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hluta né i heild verid 16gd fram adur til harri préfgradu.
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Utdrattur

Prounarferli ensima er eitt af pvi merkilegasta og mikilveegasta i adlogun lifs & jorainni.
Nattaruval veldur pvi ad akvednar aminosyruradir vardveitast og jafnvel veeri betra ad tala um
proun orkulandslags frekar en sameindarada. | kuldaadlogun hafa peer stokkbreytingar,
innsettningar og jafnvel drfellingar vardveist sem leida til aukinnar hvétunar vid 1ag hitastig.
Negur sveigjanleiki vio hvarfstéd er lykilatridi i hvotun og i kuldaadlégun hefur nattdruval
leitt til pess ad varmastodugleika a akvednum svaedum hefur verid fornad fyrir aukin
sveigjanleika. Sveigjanleiki & og i kringum stérar yfirbordslykkjur er talinn gegna storu
hlutverki i hvotun vid lag hitastig. [ pessu verkefni er haldid afram med melingar &
alkaliskum fosfatasa Gr Vibrio (VAP) sjavarorveru par sem skodad var betur hlutverk
yfirbordslykkju i hvotun og & stédugleika og tvo stokkbrigdi voru skodud serstaklega, F355Y
0og S79A/S87G, en pad sidarnefnda hefur &dur synt sérstaklega mikla hvétun. VAP er tvilida
sem hefur synt eina mestu hvotunargetu vid lagt hitastig sem til pekkist i fjolskyldu alkaliskra
fosfatasa. Fylgst var med afmyndun ensimsins med afmyndaranum urea, meod
fldrljomunarmalingum, en sérstaklega var fylgst med afmynduninni m.t.t sundrun tvilida.
Flarljdmunarnidurstédur benda til pess ad afmyndun ensimsins sé priggja astanda ferli par
sem tvilidur sundrast fyrst en sidan fylgir afmyndun einlida. Einnig bentu
flarljomunarferlarnir til pess ad vid sundrun tvilida myndist einhvers konar ,,molten globule*
einliou millistig. Heildarfriorka fyrir afmyndun var svo metin med ,linear extrapolation*
adferdinni med flarljomunarferlum og virkniferlum og var friorkan 35,8 kJ/mdl fyrir villigerd
og friorkan fyrir sundrun tvilida meeldist < 1 kJ/moél. Heildarfriorkan maldist um 7,9 kd/mol
minna fyrir F355Y og 8,9 kJ/mél minna fyrir S7T9A/S87G midad vid villigerd. VAP
inniheldur tveer zink og eina magnesium i hvarfstdéd og var athugad hvort stokkbrigdin
innihéldu pa malma einnig. Kom i ljés a0 S79A/S87G hafdi misst eina zink en haldid i
magnesium & medan F355Y syndi minni tilhneigingu til ad halda i magnesium (mealt med
atomgleypni). Nidurstodur hradafredimelinga bentu jafnframt til pess ad S79A/S87A syni
meiri hvotun en hins vegar malist Kea/ Ky fyrir F355Y 2590 st mM? en 4dur hafsi verid synt

fram & minni hvétun fyrir pad stokkbrigoi.



Abstract

Evolutionary progression of enzymes is one of the most important thing for general evolution
of life. Natural selection is the main factor to determine what amino acid sequences are
preserved, or even better paraphrased: is the main factor for determination of preserved
energy landscapes of enzymes. In cold adaption, mutations, inserts and deletion are preserved
if they contribute to more catalytic activity as needed at low temperatures without
compromizing stability and substrate affinity. Flexibility near the active site is a crucial point
in catalysis and in natural selection, global or regional specific stability has been sacrificed for
better flexibility. The flexibility of surface loops and around surface loops has been
determined an important factor for cold adaption. In this project general measurements for a
cold adapted alkaline phosphatase, from a Vibrio (VAP) marine organism, were continued on
the properties of two mutants, F355Y and the double mutant S79A/S87G, of which the latter
has been shown to have increased rate of catalysis. VAP is a dimeric enzyme with the highest
reported catalytic efficiency for known AP‘s. Urea denaturation experiments were performed
and monitered with fluorescence of tryptophan residues with special emphasis on dimeric
dissociation. The experiments confirm that the denaturation mechanism fits a three state
model in which dimers dissociate first, followed with monomer denaturation. The
fluorescence measurements likewise indicate a molten globule-like monomeric intermediate
after dimeric dissociation. The overall Gibb‘s free energy was evaluated with the linear
extrapolation method using the fluorescence and activity reduction measurments. It was found
to be 35,8 kJ/mole for the wild type and the dimerization free energy was less then 1 kJ/mole.
Both the mutants showed fewer free energy of denaturation; 7,9 kJ/mole and 8,9 kJ/mole less
than the wild type for F355Y and S79A/S87G, respectively. VAP containes two zink and one
magnesium ions in its active site and they are considered crucial for activity. The S7T9A/S87G
mutant had lost one zink ion while F355Y had less affinity for magnesium as measured by
atomic absorption. Kinetic measurements still showed increased catalytic efficiency for
S79A/S87G but F355Y showed also showed higher kea/Kw of 2590 s mM™. F355Y had
previously been shown to have lower catalytic efficiency and lower affinity for substrate than

the wild type.
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1. Inngangur

1.1 Kuldadlégun ensima.

Lif finnst & breidu hitastigsbili & jordinni. Ofurhitakaerar fornbakteriur geta lifad fra 85-121 °C
[1], og allra kuldadlégustu 6rverurnar geta fjolgad sér vid 0 til -15 °C og geta polad allt ad
-60°C vid Sudurheimsskautid [2]. ber frumur sem lifa vid svo mikinn kulda hafa pr6ad
eiginleika til ad mynda frostvarnar glykdprotein til ad varna pvi ad umfrymi peirra frjosi en
hatt innanfrumu styrkur natrium Kklérids hjalpar einnig [2]. Géoar likur eru & pvi ad
visindamenn, sem telja ad lif finnist & Mars, bendi & p4 miklu kuldadlogun lifvera sem fyrir
finnst her.

Talid er ad mesti lifmassi jardarinnar lifi vid adsteedur med hitastigi leegri en 5°C en par
kemur lifmassi i sj0 mest vid sogu en einnig ar koldu fjalllendi og Sudurskautslandinu [1].
Fyrir lifefnafredinga liggur i augum uppi ad fljétandi umfrymi er ekki eini naudsynlegi
patturinn til ad lif prifist i svo kéldu umhverfi heldur sa varmafradilegi pattur sem hefur med
ensimvirkni ad gera. Auk pess eru ymsir eiginleikar vatns hadir hitastigi ss. seigja vatns,

edlismassi, dielektriskur fasti og yfirbordsspenna (tafla 1.1).

Tafla 1.1 Edlisfredilegar breytur vatns eru hadar hitastigi [3].

Edlisfreedileg breyta vatns 0°C 20°C 40°C | 100°C
Seigja (mPa s) 1793 1002 653,2 281,8
Edlismassi (g cm’) 0,9998 | 0,9982 | 0,9922 | 0,9584
Dielektriskur fasti 87,90 80,20 73,17 55,51
Yfirbordsspenna (mN m™) 75,64 72,75 69,60 58,91

I hitastigsadldgun er haegt ad imynda sér jafnveegi par sem malamidlanir & milli priggja patta

eiga ser stad vid mismunandi hitastig: hvotunarvirkni, sveiganleiki og stédugleiki (jafna 1.1)
Hvotunarvirkni = Sveiganleiki = Stodugleiki (jafna 1.1)

Aukinn sveiganleiki er talid lykilatridi fyrir aukna hvotun vid Iag hitastig & medan stifni
ensims er naudsynleg fyrir stddugleika vid ha hitastig.
Hradafasti efnahvarfa, og par med talid ensimahvatadra hvarfa, er lyst med
Arrheniusarjofnunni [1]:
k.q = Axe Ea/RT (jafna 1.2)



par sem ke er hradafastinn fyrir ensimhvatad hvarf, A er ,,preexponential patturinn®, « er
svokalladur ,,dynamic transmission coefficiant (oftast 1), E, er virkjunarorkan, R er
gasfastinn (J mél™ K™) og T er hitastig i kelvingradum.

Samkveemt jofnu 1.1 leekkar ke Vid laegra hitastig og vid hitastig 0-4°C er ekki naeg kinetisk
orka til ad komast yfir orkuprdskulda (virkjun hvarfs) [1]. Kuldaker ensim hafa leyst pennan
vanda med pvi beinlinis ad leekka friorku fyrir virkjunarastandid AG" [1]:

AG* = AH* — TAS* (jafna 1.2)
bar sem AH" er vermibreyting (e. enthalpy) fyrir virkjunarastandid, AS* (e. entropy) er
oreidubreytingin fyrir virkjunarastandid og T er hitastigid i kelvin.

Samkveemt |, transition-state“ kenningunni er kg had hitastigi og varmafraedilegum

virkjunarpattum samkveemt eftirfarandi jofnu [1]:
keqe = (kT /R)e 26" /RT (jafna 1.3)

par sem kg er Bolzmann fastinn, og h er Planck fastinn. Ef j6fnu 1.2 er skeytt inn i joéfnu 1.3

feest jafna 1.4:
kear = (kpT/h)e~(AH/RT) + (AS*/R)) (jafna 1.4)

Samkvaemt jofnu 4 sést ad til pess ad hakka ke Vid 14g hitastig parf annad hvort AS* ad
haekka eda AH* a8 lekka. Yfirleitt 4 haekkun & Ky hja kuldakerum lifverum sér stad med
lekkun & AH* sem er fylgt eftir med dalitilli lekkun & AS" en heildardtkoman verdur orlitil
lekkun & AG”. bessi leekkun & AH" felur i sér feekkun & vermistengdum vixlverkunum i
virkjunarastandinu sem felur liklega i sér aukningu & sveiganleika hvarfstoovar eda
stadbundins sveiganleiki nalaegt hvarfstod [1].

Ymsar breytingar 4 ensimum geta leitt af sér meiri sveiganleika hvarfstédva i kuldadlégun
0g er engin ein peirra réttust en nefna ma m.a: 1) Fekkun a veikum vixlverkunarkroftum i
svipmétudu astandi s.s, saltbrla, vetnistengja, veikum skautunarkréftum milli aromatiskar
hopa, fj6lda arginins og jona-tviskautsveegi i helixum, 2) veiking vatnsfelnihrifa i
vatnfelnikjarna ensimsins, 3) feekkun prolin amindsyra i lykkjum eda beygjum, 4) aukning i
fjélda hladinna hdpa & vatnsfelnum sveedum til ad auka hrif milli ensims og leysis og 5)
fjdlga glysin-rikum svaedum ndlaegt klosum sem taka patt i hvétun en einnig parf ad hafa i
huga hlutverk malmjéna i hvotun og a stédugleika. Liklega hafdi proun kuldadlagadra ensima

att sér stad med einhverri sambléndun af pessum pattum [4].



Vardandi hradafreedi kuldavirkra ensima parf einnig ad hafa i huga Michaels-fastann (Ky)
en hann segir okkur hvada hvarfefnisstyrk parf til ad na halfri hdmarksvirkni. Steerstur hluti
kuldadlagadra ensima hefur harra Ky (0g haerra Key) en hitakeerari samstofna ensim sem felst
oft i pvi ad aukning verdur & friorku fyrir myndun ES sambandsins (e. enzyme-substrate),
AGgs. Heegt er syna samband Ky vid AGgs med jofnu 1.5 [1]:

AGgs = —RTIn(1/Ky) (jafna 1.5)
Hins vegar pa pekkist ad kuldavirk ensim ur sjavardrverum hafi leegra Ky en hitakeerari
samstofna ensim en par hefur nattaruval ytt préuninni i att ad lagu Ky sérstaklega fyrir ensim
sem purfa ad starfa vid mjog lagan hvarfefnisstyrk, m.a. i sj6 par sem neringarefni eru af
skornum skammti [1].

Rannsoknir hafa verid gerdar til pess ad sja hvort kuldadlogud prétein hafi heildar (e.
global) sveiganleika i byggingu sinni eda hvort s sveiganleiki sé bundinn vid akvedin svedi
[1]. Pad hefur einnig verid tekist & um pad hvort minnkun i heildarstédugleika i byggingu
kuldavirkra ensima sé naudsynleg fyrir aukinn sveiganleika eda hvort prounarlegur prystingur
fyrir hitastodugleika sé ekki til stadar vid Iag hitastig [5, 6]. Einnig hefur verid synt fram & i
nokkrum rannséknum ad heildarstodugleikinn er ekki endilega nakvem malieining a
sveiganleika hvarfstodvar [6, 7].

I pessu verkefni var yfirbordslykkjusvaedi kuldavirks alkalisks fosfatasa rannsakad en storar
sveiganlegar yfirbordslykkjur virdast oft vera naudsynlegur pattur fyrir hvétun vid 1&g hitastig
og er aukinn sveiganleiki oft sjdanlegur hja peim eda nalaegt peim [8].

1.2 Alkaliskur fosfatasi.

Fosforylflutningur i lifverum gegnir veigamiklu hlutverki i allosteriskri stjornun og midlun
nukleotid fosfata. Fosforylflutningur fer annad hvort fram med kinésum sem bzeta & eda flytja
fosfat yfir & adra sameind eda med fosfatdsum sem kljufa fosfat af. I mannslikamanum eru
bekktir alls 518 kinasar og u.p.b. 120 fosfatasar [9]. Alkaliskur fosfatasi (AP) er einn af peim
en i mannslikamanum eru fjogur vefjasérteek isoform og eitt vefjadsérteekt (e. tissue non-
specific) sem gegnir hlutverki i steinefnabuskap beina [10]. AP finnst einnig i spendyrum og
6drum hryggdyrum & mismunandi isoformum, sem hafa mismunandi hitastéougleika og
bindast mismunandi hindrum.

Alkaliskur fosfatasi dregur nafn sitt af pvi ad kjorsyrustig ensimsins er rétt yfir pH 10 i
dyrum en um pH 9 i bakterium [10]. Hlutverk pess i spendyrum hefur eins og adur var nefnt

tengt steinefnabuskap beina. AP virdist hafa mjog breida virkni, en fosfatasar geta oft verid



Oserteekari en pad sem synt hefur verio fram & i rannsknum og geta tekio pétt i floknari
stjornunarferlum en talid var og hefur verid synt fram & ad AP getur verid undir allosteriskri
stjorn i spendyrum [11]. Fleiri hlutverk AP hafa verid birt t.d. i lifur i nidurtjaningu (e. down
regulation) sekretins sem veldur minnkun & losun bikarbénats i galli i rottum [12].

Hlutverk AP i bakterium er liklega tengt upptoku efna sem innihalda fosfathdpa s.s.
nukleotidfosfata (e. phosphate scavenging).

Kuldakeer alkaliskur fosfatasi ur Vibrio stofni G15-21 (VAP, mynd 1.1) er hér rannsakadur
afram en hann hefur synt mun heaerri hvétun (Ke) en adrir kuldakeerir AP [10]. AP Ur pessum

stofni myndar virkar tvilidur, eins og flestir fosfatasar, en &dur en ensimid var kristalgreint

(mynd 1.1) bentu gelsiunargdgn sem fylgt var eftir med virknilitun (4 ,native
rafdrattarnlaupum), til pess ad VAP hefdi virkar einlidur [13].

Mynd 1.1 Kristalmyndbygging VAP (pdb: 3E2D). Hver einlida er synd med sitthvorum lit (gul og fjélubla) og

malmjonir i hvarfstdd eru syndar, tvo zink (graen) og ein magnesium (cyan).

Bornar eru saman myndbyggingar alkalisks fosfatasa ur E.coli (ECAP),
sudurheimskautsbakteriustofninum TABS5 (TAP), rakju (SAP) og fylgju isoensim Gr manni
(PLAP) a mynd 1.2. bar sést ad meginmunur AP & milli pessara tegunda felst i fjérum
innsetningum (e. insert 1-1V) par sem VAP hefur lengstu aminosyrurdd pekktra AP [10], en
einnig i nokkrum drfellingum (e. deletion, mynd 1.2b). I pessari ritgerd verdur meginahersla
16gd & rannsoknir tengdum hlutverki stéru lykkjunnar sem tekur patt i tvilioumynduninni

(mynd 2.2a, insert I1). SU lykkja var &dur talin hindra myndun liffreedilega virkra tvilida par



sem lykkjan samanstendur af 8 hlédnum og 9 dskautudum amindsyrum en paer geetu
hugsanlega tekid pétt i yfirhylmingu vatnsfelinna sveeda vid hvarfstdd. Hins vegar pa taka
pessar vatnsfelnu aminosyrur patt i tvilidumyndun med pvi ad hylja adgengilega
yfirbordshépa (e. accessible surface area, ASA) og stddga tviliGumyndunina med

vatnsfeelnihrifum en samtals myndast 11 millisameinda (e. intermolecular) vetnistengi [10].

(a) Insert ITT

Insert 1
(162 - 175)

Insert I1
(325 -351)

Insert 11~ <

(361 -394)
Insert I1

(325 - 351)
(b)

133 -134 loop 89 - 90 loop loop

231-232 loop A E A

Mynd 1.2 Meginkedjur AP mismunandi tegunda bornar saman, VAP (rautt), TAP (cyan, PDB: 21UC), ECAP
(gult, PDB: 1ED9), SAP (grenn, PDB: 1SHQ) og PLAP (fjolublar, PDB: 1ZEF). (a) Lykkjusvedi VAP,
lykkjusveedi annarra tegunda er synt litad med videigandi litum (eins og fyrir ofan). (b) Sveedi sem hafa verid
klippt Gt ar VAP [10].

Hvada hlutar i byggingu VAP eru liklegast naudsynlegir fyrir kuldadlégun og pa miklu
hvotun sem ensimid synir? bvi er ekki svo audvelt ad svara. Audveldast er ad horfa & hvad
einkennir VAP fr4 6drum AP. VAP hefur einstaklega stort koronusveedi (e. crown domain)



sem sést sem toppurinn & ensiminu & mynd 1.1-1.2 en VAP hefur par innsettningar 111 og 1V
sem staekkar koronusvaedid mikilfenglega. VAP hefur einnig storar yfirbordslykkjur en storar
yfirbordslykkjur eru velpekktar hja kuldadlégudum ensimum. Annad athyglisvert i pessu 1jési
er ad pad vantar N-enda helix a VAP sem er talin vera megin asteeda fyrir stodgun tvilida hja
ECAP, PLAP og SAP. Annad merkilegt fyrirbrigdi finnst ef skodad er rafsvid i kringum
hvarfstddina hja VAP, péa virdist gjaftin (e. crevice) fyrir hvarfefni vera talsvert jakveett hladin
sem geeti ladad ad sér neikveatt hladid fosfat (scavenging). Sterkara neikveett rafsvid geeti po
truflad losun hvarfefnis (oft hradatakmarkandi skrefid) nema til komi jéfnun hledsla med salti
en pad hefur verid synt fram & ad NaCl fra 0-300 mM auki virkni VAP [10].

Fjoldi atrida voru &dur nefnd vardandi préun ensima i att ad kuldadlogun (kafla 1.1) en i

bessu verkefni var aherslan 16gd & ad skoda hlutverk yfibordslykkja i kuldadlogun.

VAP hefur prju malmbindiset (M1-M3) par sem zinkjonir bindast i M1 og M2 en
magnesium i M3. Synt hefur verid fram &, i 6drum AP, ad zink geti bundist i M3 setid og
jafnvel kabalt [10]. Adur hefur p6 verid synt fram & med atémgleypnimalingu ad einungis
magnesium finnst i M3 bindisetinu hja VAP [14].

Allar malmjonirnar prjar taka patt i hvotuninni (mynd 1.3). Zink binst sem sextenntur tengill

His-a65 L€/ e T HIS-465

e > TRP-274 / [ s TRP-274
W msue‘ j DR ms.m’

Mynd 1.3 Stereomynd af hvarfstdd VAP &samt rafeindapéttleika. Inn & myndina eru merktar zink jénirnar tveer
(gulllitadar), magnesium jonin (gren), stlfathop (gult fyrir brennistein, rautt fyrir strefn) og vatnssameindir
(raudar kalur). Lykilamindsyrur i hvotun eru syndar, Ser65 og Arg129 en malmjonatenglar eru: Asp12, His116,
Thrl18, Arg129, Glu268 og Trp274. Amindsyrurnar sem binda malmana eru ekki allar syndar [10].

i octahedral bari og tengist vio D273 (tvitennt), H277, H465 og tvo surefnisatom a sulfati (eda
fosfat hvarfefni). Zink sem binst i M2 setid binst 5 tenglum: D12, S65, D315, H316 og surefni



& sulfatjon. Magnesiumjonin binst vid D12, T118, E268 og prjar vatnssameindir sem
sextenntur tengill med octahedral nidurrédun hopa i M3 bindisetinu [10].
paer aminosyrur sem taka patt i bindingu malmjéna eru frekar vardveittar milli tegunda
nema helst vid M3 setid (t.d. er ECAP med lysin i stad Trp274 og aspartat i stad His116) [10].
Hvarfgangur VAP er talinn vera i megindrattum s& sami og hja ECAP en peim hvarfgangi
hefur verid lyst sem ping-pong hvarfgangi (jafna 1.6) [15, 16].

