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Útdráttur 

Þróunarferli ensíma er eitt af því merkilegasta og mikilvægasta í aðlögun lífs á jörðinni. 

Náttúruval veldur því að ákveðnar amínósýruraðir varðveitast og jafnvel væri betra að tala um 

þróun orkulandslags frekar en sameindaraða. Í kuldaaðlögun hafa þær stökkbreytingar, 

innsettningar og jafnvel úrfellingar varðveist sem leiða til aukinnar hvötunar við lág hitastig. 

Nægur sveigjanleiki við hvarfstöð er lykilatriði í hvötun og í kuldaaðlögun hefur náttúruval 

leitt til þess að varmastöðugleika á ákveðnum svæðum hefur verið fórnað fyrir aukin 

sveigjanleika. Sveigjanleiki á og í kringum stórar yfirborðslykkjur er talinn gegna stóru 

hlutverki í hvötun við lág hitastig. Í þessu verkefni er haldið áfram með mælingar á 

alkalískum fosfatasa úr Vibrio (VAP) sjávarörveru þar sem skoðað var betur hlutverk 

yfirborðslykkju í hvötun og á stöðugleika og tvö stökkbrigði voru skoðuð sérstaklega, F355Y 

og S79A/S87G, en það síðarnefnda hefur áður sýnt sérstaklega mikla hvötun. VAP er tvíliða 

sem hefur sýnt eina mestu hvötunargetu við lágt hitastig sem til þekkist í fjölskyldu alkalískra 

fosfatasa. Fylgst var með afmyndun ensímsins með afmyndaranum urea, með 

flúrljómunarmælingum, en sérstaklega var fylgst með afmynduninni m.t.t sundrun tvíliða. 

Flúrljómunarniðurstöður benda til þess að afmyndun ensímsins sé þriggja ástanda ferli þar 

sem tvíliður sundrast fyrst en síðan fylgir afmyndun einliða. Einnig bentu 

flúrljómunarferlarnir til þess að við sundrun tvíliða myndist einhvers konar ,,molten globule“ 

einliðu millistig. Heildarfríorka fyrir afmyndun var svo metin með ,,linear extrapolation“ 

aðferðinni með flúrljómunarferlum og virkniferlum og var fríorkan 35,8 kJ/mól fyrir villigerð 

og fríorkan fyrir sundrun tvíliða mældist ˂ 1 kJ/mól.  Heildarfríorkan mældist um 7,9 kJ/mól  

minna fyrir F355Y og 8,9 kJ/mól minna fyrir S79A/S87G miðað við villigerð. VAP 

inniheldur tvær zink og eina magnesíum í hvarfstöð og var athugað hvort stökkbrigðin 

innihéldu þá málma einnig. Kom í ljós að S79A/S87G hafði misst eina zink en haldið í 

magnesíum á meðan F355Y sýndi minni tilhneigingu til að halda í magnesíum (mælt með 

atómgleypni). Niðurstöður hraðafræðimælinga bentu jafnframt til þess að S79A/S87A sýni 

meiri hvötun en hins vegar mælist kcat/KM fyrir F355Y 2590 s
-1

 mM
-1

 en áður hafði verið sýnt 

fram á minni hvötun fyrir það stökkbrigði. 
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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 S79A/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 kcat/KM of 2590 s
-1

 mM
-1

. 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 Kuldaðlögun ensíma. 

Líf finnst á breiðu hitastigsbili á jörðinni. Ofurhitakærar fornbakteríur geta lifað frá 85-121 °C 

[1], og allra kuldaðlögustu örverurnar geta fjölgað sér við 0 til -15 °C og geta þolað allt að  

-60°C við Suðurheimsskautið [2]. Þær frumur sem lifa við svo mikinn kulda hafa þróað 

eiginleika til að mynda frostvarnar glýkóprótein til að varna því að umfrymi þeirra frjósi en 

hátt innanfrumu styrkur natríum klóríðs hjálpar einnig [2]. Góðar líkur eru á því að 

vísindamenn, sem telja að líf finnist á Mars, bendi á þá miklu kuldaðlögun lífvera sem fyrir 

finnst hér.  

   Talið er að mesti lífmassi jarðarinnar lifi við aðstæður með hitastigi lægri en 5°C en þar 

kemur lífmassi í sjó mest við sögu en einnig úr köldu fjalllendi og Suðurskautslandinu [1]. 

Fyrir lífefnafræðinga liggur í augum uppi að fljótandi umfrymi er ekki eini nauðsynlegi 

þátturinn til að líf þrífist í svo köldu umhverfi heldur sá varmafræðilegi þáttur sem hefur með 

ensímvirkni að gera. Auk þess eru ýmsir eiginleikar vatns háðir hitastigi ss. seigja vatns, 

eðlismassi, díelektrískur fasti og yfirborðsspenna (tafla 1.1). 

 

Tafla 1.1 Eðlisfræðilegar breytur vatns eru háðar hitastigi [3]. 

Eðlisfræðileg breyta vatns 0 °C 20 °C 40 °C 100 °C 

Seigja (mPa s) 1793 1002 653,2 281,8 

Eðlismassi (g cm
-3

) 0,9998 0,9982 0,9922 0,9584 

Díelektrískur fasti 87,90 80,20 73,17 55,51 

Yfirborðsspenna (mN m
-1

) 75,64 72,75 69,60 58,91 

 

Í hitastigsaðlögun er hægt að ímynda sér jafnvægi þar sem málamiðlanir á milli  þriggja þátta 

eiga sér stað við mismunandi hitastig: hvötunarvirkni, sveiganleiki og stöðugleiki (jafna 1.1) 

                                                                                      (jafna 1.1)  

   Aukinn sveiganleiki er talið lykilatriði fyrir aukna hvötun við lág hitastig á meðan stífni 

ensíms er nauðsynleg fyrir stöðugleika við há hitastig. 

