP.  Amínósýrur sem tengjast Zn2+ jónum í hvarfstöð eru ekki 
sýndar.  Pi (frá hvarfefni) hópur sýndur sem og Arg 166/129 í hvarfefnisbindistaðnum [73]. 

Mynd 7 sýnir M3 setið í ECAP og VAP, og þeim amínósýrum sem tengja málmjónina 
(Mg2+ í þessu tilviki).  Lys328 og Asp153 í ECAP eru Trp274 og His116 í VAP, og er 
það eini munurinn á amínósýrum í hvarfstöð kristalgreindra AP ásamt seti 155.  Í 
ECAP myndast saltbrú milli Lys328 og Asp153, sem virðist vera mikilvæg fyrir 
bindingu fosfats.  Þessum amínósýrum hefur verið breytt í His í ECAP til þess að líkja 
eftir manna AP sem hefur His í þessum setum [63].  Á myndi 7 má glögglega sjá að 
þar er einnig að finna His í kuldavirku ensímunum í seti 153.  Stökkbreytingarnar 
sýndu minni sækni í fosfat eftir að báðum amínósýrum var breytt (tvöföld 
stökkbreyting) og við breytingu Lys328 í His í ECAP [63].  Áður verið sýnt fram á 
mikilvægi Lys328 í ECAP við bindingu fosfathóps [62]. Breyting á Asp153 í His var 
einnig áhugaverð, þar sem að sækni ensímsins í fosfat jókst, en það er vegna 
mikilvægi Lys328 og breytingar á afstöðu hennar í hvarfstöð.  Þessar amínósýrur eru 
einnig mikilvægar í bindingu Mg2+[63].  Amínósýran í þessum setum getur ákvarðað 
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hvaða málmur er bundinn í seti M3.  ECAP hefur til að mynda Asp í seti 153 sem 
tengir Mg2+ en flest manna AP hafa His sem tengir Mg2+. Breyting úr Asp153 í His í 
ECAP hafði í för með sér meiri sækni í Zn2+ í stað Mg2+ sem er í villigerðar ensíminu 
[78].  Dæmi er um að Co2+ jón finnist í M3, en þá reynist nauðsynlegt fyrir AP að hafa 
His153 og Trp328 til að hvötun geti átt sér stað, sem getur gefið þá vísbendingu að set 
153 og 328 ráða miklu hvað varðar tegund málmjónar í M3 [79, 80]. 

1.4.3 Hvarfgangurinn 

Tilgátur hafa verið uppi um hvarfgang ECAP [81, 82].  Holtz og Kantrowitz gerðu úttekt á 
mismunandi fræðigreinum sem tengdust hvarfgangi ECAP [83].   Stec et al. gerðu síðar 
endurbætur á honum [84].  Alkalískur fosfatasi hvatar vatnsrof og umfosfórun margra fosfat 
monoestera og notar til þess Ser-fosfat millistig sem gefur af sér ólífrænt fosfat og alkohól 
[85].  Hvarfgangurinn er sýndur í grófum dráttum á mynd 8. 

Mynd 8. Hvarfgangur AP í grófum dráttum.  E-P táknar fosfóserín, E*R1OP og E-P er ensímið 
tengt ósamgilt við hvarf- og myndefni [84]. 

E-P táknar fosfóserín, E*ROP og E-P er ensímið tengt ósamgilt og samgilt við hvarf- 
og myndefni.  Við vatnsrof E-P verður bæði myndun og síðan brot á ensím-fosfat (E-
P) heildinni. Við lægri pH er vatnsrof ósamgilt tengda fosfóensímsins hraðatak-
markandi skrefið en við alkalískar aðstæður er það losun Pi af E*Pi.  Ef til staðar er 
fosfat viðtaki með OH- hóp, t.d. Tris eða ethanólamín, á sér stað umfosfórun þar sem 
að fosfathópurinn er fluttur milli sameinda (neðra hvarf á mynd 8) [77].   

Zn2+ jónir í setum M1 og M2 taka beinan þátt í hvarfi AP.  Talað verður um Zn1 (Zn2+ 
í M1) og Zn2 (Zn2+ í M2) í sambandi við hvarfganginn.  Zn1 og Zn2 taka beinan þátt í 
bindingu hvarf - og myndefnis og eiga þar hlut í að mynda kjarnsækna hópa í 
hvarfstöð.  Zn2 myndar tengi og virkjar hýdroxýð hóp Ser102, sem síðan gerir 
kjarnsækna árás á fosfatmonoesterinn í fyrsta skrefinu.  Zn1 tekur aftur á móti þátt í 
losun alkohólhóps hvarfefnis, virkjar síðan vatnssameind í næstu kjarnsæknu árás 
hvarfsins sem er á samgilt tengda millistigið Ser-fosfat [62].  

Málmjónin sem situr í M3 er mikilvæg fyrir stöðu hliðarkeðju Ser102 [84] og stöðgun 
fráfarandi fosfórýl hóps [86].  ECAP hefur Mg2+ jón í seti M3, en það er mikilvægt 
fyrir hann að hafa Mg2+ í þessu seti því annars er hætta á að hýdroxýðhópur 
kjarnsækna hópsins verði ekki afprótóneraður.  Zn2+ jón í M3 seti í stað Mg2+ er ekki 
eins árangursríkt fyrir ECAP, þar sem Zn2+ hefur fjórhliða (e. tetrahedral) tengingu en 
Mg2+ átthliða (e. octahedral), og  Zn2+ er einnig mun minni jón og breytir afstöðu 
amínósýra innan hvarfstöðvar.  Málmtengdi hýdroxýðhópurinn (basinn) er þá líklegur 
til að snúa frá bestu stöðu sinni (e. optimal position).  Ser102 getur því ekki myndað 
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vetnistengi við málmtengda hýdroxíðhóp og snýst frá Zn2 [84].  Nákvæmari mynd af 
hvarfgangi AP má sjá á mynd 9, en líkanið er byggt á niðurstöðum Kim og Wyckoff 
[62], en endurbætt af Stec et al. [84]. 

Mynd 9. Hvarfgangur AP.  Tenglar málmjónanna sem taka ekki beinan þátt í hvarfinu eru ekki 
sýndir.  Hvítu knettirnir merktir W eru vatnssameindir.  Nánari útlistun á hvarfinu má sjá í texta. 

Tvær vatnssameindir og einn hýdroxýlhópur binda Mg2+ jónina í hvarfstöð, þar sem 
hýdroxýlhópurinn myndar vetnistengi við Ser102 (mynd 9, efst í vinstra horninu).  
Við bindingu fosfomonoesters (ROP) við ensímið (EROP) (mynd 9, efst í hægra 
horninu) afprótonerast (e. deprotonate) súrefnishópur Ser102 og verður hann tilbúinn í 
kjarnsækna árás. Ser flytur róteindina á hýdroxýlhópinn sem Mg2+ bindur, við það 
verður Mg2+ þríbundið við vatnssameindir [84].  Ser102 er stöðgað af Zn2 í 
kjarnsæknu ástandi og hýdroxýlhópur hans (Ser102) gerir árás á fosfór hvarfefnis og 
myndar við hann samgilt tengt Ser-fosfat millistig (mynd 9, neðst í vinstra horninu).  



15 

Zn1 tekur þátt í þessu skrefi með því að binda súrefnishóp hvarfefnis og hjálpa til við 
brottnám alkohólhóps (RO).  Í næsta skrefi ræðst hýdroxílhópur Zn1 á fosfórinn og 
vatnsrýfur Ser-fosfat milliskrefið og ósamgilt ensím fosfat samband myndast (mynd 9, 
neðst í hægra horninu), Ser102 endurvirkjast og myndefnið flýtur út.  Mikill 
hreyfanleiki Arg166 tekur að öllum líkindum þátt í losun myndefnis [84].  
Hreyfanleiki Arg er mikilvægur og hefur áhrif á stöðugleika við bindingu 
fosfats/hvarfefnis.  Það sást þegar Gly148 (165 ECAP talning) var breytt í Asp með 
stýrðri þróun á TAP.  Lykkjan sem Gly og Arg voru á missti sveigjanleika og 
stökkbrigðið mældist með helmingi lægra kcat miðað við villigerð [87]. 

Sýnt hefur verið fram á að Arg166 taki einnig þátt í bindingu hvarfefnis [62], stöðgi 
virkjunarástandið fyrir tilfærslu fosforýl hóp sem og að Arg166 taki þátt í staðsetningu 
hvarfefnis fyrir hvarf [88].  Stökkbreytingar á Arg-166 í ECAP hafa sýnt að 
amínósýran hafi áhrif á sækni AP í hvarfefnið en ekki sást marktæk breyting á virkni 
miðað við villigerð [89].  

1.4.4 Alkalískur fosfatasi úr Vibrio G15-21 (VAP) 

Á tilraunarstofu Bjarna Ásgeirssonar hefur VAP lengi verið rannsakaður [90-94] og 
því er til mikil þekking á honum.  Upprunalega beindist áhuginn að því að rannsaka 
kuldakæran alkalískan fosfatasa.  Sjávarsýni var tekið við strendur höfuðborgarsvæðis 
Íslands og leitað var eftir bakteríu sem í fyrsta lagi gat seytt hitanæmum AP og sem í 
öðru lagi gat bundist agarósa-tengdu histidyldiazobenzylfosfonik sýru, sem notað var 
við hreinsun á VAP.  Ein Vibrio tegund stóðst þessi skilyrði, Vibrio G15-21 [68].   

Fyrstu vísbendingar um að VAP hefði yfirborðslykkjur sem gegndu mikilvægu hlutverki 
komu fram með raðgreiningu Bjarna Ásgeirssonar og Ólafar S. Andréssonar á VAP.  En 
síðar verður rætt nánar um yfirborðslykkjur VAP.  Við raðgreininguna kom í ljós að VAP 
hefði tvö lykkjusvæði sem önnur AP hefðu ekki; í fyrsta lagi 76 amínósýrur aukalega á 
svæðinu á milli amínósýra 377 og 378 í ECAP, og í öðru lagi 29 amínósýrur milli 406 og 
407.  Aðrir AP höfðu hins vegar lengri N-enda sem virðist gegna hlutverki í tvíliðumyndun 
[68].  Á þeim tímapunkti var áætlað að VAP væri einliða, en flest önnur eru AP tvíliður 
[68].  Talið var að stærri lykkjan hefði hugsanlega hlutverk í annars vegar einliðumyndun 
VAP, með því að ýta hinni einliðunni frá sér og/eða hins vegar að lykkjan gæti orðið 
staðgengill hinnar einliðunnar [95]. 

Alkalíski fosfatasinn úr Vibrio G15-21 (PDB: 3E2D) var síðan kristalgreindur með 
röntgen kristalgreiningu í lok árs 2007.  Í samanburði við önnur kristalgreind AP 
reyndist VAP vera sá lengsti, og einnig kom í ljós að VAP hafði sérlega langar 
lykkjur, eða innskot miðað við önnur AP ensím. Það eru svæði 162–175 (innskot I), 
325–351 (innskot II), 361–395 (innskot III), og 405–450 (innskot IV) skv. VAP 
talningu. Innskot II er lykkjan sem skoðuð er í þessu verkefni og verður vikið að henni 
síðar.  Öll nema eitt þessara innskota eru hluti af kórónusvæðinu.  Kórónusvæðið er 
svæðið sem staðsett er ofan kjarnans, myndar byggingu sem líkist kórónu.  Þetta 
svæði er misstórt meðal alkalískra fosfatasa. VAP hefur stærsta slíka svæðið, en það 
er talið vera mikilvægt fyrir hreyfingar innan ensímsins og við að halda tvíliðumynd 
[46]. Á mynd 10 má sjá innskotin fjögur sem fundust í VAP við kristalgreiningu og 
önnur lykkjusvæði sem fundust á öðrum AP en ekki í VAP. 
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Mynd 10. Yfirborðslykkjur á VAP og samanburður við önnur AP (a) Þær lykkjur sem 
greinilegar eru í VAP (rautt).  TAP (ljósblátt), ECAP (gult) og PLAP (fjólubleikt) höfð til 
samanburðar (b) Lykkjur sem ekki finnast í VAP (PDB: 3E2D) [46].  Vinstri myndir eru 
einliðurnar séðar á hlið, en hægri myndiarnar eru einliðurnar séðar að ofan, þar sést ofan í 
hvarfstöðina. 

Mynd 11. Stereo mynd af hvarfstöð VAP.  Myndin sýnir Zn2+ jónir (gulir hnettir), Mg2+ (grænir 
hnettir), súlfat jónir (rautt/gult kúlu og stilka módel), þrjár vatnssameindir (rauðir hnettir).  
Amínósýrur hvarfstöðvar eru sýndar með auðkennum [46]. 
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Hvarfstöð VAP inniheldur tvær Zn2+ jónir og eina Mg2+ jón.  Zn1 er tengd Asp273 
(tvöfalt tengt), His277, His465 og tveimur súrefnishópum Sul610 (eða fosfat jón).  
Zn2 er tengt Asp12, Ser65, Asp315, His316 og einu súrefni frá Sul610.  Mg2+ jónin í 
M3 setinu er tengd Asp12, Thr118, Glu268 og þremur vatnssameindum.  Hvarfstöðina 
má sjá á mynd 11, Trp 274 er Lys og His116 er Asp í ECAP [46]. 

1.4.5 Kuldaaðlögun kuldavirkra alkalískra fosfatasa 

Samband hreyfanleika í hvarfstöð og hvötunarvirkni og mikilvægi þess fyrir kuldaaðlöguð 
ensím hefur lengi verið þekkt (sjá inngang).  Það er sérstaklega mikilvægt fyrir 
kuldaaðlöguð ensím að halda sem mestum hreyfanleika í kringum hvarfstöð [1, 15]. 

Kuldaaðlagaðir AP hafa þróað með sér einkenni til kuldaaðlögunar.  TAP hefur til að 
mynda minni vatnsfælin hrif á snertifleti milli undireininga miðað við aðra AP, sem 
leiðir til aukins hreyfanleika.  TAP hefur jafnframt tvær auka Mg2+ jónir (M4 og M5) 
utan hvarfstöðvar sem stöðga svæði sem annars eru stöðguð með vetnistengjum og 
brennisteinsbrúm í öðrum AP.  Það leiðir til hærra kcat, þar sem svæði sem taka beinan 
þátt í hvafstöð eru vel hreyfanleg meðan þau svæði sem ekki taka eins beinan þátt eru 
vel skorðuð [58].  SAP hefur mjög neikvætt hlaðið yfirborð en jákvætt hlaðna 
hvarfstöð.  Neikvætt hlaðna hvarfefnið finnur þá beinustu leið að hvarfstöð [59].  
SCAP hefur glýsínrík svæði (e. glycine clusters), það hefur einnig Trp í stað Lys í 
stöðu 328, sem er nálægt His116 (Asp153 í ECAP) í M3 bindisetinu.  Trp er stór 
vatnsfælin amínósýra sem myndar ekki tengi við umhverfi sitt, heldur ýtir lykkjunni 
sem inniheldur Mg2+ tengilinn H116 frá.  Þetta eykur því óreiðu á svæðinu og þar af 
leiðandi eykur hreyfanleika svæðisins [60].  Sýnt hefur verið fram á mikilvægi þessara 
amínósýra við að viðhalda hraðri hvötunarvirkni þess.  Það var gert með 
stökkbreytingum í TAP sem einnig hefur Trp og His á sömu stöðum og SCAP [60].  
Sveigjanleiki hvarfstöðvar er mikilvægur fyrir kuldaaðlögun TAP, og stökkbreytingar 
hafa verið gerðar á amínósýrum hvarfstöðvar til þess að skoða sveigjanleikann.  
Annarsvegar var gerð W260K breyting og hins vegar W260K/A219N (tvöföld 
stökkbreyting).  W260K sýndi minni virkni, en við bætingu A219N virtist hvarfstöðin 
stöðgast og virknin jókst við hærri hitastig.  Það er talið vera vegna vetnistengis sem 
myndast milli Asn og Lys, og af því leiðir minnkaður sveigjanleiki í hvarfstöð [9].  

VAP hefur sérlega stórt kórónusvæði sem Zn1 tengillinn His465 sem staðsettur er á.  
Hann er partur af stórri yfirborðslykkju sem kemur neðan úr því svæði.  Hreyfanleiki í 
kórónusvæðinu gæti því haft áhrif á hreyfanleika í hvarfstöð, og hvötunarvirkni þess 
[46].  Eins og fram kom hér að ofan hefur VAP sérlegar langar yfirborðslykkjur, og 
eina sérstaklega langa (innskot II).  Í þessu verkefni var kannað hvort þessi lykkja 
hefði áhrif á stöðugleika og kuldaaðlögun VAP.   

1.5 Verkefnið 

Í þessu verkefni voru skoðuð áhrif þess að breyta eða eyða út amínósýrum sem 
staðsettar eru í yfirborðslykkju (innskot II) VAP og kanna áhrif þess á stöðugleika og 
virkni ensímsins.  Eins og áður hefur komið fram, hafa prótein úr kuldakærum 
bakteríum oft lengri yfirborðslykkjur miðað við samsvarandi prótein úr miðlungs – 
eða hitakærum lífverum.  Unnið er með AP úr Vibrio stofni G15-21,en hann er 
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sérstaklega áhugaverður þegar kemur að yfirborðslykkjum þar sem hann inniheldur 
eina stóra yfirborðslykkju sem önnur AP ensím hafa ekki (sjá kafla um VAP).  Mynd 
12 sýnir staðsetningu og stærð lykkjunnar.  Amínósýrurnar sem voru stökkbreyttar og 
málmjónirnar eru einnig sýndar. 

Mynd 12 

a. Alkalískur fosfatasi úr Vibrio tegund, sem er kuldakær sjávarörvera.  Bleika lykkjan er 
stóra yfirborðslykkjan sem unnið er að í verkefninu.  Stökkbreytingarnar eru sýndar 
grænar.  Zn2+ jónir eru sýndar sem rauðir hnettir og Mg2+ gulir hnettir. 

b. Nærmynd af stökkbreytingum á lykkjunni og afstaða þeirra til hvarfstöðvar.  Amínósýrur 
sem eru merktar gráar eru þær sem eru faldar og sjást ekki á myndinni. 

a. 

b. 
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Á enda lykkjunnar má greina lítinn helix.  Þar voru teknar út fimm amínósýrur (337-
341).  Stór hluti lykkjunnar var einnig felldur út, alls tuttugu og þrjár amínósýrur 
(328-351).  Einnig var reynt að taka út átta amínósýrur úr annari lykkju (417-424) 
til þess að kanna áhrif hennar á hvötunarvirkni ensímsins.  Lykkjan er staðsett á 
hinum enda ensímsins miðað við stóru lykkjuna þ.e. beinist útfrá hinni 
undireiningunni.  Hugsanlegt er að með því að taka lykkjuna út gæti skekkst á 
byggingu ensímsins.  Ekki gekk vel að fá DNA raðgreiningu af því stökkbrigði.  Það 
hefur því enn sem komið er ekki verið hægt að mæla eiginleika þeirrar lykkju, og því 
ekki hægt að segja til um áhrif hennar á heildarvirkni ensímsins. 