H,0 EsP, ——= E+P,
RIOH\/

E +R|OP <===E+*R,0P <—=—E-P (Jafna 1.6)

/‘\
R,OH E*R,0P <<= F + R,0P

Hvarfgangurinn fer pannig fram ad hvarfefni binst fyrst ensiminu og myndast ensim-

hvarfefnissambands millistig (E<R10P) sem leidir til pess ad fosféester tengid rofnar og
fosfatio flyst yfir & ensimid (E-P, fosfat bundid serin). Svo verdur annad hvort vatnsrof par
sem vatn hvatar losun fosfats eda umfosforun verdur par sem fosfat er flutt & fosfat vidtaka
(E*R,0P). Vid leegra pH er vatnsrofid hradatakmarkandi patturinn & medan losun fosfats i
E « P er hradatakmarkandi patturinn vid hatt pH [10].

A sameindastigi er hvarfgangur syndur & mynd 1.4. Hja ensiminu i friu astandi (E) er
fosfatbindisetid umlukid premur vatnssameindum. Hydroxylhépur Ser102 myndar vetnistengi
vid Mg-tengdan hydroxylhdp (vatnsameindar). I myndun ensim-hvarfefnissambandsins
(E+ROP) tengist esterhopur hvarfefnisins vid Zn;, auk pess sem sarefnishopur & fosfathop
binst Zn, og Argl66 bindur hina tvo sdrefnishopa fosfathopsins. Ser102 er i stddu hinum
megin vid farhépinn (ROH) og pegar fosfomonoesterinn binst virkar Mg-hydroxyljonina sem
basi sem afproténerar Ser102 sem getur pa gert kjarnsekna aras a fosforinn og um leid fer
farhépurinn. P& hefur myndast samgilt ensim-fosfat tengi (E-P), en hydroxyljon (tengd Zn;)
gerir aras a samgilda fosfat tengid og pa er tekid vid 6samgilt millistig (E < P;). NG virkar
hydroxylhopurinn, sem tengdur er vid magnesium, sem syra og gefur Ser102 aftur réteindina

sem leidir til pess ad Zn, sleppir fosfatinu og pad losnar burt [16].
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Mynd 1.4 Hvarfgangur ECAP & sameindastigi. Sarefnissameindir vatns eru merktar med W. His166 er i stad
Asp51 hja VAP i bindingu magnesiums. Virka serinsameindin i VAP er Ser65 og virka argininsameindin er
Argl29.

I pessari rannsokn voru tvo stokkbrigdi skodud sérstaklega, tvofalda stokkbrigdid
S79A/S87G og F355Y, asamt villigerd. Pessi tvo stokkbrigdi voru valin sérstaklega par sem i
6oru peirra hefur lykkjan hugsanlega verid stifd med vetnistengjum (F355Y) en i hinu
(S79A/S87G) hefur vetnistengjum hugsanlega verid feekkad og par med atti lykkjan ad vera
sveiganlegri. Hugmyndin (tilgatan) er su ad pessi stora lykkja taki patt i hvotuninni og ef svo
er atti sveiganleiki hennar liklega ad auka hvétunina og stifni hennar ad minnka hana. Stifni
lykkjunnar geaeti hugsanlega aukid varmastédugleika en pad parf ekki ad vera.

Eitt af modgulegum tveimur vetnistengjum hja stokkbrigdinu S79A/S87G @ttu ad rofna
pegar Ser er breytt i Gly eda Ala sem geta ekki myndad vetnistengi (mynd 1.5). Annars vegar
eru pad millisameindar vetnistengi & milli Ser79 og Ser87 og hins vegar eru pad vetnistengi a
milli Ser79 og Arg336 sem tilheyrir hinni einlidunni (mynd 1.5b). I stokkbrigdinu F355Y
getur eitt af premur hugsanlegum vetnistengjum myndast, pegar Phe er breytt i Tyr, sem hefur



hydroxylhdp sem getur audveldlega myndad vetnistengi vid His56, Pro57 eda Glu58 (mynd
1.6b).

Hvad pessar stokkbreytingar pyda fyrir stodugleika og virkni er haegt ad imynda sér. Hvad
stodugleika vardar veeri liklegt ad hja S7T9A/S87G minnki stodugleiki ensimsins eitthvad enda
baedi rofid milli- og innansameindar vetnistengi. Hugsanlegt er ad rof pessara tengja auki
hreyfileika storu yfirbordslykkjunnar og pad geeti leitt til aukinnar hvotunar.

(b)

Mynd 1.5 Yfirlit yfir breytingar hja stékkbrigdinu S79A/S87G. (a) Einlida A er synd (fjolubld) asamt insert |1
lykkjunni af einlidu B (gul). Arg336 er synt cyanlitad asamt Ser79 og Ser87 sem eru litadar granar. (b) Ser79
getur myndad innansameindar vetnistengi vio Ser87 og millisameindar vetnistengi vid Arg336 sem er a storu

insert 11 lykkjunni. Pessi tvo vetnistengi ettu ad rofna pegar Ser79 er breytt i Ala og Ser87 breytt i Gly.



Adur hefur verid synt fram & mikla hvotun (fjorfalt haerra kea/Ky) fyrir pad stokkbrigdi og
leegri hitastodugleika med CD (e. circular dichroism) [17].

Stokkbrigdid F355Y hefur synt svipada hvotunarvirkni og svipadan stodugleika midad vid
villigerd [17]. Asteeda fyrir litlum mun F355Y og villigerdar geeti verid ad ekki hafi myndast
bessi vetnistengi vid reetur lykkjunnar eins og talid var Gt frd skodun & kristalbyggingunni
(mynd 1.6) en einnig geetu pessi vetnistengi leitt til annarra veigameiri breytinga & 6drum
stooum.

(@)

(b)

Mynd 1.6 Yfirlit yfir breytingar hja stokkbrigdinu F355Y. (a) Einlida A er synd (fj6lubla) dsamt beta-turn-helix
métifinu sem er stutt fra N-enda (gult). His56, Pro57 og Glu58 eru synt i cyanlit en stokkbrigdid Tyr355 er synt i
graenu. (b) Tyr355 getur myndad hugsanleg vetnistengi vid His56, Pro57 (meginkedju) og Glu58.
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I pessu verkefni verdur leitast eftir ad skoda pessi stokkbrigdi enn fremur og athuga hvort
munur sé i afmyndun med urea. Pad var meelt med flurljdomun og friorkan fyrir afmyndunina
(sja yfirlit verkefnis kafla 1.4) metin.

1.3 Flarljomunarmelingar og flarljdmunarbaling

Steersti hluti verkefnins fjallar um afmyndun villigerdar og tveggja stokkbrigda F355Y og
S79A/S87G med urea, en fylgst var med afmynduninni med flarljéomun tryptéfan (Trp) hopa
ensimsins. Flurljdmun tryptéfans er mjog had umhverfi pess i proteini og pykir pvi gagnlegt
ad fylgjast med flarljdbmun pess. Med pvi ad fylgjast med flarljomun Trp er haegt ad f& m.a.
upplysingar um légun préteinsameindar, samskipti undireininga, bindingu hvarfefnis og
afmyndun [18].

Tryptofan og tyrosin (Tyr) gleypa badi 1jos vid 260-300 nm en Tyr flarljéomar (i vatni) vid
Amax = 303 nm en Trp (i vatni) vid Amax = rimlega 350 nm (mynd 1.7). Haegt er ad fylgjast neer
eingdngu med flarljomun Trp med pvi ad 6rva med 295-305 nm. Algengast er ad 6rvunin eigi
sér stad vid 295 nm i fraediritum til pess ad snidganga flurljdmun Tyr, en auk pess er flur-

[jdbmun Trp mun 6flugri en hja Tyr [18].

19 Phe (F) ) L
0.2 Mynd 1.7 Gleypni (A) og flarljomun (E)
s mismunandi aromatiskra hdpa préteina i vatni vid pH
CH~CH . . L, . .
0.1 o boow 105 7. Vid 295 nm orvast tryptofan naer eingéngu [18].
Phenylalanine
o &
0 1 1 =
41.0 ¢
Tyr (Y) a
'_
o 0 e =
T HO CHy—CH LK
g T —O- (l:oou 3 05 %
T 05F TUROS Ll
E yrosine 8
- ]
N S
1 L 0
. 10 3
5 w
4
3 )
wcnz-?N 40.5
2 A H COOH
1L Tryptophan
o 1 1 1 1 o
250 300 350 400
WAVELENGTH (nm)
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Flarljomun Trp er mjog had skautun leysis og synir raudvik (heerra Amax) ef adgengi skautads
leysis eykst (mynd 1.8). betta er haegt ad nyta sér i rannséknum & afmyndun med afmyndara
eins og urea. begar protein afmyndast er mjog algengt ad vatnsfeelnir hépar (likt og Trp) i
vatnsfalnikjarna proteina afhjupist og leidir pad til raudviks pegar adgengi leysis ad Trp
eykst. I préteinsameindum, sem innihalda mérg Trp i mismunandi vatnfaelni umhverfi, verdur
flarljomunarferillinn oft flokinn og & pad til ad breikka og fer ad likjast Gaussian kurvu
normaldreifingar. Astaedan fyrir pvi er ad flarljdomun mismunandi trp hopa er misjéfn og fer
eftir pvi hversu vel paer eru grafnar i vatnsfelnikjarna proteins.  Amax getur spannad allt fra
330 — 360 nm en pegar afmyndun & ser stad skerpist & ferlinum vegna pess ad Trp
sameindirnar lenda pa flest allar i samskonar umhverfi hvad vatnsfeelni vardar og raudvik
verdur sjaanlegt par sem umhverfid er ordid skautadra. Haegt veeri ad nyta sér upplysingar um
astand ensimsins, s.s. virkni og tvilidu-einlidu jafnveegi asamt afmyndun med flarljéomun og
geeti pad gefid upplysingar um hvad geeti verid ad gerast adur, og pegar tvilidur detta i sundur.

: I, _.II_--:. {5@ -;;iﬁ{,s‘.\
-l | = NN N
N 2 et

1 2 3

Mynd 1.8 Ahrif umhverfis og
leysis & tryptéfan flarljomun. A
myndinni sjdum vid protein med
eina  tryptofan sameind i
mismunandi vatnsfelnu umhverfi

og hvaoa é&hrif pad hefur 4

flarljémun. Apoazurin PAl,

ribontkleasi T,, staphylococcal

INTENSITY

nuklesasi og glukagon fra 1-4 [18].

300 350 400
WAVELENGTH (nm)

pad hefur jafnvel verid synt fram & ad hopar i umhverfi tryptdfans, likt og lysin og histidin,
geti belt flarljdomun tryptofans og i sumum tilfellum aminhopar & meginkedju proteina [18,
19].

VAP hefur fimm tryptéfansameindir & hverri einlidu fyrir sig (mynd 1.9). Allar eru paer
mismunandi grafnar (tafla 1.2) en ein peirra, Trp274 er vio hvarfstddina og tekur patt i
stodgun M3 magnesiumbindisetsins. Onnur, Trp460 er stadsett nalegt rétum storu
yfirbordslykkjunnar (insert 11) og er nalegt samskeytum & milli eininga. bar eru einnig i
tiltélulega miklum samskiptum vid leysinn (72 % ASA fyrir W274 og 49% ASA fyrir W460)
en adeins prjar teljast tiltolulega grafnar (midad vid < 25% ASA), W155, W301 og W275.
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Tafla 1.2 Adgengi leysis ad tryptéfanhépum. Adgengi leysis (e. ,,Accessible (absolute) surface area, ASA) ad

tryptéfanhdpum var hér metid med forriti [20] af www.expasy.org. Einnig var ,,Relative surface area“ (RSA)

reiknad en pad metur adgengi leysis & milli svipmotads og afmyndads forms. W512 er hluti af StrepTag halanum

sem tengist gripstluhreinsunaradferdinni.

Tryptéfanhépur % ,,Accessible surface area*“ (ASA) | ,,Relative surface area*“ (RSA)
W155 18,254 0,076
W274 71,758 0,299
W301 22,415 0,093
W460 49,278 0,205
WA475 22,751 0,095
WH512 (StrepTag) 83,766 0,348

Flarljéomun tryptéfans er sértek fyrir arekstarbaelingu (e. collissional quencing) beliefna, s.s.

akrylamids, jodids og surefnis (O;). bvi er haegt ad fylgjast med belingu flurljéomunar

tryptofans med baliefni, sem er pa meliadferd til pess ad meta hversu vel grafid tryptdfan er i

vatnsfelnikjarna proteina. Heegt er ad fylgjast magnbundid med balingu & tryptéfan med

Stern-Volmer jofnunni: (mynd 1.10)

? =1+ KSU[Q]

c

(Jafna 1.7)

Mynd 1.9 VAP hefur fimm tryptéfan sameindir (cyan), Trp155, Trp274, Trp301, Trp460 og Trp475. Inn &

myndina eru settar zink jénirnar tvaer (gular) og magnesium jonin (green).
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par sem Fo er flurljomun tryptofans obeelt, F. er flurljomun Trp med akvednum styrk af
beeliefni, [Q] er styrkur beliefnis, og Ky, er Stern-Volmer fastinn. Stern-VVolmer fastinn er
godur meelikvardi a arekstartioni Trp og beliefnis og er yfirleitt plottad Fo/F. & méti styrk
afmyndara og feaest pa linulegt samband milli baelingar og styrks beliefnis fyrir 1aga styrki
baeliefnis (0-0,25 M). Athuga skal ad ekki er sjlfsagt ad Stern-Volmer ferlar séu linulegir og
eru til ymsar steerofreedilegar leidir til ad reikna ut K, fyrir 6linulega ferla [18].

| pessu verkefni var flirljomun bald med akrylamidi. Akrylamid og jod eru baedi vatnsfalin
beeliefni og eru pvi ekki eins g6d og surefni par sem pad er orkulega 6hagsteett fyrir pessa
vatnfaelnu hépa ad smeygja sér inn i mjog vatnsfeelid umhverfi, auk pess sem sdrefni er mun
minna en jod og enn minna en akrylamio [18].

I framtidinni yrdi gagnlegt ad stokkbreyta akvednum tryptofan hopum (e. site directed
mutagenesis) yfir fenylalalin eda tyrdsin og sja hvort pad hafi ahrif & flarljomunarferla eda
Stern-Volmer ferla m.t.t. urea styrks. Heegt veeri p4 ad meta hversu vel einstaka
tryptéfansameindir eru grafnar inn i préteinid og par med fengid dyrmaetar upplysingar um

byggingu ensimsins m.t.t. vatnsfelni i lausn.
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Mynd 1.10 Stern-Volmer ferlar fyrir nokkur prétein. Flarljdémun Azurin, Rnasa Ty, S. NUkleasa, ACTH og
NATA vid mismunandi styrk akrylamids beliefnis (til vinstri). Stern-Volmer grof eru synd par sem teiknad var
Fo/F & moti [akrylamid] (til heaegri). Heaegt er ad sja ad Stern-Volmer ferlarnir fyrir NATA og ACTH eru ekki
alveg linulegir [18].
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1.4 Verkefnio

petta verkefni er hluti af sterra verkefni par sem markvissum stokkbreytingum & VAP hefur
verid beitt til ad skoda hlutverk storu lykkjunnar sem adur hefur verid nefnd [17]. | pessari
rannsokn voru tvo stokkbrigdi Ur peirri rannnsokn, S7T9A/S87G og F355Y, rannsdkud frekar.
Tilgatan er su ad stdra yfirbordslykkjan taki patt i hvotuninni a einhvern hatt sem er velpekkt
hja kuldavirkum ensimum. Fylgst er med hvort munur sé & stokkbrigdum, sem stifa lykkjuna
(F355Y) med vetnistengjum, og peim sem hugsanlega gera hana sveiginalegri par sem
vetnistengi hafa verid rofin (S79A/S87G).

Steerstur hluti verkefnisins folst i athugun & afmyndun ensimsins par sem fylgst var med
flarljomun og beelingu flurljomunar med akrylamidi vid mismunandi styrki af urea afmyndara
og friorka fyrir afmyndunina metin.

Magn malmjéna i villigerd og stokkbrigdunum tveimur var metid med atdbmgleypnimalingu
en einnig var metid magn zinks vid mismunandi styrk urea hja villigerd.

Friorka fyrir afmyndun villigerdar og stokkbrigda var sidan metin, med virkni og
flarljomunarferfum.

Einnig var hradafraedi pessara stokkbrigda og villigerdar endurmeld og borid saman vid
adur meeld gildi.

| kafla 6 er sidan syndir heimasmidadir kodar, sem skrifadir voru til ad vinna 0r

flarljomunargdgnum i MATLAB® asamt leidbeiningum fyrir notkun.
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2. Aoferoir

2.1. Efni og ahdld

Sigma Chemical Company (St. Louis, MO): Tryptone plus (Fluka Analytical), ampiciline,
lysozyme, deoxyribondkleasi (DNAasi), TRIS, MOPS, CAPS, MgCl,, NaCl, para-
nitrofenylfosfat (PNPP), PAR, akrylamid, Coomassie brilliant blue R-250, proéteinstadall —
manna serum almbdmin (HSA) og gammaglobalin. Merck (Darmstadt, byskaland): HCI,
NaOH, etylen glykol, perklorsyra, malmstadlar (Zn, Mg, Co). Frd IBA GmbH (Pyskaland):
Strep-Tactin  Sephardsastluefni, (2-[4‘-hydroxy-benzene azo] benzoic acid (HABA),
desthiobiotin, anhydrotetracyclin (AHTC). Fra Becton, Dickinson and company (Frakkland):
Bacto ger extract. Fra ROIG Farma, S.A (Barcelona, Spann): Agar agar pulvis. Acros
Organics (New Jersey, Bandarikin): Dietan6lamid, Urea. Bio-RAD 32 & Griffin (Richmond):
Triton-X-100. ANALAR, The British Drug Houses LTD. (England): MgSO,. Fermentis:
PAGEtruler Protein ladder.

2.2 Tjaning og reektun Vibrio AP stokkbrigoda.

Stokkbrigdin voru atbdin af Manuelu Magnusdéttur eins og adur hefur verid lyst [17]. Pau

voru i gréfum drattum atbdin pannig ad competent E.coli frumur af stofni LMG194 voru

ummyndadar med plasmidi sem innihélt stokkbreytt Vibrio AP gen. Notast var vid plasmidid
VAP-ST9 (pBAS40) par sem VAP innskotid er & milli Pstl og EcoRI skerdisetanna i
upprunalega pASK3plus (IBA) plasmidinu. par med beetast vid 9 amindsyrur vid C-endann
0g par ad auki 8 amindsyra StrepTag hali til ad audvelda hreinsun ensimsins [21, 22]. Pad
parf ekki ad fjarleegja StrepTag halann eftir hreinsun med ensimatiskum adferéum en hann
virdist i ekki hafa ahrif & stéduleika né virkni [23].

Utbanir voru 4 L af LB-ati med kranavatni og pH stillt & 7,61 med 4 M NaOH lausn.
Notadur var Radiometer® pH-meelir og var hann stadladur med pH stédlum (pH 4,00 og pH
7,01).Til ad utbua agardiska var 200 mL af LB atinu og 3 g af agar (agar pulvis) blandad
saman og sidan faert i autaklav prégram sem fer upp i 138°C i 5 min. Pessir 200 ml voru neest
keeldir og sidan var B-lactam syklalyfinu ampicillin baett Gt i pannig ad styrkur pess veeri u.p.b
100 pg/ml (ampicillin brotnar nidur vid haan hita). bvi naest var pessum 200 mL dreift jafnt a
12 petriskalar og peer settar i ofn vid 37°C. bad sem eftir var af LB-g&tinu var komid fyrir i
atta eda niu Erlenmeyerfloskur i jofnum skdmmtum og peer einnig settar a autoklav a sama

proégram. Erlenmeyer floskurnar voru naest keeldar og ampicillini baett Gt i pannig ad styrkur
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pbess veeri u.p.b. 100 pg/ml. Ampicillini var beett Gt i til pess ad sporna vid pvi ad 6rverur ur

umhverfi vaxi & skalarnar en LMG194 E.coli stofninn er 6naemur fyrir ampicillini, ef hann

hefur tekid upp plasmid sem gefur honum vidmaét, og vex pvi & ati med ampicillini.

Erlenmeyer floskurnar voru geymdar i keeli vid 4°C med grisjutappa.
Tjaning ensimafbrigda:

Tekin var sadraekt ar frysti (i fljotandi kofnunarefni) af E.coli frumunum (LMG194) sem
innihéldu stokkbreytta plasmidid VAP-ST9 (pBAS40) med stokkbreytingunni S87G/S79A
(adrir sdu um tjaningu annarra afbrigda). Sad var 3 pl & petriskal med agar-LB-zti og notadur
var daudhreinsadur glerdreifari til ad dreifa & skalina. Skalin var sidan sett i reektunarskép vid
37°C* auk control agar-LB-atis skalar sem buid var ad dreifa & 3 pl af kranavatni med sému
adferd. Eftir reektun i solarhring var stroka Ur einni bakteriupyrpingu feerd i millirsekt (25 ml)
med LB eti. Eftir ad millireekt hafdi vaxid var henni skipt jafnt i 1L Erlenmeyerfléskurnar
med LB-&tinu (1-2 ml i ca. 400 ml LB).