   Hraðafasti efnahvarfa, og þar með talið ensímahvataðra hvarfa, er lýst með 

Arrheniusarjöfnunni [1]: 

                                                                                                                       (jafna 1.2) 
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þar sem kcat er hraðafastinn fyrir ensímhvatað hvarf, A er ,,preexponential þátturinn“, κ er 

svokallaður ,,dynamic transmission coefficiant“ (oftast 1), Ea er virkjunarorkan, R er 

gasfastinn (J mól
-1

 K
-1

) og T er hitastig í kelvingráðum.  

   Samkvæmt jöfnu 1.1 lækkar kcat við lægra hitastig og við hitastig 0-4°C er ekki næg kinetísk 

orka til að komast yfir orkuþröskulda (virkjun hvarfs) [1]. Kuldakær ensím hafa leyst þennan 

vanda með því beinlínis að lækka fríorku fyrir virkjunarástandið ΔG
#
 [1]: 

                                                                               (jafna 1.2) 

þar sem ΔH
#
 er vermibreyting (e. enthalpy) fyrir virkjunarástandið, ΔS

#
 (e. entropy) er 

óreiðubreytingin fyrir virkjunarástandið og T er hitastigið í kelvin. 

   Samkvæmt ,,transition-state“ kenningunni er kcat háð hitastigi og varmafræðilegum 

virkjunarþáttum samkvæmt eftirfarandi jöfnu [1]: 

                                                 
                               (jafna 1.3) 

þar sem kB er Bolzmann fastinn, og h er Planck fastinn. Ef jöfnu 1.2 er skeytt inn í jöfnu 1.3 

fæst jafna 1.4: 

                                                 
                                 (jafna 1.4) 

Samkvæmt jöfnu 4 sést að til þess að hækka kcat við lág hitastig þarf annað hvort ΔS
#
 að 

hækka eða ΔH
#
 að lækka. Yfirleitt á hækkun á kcat hjá kuldakærum lífverum sér stað með 

lækkun á ΔH
#
 sem er fylgt eftir með dálítilli lækkun á ΔS

#
 en heildarútkoman verður örlítil 

lækkun á ΔG
#
. Þessi lækkun á ΔH

# 
felur í sér fækkun á vermistengdum víxlverkunum í 

virkjunarástandinu sem felur líklega í sér aukningu á sveiganleika hvarfstöðvar eða 

staðbundins sveiganleiki nálægt hvarfstöð [1]. 

   Ýmsar breytingar á ensímum geta leitt af sér meiri sveiganleika hvarfstöðva í kuldaðlögun 

og er engin ein þeirra réttust en nefna má m.a: 1) Fækkun á veikum víxlverkunarkröftum í 

svipmótuðu ástandi s.s, saltbrúa, vetnistengja, veikum skautunarkröftum milli arómatískar 

hópa, fjölda arginíns og jóna-tvískautsvægi í helixum, 2) veiking vatnsfælnihrifa í 

vatnfælnikjarna ensímsins, 3)  fækkun prolín amínósýra í lykkjum eða beygjum, 4) aukning í 

fjölda hlaðinna hópa á vatnsfælnum svæðum til að auka hrif milli ensíms og leysis og 5) 

fjölga glýsín-ríkum svæðum nálægt klösum sem taka þátt í hvötun en einnig þarf að hafa í 

huga hlutverk málmjóna í hvötun og á stöðugleika. Líklega hafði þróun kuldaðlagaðra ensíma 

átt sér stað með einhverri samblöndun af þessum þáttum [4]. 
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   Varðandi hraðafræði kuldavirkra ensíma þarf einnig að hafa í huga Michaels-fastann (KM) 

en hann segir okkur hvaða hvarfefnisstyrk þarf til að ná hálfri hámarksvirkni. Stærstur hluti 

kuldaðlagaðra ensíma hefur hærra KM (og hærra kcat) en hitakærari samstofna ensím sem felst 

oft í því að aukning verður á fríorku fyrir myndun ES sambandsins (e. enzyme-substrate), 

ΔGES. Hægt er sýna samband KM við ΔGES með jöfnu 1.5 [1]: 

                                                                   (jafna 1.5) 

Hins vegar þá þekkist að kuldavirk ensím úr sjávarörverum hafi lægra KM en hitakærari 

samstofna ensím en þar hefur náttúruval ýtt þróuninni í átt að lágu KM sérstaklega fyrir ensím 

sem þurfa að starfa við mjög lágan hvarfefnisstyrk,  m.a. í sjó þar sem næringarefni eru af 

skornum skammti [1]. 

   Rannsóknir hafa verið gerðar til þess að sjá hvort kuldaðlöguð prótein hafi heildar (e. 

global) sveiganleika í byggingu sinni eða hvort sá sveiganleiki sé bundinn við ákveðin svæði 

[1]. Það hefur einnig verið tekist á um það hvort minnkun í heildarstöðugleika í byggingu 

kuldavirkra ensíma sé nauðsynleg fyrir aukinn sveiganleika eða hvort þróunarlegur þrýstingur 

fyrir hitastöðugleika sé ekki til staðar við lág hitastig [5, 6].  Einnig hefur verið sýnt fram á í 

nokkrum rannsóknum að heildarstöðugleikinn er ekki endilega nákvæm mælieining á 

sveiganleika hvarfstöðvar [6, 7]. 