Punktbreytingar voru einnig gerðar á stóru lykkjunni sem rætt var um að ofan.  
Yfirborðslykkjan hefur amínósýrur sem mynda vetnistengi bæði innan lykkjunnar og 
við næstu undireiningu.  Með því að breyta skautuðum amínósýrum yfir í hlutlausar, 
Arg yfir í Leu (R336L) og Tyr í Phe (Y346F), má kanna hvort þau séu mikilvæg hvað 
varðar heildarstöðugleika VAP.  Hýdroxýlhópur Tyr myndar vetnistengi inn á 
meginkeðju ensímsins (við Ser80).  Við Y346F stökkbreytinguna var talið að eitt 
vetnistengi hafi rofnað.  Arg myndar hins vegar fjögur vetnistengi, tvö innan 
lykkjunnar (við Gln 334) og tvö inn á meginkeðju ensímsins (við Ser 79 og 87), þ.e. 
við næstu undireiningu.  Við að breyta Arg yfir í alifatísku amínósýruna Leu, var talið 
að öll fjögur vetnistengin rofni.  Tilgangur þessa verkefnis var m.a. að geta svarað því 
hvort lykkjan sé mikilvæg fyrir stöðugleika og virkni VAP, sem og hvort að 
vetnistengi innan lykkjunnar og við næstu undireiningu auki stöðugleika lykkjunnar.  
Á næstu myndum sjást þær breytingar sem gerðar voru og hvaða áhrif þær höfðu á 
vetnistengin undir lykkjusvæðinu.  Á myndum 13-18 má sjá svæðin sem breytt var. 

Mynd 13. Arg336 og vetnistengin sem amínósýran myndar, tvö tengi inná meginkeðju ensíms við 
Ser79 og Ser87 og síðan tvö innan lykkjunnar við Gln334.  Lykkjan er sýnd dökkbleik.  Zn2+ eru 
rauðar og Mg2+ er gul.  Amínósýrur hvarfstöðvar eru staðsettar kringum málmjónirnar. 
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Mynd 14. Breytingin Arg336 í Leu336.  Öll vetnistengi sem Arg366 myndaði eru rofin.  Ser87 og 
Ser79 mynda enn vetnistengi sín á milli. Zn2+ eru rauð og Mg2+ eru gul. 

  

Mynd 15. Lykkjan sem verið er að skoða í verkefninu (bleik).  Tyr346 myndar hér vetnistengi við 
Ser80.   Aðrar amínósýrur sem stökkbreyttar voru eru einnig sýndar grænar (Phe355, Ser87 og 
Ser79) 
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Mynd 16. Eftir Tyr346 í Phe breytinguna.  Phe myndar engin vetnistengi við umhverfið.  Aðrar 
amínósýrur sem stökkbreyttar voru eru einnig sýndar grænar (Phe355, Ser79 og Ser87). 

Breytingarnar sem sagt var frá hér að ofan sýndu breytingu í stöðugleika í átt að 
minnkuðum stöðugleika.  Það var því brugðið á það ráð að stökkbreyta í þá átt að bæta 
við vetnistengjum.  Utar á lykkjunni, nær miðju próteins er amínósýran Phe355 sem 
stefnir í átt að kjarna próteinsins.  Amínósýran myndar ekki nein vetnistengi í 
samræmi við gerð hennar.  Það var talið áhugavert að bæta við vetnistengjum öfugt 
við fyrri stökkbreytingar.  Tyr var því sett inn í set 355 í stað Phe.  Við 
stökkbreytinguna bætast við möguleg vetnistengi og hugsanlega á sér stað snúningur á 
amínósýrunni.  Phe355 er ennfremur staðsett á snertifletinum milli undireininganna, 
og var því talið áhugavert að breytina henni. 

Ser79 og Ser87 eru þær amínósýrur sem að tengja Arg336 í stóru yfirborðslykkjunni við 
kjarna próteinsins (hina undireininguna).  Stökkbreytingarnar S79A og S79A/S87G voru 
útbúnar til að kanna áhrif vetnistengjanna sem tengja lykkjuna við kjarnann.  Talið var að 
hugsanlega verði aukinn hreyfanleiki í lykkjunni.  Í kafla 3 eru niðurstöður 
stökkbreytinganna og mælingar á þeim sýndar.  En Ser65 er einmitt staðsett á helix sem 
lykkjan sem þessar tvær Ser ganga út frá.  Við breytingu Ser79 í Ala missir Arg336 eitt 
vetnistengi sem það myndaði við þá amínósýru, en í tvöfalda afbrigðinu S79A/S87G 
missir Arg336 bæði vetnistengin sem það myndaði við kjarna próteinsins sem og að 
Ser79 og Ser87 missa vetnistengið sem þær mynduðu sín á milli. 
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Mynd 17. Breytingin Phe355 í Tyr.  Hér myndar Tyr vetnistengi við kjarna próteins úr hinni 
undireiningunni (His56, Pro57 og Glu58). 

 

Mynd 18. Phe355.  Áður en að stökkbreytingin úr Phe í Tyr var gerð.  Sjónarhornið er beint á 
ensímið og þar sést hvernig Phe355 skagir yfir í hina undireininguna í átt að hvarfstöð.  Einnig 
má sjá stóru yfirborðslykkju og Phe355 hinnar undireiningarinnar. 

Til að sjá betur afstöðu amínósýranna sem voru stökkbreyttar eru amínósýrurnar 
merktar inná mynd 19.  Þar má sjá lykkjuna með þeim amínósýrum sem breyttar voru 
og afstöðu þeirra til hvarfstöðvar.  Ser65 er einnig merkt inná myndina, en hún er 
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tengd Ser79 og Ser87.  Ser65 er á helix sem er tengdur lykkjunni sem Ser87 og Ser79 
eru á, hreyfingar í lykkjunni gætu því verið að hreyfa til Ser65.   

Mynd 19. Yfirlitsmynd af stökkbreytingum, horft er ofan í ensímið.  Lykkjan er bleik, 
stökkbreyttu amínósýrurnar eru grænar, zink gult, magnesíum rautt.  Ser65 er merkt.  Þær 
amínósýrur sem taka þátt í bindingu magnesíums eru appelsínugular og amínósýrur 
hvarfstöðvar (sem ekki eru taka þátt í bindingu magnesíums) eru fjólubláar.   

Mynd 19 sýnir vel hvernig lykkjan úr einni undireiningunni heldur utan um hina 
undireininguna (lykkja 1 tilheyrir undireiningu 1), og hver afstaða lykkjunnar 
gagnvart hvarfstöð og tenglum magnesíumjónar er.  Mynd 37 (bls. 71) sýnir einnig 
amínósýrur hvarfstöðvar og lykkjuna í nærmynd. 

Í þessu verkefni voru gerðar hraðafræðimælingar (KM, kcat, kcat/KM) til að meta hvarfgetu 
villigerðar og stökkbrigða, hitastöðugleikamælingar (T50%) og hringskautsmælingar (CD) 
til að meta afmyndun heildarbyggingarinnar gagnvart hita.  Þessar mælingar gefa ágæta 
sýn á hvernig ensímið hegðar sér með breyttum amínósýrum.  Til eru nokkrar aðferðir til 
þess að mæla sveigjanleika svæða innan ensímsins sem dæmi mætti nefna NMR (e. 
nuclear magnetic resonance) [96], flúrljómunarmælingar og EPR (e. electron 
paramagnetic resonance).  EPR mælitækni hefur áður verið notuð á VAP [97], og mætti 
því nota þá aðferð til að bera saman sveigjanleika lykkjusvæðis og annara svæða 
umhverfis hana.  Flúrljómunartæki er til staðar á Raunvísindastofnun Háskóla Íslands og 
mætti því nýta það í frekar rannsóknir á VAP. 
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Stökkbreyting Vibrio AP gena 

Vísar (frá TAG Copenhagen) sem sýndir eru í töflu 1 voru leystir upp að 5 mM styrk, 
komið í lausn með pBAS40 plasmíðmót (inniheldur gen VAP)  og magnað upp með 
PCR (e. polymerase chain reaction) aðferð.  50 µL hvarf var útbúið sem innihélt fram 
og aftur vísi, pBAS40 plasmíðmót, dNTP, 10x pfu hvarflausn (með MgSO4) og pfu 
polymerasa (frá Fermentas, St Leon-Rot, Germany).  PCR ferlið var: 

1. 95°C í 30 sek 

2. 95°C í 30 sek 

3. 52°C í 1 mín 

4. 68°C í 7 mín 

5. Skref 2-4 endurtekin 25 sinnum 

6. 72°C í 7 mín 

7. Haldið við 4°C 

PCR hvarfið var framkvæmt í GeneAmp® PCR system 2700 frá Applied Biosystems. 
pBAS40 inniheldur PstI og EcoRI skerðiset sem og sautján amínósýra StrepTag hala 
sem hefur áður verið komið fyrir, en það er haft þar til að einfalda hreinsunarferlið 
[98].  

Blanda methyleraðra móðurplasmíða og plasmíða sem innihalda stökkbreytingu var í 
PCR glösunum eftir mögnun með PCR.  Nýju plasmíðin hafa ekki metýlhóp, og því 
var 1 µL af DpnI skerðiensími bætt út í lausnirnar og geymt við 4°C yfir nótt í þeim 
tilgangi að klippa metýleruðu móðurplasmíðin. 

DH5α frumum var ummyndað með stökkbreyttu plasmíðunum og sáð á petrískálar 
með LB-agar sem innihélt ampicillin (100 μL/mg), til þess að drepa allar aðrar 
bakteríur sem gætu lifað á skálunum.  Nokkrar bakteríuþyrpingar voru valdar, plasmíð 
þeirra voru einangruð og raðgreind. 
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Tafla 1. Vísar sem notaðir voru, pantaðir frá TAG Copenhagen ( táknar lykkjur sem eru 
klipptar út).  

AP#58fw(328-351) 5’ GGTTTCAGCTACTCTTCT_TTTGGCGCATTCGAC 3’ 

AP#58rv(328-351) 5’ GTCGAATGCGCCAAA_AGAAGAGTAGCTGAAACC 3’ 

AP#59fw(337-341) 5’ CCAAAACCACAGAAGCGT_GCCGATCGTGACTATGCA 3’ 

AP#59rv(337-341) 5’ TGCATAGTCACGATCGGC_ACGCTTCTGTGGTTTTGG 3’ 

AP#60fw(417-424) 5’ AGTAAGCCGAACCCATAT_TCGGCAGAAGAAGTACCT 3’ 

AP#60rv(417-424) 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(S79A) 5'- GGT ATT TAC AGC GCT TCA GAA GTG ATC G -3' 

AP#68right(S79A) 5'- CGA TCA CTT CTG AAG CGC TGT AAA TAC C -3' 

AP#69left(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 AAC GCT TC -3' 

AP#71left(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 AAG TTG -3' 

2.2 Ummyndun 

Við ummyndun var 100 μL af “competent” frumum (LMG-194 eða DH5α) og 50-100 
ng (u.þ.b. 5 L þar sem plasmíðin voru með lágan þéttleika) plasmíði komið fyrir í 
kældum smelluhettuglösum (Eppendorf) og geymd á ís í 10 mín.  Lausnin var því 
næst hitasjokkeruð við 42°C í 90 sekúndur og sett beint á ís í 2 mín. 900 L af SOC 
(sjá í viðauka) æti var bætt í glösin og ræktað við 37°C í hristara í 60 mín.  Ræktin var 
spunnin niður, megnið af floti hent (ca. 100 L skilið eftir) og því valtað á LB-agar 
ampicillin petrískálar.  Skálarnar voru geymdar í hitaskáp við 37°C yfir nótt [73].  

2.3 “Competent” frumur  

Byrjað var með ferskar frumur (gefur bestu útkomuna), sem voru ræktaðar á LB 
skálum án ampicillins.  Frumurnar voru settar í vökvarækt strax eftir að hafa verið við 
37°C (ekki geymt í ísskáp á milli).  Unnið var í kæli og öll áhöld kæld fyrir notkun, 
nema DMSO. 

Notaðar voru um 10 þyrpingar sem ræktaðar voru í 25 mL SOB æti (sjá í viðauka).  
Því var bætt í 400 mL SOB og ræktað við 18°C (180 rpm hringhristun).  Frumurnar 
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voru ræktaðar þar til A600 komst í 0,45-0,6, og síðan geymdar í 10 mín á ís.  Frumur 
voru spunnar niður 15 mín við 2500 xg (3500 rpm) og endurleystar með HTB (sjá 
viðauka).  Skrefið var endurtekið og í lokin var frumumassinn leystur upp í 1,2 mL 
með 1% (v/v) DMSO.  Lausnin var hrist á meðan.  Frumurnar voru loks geymdar í 
200-500 ml skömmtum í köfnunarefni (-80°C). Unnið eftir aðferð sem próf. Ólafur S. 
Andrésson hafði áður notað.  

2.4 Plasmíð einangrun 

Frumumassi eftir frumurræktun var spunninn niður í 30 s við 11.000 xg.  Notast var 
við NucleoSpin® Plasmid QuickPure frá Macherey-Nagel til plasmíðhreinsunar, og 
farið eftir vinnulýsingu sem fylgdi með.  Frumumassinn var leystur upp í 250 µL 
Buffer A1, 250 µL Buffer A2 var bætt við og glasinu var velt varlega 4-6 sinnum áður 
en 300 µL Buffer A3 var bætt strax út í og glasi velt strax 4-6 sinnum.  Næst var glas 
sett í skilvindu og spunnið í 5-10 mín við 11.000 xg.  Flotið var flutt í spunasúlu og 
skilundið í 30-60 s, gegnumflæðinu var hent. 

Spunasúla var þvegin með því að bæta 600 µL lausn A4 og skilundið í 30-60 s, 
skrefið var endurtekið til að losa allt gegnumflæðið.  Spunasúlu var komið fyrir í 
hreinu 1,5 mL smelluhettuglasi og 50 µL AE losunarlausn var látin standa í 
spunasúlunni í u.þ.b. 1 mín og síðan var skilundið við 11.000 xg í 1 mín.  

Spunasúlurnar má endurnýta með því að geyma þær í 1,0 M HCl og spinna þær síðan 
fjórum sinnum með 800 µL H2O og einu sinni með 800 µL endurvirkjunarbúffer [99]. 

Til að meta magn plasmíðs þarf að rafdraga það á agarósahlaupi eða mæla hlutfall 
260/280 nm gleypni plasmíðs í Nanodrop tæki.  Aðgangur að Nanodrop tæki fékkst 
hjá Líffræðistofnun, líf- og umhverfisvísindasviðs Háskóla Íslands. 

2.5 Rafdráttur plasmíða 

Rafdráttur plasmíða var framkvæmdur í 0,70% ethidiumbromíð/agarósahlaupi.  
Notaður var keyrslubúfferinn TBE sem samanstóð af 89 mM Tris, 89 mM bórat og 2 
mM EDTA pH 8,0, eða TAE en hann inniheldur acetat í stað fyrir bórat. 

Hlaupuppskrift: 

50 mL TBE  

5 µL ethidíum brómíð (10 µg/µL) 

0,35 g agarósaduft 

Hitað var upp að 80°C til þess að bræða hlaupið og það síðan steypt í mót 
rafdráttarkers. 
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Um 100 mL af TBE lausn var sett sitthvoru megin við hlaupið í kerinu og 5 µL af 
ethidíum brómíði haft í annarri lausninni (+ pól), þar sem það dregst upp að – pól á 
móti sýnunum. 

Um 4-5 µL af plasmíðsýni með keyrslubúffer var komið fyrir í bollum hlaupsins, auk 
DNA stiga (1 µL – af Fermentas “GeneRuler 1kb DNA ladder” sem nær yfir 250-
10.000 bp í 14 þrepum).  Keyrt var með 80 mV straumi þar til að böndin höfðu gengið 
nánast í gegnum hlaupið. Myndir af hlaupunum voru teknar á UV ljósaborði með 
Uvitec myndavél.  

2.6 Skerðimelta 

Til þess að greina hvaða gerð plasmíðs unnið var með, má skerðimelta þau fyrir 
rafdrátt, með viðeigandi skerðiensímum.  Hvarfið var: 

4 L    plasmíð 

0,5 L skerðiensím (2x0,5 L ef um tvö skerðiset er um að ræða) 

1 L    viðeigandi búffer (háð skerðiensíminu) 

4 L    sterílt H2O 

Öllu var blandað saman í sterílum smellhettuglösum og sýnin geymd við 37°C í 30-60 
mín, en þá voru sýnin tilbúin til rafdráttar. Meltan var unnin eftir aðferðalýsingu sem 
fylgir skerðiensímum frá Fermentas. 

2.7 Raðgreining 

Plasmíð var magnað upp (fyrir raðgreiningu) með  “BigDye” raðgreiningarsetti frá 
Applied Biosystems Inc., Foster City, California, USA.  Sú uppskrift sem notuð var er 
sýnd hér að neðan: 

1 µL    Big Dye litarefni 

1,5 µL búffer 

0,3 µL af 5 µM raðgreiningarvísir  

5 µL    DNA plasmíð sem á að greina  

2,2 µL H20  

Hvarflausninni var komið fyrir í PCR tæki og keyrt skv. eftirfarandi forriti: 

1. 94°C 5 mín 

2. 96°C 10 sek 
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3. 50°C 30 sek 

4. 60°C 4 mín 

5. Skref 2 til 4 endurtekin 25 sinnum 

6. 60°C 7 mín 

7. Haldið við 4°C 

DNA raðgreiningarafurðin úr PCR keyrslu var næst felld og hreinsuð áður en setja 
mátti hana í raðgreininn.  Það var gert eftir forskrift frá Próf. Einari Árnasyni, sem 
hefur einnig umsjón með raðgreininum.  Raðgreining var framkvæmd á 
Líffræðistofnun, Líf og umhverfisvísindasviðs Háskóla Íslands. 

Við fellingu var 50 µL af blöndu sem innihélt 3 M NaOAc, H2O og glýkogen (20 
mg/ml) bætt út í PCR afurð ásamt 125 µL af kældu 100% etanóli (EtOH) og spunnið í 
smelluhettuglasi í 30 mín við 3500 xg.  Botnfallið var því næst þvegið með 250 µL af 
kældu 70% EtOH og spunnið við 3500 xg í 5 mín.  Glösin voru loks geymd í u.þ.b. 15 
mín við stofuhita til að losna við allt EtOH.  Botnfallið var leyst upp í 10 µL “HiDi” 
lausn frá framleiðanda tækisins fyrir raðgreiningu. 

2.8 Tjáning 

Valin var stök þyrping sem sett var í 3-5 mL næturrækt við 37°C.  Síðar var 30-50 mL 
af sterílu LB-æti bætt út í og frumum leyft að ræktast upp í nokkra tíma. Ampicillini 
var bætt út í 4 L af sterílu LB-æti og frumurækt komið þar fyrir jafnt í 9 flöskum.  
Ræktun átti sér stað við 18°C með 180 rpm snúningi á hringhristara (e. orbital shaker), 
þar til gleypni við 550 nm var komin upp í 0,5-0,6.  Til að örva tjáningu var 40 L (í 
hverja 400 mL af rækt) af anhydrotetracyclín lausn (2 mg/mL) bætt út í.  Þegar 
gleypni og virkni var hætt að aukast, var frumuræktin spunnin niður við 4500 xg í 12 
mín (4°C), frumubotnfallið leyst upp í Vibrio búfferlausn 20 mM Tris-HCl, 10 mM 
MgCl2, pH 8,0 ásamt 0,01% (w/v) Triton X-100 og 0,5 mg/mL lysozíms (frá 
SigmaAldrich).  Þessi blanda var geymd í 4-5 klst og loks fryst og geymd við -20°C. 