Floskunum var komid fyrir i heimatilbGnum raektunarskapi, med loftkaelingu sem er med
hitastigsstilli, og hitastigid stillt & 18°C. Fléskunum var komid fyrir & hristara (180 rpm) og

grisjutappi settur & flsskurnar. Fylgst var svo oreglulega med O.D.>>™

(optical density)
pangad til ad gleypnin vid 550 nm syndi u.p.b. 0,4 — 0,5 i gleypni. Pa var batt Gt i hverja
flosku 40 ul af 2 mg/ml lausn af 6rvaranum AHTC (anhydrotetracyclin) til ad koma tjaningu
af stad. AHTC pekkir styrilinn fyrir AP genid & plasmidinu og hleypir tjaningunni af stad.
Fylgst var svo dreglulega med framvindu & tjaningu ensimsins med virknimalingum vid 405
nm (sja adferdir kafla 2.4 virknimzlingar). begar raktin hafdi nad 0.D>™ u.p.b. 2,0 var
henni skipt jafnt i sex 250 ml Sorval skilvinduglés med pvi ad beta i botnfallid 50 ml af
Vibrio buffer (innihald i vidauka 1) og 0,5 ml af 10% (w/v) Triton sapu. Reynt var ad leysa
botnfallid sem mest upp med pvi ad hreera i med glerstaf og sidan beett lysosymi (framan af
spatulu) i hvert glas. Glosin voru voru geymd i isskap vid 4 °C i 3-4 klst og glésin sidan ferd
i frysti.

Bjarni Asgeirsson s um raktun og tjaningu & seinni tilraun tjaningar 4 VAP-ST9 (pBAS40)
S87G/S79A stokkbrigdinu og villigerdinni VAP-ST9 (pBAS40) .

Manuela Magnusdottir atti svo til tjad ensim i frysti af VAP-ST9 (pBAS40) F355Y

stokkbrigdinu par sem buid var ad sprengja frumurnar og beta vid lysésymi.

! Raektun hljép i 39°C i rimlega 40-60 min i byrjun raektunar vegna vankanta & hitastillingu.
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2.3 Hreinsun ensimafbrigda.

Sprengdir frumumassar voru afpyddir Ur frysti og beett var i DNAasa (deoxyribdnukleasa)
ad styrknum 0,05 — 0,10 pg/ml. Mismikid virtist purfa af DNAasa og stundum myndadist pad
mikid af slimugu DNA ad pad purfi ad leyfa grautnum ad standa i nokkrar klukkustundir i
keeliskap og jafnvel yfir nott. Syni voru pvi nast spunnin vid 10.000 rpm i 15 min i Sorvall
RC5C skilvindu vid 4°C, floti safnad, rammal pess melt og proteinstyrkur maeldur
(Coomassie Blue adferd byggd a Bradford adferd, sja adferdir kafla 2.5) og virknimelingar
teknar (3 samraemdar). Tekin voru 1-2 ml syni til ad eiga i frysti ef gogn skyldu tapast eda
eitthvad feeri Urskeidis.

Fyrsta skrefid i préteinhreinsuninni (fyrir utan skilvindun & bakteriuraekt) var framkvaemd a
Strep-Tactin® Sephar6sasulu sem er sérteek fyrir bindingu préteina med Strep-Tag®Il hala,
en 6ll VAP-ST9 (pBAS40) plasmidin innihalda pannig hala og pvi bindast ensimafbrigdin
sérteekt a suluna.

par sem Vibrio AP fosfatasinn sem unnid er med er kuldakert ensim voru hreinsanirnar
framkveemdar i keeliherbergi vid 4°C og notud var Pharmacia®-dela og BioRad®
skammtasafnari. Heaegt er ad sja nénari verklysingu i kafla 5.1 i Vidauka |

Safnad var proéteintoppinum sem syndi mestu virknina. Liklegt er ad proteintoppurinn hafi
talsverdan hala & eftir sér pannig ad gott er ad safna toppinum i svo skammta; ,,sterka“ lausn
0g svO joOrunum i ,veika® lausn. RUmmal synanna var skrdd og synum komid fyrir i
videigandi pétt plastglos sem fryst voru i kofnunarefni og geymt i frysti vid -20°C. Oparfi var
ad beeta etylen glykoli i synin par sem losunarbufferinn innhélt 15% etylen glykol (v/v).

Annad skref i préteinhreinsuninni var talid purfa til ad hreinsa betur VAP-ST9 (pBAS40)
F355Y sem hreinsad var fyrst. SDS-rafdrattur (sja adferdir kafla 2.6) leiddi i 1jés ad einhver
ohreinindi veeru i hreinsudu proteinlausninni af sértaeku skiljunni (mynd 3.1 kafla 3.1). Beett
var vid hreinsunarskrefi & MonoQ anjonaskiptastlu sem keyrd var & FPLC (Fast protein
liquide chromatography) teeki og losad med NaCl saltstigli. Til ad tryggja pad ad lausnir veeru
keeldar vid keyrslu i FPLC teeki var brugdid a pad rad ad koma tekinu fyrir i keeliherberginu.
Sérstakur skammtasafnari fylgir teekinu og eru keyrslurnar nénast sjalfvirkar en ljosmeelir er
tengdur uttakinu a sualunni sem malir gleypni vid 280 nm. Tekid sér svo einnig um ad
skammta nakveemlega saltstigulinn.

Hreinsudum ensimlausnum var sidan komid fyrir i frysti i 500 pl skdmmtum i pétt plastglos

0g pau merkt med merkimida, dagsetningu og proéteinstyrk.
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Bjarni Asgeirsson sa um ad hreinsa ensimafbrigdid fyrir VAP-ST9 (pBAS40) og var
einungis porf fyrir eitt siluhreinsunarskref & StrepTag-gripgreiningarsuluna.

2.4 Virknimelingar

Ensimvirkni var meld & hefdbundinn hatt vido umfosforunaradsteedur med hvarfefninu pNPP
(para-nitréfenylfosfat) en pad hvarfefni er lika mest notad i ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) adferdinni par sem AP er notadur (stundum peroxixidasi) sem litviti &
tengingu motefnis. UtbGnar voru tilbGnar hvarflausnir med 5 mM pNPP i 1,0 M dietandlamini
(buffer) og 1,0 mM MgCl,. Syrustigid var stillt & pH 9,8 en alkaliskur fosfatasi er virkastur
vid frekar basiskar adsteedur. Hvarfefnislausnir voru geymdar i frysti vid -20°C og lausnirnar
afpyddar eftir porfum. Reynt var ad koma i veg fyrir ad lausnir yrou endurfrystar oft. Ef
lausnin er geymd vid stofuhita i nokkrar klukkustundir p& gulnar lausnin en ekki er malt med
ad nota lausn sem hefur gulnad mjég mikid.

Vid melingar var hvarfefnid geymt i 25°C heitu vatnsbadi og 10 pl af syni var sprautad a
moti 990 pl af hvarfefni i 1 ml plastkivettu. Notadur var HeAios 1josgleypnimalir og rate
forrit meelisins notad i virknimelingum. Bylgjulengdin var stillt & 405 nm og forritid gefur
upp moguleika ad setja inn umreiknifaktor, p.e. sa faktor sem margfalda parf med til ad fa Gt
virknigildi { U/mlI%. Virknin er fundin ut fra Beer‘s 16gmali:

A=g-b-C (jafna 2.1)
par sem A er gleypni & mindtu, € = edlisgleypnistudull, b = lengd kavettu og ¢ = styrkbreyting
& myndefnis & minatu.

Alkaliskur fosfatasi affosforylerar pNPP i pNP (para-nitr6fenél) og hefur pNP
hamarskgleypni vid 405 nm og lausnin verdur gul & lit. Edlisgleypnistudull pNP vid pH 9,8 er
18,5 mM*tem™

Nénari verklysing & virknimelingum er i kafla 5.2 i vidauka .

2.5 Magngreining proteina.

Til ad utbda hreinsunaferil var préteinstyrkur metinn med Bradford mealiadferdinni og var
Zaman og Verwilghen afbrigdi adferdarinnar notud [24]. Utbuin var stadalkirva fyrir
préteinmagn fra 10-100 pg med proteinstadli (HSA og gammaglébdlin). Gerdar voru prjar
meelingar fyrir hvert syni og blandad var 2750 pl af litarefnislausn @ moti 250 pl af syni i

hvert glas. Syni voru pynnt i afjonudu vatni ef gleypni for ut fyrir melisvid. Teknir voru avalt

ZUer fjoldi ensimeininga sem hvatar umbreytingu 1 pmols af hvarfefni & 1 minatu.
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3 blankar i tilraunaglos med 2750 pl af litarefnislausn og 250 pl af afjonudu vatni. Sa blankur
sem syndi minnsta gleypni var notadur sem blankur fyrir meelingar (hvers dags fyrir sig), en
bad var gert & peirri roksemd ad tilraunaglés med 6hreinindum myndu syna meiri gleypni en
pau sem veeru alveg hrein en munurinn etti po ekki ad vera mikill milli blanka.

Fyrir hreinar ensimlausnir var studst vid gleypnimelingar & arématiskum hlidarhépum vio

280 nm. Edlisgleypnistudull var reiknadur med jofnu 2.2

e(280M™* cm™) = (#Trp)(5,500) + (#Tyr)(1,490) + (#Cys)(125) (Jafna 2.2)

Studlarnir ar jofnu 2.2 er fengnir med 116 malingum & 80 mismunandi proteinum skv. Pace
et al. [25]. Studllinn er 61310 M™* cm™ fyrir villigerd og S79A/S87G en er 62800 M cm™
fyrir F355Y.

2.6 SDS proteinrafdrattur

Notast var vid NUPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels og farid var eftir leidbeiningum fra
framleidanda, fyrir utan ad synin voru ekki hitud fyrir rafdratt. Notadur var MES
keyrslubuffer og voru gelin keyrd a 200 V spennu og 100 mA straum i 30-40 min. Gelin voru
litud med Coomassie brilliant blue R-250 litarefni og gelin aflitud med 30% (v/v) metandli og
5% ediksyru (v/v).

2.7 Hradafraedimalingar.

Virknimelingar ensimafbrigda voru meldar vid vatnsrofsadsteedur vid mismunandi styrki
pNPP i 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl,, pH 9,8 vid 10°C. Mald var virkni syna med styrki
fra 0 — 3,5 mM pNPP. Leiorétt var fyrir syrustigs vegna laekkandi hitastig med 6 M HCI
vegna CAPS buffersins med jofnu 2.7.1.

ApH =0,032 -AT (Jafna 2.3)
Framkvaemdin for pannig fram ad melt var gréflega magnid fyrir pNPP i sterkustu lausnina

og pad leyst upp i buffer i tilraunaglasi. Radpynnt var med helmingspynningu nidur i 6l

hvarfefnisglosin. Glésin voru sidan geymd i 10°C vatnsbadi og plastkuvetturnar geymdar & is.
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Afpytt var 500 pl af ensimi og pad geymt & is. Virknimelingarnar foru sidan eins fram og
adur (kafli 2.4). Framkveemdar voru 3 malingar fyrir hvert syni.

Til ad meta raunverulegan styrk hvarfefnis var kavettunum leyft ad standa og hvorfunum
leyft ad klarast yfir nétt vid stofuhita. Gleypni var sidan meeld vid 405 nm morguninn eftir og
styrkur fundinn samkvaemt Beer‘s 16gmali (¢ = 18,5 mM™ cm™). Gert var rad fyrir uppgufun
annad hvort med pvi ad setja parafilmu yfir kavetturnar eda mela uppgufunina med
meeliglasi.

Ensimstyrkur var sidan akvardadur med proteinmagnmeelingu vid 280 nm (stofnlausn meeld
0g pynning reiknud Gt eftir &) eins og adur var lyst (kafli 2.5). Teiknadur var upp Michaelis-
Menten ferill, virkni & moti styrk hvarfefnis, og fastarnir Viax 09 Kiy dkvardadir med adfellu
a Michaelis-Menten hyberbdlu (Jafna 2.4):

_ Vmax [S]

= et ls] (jafna 2.4)

Vo

par sem v er upphafshradi og [S] styrkur hvarfefnis.
Eftir ad buid var ad meala ensimstyrk var haegt ad reikna keg skv. jofnu 2.5 par sem [E]; er

ensimstyrkur.

_ Vmax
kear = £, (Jafna 2.5)

2.8 Afmyndun med urea — flarljomun og akrylamid bealing.

Akvedid var ad fylgjast med flarljomun ensimsins i 25 mM MOPS og 1 mM MgSO, vid
mismunandi styrk urea afmyndara & bilinu 0 — 8 M og vid fast hitaststig, 10°C. Bl6éndud voru
1000 pl syni i plast Eppendorfglds og styrkbilio milli syna var 0,1 M fra 0-2 M en eftir pad
var bilid ymist 0,5 M eda 1,0 M upp ad lokastyrk u.p.b. 8 M>. Notud var mettud urea
fordalausn i bléndun syna og var styrkur hennar metinn med ljosbrotsstudulsmaelingu.
Fordalausnin sem var notud i fyrstu malingunni (F355Y) var ordin meira en arsgdmul og
byrjud ad anga af ammoniaki. Akvedid var ad blanda nyja lausn fyrir hinar malingarnar og

styrkur peirrar lausnar metinn & sama hatt med ljosbrotsmeelingu. Askilegt ad er styrkur

% bad purfti meira af urea til ad afmynda villigerdina en ensimstokkbrigdin. bess vegna er liklega betra ad hafa litid bil & milli malinga fra 0-
3 M urea hja villigerd VAP. Onnur ensimafbrigdi en maeld voru fyrir petta rit gaetu purft minna bil fra 0-3 M eins og hja villigerd VAP.
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ensims i synum sé ekki legri en 0,010 mg/ml en pad eru u.p.b. nemnimork fyrir
flarljomunarmeelingarnar fyrir petta ensim.

Syni voru sett (voru ,,incuberud®) i 4 klukkustundir vid 10°C og var bedid i 10 mindtur &
milli pess ad ensimi var blandad i lausn. Pad var gert til pess ad hafa naegan tima fyrir paer
malingar sem purfti fyrir hvert syni en 10 minuatur &ttu ad duga fyrir 5 meelingar ef melt er
stanslaust (1 upphafsrof og 4 réf med mismunandi styrk akrylamids). Virknimelingar voru
teknar eins og lyst var adur (kafli 2.4) en pess ma po geta ad syni voru bdin ad standa i 4
Klukkustundir vid 10°C og sidan i 1-3 klukkustundir a is &dur en virknimelingarnar voru
framkveemdar. Hugsanlega geeti p6 ordid endurvirkjun vid lekkun nidur i 1-2°C (& is) i
jafnveeginu D 5 2M S 2U, par sem D eru tvilidur, M eru einlidur og U afmyndad form.

Malingarnar voru framkveemdar i Spex FluorMax® taeki med hitastyringu vid 10 °C. Orvad
var syni vid 295 nm og var skannad emission rof & bilinu 310-410 nm med raufavidd 5,0 nm
baedi fyrir 6rvun og emission. Til ad spara tima var bil & milli hverrar mealdrar bylgjulengdar
stillt 4 0,15 nm (0,10 nm er sjalfkrafa stillingin). Bakgrunnsrof var tekid fyrir hvert syni (an
ensims) og pad dregid fra meelirdfi. 1000 pl syni voru blandad og var notad 500 pl i hverja
flarljomunamalingu en restin (500 pl) var notud i virknimelingar og PAR-zink melingar (sja
adferdir kafla 2.9). Eftir ad upphafsréf var tekid var strax beaett Ut i 6 pl af 5 M akrylamidi og
meelt aftur. Pad var gert i fjogur skipti pannig ad styrkbilid af akrylamidi var 0,00 - 0,24 M.
Flurljdmunabaling etti ad vera linuleg & bilinu 0,00 - 0,25 M fyrir petta ensim og pvi er haegt
reikna Stern VVolmer hradafasta fyrir hvern styrk skv. jofnu 1.7 en fastinn er melikvardi &
adgengi baeliefnisins til flarljomandi trypt6fansameinda.

Akvedid var ad fylgjast med raudviki i flarljomun sem verdur pegar tryptofan hlidarhopar i
vatnsfelnikjarna afhjupast til ad meta hvenaer afmyndun & ser stad.

Haegt er ad sja betur i kafla 6 hvernig drvinnsla gagna fer fram og eru par m.a. syndir

heimasmidadir kodar fyrir script i MATLAB® sem hagt er ad nyta sér.

2.9 PAR zink melingar.

PAR-zink melingar attu upphaflega ekki ad vera hluti af pessu verkefni en dkvedid var ad
mela zinkmagnid i lausn eftir ad buid var ad framkvema flarljomunarmalingar og
virknimalingar & villigerdinni vid mismunandi urea styrk. Zink-melingarnar voru
framkvemdar deginum eftir flarljbmunarmelingarnar (syni geymd & is yfir néttina) og sa

Bjarni Asgeirsson um framkvaemd.

22



PAR (4-(2-pyridylazo)resorcinol) hefur pann eiginleika ad mynda complex vid zink,
Zn(PAR),, sem gleypir ljos vid 500 nm. bannig er heaegt ad fylgjast med magni zinks vid
mismunandi styrk afmyndara og pvi haegt ad meta vid hvada styrk af urea, zink losnar fra
ensiminu [26].

Edlisgleypnistudull Zn(PAR); er verulega hadur syrustigi. Hér ma sja muninn fra pH 7,0 —
7,8 [27]:

€78= 96000 M cm™
€7.4= 90000 M*cm™
€70= 65000 M cm™

I pessu tilfelli voru synin i lausn med MOPS buffer vid pH 8,0 (stofuhiti). Skv. upplysingum
fra Sigma Aldrich er hlutfallid pK4/AT =-0,015 fyrir MOPS.
(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information Sheet/1/m9381

pis.Par.0001.File.tmp/m9381pis.pdf). Synin voru geymd & is vid melingar og melt var an

hitastyringar. Gera ma pa rad fyrir ad hitastig syna hafi verid allt fr4 2-10 °C. Syrustig
synanna hefur pvi verid fra 7,7 — 7,8 . Notadur var pvi edlisgleypnistudullinn 96000 M™* cm™

(€7g) fyrir Utreikninga. Ensimstyrkur var maldur med gleypnimelingu vid 280 nm par sem

utreiknadur edlisgleypnistudull var notadur eins og lyst var adur.

2.10 Atomgleypni meelingar
Notadur var SpectrAA220® atomgleypnimelir med loganema fra Varian (malmlamparnir eru
einnig frd Varian) til ad meta hversu vel ensimafbrigdin héldu i zink og magnesium jonir i
hvarfstdédvum en einnig var cobalt malt . Syni voru medhéndlud med 10 mM Tris vid pH 8,0,
chelat buffer par sem i voru EDTA chelat polymerkulur (Chelex-100). Framkvaemdar voru
tveer tilraunir. | annarri peirra var dialiserad med 1 L 10 mM Tris yfir nétt en i peirri seinni
var dialiserad tvisvar sinnum med 1 L 10 mM Tris i tvaer klukkustundir i senn. Adur en syni
voru keyrd a atdmgleypnimeelinn var ensimstyrkur peirra metin med gleypni vid 280 nm.
Eftirfarandi stadlar voru meeldir fyrir stadalkdarvur: Zn: 0; 0,200; 0,500; 0,750; 1,00 mg/L.
Mg: 0; 0,100; 0,200; 0,400, 0,600 mg/L. Co: 0; 0,050; 0,100; 0,300 mg/L.

Hver stadalausn samanstendur af fimm melingum en hvert syni var melt prisvar.
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3. Nidurstéour

3.1 R&ktun, tjaning og hreinsun ensimafbrigoa.

E. coli LMG194 sadreekt med S79G/S87A &x vel og voru kéloniur adgreinanlegar a agarnum
med 100 pg/ml ampicilin LB-eti. Ekkert 6x & kontrol skalina par sem vatni var s&d i stad
reektar.

Tjaning a villigerd (framkveemd af Bjarna) gekk vel en fyrri tjaning & S87G/S79A gekk ekKi
eins vel. Litil tjaning fékkst fyrir pad stokkbrigdi en virknin maldist ekki nema 0,36 U/ml

D>° "™ = 2.0 og eftir ad um 21 klst var fra pvi ad bett var vid drvanum. Astsedan

pegar O.
fyrir pvi mé liklega rekja til pess ad pad fraus fyrir loftinntakid & reektunarskapnum pannig ad
hitastigid vard mun harra en 18°C yfir ndtt.

Bjarni Asgeirsson s& um seinni tilraun tjaningar S87G/S79A en gekk hdn mun betur.
Hreinsun & pvi stokkbrigdi er gerd skil i kafla 5.3 i vidauka Il. Bjarni Asgeirsson s& svo
einnig um hreinsunina & villigerd og er han einnig til umfjollunar i kafla 5.3 i vidauka I1.

Hreinsunin & F355Y gekk ekki alveg ndgu vel i fyrra skrefinu & Strep-Tactin stlunni (mynd
3.2) og leiddi SDS-rafdréattur i Ijos éhreinindi i hreinsada syninu (mynd 3.1 résir 5-9) og pvi

var akvedid ad beeta vid hreinsunarskrefi a MonoQ anjonaskiptasulu (gogn ekki synd).