   Í þessu verkefni var yfirborðslykkjusvæði kuldavirks alkalísks fosfatasa rannsakað en stórar 

sveiganlegar yfirborðslykkjur virðast oft vera nauðsynlegur þáttur fyrir hvötun við lág hitastig 

og er aukinn sveiganleiki oft sjáanlegur hjá þeim eða nálægt þeim [8]. 

 

1.2 Alkalískur fosfatasi. 

Fosforýlflutningur í lífverum gegnir veigamiklu hlutverki í allosterískri stjórnun og miðlun 

núkleótíð fosfata.  Fosforýlflutningur fer annað hvort fram með kínösum sem bæta á eða flytja 

fosfat yfir á aðra sameind eða með fosfatösum sem kljúfa fosfat af. Í mannslíkamanum eru 

þekktir alls 518 kínasar og u.þ.b. 120 fosfatasar [9]. Alkalískur fosfatasi (AP) er einn af þeim 

en í mannslíkamanum eru fjögur vefjasértæk isoform og eitt vefjaósértækt (e. tissue non-

specific) sem gegnir hlutverki í steinefnabúskap beina [10]. AP finnst einnig í spendýrum og 

öðrum hryggdýrum á mismunandi isoformum, sem hafa mismunandi hitastöðugleika og 

bindast mismunandi hindrum.   

   Alkalískur fosfatasi dregur nafn sitt af því að kjörsýrustig ensímsins er rétt yfir pH 10 í 

dýrum en um pH 9 í bakteríum [10]. Hlutverk þess í spendýrum hefur eins og áður var nefnt 

tengt steinefnabúskap beina. AP virðist hafa mjög breiða virkni, en fosfatasar geta oft verið 
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ósértækari en það sem sýnt hefur verið fram á í rannsóknum og geta tekið þátt í flóknari 

stjórnunarferlum en talið var og hefur verið sýnt fram á að AP getur verið undir allosterískri 

stjórn í spendýrum [11]. Fleiri hlutverk AP hafa verið birt t.d. í lifur í niðurtjáningu (e. down 

regulation) sekretíns sem veldur minnkun á losun bíkarbónats í galli í rottum [12].  

   Hlutverk AP í bakteríum er líklega tengt upptöku efna sem innihalda fosfathópa s.s. 

núkleótíðfosfata (e. phosphate scavenging). 

   Kuldakær alkalískur fosfatasi úr Vibrio stofni G15-21 (VAP, mynd 1.1) er hér rannsakaður 

áfram en hann hefur sýnt mun hærri hvötun (kcat) en aðrir kuldakærir AP [10]. AP úr þessum 

stofni myndar virkar tvíliður, eins og flestir fosfatasar, en áður en ensímið var kristalgreint 

(mynd 1.1) bentu gelsíunargögn sem fylgt var eftir með virknilitun (á ,,native“ 

rafdráttarhlaupum), til þess að VAP hefði virkar einliður [13]. 

 

Mynd 1.1 Kristalmyndbygging VAP (pdb: 3E2D). Hver einliða er sýnd með sitthvorum lit (gul og fjólublá) og 

málmjónir í hvarfstöð eru sýndar, tvö zink (græn) og ein magnesíum (cýan). 

   Bornar eru saman myndbyggingar alkalísks fosfatasa úr E.coli (ECAP), 

suðurheimskautsbakteríustofninum TAB5 (TAP),  rækju (SAP) og fylgju isoensím úr manni 

(PLAP) á mynd 1.2. Þar sést að meginmunur AP á milli þessara tegunda felst í fjórum 

innsetningum (e. insert I-IV) þar sem VAP hefur lengstu amínósýruröð þekktra AP [10], en 

einnig í nokkrum úrfellingum (e. deletion, mynd 1.2b). Í þessari ritgerð verður megináhersla 

lögð á rannsóknir tengdum hlutverki stóru lykkjunnar sem tekur þátt í tvíliðumynduninni 

(mynd 2.2a, insert II). Sú lykkja var áður talin hindra myndun líffræðilega virkra tvíliða þar 
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sem lykkjan samanstendur af 8 hlöðnum og 9 óskautuðum amínósýrum en þær gætu 

hugsanlega tekið þátt í yfirhylmingu vatnsfælinna svæða við hvarfstöð. Hins vegar þá taka 

þessar vatnsfælnu amínósýrur þátt í tvíliðumyndun með því að hylja aðgengilega 

yfirborðshópa (e. accessible surface area, ASA) og stöðga tvíliðumyndunina með 

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

 

 

Mynd 1.2 Meginkeðjur AP mismunandi tegunda bornar saman, VAP (rautt), TAP (cýan, PDB: 2IUC), ECAP 

(gult, PDB: 1ED9), SAP (grænn, PDB: 1SHQ) og PLAP (fjólublár, PDB: 1ZEF). (a) Lykkjusvæði VAP, 

lykkjusvæði annarra tegunda er sýnt litað með viðeigandi litum (eins og fyrir ofan). (b) Svæði sem hafa verið 

klippt út úr VAP [10]. 