2.9 Hreinsun 

Eftir þiðnun, var DNAasa (deoxyribonúkleasa) bætt út í að 0,05 g/mL í 
frumublönduna.  Ensímið hefur níu amínósýru hala, kallaður StrepTag halinn, sem 
gefur auðvelda og góða hreinsun á próteininu [100].  Lausnin var látin standa við 30 
mín í kæli og spunnið svo við  eftirfarandi formúlu: 

Súlurúmmál: V=  x r2 x h        (Jafna 2) 

Þar sem h er hæðin (á súluefninu), r er radíus og V rúmmál súlunnar.  Súlan sem notuð 
var hér mældist með hæð 5,3 cm og radíus 0,75 cm sem gefur 5,3 mL.  Safnað var í 1 mL 
skömmtum í upphafi, en 0,5 mL skömmtum eftir að losunarlausn var bætt við. 
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StrepTactin Sepharósa súluskiljan var jöfnuð með tveimur súlurúmmálum (CV) af 
Vibrio lausn ásamt 150 mM NaCl.  Floti (e. supernatant) var bætt á súluna (0,5-10 
CV).  Miðað var við 50-100 nmól StrepTag tengils/mL súluefni ef það er þekkt.  
Súlan var næst skoluð í gegn með Vibrio lausn sem innihélt 15% etylen glýkól og 150 
mM NaCl þar til lítil sem engin virkni fékkst fyrir ósértækt bundnu ensímin 
(mikilvægt var að hafa NaCl í skolbúffer til að losa þau prótein sem ekki voru tengd 
súlunni á sértækan hátt).  

Sýni var losað með 4-5 CV af Vibrio lausn án NaCl, með 2,5 mM desthiobiotini (og 
15% etylen glýkóli) sem losar sértækt bundnu ensímin.  StrepTag bundin prótein áttu 
að koma milli 3. og 5. skammts. 

Súlan var næst endurvirkjuð með 5 CV af HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic 
acid) frá framleiðanda.  Súlan átti að fara úr því að vera gul (óvirk) í að vera rauð 
(virk). Súlan var geymd milli notkunar við 4°C.  Gleypni við 280 nm (A280) notuð til 
að mæla próteinmagn og virkni var einnig mæld strax í glösunum.  Þau glös þar sem 
mest virkni og gleypni var, voru sameinuð og geymd við -20°C. 

2.10 SDS rafdráttur 

Útbúin voru lítil hlaup (7x8 cm) og er uppskriftin sem gefin er upp miðuð við þau.  
Tafla 2 sýnir uppskrift af 12,5% hlaupi, innihald lausna má sjá í viðhengi. 

Tafla 2. Uppskriftir af hlaupum fyrir SDS-rafdrátt.  Bæði er sýnd blandan fyrir neðra hlaupið 
sem er aðgreiningarhlaup og efra hlaupið sem er þéttihaup, sem er notað til þess að skerpa sýnin.  
Ammóníum persúlfat (Pe og Pn) er sett útí í lokinn, rétt áður en hlaupblandan er steypt í mót. 

 Neðra hlaup Efra hlaup (þéttihlaup) 

Lausn A 2,25 mL  

Lausn B  0,625 mL 

Lausn C 2,5 mL 0,375 mL 

Eimað vatn 2,5 mL 1,6 mL 

TEMED 12,5 L Sett beint í B 

Lausn Pn 0,5 mL  

Lausn Pe  0,06 mL 

Lausnir Pn og Pe voru settar útí í lokin, en þær voru notaðar til að láta lausnina 
fjölliðast og mynda hlaup.  Fyrst var neðra hlaupið útbúið og látið fjölliðast í nokkurn 
tíma (20-30 mín), áður en að efra hlaupið var sett á.  Það var notað til þess að þétta 
sýnin, áður en þau fóru í gegnum neðra hlaup sem er aðgreiningarhlaup.  

Sýni sem átti að rafdraga voru undirbúin með því að blanda saman 4 hlutum 
próteinsýnis á móti 1 hluta af 5-falt sterkri sýnalausn, sem innihélt DTT, og soðin í 
vatnsbaði til þess að afmynda þau.  SDS sápulausn var komið fyrir í rafdráttarkerinu 
og fyllt upp að efri brún hlaupsins.  Á bilinu 20-25 L af sýni var komið fyrir í 
bollum, og til viðmiðunar var hafður próteinstigi (PAGEruler Protein ladder) frá 
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Fermentas.  Hlaupið var keyrt með 20-30 mA straumi þar til bláa litarbandið 
(bromofenyl blátt) var komið að neðri enda hlaupsins.  Eftir að hlaupið hafði verið 
keyrt til enda, var það litað með Coomassie Blue litunarlausn og næst aflitað með 
ákveðinni aflitunarlausn (sjá viðhengi) [101].  

2.11 Próteinstyrksmælingar 

Zaman og Verwilghen aðferðin var notuð við próteinstyrksmælingar, en hún er 
afbrigði af aðferð Bradfords.  Byrjað var á því að útbúa staðalkúrvu, en hana má útbúa 
með 0,4 mg/mL stofnlausn staðals og þynningu í sex mismunandi styrki á bilinu 40-
400 g/mL.  Í heildina voru alltaf 250 l af staðli sett á móti 2,75 mL af Coomassie 
Blue litarlausn, geymt í 5-10 mín og gleypni loks mæld við 620 nm.  Gerðar voru 
þrjár mælingar af hverri lausn og staðalkúrva útbúin, þar sem meðalgleypni 
staðallausna var teiknuð upp sem fall af próteinstyrk þeirra [101]. 

Prótein sem mæla áttu voru þynnt í Coomassie Blue litarlausn á sama hátt og staðallausnir, 
og gleypni síðan mæld við 620 nm.  Gleypni var borin saman við staðalkúrvu. 

Einnig var styrkur metinn með gleypni við 280 nm og próteinstyrkur svo ákvarðaður 
út frá eðlisgleypnistuðli fyrir ensímin. Eðlisgleypnistuðullinn fyrir ensímin var 
ákvarðaður skv. Pace et al. [102]. 

2.12 Virknimælingar  

Virkni AP var mæld við umfosfórunaraðstæður með 5,0 mM p-nítrofenýl fosfati (p-
NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8 og 25°C.  Ensími 
var bætt út í hvarflausnina, og við það myndaðist p-nítrofenól sem gleypir við 405 nm.  
Hvarfið var að staðaldri mælt í 30 sekúndur. 

Alkalískur fosfatasi affosforýlerar pNPP í pNP (para-nítrofenól), en pNP er gult á lit 
og mælist við 405 nm.  Það má því fylgjast með gleypnibreytingu á tíma (ΔA/Δt), sem 
var mæld í Heios ljósgleypnimæli.  Notuð var eðlisgleypni 18,5 M-1cm-1 til 
útreikningar á gleypni í einingum/ml.  

2.13 Stöðugleikamælingar 

Til þess að geta ákvarðað T50%, eða það hitastig þar sem virkni ensíms helmingast á 30 
mín, voru próteinsýni sett í vatnsbað sem stillt var á ákveðin hitastig á bilinu 13-27°C.  
Sýnin voru geymd við þau hitastig og mæld í þeim virknin með ákveðið löngu millibili. 
Hraðafasti virknitaps við hvert hitastig var ákvarðaður með fyrsta stigs hraðajöfnunni: 

Virknit=0 = virknit=0 · e
-kt          (jafna 3) 

k er hraðafastinn og t er tími í sekúndum.  Miðað er við hlutfallslega virkni á tíma, en 
við t = 0, er um 100% virkni að ræða.  
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Arrheniusarjafnan lýsir sambandi hraðafasta og hitastigs: 

   k = A e-Ea/          (jafna 4) 

    ln k = ln A – Ea/RT 

T50% var reiknað út frá Arrheniusargrafi þar sem lnk er fall af 1/T út frá jöfnu 4 og 
samband hraðafasta og hitastigs (T) skv. Arrheniusargrafi: 

   k(T50%) = (ln100 – ln50) / (30mín · 60s mín-1) 

   T50% = (Ea·1000) / R (lnA-lnk)      (jafna 5) 

Ea/R er hallatala Arrheníusargrafs, R er gasfastinn og lnA er skurðpunktur við x-ás. 

2.14 Hraðafræðimælingar 

Hraðafræðimælingar voru gerðar í 0,1 M CAPS (3-(Cyclohexylamino)-1-
propanesulfonic acid), 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C.  Við þær aðstæður mælist 
vatnsrofshraðinn eingöngu, þ.e. ekki er um neina umfosfórun að ræða, sem getur átt 
sér stað ef dúinn inniheldur alkóhólhóp. 

Sýrustig var leiðrétt eftir hitastigi skv. eftirfarandi jöfnu: 

ΔpH = 0,032 · ΔT (°C)        (jafna 6) 

Þynningar voru gerðar á hvarfefninu frá 0,01 mM til 0,33 mM.  Hraðafastarnir voru 
reiknaðir út með því að teikna Eadie-Hofstee graf upp í forritinu Excel og reikna út 
fastana. Jafnan er eftirfarandi: 

      (jafna 7) 

Skurðpunktur við Y-ás er þá Vmax og hallatalan KM. kcat var síðan fengið með Vmax og 
réttri eðlisgleypni ensímafbrigðis, svo reikna mætti mólstyrk þess eftir 
gleypnimælingu við 280 nm.  Mælt var með Heios  ljósmæli frá Thermospectronic.  
Hitastýring var með Peltier hitunarbúnaði (single cell) frá sama fyrirtæki. 

Til þess að staðfesta hraðafastana var gerð ólínuleg aðfallsgreining við Michael-
Menten jöfnuna.  Til þess var notað forritið KaleidaGraph®. 

Ki var einnig mælt, en það er losunarfasti fyrir bindingu samkeppnishindrans.  Ki var 
fengið út með því að framkvæma hreyfifræðimælingarnar með fosfat hindra 
(Na2HPO4).  Ki er reiknað samkvæmt jöfnunni: 

         (jafna 8) 
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KM
app er KM gildið sem fæst í viðurvist hindrans (I).  Eftir því sem Ki er hærri tala 

þeim mun lausar bindir ensímið fosfatið. 

2.15 Bræðsluferill fundinn með 
hringskautsmælingum (CD) 

Sýni var díalíserað yfir nótt í 25 mM MOPS (3-morpholinopropane-1-sulfonic acid), 1 
mM MgSO4 við pH 8,0.  Gleypni við 280 nm var mæld, og CD róf voru tekin af 
sýnunum með JASCO J-810 Circular Dichroism Spectropolarimeter milli 200-250 nm 
í 2 mm breiðri kúvettu.  Þar næst voru bræðsluferlar fyrir öll sýnin ákvarðaðir við 222 
nm á hitastigsbilinu 20-90°C með hitastigsaukningu upp á 1°C/mín.  Við úrvinnslu 
var gert ráð fyrir tvíástandslíkingunni N  U þar sem N er svipmótað ástand (e. 
native) og U er afmyndað ástand þess.  Hlutfall þeirra er: 

FN + FU = 1              (jafna 9) 

Bræðsluferlar CD mælinga voru teiknaðir upp sem mdeg á móti hitastigi, þar sem 
gildi fyrir y í hverjum punkti í ferlinum verður: 

   y = yFFF + yUFU           
 (jafna 10) 

Svæðið fyrir afmyndun er skilgreint sem svipmótað prótein, en svæðið eftir afmyndun 
er fullkomlega afmyndað prótein.  Hallatölur bestu línu sem fer í gegnum þessi svæði 
voru ákvarðaðar, en út frá þeim var ákvarðað hlutfallið milli svipmótaðs og 
afmyndaðs ástands í punktunum á umbreytingarsvæðinu sem liggur á milli þessara 
svæða. Jöfnur 9 og 10 eru lagðar saman, og gefa eftirfarandi jöfnu: 

FU = (yF-y) / (yF-yU)          (jafna 11) 

Normalíseraður bræðsluferill var síðan teiknaður upp sem FU á móti hitastigi.  
Bræðslumark (Tm) sýnanna var svo fundið þar sem FU = 0,5. 
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3 Niðurstöður  

3.1 Stökkbreytingar 

Markvissar stökkbreytingar voru framkvæmdar eins og lýst er í kafla 2.2.  Við ummyndun 
innlimast vísir, sem inniheldur stökkbreytinguna inn í villigerðar plasmíð.  Eftir að bakteríur 
voru ummyndaðar með breyttum plasmíðum voru þær ræktaðar upp og plasmíð þeirra 
hreinsun.  Rafdraga má breyttu plasmíðin gegnum agarósahlaup til þess að áætla magn 
þeirra.  Illa gekk í fyrstu að fá ummyndunina til að ganga og mikill tími tapaðist við það.  
Þetta mátti m.a. rekja til þess, að ólag hafði verið á nafnakerfi frumplasmíðanna (e. primary 
templates).  Því þurfti að byrja á því að raðgreina frumplasmíðin aftur til þess að ganga úr 
skugga um að rétt plasmíð væri um að ræða.  Einnig voru plasmíðin sem innihalda 
stökkbreytingar raðgreind.  Nýtt plasmíðhreinsunarkit var keypt og einnig voru útbúnar 
nýjar LMG-194 hæfar (e. competent) frumur, eftir það fengust góðar þyrpingar.  Jákvæð 
raðgreining fékkst fyrir flest stökkbrigðin fyrir utan Δ417-424 og A340R (sjá viðhengi).  
Einnig voru framkvæmdir rafdrættir, þar sem plasmíðin höfðu verið melt með mismunandi 
skerðiensímum (sjá kafla 2.6.).  Um er að ræða þrjú grunnplasmíð sem greina þurfti á milli.  
Tafla 3 sýnir þau, ásamt skerðisetum og eiginleikum þeirra.  Frumplasmíðið sem inniheldur 
C67S (pBAS50) er notað sem upphafsmót fyrir mismunandi staðsetningar Cys, sem eru 
tengistaðir fyrir R1-hóp við EPR (e. electron paramagnetic resonance) mælingar [97]. Við 
stökkbreytingar var notast við pBAS40 (pBAS400 skv. gamla nafnakerfi), en það er 
villigerðin, sem inniheldur auk þess átta amínósýrur á C-enda, sem kallast StrepTag hali.  
Hann er mikilvægur við hreinsun ensímsins, en til viðbótar er tveggja amínósýru tengisvæði 
milli ensíms og StrepTag halans.  Ekki hafði tekist að klippa allan vektorinn burt, sem er 
hluti af MCS (e. multiple cloning site), þegar StrepTag halinn var festur við plasmíðið. Það 
litla svæði sem eftir var af svæðinu gefur níu auka amínósýrur milli ensímsins og StrepTag 
raðarinnar (tvær amínósýrir í tengisvæðið ásamt sjö aukalega).  Alls eru því sextán 
amínósýrur í viðbót á C-enda ensímins.  Það afbrigði sem hér var unnið með (kallað AP-
ST9) hafði lítinn mun á stöðugleika og hraðafasta miðað við styttri grunnplasmíðið með 
styttri tengisvæðið (AP-ST2) [103]. 

Tafla 3. Plasmíðin sem voru kortlögð.  Plasmíðin hafa sérstök skerðiset sem skerðiensím klippa á 
og þau eru tilgreind í töflunni sem og eiginleikar plasmíðsins.  HindIII setið er utan tengisvæðis.  
Innan sviga eru þau nöfn sem notuð voru skv. gamla flokkunarkerfiu. 

Tegund plasmíðar Skerðiset fyrir: Eiginleikar (sérkenni) 

 pBAS60 (pBAS4000) HindIII,  2 a.s. tengisvæði og StrepTag hala. 

pBAS50 HindIII, EcoRI, Pst1 9 a.s. tengisvæði, StrepTag og C67S breytingu. 

pBAS40 (pBAS400)  HindIII, EcoRI, Pst1, 
Eco31I (BsaI) 

9 a.s. tengisvæði og StrepTag. 

pBAS20 HindIII, Pst1 Ekkert StrepTag. 
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Hreinleiki og styrkleiki plasmíðanna var metinn á Nanodrop tæki sem er til staðar í 
Líffræðistofnun, líf- og umhverfisvísindasviðs Háskóla Íslands.  Þess má geta, að æskilegt 
er að hafa hreinleikastuðul milli 1,8-2,0, en hann er mældur sem hlutfall af gleypni við 260 
nm móti 280 nm.  Ef hreinleikastuðullinn er undir hlutfallinu 1,8 er líklegt að um óhreinindi 
eins og prótein, fenól, og/eða önnur efni sem gleypa við 280 nm sé að ræða í lausninni 
(www.nanodrop.com).  Styrkleiki plasmíðanna var milli 26-316 ng/μl. 

Á mynd 20 hér að neðan má sjá mynd af dæmigerðum plasmíðrafdrætti þar sem 
plasmíðið hefur verið skerðimelt fyrir rafdrátt. 

Mynd 20. Dæmigerð tilraun með skerðiensímum.  Þeim er bætt við plasmíðið ásamt viðeigandi 
búffer og eftir hitun í nokkurn tíma áður en að sýnin voru rafdregin.  Hér er tilraunin gerð á 
pBAS50.  Rás 5 inniheldur skerðiensímin Pst1 og HindIII, rás 6 EcoRI og Pst1, og rás 7 Eco31I 
(BsaI) og HindIII.  Rás 11 er Fermentas GeneRuler 1kb stærðarviðmið (stigi).  Innskotið er 1,5 
kb og plasmíðið er um 3 kb, alls um 4,5 kb á hlaupinu. 

Af mynd eins og þeirri að ofan (mynd 20) má greina, hvaða skerðiset plasmíðið 
inniheldur. Ef þau eru þekkt, er gott að sjá út hvaða plasmíð sé um að ræða.  pBAS50 
hefur skerðiset fyrir EcoRI og Pst1, því það sést ekkert band kringum 4777 bp þar sem 
ómelta plasmíðið ferðast (staðlar að 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 því skerðiset fyrir 
EcoRI og Pst1, sem klippir út innskotið eins og pBAS40.  Hið fyrrnefnda hefur einnig 
C67S breytinguna. 
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Á mynd 21 má sjá hefðbundinn plasmíðrafdrátt sem inniheldur stökkbreyttu plasmíðin 
sem og frumplasmíð (e. template). 

Mynd 21. Plasmíðrafdráttur. Í rás 1 er stökkbrigðið Δ328-351, rás 2 Δ337-341, rás 3 Δ417-424, 
rás 4 R336L, rás 5 Y346F, rás 6 er viðmið (S396C), rás 7 pBAS400 (2), rás 8 pBAS400 (3), rás 9 
pBAS400 (4) og í rás 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). 

Rásir 1-5 eru af plasmíðinu með vísum sem innihéldu stökkbreytingu, þar sjást böndin 
milli 4 kb og 5 kb staðlanna.  Rásir 7-9 eru af frumplasmíði (e. template), það eru 
plasmíðin áður en þau voru stökkbreytt.  Efri böndin eru hugsanlega genómískt DNA 
sem kemur frá bakteríunni sem plasmíðið var innlimað inn í.  Notast var við tvenns 
konar E. coli bakteríustofna sem var ummyndað, annarsvegar DH5 og LMG-194.  Á 
mynd 22 má sjá mun á vexti þessara stofna.  LMG194 stofninn (mynd 22b) óx hraðar 
og myndaði fleiri minni þyrpingar miðað við DH5 (mynd 22a) stofn sem óx mun 
hægar og myndaði færri en stærri þyrpingar. 
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Mynd 22. 

a. Vöxtur DH5α þyrpinga sem innihalda fimm stökkbrigðin Δ328-351, Δ337-341, Δ417-424, 
R336L og Y346F.  Sjötta skálin er viðmið (S396C).  Notaður var LB-agar með 
ampicillini. 

b. Vöxtur stökkbrigðanna fimm Δ328-351, Δ337-341, Δ417-424, R336L og Y346F í LMG-194 
frumum.  Sjötta skálin er viðmið (S396C).  Notaður er LB-agar með ampicillini. 