Mynd 3.1. SDS-rafdrattur fyrir F355Y hreinsun af Strep-Tactin silu. Myndin er synd med vixladri litastilligu (e.
invert colors). Réas 1: stadall (PAGEruler Protein ladder) merkt er inn bond i kDa, ras 5-9: skammtar 56-60
(mynd 3.2), ras 10: gegnumfladi, ras 12: skammtur 61 (mynd 3.2). Pilan bendir & 6hreindi i syni eftir hreinsun,

prihyrningurinn bendir & liklegar tvilidur par sem synid var ekki hitad fyrir rafdrétt.
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Eins og sést er hlaupid frekar ofhladid enda voru synin ekkert pynnt (nema med synisbuffer).
Birt er yfirlit yfir hreinsunarferlid fyrir F355Y i t6flu 3.1. Einangrunartoflur fyrir
villigerdina og S87G/S79A eru syndar i vidauka Il. Einnig voru teiknadir upp hreinsunarferlar
fyrir pau syni (gégn ekki synd) og voru peir i samraemi vid hreinsunina & F355Y. Pad
gleymdist ad meala proteinstyrk fyrir flotid ar reektuninni fyrir hreinsunina & F355Y og var pvi
proteinmagnid metid med pvi ad safna saman o6llum skodmmtunum af Strep-Tactin
Sepharosaskiljunni eftir hreinsun og proteinstyrkur meaeldur med Zaman og Verwilghen
adferdinni eins og lyst var adur (virkni meld einnig). Préteinmagn gegnumflaedis sem var
safnad atti ad vera u.p.b. jafnt og préteinmagnid i 6llum skémmtunum sem foru i gegn og

&ttu ad vera eins og proteinstyrkurinn &dur en keyrt var & sulu.

4 T T T T T T 10000

—=— A280
—— Virkni U/ml

20mM Tris, 10mM MgCL2,
2,5 m) desthiobiotin, 15% ethylen glycol
(v/v), pH=8,0

-15000

A280
na

[iml

20mM Tris 10mM MgC12
+ 150mM Na(}

20mM Tris 10mM MgCl

& R P _— - la " o
0 10 20 3 40 50 60 70
Skammiur

Mynd 3.2. Hreinsunarferill & Strep-Tactin Sepharésastlu fyrir F355Y stokkbrigdid. Sala var jofnud med 20 mM
Tris, 10 mM MgCl, og hladid var & floti Gr rekt (65 ml). Skolad var med 20 mM Tris, 10 mM MgCl, lausn vid
skammt 30 og vid skammt 42 med 150 mM NaCl, 20mM Tris, 10mM MgClI, lausn til ad losa dsértekt bundin
prétein. Losad var af stlunni vid skammt 52 med 2,5 mM desthiobiotin, 15% (v/v) ethylen glycol, 20 mM Tris,

10 mM MgCI, lausn. Safnad var skommtum 56-59 og peir merktir ,,sterk” og skommtum 60-64 merktir ,,veik®.

Eins og sja ma a téflu 3.1 voru heimtur ramlega 58% fyrir fyrsta hreinsunarskrefid sem er i
vid herri heimtur en adrir hafa fengid fyrir hreinsun & peirri skilju [17, 26]. Hreinsunin var
ramlega tuttugufold fyrir Strep-Tactin skrefid. Eftir hreinsun & anjonaskiptaskilju (MonoQ)
voru heimturnar rimlega 40% en skammtar 12-13 (2 ml & hvern skammt) Gr peirri hreinsun
voru notadir til melinga fyrir petta verkefni en fyrir pA skammta voru heimtur 37% og

hreinsun rimlega pritugféld.
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Heimtur fyrir hreinsun villigerdar, VAP-ST9 (pBAS40) voru rétt ramlega 21% eftir
hreinsun & anjonaskiptaskiljunni (MonoQ) og hreinsun ekki nema ramlega sjoféld (Vidauki 11
5.3). Heimtur voru rumlega 43% fyrir S7T9A/S87G en ekki reyndist porf & ad hreinsa pad
betur eftir keyrslu & StrepTactin stlu pvi SDS-gel syndi ekki 6hreinindi (gogn ekki synd).

Tafla 3.1. Einangrunartafla fyrir F355Y. Tv6 hreinsunarskref voru framkvemd, pad fyrra & Strep-Tactin
gripseknistlu og pad seinna & MonoQ anjonaskiptaskilju. Flot-rekt“ synid er flotid sem fékkst eftir
spinninguna & rektunarlausninni par sem frumur hofou verid sprengdar likt og lyst var i adferdakéflum 2.2-2.3.
Lausnum var safnad i sterkar og veikar eins og lyst er i adferdakafla 2.3 og eru peer lausnir birtar sér i téflunni.
Sterka lausnin sem kom af StrepTactin sulunni var skipt nidur enn frekar (skammtar 12-13 og 14-15) eftir

keyrslu @ MonoQ sulu.

Tegund Synis RUummal Virkni Prétein Edlisvirkni  Protein  Einingar Heimtur  Hreinsun
(ml) (Uml) (n=3)  (mg/ml) (n=1) (U/mg) (mg) L) (%) )
Flot-raekt 65 987 3,10 318 202 64100 100 1,0
Strep- SrepT-GegnFl 86 117 2,27 52 195 10100 16 0,2
Tactin StrepT-Sterka 75 4690 0,75 6290 5,6 35200 55 19,8
StrepT-Veika 11,5 145 0,07 1940 0,9 1670 3 6,1
MonoQ (veika) 75 62 0,03 2220 0,2 468 1 7,0
MonoQ MonoQ (sterka 12-13) 4 5930 0,61 9650 25 23700 37 30,3
MonoQ (sterka 14-15) 4 456 0,15 3120 0,6 1820 3 9,8

Eftir framkveemd allra malinga var dkvedid ad rafdraga 61l synin & einu geli upp & nytt til ad
bera saman hreinleika og virtust synin vera laus vid 6hreinindi (mynd 3.3). Efsta daufa bandio
i synunum eru liklega tvillidur par sem synin voru ekki hitud fyrir rafdrattinn. EKki er haegt ad

bera pad saman vid stadal sem sést illa en liklega var notad of litid af honum.

Mynd 3.3. SDS-rafdrattur, hreinleiki
syna borinn saman. Oll syni voru pynnt
sexfalt fyrir rafdratt og ekkert hitud.
Ras 6 villigerd VAP-ST9 (pBAS40) ,
rds 8 S79A/S87G, ras 10 F355Y.
Stadall (til vinstri) sést of illa til ad
meta steerd. Pilan bendir & liklegar
tviliour. Bond i 6drum rasum er til
kominn vegna pess ad pad lak Ut fyrir

rasir pegar sprautad var i rasirnar.
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Hér var adeins tekid deemi um hreinsunina fyrir F355Y en eins og &4dur var nefnt er fjallad um
hreinsun villigerdar og stokkbrigdisins ST9A/S87G i vidauka 11, kafla 5.3.

3.2 Hradafraedimealingar.

Michaelis-Menten hradafraedi er gagnleg til ad bera saman hvétunareiginleika stokkbrigda vid
villigerdir. Fyrst skal nefna Michaelisfastann (Ky) sem er sa styrkur hvarfefnis sem parf til ad
na halfum hamarkshrada (Vmax) en hann er godur melikvardi & sérteekni bindingu ensims vid
hvarfefni. Hverfitalan (e. turnover number), ket lysir pvi hve mérgum hvarfefnissameindum
er umbreytt i myndefni & hverja sekundu fyrir hverja fullmettada ensimsameind (s.s. vid
Vmax). Algengt er ad bera saman hvétunina og bindingu hvarfefnis med hlutfalli & milli ke 09
Kwm en kosturinn vid ad bera saman kc./Ky er s& ad pad tengir hrada hvatads efnahvarfs vid
styrk lausra ensimssameinda og hvarfefnis i lausn frekar en heildarensimstyrk [28]. Einnig er
heaegt ad bera saman saekni mismunandi hvarfefna med Kq./Kwy [28].

Hradafraedifastar sem meeldir voru fyrir villigerd og stokkbrigdi eru syndir i toflu 3.2.

Tafla 3.2 Hradafraedi nidurstddur vio 10 °C og pH 9,8. Ky, fastinn og k¢, voru akvardadir Gt fra adfellu ad
Michaelis-Menten jofnunni (jafna 2.4). Hver 6had tilraun (n = 1) samanstendur af premur (n = 3) hadum
malingum vid hvern styrk. Michaelis-Menten ferlar og Gtreikningar eru syndir i vidauka 11, kafla 5.4. T sviganum

fyrir hvern dalk eru synd adur meld gildi fra Manuelu Magnusdottur [17].

Arfgerd Km (M) Keat (57 Keat/ Ky (5TmM™)
Villigerd 62,7 (17) 82,8 (27,8) 1320 (1220)
S79A/S87G 77,0 (27) 194,6 (108,5) 2530 (4020)
F355Y 21,9 (24) 56,7 (22,5) 2590 (1120)

Nidurstddurnar fyrir hradafraedina syna ad stokkbrigdid S79A/S87G synir baedi haerra Keat
og haerra Ky en villigerd. Gert er rad fyrir ad eitt vetnistengi (af tveimur mégulegum) rofni
fyrir pad stokkbrigdi og geeti pad leitt til aukins sveiganleika i kringum hvarfstod, sem leidir
til heerri hvotunar, og sem geeti einnig skyrt veikari bindingu hvarfefnis (haerra Ky). F355Y
synir leegra ke en villigerd en einnig mun legra Ky sem leidir til pess ad hlutfallio Kea/Kwm
malist 2590 s mM™ en eitt vetnistengi atti ad hafa myndast.

Adur hefur verid melt hekkad Ky (24 pM) og lekkad ke (22,5 s™) midad vid villigerd
sem var Ky = 17 pM 0g ket = 27,8 s . Haekkun & kea: 0g Ky fyrir ST9A/S87G er hlutfallslega
leegra en &dur, fjorum sinnum heerra Kea/Ky midad vid villigerd hja Manuelu Magnasdottur

[17], en hér rétt ramlega tvofalt haerra en villigerd. Enn fleiri nidurstédur syna legra Ky en
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hér er malt en svipad ke fyrir villigerd en ekki eins mikinn mun (B. Asg; Obirtar
nidurstodur). Asteda fyrir pessum mun geeti verid mismunandi formedhondlun synis, m.a.
tjaning og geymsla. Einni skal taka fram ad gognin ur to6flu 3.2 eru fengin med adeins einni

tilraun (n = 1).

3.3 Flurljémunarmeelingar og akrylamidbaling

Hér verda syndir afmyndunarferlar og akrylamidfldrljomunarbeeling fyrir mismunandi styrk
urea. Fldrljomunarferlar fyrir hvert syni og Stern-Volmer ferlar eru syndir i kafla 5.5 i
vidauka I1.

Notad var forrit til ad meta vid hvada bylgjulengd mest dtgeislun meldist. beim gildum var
safnad saman i feril asamt virkni vid mismunandi ureastyrk. Notud var adfella vid tveggja
astanda afmyndunarferil (N — U) skv. jofnu 3.1 [29].

_ (h + (Ymax - Ymin) + (mmax - mmin)) - DY
D1/2Ay + DAY

(jafna 3.1)

par sem D er styrkur afmyndara, Dy, er s& styrkur afmyndara sem parf til ad afmynda
helming préteins, Ymax 09 Ymin eru y-gildi (skurdpunktar vid y-as) fyrir loka- og upphafsferil
fyrir , Mmax 09 Mmin eru hallatolur fyrir loka- og upphafsferil, Ay er hallatalan i Dy, og h er
hlidrunarfasti (hlidrun upp eftir y-as).

Ekki var sértaklega farid Gt i nalganir vid priggja astanda afmyndunarferil en vissulega er
afmyndun alkalisks fosfatasa i heild priggja astanda ferill (D — M — U), par sem tvilidur (D)
detta fyrst i sundur og einlidur (M) afmyndast (U). Notud er adfella vid tveggja astanda feril
til ad syna fravik fra tviastandi.

Peir punktar sem féllu 6edlilega langt ut fyrir ferilinn voru teknir ut.

Afmyndun villigerdar, VAP-ST9 (pBAS40)

A mynd 3.4a sést ad virkni er nanast fallinn (< 20% eftir) vid 1,3 M (tvilidur ad detta i
sundur) ureastyrk og afmyndun einlida virdist eiga sér stad i kjolfario fra 1,3 — 3,0 M. Zink
meelist i lausn frd& og med 1,3 M urea skv. PAR-zink melingum (vidauki Il kafli 5.6) og &
sama tima eykst flarljomun. begar zink dettur Ur hvarfstdd virdist afmyndun fara fram og

tryptofan i vatnsfalnikjarna afhjupast.
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Mynd 3.4. Afmyndunarferill fyrir villigerd VAP-ST9 (pBAS40) (a) og adgengi vatnfeelnihdpa med
akrylamidbzlingu (b). (a) Notud var adfella ad jofnu 3.1 til ad f4 ut feril fyrir tveggja &standa afmyndunarferil.
Hamarksutgeislun var metin med forriti (sja kafla 6). Zink magn var akvardad med PAR-zink melingum
(vidauki Il, kafli 5.6). Dy, = 2,5 M. Fyrir virknimalingar er n = 2, fyrir flarljémun er n = 1 nema fyrir sidustu 4
punktana pa er n = 2. (b). Akvérdunin & K, fasta fyrir hvert syni for fram med malingum & baelingu akrylamids
fyrir [Akrylamid] = 0 — 0,25 M (n = 5). Haegt er ad sja Stern-Volmer ferlana i kafla 5.5 i vidauka I1.

Vid lagan ureastyrk (0,1 - 0,2 M) verdur virkniaukning sem er vel pekkt hja AP fyrir lagan
styrk & urea, m.a. i porski [6] en engum hefur enn tekist ad Utskyra hvers vegna. Ein hugmynd
er st ad vid lagan ureastyrk losni ad einhverju leiti bygging akvedinna klasa sem leidir til
meiri hreyfanleika og aukinnar virkni [6]. Ef litid er & virkniferilinn & mynd 3.4a sést
einkennandi stokk i virkni (vid 0,5 M urea) en ad 6llum likindum er hér um maliskekkju ad
reeda par sem einungis tveer maelingar eru ad baki hvers malipunkts fyrir sig. Ad auki hverfur
virknin ekki fullkomnlega fyrr en vid 6 M styrk af urea sem geti bent til mengunar par sem
alkaliskur fosfatasi Ur E. coli geeti hafa sledst med. Pad veeri hins vegar einkennilegt par sem
hreinsad var & Strep-Tag gripsulu sem er sérstek fyrir StrepTag halanum sem buid var ad
innlima a plasmidid fyrir Vibrio fosfatasann. Onnur likleg skyring geti verid endurvirkjun

ensimsin pegar pad er feert ur 10°C hitabadi og geymt a is (D < 2M S 2U gengur til baka) en
hugsanlega hefdi verid betra ad feera synin i 10°C vatnsbadid aftur.
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Fra ureastyrk 0,2 — 0,6 M eykst raudvik i flurljomun eilitid en hjadnar svo aftur nidur ad
grunnlinu en vid pennan efri ureastyrk eru tvilidur ad byrja ad detta i sundur en einlidurnar
eru enn heilar, sem hefur verid metid med gelsiun (B. Asg; Obirtar nidurstodur).

Pegar tvilidurnar detta i sundur er hugsanlegt ad ein af peim fimm tryptofan, sem eru i
hvorri méndémeri fyrir sig, afhjupist. Einnig er hugsanlegt ad adgengi ad Trp sameindar aukist
timabundid vegna stadbundinnar losunar annars stadar. Omégulegt er ad segja til um hvar
petta gaeti gerst, en urea virdist koma svaedum (hugsanlega lykkjum) i byggingunni i ,,lausara‘
astand, sem birtist t.d. i aukinni virkni vid laegstu styrkina eins og adur var nefnt. Her virdist
vera einhvers konar ,,molten globule* millistig par lysir sér i minni pdkkun & vatnsfaelnum
svedum og aukinnar hreyfingar lykkja sem virdist hugsanlega leida til pess ad ein
tryptéfansameind afhjupist.

A mynd 3.5a sést hvar Trp460 liggur rétt vid mét einlidanna en hun er su tryptéfan sem er
liklegust til i ad vera i samskiptum vid lykkjur, vegna nalegdar vio kdrénusveedid og stéru
lykkjuna. Hugsanlega geeti pessi tryptéfan sameind tekid patt i pessari litlu aukningu &
flarljomun pegar einlidurnar eru ad detta i sundur ef lykkjur eiga i samskipti vid hana. Hln
reynist po vera tiltluega miklum samskiptum vid leysinn i svipmétudu astandi eins og sést
baedi & mynd 3.5a og i t6flu 1.2 (49% adgengileg). A mynd 3.5b sést ad Ser320 vetnistengist
vid Ser320 af hinni einlidunni vid meginkedju en su serin er stadsett vid raetur storu lykkjanna
sem ganga Yfir sitthvora einliduna. Hugsanlegt er ad tengsl parna & milli sé lykilatridi i
tengingu pessarra einlida og storu lykkjanna og pegar pau tengsl rofna byrji tvilidurnar ad
detta i sundur. Mégulega veeri haegt ad likja hradari hreyfingum & pessu sveedi vid legur (e.
hinges) sem eru naudsynlegar fyrir ,,smurningu‘ 4 hreyfingum steerri klasa eins og adur hefur
verid lyst med FRET- og NMR mealingum en einnnig ,,molecular dynamics® & adenylate
kinasa [8].

Losun einlida geeti leitt af sér stutta afhjapun Trp460 til leysis en pegar styrkur urea eykst
enn meira geti stora lykkjan (grena lykkjan & mynd 3.5b) hulid hana aftur en stada
yfirbordslykkjanna geeti verid breytileg med auknum ureastyrk.

Allar pessar hugleidingar er p6 mjog erfitt ad sanna med nidurstédum pessarrar rannsoknar.
Pad geeti pvi verid gagnlegt ad gera markvissar stokkbreytingar a Ser320 og Trp460 og kanna
hvada ahrif pau hafa vid lagan ureastyrk.

Akrylamidbaling virdist ekki gefa neinar afgerandi upplysingar um afmyndunina og virdist
beelingin vera mjog a flokti. bad sest ad Stern-Volmer hradafastinn Kg, sem er malikvardi &
adgengi beeliefnis ad tryptofan hopum, tekur stokk fra [urea] 1 — 2 M (mynd 3.4). bad er

u.p.b. styrkbilio af urea sem purfti til pess ad zink dytti at. Hér virdist aftur vera einhvers
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konar hindrun i gangi par sem beling gengur til baka. Burt séd fr4 pessu stokki i balingu
virdist balingin vera nokkurn veginn linuleg fyrir villigerdina og aukast mjdg eftir 2 M pegar
einlidurnar afmyndast (eins og buast matti vid i tvidstandsafmyndun). Betri nidurstédur geetu

nadst med annad hvort minni baelisameind s.s. jodi eda surefni eins og adur var nefnt.

()

(b)

<

Mynd 3.5 Trp460 er naleegt samskeytum & milli einlida og i ndnd vid staerstu lykkjur. (a) Hér sést Van Der Waa

bl‘s mynd af einlidunni. Trp 460 er litud saegren (e. cyan). bessi tryptéfan geeti verid ad afhjapast ad einhverju
leyti pegar tvilidurnar detta i sundur vid afmyndun med urea en & myndinni sést p6 ad hin er frekar adgengileg
fyrir leysi (49% ,,exposed*, tafla 1.2). (b) Neermynd af Trp460 og samskipti milli einlida. Ser320 er stadsett vid
reetur storu lykkjanna (green fyrir fyrri einliduna, fjolubla fyrir hina) sem liggja fyrir gagnsteda einlidu.

Hydroxylhdpar serinhlidarh6panna vetnistengjast vid strefni af meginkedju hvorrar serin fyrir sig.
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pessar nidurstoour, baedi med flarljomun og flarljomunarbalingu, vid mismunandi
ureastyrk, benda sterklega til pess ad um eitthvers konar ,,molten globule* astand eigi sér stad

vid pad leiti sem dimerur eru ad detta i sundur.

Afmyndun S79A/S87G.
Forrit var notad a sama hatt og fyrir villigerd til pess ad meta vid hvada bylgjulengd mest
utgeislun meeldist og notud var adfella vid jofnu 3.1 eins og adur (mynd 3.6a).

Tvilidurnar virdast detta i sundur vio nénast sama ureastyrk og villigerd og virdist
afmyndun einlida eiga sér stad einnig 4 sama stad (1,2-1,3 M). Oreglulegt flékt ma sja i
raudviki fra 0-1 M urea og virdist eitthverjar breytingar vera ad eiga sér stad par en ekki po
eins greinilega og sést hja villigerdinni en hér vantar upplysingar um hvenar malmjénirnar
detta Ut. EkKi er afgerandi munur & pvi sem er ad gerast vid ldgan ureastyrk midad vid
villigerdina og gilda pvi smu umradur vid petta stokkbrigdi og fyrir villigerdina.
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Mynd 3.6. Afmyndunarferill S7T9A/S87G (a) og adgengi vatnsfaelnihdpa med akrylamidbzlingu (b). (a) Notud
var adfella ad jofnu 3.1 til ad fa Gt feril fyrir tveggja astanda afmyndunarferil. Hamarksutgeislun var metin med
forriti (sja kafla 5). Dy, = 1,9 M. Fyrir virknimalingar er n = 2, fyrir flarljomun er n = 1.(b) Akvordunin fyrir
Ky fastann fyrir hvert syni for fram med malingum & beelingu akrylamids fyrir [Akrylamid] =0 - 0,25 M (n =

5). Heegt er ad sja Stern-Volmer ferlana i kafla 5.5 i vidauka II.