   Hvaða hlutar í byggingu VAP eru líklegast nauðsynlegir fyrir kuldaðlögun og þá miklu 

hvötun sem ensímið sýnir? Því er ekki svo auðvelt að svara. Auðveldast er að horfa á hvað 

einkennir VAP frá öðrum AP. VAP hefur einstaklega stórt kórónusvæði (e. crown domain) 
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sem sést sem toppurinn á ensíminu á mynd 1.1-1.2 en VAP hefur þar innsettningar III og IV 

sem stækkar kórónusvæðið mikilfenglega. VAP hefur einnig stórar yfirborðslykkjur en stórar 

yfirborðslykkjur eru velþekktar hjá kuldaðlöguðum ensímum. Annað athyglisvert í þessu ljósi 

er að það vantar N-enda helix á VAP sem er talin vera megin ástæða fyrir stöðgun tvíliða hjá 

ECAP, PLAP og SAP. Annað merkilegt fyrirbrigði finnst ef skoðað er rafsvið í kringum 

hvarfstöðina hjá VAP, þá virðist gjáftin (e. crevice) fyrir hvarfefni vera talsvert jákvætt hlaðin 

sem gæti laðað að sér neikvætt hlaðið fosfat (scavenging). Sterkara neikvætt rafsvið gæti þó 

truflað losun hvarfefnis (oft hraðatakmarkandi skrefið) nema til komi jöfnun hleðsla með salti 

en það hefur verið sýnt fram á að NaCl frá 0-300 mM auki virkni VAP [10].  

   Fjöldi atriða voru áður nefnd varðandi þróun ensíma í átt að kuldaðlögun (kafla 1.1) en í 

þessu verkefni var áherslan lögð á að skoða hlutverk yfiborðslykkja í kuldaðlögun. 

 

   VAP hefur þrjú málmbindiset (M1-M3) þar sem zinkjónir bindast í M1 og M2 en 

magnesíum í M3. Sýnt hefur verið fram á, í öðrum AP, að zink geti bundist í M3 setið og 

jafnvel kóbalt [10]. Áður hefur þó verið sýnt fram á með atómgleypnimælingu að einungis 

magnesíum finnst í M3 bindisetinu hjá VAP [14]. 

   Allar málmjónirnar þrjár taka þátt í hvötuninni (mynd 1.3). Zink binst sem sextenntur tengill  

 

Mynd 1.3 Stereomynd af hvarfstöð VAP ásamt rafeindaþéttleika. Inn á myndina eru merktar zink jónirnar tvær 

(gulllitaðar), magnesíum jónin (græn), súlfathóp (gult fyrir brennistein, rautt fyrir súrefn) og vatnssameindir 

(rauðar kúlur). Lykilamínósýrur í hvötun eru sýndar, Ser65 og Arg129 en málmjónatenglar eru: Asp12, His116, 

Thr118, Arg129, Glu268 og Trp274. Amínósýrurnar sem binda málmana eru ekki allar sýndar [10]. 

í octahedral búri og tengist við D273 (tvítennt), H277, H465 og tvö súrefnisatóm á súlfati (eða  

fosfat hvarfefni). Zink sem binst í M2 setið binst 5 tenglum: D12, S65, D315, H316 og súrefni 
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á súlfatjón. Magnesíumjónin binst við D12, T118, E268 og þrjár vatnssameindir sem 

sextenntur tengill með octahedral niðurröðun hópa í M3 bindisetinu [10]. 

   Þær amínósýrur sem taka þátt í bindingu málmjóna eru frekar varðveittar milli tegunda 

nema helst við M3 setið (t.d. er ECAP með lýsín í stað Trp274 og aspartat í stað His116) [10]. 

   Hvarfgangur VAP er talinn vera í megindráttum sá sami og hjá ECAP en þeim hvarfgangi 

hefur verið lýst sem ping-pong hvarfgangi (jafna 1.6) [15, 16]. 

    

 

    (Jafna 1.6) 

 

   Hvarfgangurinn fer þannig fram að hvarfefni binst fyrst ensíminu og myndast ensím-

hvarfefnissambands millistig (E•R1OP) sem leiðir til þess að fosfóester tengið rofnar og 

fosfatið flyst yfir á ensímið (E-P, fosfat bundið serín). Svo verður annað hvort vatnsrof þar 

sem vatn hvatar losun fosfats eða umfosfórun verður þar sem fosfat er flutt á fosfat viðtaka 

(E•R2OP). Við lægra pH er vatnsrofið hraðatakmarkandi þátturinn á meðan losun fosfats í 

E•P er hraðatakmarkandi þátturinn við hátt pH [10]. 