3.2 Ræktun 

Í upphafi gekk illa að rækta upp stökkbrigðin, þar sem of lítil virkni fékkst.  Prufuð 
voru nokkur ræktunarskilyrði og mismunandi aðferðir við geymslu.  Bakteríurnar voru 
ræktaðar upp við 18°C.  Mikilvægt var að hirða frumurnar, þ.e. að spinna þær niður 
frá flotinu til frekari hreinsunar þegar þær voru enn í log fasa,  þ.e. þegar frumurnar 

a. 

b. 
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eru enn að vaxa og virknin enn að aukast.  Eftir að búið var að rækta upp frumurnar 
þurfti að sprengja þær til að fá úr þeim ensímið, best var að frysta botnfallið sem 
innihélt ensímið með lýsozími og Triton X-100 sápu.   

Að neðan má sjá mynd sem lýsir ræktunarferlinum. 

Mynd 23. Ræktunarferill fyrir Y346F.  Virkni var mæld sem og gleypni við 600 nm og 550 nm.  

Frumurnar voru ræktaðar þar til gleypnin (A) við 550 nm (eða 600 nm) var komin 
uppí 0,4-0,5 er örvað með sérstökum tjáningarvaka (anhydrotetracyclin í þessu 
tilfelli).  Við það fer bakterían að framleiða ensímið, við þann tímapunkt byrjar að 
mælast virkni, sem þarf að fylgjast með jafnt og þétt til þess að missa frumurnar ekki 
yfir stöðufasa í lokin.  

3.3 Hreinsun 

Mynd 24 sýnir hreinsunarferil af StrepTactin skilju.  Þar má sjá annars vegar gleypni í 
glösunum við 280 nm (A280) og hins vegar virknina í ensímeiningum á mL (U/mL).  
Sýni var hlaðið á StrepTactin súlu, og við glas 39 var  skollausn dælt á súluna, en við 
glas 63 var losunarlausn rennt í gegn.  
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Mynd 24. Hreinsun AP stökkbrigði (F355Y) á StrepTactin súluskilju.  Gleypnimælingar voru 
framkvæmdar við 280 nm bylgjulengd.  Virknin var mæld með vatnsrofshvarfi í 5mM pNPP.  
Keyrslulausn var 20 mM Tris með 10 mM MgCl2 við pH 8,0.  Við glas 29 var bætt 0,5 M NaCl í 
skollausnina og þegar komið var að glasi 63 var 15% etylen glýkól ásamt desthíóbíótíni sett á 
súlu fyrir losun.  Grái ferillinn táknar virkni en sá svarti gleypni við 280 nm. 

Stóri gleypnitoppurinn sem sést fram að glasi 30 er gegnumflæðistoppur, þ.e. verið er að 
skola burt öðrum próteinum sem ekki hafa StrepTag hala sem og öðrum sameindum sem 
gleypa við 280 nm.  NaCl var notað til að losa þau prótein sem ekki voru bundin sértækt. 
Sýnið sem sóst var eftir kom í glasi 67, þar mátti greina mikla gleypni og virkniaukningu. 
Litli virknitoppurinn sem sést við glas 40 er væntanlega auka prótein sem bundið var 
ósértækt á súluna og losnaði við að setja NaCl (150 mM) salt á súluna.  Tafla 4 sýnir 
hreinsunatöflu fyrir F355Y stökkbrigðið, það er hreinsun á 25% afurðar ræktunar, þ.e. 
tekið var úr einu af fjórum glösum sem fryst höfðu verið eftir ræktun.  

Hreinsunartöflur voru útbúnar eftir hverja hreinsun til þess að hafa yfirsýn yfir það hvernig 
hreinsunarferlið gekk, tafla 4 er dæmi um slíka töflu.  Frumujafningur (homogenate) er  
afurð ræktunar eftir að frumurnar höfðu verið sprengdar með lýsozími og Triton X-100 
sápu, ásamt því að hafa verið frystar.  Eftir að frumuhratið (botnfallið) hafði verið skilundið 
frá, var flotið sett á súlu.  Botnfallið var hins vegar ekki geymt, þar sem lítið af próteinum 
reyndust sitja þar eftir. Safn 1 er próteinið úr gegnumflæðistoppnum, í safni 2 eru þau glös 
sem voru í lægðinni eftir gegnumflæðistoppinn (sjá mynd 24).  Í Safni 3 eru þau glös sem 
voru með sem hæstu virknina þ.e. þau sem voru undir virknitoppinum eftir að 
losunarlausninni var komið fyrir á súlu.  Í safni 3 er ennfremur hreinasta próteinið að finna.  
Safn 4 er halinn sem myndast eftir stóra virknitoppinum, þar er ensímið var ekki eins þétt í 
sér eins og í Safni 3.   
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Tafla 4. Dæmigerð hreinsunartafla (F355Y).  Frumujafningur (e. homogenat) sem er afurð 
ræktunar, var skilundið og flotið sett á súluna.  Botnfallið er það sem eftir situr af frumujafningi 
og fór ekki á súlu.  Skammtar 1, 2, 3 og 4 eru þau glös sem sameinuð voru. Hreinsun (X) er er 
mælikvarði á aukningu eðlisvirkni.  Nánari útskýringar í textanum 

 
Rúmmál 

(mL) 
Virkni 
(U/mL) 

Einingar 
(U) 

Styrkur 
(mg/mL) 

Magn 
(mg) 

Eðlisvirkni 
(U/mg) 

Heimtu
r (%) 

Hreinsu
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 safnaði í glösum 1-42, safn 2 í glösum 43-67, safn 3 var í glösum 67-
75 og loks var safn 4 í glösum 74-81 (Sjá mynd 24 og töflu 4). 

Miðað við próteineiningar úr frumujafningnum, sést að aðeins fengust u.þ.b.  34% 
heimtur ef teknar eru saman einingar úr safni 3 og 4.  Þetta eru frekar lágar heimtur en 
það er við því að búast að það tapist einingar á ferlinu, t.d. með botnfalli og að ekki 
tengist allt ensím á súluna, eðlilegar heimtur voru milli 50-55%.  Einnig er líklegt að það 
mælist prótein í frumujafningnum, sem ekki eru VAP með StrepTag hala, helst þá aðrir 
fosfatasar sem geta einnig vatnsrofið p-nítrofenylfosfat.  Þetta mátti sjá á því hversu sterk 
virkni er í gegnumflæðistoppinum var (Safn 1). Ekki er um E. coli AP að ræða þar sem 
báðir stofnarnir sem notaðir voru til ummyndunar voru lausir við eigin AP. 

Eðlisgleypni er svipuð þeirri eðlisgleypni sem áður hefur mælst [103]. 

Við lok hverrar hreinsunar voru sýnin keyrð á SDS rafdráttarhlaupi til að kanna 
hreinleika próteins. 

Mynd 25. SDS rafdráttarhlaup af afurðum hreinsunar.  Hreinleiki próteinanna var athugaður 
með þessum hætti. Á hlaupinu má sjá í réttri röð frumujafningur (rás 1), flot (rás 2), botnfall 
(rás 3), safn 1 (rás 4), safn 2 (rás 5), safn 3 (rás 6), safn 4 (rás 7), safn 3 aftur (rás 8), safn 4 aftur 
(rás 9) og staðall (rás 10). 
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SDS rafdrættir eru framkvæmdir til þess að kanna hreinleika próteinanna eftir hreinsun.  
Af þessu hlaupi mátti sjá að próteinið var nokkuð hreint, þar sem eitt sterkt og hreint band 
fékkst í rás 6 (safni 3) í kringum 57 kD. Ekki virðast vera nein önnur prótein í lausninni af 
einhverju magni.  Bandið í rás 7 (safn 4) var mun veikara en það sem sást á rás 6.  Það er 
vegna þess, að próteinstyrkurinn í því safni var mun veikara. Það má einnig má sjá mörg 
prótein í rás 4 (safn 1), en þar finnast þau prótein sem ekki bindast sértækt á súluna og 
renna því í gegn.  Próteinið var síðan geymt í frysti við -20°C. 

3.4 Áhrif etylen glýkóls á stöðugleika 

Við upphaf mælinga kom í ljós að stökkbrigðin reyndust ekki haldast nægilega stöðug í 
kæli við 4°C.  Það var því ákveðið að kanna hvernig ensímafbrigðin myndu hegða sér í 
mismunandi styrkjum etylen glýkóls með tíma.  Mælingar voru gerðar á tveimur 
stökkbrigðum, R336L og Y346F þar sem R336L reyndist vera mjög óstöðugt en Y346F 
var mun stöðugra og líktist helst villigerð í stöðugleika.  Mynd 26 sýnir þetta myndrænt. 

Mynd 26. Áhrif etylen glýkóls á virknitap R336L við 4°C, próteinið er í mismunandi styrkjum af 
etylen glýkóli. (-◆-) táknar 0%, (-■-) 5%, (-▲-) 10%, (-×-) 15%, (-✱-) 20% og (-●-) 25%. 

Með því að skoða mynd 26 má sjá að helmingunartími jókst með auknum styrk etylen 
glýkóls.  R336L sýndi sérlega lítinn stöðugleika í lægri styrkjum etylen glýkóls, Y346F 
reyndist stöðugra.  Hraðafræðimælingar og mælingar á hitastöðugleika voru gerðar í 15% 
etylen glýkóli.  Þrátt fyrir að hærri styrkir etylen glýkóls hafi gefið betri niðurstöður, þá 
var valið að mæla við 15%, þar sem áður hafði verið mælt í þeim styrk,  m.a. til 
samanburðar við eldri gögn.  Með viðbættu etylen glýkóli breytist bygging vatnsins sem 
umlykur ensímið og vatnsfælnir kraftar milli óskautaðra hópa verða meiri og stöðga því 
ensímið.  Því vatnssæknara sem ensímið er því sterkari verða áhrif etylen glýkóls, eða 
annarra polýóla (etylen glýkól, glýceról, erýþrítól, xýlítól og sorbítól) [104].  Það er því 
ekki ósennilegt að með viðbættu etylen glýkóli styrkist tengsl lykkjunnar við hina 
undireininguna, sem auka því stöðugleika ensímsins í lausn, þ.e. heldur ensíminu betur 
saman svo undireiningarnar haldist betur saman. 
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3.5 Ákvörðun hraðafasta 

Michaelis-Menten hraðamælingar voru framkvæmdar til að athuga hvort áhrifa 
stökkbreytinganna gætti í hraðaföstunum, KM, kcat og kcat/ KM. 

KM er notað sem mælikvarði á sértækni bindingar ensíms fyrir viðkomandi hvarfefni, 
en stærðin lýsir bindingu hvarfefnis við hálft Vmax (hálfan hámarkshraða).  kcat er 
svokölluð hverfitala (e. turnover number) ensímsins gagnvart ákveðnu hvarfefni, þ.e. 
sá fjöldi hvarfefnissameinda sem umbreytt er í myndefni á tímaeiningu per 
ensímsameind við Vmax (hámarkshraða).  Fastinn er í raun að mestu mótaður af hraða 
hægasta skrefs hins ensímhvataðs hvarfs, sem er losun fosfórs við alkalískar aðstæður 
eins og líst var í inngangi.  kcat er góður mælikvarði á það, hvort áhrifa breytinga á 
fjölpeptíðkeðju ensíms gætir í hvarfstöð.  kcat/KM segir til um hvötunargetu.  Stærðin 
tekur bæði tillit til sérvirkni bindingar og virkni ensímsins gagnvart hvarfefninu p-
NPP.  Tafla 5 sýnir niðurstöður þessara mælinga. 

Tafla 5. Niðurstöður mælinga á kcat, KM og kcat/KM fyrir stökkbrigðin og villigerð.  Hvarfefnið p-
NPP var þynnt í 0,1 M CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C.  Við þær aðstæður mælist 
vatnsrofshraðinn eingöngu (N=4-8). 

Afbrigði kcat (s
-1) KM (mM) kcat/KM (mM-1s-1) 

Villigerð 27,8  10,5 0,017  0,004 1215  

Y346F 35,3  12,1 0,022  0,002 1588  

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

F355Y 22,5  7,5 0,024  0,015 1120  

S79A 5,2  2,2 0,023  0,011 231 

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

Eins og tafla 5 sýnir, má greina breytingar í hraðaföstunum.  Lítil breyting er þó á KM 
gildum fyrir stökkbrigðin miðað við villigerð.  Það er helst að sjá smá breytingu fyrir 
R336L.  Þar er tvöföldun í KM gildi þess, hækkun í KM gildi sem þýðir að minni sækni er í 
hvarfefnið.  Öll hin stökkbrigðin hafa svipað KM og villigerð, þó hefur S79A/S87G örlitla 
hækkun, sem helst í hendur við hækkun í KM hjá R336L þar sem sömu vetnistengi voru 
rofin, nema S79A/S87G hefur enn vetnistengin sem eru innan lykkjunnar. 

Ef kcat gildin eru skoðuð má sjá að töluverðar sveiflur eru í þeim gildum.  Skekkjan er 
einnig nokkuð mikil fyrir flest afbrigði og villigerð. Munur er á kcat R336L og 
villigerðar, sem stafar af auknum sveigjanleika eftir að vetnistengin eru farin.  
Lykkjan er því hreyfanlegri án þessara vetnistengja.  Augun rekast helst á breytingu í 
kcat sem sést fyrir S79A og S79A/S87G.  Besta útskýringin er sú að S79A breyti um 
lögun eftir að Ser hefur verið breytt í Ala, sem er minni amínósýra og myndar ekki 
vetnistengi við Arg336.  Arg336 gæti verið að finna sér nýjan hóp til að mynda 
vetnistengi við og stífir í leiðinni af byggingu ensímsins.  Varðandi S79A/S87G þá er 
Arg enn að mynda vetnistengi innan lykkjunnar, miðað við R336L þar sem öll 
vetnistengi Arg336 eru rofin.  Það að hafa enn vetnistengin innan lykkjunnar gefur 
henni meiri stöðugleika til að taka þátt í hvötun.  Í R336L þá eru öll vetnistengin farin 
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og því lykkjan ekki eins hæf til að taka þátt í hvötun og hefur lægra kcat samanborið 
við S79A/S87G.  Gly87 virðist enn mynda vetnistengi við Arg336 en hún hefur misst 
tengin við Ser79.  Amínósýrurnar Ala og Gly eru litlar og hreyfanlegar amínósýrur, 
hugsanlega eru þær gefa lykkjunni sem þær eru staðsettar á aukinn hreyfanleika og í 
leiðinni hreyfa við helixnum sem Ser65 er staðsett á.  Greinilegt er að lykkjan hefur 
áhrif á hvarfstöð VAP vegna þessa breytileika í kcat, en hvernig er ekki alveg ljóst.  
Líklegt er að lykkjan sé að stöðga svæðið kringum hvarfstöð með vetnistengjum.  
S79A/S87G hefur tveimur vetnistengi meira innan lykkjunnar (Arg336 við Gln334) 
miðað við R336L, hún er því stöðugari sem heild og þau vetnistengi sem voru 
mynduð á öðrum stöðum í lykkjunni við hina undireininguna haldast.  R336L hefur 
misst þetta vetnistengi, Leu336 stendur útí umhverfið og lykkjan helst ekki eins vel 
saman.  Það gæti því verið að önnur vetnistengi sem lykkjan myndar við hina 
undireininguna verði slakari, þar sem lykkjan er lausari í sér og sveiflast frekar frá.   

Þessar niðurstöður gefa tilefni til að ætla að áhrifa lykkjunnar gæti í hvarfstöð mótstæðrar 
undireiningar.  Aukin hvötunargeta (kcat) er einkenni kuldavirkra ensíma [106]. 

Ki villigerðar og stökkbrigðanna var mælt með Na2HPO4 og reiknað út eins og lýst var 
í kafla 2.14.  Fastinn gefur gott gildi á það hversu fast ensímið heldur í fosfathópinn.  
Því hærra sem Ki er því lausar heldur ensímið í fosfatið. 

Tafla 6. Útreiknuð Ki gildi fyrir villigerð og stökkbrigði.  Mælt var í 0,1 M CAPS, 1,0 mM 
MgCl2, pH 9,8 við 10°C ástamt 0,33 mM af hindra (Na2HPO4) (N=4-6). 

Stökkbrigði Ki  (mM) 

Villigerð 0,139 

Y346F 0,369 

R336L 0,537 

F355Y 0,134 

S79A 0,059 

S79A/S87G 0,103 

Lítil breyting er á Ki gildum fyrir S79A/S87G og F355Y.  S79A virðist halda fastar í 
fosfórinn sem helst í hendur við lækkun á kcat og þá kenningu að myndbygging þessa 
stökkbrigðis sé stífari en villigerðar.  R336L hefur sveigjanlegri myndbyggingu og því 
fylgir að fosfórinn flýtur betur úr ensíminu.  Aftur á móti kemur á óvart að Ki fyrir Y346F 
skuli vera hátt miðað við villigerð, þar sem hann hefur verið að sýna svipað kcat og KM og 
villigerðin.  Hugsanlega er Tyr346 er í vegi fyrir fosfórinn þegar hann er á leið út úr 
ensíminu, og með því að rjúfa vetnistengið sem það myndar gæti amínósýran verið að 
taka á sig nýja byggingarlega afstöðu og fosfórinn sloppið betur út. 

3.6 Ákvörðun T50% 

Hitastöðugleiki var mældur við ákveðin hitastig og hraði virknitaps mældur fyrir 
villigerð og stökkbrigðin.  Niðurstöður voru settar fram í Arrheniusargraf.  T50% var 
svo ákvarðað útfrá grafinu, með aðferðum sem settar eru fram undir efni og aðferðir.  
Tafla 7 sýnir niðurstöður T50%

 mælinga.  T50% er það hitastig sem að ensímið hefur 
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helmingað virkni sína við eftir 30 mínútur miðað við upphafsvirkni sína.  T50% gefur 
því hugmynd um það hversu stöðugt eða óstöðugt ensímið er gagnvart hita.  Því lægra 
sem T50% er því minni stöðugleiki er á hvarfstöð ensímsins. 

Tafla 7. Niðurstöður mælinga á T50% fyrir stökkbrigðin borin saman við villigerð.  Mælt var í p-
nítrofenýl fosfati (p-NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8 og 25°C. (N=4-6)  

Afbrigði T50%, °C 

Villigerð 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 í T50% gildum táknar það hversu sterk hvarfstöðin er gagnvart hita, eða 
hversu vel gengur hjá hvarfstöðinni að vinna við ákveðin hitastig.  Lækkun í T50% 
gildum táknar því að byggingarleg breyting hefur átt sér stað, hvarfstöð orðin veikari 
og ensímið missir virkni sína við lægri hitastig.  Með T50% er ekki verið að mæla 
afmyndun heildarbyggingar heldur frekar hitaþol virkrar myndbyggingar. 