Virkniferillinn (mynd 3.6a) synir 6rlitid meeliflokkt & milli 0-2 M en virknin er ekki algjorlega
fallin fyrr en um 4 M urea en hja villigerdinni praukadi hun fram ad 6 M urea.
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Akrylamidbaling synir meiri beaelingu fyrir S7T9A/S87G en villigerd (sja skalana & mynd

3.5b og 3.6b) og geeti pad bent til lauslegri pokkunar vatnsefaelinna hopa. Stokkbrigdid eetti

ad hafa faekkad vetnistengjum vid storu yfirbordslykkjuna og passar pvi aukin beling vid pad

model ad sveiganleiki geeti verid aukinn vid faekkun vetnistengja og einnig leitt til minni

vatnsfeelinnar pokkunar.

Afmyndun F355Y.

Gerdar voru malingar fyrir talsvert fleiri melipunkta & afmyndunaraferli fyrir F355Y

stokkbrigdid en hins vegar voru ekki gerdar malingar fyrir akrylamidbalingu. A

afmyndunarferlinum (mynd 3.7a) sést ad virkni fellur vid svipadan ureastyrk og fyrir hinar

arfgerdirnar. A bilinu 0 - 0,5 M urea sést einnig eilitid stokk i raudviki flGrljdmunar sem

virdist vera sambeerilegt og hja villigerdinni.

Eins og hja villigerd pa helst orlitil virkni alveg fram ad 6 M likt og hja villigerd og gilda

s6mu umreaedur ad ofan um E. coli 6hreinindi og endurvirkjun ensimsin vid geymslu & is.
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-| 350
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Pegar & heildina er litid virdist afmyndun med urea vera priggja astanda ferli baedi, hja

(wu) unisiabin syreweH

Mynd 3.7. Afmyndunarferill fyrir F355Y. Notud var
aofella ad jofnu 3.3.1 til ad fa ut feril fyrir tveggja
astanda afmyndunarferil. Hamarksutgeislun var metin
me?d forriti (sja kafla 5). Dy, = 1,6 M . Fyrir

virknimalingar er n = 3, fyrir fldrljémunern=1

villigerd og stokkbrigdum, par sem dimerur losna fyrst i sundur og einlidur afmyndast svo (D

— M — U). Ekkert bendir til annars en ad afmyndun einlida sé tviastandsferli sem felur ekki i

sér neitt stodugt milliastand.

Synt hefur verid fram & med Gtreiknudum afmyndunarferlum ad vid mjog lagan ensimstyrk

er haegt ad greina med flarljomun hvener tvilidur eru ad detta i sundur en pad lysir sér i litlu
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stokki i flarljomun (liklega adeins 1 Trp sem afhjapast) &dur en einlidur afmyndast. Vid heerri
ensimstyrki er stokkid ekki eins sjaanlegt. Ef um Ovirkt tviliduastand er ad raeda sést engin
breyting i flarljomun adur en einlidur afmyndast en pa sjast yfirleitt tveir flarljomunarhdlar a
afmyndunarferli einlida par sem tvennt er ad gerast i einu, sundrun tvilida og afmyndun
einlioa [30]. Pegar dvirkt tvilidustig myndast gildir hins vegar 6fugt hvad vardar ensimstyrk
par sem vid haa ensimstyrki er pridstand sem greinilegast.

D1/, eda sa styrkur af urea sem parf til pess ad afmynda helminginn af einlidunum er
mismunandi eftir stokkbrigdi og villigerd. Villigerdin syndi lang haesta gildid eda 2,5 M, hja
S79A/S87G var pad 1,9 M og hja F355Y var pad 1,6 M. Athuga skal p6 ad matid & D1,
byggist & mun faerri melipunktum fyrir villigerd og S79A/S87G en hja F355Y og geti pad
jafnvel skyrt pennan mun ad einhverju leyti en greinilegt er pd ad pad parf meiri styrk af urea
til a0 afmynda villigerd en F355Y.

Vid lagan ureastyrk (0,3-1,0 M) virdast vera visbendingar um ,,molten globule* stig eins
nefnt var &dur par sem stora lykkjan, sem gengur yfir hina einliduna, geeti verid & hreyfingu
vegna breyttra adsteedna og vegna hakkandi ureastyrks.

Friorka fyrir sundrun tvilida i einlidur, afmyndun einlida asamt heildarafmyndunarfriorku er

reiknud Gt fra gégnum i pessum kafla og er synt i kafla 3.6.

3.4 Atomgleypnimelingar.

Meelt var zink- og magnesiummagn i VAP-ST9 ur premur villigerdarplasmidum, pBAS20,
pBAS60 og pBAS40 (plasmidid sem notad var i pessu verkefni) en einnig i stokkbrigdunum
F355Y og S79A/S87G (tafla 3.3). Munur a milli tilrauna felur einungis pad i sér hvernig
dialiserad var eins og lyst var i adferdum. I fyrri tilrauninni var rammal i dialiserupokum 5,5
ml samtals og dialiserad var i 1 L yfir n6tt sem er u.p.b. 180x pynning. I seinni tilrauninni var
dialiserad tvisvar i 1 L og p.a.l. 180x180 = 32000x pynning. Taka skal fram ad ensimid var
ekki afmyndad adur en pvi var sprautad i loganemann en pad etti liklega ekki ad hafa ahrif

par sem afmyndun fer fram um leid og synid snertir logann.

34



Tafla 3.3 Zink og magnesium hlutfall i synum metid med atdémgleypnimelingu. Munurinn & fyrri og seinni
tilraun er formedhdndlun synis. 1 fyrri tilrauninni var dialyserad 1x i 1L af buffer yfir n6tt en i peirri seinni 2x i
1L buffer.

Arfgero Fyrri tilraun Seinni tilraun
[Zn]/[E] [Mg]/[E] [Zn]/[E] [Mg)/E
pBAS20 1,21 0,29 X X
pBAS60 1,96 0,17 0,55 1,08
F355Y 1,99 0,34 0,44 0,47
S79A/S87G 1,00 0,27 0,34 1,18
VAP-ST9 (pBAS40) X X 0,13 1,13

Ekkert cobalt meldist i synum (gogn ekki synd). I fyrri tilrauninni meldist talsvert af
magnesium { blankinum en liklega & sér stad vanmat vegna pess. [ seinni tilrauninni meldist
zink stadallinn fyrir 1 ppm tvofalt heerri en i fyrri tilrauninni og veldur pad liklega vanmati &
zinki. Af hverju svona mikill munur er a milli pessarra tilrauna geaeti tengst
formedhondluninnni og liklega adalega pvi hvernig var ,,dialiserad* en mogulega gaeti dnnur
adferd hentad betur til ad sia malmana burt ar synunum. Spurning er hvad bindifasti zinks og
magnesiums vid ensimid sé har en ef hann er ekki mjog har geeti dialiseringin hreinlega
dregid malmana Ut Ur ensiminu par sem jafnveegid: E + M S EM er &valt i gangi og ef
minnkad er magn M i lausn (med t.d. dialiseringu) er verid ad draga petta jafnveegi til vinstri.

Litid verdur 4 tilraun 1 sem nidurstodur fyrir zink og tilraun 2 fyrir magnesium. Ef litid er &
zinkmagnid pa hefur S79G/S87A tapad einu zinki & medan F355Y heldur enn sinum tveimur.
Villigerdin af pBAS20 var ordin mjog gomul og liklegt er ad pad melist leegra zink i pvi
vegna tap & zinki vid geymslu. Ef litid er & magnesium pa melist minna af pvi (er pé til
stadar) i F355Y midad vid villigerd en S79A/S87G virdist halda sinni magnsesiumjon vel likt
og villigero.

3.5 Friorka fyrir afmyndun.

Notud var ,linear extrapolation* adferdin til ad meta friorku eins og lyst hefur verid adur
fyrir porska AP hja Bjarna Asgeirssyni et. al [31]. Afmyndun AP med urea er hagt ad lysa

med priastands jofnu:

Kd Ku
N, 2 2N $2U (Jafna 3.2)
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par sem N, er svipmdtad tviliduuastand, N eru svipmdtadar einlidur, U eru afmyndadar
einlidur, Ky er jafnveegisfastinn fyrir losun dimera og K, er jafnveegisfastinn fyrir afmyndun
einlioa.

K, er reiknad fyrir normaliseradan feril flarljomunargagna par sem K, = [U]/[N] eda K, =
fo/fy par sem f; er hlutfall svipmétad & moti og f, er hlutfall afmyndad. Ky er reiknad
samkveemt virkniferli, en par sem VAP hefur ovirkar einlidur er hagt ad reikna Ky Gt fra
virkniferil en rétt er ad taka fram ad virknin hefur ekki fallid alveg pegar einlidurnar byrja ad
afmyndast (myndir 3.5-7) en pad geti verid vegna mengunar eda afturvirkni eins og adur
hefur verid nefnt. Samt sem &dur var Kgq reiknad: Kg = [N]?/[N2] eda Kq = (f.)?/f, par sem f, er
hlutfall dvirks ensims og f, er hlutfall virks ensims. Friorkan fyrir afmyndun er reiknud
samkvaemt:

AG = —RTIn(Kp) (jafna 3.3)
bar sem R er gasfastinn (i J mél™ K™%), T er hitastig i kelvin og Kp er jafnvagisfasti fyrir
hvada hvarf sem er. Notud var ,,linear extrapolation adferdin til ad akvarda AGuzo (friorkan

an afmyndara) skv. jofnu 3.4 (mynd 3.8).

AG, = AGy,o — m[afmyndari] (jafna 3.4)
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Mynd 3.8 Friorka fyrir sundrun tvilida (a) og afmyndun einlida (b) fyrir villigerd og stokkbrigdi. Friorkan var

metin med linear extrapolation adferdinni: AG, = AGy,o + m[urea].
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par sem AG; er friorkan vid mismunandi styrki afmyndara, AGyyo er friorkan fyrir afmyndun
an afmyndara og m er hallatala bestu linu fyrir afmyndara sem er stundum notad sem
meelikvardi a adgengilega hopa & yfirbordi [31]. Heildarfriorkan fyrir afmyndun er svo metin

skv. jofnu 3.5.
AGy = AGy + 246G,  (jafna 3.5)

par sem AGy er heildar friorka fyrir afmyndun, AGq friorka fyrir losun tvilida og AG, friorka

fyrir afmyndun hvorrar einlidu fyrir sig.

Mat & AGpyo Vvar gott fyrir afmyndun einlida hja F355Y og var vel linulegt samband & milli
friorkunnar og afmyndara fyrir pad stokkbrigdi (mynd 3.8). Mat & AGy0 var ekki eins gott hja
villigerd og S79A/S87G en eins og adur var nefnt pyrftu melipunktar peirra malinga ad vera
péttari til ad fa betri nalgun & AGy,o fyrir peer arfgerdir.

I toflu 3.4 er tekid saman nidurstddur sem fengust fyrir friorku fyrir afmyndun auk m-gilda
fyrir afmyndara. bar sést ad friorkan fyrir losun tvilida er mjog lag eda minna en 1 kJ/mdl sem
er einkennilega lagt og er rétt i kringum steerdargradu Van der Waals hrifa. Laegst er friorkan
fyrir losun tvilida hja F355Y (0,33 kJ/mdl) en orlitid leegri hja S7T9A/S87G (0,72 kJ/mol)
midad vid villigerd (0,99 kJ/mal).

Tafla 3.4 Friorka fyrir heildarafmyndun (AGy), losun tvilida (AGy) og afmyndun einlida (AG,). m-gildi fyrir
afmyndara eru synd fyrir aftan friorkugildin ({m})

Arfgerd AGy, (kJ/mol) AGq (kJ/mol) AG, (kJ/mol) {m}
VAP-ST9 (pBAS40) 358 0,99 17,4 {7940}
F355Y 26,9 0,33 13,3 {8330}
S79A/S87G 27,9 0,72 13,6 {7070}

Afmyndun einlida var 17,4 kJ/mdl hja villigerd, 13,3 kJ/mol hja F355Y og 13,6 kJ/mdl hja
S79A/S87G. Heildarfriorkan (AGy) er mest tilkomin vegna afmyndunar einlidanna (AG,) og
hefur villigerd 35,8 kJ/mol & medan F355Y hefur 26,9 kJ/mol og S79A/S87G 27,9 kd/mdl.
Merkilegt er ad heildarfriorkan leekkar baedi fyrir F355Y (par sem tengi attu ad myndast) og
S79A/S87G (par sem tengi attu ad rofna) en tdélvugerd model af stokkbrigdum unnin

samkvamt kristalgreiningu villigerda geta ekki alltaf gefid ndkveema mynd um stellingu hépa.
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Ef litio er & m-gildin fyrir afmyndun einlida sést ad pad er litill munur & milli villigerd
(7940) og S79A/S87G (8330) en m-gildid fyrir F355Y er adeins leegra (7070) sem geeti pytt

ad orlitid minna sé af adgengilegum hopum par.
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4. Umraedur

Tjaning VAP gekk ekki vel fyrir ST9A/S87G stokkbrigdid sokum vandraeda med hitastig i
tjdningu. Forsendur fyrir godri tjningu virdist vera frekar Iagt hitastig en E. coli frumurnar
sem tjadu ensimid voru latnar vaxa vid 18°C. Vid tjaningu vid laegra hitastig hafa fengist fleiri
virkar einingar (B. Asg; obirtar nidurstddur). Hvad hreinsunina vardar pa hafa heimtur verid
mjog & reiki i hreinsunarskrefinu af Strep-Tactin stlunni og hafa peer yfirleitt verid haestar um
50-60% en oftast leegri. Mun legri heimtur virdast fast ef rammal frumuflots sé héatt (eda
mjog pétt af préteini) og virdist sem suluefnid sé ad mettast vid typiska tjaningu 0r raekt.

Ef hreinsa & i einu skrefi & Strep-Tactin Sepharosastlu geeti hugsanlega purft meira af virku
gripstluefni en einnig veeri frodlegt ad prufa Strep-Tactin sulu med 6drum armhop (e. spacer).
Eitt er allavega vist, ad naverandi hreinsunarferill er ekki négu 6flugur par sem verid er
mogulega ad henda virku VAP ensimi. Hvarfefnid pNPP er hins vegar Osérteekt m.t.t.
fosfatasa og pvi geetu virku einingarnar, sem midad er vid eftir tjaningu, verid ofmetnar par

sem ekKi er buid ad slokkva & nymyndun virkra fosfatasa ar E. coli i tjaningunni.

Hradafraedi ensimafbrigda VAP ber ekki alveg saman vid adur birtar nidurstédur [17]. Badi
villigerdir og stokkbrigdi syna talsvert haerra Ky og mun haerra ke en liklega er pad neerra
lagi par sem fleiri gdgn stydja svo hatt ke (B. Asg; 6birtar nidurstddur). Munurinn hér & milli
geeti falist i mismunandi formedhondlun synis, s.s. i tjAningu og hreinsun og jafnvel adstaedum
i meelingum eins og hitastigi en hradafastar eru mjog hadir hitastigi og er grunnreglan oft s6go
vera ad vido hverjar 10°C tvofaldist hradafastinn. Einnig er mjog mikilveegt ad beita
samhafoum vinnubrégdum vid mat & ensimstyrk en unnid er med pad laga styrki ensims ad
ekki er mogulegt ad meela hann beint heldur parf ad meela ar stofnlausn eftir 4. Nylega meld
gogn benda til pess ad ef ekki er meelt i hitastyrdum ljosgleypnimali er naudsynlegt ad kala
kavettur til pess ad forda pvi ad hitastig haekki (B. Asg; dbirtar nidurstodur). | pessu verkefni
var annad hvort hitastyring & malinum eda kavettur geymdar & is & med syni voru geymd vid
10°C og etti hitinn pvi ekki ad skyra pennan mun.

Mikilveegt er ad na ad samraema nidurstodur allra peirra hradafreedimaelinga sem gerdar hafa
verid til ad hagt sé ad birta gogn f timaritsgrein. Villigerd mealist med Kea/Ky 4410 s* mM™,
Kv 62,7 UM og Keg 189 st Burt sé fra samanburdi & hradafradi ba benda nidurstodur
bessarar rannsoknar til pess ad stokkbrigdid F355Y hafi miklar sekni i hvarfefni pvi Ky

gildio er lagt, 21,9 uM en F355Y synir pé minna Ky en villigerd og pvi er Kea/ Ky ekki mjog
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hatt. S7T9A/S87G malist med haerra ke eda 195 s en einnig harra Ky en villigerd (77,0 pM)
ogkea/Kw er svipad og hja F355Y eda 2530 s* mM™.

NU var badi unnid med stokkbrigdi par sem rofin voru vetnistengi vid storu
yfirbordslykkjuna (S79A/S87G) og ny vetnistengi myndud vid retur  stéru
yfirbordslykkjunnar & milli eininga (F355Y). Var einhver munur & hradafreedi milli pessa
stokkbrigda? Adur var synt fram & ad hja F355Y minnkadi orlitid virkni og pad minnkadi
einnig sekni ensims i hvarfefni en munurinn var ekki storveegilegur (tafla 3.2) [17] .
Hugsanlega veeri haegt ad skyra pad med pvi ad segja ad yfirbordslykkjan sé mikilveeg fyrir
hvétunina en stifni hennar geeti minnkad hvotun en S79A/S87G syndi miklu meiri hvétun sem
stydur pa nalgun einnig. Nidurstédur pessarar rannsoknar einnig til pess ad hreyfanleiki
lykkjunnar sé rddandi pattur i hvotun par sem S79A/S87G syndi einnig haerri hvétun eins og
adur [17] po ekki alveg eins og mikla midad vid villigerd. F355Y syndi laegri hvotun (Kea) en
Keat/ Kpm var heerra sokum pess ad Ky fyrir pad stokkbridi meldist miklu leegra en fyrir
villigerd. Nidurstddurnar fyrir F355Y eru pvi ekki i samraemi vid adur birt gogn [17] par sem
bad stokkbrigdi hafdi synt orlitid leegri hvotun en villigerd. Kannski eru pau vetnistengi sem
myndast hja F355Y ad hafa ahrif & hreyfanleika annarra mikilveegra sveeda fyrir hvotun eda
eru tengin kannski alls ekki ad myndast?

Farid verdur med varkarni i talkun a pessum hradafraeedinidurstodum par sem gégnum ber
ekki saman en taka verdur fram ad gogn i pessu stutta sérverkefni eru ekki stor samkvaemt

tolfreedinni og hradafreedigdgnin einungis stutt af einni 6hadri meelingu fyrir hverja arfgerd.

Aldrei adur hefur verid fylgst med afmyndun VAP-ST9 (pBAS40) med urea eda
stokkbrigdum a pvi plasmidi med flarljomun. pvi var bedid med talsverdri eftirventingu eftir
nidurstddum ar peim melingum. Mikill metnadur var lagdur i paer malingar en peer toku um
heilan solahring fyrir hverja arfgerd sékum fjogurra tima setningu (e. incubation) syna og
fjolda melinga fyrir hvert syni. Til ad vinna ar peim miklu gdégnum (300-400
flarljomunargdgn) voru kdoar skrifadir i MATLAB til ad audvelda talkun og framsetningu
gagnanna (kafli 6). Villigerdin og stokkbrigdin tvé syndu 6ll merki pess ad afmyndunin veeri i
heild priastandsferli (D 2 M 2 U) par sem fyrst detta virkar tvilidur sundur i ovirkar einlidur
sem afmyndast ad lokum i full afmyndad ensim.

Pegar tvilidurnar detta i sundur virdist myndast einlidu-millistig sem er ekki stédugt (m.t.t
urea) &dur en einlidurnar ad lokum afmyndast. Gelsiunargdgn benda til pess ad flarljéomunin
sé ad aukast vid sama ureastyrk og einlidurnar byrja ad detta i sundur (gogn ekki synd).
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Einlidu-millistigid sast einnig med adgengi akrylamids ad tryptofan i vatnsfeelnikjarna par
sem vid pann ureastyrk (1-2 M) voru tvilidurnar ad mestu dottnar i sundur og adur en einlidur
afmyndast verdur aukning & baelingu flarljdmunar sem gengur til baka. Heegt er ad lysa pessu
einlidu-millistigi sem einhvers konar ,,molten globule* sem lysir sér i lausbyggdari 2. stigs
byggingu par sem tryptéfan sameind afhjupast. Frodlegt veeri ad athuga hvort
pridstandsferillinn sé greinilegur vid herri ensimstyrki en liklega sest hann ekki eins vel vid
heerri  styrki  [30]. Ekki reyndist vera sérstakur munur milli stokkbrigda hvad
millistigsastandid vardar nema fyrir S7T9A/S87G pa sest flokktid i flarljomun vid adeins heerri
ureastyrk en fyrir villigerd og F355Y. Auk pess var Dy, leegst fyrir F355Y en hast fyrir
villigerd sem segir ad pau vetnistengi sem myndast hja F355Y eru ekki ad stddga ensimid
med tilliti til motveegis & moti urea.