   Á sameindastigi er hvarfgangur sýndur á mynd 1.4. Hjá ensíminu í fríu ástandi (E) er 

fosfatbindisetið umlukið þremur vatnssameindum. Hydroxýlhópur Ser102 myndar vetnistengi 

við Mg-tengdan hydroxýlhóp (vatnsameindar). Í myndun ensím-hvarfefnissambandsins 

(E•ROP) tengist esterhópur hvarfefnisins við Zn1, auk þess sem súrefnishópur á fosfathóp 

binst Zn2 og Arg166 bindur hina tvo súrefnishópa fosfathópsins. Ser102 er í stöðu hinum 

megin við farhópinn (ROH) og þegar fosfómónóesterinn binst virkar Mg-hýdroxýljónina sem 

basi sem afprótónerar Ser102 sem getur þá gert kjarnsækna árás á fosfórinn og um leið fer 

farhópurinn. Þá hefur myndast samgilt ensím-fosfat tengi (E-P), en hýdroxýljón (tengd Zn1) 

gerir árás á samgilda fosfat tengið og þá er tekið við ósamgilt millistig (E•Pi). Nú virkar 

hýdroxýlhópurinn, sem tengdur er við magnesíum, sem sýra og gefur Ser102 aftur róteindina 

sem leiðir til þess að Zn2 sleppir fosfatinu og það losnar burt [16]. 
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Mynd 1.4 Hvarfgangur ECAP á sameindastigi. Súrefnissameindir vatns eru merktar með W. His166 er í stað 

Asp51 hjá VAP í bindingu magnesíums. Virka serínsameindin í VAP er Ser65 og virka arginínsameindin er 

Arg129. 

   Í þessari rannsókn voru tvö stökkbrigði skoðuð sérstaklega, tvöfalda stökkbrigðið 

S79A/S87G og F355Y, ásamt villigerð. Þessi tvo stökkbrigði voru valin sérstaklega þar sem í 

öðru þeirra hefur lykkjan hugsanlega verið stífð með vetnistengjum (F355Y) en í hinu 

(S79A/S87G) hefur vetnistengjum hugsanlega verið fækkað og þar með ætti lykkjan að vera 

sveiganlegri. Hugmyndin (tilgátan) er sú að þessi stóra lykkja taki þátt í hvötuninni og ef svo 

er ætti sveiganleiki hennar líklega að auka hvötunina og stífni hennar að minnka hana. Stífni 

lykkjunnar gæti hugsanlega aukið varmastöðugleika en það þarf ekki að vera.  

   Eitt af mögulegum tveimur vetnistengjum hjá stökkbrigðinu S79A/S87G ættu að rofna 

þegar Ser er breytt í Gly eða Ala sem geta ekki myndað vetnistengi (mynd 1.5). Annars vegar 

eru það millisameindar vetnistengi á milli Ser79 og Ser87 og hins vegar eru það vetnistengi á 

milli Ser79 og Arg336 sem tilheyrir hinni einliðunni (mynd 1.5b). Í stökkbrigðinu F355Y 

getur eitt af þremur hugsanlegum vetnistengjum myndast, þegar Phe er breytt í Tyr, sem hefur 
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hýdroxýlhóp sem getur auðveldlega myndað vetnistengi við His56, Pro57 eða Glu58 (mynd 

1.6b).  

   Hvað þessar stökkbreytingar þýða fyrir stöðugleika og virkni er hægt að ímynda sér. Hvað 

stöðugleika varðar væri líklegt að hjá S79A/S87G minnki stöðugleiki ensímsins eitthvað enda 

bæði rofið milli- og innansameindar vetnistengi. Hugsanlegt er að rof þessara tengja auki 

hreyfileika stóru yfirborðslykkjunnar og það gæti leitt til aukinnar hvötunar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 1.5 Yfirlit yfir breytingar hjá stökkbrigðinu S79A/S87G. (a) Einliða A er sýnd (fjólublá) ásamt insert II 

lykkjunni af einliðu B (gul). Arg336 er sýnt cýanlitað ásamt Ser79 og Ser87 sem eru litaðar grænar. (b) Ser79 

getur myndað innansameindar vetnistengi við Ser87 og millisameindar vetnistengi við Arg336 sem er á stóru 

insert II lykkjunni. Þessi tvö vetnistengi ættu að rofna þegar Ser79 er breytt í Ala og Ser87 breytt í Gly. 

(a) 

 

(b) 

Ser79 

Ser87 

Arg336 
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Áður hefur verið sýnt fram á mikla hvötun (fjörfalt hærra kcat/KM) fyrir það stökkbrigði og 

lægri hitastöðugleika með CD (e. circular dichroism) [17].  

   Stökkbrigðið F355Y hefur sýnt svipaða hvötunarvirkni og svipaðan stöðugleika miðað við 

villigerð [17]. Ástæða fyrir litlum mun F355Y og villigerðar gæti verið að ekki hafi myndast 

þessi vetnistengi við rætur lykkjunnar eins og talið var út frá skoðun á kristalbyggingunni 

(mynd 1.6) en einnig gætu þessi vetnistengi leitt til annarra veigameiri breytinga á öðrum 

stöðum. 

 

 

 

Mynd 1.6 Yfirlit yfir breytingar hjá stökkbrigðinu F355Y. (a) Einliða A er sýnd (fjólublá) ásamt beta-turn-helix 

mótífinu sem er stutt frá N-enda (gult). His56, Pro57 og Glu58 eru sýnt í cýanlit en stökkbrigðið Tyr355 er sýnt í 

grænu. (b) Tyr355 getur myndað hugsanleg vetnistengi við His56, Pro57 (meginkeðju) og Glu58. 

(a) 

(b) 

Glu58 

Tyr355 Pro57 

His56 
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   Í þessu verkefni verður leitast eftir að skoða þessi stökkbrigði enn fremur og athuga hvort 

munur sé í afmyndun með urea. Það var  mælt með flúrljómun og fríorkan fyrir afmyndunina 

(sjá yfirlit verkefnis kafla 1.4) metin. 