Y346F og F355Y sýndu litla sem enga breytingu í T50% hitastigi miðað við villigerð.  
Það hefði þó verið við því að búast að T50% myndi vera örlítið hærra fyrir F355Y þar 
sem um mögulega fjölgun vetnistengja er að ræða, Tyr355 er væntanlega of langt frá 
hvarfstöðinni og ekki á viðkvæmu svæði innan ensímsins, til að hún geti haft marktæk 
áhrif.  R336L sýndi mikla breytingu, kringum 8°C lækkun.  Þessi breyting er því 
mikilvæg hvað varðar hitaþol ensímsins.  Fjögur vetnistengi eru rofin og því mætti 
ætla að byggingin sé lausari í sér og auðveldara yrði að afmynda ensímið með hita. 
Tvöfalda afbrigðið ætti að gefa góða mynd af því hvaða vetnitengi af þessum fjórum 
sem eru hvað mikilvægust fyrir stöðugleika.  S79A/S87G sýndi lækkun í T50%, eða 
2°C munur á villigerð. Afbrigðið hefur enn vetnistengi innan stærri 
yfirborðslykkjunnar, Gly87 og Ala79 mynda nú ekki lengur vetnistengi við Arg 
heldur mynda þær ekki lengur vetnistengi sín á milli.  Vetnistengi sem eru órofin 
innan stóru lykkjunnar gæti skýrt muninn á T50% gildum R336L og S79A/S87G, þar 
sem sömu vetnistengi eru farin að hluta (sjá mynd 13).  S79A kom nokkuð á óvart, 
með T50% uppá 31,6 ± 3,6 °C, sem er 10°C stöðugara en villigerðin.  Búist var við 
örlítilli lækkun, en mælingar á T50% S79A voru framkvæmdar sex sinnum til að 
staðfesta að stöðugleikinn hafi verið meiri en hjá villigerðinni.  Ein skýring sem gæti 
skýrt þennan aukna stöðugleika er að með breytingunni hafi átti sér stað byggingarleg 
breyting á svæðinu, þ.e. að Arg366 hafi fundið sér betri og stöðugri amínósýru til að 
mynda vetnistengi við.  Ekki sást slíkt þegar líkan af ensíminu, stökkbreyttu, var 
skoðað í tölvuforritum (PyMol og Swiss Pdb-Viewer/DeepView).  Tölvuforritin búa 
til líkön og geta breytingar á byggingunni orðið þrátt fyrir að það sjáist ekki í slíkum 
líkönum.  Þessi kenning helst í hendur við minnkað kcat fyrir S79A. 

Til að kanna betur áhrif etylen glýkóls á T50%, og hvort áhrifa myndi gæta í 
hitastöðugleika, var T50% mælt annarsvegar þar sem ensímið var þynnt í 15% etylen 
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glýkóli og hins vegar án etylen glýkóls.  Hér var T50% Y346F mælt, þar sem það 
reyndist með stöðugustu stökkbrigðunum og gefur því góða mynd að því hvort etylen 
glýkól hefur bein áhrif. 

Tafla 8. Samanburður á T50% Y346F með og án etylen glýkóls.  Til samanburðar er staðalfrávikið 
sett með. 

 T50% (°C) Staðalfrávik 

Í 15% etylen glýkóli 21,4 1,4 

Án etylen glýkóls 19,8 3,3 

Eins og sjá má á töflu 8, er mikill munur á T50% gildum milli mælinga, sem og að 
staðalfrávikin eru hærri fyrir mælingar án etylen glýkóls.  Það er talið vera vegna þess að 
virkni ensímsins féll hraðar á þeim sýnum sem ekki innihéldu etylen glýkól, sbr. mynd 
26, miðað við þau sýni sem innihéldu 15% etylen glýkól.  Etylen glýkól styður við 
byggingu ensímsins, heldur undireiningum þéttar saman og hækkar því T50% gildi þess.  

3.7 Heildarstöðugleiki metinn með 
hringskautsmælingum 

Mælingar á T50% gildum er góð aðferð til að mæla stöðugleika hvarfstöðvarinnar, en 
gefur þó ekki til kynna heildarstöðugleika próteinbyggingarinnar.  Til að fá gott mat á 
heildarstöðugleika myndbyggingar, voru afmyndunarferlar (bræðsluferlar) fyrir 
villigerð og stökkbrigðin ákvörðuð með hringskautsmælingum (CD) og útreikningar 
sem komu fram í kafla 2.15 notaðir til að normalísera ferlana.  Út frá bræðsluferlum 
má ákvarða Tm, en það er það hitastig þar sem helmingsafmyndun í prótein-
byggingunni hefur átt sér stað.  

Til að byrja með var mælt í 50 mM MOPS, en það gaf ekki nægilega góðar 
niðurstöður þar sem MOPS gleypir of mikið við 222 nm [107].  MOPS gleypir ekki 
fyrir ofan 230 nm, en gleypir meira því styttri sem bylgjulengdin verður.  Það var því 
ákveðið að nota aðeins 25 mM MOPS í stað fyrir 50 mM, en ekki skipta um 
búfferlausn.   Það var gert til að hafa betri samanburði við eldri gögn, sem og að aðrir 
búfferar hentuðu ekki nægilega vel fyrir mælingar á þessu pH svæði og mælingum við 
222 nm.  Niðurstöður CD mælinganna eru settar fram í töflu 9 og myndum 27 til 32 
sem sýna normalíseraða bræðsluferla.  Tafla 9 sýnir útreiknuð Tm gildi fyrir villigerð 
og stökkbrigðin. 
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Mynd 27. Afmyndunarferill villigerðar (wt).  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á 
Y-ás er fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 

Mynd 28. Afmyndunarferill Y346F.  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á Y-ás er 
fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 
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Mynd 29. Afmyndunarferill R336L.  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á Y-ás er 
fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 

Mynd 30. Afmyndunarferill F355Y.  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á Y-ás er 
fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 
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Mynd 31. Afmyndunarferill S79A.  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á Y-ás er 
fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 

Mynd 32. Afmyndunarferill S79A/S87G.  Mælt var í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4 við pH 8. Á Y-
ás er fu, sem er hlutfall afmyndaðs próteins á skalanum 0-1 og á X-ás er hitastig í °C. 
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Erfitt reyndist að fá góða bræðsluferla fyrir R336L, S79A og S79A/S87G, en að 
lokum fengust þeir fyrir R336L og S79A/S87G .  Mikil truflun var á grunnlínu og 
afmyndun var ekki eins og við var að búast.  Í sumum tilfellum sáust bungur í ferlum 
eða engin for- né eftirferill sást, þ.e. ferlarnir litu ekki út eins og hefðbundinn 
afmyndunarferill.  Afmyndunarferlarnir sem sjást hér að ofan eru þeir bestu sem 
fengust. Tvær skýringar voru á þessum óvenjulegu afmyndunarferlum, annarsvegar 
var próteinstyrkur í minna lagi fyrir R336L og S79A, en góður styrkur var á 
S79A/S87G.  S79A var sett á Q-Sepharósa skilju til þess að þétta sýnið enn betur, 
síðan þétt með þéttispunasúlu en það breytti ferlunum ekki mikið.  Hins vegar mætti 
geta sér þess til að stökkbrigðin afmyndist ekki í einu stökki eins og sést t.d. fyrir 
Y346F heldur eru þau byrjuð að afmyndast við lægri hitastig, þ.e. afmyndunin gerist 
smátt og smátt.  Það gæti hugsast að byggingin sé lausari í sér og þurfi því minna til 
að afmynda þessi stökkbrigði, að þau haldi ekki eins fast í svipmótaða ástandið. 

Við svipmótun próteina mótast fyrst fyrir annars stigs byggingum, vatnsfælnir kjarnar 
myndast og að lokum fer próteinið í þá stöðu sem er orkuhagstæðust fyrir það.  Ferlið er 
nánast öfugt í afmyndun [108, 109].  Fyrst losnar aðeins um próteinið, lykkjur sveiflast frá, 
vatn byrjar að komast inn á milli annars stigs bygginga og drífur smátt og smátt afmyndun 
af stað, í lokin losnar síðan um annars stigs byggingarnar og stífustu svæði próteinsins.  Það 
má því segja að ferlið sé ekki fullkomið jafnvægi milli afmyndaðs og svipmótaðs form, 
heldur að um millistig milli þessara forma sé að ræða [110].  Litlar bungur eða frávik frá 
bestu línu sést fyrir S79A/S87G og R336L, fyrir villigerð og S79A virðist einungis vera um 
truflun í grunnlínu að ræða.  Þessi frávik gætu verið vísbending um millistig í afmyndun en 
slíkt hefur sést í CD rófum annarra próteina [111]. 

Tafla 9. Bræðslumark (Tm) villigerðar AP og stökkbrigða.  Mælt með hringskautsmælingum 
(CD) og reiknað eins og sýnt var í kafla 2.15 (N=3-6) 

Stökkbrigði Tm (°C) 

Villigerð 50,8 ± 0,6 

Y346F 53,1 ± 1,6 

R336L 45,0 ± 5,1 

F355Y 50,2 ± 1,3 

S79A 44,1 ± 3,4 

S79A/S87G 43,1 ± 2,8 

Af töflu 9 sést að stökkbrigðin sem illa gekk að mæla hafa öll kringum 6,0-7,0°C 
lækkun samanborið við villigerð, þau hafa því mun óstöðugari myndbyggingu.  Þetta 
styður þá tilgátu að vetnistengin sem tengja lykkjuna við kjarna ensímsins gegnum 
Arg336 við Ser79 og Ser87 eru mikilvæg fyrir stöðugleika þess.  Eins og kom fram 
hér að ofan virðist vera að myndbygging þessara afbrigða sé lausari í sér en villigerð 
og því ekki eins stöðug gagnvart hita, eins og fram kom í inngangi eru ensím sem 
aðlöguð eru að hærri hita með stífari myndbyggingu og því stöðugari gagnvart háum 
hitastigum.  F355Y sýndi litla sem enga breytingu í stöðugleika myndbyggingar, það 
munaði aðeins 0,6 °C á stökkbrigðinu og villigerð.  Það sem kom nokkuð á óvart var 
að Y346F hafði hærra Tm miðað við villigerð, kringum 2°C. 
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3.8 Áhrif salta á stöðugleika stökkbrigða 

Þar sem að magnesíum jónin hefur stöðgandi áhrif á AP og er mikilvæg fyrir virkni 
þess [84] var áhugavert að skoða virknifall eftir 300 (± 20) mínútur við mismunandi 
styrki Mg2+ við 4°C.  Sýni var þynnt í Vibrio búffer ásamt viðbættu MgCl2 salti í 
mismunandi styrkjum.  Tilraunin var gerð á villigerð og tveimur stökkbrigðum, 
R336L og Y346F.  Annað reyndist mjög óstöðugt (R336L) en hið seinna líktist 
villigerð í stöðugleika (Y346F).  Niðurstöður þeirrar tilraunar má sjá á mynd 33.  

Mynd 33. Virknifall eftir 300 ± 20 mín við 4°C á villigerð og  tveimur stökkbrigðum (R336L og 
Y346F), í mismunandi styrkbilum MgCl2, 200-50 mM, 25-1 mM og 0 mM.  Hvarfið framkvæmt í 5,0 
mM p-nítrofenyl fosfati (p-NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8 og 25°C. 

Af mynd 33 mætti áætla að aukinn stöðugleiki héldist í hendur við aukinn Mg2+ 
jónastyrk í lausn  Þ.e. að Mg2+ styðji við hvarfstöð ensímsins og geri því kleift að 
halda virkni lengur í hærri stykjum.  

Til þess að útiloka það að aðeins væri verið að mæla áhrif jónastyrks á stöðugleika 
stökkbrigðanna, var tekið á það ráð að jafna klóríðstyrkinn með NaCl.  NaCl var valið þar 
sem það er nokkuð hlutlaust salt skv. hofmeister röðinni.  Það var því jafn klóríðstyrkur í 
öllu glösum, hann var hafður 200 mM.  Mynd 34 sýnir þær niðurstöður. 

Mynd 34. Virknifall eftir 300 ± 20 mín við 4°C á villigerð og tveimur stökkbrigðum (R336L og 
Y346F), í mismunandi styrk bilum MgCl2, 200-50 mM, 25-1 mM og 0 mM við 4°C.  
Klóríðstyrkur var jafnaður með NaCl.  Hvarfið framkvæmt í 5,0 mM p-nítrofenyl fosfati (p-
NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8 og 25°C. 
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Ekki átti sér stað nein marktæk stöðugleikabreyting í mismunandi styrkjum Mg2+ 
eftir að klóríðstyrkurinn var jafnaður út með NaCl.  Ósértæk jónahrif virðast því 
styðja við hvarfstöðina í ensíminu.  Áhugavert væri að framkvæma tilraunina með 
öðrum söltum og kanna áhrif þeirra, hvort sumar saltjónir styðji betur við ensímið en 
aðrar.  Sem dæmi mætti sjá hvort breyting væri eftir stærð katjónar og/eða anjónar.  
En slík rannsókn hefur áður verið framkvæmd, þar var sýnt fram á að stærð katjónar 
skipti máli fyrir stöðgun ensímanna sem verið var að skoða; invertasa, glúkósa 
oxídasa og lýsozími.  Það var einnig sýnt fram á að með auknum styrk jukust 
stöðgunaráhrifin upp að vissu marki en þegar of mikið var af salti minnkuðu áhrif 
saltanna við að stöðga ensímin.  Áhrif salta á ensím eru háð vatnsfælni/vatnssækni 
þess.  Eftir því sem ensímið er vatnssæknara þá skiptir stærð katjónar meiri máli 
[112], en það er sérlega áhugavert þar sem kuldavirk ensím eru oftar en ekki minna 
vatnsfælin en miðlungshitakær og hitakær ensím [113].  NaCl er þó hlutlaust salt 
samkvæmt Hofmeister-salt röðinni, og ætti því ekki að vera að spilla byggingu 
ensímsins [114].  Heldur er líklegri skýring að NaCl aðstoði við að festa Mg2+ í M3 
seti.  Þessar niðurstöður gætu gefið vísbendingar um að Mg2+ jónin sé lausar bundin í 
R336L miðað við villigerð og Y346F.  Virknin lækkaði eftir því sem minna var af 
MgCl2 en með viðbættu NaCl salti helst stöðugleikinn nokkuð jafn í mismunandi 
stykjum MgCl2, þar sem NaCl styður við festingu Mg2+ jóninarinnar í M3 setinu. 

3.9 E492D breyting í plasmíðum 

Eftir að plasmíðin höfðu verið raðgreind og mælingar hafnar, kom í ljós að breyting er í 
flestum frumplasmíðunum (pBAS40, pBAS50 og pBAS60), sem síðan kom fram í 
stökkbrigðunum.  Breytingin er E492D, glútamik sýra yfir í aspartik sýru.  Hún er staðsett á 
yfirborði próteinsins.  Amínósýran er ekki talin hafa neinar víxlverkanir eða tengsl við 
önnur svæði próteinsins.  Mynd 35 sýnir staðsetningu breytingarinnar miðað við 
heildarbygginguna. 

Þar sem um er að ræða súra amínósýru yfir í aðra súra er talið að hún hafi ekki stórvægileg 
áhrif á virkni alkalíska fosfatans, en það þarf þó að staðfest það með tilraun á E492D og 
lagfærðu villigerðar plasmíði og bera saman niðurstöður þeirra mælinga.  Búið er að 
lagfæra grunnplasmíðin en ekki er búið að mæla það og bera saman við villigerð. 

3.10 Lykkjuúrfellingar 

Reynt var að eyða hluta stóru yfirborðslykkjunnar sem verkefnið fjallar um.  Gerðar 
voru tvær lykkjuúrfellingar annarsvegar 337-341 og hins vegar 328-351.  
Raðgreining fékkst fyrir báðar lykkjuúrfellingarnar, þær voru báðar ræktaðar og 
hreinsaðar eins og hin stökkbrigðin. Jóhanna Vilhjálmsdóttir mældi 337-341 í B.S. 
verkefni sínu.  Ensímið var nokkuð óstöðugt enda fimm amínósýrur farnar af enda 
lykkjunnar.  Að neðan má sjá svæðið stækkað, og samanburð á 337-341 og villigerð.  
Eftir að amínósýrunum var klippt út, glötuðust þrjú vetnistengi milli Gly338 á lykkju 
og Gln88 á hinni undireiningunni sem og milli Glu339 og Ala340 á lykkju við Gly89 
á hinni undireiningunni [115].  Mynd 36 sýnir lykkjusvæðið sem klippt var út 
samanborið við lykkju villigerðar.  Tafla 10 sýnir samanburð á mælingum á 
lykkjuúrfellingjunni og villigerð. 
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Mynd 35. Alkalískur fosfatasi úr Vibrio tegund og staðetning óvæntrar stökkbreytingar. Zn2+ 

málmar eru sýndir sem gulir hnettir og Mg2+ jón með rauðum hnetti.  Glútamik sýra (E492) er 
merkt dökk bleik á myndinni (neðarlega fyrir miðju). 

Mynd 36. Samanburður á 337-341 og villigerð.  Lykkjan á 337-341 er græn en villigerðar-
lykkjan er bleik.  Zinkjónir eru sýndar sem rauðir hnettir og magnesíum sem gulur hnöttur. 
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Tafla 10. Samanburður á villigerð og lykkjuúrfellingunni 337-341.   Mælingar þessa 
stökkbrigðis voru framkvæmdar  af Jóhönnu Vilhjálmsdóttur.   Höfundur endurmældi kcat og 
KM og staðfesti lágt KM. 

 T50% (°C) Tm (°C) kcat (s
-1) KM (mM) kcat/KM (mM-1s-1) Ki (mM) 

Villigerð 21,0 ± 1,5 50,8 ± 0,6 27,8  10,5 0,017  0,004 1215 0,139 

337-341 15,8 ± 0,2 44,7 ± 0,6 43,2  6,7 0,004  0.003 13488 0,098 

Tafla 10 sýnir að 337-341 hefur veikari heildarstöðugleika og minna þol gagnvart hita 
samanborið við villigerð.  Það hefur u.þ.b. 5°C lægra T50% og 6°C lægra Tm.  Það var við 
því búist að stökkbrigðið myndi sýna slíka hegðun þar sem fimm amínósýrur voru 
klipptar út af enda stóru yfirborðslykkjunnar.  Amínósýruröðin sem klippt var út var Ser-
Gly-Glu-Ala-Phe.  Það sem vakti athygli voru áhrifin á KM, kcat og kcat/KM.  Fjarlæging 
amínósýranna hafði í för með sér hærri hvötunarvirkni (hækkað kcat) og mældist 337-
341 með svipað gildi og R336L.  Þessar niðurstöður haldast vel í hendur við aukinn 
hreyfanleika á svæðinu, og það að lykkjann hefur einnig misst vetnistengi við kjarna 
næstu undireiningar.  KM gildið fyrir lykkjuúrfellinguna lækkaði um meira en fjórðung, 
lækkaði úr 0,017 mM í 0,004 mM en það gefur vísbendingu um betri bindingu hvarfefnis, 
eða meiri sækni í hvarfefni.  Ákveðin vetnistengi hafa verið rofin og lykkjan nær ekki 
eins langt yfir næstu undireiningu og í villigerð.  Hvarfstöðin gæti því verið opnari og 
eykur því sækni sína í hvarfefnið.  Hugsanlegt er að hópar í hvarfstöð nái að grípa 
hvarfefnið betur vegna sveigjanleika þótt aukinn hreyfanleiki ætti yfirleitt að valda 
lækkun í KM.  Lykkjuúrfellingin hafði einnig lægra Ki, en það þýðir að það heldur fastar í 
hindra miðað við villigerðina, munurinn er þó lítill.   

Áður hefur verið gerð tilraun á yfirborðslykkjum AP, þ.e. á TNAP og PLAP.  PLAP 
sem er nokkuð hitastöðugt virtist hafa misst hitastöðugleikann niður við breytingum í 
yfirborðslykkju.  Þar var komið fyrir yfirborðslykkju sem samsvarar lykkjunni í 
TNAP sem er ekki eins hitastöðugt og PLAP, og lykkja PLAP tekin út í staðinn.  
Sérstaða þessara ensíma reyndist vera að finna í yfirborðslykkjum þeirra [70].   