Erfitt getur verid ad tulka flarljomunargdgn préteina med margar tryptdéfan sameindir en
VAP hefur fimm fyrir hverja einlidu. Skodad var hvada Trp sameind veeri liklegust til ad
afhjupast vid sundrun tvilida (m.t.t. ndleegdar vid yfirbordslykkjur) og var bent & Trp460 sem
liklega par sem han er stadsett nalegt motum einlida og nalegt rétum storu
yfirbordslykkjunnar (og kérénusveedis). Hugsanlegt er ad stéra lykkjan loki fyrir flarljéomun a
bessari Trp460 & einhvern hatt pegar ureastyrkur haekkar. petta eru samt langsottar tulkanir og
erfitt ad sanna en besta vopnid i vopnaburinu til ad meta umhverfi einstakra trypréfan er med
markvissum stokkbreytingum annad hvort a tryptéfansameindum eda sameindum i kringum

beer.

Atdmgleypnimelingarnar bentu til pess ad S79A/S87G missi eina zink jon ar hvarfstod en
bad er pad stokkbrigdi sem syndi baedi heaerra ke, 0g Ky. Bédar zink jonirnar taka patt i hvotun
0g pykja petta pvi vera einkennilegar nidurstddur en petta a eftir ad stadfesta med fleiri
atomgleypnimalingum & nastunni. Einnig virdist F355Y stokkbrigdid ekki halda eins vel i
magnesiumjonina en pad malast um 0,44 Mg & hverja einlidu. Hér parf ad taka svolitio tillit
til formedhondlun synis (m.t.t tjaningar, hreinsunar og geymslu) en pad er liklegt ad einhver
og jafnvel hluti ensimsins sé afmyndadur vegna medhdndlun synis en hugsanlega parf ad
vanda betur ,,dyaliseringu®. Eitt er pd alveg vist, eins og PAR-Zn malingar fyrir villigerd
syna, ad zink virdist vera mikilvaegt fyrir stdugleika einlida par sem peaer afmyndast um leid
0g zink dettur ut.

Friorka fyrir afmyndun villigerda melist i heildina 35,8 kJ/mo6l samkvaemt virkni- og

flarljomunarmalingum. Stokkbrigdin tvd meelast med legra gildi eda 26,9 kJ/mol fyrir

41



F355Y og 27,9 kJ/mdl fyrir ST9A/S87G. Mjdg litil friorka virdist vera folgin i sundrun tvilida
(< 1 kJ/mdl) en heildarfriorka afmyndunar virdist vera ad mestu til komin vegna afmyndunar
einlidanna. Einlidurnar eru 6stédugri m.t.t. urea hja F355Y (8,9 kJ/ mol minni friorka fyrir
afmyndun) sem og S79A/S87G (7,9 kJ/mdAl minni friorka fyrir afmyndun. Stokkbrigdin
virdast pvi vera i heildina 6st6dugri en villigerd gagnvart afmyndun med urea, en adur hefur
verid synt fram & minni varmastédugleika S79A/S87G eins og &dur var nefnt [17].
Naudsynlegt veeri ad mela fleiri punkta & bilinu fyrir [urea] = 2-3 M til pess ad fa gdda
kontrél melingu (fyrir villigerd) til pess ad geta birt nidurstddur i timariti.
Friorknidurstédurnar eru mun betri fyrir stokkbrigdin og liklega parf ekki ad mela pau frekar.

Einkennilegt er ad F355Y synir laegri stodugleika en villigerd og nanast sému og S79A/S7G
par sem vetnistengi attu ad rofna i pvi tilfelli (hja S79A/S87G). Heildarstodugleikinn
minnkar fyrir baedi stokkbrigdin og pau syna einnig baedi heerri hvétunargetu (Kea/Kyv). Pad
stydur pa hugsun ad stodugleika hafi verid ,,fornad* fyrir sveiganleika og er pad i samraemi
vid sveiganleikajafnveegid sem hefur verid nefnt (jafna 1.1). Hins vegar pa er einkennilegt ad
F355Y synir badi heerri virkni og minni stédugleika par sem markmidid med ad Gtbla pad
stokkbrigdi var ad reyna ad stifa storu yfirbordslykkjuna med vetnistengi en hins hins vegar
geeti myndbreyting vegna pess valdid stadbundnum 6stédugleika annars stadar.

Adur hefur verid metin friorka med flirljomunarmalingum fyrir villigerd AP ur Vibrio
G15-21 (hrein villigerd, an hala) en pa meldist AG svipad fyrir heildarafmyndun eda 35,1
kJ/mol [14] en pad er ekki algjorlega samanburdarhaef tala par sem si meling for fram vid
15°C en melt var vid 10°C i pessu verkefni. Einnig er hegt ad bera saman AG fyrir
heildarafmyndun porska AP melt med flarljdmun en han reyndist 133 kJ/mdl [6] en par var
meelt vid 25°C. Burt séd fra pessum samanburdi virdist friorkan fyrir afmyndun vera i legri
kantinum fyrir VAP og ensimid virdist tiltélulega Ostodugt vardandi afmyndun m.t.t. urea.
Urea spillir vatnsfeelnihrifum en stddugleiki AP (Ur porski) hefur &dur verid mestur tengdur
vatnsfaelnihrifum en minna joniskum hrifum med samanburdi & urea og guanidium Klorid

afmyndun [6].

Hlutverk storu lykkjunnar virdist enn vera mikilveeg i hvotun og greinilegt er ad peer
stokkbreytingar sem skodadar voru hér hafa ahrif. Adur possudu bedi hradafraedi- og
stddugleikagdgn vid pad mddel ad aukinn sveiganleiki, og tengsl storu yfirbordslykkjunnar
vid gagnstaeda einlidu, sé radandi pattur i aukinni hvétun og minnkun & varmastédugleika
[17]. Stokkbrigdio F355Y gengur ekki i takt vid pessar nidurstddur par sem adur var talid ad

aukinn vetnistengjamyndun (sem stifir hugsanlega lykkjuna) myndu badi leida til
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hugsanlegrar minnkunar & hvotun og aukins stodugleika. Nidurstddur pessarrar rannsoknar
hafa adeins flekt pessa mynd par sem F355Y syndi badi lekkada hvotun (Kea) 0g aukna
seekni i hvarfefni en pad reyndist po einnig vera dstddugra en villigerd m.t.t. urea. Hér skal po
taka fram ad fleiri melingar pyrfti p6é til pess ad geta skyrt hvort um kerfisbundnar villur sé
ad reeda i framkvemd tilrauna par sem einungis ein tilraun stydur badi vid hradafraedi- og

flarljémunargognin.

Kuldadlogun heldur afram ad vera flokid fyrirbrigdi og erfitt er ad gera sér grein fyrir stéou
hopa i stokkbrigdum med eingdngu kristalbyggingu ensims til studnings. Pad pyrfti ad gera
meira grein fyrir hreyfanleika annarra klasa sem geetu verid mikilveegir fyrir hreyfingu
yfirbordslykkja likt og pau ,,legusvaedi* sem hafa verid tilgreind sem naudsynleg fyrir hvétun

hja adenylate kinasa [8] en pad krefst mun meiri gagna.

Mogulegt framhald verkefnisins:

Kristalgreining stokkbrigda hefur verid & dagskrd um tima og yrdi frodlegt ad sja hvort peer
kristalgreiningar passi vid tolvumodel. Gerdar hafa verid nylega hlaupsiunarmelingar til ad
bera saman tvilidu/einlidu jafnveaegi og pyrfti ad klara peer til ad fa gédar nidurstédur ar peim
og birta paer. Gagnlegt veeri einnig ad n& ad gera orkuutreikninga fyrir ,,molecular dynamics*
(MD) til ad skoda hreyfingar. Pad veri frodlegt ad na ad axtla AG fyrir hvotun (Kea Vi
mismunandi hitastig). Ad lokum geeti verid gagnlegt ad Gtbla fleiri stokkbrigdi, t.d. ad
stokkbreyta tryptofan i fenylalalin og athuga hvada ahrif pad hefur & flurljdbmuna og jafnvel
stokkbreyting hopa nalaegt tryptéfansameindum sem pekktir eru fyrir resonance ahrif vio

ind6l hoép tryptofans.
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5. Vidaukar

Vidauki I: Verklysingar fyrir adferdir.

LB-eti 1L:
Tryptone: 10 g.

Ger extrakt: 5 g.
Natrium klorio: 10 g.
pH stillt &: 7,5 - 8,0.

Vibrio buffer:

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

5. 1 Hreinsun.

Eftirfarandi lysing byggist & reynslu sem fékkst vid framkveemd pessa verkefnis en hin

virdist henta til ad n& godri hreinsun & sem minnstum tima®.

1. Peir hlutir sem gott er ad hafa vid hondina eru: 2 sprautu plastpipettur, 3-4 pasture

pipettur (og gimmitota) og eitt bikarglas eda eina Erlenmeyer flosku fyrir drgang.
Lausnir: Vibrio bufferlausn.

0,15 M NaCl 15% (v/v) etylen glykdl Vibrio bufferlausn

2,5 mM desthiobiotin 15% (v/v) etylen glykél Vibrio bufferlausn.

HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid) lausn.
Byrja skal 4 ad geta pess ad dela sé tengd rafmagni og allar sléngur séu péttar vid
endamot. Neest skal troda endanum & sldngunni sem sygur upp vokvann alveg Ut i
endann a pastuer pipettu par sem pipettan prengist. Nota skal nyja Pasturepipettu fyrir
hverja skollausn. NG er komin framlenging a slénguna (med Pasturepipettunni) og skal

setja hana ofan i vibrio bufferlausnina og kveikja & deelunni. Heegt er ad stilla

flaedihrada med hnapp og er linurit & deelunni aftanverdu sem synir hvernig fleedihradi
er fenginn vid mismunandi adstedur. Taka skal fram ad kvardinn a hnappnum sem

hegt er ad snla er EKKI malikvardi fyrir fleedihradaeininguna mi/min heldur

4 ffyrstu hreinsuninni, & afbrigdinu VAP-ST9 (pBAS40) F355Y, leiddi SDS rafdréttur i 1jés ad pad sem kom Gt af sulunni var ekki alveg
nogu hreint ensim. pvi var leitast eftir leidum til ad baeta hreinsunarskrefid.
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afsteedur kvardi og fer fleedihradi eftir pvi hvert pvermal sléngunnar er og hvernig
stillingum daelunnar er héttad. Ageet leid til ad meela fledihrada er ad lata dropa Gr
deelu i maliglas med gédum kvarda og taka timann i 1 min, rammalio (i ml) i
meeliglasinu samsvarar pvi fledihrada i einingunni ml/min.

Ef pad er mikid loft i slongunum (eda ef peer eru tomar af vokva) skal ekki opna

fyrir plastlokann sem er nedst & sulunni og hleypir fleedi i gegnum suluna. Ef pad er
gert & medan loft er i slongum pa pornar sulan upp. Pegar allt loft er komid ar
slongunni og farid er ad dropa & suluna skal opna fyrir plastlokann og leida
uttakslonguna i drgangsflosku.
. Sulan er n0 jofnud med 3 CV (sulurammal) Vibrio buffer til ad skola i burtu azo
litarefninu HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid) sem er bundid & suluna.
pa fer sulan fra pvi ad vera appelsinugul i pad ad vera hvit. HABA gerir stluna ovirka
en gerir hana einnig stédugri i geymslu. — Flaedihradi 2-3 ml/min.

A medan sdlan er ad jafnast skal gera skammtasafnara tilbdinn og hlada
tilraunarglésum i hann og merkja pau med géoum tusspenna sem fer ekki svo
audveldlega af. Geeta skal pegar byrjar er ad safna i skammtasafnara ad vokvinn hitti i
glosin en pad geeti purft ad stilla hann eitthvad af. Eldri skammtasafnarar eiga pad til
ad afstillast og skal fylgjast reglulega med pvi hvort eitthvad leki Gt fyrir glésin.

. Floti ar frumuraekt er pvi naest keyrt a stluna og byrjad er ad safna i skammtasafnara
storum 4-6 ml skommtum (hér er adeins safnad til ad athuga hvort ha virkni er i
gegnumflaedi). — Fleedihradi er hafdur nalegt 1 ml/min.

. bvi nast er skolad 3-5 CV af 0,15 M NaCl, 15% (v/v) etylen glykol Vibrio bufferlausn
til ad na burtu pvi sem binst dsérteekt & suluna. Merkja skal vid hvada glas var byrjad
ad skola med saltlausn. — Fleedihradi er nu haféur 2-3 ml/min og minnka skal skammta
med skammtasafnara i 3-4 ml.

. Skola skal svo enn einu sinni med 2-3 CV af Vibrio buffer. Merkja skal vid hvada glas

hvenzr byrjad var ad skola aftur med Vibrio buffer — Flaedihradi er na haféur 2-3

ml/min.

. Adur en sértaekt bundin prétein eru losud af stlunni er mikilvaegt ad skola tappann &
samskeytum sulunnar og sléngunnar sem tengd er i delu ad ofan. Loka skal fyrir
plastlokann og slokkva a deelunni og skammtasafnaranum. Taka skal tappann af og
skola hann reglulega vel med plastsprautu-pipettu, med Vibrio buffer lausn, ofan i
urgangsfloskuna. betta er gert til ad tryggja ad engin ohreinindi sitji eftir sem geta

mengad hreinsada proteinid pegar losad er af salunni.
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8. Adur en opnad er fyrir silulokann aftur og kveikt & deelunni og skammtasafnaranum,
skal skipta um skollausn og na skal skolad med 5-6 CV af 2,5 mM desthiobiotin i
Vibrio bufferlausn. Desthibiotin er tengillinn sem keppir vid protein bundin a suluna
um bindiset. Par sem desthibiotinid hefur mikla tilhneigingu til ad bindast og er i
yfirmagni pa atti pad ad losa allt protein, sérhaft bundid & suluna. Opna skal fyrir
plastlokann, kveikja & deelu og hefja skammtaséfnun & ny en skammta nd i 2 mi
skammta. Merkja skal vid hvada glas var byrjad ad losa. — Flaeedihradi er nu hafour 1
ml/min.

9. Pbegar buid er ad skola med 5-6 CV af losunarlausn &tti allt protein sem var sértekt
bundid ad hafa losnad af sulunni. Haegt veeri p6 ad ganga ur skugga um pad med pvi
ad virknimala sidustu skammta. Skola skal ad lokum med 2-3 CV af Vibrio buffer og
ad lokum losa desthiobiotinid sem bundid er & stluna med 3 CV af HABA lausn en pa
verdur stluefnid aftur appelsinugult & litid og tilbuid fyrir geymslu. — Fleedihradi skal
pa hafdur 2-4 ml/min. Ef dvist er hvort langt verdur i ad naesta hreinsun verdi
framkveemd skal teema allar sléngur eftir notkun.

10. A medan stlukeyrslan fer fram skal reglulega koma skémmtum fyrir & is og taka skal
ljosgleypnimelingu vid 280 nm (gleypni aromatiskra hopa) og virknimelingar teknar
vid 405 nm  fyrir annad hvert glas (611 glosin ef fyllsta metnadar er krafist). | kringum
losunina skal mala hvert einasta glas. Sidan er teiknadur upp hreinsunarferill med
skammta & x-as og virkni og gleypni vid 280 nm & sitthvorn y-asinn. Taka skal fram

ad skammtarnir eru misjafnlega storir og ekki haegt ad taka pa sem fasta meelieiningu.

Hreinsanir a proteinum taka oft langan tima, sérstaklega ef rammal flotsins er mikid.
Pad getur verid preytandi en fyrir byrjendur er mikilveegt ad fylgjast reglulega med
framvindunni pvi ad peir sem hafa ekki reynslu & sultkeyrslum munu upplifa eitthvad fara
urskeidis. Sulan mun & einhverjum timapunkti porna (ekki vandamal i stuttan tima), leki
kemur upp, dala klikkar eda vitlaus skollausn er notud. Farid var itarlega i framkvemd
hreinsanna vegna pess hve raktun og tjaning & ensimstokkbrigdum getur verid

kostnadarsamt ferli.
5.2 Virknimealingar.

Melingar fér pannig fram ad fyrst voru 990 pl af hvarflausn blankad fra. Syni voru sett i

kavettuna med pvi ad lata dropann falla & eina hlidina a kavettunni. Yfirleitt er

46



yfirbordsspennan pad mikil ad dropinn helst & sama stad og lekur ekki nidur. Sidan var
hvarflausn sprautad yfir dropann, malinum lokad og mealing sett af stad. pessi adferd reyndist
nakvaemari (e. more precice) en ad framkveema blondum med pvi ad velta kavettunni og
hrista vel med parafilmu fyrir opinu. En hver hefur sinn hentigang & hvada adferdir peim
finnst best og fer stundum eftir pvi hvad menn venja sig a.

Reiknum at hver faktorinn fyrir 10 pl af syni i 990 ul af hvarfefni veeri:

Abs <1000 ul 1
10l 185mM-1cm~

Hér sést ad ef 10 pl af syni er notad pa er factorinn 5,405 og umreiknar péa forritid i

Abs
o - 1cm_1> = 5,405 mM = Abs - (5,405) racror U/ml
ljosgleypnimelingu hverja melingu yfir i U/ml. Oft parf p6 ad pynna lausnirnar til ad

meelingin falli inn & maelisvidid, en oft getur verid n6g ad minnka synaskammtinn i 5, 2 eda 1

pl en pé parf ad reikna pynninguna Gt eftir &.

Vidauki Il — Nidurstdour.

5.3 Hreinsun ensimafbrigda:

S7T9A/S87G

Eins og var talad um i nidurstodum pa kludradist tjaning a S7T9A/S87G i fyrra skiptid og
fengust faar virkar einingar (tafla v2.1) auk pess sem eitthvad hefur farid Urskeidis i
virknimelingum fyrir hreinsunartéfluna par sem ad heimtur mealdust 166% eftir hreinsun &

Strep-Tactin stlu. Seinni tjaningin gekk po vel.

Tafla v2.1 Einangrunartafla fyrir hreinsun ensimstékkbrigdisins S79/S87G. Syndar eru einangrunartoflur fyrir
fyrri tjaningu (1) og seinni tjaningu (2). Flot-raekt synid er flotid sem fékkst eftir spinningu & reektunarlausn par
sem frumur hofou verid sprengdar likt og lyst var i adferdum. Lausnum var safnad i sterkar og veikar eins og

lyst er i adferdum og eru paer lausnir birtar sér i t6flunni.

Tegund Synis Rammal Virkni Prétein Edlisvirkni Prétein Einingar Heimtur Hreinsun
S79A/S87G-1 (ml) (U/ml) (mg/ml) (U/mg) (mg) V) (%) X)
Flot-raekt 111 2,71 0,600 4,54 66 301 100 1,0
StreptA 11,5 43,4 0,036 1210 0,41 499 166 270
S79/S87G-2
Flot-reekt 156 451 3,30 137 515 70300 100 1,0
StreptA(sterk) 10,5 2850 0,277 10300 2,91 29900 42,6 75
StrepA(veik) 11 312 0,059 5320 0,645 3430 4,9 39
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Villigera:

Eins og adur var nefnt var hreinsunin 4 villigerdinni framkveemd af Bjarna Asgeirssyni (tafla

v2.2))

Tafla v2.2 Einangrunartafla fyrir villigerd, VAP-ST9 (pBAS40) .

skrefum, fyrst var keyrt & StrepTacin stlu (i tveimur lotum) og svo & anjonaskiptaskilju (MonoQ). Eftir ad

Hreinsunin var framkveemd i tveimur

gegnumflaedi var gengid i gegn var skolad fyrst med Vibrio buffer en sidan med NaCl lausn til ad losa 6sértak

prétein af. Sidan var losad desthiobiotini. Litid var um heimtur eftir losun og var pvi 6llu skolinu safnad saman

til ad keyra a anjonaskiptaskilju. Nest nedsta rédin i toflunni (LOSAD ALLS: A) var notud i melingar.

Rammal Virkni Protein Edlisvirkni Protein Virkni Heimtur Hreinsun
(m)  (UmD (gD __(Umg) (mg) (L) (%) (X)

Frumugrautur 380 2450 2,560 957 973 931000 100,0 1,0
StrepTacin (2x)
Gegnumfladi 380 1180 3,200 368 1220 447000 48,0 0,4
Buffer:'2-14 34 0,761 0,406 1870 13,8 25900

58 406 0,338 1200 19,6 23600
Alls 1480 33,4 49500 53 15
NaCl skol:16-30 75 412 0,220 1870 16,5 30900

33 1100 0,270 4050 8,9 36000
Alls 2640 25,4 66900 7,2 2,8
Losad: 32-48 87 521 0,156 3340 13,6 45300

44 2280 0,351 6480 15,4 100000
Alls 5020 29,0 145000 15,6 5,2
Losad:49-54 39 1390 0,244 5700 9,5 54300

37,5 1190 0,235 5070 8,8 44700

Alls 5400 18,3 99000 10,6 5,6
ALLS af ST 407.5 3400 106,2 361000 387 36
MonoQ
Gegnumfladi 30 0,545 0,812 1 24,4 16,4 0,0 0,0
LOSAD ALLS
A 43 4530 0,644 7030 27,7 195000 20,9 73
B 7,5 3330 1,260 2640 9,5 25000 2,7 2,8
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Virkni (U/ml)

5.4 Hradafraedimeelingar

Michaelis-Menten ferlar fyrir hverja arfgerd eru syndir & mynd v2.1. Hver ferill samanstendur
af einni sjalfstaedri tilraun (n =1).