    

1.3 Flúrljómunarmælingar og flúrljómunarbæling 

Stærsti hluti verkefnins fjallar um afmyndun villigerðar og tveggja stökkbrigða F355Y og 

S79A/S87G með urea, en fylgst var með afmynduninni með flúrljómun tryptófan (Trp) hópa 

ensímsins. Flúrljómun tryptófans er mjög háð umhverfi þess í próteini og þykir því gagnlegt 

að fylgjast með flúrljómun þess. Með því að fylgjast með flúrljómun Trp er hægt að fá m.a. 

upplýsingar um lögun próteinsameindar, samskipti undireininga, bindingu hvarfefnis og 

afmyndun [18]. 

   Tryptófan og týrósin (Tyr) gleypa bæði ljós við 260-300 nm en Tyr flúrljómar (í vatni) við 

λmax = 303 nm en Trp (í vatni) við λmax = rúmlega 350 nm (mynd 1.7). Hægt er að fylgjast nær 

eingöngu með flúrljómun Trp með því að örva með 295-305 nm. Algengast er að örvunin eigi 

sér stað við 295 nm í fræðiritum til þess að sniðganga flúrljómun Tyr, en auk þess er flúr- 

ljómun Trp mun öflugri en hjá Tyr [18]. 

 

 

 Mynd 1.7 Gleypni (A) og flúrljómun (E) 

mismunandi arómatískra hópa próteina í vatni við pH 

7. Við 295 nm örvast tryptófan nær eingöngu [18]. 
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Flúrljómun Trp er mjög háð skautun leysis og sýnir rauðvik (hærra λmax) ef aðgengi skautaðs 

leysis eykst (mynd 1.8). Þetta er hægt að nýta sér í rannsóknum á afmyndun með afmyndara 

eins og urea. Þegar prótein afmyndast er mjög algengt að vatnsfælnir hópar (líkt og Trp) í 

vatnsfælnikjarna próteina afhjúpist og leiðir það til rauðviks þegar aðgengi leysis að Trp 

eykst. Í próteinsameindum, sem innihalda mörg Trp í mismunandi vatnfælni umhverfi, verður 

flúrljómunarferillinn oft flókinn og á það til að breikka  og fer að líkjast Gaussian kúrvu 

normaldreifingar. Ástæðan fyrir því er að flúrljómun mismunandi trp hópa er misjöfn og fer 

eftir því hversu vel þær eru grafnar í vatnsfælnikjarna próteins.   λmax getur spannað allt frá 

330 – 360 nm en þegar afmyndun á sér stað skerpist á ferlinum vegna þess að Trp 

sameindirnar lenda þá flest allar í samskonar umhverfi hvað vatnsfælni varðar og rauðvik 

verður sjáanlegt þar sem umhverfið er orðið skautaðra. Hægt væri að nýta sér upplýsingar um 

ástand ensímsins, s.s. virkni og tvíliðu-einliðu jafnvægi ásamt afmyndun með flúrljómun og 

gæti það gefið upplýsingar um hvað gæti verið að gerast áður, og þegar tvíliður detta í sundur. 

 

Mynd 1.8 Áhrif umhverfis og 

leysis á tryptófan flúrljómun. Á 

myndinni sjáum við prótein með 

eina tryptófan sameind í 

mismunandi vatnsfælnu umhverfi 

og hvaða áhrif það hefur á 

flúrljómun. Apoazurin Pfl, 

ríbonúkleasi T1, staphylococcal 

núklesasi og glúkagón frá 1-4 [18]. 

 

 

 

   Það hefur jafnvel verið sýnt fram á að hópar í umhverfi tryptófans, líkt og lysín og histidín, 

geti bælt flúrljómun tryptófans og í sumum tilfellum amínhópar á meginkeðju próteina [18, 

19]. 

    VAP hefur fimm tryptófansameindir á hverri einliðu fyrir sig (mynd 1.9). Allar eru þær 

mismunandi grafnar (tafla 1.2) en ein þeirra, Trp274 er við hvarfstöðina og tekur þátt í 

stöðgun M3 magnesíumbindisetsins. Önnur, Trp460 er staðsett nálægt rótum stóru 

yfirborðslykkjunnar (insert II) og er nálægt samskeytum á milli eininga. Þær eru einnig í 

tiltölulega miklum samskiptum við leysinn (72 % ASA fyrir W274 og 49% ASA fyrir W460) 

en aðeins þrjár teljast tiltölulega grafnar (miðað við ˂ 25% ASA), W155, W301 og W275. 
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Tafla 1.2 Aðgengi leysis að tryptófanhópum. Aðgengi leysis (e. ,,Accessible (absolute) surface area, ASA) að 

tryptófanhópum var hér metið með forriti [20] af www.expasy.org. Einnig var ,,Relative surface area“ (RSA) 

reiknað en það metur aðgengi leysis á milli svipmótaðs og afmyndaðs forms. W512 er hluti af StrepTag halanum 

sem tengist gripsúluhreinsunaraðferðinni. 

Tryptófanhópur % ,,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 

W475 22,751 0,095 

W512 (StrepTag) 83,766 0,348 

 

Flúrljómun tryptófans er sértæk fyrir árekstarbælingu (e. collissional quencing) bæliefna, s.s. 

akrýlamíðs, joðíðs og súrefnis (O2). Því er hægt að fylgjast með bælingu flúrljómunar 

tryptófans með bæliefni, sem er þá mæliaðferð til þess að meta hversu vel grafið tryptófan er í 

vatnsfælnikjarna próteina. Hægt er að fylgjast magnbundið með bælingu á tryptófan með 

Stern-Volmer jöfnunni: (mynd 1.10) 

 

  

  
                 (Jafna 1.7) 

 

 

Mynd 1.9 VAP hefur fimm tryptófan sameindir (cýan), Trp155, Trp274, Trp301, Trp460 og Trp475. Inn á 

myndina eru settar zink jónirnar tvær (gular) og magnesíum jónin (græn). 