Í inngangi var rætt um N-enda svæði annarra AP, sem gæti gengt svipuðu hlutverki og 
stóra yfirborðslykkjan í VAP sem verið er að skoða í þessu verkefni.  Útfellingar voru 
gerðar á N-enda TNAP og PLAP, níu og tuttugu og fimm amínósýrur voru teknar út í 
PLAP en aðeins fimm og níu í TNAP.  Virknin fell út fyrir lengri útfellingarnar, og 
styttri útfellingarnar minnkuðu virkni þeirra og hitastöðugleika PLAP [116].  Þetta er 
svipað og sést hér fyrir lykkju VAP, þar sem lengra lykkjuafbrigðið er lítið virkt og 
styttri lykkjuúrfellingin sýnir minnkaðan stöðugleika gagnvart hita.   

Ekki fékkst nægilega góð virkni fyrir 328-351, og var því ekki hægt að framkvæma 
neinar mælingar á því. Tuttugu og fjórum amínósýrum var klippt út af lykkjunni og 
því eðlilegt að próteinbyggingin raskist og ensímið verði óstöðugt og lítið virkt.  Það 
vekur jafnvel undrun að ensímið skuli tjást í virku ástandi.  Það þyrfti að fara í frekari 
vinnu við að finna hentugustu tjáningarskilyrðin fyrir 328-351 til þess að hægt verði 
að mæla það. 
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4 Umræður 

4.1 Hreinsun og tjáning 

Verkefnið byrjaði hægt meðan verið var að þróa vinnuaðferðir.  Mikill tími tapaðist 
við ummyndun plasmíða í bakteríur, vegna þess að byrja þurfti að raðgreina og 
endurraða frumplasmíðum.  Raðgreina þurfti plasmíðin til að skera úr um hvort um 
væri að ræða ST9 eða ST2, þ.e. hvort það hefði lengri eða styttri tengisvæði við 
StregTag halann en ekki fengust alltaf góðar niðurstöður úr raðgreini.  Raðgreiningar-
vandamálið fólst í of litlu plasmíðmagni.  Það var því farið út í að rækta í 5 mL af LB-
æti fyrir plasmíðhreinsun í stað 1 mL eins og áður hafði verið gert.  Einnig fór tími í 
að læra á bestu aðferðir við ræktunar- og hreinsunarferlið.  Reynt var að rækta að 
hluta til við 25°C og lækka niður í 18°C eftir örvun, en besta aðferðin var að halda 
sama hita gegnum ferlið (18°C).  Einnig var Triton X-100 sápa og lýsozímið ekki 
skilið nægilega lengi eftir í frumugrautnum til þess að sprengja frumurnar í fyrstu.  Í 
lokin var frumugrauturinn frystur með sápunni og lýsozýminu. 

Í upphafi verkefnis hafði gengið illa að fá bakteríuþyrpingar á disk og því var prufað að 
breyta um hitastig eða sleppa hitasjokkinu í ummyndun plasmíða.  Útbúnar voru nýjar 
frumur og virðist ummyndun hafa gengið betur eftir það.  Einnig var keypt nýtt 
plasmíðhreinsunarbox, sem innihélt nýjar lausnir og spunasúlur til plasmíðhreinsunar.  
Magn plasmíðs fór úr 4,5-57,5 ng/μL í 61,5-316,5 ng/μL, þó alltaf nær 200 ng/μL, við 
það að fá nýjar plasmíðhreinsunarlausnir og -súlur sem og að auka magn ræktunar (úr 1 
mL í 5 mL) til plasmíðhreinsunar.  Hreinleikinn var mældur með hlutfalli af gleypni við 
260/280 nm, hreinleikinn fór einnig úr u.þ.b. 1,6 í 1,8.  Besti hreinleikinn er milli 1,8-2,0 

Eftir að búið var að finna hentugustu tjáningar og ræktunaraðferðirnar fékkst hreint 
prótein sem unnið var með.  Heldur litlar heimtur fengust eftir hreinsun miðað við 
hvað ætla mætti þegar hreinsunartafla er borin saman við eldri gögn [103]. Ekki er 
ástæðan fyrir því ljós, en það mikla ensím sem mældist í frumujafningnum festist ekki 
við súluefnið heldur rann það ensím í gegn þar sem það hafði ekki StrepTag hala.  Það 
má benda á það að hvarfefnið sem notað var, p-NPP, er ekki sértækt fyrir alkalíska 
fosfatasann, þ.e. aðrir fosfatastar gætu verið í flotinu að taka þátt í hvarfinu og því 
mælst meiri virkni en bara stökkbreytti alkalíski fosfatasinn í floti eða frumugraut.  
Þau ensím sjást vel í gegnumflæðistoppi sem myndast í upphafi súlukeyrslu, en þar 
mælast þau ensím sem ekki bindast sérstækt á súluna og renna beint í gegn.  
Hreinsunarferillinn er sýndur á mynd 24, en þar er skalinn svo stór að virkni í 
gegnumflæðistoppi sést lítið sem ekkert.  

4.2 Mælingar 

Kínetísku mælingarnar sýndu að áhrifa stökkbreytinganna gætir í hvarfstöð.  Þá allra 
helst  R336L, S79A og S79A/S87G.  Þessar breytingar tengjast allar, þar sem Ser79 
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og Ser87 mynda vetnistengi við Arg336 í óstökkbreytta forminu, en þessi vetnistengi 
glatast við breytingu Arg yfir í Leu.  Vetnistengi sem Ser79 myndaði við Arg336 
glatast einnig þegar Ser er breytt í Ala, með viðbætingu S87G rofna þau vetnistengi 
sem tengir Ser79 og Ser87, og vetnistengin sem Ser87 og Ser 79 mynduðu við 
Arg336.  Ser 79 og 87 virðast tengjast vetnistengjaneti sem síðan tengist vetnis-
tengjum hvarfstöðvar.  Á mynd 37 (litað grænt) má sjá Arg336, Ser79 og Ser87, og 
afstöðu þeirra til hvarfstöðvar. 

Mynd 37. Tengsl Arg336 í stóru lykkju Vibrio AP við mótstæða undireiningu.  Arg336, Ser79 og 
Ser87 (Ser87 og Ser79 eru úr hinni undireiningunni) eru grænar, yfirborðslykkjan sem skoðuð er 
í verkefninu er bleik og amínósýrur hvarfstöðvar eru appelsínugular.  Zn2+ jónirnar eru sýndar 
sem rauðir hnettir og Mg2+ sem gulur hnöttur.  Mörg vetnistengi eru á svæðinu og eru þau því 
ekki sýnd.  Ser65 er kjarnsækna amínósýran. 

Eins og sést á mynd 37 er Arg336 staðsett stutt frá hvarfstöð, og myndar hún 
vetnistengi við tvær Ser sem tengdar eru amínósýrum sem taka þátt í vetnistengjaneti sem er 
rétt utan við hvarfstöð, sem og að þær eru beint tengdar við Ser65.  Ser 65 er á helix sem er 
tengdur lykkjunni sem báðar þessar Ser (79 og 87) eru á.  Við stökkbreytingarnar sem 
nefndar voru að ofan rofna vetnistengin sem Arg myndar.  Það er því ekki ótrúlegt að 
lykkjan spili hlutverk í að stöðga svæðið kringum Ser65 sem er mjög mikilvæg amínósýra í 
hvötun AP, eins og rætt var um í inngangi.  S79A/S87G og R336L sýndu svipaða hegðun, 
þ.e. lækkað Tm, T50% og hærra kcat.  Það má þó ekki gleyma að Arg336 myndaði vetnistengi 
innan lykkjunnar (við Gln334) sem er rofið í R336L en ekki S79A/S87G.  Einnig mynduðu 
Ser79 og Ser87 vetnistengi sín á milli sem glatast við S79A/S87G breytinguna, það er ekki 
ósennilegt að það valdi auknum hreyfanleika í þeirri lykkju (sem tengist helixnum sem 
Ser65 er í).  Það gæti verið ástæða þess að S79A/S87G hefur hærra kcat.  Sem og að 
S79A/S87G hefur fengið litlar og hreyfanlegar amínósýrir í stað tveggja Ser, það gæti haft 
áhrif á hreyfanleika í hvarfstöð þar sem Ser65 er í helix sem er bundinn lykkjunni sem 
þessar amínósýrur eru á.  S79A sýndi hegðun sem ekki hafði verið við búist.  Það var búist 
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við lítilli lækkun í Tm og T50% og svipuðum kínetískum föstum og villigerð þar sem um litla 
breytingu er að ræða.  En öfugt við það sýndi breytingin hærri T50% miðað við villigerð, og 
næstum tíu sinnum lægra kcat, en á hinn bóginn lægra Tm sem passar ekki ef ensímið telst 
vera glóbalt stöðugra og stífara.  En það er hugsandi að mjög lítill styrkur á ensíminu gæti 
verið að hafa áhrif á Tm þess, og lélegt róf hafi fengist fyrir S79A.  Afbrigðið virðist vera 
með stöðugari byggingu en villigerðin, og hugsanlegt er að Arg336 finni sér aðra amínósýru 
til að mynda vetnistengi við sem er jafnvel lengra grafið í ensíminu og skorði því lykkjuna 
af og stífi af byggingu ensímsins. 

Við eyðingu hluta lykkjunnar sem var rætt um í kafla 3.10 á sér sennilega stað 
byggingarleg breyting á lykkjunni eins og sýnt var á mynd 36.  En það hefur áður 
verið sýnt fram á slíka breytingu í stöðu amínósýru við eyðingu hluta af lykkju.  Það 
sást t.d. í manna acetýlkolínesterasa.  Ensímið hafði minni sækni í hvarfefnið og hafði 
lykkjueyðingin áhrif á hindrun ensímsins (auðveldari aðgangur að hvarfstöð) og virkni 
ensímsins.  Ein helsta ástæða þess var að ákveðin tyrosín (Tyr86) sem staðsett er í 
lykkju sem hylur hvarfstöð breytti um stöðu eftir að fimm amínósýrum hafði verið 
eytt út (a.s. 78-82), og afstaða hennar gagnvart hvarfstöð varð allt önnur en í villigerð 
[117].  Slíkt gæti verið að gerast í VAP, þar sem endi lykkjunnar er tekinn út, sum 
vetnistengi rofna og önnur ný myndast. 

Y346F og F355Y sýndu litlar sem engar breytingar í hraðafræðiföstum, né í Tm og 
T50%.  Það gefur til kynna að þessi vetnistengi sem tekin voru út (Y346F) eða bætt inní 
(F355Y) séu ekki mikilvæg fyrir stöðugleika né virkni próteinsins, eða í það minnsta 
ekki á viðkvæmu svæði eins og virðist vera fyrir Arg336 og tengla hennar.  Það sem 
kom þó mest á óvart var að Ki fyrir Y346F var heldur hærra en villigerðar.  Það gæti 
því verið að Tyr346 taki þátt í kerfi sem bindi fosfatjónina og með því að taka út 
vetnistengið, framkvæma Y346F breytingu, þá minnki sækni ensímsins í fosfat.  Ef 
losun þess er hraðatakmarkandi ætti kcat að aukast, en það er það sem gerist. 

Etylen glýkól hafði mikil áhrif á stöðugleika stökkbrigðanna (mynd 26), sér í lagi 
R336L sem var mun óstöðugara en Y346F.  Það er að öllu líkindum að styrkja 
vatnsfælnu kraftana við ensímið, þ.e. að styrkja ensímið í vatnslausn.  Það væri þá að 
valda styrkjandi áhrifum milli undireininganna, þær haldast þá frekar saman [104].  
Vetnistengi myndu styrkjast að einhverju marki um leið, þar sem jónísk tengi eru háð 
rafsvörunarstuðli (e. dielectric constant) umhverfis, og hann lækkar sé vatnið þynnt út 
með etylen glýkóli.  Sýnt hefur verið  fram á stöðgandi áhrif fjölhýdríska alkohóla, 
þ.e. sameindir sem hafa marga hýdroxíðhópa (-OH) eins og sorbitol, xýlitol, glýcerol 
og etylene glýkól (e. preferential hydration). Fjöldi hýdroxíðhópa er mikilvægur því 
stöðgunaráhrif alkohólanna er háður fjölda þeirra, þ.e. því fleiri sem hýdroxíðhóparnir 
eru því meiri eru stöðgunarhrif þeirra [118].  Etylen glýkól hefur tvo slíka hópa og 
ætti því ekki að hafa of mikil áhrif á stöðugleikann, rétt nóg til að halda ensíminu 
stöðugu við mælingar. 

Áhrif salta var einnig mikilvægur til að viðhalda ákveðnum stöðugleika.  Ef  skoðaðar 
eru myndir 33 og 34, sést að það voru ekki áhrif Mg2+ jónar sem réðu stöðugleikanum 
heldur virðist vera að heildarjónastyrkur ráði þar meiru.  Það virðist vera sem svo að 
jónahrif séu mikilvægari þegar kemur að viðhalda stöðugleika heldur en hrif Mg2+ 
salts.  En það sem lá bakvið tilraunina var að athuga í hvaða aðstæðum væri hægt að 
geyma ensímið sem lengst, og eins og var rætt um í inngangskafla er Mg2+ jónin 
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mikilvæg fyrir VAP [46], þ.e. hvarfgang þeirra AP sem hafa Mg2+ í M3 seti og 
byggingastöðugleika þeirra [84].  NaCl er nokkuð hlutlaust salt samkvæmt 
Hofmeisterröðinni [114] og ætti því ekki að hafa nein bein áhrif á stöðugleika 
ensímsins.  Hugsanlega er NaCl saltið að styðja við Mg2+ jónina og helst hún því betur 
í ensíminum í viðurvist saltsins.  

Við lægri styrki (1-25 mM) án NaCl er hugsanlega um sértæk áhrif Mg2+ jónar að ræða þar 
sem jónin sest í M3 setið, en við hærri styrki (50-200 mM) er hugsanlega um ósértæk 
saltáhrif að ræða.  Saltið sem er í leysinum sem umlykur ensímið virðist því ráða miklu 
hvort Mg2+ jóninni haldist á sínum stað, þ.e. að hún leki síður út úr M3 setinu.   

4.3 Málmar 

Hlutfall zinks var ákvarðað í 337-341 með 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR) af Jóhönnu 
Vilhjálmsdóttur [115].  PAR er litarefni sem bindist zink jónum sem flæða út við afmyndun 
ensíms, en í tilfelli 337-341 var það gert með urea.  PAR gleypir síðan við 500 nm þegar 
það er bundið zinki, og útfrá gleypni má mæla hlutfall zinks á einliðu.  Niðurstöður PAR 
mælinga gáfu til kynna að það reyndust vera tvær zink jónir á hverja einliðu þegar 
afmyndað var með urea.  Þessum niðurstöðum ber saman við kristalbyggingu VAP, sem 
hefur tvær zinkjónir og eina magnesíum jón á einliðu.  Lykkjan virðist því ekki hafa áhrif á 
bindingu zinks.  Zink er vel bundið í setum M1 og M2 [73], en áhugavert yrði að skoða 
svipaðar mælingar með Mg2+.  Þ.e. að skoða hvort lykkjan hafi áhrif á bindingu 
magnesíums í hvarfstöð.  Það væri gert með atómgleypnimælingum en tækið var ekki 
tiltækt á þeim tíma sem hefði þurft að mæla atómgleypni stökkbrigðanna.  Eins og sést á 
mynd 37 liggur lykkjan yfir hvarfstöð, og þar sem Mg2+ jónin er ekki eins fast bundin og 
Zn2+ jónirnar gæti verið að lykkjan stuðli að því að halda Mg2+ jóninni í hvarfstöð.  En Mg2+ 
spilar einnig stórt hlutverk í hvötun [84]. 

4.4 Vetnistengjanet 

Vetnistengi eru mikilvæg til að skilja byggingu og eiginleika próteina, hvort sem um 
ræðir vetnistengi innan annars-, þriðja- eða fjórðastigs byggingu.  Þau eru mikilvæg 
hvað varðar svipmótun og mætti hugsa prótein sem net milliverkana.  Hafa verið sett 
upp forrit sem sýna öll þau vetnistengi sem ensímið myndar til að skilja þau betur, 
m.t.t. byggingarlegs stöðugleika og virkni þeirra.  Vetnistengi VAP voru skoðuð með 
HB ploti (hydrogen bonding plot; http://dept.phy.bme.hu/virtuadrug/ hbplot/bin/ 
infopage.php), og vetnistengi sem Arg336 myndar staðfest [119].  Ekki er ólíklegt að 
Ser79 og 87 séu tengdar vetnistengjaneti eins, þar sem amínósýrurnar taka þá 
hugsanlega þátt í tengingu lykkju úr undireiningu A við undireiningu B.  
Hraðafræðimælingarnar sýndu að áhrifa stökkbreytinganna gæti í hvarfstöð eins og 
komið var að hér að ofan.  En það hefur sést að breyting á einu svæði í próteini geti í 
sumum tilfellum komið af stað byggingarlegri breytingu á öðrum stað í byggingu 
þess.  Þannig væri hægt að hugsa sér ensím sem milliverkananet, þar sem hreyfing eða 
breyting á einum stað drífur af stað hreyfingu eða breytingu á öðrum stað [120]. Slíkt 
hefur sést með lykkjusvæði í ríbonúkleasa A.  Þar var ekki um að ræða eiginilegt 
vetnistengjanet heldur stök vetnistengi innan ensímsins sem leiddu frá lykkjusvæði að 
hvarfstöð.  Amínósýra úr hvarfstöð ríbónúkleasa A (Thr17) tengir His48 sem tengd er 
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utan lykkjusvæðis.  His48 tengir síðan β-flöt sem er hluti af strendingi sem er síðan 
hluti af hvarfstöð.  Hreyfing í lykkjusvæði ríbónúkleasa A leiðir því beint í hvarfstöð.  
Við breytingu á His48 í Ala, minnkaði ensímið hvötunargetu um tífalt og hreyfanleiki 
í hvarfstöð minnkaði [121].  Það er ekki ólíklegt að svipað sé að gerast í VAP og gefa 
niðurstöður mælinga á R336L, S79A og S79A/S87G ástæðu til að áætla slíkt.  

Annað dæmi um mikilvægi vetnistengjanets er í tilfelli transaldolasa úr E. coli, þar 
sem vetnistengjanetið teygir sig yfir að skilum milli undireininga og tekur þátt í að 
halda undireiningunum saman.  Við stökkbreytingu úr Arg í Glu eða Ala missti 
próteinið tengslin milli undireiningarnar, undireiningarnar urðu að einliðum [122]. 

Mikilvæg svæði ensíma eru oft þau sveigjanlegustu og eru hreyfingar ensíma 
mikilvægar fyrir virkni þeirra [123].  Þessar hreyfingar hafa verið flokkaðar í tvær 
mismunandi tegundir, annarsvegar próteinsvæða (e. domain) hreyfingar þar sem 
klasar sem inniheldur annars stigs byggingu hreyfist um svokallaðan hjörulið.  Þetta 
eru stærri hreyfingar sem eru oft tilkomnar vegna bindingar hvarfefnis eða hindra.  
Hins vegar eru hreyfingar á lykkjusvæðum, en þar eru oft óhlaðnar og litlar 
amínósýrur sem valda auknum hreyfanleika.  Hreyfanleiki lykkjusvæða er mikilvægur 
því oftar en ekki taka lykkjurnar þátt á einn eða annan hátt í hvötun, sem dæmi með 
því að mynda lok yfir hvarfstöð og loka fyrir vatnssameindir sem myndu vilja leita 
inní hvarfstöðina [124].  Þannig styrkjast hleðsluhrif um leið og dielektrískur stuðull 
lækkar við að H2O fer burt.  Virkni stóru lykkjunnar í VAP er tiltölulega lítið þekkt og 
því var mjög áhugavert að skoða áhrif hennar á heildarbyggingu og virkni VAP.  
Nokkrar tilgátur voru settar fram í upphafi.  Líklegast var að lykkjan tæki þátt í að 
halda málmjón í hvarfstöð, tæki þátt í tvenndarmyndun með því að halda utan um aðra 
undireininguna eða hugsanlega mikilvæg við að viðhalda svipmótaða ástandinu.   