2 3

—— Villigerd

y = m1*mO0/(m2+mO0)

15 -

—— S79A/S87G

12

Value Error E
m1 | 1,8923] 0,058617 5 y = m1*m0/(m2+m0)
1 m2 |0,062747 | 0,0071312 - Z 15 Value Error :
Chisq [ 0,042529 NA = m1 | 26774 0,070508
R| 0,99537 NA m2 |0,077982| 0,0072001
1 Chisq | 0,051722 NA 7
05 | R| 0,99709 NA
0,5 i
0 ! I I I ! 0 ‘ ! : ‘
0 02 04 06 08 1 12 0 0,2 0,4 0,6 08 1
[npp] (mM) [npp] (MM)
1,2

1 + |
0,8 —— F355Y 7

E y = m1*m0/(m2+m0)
.P: 0,6 Value Error =
£ ml | 1,1004| 0,028757
> m2 | 0,02185| 0,0029046
0,4 Chisq | 0,041591 NA -
R| 0,99206 NA
02 b -
0 | | | | | |
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
[npp] (MM)

Mynd v2.1. Michaelis-Menten hradafreedi. Notud var adfella ad jofhu 2.2 til ad dkvarda Ky, (ml) fastann og
Vmax (M2). Skekkjustrikin (e. errorbars) syna stadalfravik fyrir akvordun & virkni (n = 3) og stadalfravik fyrir
akvordun & hvarfefnisstyrk. Hver ferill stendur af einni tilraun (n = 1).

Utreikningar fyrir akvordun & ke, deemi villigerd:
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U

Vinax Abs280 1,897
kear = [E—]r'[ le= m'byn", kear = ( 0,021 ) =
61310 M 1ecm=1-1cm

pmél- 1076 mc'),L
1,89 HmOL_ 1’89.#1%-10‘3 L - min - 60 5%
1,89 U/ml _ "7 ml-min _ ml PO
1,14-105M  1,14-10-5M 1,14-105M

4 1
_189-10 P25 M/sek

1,14-10-5M

* 30 (factor Abs maling) = 82,9 s~!

5.5. Flarljomunarmelingar og akrylamid beling.
Hér verda synd flirljdmunarhragégn og Stern-Volmer ferlar fyrir akrylamidbalingu. |
skyringartextarammanum & myndunum er styrkur urea syndur i M. A y-4s i
flarljomunarferlunum merkir cpp (counts per photon) per ljosseindir sem myndast vid
flarljomun. Mealipunktar merktir med raudum hring voru ekki notadir i akvordun & Stern-
Volmer fasta.

Ferlarnir voru teiknadir upp i MATLAB® (sja kafla 6).

Villigerd:
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nm nm
4
X 10
15
* 0.2016
10
o o
o o
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Neest koma auka melipunktar fyrir sterkustu lausnirnar:
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5.6 PAR-zink melingar.

Einungis var metid magn zinks i lausn fyrir villigerd VAP-ST9 (pBAS40) . Zink virtist vera

ad detta Ut ar ensiminu vid [urea] = 1,3 M. Hér er po beitt grofri ndmundun og geeti verid ad

zink sé ad detta ut orlitio fyrr.

Tafla v2.3. Zinkmagn i villigerd VAP-ST9 (pBAS40) var akvardad med PAR-Zn melingu. Melt var gleypni
vid 500 nm fyrir hvert syni og fundinn styrkur PAR-Zn ([PAR-Zn]) med edlisgleypnistudlinum 96000 M™* cm™.

Styrkur ensims var metinn med gleypnimalingu vid 280 nm. Namundad var hlutfall [Par-Zn]/[E] a0 heillri t6lu

og blankur dreginn fra (rimlega 3 i hlutfalli & méti ensimstyrk).

[Urea] A500 [PAR-Zn] (M) [Ensim] (M) [Par-Zn]/[E] Namundun An Blanks
0,00 0,166 1,72917E-06  6,5992E-07 2,6 3 0
0,10 0,197 2,05208E-06  6,5992E-07 3,1 3 0
0,20 0,177 1,84375E-06 6,5992E-07 2,8 3 0
0,30 0,195 2,03125E-06  6,5992E-07 3,1 3 0
0,40 0,209 2,17708E-06  6,5992E-07 33 3 0
0,50 0,215 2,23958E-06  6,5992E-07 3,4 3 0
0,60 0,211 2,19792E-06  6,5992E-07 33 3 0
0,71 0,178 1,85417E-06  6,5992E-07 2,8 3 0
0,81 0,214 2,22917E-06 6,5992E-07 3,4 3 0
091 0,189 1,96875E-06 6,5992E-07 3,0 3 0
1,01 0,206 2,14583E-06  6,5992E-07 33 3 0
1,11 0,221 2,30208E-06  6,5992E-07 3,5 3 0
1,21 0,212 2,20833E-06  6,5992E-07 33 3 0
1,31 0,264 0,00000275  6,5992E-07 4,2 4 1
141 0,296 3,08333E-06 6,5992E-07 4,7 5 2
151 0,261 2,71875E-06  6,5992E-07 41 4 1
1,61 0,189 1,96875E-06 6,5992E-07 3,0 3 0
1,71 0,214 2,22917E-06  6,5992E-07 34 3 0
1,81 0,303 3,15625E-06  6,5992E-07 4,8 5 2
192 0,282 2,9375E-06  6,5992E-07 4,5 4 1
2,02 0,304 3,16667E-06 6,5992E-07 4,8 5 2
3,02 0,300 0,000003125 6,5992E-07 4,7 5 2
403 0,319 3,32292E-06  6,5992E-07 5,0 5 2
504 0,289 3,01042E-06 6,5992E-07 4,6 5 2
6,05 0,300 0,000003125 6,5992E-07 4,7 5 2
7,06 0,300 0,000003125 6,5992E-07 4,7 5 2
8,06 0,300 0,000003125 6,5992E-07 4,7 5 2
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6. MATLAB og flurljdmunargégn

6.1.Inngangur
Notast var vid tolulega reiknikerfio MATLAB® fra Mathworks til ad skrifa forskriftir (e.

scripts) sem notud voru til ad spara tima vid drvinnslu gagna i flarljomunar malingum. pad
reyndist naudsynlegt vegna pess ad teknar voru rimlega 300 malingar sem hefdi purft ad
vinna Ur handvirkt en pad hefdi verid gifurlega timafrekt verkefni.

MATLAB notar 4. kynslodar forritunarmal sem flokkast undir data manipulation, analysis,
and reporting languages en kerfid getur einnig lesid hefdbundna kdda eins og C forritunkdda
og fortran med 6drum leidum.

(http://www.mathworks.com/products/matlab/descriptionl.html).

Taka skal fram ad hofundur pessa kdda (Jens G. Hjorleifsson) er ekki reyndur forritari og
eru 6rugglega til moérg hundrud betri leidir til ad skrifa betri kdda. bessir kddar virka pé vel
pott peir séu ekki ritadir samkvemt hefdum og gildum forritunarfraeda.

Hér a eftir verdur fario itarlega i pad sem parf ad kunna vardandi MATLAB til pess ad
hlada inn gognin og til pess ad keyra script og foll. Jafnframt fylgja leidbeiningar um pad

hvernig vista skal kédana i MATLAB og auk pess hvernig a ad keyra pa.

6.2 Ad nalgast MATLAB.
Allir nemendur Haskola islands geta nalgast MATLAB 4 eftirfarandi sléda og fylgja
itarlegar leidbeiningar fyrir pvi hvernig pad er sett upp & mismunandi styrikerfi:

http://notendur.hi.is/~jonasson/matlab/

beir sem ekki eru nemendur i Haskoéla Islands attu ad geta nalgast pad med 6drum leidum i
fra skélanum sinum eda vinnustad eda keypt Utgafu af pvi af veraldarvefnum:

http://www.mathworks.com/products/matlab/.

6.3 Ad byrja i MATLAB.

Ad vinna i MATLAB getur verid mjog flokio og eru moguleikarnir ner 6endanlegir i peim
adgerdum sem hagt er ad framkvaema. | pessum hluta verdur adeins farid i pa hluti sem
naudsynlegt er ad kunna til pess ad geta keyrt pau script sem skrifud voru fyrir vinnslu

flarljémunargagna fyrir petta verkefni.
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Vid raesingu MATLAB opnast ,,default* byrjunargluggi sem etti ad vera eins og a mynd 6.1.
Pad sem vid purfum ad pekkja og nota til ad byrja med er skraglugginn (merkt nr. 1. & mynd
6.1), skipanaglugginn (merkt nr. 2 @ mynd 6.1) og vinnusvadid (merkt nr. 3 @ mynd 6.1).
Skraarglugginn etti ad vera stilltur sjalfkrafa & MATLAB gagnamOppuna sem er vistud i
documents & adaldrifi PC télvu med windows styrikerfinu (liklega annars stadar i Macintosh).
Mappan sem er valin i skrarglugganum er su mappa sem MATLAB les beint gégn ar (t.d.
load gogn.txt). | skipanagluggann eru allar skipanir skrifadar og par birtist ad auki allar output
adgerdir i scriptum. Vinnusvadisglugginn geymir allar breytur (fylki) sem notandinn hefur

buid til og geymir nafn breytanna og steerd peirra (n*m).

4\ MATLAB 7.10.0 (R2010a) i i il 3 T =]
File Edit Debug Desktop Window Help

S| % WMEB 9 & | & rd 2| @ CurentFolder:| C\Users\Jens\Documents\MATLAB  ~ [j =

Shortcuts @] How to Add (2] What's New

Current Folder L e R " « O Workspace UL

& pf & % W ||LO selectdatato... v

Name Size Value

X

@ » | )l « MATLAB «| o #5- | @ Newto MATLAB? Watch this Video, see Demos, or read Getting Started.

Name
7] JHFYBL.ASC
|| bisec.asv
| deami3.asv

[ dvalasv
deemi3.asv To customize keyboard shortcuts, use Preferences. From there, you can also

Euler.asv restore previous default settings by selecting "R2009a Windows Default Set™
FallD3.asv from the active settings drop-down list. For more information, see Help. /

MATLAB desktop keyboard shortcuts, such as Ctrl+S, are now customizable.
In addition, many keyboard shortcuts have changed for improved consistency
across the desktop.

m

|_| FlurjTest.asv /
| Flurl2.asv Click here if you do not want to see this message again.
|| H10_Dl.asv
| H10_D2.asv o> |
| H10Error.asv
|| H11 Dlasv
|| H11_D2.asv
|| H11_D3.asv
fi] HI1 D3:5:a5y 3 Command History 02 x
|| H11_Dd.asv .
[ H1DLasv +-floor (d) I
|| H1_D2.asv isize(y)
|| H1_D3.asv - (lim(2)) ./4
|| H2_Dl.asv 2 +-plotflur (x,y,bl,Ur)
|| H2_D2.asv * +Ur = Ur'
] H5_Dlasv
|| H5_D2.asv
|| H5_D3.asv
| H6_D2.asv by
|| H6_D3.asv X
] H7_D2.asv 1. Lp1
|| H8_Dl.asv Ligp
|| H8_D3.asv
] H9_D2.asv
HQ N acy

n " »

plotflur(x,y,bl,Ur)
i~Flurl2

v
v “Ur v

Details

:_: m &' ’)a W ’;,:E T‘- i ‘\ S s TR 1;21.:22:11 i

Mynd 6.1 Byrjunargluggi vid resingu MATLAB. Merkt er & myndina helstu undirglugga sem parf ad vinna

med. (1) Skraagluggi (e. current Folder) , (2) skipanagluggi (e. command Window) og (3) vinnusvadi (e.

corkspace).

Flestar adgerdir eru hadar pvi ad notandinn hladi inn gognum & réttan hatt til pess
adgerdirnar geti att sér stad. MATLAB byggist & pvi ad litid er & 61l gogn sem vigra eda fylki®
og pvi gilda allar reikniadgerdir fyrir vigra og fylki i MATLAB og verda reikniadgerdir pvi
(t.d. margféldun tveggja fylkja) ad fylgja fylkjareiknisreglum. Mjdg algeng vandamal hja
byrjendum i MATLAB er pegar notendur reyna ad gera reikniadgerdir & fylki sem eru ekKi

> Farid verdur mjog frjalslega med hugtokin breyta og fylki i pessum hluta en i flestum tilvikum er att vid pad sama, p.e. breyta = fylki.
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ndkveemlega jafn stor. Meginreglan fyrir pa sem a&tla ad vinna med gogn i MATLAB er: Ef
bl atlar ad beita reikniadgerdum & tvo eda fleiri fylki purfa pau ad vera JAFNSTOR
(undantekningar po tengt margféldunarreglum i fylkjareikningi).

A mynd 6.2 eru tekin einféld deemi hvernig breytur eru GtbGnar i MATLAB med beinum
innsleetti. Innslattur fra notanda er tdknadur med >> i skipanaglugganum en allt annad er
utslattur kerfisins vegna adgerda med notandi hefur slegid inn. Ef notandi vill ekki fa utslatt i
skipanagluggann skal hann hafa semikommu a eftir likt og & mynd 6.2 i innsleetti nr. 2: >>z =
[1 2 3]; béa skrifast enginn dtslattur i skipanaglugga olikt pvi pegar semikommu er sleppt likt
og i fyrsta insleettinum a mynd 6.2. Haegt er ad ,,bylta‘‘ fylkjunum med takninu ¢ annad hvort
pbegar pau eru slegin inn (innslattur nr 2. mynd 6.2) eda eftir ad pau eru skilgreind (innslattur
nr. 5 mynd 6.2). Ef pad & ad Utbla fylki med moérgum rédum (i rauninni kallast fylki med
einni r6d vigur) pa skal adgreina radir med semikommu innan hornklofans (innslattur 4).
Allar breytur sem skilgreindar eru er haegt ad sja i vinnusvaedisglugganum. bar er tilgreind
steerd fylkisins (radir*dalkar) og ef tviklikkad er & breytur pa opnast hefbundinn gluggi likt og
Excel® og er par haegt ad breyta fylkjunum handvirkt eftir & Til ad vista allar skilgreindar
breytur i skra sem haegt er ad opna seinna skal rita i skipanagluggann: >> save nafn.mat, sja
mynd 5.2 par sem skrain Prufugogn.mat er vistud i skraargluggann i MATLAB mdppuna, by
default. Til ad hlada inn gdgnunum er ritad i skipanagluggann: >> load nafn.mat og péa eru
allar peer breytur sem vistadar voru i skranna ni geymdar & vinnusvaedinu. Til pess ad hreinsa
vinnusvadid er skrifad i skipanagluggan: >> clear all eda >> clear NafnABreytu sem hreinsar
bara vidkomandi breytu.

Ef villubodin: ,, Matrix dimensions must agree.** , ,, Inner matrix dimensions must agree*
eda jafnvel ,,Cat dimensions must agree, koma upp pegar forskriftir eru keyrdar, pa er éruggt
ad sambarilegt gogn sem forskriftin les eru ekki einsleit (jafn stor) og reikniadgerdum getur
bvi ekki verid beitt.

Athuga skal ad MATLAB forritunarmalid er hastafaneemt (e. case sensitive) sem pydir pad
ad breyta A og breyta a veeru sitthvorar breyturnar. Taknin fyrir reikniadgerdir eru klassisk: +,

-, *,09/.
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Mynd 6.2. Hvernig breytur (fylki) eru Gtbdin i MATLAB. Téknid >> taknar innslatt notanda, semikomma & eftir

skilgreiningu eda breytu sleppir utsletti i skipanagluggann og * taknid a eftir skilgreindri breytu ,,byltir** fylkinu.

Breytur eru vistadar & vinnusvadi uppi i haegra horninu.

A mynd 6.3 er haegt ad sja hvernig dalkar og radir eru valdir at Gr fylki. bar er valid Gt ar

fylkinu y og vistad i videigandi breytur.
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Mynd 6.3. Hvernig velja ma Gt dalka og radir i MATLAB. Valid er ar fylkinu y. Til ad velja dalka ar fylkinu er
ritad: y(:,m); par sem m stendur fyrir dalk — innslattur nr. 2 og 3. Til ad velja radir ur fylkinu er ritad: y(n,:); par
sem n stendur fyrir r6d — innslattur nr. 4 og 5. [ pessi tilviki var dalkavalid vistad i breyturna x og z en radavalid i

breyturnar u og h.
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6.4 Ad hlada inn gognum i MATLAB.

pegar flarljomunarmalingum er lokid skal fara i datamax forritid i télvunni sem tengt er Spec
Fluromax malinum og exporta gognin yfir & disketu. Pad er gert med pvi ad fara i
file—export data—velja ASCII_Y—export—velja skrar og vista 4 A:\. Eina skra parf samt ad
eiga sem ASCII_XY par sem pad parf einnig hnit fyrir x-gildi sem etti ad vera eins fyrir 6ll
gognin. Hlada skal gognum i tdélvu sem hefur MATLAB uppsett og fera gognin yfir i
MATLAB gagnamdppuna (documents\MATLAB). A mynd 6.4 er synt hvernig
flarljomunargogn fyrir ensimstokkbrigdid F355Y er hladid inn i MATLAB. Par er blid ad
feera gogn af disketu yfir i MATLAB gagnamdppuna og buid er til fylki y1 sem & ad geyma
oOll goégnin i einni breytu. Skipunin importdata(‘skrarheiti‘) er notad til pess ad lesa skrar inn i
matlab. Einnig er heegt ad nota load(‘skrarheiti‘) en pa geta hladist inn ymis 6toluleg gildi ef

pau eru til stadar i gagnaskranni. [ tilvikinu fyrir stokkbrigdid F355Y eru 33
flurljomunarmelingar og pvi parf ad ritaz >> yl= [importdata(‘JHFYO1.TXT")

importdata(‘JHFY02.TXT")......... importdata(‘JHFY33.TXT*)]; . Fyrir pa kdda sem kynntir
verda a eftir & EKKI ad vera buid ad draga blank malinga fra handvirkt, kédarnir eiga ad sja
um pad.

i\ MATLAB 7.10.0 (R20103) — - = S|
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Mynd 6.4 Hvernig gognum er hladad i MATLAB. Skipunin importdata(‘filename*) hledur inn gégn. A myndinni
sést hvernig flarljomunargdgnunum (raudur sporbaugur til vinstri) fyrir F355Y er safnad saman i fylkio y1
(sporbaugur uppi i hagra horninu). Notanda innslattur nr 2. synir hvernig haegt er ad lengja fylkid og i pessu

tilviki er hver dalkur ein skra og skilid er a milli dalka med bili i innsletti.
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Hlada skal inn 6ll gogn fyrir hverja flrljomunarkeyrsla og purfa eftirfarandi gogn ad vera til
stadar og pau hladin inn i MATLAB &dur en kodarnir eru keyrdir:

1. Y-gogn fyrir flarljomun (likt og breyta y1 @ mynd 5.3).

2. Blankur fyrir y-gogn i flarljéomun.

3. X-gogn fyrir flarljdmunarkeyrslu (X-gognin ar ASCI_XY).

4. Urea styrkur fyrir 6ll synin (skiptir ekki mali hvort pad sé dalka- eda radavigur).

5. Virkni syna (parf ekki ad vera fyrir hvert syni).

6. Vigur med Urea styrkjum virknimelinga (vegna pess ad i reikniadgerdum i MATLAB
burfa vigrar ad vera jafnlangir en ekki er vist ad virknimelingar séu framkvaemdar

fyrir hvert syni).
Fyrir akrylamid vinnsluforskriptina parf einnig ad hlada inn:

7. Styrkur akrylamids i akrylamid balingu fyrir hvert syni (fra 0-0,25 M)

8. Y-gogn fyrir flarljomun fyrir hverjan vidbattan akrylamidskammt.

Pegar buid er ad hlada inn 6ll gogn og allar breytur sem purfa komna i vinnusvaedid i
MATLAB skal vista peer breytur i skrd sem hagt er ad opna svo sidar: >> save skrarnafn.mat.

Forskriftirnar bidja svo notandann ad tilgreina nafn breytana pegar pau eru keyrd.

6.5 Forskriftir og foll fyrir flarljomunargégn og akrylamidbelingu

[ pessum kafla verdur birtur ki fyrir allar forskriftir og 61 féllin sem notud voru. Best er pvi
fyrir pa sem &tla sér ad nota pau ad na sér i petta rit a télvuteeku formi og afrita kddann i
MATLAB ritilinn (e. editor) og vista hann par (mynd 6.5). Einnig er haegt ad nalgast kddana
hja Bjarna Asgeirssyni lifefnafreediprofessors hja Hasskola islands en vista parf pa skrarnar i
MATLAB gagnamdéppuna adur en peir eru keyrair.

Skrifud voru prja foll en foll eru i rauninni forskriftir sem heaegt er ad kalla a innan i annarri
forskrift. Allar breytur og adgerdir eru lokadar inn i fallinu en pad eina sem kemur Gt ar peim
eru skilgreind ,,output® sem kema strax a eftir ,,function* skipuninni i kédanum sem einkennir
oll foll. begar vista & follin parf ad vista pau med nakveemlega sama nafni og pau nefnast i
kodanum(foll 6.1, 6.2 og 6.3). Forskriftirnar eru tveer en pegar peer eru keyrdar koma strax

upp skyringar og bedid er um innslatt & breytum. % merkid i koda er merki fyrir hjalparglosur
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og er pad ekki hluti af sjalfum kédanum heldur adeins skyringar. Byrja parf a ad vista inn
follin adur en forskriftirnar eru notadar.