Trp155 

Trp 274 

Trp301 

Trp460 

Trp475 

http://www.expasy.org/
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þar sem F0 er flúrljómun tryptófans óbælt, Fc er flúrljómun Trp með ákveðnum styrk af 

bæliefni, [Q] er styrkur bæliefnis, og Ksv er Stern-Volmer fastinn. Stern-Volmer fastinn er 

góður mælikvarði á árekstartíðni Trp og bæliefnis og er yfirleitt plottað Fo/Fc á móti styrk 

afmyndara og fæst þá línulegt samband milli bælingar og styrks bæliefnis fyrir lága styrki 

bæliefnis (0-0,25 M). Athuga skal að ekki er sjálfsagt að Stern-Volmer ferlar séu línulegir og 

eru til ýmsar stærðfræðilegar leiðir til að reikna út Ksv fyrir ólínulega ferla [18]. 

   Í þessu verkefni var flúrljómun bæld með akrýlamíði. Akrýlamíð og joð eru bæði vatnsfælin 

bæliefni og eru því ekki eins góð og súrefni þar sem það er orkulega óhagstætt fyrir þessa 

vatnfælnu hópa að smeygja sér inn í mjög vatnsfælið umhverfi, auk þess sem súrefni er mun 

minna en joð og enn minna en akrýlamíð [18]. 

   Í framtíðinni yrði gagnlegt að stökkbreyta ákveðnum tryptófan hópum (e. site directed 

mutagenesis) yfir fenýlalalín  eða týrósín og sjá hvort það hafi áhrif á flúrljómunarferla eða 

Stern-Volmer ferla m.t.t. urea styrks. Hægt væri þá að meta hversu vel einstaka 

tryptófansameindir eru grafnar inn í próteinið og þar með fengið dýrmætar upplýsingar um 

byggingu ensímsins m.t.t. vatnsfælni í lausn. 

 

Mynd 1.10 Stern-Volmer ferlar fyrir nokkur prótein. Flúrljómun Azurin, Rnasa T1, S. Núkleasa, ACTH og 

NATA við mismunandi styrk akrýlamíðs bæliefnis (til vinstri). Stern-Volmer gröf eru sýnd þar sem teiknað var 

F0/F á móti [akrýlamíð] (til hægri). Hægt er að sjá að Stern-Volmer ferlarnir fyrir NATA og ACTH eru ekki 

alveg línulegir [18]. 
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1.4 Verkefnið 

Þetta verkefni er hluti af  stærra verkefni þar sem markvissum stökkbreytingum á VAP hefur 

verið beitt til að skoða hlutverk stóru lykkjunnar sem áður hefur verið nefnd [17]. Í þessari 

rannsókn voru tvö stökkbrigði úr þeirri rannnsókn, S79A/S87G og F355Y, rannsökuð frekar. 

Tilgátan er sú að stóra yfirborðslykkjan taki þátt í hvötuninni á einhvern hátt sem er velþekkt 

hjá kuldavirkum ensímum. Fylgst er með hvort munur sé á stökkbrigðum, sem stífa lykkjuna 

(F355Y) með vetnistengjum, og þeim sem hugsanlega gera hana sveiginalegri þar sem 

vetnistengi hafa verið rofin (S79A/S87G). 

   Stærstur hluti verkefnisins fólst í athugun á afmyndun ensímsins þar sem fylgst var með 

flúrljómun og bælingu flúrljómunar með akrýlamíði við mismunandi styrki af urea afmyndara 

og fríorka fyrir afmyndunina metin.  

   Magn málmjóna í villigerð og stökkbrigðunum tveimur var metið með atómgleypnimælingu 

en einnig var metið magn zinks við mismunandi styrk urea hjá villigerð.  

   Fríorka fyrir afmyndun villigerðar og stökkbrigða var síðan metin, með virkni og 

flúrljómunarferlum. 

   Einnig var hraðafræði þessara stökkbrigða og villigerðar endurmæld og borið saman við 

áður mæld gildi.  

   Í kafla 6 er síðan sýndir heimasmíðaðir kóðar, sem skrifaðir voru til að vinna úr 

flúrljómunargögnum í MATLAB® ásamt leiðbeiningum fyrir notkun. 
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2.  Aðferðir 

2.1. Efni og áhöld  

Sigma Chemical Company (St. Louis, MO): Tryptone plus (Fluka Analytical), ampiciline, 

lysozyme, deoxyríbónúkleasi (DNAasi), TRIS, MOPS, CAPS, MgCl2, NaCl, para-

nitrofenýlfosfat (pNPP), PAR, akrýlamíð, Coomassie brilliant blue R-250, próteinstaðall –

manna serum almbúmín (HSA) og gammaglóbúlín. Merck (Darmstadt, Þýskaland): HCl, 

NaOH, etýlen glýkól, perklórsýra, málmstaðlar (Zn, Mg, Co). Frá IBA GmbH (Þýskaland): 

Strep-Tactin Sepharósasúluefni, (2-[4‘-hydroxy-benzene azo] benzoic acid (HABA), 

desthiobiotin, anhydrotetracyclin (AHTC). Frá Becton, Dickinson and company (Frakkland): 

Bacto ger extract. Frá ROIG Farma, S.A (Barcelona, Spánn): Agar agar pulvis. Acros 

Organics (New Jersey, Bandaríkin): Díetanólamíð, Urea. Bio-RAD 32 & Griffin (Richmond): 

Triton-X-100. ANALAR, The British Drug Houses LTD. (England): MgSO4. Fermentis: 

PAGEruler Protein ladder. 