Til samanburðar má nefna, að TAP hefur lítinn snertiflöt milli undireininganna.  Það er 
vegna lítils kórónusvæðis og það hefur ekki N-enda helix [58] eins og PLAP [44, 61] og 
SAP [59].  Samsvarandi N-enda lykkja sem er í ECAP [62] tekur þátt í tvenndarmyndun 
spendýra AP.  VAP hefur stórt kórónusvæði en ekki N-enda svæðið, en talið er að 
lykkjan sem um ræðir í þessu verkefni gegni hlutverki í tvenndarmyndun [46].  Það er því 
augljóst að lykkjan tekur þátt í að viðhalda tvenndarmynd VAP, en hvort hún sé það 
mikilvæg að ensímið detti í sundur án hennar þyrfti fleiri rannsókna til staðfestingar.  Það 
er þó líklegt að kórónusvæðið sé það stórt í VAP að tvenndarmynd haldist [46].  Það sást 
með 328-351 breytingunni.  Nánast allri lykkjunni var eytt en þó mældist virkni, þrátt 
fyrir að virknin hafi verið það lítil að ekki var unnt að gera hraðafræðimælingar á því.  
Varðandi málmjónir þyrfti einnig frekari tilraunir til að ákvarða hvort málmjón sé að falla 
út, eins og með málmjónagreiningu (e. atomic absorption).  Dæmi eru til um lykkjur sem 
halda Mg2+ jónum í hvarfstöð sem taka þátt í hvarfi ensímsins [9, 125].  Það er þó nokkuð 
líklegt að vetnistengjanet eins og rætt var um hér að ofan sé í VAP og að lykkjan tengist 
því með vetnistengum, m.a. Arg336 í gegnum Ser79 og Ser87.  Vetnistengjanet eru 
mikilvæg fyrir svipmótun og til að viðhalda því ástandi [119].   

Áður hefur verið gerðar rannsóknir á yfirborðslykkjum í AP, m.a. í TNAP og PLAP, 
þar sem lykkjum var ýmist bætt við eða teknar úr.  Niðurstöður rannsóknanna sýndu 
fram á að í lykkjusvæðum megi finna sérstöðu AP því þetta eru oft á tíðum 
breytilegustu svæðin [70].  Það hefur verið staðfest með þessu verkefni að stærsta 
yfirborðslykkja VAP gegnir mikilvægu hlutverki fyrir stöðugleika og byggingu VAP, 
en til að skilja nákvæmari hlutverk hennar þarf á frekari rannsóknum að halda. 
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4.5 Hreyfifræði sameinda (e. Molecular 
dynamics) 

Eitt helsta tól í fræðilegum rannsóknum í sameindalíffræði og lífefnafræði er 
molecular dynamics [66] eða hreyfifræði sameinda.  MD byggist á 
tölvuútreinkningum á hreyfingum sameinda í ákveðnu kerfi og geta gefið góðar 
upplýsingar um byggingarlegar breytingar í próteinum og kjarnsýrum.  Þessar aðferðir 
eru nú almennt notaðar til að kanna byggingu, hreyfingar og varmafræði lífsameinda.  

MD líkön eru hugsuð til að brúa bilið milli kenningar og tilrauna.  Kenning er athuguð 
með MD og síðar staðfest með tilraunum [126].  

Notast var við slík líkön til að skilja betur hreyfinar VAP og hreyfanleg svæði innan 
þess.  Notast við TLS Motion Determination (TLSMD) og elNémo (The Elastic 
Network Model).  TLSMD er notað til að skoða hugsanlegan sveigjanleika í 
kristalbyggingum stórsameinda, staðbundinn eða milli undireininga.  Próteininu er 
skipt niður í minni svæði og hreyfanleiki metinn á þeim stöðum [127].  Hér að neðan 
(mynd 38) sést hvernig annarri undireiningu (undireining A) hefur verið skipt niður í 
minni svæði og á mynd 39 er graf sem sýnir sveigjanleika eftir svæðum.  Þau svæði 
sem hafa hærri toppa hafa meiri sveigjanleika. 

Mynd 38. Einliða A (t.v.)  og Einliða B (t.h.) eins og TLSMD forritið skiptir því upp til að meta 
sveigjanleika hvers svæðis fyrir sig.  Myndin eins og hún kemur eftir úrvinnslu TLSMD.  
Einliðunum var  skipt upp í minni svæði.  Það má svo bera saman litinn sem svæðið er litað með 
við mynd 39.  Þar er sýndur hreyfanleiki á þeim tiltekna stað.  Gula lykkjan á einliðu B og 
fjólubláa lykkja einliðu A (staðsett í kórónusvæðinu) eru hreyfanlegustu svæðin ef mynd 39 er 
skoðuð skv. TLSMD. 
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Mynd 39. Einliða A er á efra grafinu en einliða B er á því neðra.  Toppar sem tákna sveigjanleika 
á ákveðnum svæðum innan ensímsins.  Sami litakóði er á toppunum og á mynd 38.  Á Y-ás er 
amínósýruröðin og á X-ás er reiknaður b-faktor. 

Þessar myndir geta gefið góðar upplýsingar um hvort lykkjan sé einn af 
sveigjanlegustu pörtum ensímsins.  Við nánari skoðun sést að lykkjan er á hreyfanlegu 
svæði eins og við var að búast, en hreyfanlegustu svæðin eru svæðið sem inniheldur 
amínósýrur 374-432 á einliðu A en það eru amínósýrur kórónusvæðis.  Ef skoðuð er 
mynd 10, þá sést að á þessu svæði er lykkja (innskot III), sú lykkja er óvenjustór í 
VAP miðað við önnu kuldavirk AP.   

Einnig eru fyrstu sex amínósýrurnar með þeim hreyfanlegustu sem er N-endi 
ensímsins (bæði í einliðum A og B) og stendur óstuddur útí leysinn.  Einnig sést að 
svæðið sem er á snertifeltinum milli undireiningarnar, amínósýrur 433-491 á einliðu A 
sem og svæðið sem kemur rétt á undan stóra lykkjusvæðinu (307-329) sem er einnig á 
skilunum, hefur frekar stífa byggingu (lágir toppar).  Hugsanlega er mikilvægt að hafa 
sem minnstan sveigjanleika á þeim svæðum til að stöðga tvenndarástandið.   

Á einliðu B eru það svæði 403-428 og svæði 201-227 sem eru hvað hreyfanlegust.  
Amínósýrur 403-428 eru staðsettar í kórónusvæðinu og amínósýrur 201-227 eru í 
kjarna próteinsins.  Amínósýrur 403-428 eru hluti af lykkju sem sést á mynd 10; 
innsetningarlykkja IV (insert IV).  Myndir 38 og 39 sýna að það er ekki sama ástand á 
báðum tvíliðunum, þ.e. hreyfingar einliðanna eru ekki í alveg í takt. 
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Bygging VAP var einnig skoðuð með elNémo.  Þar eru reiknaðar út hreyfimyndir 
útfrá b-faktorum amínósýra sem fást við kristallagreiningu [128, 129]. 

Mynd 40. Hreyfingar VAP með elNémo forriti, þrjár myndir af ensíminu á hreyfingu settar 
saman.  Undireining A er græn og undireining B er bleik.  Stóra lykkjan er græna lykkjan sem 
heldur utan um bleiku undireininguna.  Hreyfingin sést betur fyrir undireiningu B (bleiku) t.d. 
lykkja í kórónusvæðinu. 

Ef mynd 40 er skoðuð gaumgæfilega sést að hreyfing er á kórónusvæðinu og 
kjarnasvæðis sem er lengst til hægri á myndunum.  Svæðið færist til kórónusvæðis og 
frá, kórónusvæðið færir sig einnig til og frá.  Þetta eru svæðin sem reyndust vera með 
þeim hreyfanlegustu fyrir einliðu B með TLSMD.   

Stóra yfirborðslykkjan virðist hreyfast eftir hreyfingum undireiningarinnar sem hún 
situr á.  Þetta staðfestir það sem sást með TLSMD, að kórónusvæðið sé með 
hreyfanlegustu pörtum ensímsins og svæðið milli undireiningarnar sé lítið að hreyfast.   

Stóra lykkjan sem um ræðir situr að öllum líkindum yfir hinni undireiningunni og er 
að veita vetnistengjum inn á svæðið, og hreyfir sig í takt við hvarfstöð hinnar 
undireiningarinnar. 

4.6 Framhald verkefnis 

Framhald verkefnis væri að ljúka mælingum sem fylla uppí gögn til að birta í 
alþjóðlegu ritrýndu tímariti.  Sem dæmi væri ráðlagt að mæla atómgleypni til að 
ákvarða málmjónir sem tengdar eru við stökkbrigðin, því það gæti gefið hugmynd um 
það hvort málmjónir séu frekar að detta út í stökkbreytingunum miðað við villigerð.  
Með öðrum orðum hvort að lykkjusvæðið sé mikilvægt fyrir málmbindingu 
ensímsims.  Einnig væri áhugavert að mæla flúrljómun til þess að kanna hreyfanleika 
útfrá aðgengi flúrljómunardempandi efna.  

Mælingar með differential scanning calorimetry (DSC) væri einnig áhugavert að 
skoða, en það er næm og góð aðferð til að mæla Tm og ΔG [105].  Nýlega hefur slíkt 
tæki komið á Raunvísindastofnun Háskóla Íslands.  Títrunarkaloríumælingar (iTC) 
myndu gagnast við að mæla málmjóna tengsl. 

Í lok inngangs voru nefndar nokkrar aðferðir sem notaðar eru til að mæla hreyfanleika 
sameinda.  En tæknin til að mæla EPR er öll til staðar á Raunvísindastofnun Háskóla 
Íslands.  Það mætti setja spunamerki á lykkjuna og þau svæði sem hún er að tengjast 
inná hina undireininguna og athuga hvort hreyfingarnar á þeim svæðum séu svipaðar.  
Ef svo er þá er lykkjan að hreyfast í takt við hvarfstöðina sem hún liggur á.  
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Einnig væri áhugavert að skoða hvort lykkjan sé að raska tvenndarástandi VAP.  Hægt 
væri að nýta sér 328-351 sem var ekki nægilega virkt til að hægt væri að mæla það 
en það tjáðist þó.  Það væri gott að keyra það í gegnum hlaupsíun (e. gel filtration) til 
að meta tvíliðu/einliðu ástand þess.  Dynamic light scattering og iTC kaloríumælingar 
hafa einnig verið notaðar til að meta slíkt. 

Eins og fram hefur komið eru Ser79 og Ser87 á lykkju sem tengir helix sem hin 
kjarnsækna Ser65 er tengd á.  Það yrði áhugavert að skoða betur þessa lykkju og áhrif 
hennar á stöðugleika og virkni VAP.  Það mætti gera með fleiri stökkbreytingum á 
svæðinu með því t.d. að setja inn stærri og stífari amínósýrur og mæla áhrif þess.  Það 
væri áhugavert að skoða áhrif S87G á stöðgleika VAP.  Einnig mætti setja spunamerki 
á lykkjuna og gera EPR mælingu af þessu svæði. 

Nauðsynlegt verður að breyta aspartik sýrunni aftur í glútamik sýru og athuga með 
mælingum hvort breytingin hafi haft áhrif á stöðugleika eða virkni próteins.  Þ.e. það 
þyrfti að gera samanburðar rannsókn á breyttu villigerðinni og villigerð sem inniheldur 
ekki breytinguna til að kanna hvort breytingin hafi áhrif á byggingu ensímsins eða virkni. 

Einnig mætti kanna áhrif þess að setja inn brennisteinsbrú á snertiflötinn milli 
undireiningarnar og kanna með þeim hætti hvort ensímið sýni meiri stöðugleika, þ.e. 
hvort óstöðugleika stökkbrigðanna megi rekja til þess að einingarnar séu að detta í 
sundur. 

Nú hefur grunnurinn verið lagður að því að sjá hvar veikir punktar eru á svæðinu 
kringum stóru lykkjuna næst yrði að ákvarða endanleg hlutverk hennar með 
fjölbreyttari mælingu. 
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5 VIÐAUKAR 

5.1 Lausnir og æti: 

SOB (1L) 

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

- 0,5% w/v Bacto yeast extract (5 g) 

- 8,56 mM NaCl (0,5 g) 

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

- 10 mM MgCl2 (0.952) 

-  pH 7,0 

SOC 

Bæta sterílu 1 M glúkósa í 100 mL af SOB. 

Skola sprautuna með etanóli, og sterílfiltera glúkósalausnina. 

HTB (1L) 

- 10 mM HEPES  

- 15 mM CaCl2-2H2O 

- 250 mM KCl 

- pH 6,5 

- Sterilísera með 45 L filter 

- Geyma við 4°C 

LB æti (4L) 

40 g Bacto Tryptone. 

20 g Yeast extract. 

40 g NaCl. 
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Vibrio búffer 

20 mM Tris. 

10 mM MgCl2. 

pH 8,0 með HCl. 

SDS-rafdráttur 

-Lausn A: 1,5 M Tris/HCl (181,8 g/L), pH 8,9. 

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

-Lausn C: 30% akrýlamíð (30 g/100 mL), 2,6% bis akrýlamíð (0,8 g/100 mL). 

Síað gegnum Whatman 1 pappír. 

-Lausn Pn: 1% ammoníum persúlfat (0,1 g/10 mL). 

-Lausn Pe: 10% ammoníum persúlfat (1 g/10 mL). 

-Lausn S: 5x sterk sýnalausn: 60 mM Tris/HCl, pH 6,8; 5% (w/v) SDS; 10% 

(w/v) súkrósi; 10 mM 2-merkaptóetanól (5% v/v); 0,02% (w/v) brómófenýl 

blátt. 

-SDS búffer (Lausn F): 0,25 M Tris (30,3 g/L); 1,9 M glýsín (142,6 g/L); 10 

mM EDTA (0,58 g/L); 0,5% SDS (5 g/L), pH 8,75. Þynnist úr 400 mL í 2 lítra 

af eimuðum vatni. 

-Coomassie Brilliant Blue R-250 litnarlausn (0,25% w/v í 45% metanól/ 7% 

ediksýru í vatnslausn). Staðalprótein (0,05 mg/mL í SDS sýnabuffer). 

-Aflitunarlausn 30% MeOH 

5.2 Raðgreiningargögn 

Hér að neðan má sjá niðurstöður raðgreininga eftir að þau voru mátuð við gagnabanka 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), þ.e. borin saman við þekktar DNA raðir. 
Einnig er þýdd próteinröð sýnd fyrir neðan niðurstöður raðgreiningar. Stökkbreytingin 
(eða útfellingin) er merkt með bleikum ramma.  Í próteinröðunum eru litir notaðir til 
þess að þekkja endasvæðið.  Eins og fram hefur komið voru stökkbreytingarnar gerðar 
í pBAS40 sem hefur lengra tengisvæði milli StrepTag halans og próteins, eða níu 
amínósýrur í staðin fyrir tvær í pBAS60.  Þetta svæði er sýnt rautt, en tveggja 
amínósýra tengisvæðið sem tengir StrepTag halann er sýnt sem blátt, StrepTag halinn 
dökk fjólublár og það svæði sem ætti að tilheyra vektornum er grænt. 
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(1) 328-351 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score =  832 bits (450),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  97   …TTTGGCGCATTCGACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATG  156 

            …|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1234 …TTTGGCGCATTCGACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATG  1293 

Query  157   ATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATC  216 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1294  ATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATC  1353 

Query  217   GTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGT  276 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1354  GTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGT  1413 

Query  277   AAGCCGAACCCATATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCT  336 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1414  AAGCCGAACCCATATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCT  1473 

Query  337   ATCAACGATTTCGATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAA  396 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1474  ATCAACGATTTCGATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAA  1533 

Query  397   CAAGCAACAGGTCAAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAAC  456 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1534  CAAGCAACAGGTCAAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAAC  1593 

Query  457   GTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCA  516 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1594  GTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCA  1653 

Query  517   GACCTGGGTGAGTACATTAAACAACAAGTAAAC  549 

             || |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1654  GAACTGGGTGAGTACATTAAACAACAAGTAAAC  1686 

Basaröðin eins og hún kom úr raðgreininum er sýnd hér þar sem of lítil samlíking 
(m.v. basaröð VAP) var á svæðinu á undan útfellingunni: 

GGAAAGGGGTGAATGAATGGGCAGAGATCGGACGACACGATCCGTGTTAGTGACCGCAGA 

CAAAACCAGGCTAAAAAAAGTTTCAGCTACTCTTCT//TTTGGCGCATTCGACATTCTTGAT 

GGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGAT 

AAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCT 

ATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGACTGGCT 

CAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTTTCTTC 

CCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACATCGTT 

TGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTGCCGAG 

AAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACATTAAACAA 

CAAGTAAACCTGCAGGGGGACCATGGTCTCAGCGCTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAA 

TAATAAGCTTGACCTGTGAAGTGAAAAATGGCGCACATTGTGCGACATTTTTTTTTGTCT 

GCCGTTTACCGCTACTGCGTCACGGATCTCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG 

GCGGGTGTGGTGGTTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC 

TTCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCACCGTTCGCCGGCTTTCCCGTCAAGCTCTA 

ATCGGGGGCCTCACCTTTAGGGTTCCGATTAATGCTTTCCTGCCACCTCGACACCCAAAA 

AACTGGATAGGGGGGATGGTTCCCGTAGTCGGGCATC 
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Próteinröð (pBAS40 Δ328-351) 
G K G N G Q R S D D T I R V S D R R Q N Q A K K S F S Y S S 

/(NDLPKPQKRSGEAFADRDYAPNFN)/F G A F D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I S E F Q K L D K S 

L Q T P E K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P Y R L A Q H K Y L 

S A E E V P A I N D F D A F F P Y N D R G N L L A R E Q A T G Q N I V W G T G T H T H 

T P V N V F A W G P A E K I L P V S K I H H S D (E) L G E Y I K Q Q V N L Q G D H G L 

S A W S H P Q F E K A P V K K A H I V R H F F L S A V Y R Y C V T D L H A P C S G A L 

S A A G V V V Y A Q R D R Y T C Q R P S A R F F R F L P F L S R T V R R L S R Q A L I 

G G L T F R V P I N A F L P P R H P K N W I G G V P V V G H 

(2) 337-341 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score =  941 bits (509),  Expect = 0.0 

 Identities = 585/617 (94%), Gaps = 24/617 (3%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  8     CGGTGTATGAGTGGGC-GGAGATCGGGGAGA-A-GA-AATGATTGTGACCGC-GA-CA-G  60 

             |||||||||| |||||   |||||| | ||| | ||   ||||||||||||| || || | 

Sbjct  1070  CGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACG  1129 

Query  61    -AACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAA-----  114 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||      

Sbjct  1130  AAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTT  1189 

Query  115   ---GC---G---T--CCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACA  163 

                ||   |   |  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1190  CTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACA  1249 

Query  164   TTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGA  223 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1250  TTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGA  1309 

Query  224   AGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTG  283 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1310  AGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTG  1369 

Query  284   AGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATC  343 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1370  AGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATC  1429 

Query  344   GACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATG  403 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1430  GACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATG  1489 