Fall 6.1 og 6.2 eru foll sem notud eru i Gtreikningum i 6drum forskriftum. Fall 6.3 er fall
sem teiknar upp fldrljomunarferla eins og peir litu Gt i fldrljomunartekinu. Til ad fa
upplysingar um follin eda forskriftirnar pa skal rita >> help Flurl t.d. fyrir Flurl.m fallid. pa
birtiast hjalparglosurnar sem ritadar eru & undan kédanum.

Fall 6.1 — Flurl.m

$Fall sem reiknar x-hnit hédgildis fyrir flurljdémunargdgn.

%y = y-gildi flarljdémunar.

$x = x-gildi flarljdémunar.

$bl = blankur flurljdémunar.

function maxnm = Flurl(y,x,bl)

%bil vald til ad fylgjast med max-emisson auk pess sem blankur er dreginn
$frad. Hér eru melipunktar 67-400 teknir en 0,15 nm er 4 milli melipunkta.
$Hér var reynt ad fylgjast med bilinu 320-370 nm. Ef notad er annad bil
$milli melinga parf ad breyta meligagnabilinu hér ad nedan.

yl = y(67:400) - bl(67:400);

x1 x(67:400) ;

%4. stigs marglidu fit tekid & gdgnin fra 320-370 nm.

[pl,S,mu] = polyfit(xl,vyl,4);

$T6luleg breyta buin til innan fallsins.

pv = polyval (pl,x1,S,mu);

$breytan hl gefur hadgildid fyrir breytuna pv en breytan sl geymir hnit pess
%innan fallsins.

[hl sl1] = max(pv);

$Hagildinu gefid nafnid maxnm (output fallsins) par sem fengid er xhnit

$hagildisins.
maxnm = x1(sl);
end
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Mynd 6.5. MATLAB ritillinn (e. editor). Til ad bua til nytt script eda fall er ritad >> edit ‘skraarnafn‘. Opnast pa
gluggi sem spyr hvort bua eigi til skrana. Velja skal ‘Yes‘ og kemur pa upp ritilsglugginn. Afrita skal kdédann
yfir i ritilinn og velja svo file/save og par er hagt ad velja nafnid & forskriftinni/fallinu aftur. Melt er med ad
halda sému ndéfnum og eru & forskriftinni/fallinu i pessu riti. Einnig er haegt ad nalgast kddana hja Bjarna

Asgeirssyni Lifefnafradiprofessors hja Raunvisindastofnun Haskdla islands.

Fall 6.2 — Flur2.m

$Fallid er sambarilegt fallinu Flurl en munurinn felst i bvi ad outputid
$maxnm gefur y-hnit fyrir hédmark en ekki x-hnit.

%y = y-gildi flarljdémunar.

$x = x-gildi flarljdémunar.

$bl = blankur flarljdmunar.

function maxnm = Flur2(y,x,bl)

$pbil vald til ad fylgjast med max-emisson auk pess sem blankur er dreginn
$frd. Hér eru melipunktar 67-400 teknir en 0,15 nm er & milli melipunkta.
$Hér var reynt ad fylgjast med bilinu 320-370 nm. Ef notad er annad bil
$milli melinga parf ad breyta meligagnabilinu hér ad nedan.

yl = y(67:400) - bl(67:400);

x1 x(67:400);

$4. stigs marglidu fit tekid & gognin fré 320-370 nm.
[pl,S,mu] = polyfit(xl,yl,4);
$T6luleg breyta buin til innan fallsins.

pv = polyval (pl,x1,S,mu);
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$breytan hl gefur hédgildid fyrir breytuna pv en breytan sl geymir hnit pess
%$innan fallsins.
[hl s1] = max(pv);

$H&gildinu gefid nafnid maxnm (output fallsins) par sem fengid er yhnit

$hégildisins.
maxnm = y1(sl);
end

Fall 6.3 plotflur.m

$Fall sem teiknar upp flGrljdémunarferla eins og peir lita Ut i SpecFluroMax

$tekinu. Fjorir ferlar eru teiknadir upp & hverja mynd.

o°
b
I

x-gildi syna.

%y = y-gildi syna.

o\

o

=
Il

blankur syna.
2Ur = Urea styrkur syna.
function z = plotflur(x,y,bl,Ur)
$Breyta fyrir sterd synis.
lim = size(y):;
$Breyta skilgreind sem lengdin & vigri/4
d = (1lim(2))./4;
$Breyta d namundid nidur ad nestu heilu tdélu til pbess ad vita hve margar
gmyndir parf ad teikna.
f = floor(d);
$Forlykkja skilgreind sem teiknar gdgnin i réttri rdd. Fjoldi mynda er
$jafnt og breytan f.
for ii = 0:f
figure (ii+1)
$hreidrud lykkja fyrir teikningar fyrir hvert subplot.
for 1 = 1:4
h = subplot(2,2,1i) ;plot(x, (y(:, (1+4*1ii))-bl(:, (1+4*ii))), 'b+
', "MarkerSize',0.5)
$Asar skaladir og merktir.
set (h(1l),'xlim', [310 4101])
set(h(1l),'ylim', [0 15E04])
xlabel ("'nm'")
ylabel ('cpp'")
$Urea styrkur merktur sem legend & hverja mynd.
legend (num2str (Ur (i+4*ii)))
$If setning sem stoédvar teikningu um leid og itrekanir eru jafn margar

%0g lengd vigurs fyrir y hnit.
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if i+ (4*ii) >= 1lim(2);
break
end
end
end

end

Neestir koma kodar fyrir peer tveer forskriftir sem skrifadar voru. Forskrift 6.1 var skrifad til
pess ad teikna upp afmyndunarferla en forskrift 6.2 til pess ad teikna Stern-Volmer ferla.

Forskrift 6.1. afmynd.m

$Forskrift sem teiknar upp afmyndunarferil med flurljdmunarmelingum og
vistar

$x-hnit héamarks emissons i1 breytuna max emiss og pVirkni sem virkniferil

fyrir hlutfallslega %présentuvirkni.

Gleypni 1 = input('Sladu inn breytu fyrir y-gégn Gr flarljémun: ');
nm 1 = input ('Sladu inn breytu fyrir x-gégn Gr fljarljdémun: ');

Bl 1 = input('Sladu inn breytu fyrir blank Ur flarljémun: ');

Ur 1 = input('Sladu inn breytu fyrir styrk Urea i synum: ');

V_ 1 = input('Sl&du inn breytu fyrir y-gégn i virknimelingu (U/ml): ');
V1l x = input('Sladdu inn breytu Ureastyrki (M) syna i1 virknimelingar:');

$Vistud breyta sem sterd af gdgnum.
a = size(Gleypni 1);
$Breyta buin til en lykkja betir inn gdgnin i hana sidar.
max emiss = zeros(l,a(2));
$Upphafsgildi fyrir virkni skilgreint
1 =V 1(1);
$pVirkni geymir umreiknada présentuvirkni
pvirkni = (vV_1/1)*100;
$Forlykkja sem reiknar x-hnit fyrir max emisson med fallinu flurl.m fyrir
$hvert syni.
for 1 = 1:a(2);
max_emiss (i) = Flurl(Gleypni 1(:,i),nm 1,Bl1 1(:,1));
end
$Afmyndunarferill teiknadur upp.
[AX,H1,H2] = plotyy(Ur 1,max emiss,V1l x,pVirkni);
set (get (AX (1), 'Ylabel'), 'String', "Max emisson (nm)")
set (get (AX(2), 'Ylabel'), 'String', 'Virkni (%) ")
set (H1, 'LineStyle', 'none')
set (H2, 'LineStyle', 'none')
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set (H1, '"Marker', '+")

set (H2, '"Marker','o")

xlabel (' [Urea] (M)")

SAsar kvardadir.

set (AX (1), 'ylim', [min(max emiss)-(0.1* (max(max emiss)-min(max emiss)))
max (max_emiss)+(0.1* (max (max emiss)-min (max emiss)))])

set (AX(2),'ylim', [0 max (pVirkni)])

legend ([H1,H2], {'Max emisson' 'Virkni'})

$Vigri bylt vid til ad f& hann upp sem dalkvigur.

max _emiss = (max emiss)';

$Breytur sem skilgreindar voru 1 scriptinu eytt. Upprunalegu
%$gagnabreyturnar sem slegid var inn i1 byrjun er ekki eytt.
clear Gleypni

clear nm

clear Blank

clear Urea

clear V_1

clear V1 x

clear a

clear 1

clear 1

display (' ")

display('Nu geymir breytan max emiss 1 workspace x-gildin (Urea styrkinn)
fyrir hagildin.'")

display('Einnig geymir breytan pVirkni Présentuvirkni midad vid

upphafsvirkni i workspace.')

Fyrir forskrift 6.2 sem reiknar Stern-Volmer fasta parf ad néd i vidbotarforritid EzyFit a
slodina:

http://www.fast.u-psud.fr/ezvfit/

Leidbeiningar um hvernig & ad setja pad upp fylgir i skranni _readmefirst_.txt. Fylgja skal
leidbeiningum um uppsetninguna og framkvaema skref 1-3 en sleppa skrefi 4. A mynd 6.6 er

svo synt hvada ,,default settings* parf ad breyta &dur en forskriftin er keyrd.
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Mynd 6.6. ,,Default settings breytt i EzyFit. Skrifa skal i skipanagluggann t.d.: >> plot(1,1) <enter>. P4 atti ad

birtast mynd upp & gluggann. Skrifa skal pa aftur i skipanagluggann >> efmenu <enter>. P4 birtist upp Ezyfit
valmdguleikinn & myndina. Smella skal & EzyFit valmdguleikann og velja nest ,.edit default setting” likt og
merking nr 1 synir. b4 sprettur upp ,,editor* gluggi og scrolla skal nidur ad linu 58 (merking nr 2.) og breyta par

‘on‘; i ‘off*; og einnig linu 62 fra ‘on‘; { ‘off*; bar neest skal vista breytingarnar (merking nr 3.).

Forskrift 6.2 Kvensing.m

$Forskrift sem teiknar upp Stern Volmer fasta og safnar peim saman i vigur.
$Athuga skal ad pessi forskrift er gerd fyrir akrylamid styrkina 0.0,0.06,
50.12, 0.18 og 0.24. Ef fleiri melingar voru gerdar en 5 parf ad breyta
$forskriftinni 6rlitid. Beta skal pd i upphafi Kvens5, Kvens6 o.srv. en
$einnig forlykkju eins og er i linu 34 fyrir KvensX os.frv. Athuga skal ad
$pad parf ad vera buid ad na 1 vidaukaforritid EzyFit til ad geta keyrt
%pessaa forskrift.

display (' ")

display ('ATH: Forritid spyr hér & eftir hvert heildarrummdl synis 1 kuvettu
sé')

display('og ad auki hve mikid rummél af akrylamidi var bett i fyrir hverja
melingu."')

display('bPetta er gert til ad gera rad fyrir bynningu pegar akrylamidi er
sprautad 1 kuvettuna')

display ('Hér pbarf pd ad hafa i huga ad gert er rad fyrir 5 melipunktum
fyrir akrylamid')
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display (' (5 ef [Akrylamid] = 0 er tekid med) og ef fleiri eda ferri
melingar eru gerdar pa parf')

display('ad gera breytingar & forritinu (sjé& vidauka).')

display (' ")
Heild = input ('Hvert var heildarrumé&l (pl) synis 1 kGvettu? ');
Spraut = input('Hve mikid rimmé&l (ul) af akrylamidi var bett i, 1 hvert

skipti? ')

display(' ")

display('Skilabod: Hér parf ad vera buid ad hlada inn gdgnum i breytur')
display('sem forritid parf til pess ad reikna ut ferlana, sja betur i
vidauka."')

display ('Hér spyr forritid hvad pessar breytur heita sem bt bjdést til.')

display (' ")

Upph = input('Slédu inn breytu fyrir équensud gdgn: ');

nm = input ('S1ladu inn breytu fyrir x-gégn melinga: ');

Kvensl = input('Sladu inn breytu fyrir gquensing goégn 1: ');

Kvens2 = input('Sladu inn breytu fyrir quensing gdgn 2: ');

Kvens3 = input('Sladu inn breytu fyrir quensing gdgn 3: ');

Kvens4 = input('Sladu inn breytu fyrir quensing godgn 4: ');

Blank = input('Sladu inn breytu fyrir blank ur flarljdémun: ');

Akryl = input('Hver var styrkur Akrylamids i synum? (sld inn breytu): '
Urea = input('Sladu inn breytur fyrir styrk Urea i1 synum: ');

$Fj0ldi melinga skilgreint.

a = size(Kvensl);

$Deiling med fjdérum fyrir 4. ferla subplot

b = a(2)./4;

$Nédmundad nidur i heila tolu.

c = floor(b);

$Fylki Gtbuid sem verdur fyllt i med forlykkju.

Upphl = zeros(l,a(2));

$Fallid FlurjTest2 notad til ad reikna y-gildi fyrir max emisson og

$forlykkjur notadar til ad safna saman gdgnum i fylkid Upphl.

for 1 = 1:a(2);
Upphl (i) = FlurjTest2 (Upph(:,1),nm,Blank(:,1i));
end
max_emissl = zeros(l,a(2));
for 1 = 1:a(2);
max_emissl (i) = FlurjTest2(Kvensl(:,i),nm,Blank(:,1));
end
max_emiss2 = zeros(l,a(2));
for 1 = 1:a(2);
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max_emiss2 (i) = FlurjTest2(Kvens2(:,1i),nm,Blank(:,1));

end
max_emiss3 = zeros(l,a(2));
for 1 = 1:a(2);
max _emiss3 (i) = FlurjTest2(Kvens3(:,1i),nm,Blank(:,1));
end
max_emiss4 = zeros(l,a(2));
for 1 = 1:a(2);
max_emiss4 (i) = FlurjTest2(Kvens4(:,i),nm,Blank(:,1));
end
$bynning

max_emissl = max _emissl* (Heild/ (Heild+Spraut)):;

max_emiss2 = max _emiss2* (Heild/ (Heild+Spraut*2));
max_emiss3 = max _emiss3* (Heild/ (Heild+Spraut*3));
max emiss4 = max emiss4* (Heild/ (Heild+Spraut*4));

FOF1 = Upphl./max emissl;

FOF2 Upphl./max_emiss2;

FOF3

Upphl./max_emiss3;
FOF4 = Upphl./max emiss4;
$Vigur fyrir allar melingarnar auk fyrsta dalks sem geymir akrylamid = O
$eda Fc/FO0 = 1.
FOFc = [ones(length(FOFl),1) FOF1l' FOF2' FOF3' FOF4'];
$Fylki atbuid fyrir Stern Volmer fastana.
ht = zeros(length(FOF1),1);
$Forlykkja sem plottar upp c¢ fjolda myndir a 4 ferla subplot.
for ii = 0:c
figure (ii+1)
for 1 = 1:4
subplot (2,2,1i);plot (Akryl,FOFc (i+4*1ii, :), '"b+ ', "MarkerSize', 6)
$Besta lina reiknud med skurdpunkt = 1 vid y-&s: arx+l
f = ezfit (Akryl,FOFc (i+4*ii,:), 'a*x+l;a=1");
$Besta lina teiknud.
showfit ('a*x+1;a=1")
$Hallatala fyrir hvert syni safnad i fylki
ht (i+4*ii) = f.m;
$R (coefficent correlation factor) safnad i fylki.
R(i+4*ii) = f.r;
$Ef R er minna eda jafnt og 0.90 er ekki plottud bestalina.
if f.r <= 0.90
undofit

end
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end
$Fylki
smed.
Gogn =
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear

clear

abel ('FO/Fc')
abel (' [Akrylamid] (M) ")
rea styrkur merktur sem legend fyrir hvern feril og hann stadsettur i
orninu nedst til wvinstri.
gend (num2str (Urea (i+4*ii)), 'Location', 'SouthEast')
f setning sem segir forriti ad hetta begar buid er ad fara i gegnum
6gnin.
i+ (4*1ii) >= a(2);
break
d
d

utbtid med 6llum peim gdgnum sem parf til ad halda &fram ad vinna

[UreaSS ht R'];

Upph

nm

Kvensl

Kvens2

Kvens3

Kvens4

Blank

Akryl

Urea

clear a

clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear
clear

clear

b

c

Upphl
max_emissl
max_ emiss?2
max_ emiss3
max emiss4
FOF1

FOF2

FOF3

FOF4

i

ii

f

FOFc

lastfit
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clear g

clear Heild

clear Spraut

clear R

clear £

display (' ")

display('Skilabod: Breytan Gogn i1 workspace geymir nu Urea styrk i fyrsta
délk, Stern Volmer fatana 1 6drum dalk')

display('og 1 3. dalk eru R gildin fyrir bestu linu.'")

display (' ")

display('Skilabod: 011 linuleg fit vid Stern Volmer jofnuna sem hafa R
gildi minna en 0.90 eru ekki birt & myndum.')

display ('Hegt er ad velja uttlaga fréd handvirkt med brush tool (sja
vidauka) ')

display('en béd parf einnig ad setja inn handvirkt Stern Volmer fastana i
breytuna Gogn i workspace.')

display (' ")

Til pess ad breyta forskriftum eda follum eftir & er ritad i skipunargluggann: >> edit skra (t.d.)

6.6 Forskriftir og foll keyrao.

NU er komid ad audveldasta hlutanum, ad keyra forskriftirnar og follin. pad eina sem parf til
bess ad keyra kodana er ad skrifa heiti peirra i skipanagluggann og pa keyrast peir. T.d. er
ritad Kvensing i skipanagluggann til ad keyra forskrift 6.2. pegar fall er keyrt er haegt ad
keyra pad & tvennan hatt og hér verdur fallid plotflur tekid sem demi.

>> plotflur(x,y,bl,Ur)
%her er buid ad vista breyturnar x,y,bl og Ur.
%ef skrifad er >> help plotflur birtist stutt lysing & fallinu.

>> Ut = plotflur(x,y,bl,Ur)
%Heér er uttak fallsins vistad sem breytan Ut.

I gagnavinnslu i flarjomunarmzlinga er best ad keyra forritin 4 eftirfarandi hatt:

1. Nu etti ad vera buid ad vista gégnin i einhverja gagnaskra.mat likt og Utskyrt var i
kafla 6.4. Hlada skal hana upp med load skipuninni. (>> load gagnaskra.mat).

86



2. Keyra skal fall 6.3 plotflur.m (>> plotflur(x,y,bl,Ur)). Breyturnar geetu heitid eitthvad
annad en X,y,bl og Ur og skal rita nafnid & videigandi breytum inn. Daemi: x-gogn =
x1, y-gogn = vyl, Blankur = blank, Urea styrkur = Urea. Keyrt: >>
plotflur(x1,yl,blank,Urea). NG teiknast upp Oll flarljomunargdgnin likt og ar
meeliteekinu.

3. Keyra skal forskrift 6.1 afmynd.m (>> afmynd). NG bidur forskriftin notandann um ad
rita nafn & videigandi breytum (muna ad MATLAB er hastafanemt). begar pvi er
lokid teiknar scriptid upp afmyndunarferil auk pess sem hlutfallsleg virkni syna er
teiknud. NU eru til breytan max_emiss sem geymir x-gildi fyrir max emission fyrir
synin og einnig er vistud breytan pVirkni sem geymir hlutfallslega virkni fyrir hvert
syni i prosentum. Haegt er pvi ad vinna &fram med gdgnin t.d. i forritinu Excel® eda
Kaleidagraph®.

4. Ef akrylamidbeling var framkveemd skal einnig keyra forskrift 6.2, Kvensing.m (>>
Kvensing). Forksirftin bidur notandann um ad rita videigandi breytur inn (muna ad
MATLAB er héastafanemt) og teiknar pad upp Stern Volmer ferla og er fastarnir
vistadir i breytuna gogn auk R fasta og Urea styrkja. Ef R fastinn (correlation
coefficient factor) er minna en 0,90 pa teiknast ekki upp besta lina auk pess sem gildid
0 vistast fyrir pann styrk i breytunni gogn. Til pess teikna bestu linuna aftur an
meelipunkta sem falla langt Gt fyrir linulegt adhvarf (R minna en 0,90) skal nota
,.brush tool“ til ad velja punkta (mynd 6.7). Sidan skal fitta gognin i EzyFit vid
jofnuna x*a+1(EzyFit/Show Fit/Other...) en muna skal ad pad parf ad breyta ,,default
settings aftur likt og & mynd 6.6 til pess ad jafnan sé ritud & myndina. Haegt er ad

vinna svo frekar med breytuna gogn i Excel®, Kaleidagraph® eda 6drum forritum.
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Mynd 6.7. ,,Brushing tool“ i MATLAB. Raudur hringur er teiknadur utan um ,,brush* valméguleikann og pegar

hann hefur verid valinn er haegt ad velja r punkta. bad er gert annad hvort med pvi ad vefja ramma utan um pa

punkta sem skal velja en heegt er ad taka eda bata vid brushudum punktum med pvi ad halda inni SHIFT-KEY

og smella & punkt. NG munu par adgerdir i EzyFit forritinu einungis virka & voldu punktana.
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