Query  404   CTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAA  463 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1490  CTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAA  1549 

Query  464   ACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCC  523 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1550  ACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCC  1609 

Query  524   CTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACA  583 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 

Sbjct  1610  CTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTACA  1669 

Query  584   TTAAACAACAAGTAAAC  600 

             ||||||||||||||||| 

Sbjct  1670  TTAAACAACAAGTAAAC  1686 
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Próteinröð (pBAS 337-341) 
E G R C S G R R S G R R N D C D R D R T G S F G F S Y S S N D L P K P Q K R/(SGEAFA)/ 

D R D Y A P N F N F G A F D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I S E F Q K L D K S L Q T P E 

K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P Y R L A Q H K Y L S A E E V 

P A I N D F D A F F P Y N D R G N L L A R E Q A T G Q N I V W G T G T H T H T P V N V 

F A W G P A E K I L P V S K I H H S D L G E Y I K Q Q V N L Q G D H G L S A W S H P Q 

F E K A P V K K W R T L C D I F F C L P F T A T A S R I S T R P V A A H A R R V W G Y 

A Q R D A T L A S A L A P A P F A F F P S F S R P V R R L S P S S 

 (3) R336L 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score = 1053 bits (570),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  4     AAAGGGGGTATG-ATGGGC-AAAGATCGGGAGGA-AGGATTGTGTTTGTGACCGCAGACC  60 

             ||| || ||||| |||||| |||||||| || || | ||| ||| ||||||||||||||| 

Sbjct  1067  AAACGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACC  1126 

Query  61    A-GAACCAGGCTCATTAGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC  119 

             | ||| ||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1127  ACGAAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC  1186 

Query  120   TTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG  179 

              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1187  GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG  1246 

Query  180   ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC  239 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1247  ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC  1306 

Query  240   AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA  299 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1307  AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA  1366 

Query  300   GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT  359 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1367  GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT  1426 

Query  360   ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG  419 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1427  ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG  1486 

Query  420   ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC  479 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1487  ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC  1546 

Query  480   AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG  539 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1547  AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG  1606 

Query  540   GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGT  599 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct  1607  GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGT  1666 

Query  600   ACATTAAACAACAAGTAAAC  619 

             |||||||||||||||||||| 

 Sbjct  1667  ACATTAAACAACAAGTAAAC  1686 
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Próteinröð (pBAS40 R336L) 
K G V W A K I G R K D C V C D R R P E P G S L G F S Y S S N D L P K P Q K L S G E A F 

A D R D Y A P N F N F G A F D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I S E F Q K L D K S L Q T P 

E K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P Y R L A Q H K Y L S A E E 

V P A I N D F D A F F P Y N D R G N L L A R E Q A T G Q N I V W G T G T H T H T P V N 

V F A W G P A E K I L P V S K H H S D L G E Y I K Q Q V N L Q G D H G L S A W S H P Q 

F E K A P V K K A H I V R H F F C L P F T A T A S R I S R A L R R I K R G G C G V T R 

S V T A T F A S A Y R P L L S L S S L P F F A R S P L 

(4) Y346F 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score = 1029 bits (557),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  3     AAACGGTGTATGAGTGGGC-AAAGATCGGGAAGA-AGGATCCTGGTTGTGACCGCAGA-C  59 

             ||||||||||||| ||||| |||||||| ||||| | |||| || ||||||||||||| | 

Sbjct  1067  AAACGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACC  1126 

Query  60    AC--ACCCGGCTAGAAAAGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC  117 

             ||  | | ||||      |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1127  ACGAAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGC  1186 

Query  118   GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTTTGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG  177 

             |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1187  GTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCG  1246 

Query  178   ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC  237 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1247  ACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTC  1306 

Query  238   AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA  297 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1307  AGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACA  1366 

Query  298   GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT  357 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1367  GTGAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCAT  1426 

Query  358   ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG  417 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1427  ATCGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCG  1486 

Query  418   ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC  477 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1487  ATGCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTC  1546 

Query  478   AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG  537 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1547  AAAACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGG  1606 

Query  538   GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGT  597 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct  1607  GCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGT  1666 

Query  598   ACATTAAACAACAAGTAAAC  617 

             |||||||||||||||||||| 

Sbjct  1667  ACATTAAACAACAAGTAAAC  1686 
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Próteinröð (pBAS40 Y346F) 
K R C S G Q R S G R R I L V V T A D T P G K S F S Y S S N D L P K P Q K R S G E A F A 

D R D F (Y) A P N F N F G A F D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I S E F Q K L D K S L Q T 

P E K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P Y R L A Q H K Y L S A E 

E V P A I N D F D A F F P Y N D R G N L L A R E Q A T G Q N I V W G T G T H T H T P V 

N V F A W G P A E K I L P V S K I H H S D L G E Y I K Q Q V N L Q G D H G L S A W S H 

P Q F E K A P V K K A H I V R H F F I V C R L P L L R H G F S T R P V A A A L A R R V 

W W L R A A P A T I A A P R P A P F L F P F L F W P R F A G 

(5) F355Y 
Query  3     CGAACGAACTCAGCCAAGCCTGAAAGAAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCA  62 

             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  894   CGAACGAACTCAGCCAAGCCTGAAAG-AGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCA  952 

Query  63    AAGATGAAGAT-GC-TTTT-CTAATGGTCGAAGGTGCCCAAATCGACTGGGCGGGACACA  119 

             ||||||||||| || |||| |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  953   AAGATGAAGATGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACA  1012 

Query  120   GTAACGATGCAGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGG  179 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1013  GTAACGATGCAGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGG  1072 

Query  180   TGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAA  239 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1073  TGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAA  1132 

Query  240   CAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTG  299 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1133  CAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTG  1192 

Query  300   GCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATACGACATTC  359 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 

Sbjct  1193  GCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACATTC  1252 

Query  360   TTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGT  419 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1253  TTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGT  1312 

Query  420   TGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGT  479 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1313  TGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGT  1372 

Query  480   TCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGAC  539 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1373  TCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGAC  1432 

Query  540   TGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTT  599 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1433  TGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTT  1492 

Query  600   TCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACA  659 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1493  TCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAAACA  1552 

Query  660   TCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTG  719 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1553  TCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGCCCTG  1612 

Query  720   CCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTACATTA  779 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 

Sbjct  1613  CCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTACATTA  1672 

Query  780   AACAACAAGTAAAC  793 

             |||||||||||||| 

Sbjct  1673  AACAACAAGTAAAC  1686 
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Próteinröð (pBAS40 F355Y) 
P N E L S Q A K K T Q K A L N I L S K D E D A F L V E G A Q I D W A G H S N D A G T L 

H E L L K F D E A I Q T V Y E W A K D R E D T I V I V T A D H E T G S F G F S Y S S N 

D L P K P Q K R S G E A F A D R D Y A P N F N F G A Y D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I 

S E F Q K L D K S L Q T P E K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P 

Y R L A Q H K Y L S A E E V P A I N D F D A F F P Y N D R G N L L A R E Q A T G Q N I 

V W G T G T H T H T P V N V F A W G P A E K I L P V S K I H H S D L G E Y I K Q Q V N 

L Q G D H G L S A W S H P Q F E K Stop Stop A Stop P V V K N G A H C A T F L R K K 

(6) S79A 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score = 1421 bits (769),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  99   ACTTCATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTT  158 

            |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  119  ACTTTATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTT  178 

Query  159  CAGCAGAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTG  218 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  179  CAGCAGAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTG  238 

Query  219  GCTTATTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGG  278 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  239  GCTTATTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGG  298 

Query  279  CCATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACG  338 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  299  CCATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACG  358 

Query  339  CAATCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGC-GCT  397 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | | 

Sbjct  359  CAATCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAG-T  417 

Query  398  TCAGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCa  457 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  418  TCAGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCA  477 

Query  458  aaaaaaGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCT  517 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  478  AAAAAAGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCT  537 

Query  518  GCTTCTTTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATG  577 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  538  GCTTCTTTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATG  597 

Query  578  TTAGCAACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCG  637 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  598  TTAGCAACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCG  657 

Query  638  ACCAACGACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGATGATGTTTAC  697 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct  658  ACCAACGACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTAC  717 

Query  698  CTCAAATCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTAC  757 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  718  CTCAAATCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTAC  777 

Query  758  CAACTGGCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTA-GGGCGATAAACTACTTGGGCCT  816 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| ||| 

Sbjct  778  CAACTGGCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGG-CCT  836 

Query  817  ATTCGCTTACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTAACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCG  876 
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            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  837  ATTCGCTTACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTA-CAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCG  895 

Query  877  AACGAACTCAGCC  889 

            ||||||||||||| 

Sbjct  896  AACGAACTCAGCC  908 

 

Próteinröð (pBAS40 S79A) 
K G I E K V N E F E K I G N F V L E G D I Q G D R G P D F K P I V T A V V T S T L S F 

N V L S A E I K N V I L I G D G G P Q Q V G L L E T Y A N Q A P N S I Y K G N K T A I 

Y Q L A Q E G V I G S S L T H P E D A I V V D S A C S A T L A T G I Y S A S E V I G I 

D S Q G N H V E T V L E K A K K A G K A T G L V S D T R L T H A T P A S F A A H Q P H 

R S L E N Q I A S D L A T G A D V L S G G L R H W I P K S T N D K G E T Y K Q L E K L 

T Q D D V Y L K S K R K D D R N L L T E A E K D G Y Q L A F N R N L D D A R A I N Y L 

G L F A Y S G D D G I A Q Q Q E K E W R T N S A Q 

(7) S79A, seinni hluti 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score =  883 bits (478),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  4     TCTGGCG-AGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCA--AAACTTTAACTTTGGCGCATTCGAC  60 

             ||||||| |||||||||||||||||||||||||   |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1189  TCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATGCACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGAC  1248 

Query  61    ATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAG  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1249  ATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAGCAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAG  1308 

Query  121   AAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGT  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1309  AAGTTGGATAAATCGCTGCAAACACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGT  1368 

Query  181   GAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATAT  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1369  GAGTTCCCTATCACTGCTGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATAT  1428 

Query  241   CGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGAT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1429  CGACTGGCTCAGCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGAT  1488 

Query  301   GCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGTTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAA  360 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1489  GCTTTCTTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAA  1548 

Query  361   AACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGC  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1549  AACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTGGGGC  1608 

Query  421   CCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGACCTGGGTGAGTAC  480 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  1609  CCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTGGGTGAGTAC  1668 

Query  481   ATTAAACAACAAGTAAAC  498 

             |||||||||||||||||| 

Sbjct  1669  ATTAAACAACAAGTAAAC  1686 
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Próteinröð (pBAS S79A) 
G S G E P S P I V T Q N F N F G A F D I L D G L Y N Q K Q S Y Y G I S E F Q K L D K S 

L Q T P E K L A E I V N K N S E F P I T A E Q A K N V L A S K P N P Y R L A Q H K Y L 

S A E E V P A I N D F D A F F P Y N D R G N L F A R E Q A T G Q N I V W G T G T H T H 

T P V N V F A W G P A E K I L P V S K I H H S D L G E Y I K Q Q V N L Q G D H G L S A 

W S H P Q F E K Stop Stop A Stop P V K Stop K Met A H I V R H F F C L P F T A T A S R 

I S T R P V A A H Stop A R R V W W L R A A Stop P A T L A S A L A P A P F A S S L P F 

S P R S P A F P S S S K S G A P F R V P I Stop C F T A L D P K T Stop I R V Met V H V 

V G H R L I N V F G 

(8) S87G/S79A 
>gb|AF352014.2|  Vibrio sp. G15-21 alkaline phosphatase gene, complete cds 

Length=1890 

 Score = 1576 bits (853),  Expect = 0.0 

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

 Strand=Plus/Plus 

Query  13    ATC-ACTTGCCC-AGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATCG  70 

                       ||| |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  305   ATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATCG  364 

Query  71    TAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGC-GCTTCAGAA  129 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||| 

Sbjct  365   TAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAG-TTCAGAA  423 

Query  130   GTGATCGGTATCGATGGCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCaaaaaaa  189 

             |||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  424   GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAAAAAA  483 

Query  190   GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT  249 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  484   GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT  543 

Query  250   TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA  309 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  544   TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA  603 

Query  310   ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC  369 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  604   ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC  663 

Query  370   GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA  429 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  664   GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA  723 

Query  430   TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG  489 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  724   TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG  783 

Query  490   GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT  549 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  784   GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT  843 

Query  550   TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT  609 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  844   TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT  903 

Query  610   CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGA  669 

             |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  904   CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAA-GCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGA  962 

Query  670   TGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGC  729 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  963   TGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGC  1022 
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Query  730   AGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATG  789 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1023  AGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATG  1082 

Query  790   GGCAAAGGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTT  849 

             |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1083  GGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTT  1142 

Query  850   CGGTTTCAGCTACTCTTTCTAACGACCTACCAAA-CCACCAGAAGGCGTTCTTGGCG  905 

             ||||||||||||||||| |||||||||||||||| |||| ||||| |||||| |||| 

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

Próteinröð (pBAS40 S87G/S79A) 
I T C P E G V I G S S L T H P E D A I V V D S A C S A T L A T G I Y S A S E V I G I D 

G Q G N H V E T V L E K A Q A K R P A F P T H A L T R P L L L S P L T N L T V L R I K 

L H L T C Q R A L C S L E D C V I G F L N R P T T K V K P I S N L R N L K V F T S N Q 

S V K T T V T C L K Q R K T A T N W R L I A T C T T L R A I N Y L A Y S L T R A W A S 

L T A T R K R V A N E L S Q A K R H K K A L N I L S K D E D G F F L V E G G Q I D W A 

G H S N D A G T L H E L L K F D E A I Q T V Y E W A K D R E D T I V I V T A D H E T G 

S F G F S Y S F R P T K P P E G V L  

5.3 Annað sem ekki gekk upp 

5.3.1 Ala340Arg 

Ala340 er staðsett á enda lykjunnar í hinum svokallaða helix.  Með því að breyta 
henni í Arg hefði mátt bæta við vetnistengjum frá lykkju að kjarna próteins og 
væntalega stífa lykkjuna af. Ef lykkjan er á hreyfingu og sú hreyfing er mikilvæg fyrir 
hvötunargetu, hefði verið hægt að kanna það með þessari stökkbreytingu. Myndir 41 a 
og b sýna svæðið kringum Ala340 og hvernig það yrði hugsanlega með Arg340. 

Mynd 41 

a. Ala340, amínósýran er dökkbleik en lykkjan sem um ræðir er fljólublá. Vetnistengi eru 
græn. Ala340 myndar engin vetnistengi við kjarna próteinsins. 

b. Arg340 og þau vetnistengi sem hún myndar.  Arg var komið í stað Ala og myndar fjölmörg 
vetnistengi við kjarna próteinsins (en ekkert innan lykkjunnar). Lykkjan er fjólublá, Arg340 
dökkbleikt og vetnistengin eru græn. 

a. 

b. 
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Það tókst að koma breytingunni fyrir í pBAS60 (ST2), en ekki tókst að innlima 
stökkbreytinguna inn í pBAS40 (ST9). Allar aðrar stökkbreytingarnar, sem og 
villigerðin, voru gerðar í pBAS40.  

5.3.2 417-424 

Önnur lykkja er staðsett í kórónu hluta ensímsins (e. crown domain) [46], og liggur 
ekki langt frá hvarfstöðinni. Það hefði verið áhugavert að kanna áhrif þessarar lykkju 
með því að taka hana út, eins og gert var við stærri lykkjuna (328-351 og 337-341). 
Ekki tókst að eyða þessum amínósýrum út, hvorki í pBAS60 né pBAS40.  

Mynd 42. Yfirborðslykkjan 417-424.  Lykkjan er appelsínugul og er í kórónusvæði VAP.  Mg2+ 
jónin er gul og Zn2+ jónir gular.  

5.3.3 Flúrljómunarmælingar 

Farið var í flúrljómunarmælingar (örvun Trp), en ekki fengust nægilega góð róf til að 
hægt væri að útbúa úr þeim afmyndunarferla og birta.  Afmyndunarferlar taka mið af 
styrkleika afmyndara og hlutfalls sem afmyndað er, eða fyrir flúrljómun er það styrkur 
flúrljómunar.  Styrkleiki sýnanna var aukinn en það virtist ekki duga til.  Ekki gafst 
tími til að finna bestu skilyrði til flúrljómunarmælinga. 

Sýnin voru afmynduð með mismunandi styrkjum urea (CH4N2O) úr sömu 9 M 
stofnlausninni og geymd við 15°C í fjórar klukkustundir áður en að mæla. 
Örvunarbylgjulengd var 290 nm og rófin skönnuð frá 310-400 nm. Mælingar voru 
framkvæmdar í 25 mM MOPS, 1 mM MgSO4, pH 8,0. Flúrljómunarmælingar geta 
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gefið góða vísbendingu um afmyndun próteinsins og hversu viðkvæm stökkbrigðin 
eru samanborið við villigerð gagnvart afmyndara eins og urea. 

5.4 Áhrif NaCl á stöðugleika VAP 

Myndir 42 og 43 sýna það sama og sýnt var á myndum í kafla 3.8.  Hér hefur 
styrkjunum verið skipt upp í fleiri styrki en ekki styrkbil eins og í kafla 3.8. 

Mynd 43. Virknifall eftir 300 ± 20 mín við 4°C á villigerð og tveimur stökkbrigðum (R336L og 
Y346F), í mismunandi styrkjum MgCl2.  Hvarfið framkvæmt í 5,0 mM p-nítrofenyl fosfati (p-
NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8 og 25°C. 

Mynd 44. Virknifall eftir 300 ± 20 mín á villigerð og tveimur stökkbrigðum (R336L og Y346F), í 
mismunandi styrkjum MgCl2 við 4°C.  Klóríðstyrkur var jafnaður með NaCl.  Hvarfið 
framkvæmt í 5,0 mM p-nítrofenyl fosfati (p-NPP) í 1,0 M diethanolamínlausn með 1,0 mM 
MgCl2 við pH 9,8 og 25°C. 
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5.5 Arrheníusargröf og virkjunarorka 

Arrheniusargröf voru sett upp til að reikna út T50% gildi sem fjallað var um í kafla 3.6.  
Hér að neðan má sjá slík gröf fyrir öll stökkbrigðin og villigerð.  Gröfin eru settir fram 
í tveimur myndum til þess að hægt sé að lesa betur úr þeim. 

Mynd 45. Arrheníusargraf villigerðar, R336L og Y346F.   

Mynd 46. Arrheníusargraf villigerðar, F355Y, S79A og S79A/S87G.   
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Út frá Arrheníusargröfum má reikna út virkjunarorku (Ea) þar sem hallatala 
Arrheníusargrafs er -Ea/R; R er gasfastinn.  Ea breytist ekki með hitastigi, en reikna má 
út ΔH út frá virkjunarorkunni (ΔH=Ea-RT).  ΔH er hitastigsháð og er hér reiknað með að 
hvörfin gerist við 25°C.  Ea og ΔH gildi fyrir villigerð og stökkbrigði sjást í töflu 11. 

Tafla 11. Reiknuð virkjunarorka (Ea) útfrá Arrheníusargröfum.  ΔH var síðan reiknað útfrá Ea 
samkvæmt ΔH=Ea-RT þar sem R er gasfastinn og T er hitastig í kelvin (ΔH  gildin eru við 
298K). 

 Ea (KJ/mól) ΔH (KJ/mól) Staðalfrávik 

Wt 127,0 124,6 44,5 

Y346F 201,7 199,3 103,0 

R336L 140,0 137,6 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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