2.2 Tjáning og ræktun Vibrio AP stökkbrigða. 

Stökkbrigðin voru útbúin af Manuelu Magnúsdóttur eins og áður hefur verið lýst [17]. Þau 

voru í grófum dráttum útbúin þannig að competent E.coli frumur af stofni LMG194 voru 

ummyndaðar með plasmíði sem innihélt stökkbreytt Vibrio AP gen. Notast var við plasmíðið 

VAP-ST9 (pBAS40)  þar sem VAP innskotið er á milli PstI og EcoRI skerðisetanna í 

upprunalega pASK3plus (IBA) plasmíðinu. Þar með bætast við 9 amínósýrur við C-endann 

og þar að auki 8 amínósýra StrepTag hali til að auðvelda hreinsun ensímsins [21, 22]. Það 

þarf ekki að fjarlægja StrepTag halann eftir hreinsun með ensímatískum aðferðum en hann 

virðist í ekki hafa áhrif á stöðuleika né virkni [23]. 

   Útbúnir voru 4 L af LB-æti með kranavatni og pH stillt á 7,61 með 4 M NaOH lausn. 

Notaður var Radiometer® pH-mælir og var hann staðlaður með pH stöðlum (pH 4,00 og pH 

7,01).Til að útbúa agardiska var 200 mL af LB ætinu og 3 g af agar (agar pulvis) blandað 

saman og síðan fært í autaklav prógram sem fer upp í 138°C í 5 mín. Þessir 200 ml voru næst 

kældir og síðan var β-lactam sýklalyfinu ampicillin bætt út í þannig að styrkur þess væri u.þ.b 

100 µg/ml (ampicillin brotnar niður við háan hita). Því næst var þessum 200 mL dreift jafnt á 

12 petriskálar og þær settar í ofn við 37°C. Það sem eftir var af LB-ætinu var komið fyrir í 

átta eða níu Erlenmeyerflöskur í jöfnum skömmtum og þær einnig settar á autoklav á sama 

prógram. Erlenmeyer flöskurnar voru næst kældar og ampicillini bætt út í þannig að styrkur 
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þess væri u.þ.b. 100 µg/ml. Ampicillini var bætt út í til þess að sporna við því að örverur úr 

umhverfi vaxi á skálarnar en LMG194 E.coli stofninn er ónæmur fyrir ampicillini, ef hann 

hefur tekið upp plasmíð sem gefur honum viðmót, og vex því á æti með ampicillini.     

   Erlenmeyer flöskurnar voru geymdar í kæli við 4°C með grisjutappa.  

Tjáning ensímafbrigða: 

Tekin var sáðrækt úr frysti (í fljótandi köfnunarefni) af E.coli frumunum (LMG194) sem 

innihéldu stökkbreytta plasmíðið VAP-ST9 (pBAS40)  með stökkbreytingunni S87G/S79A 

(aðrir sáu um tjáningu annarra afbrigða). Sáð var 3 µl á petriskál með agar-LB-æti og notaður 

var dauðhreinsaður glerdreifari til að dreifa á skálina. Skálin var síðan sett í ræktunarskáp við 

37°C
1
 auk control agar-LB-ætis skálar sem búið var að dreifa á 3 µl af kranavatni með sömu 

aðferð. Eftir ræktun í sólarhring var stroka úr einni bakteríuþyrpingu færð í millirækt (25 ml) 

með LB æti. Eftir að millirækt hafði vaxið var henni skipt jafnt í 1L Erlenmeyerflöskurnar 

með LB-ætinu (1-2 ml í ca. 400 ml LB). 

   Flöskunum var komið fyrir í heimatilbúnum ræktunarskápi, með loftkælingu sem er með 

hitastigsstilli, og hitastigið stillt á 18°C. Flöskunum var komið fyrir á hristara (180 rpm) og 

grisjutappi settur á flöskurnar. Fylgst var svo óreglulega með O.D.
550nm

 (optical density) 

þangað til að  gleypnin við 550 nm sýndi u.þ.b. 0,4 – 0,5 í gleypni. Þá var bætt út í hverja 

flösku 40 µl af 2 mg/ml lausn af örvaranum AHTC (anhydrotetracyclin) til að koma tjáningu 

af stað. AHTC þekkir stýrilinn fyrir AP genið á plasmíðinu og hleypir tjáningunni af stað. 

Fylgst var svo óreglulega með framvindu á tjáningu ensímsins með virknimælingum við 405 

nm (sjá aðferðir kafla 2.4 virknimælingar). Þegar ræktin hafði náð O.D
550nm

 u.þ.b. 2,0 var 

henni skipt jafnt í sex 250 ml Sorval skilvinduglös með því að bæta í botnfallið 50 ml af 

Vibrio buffer (innihald í viðauka I) og 0,5 ml af 10% (w/v) Triton sápu. Reynt var að leysa 

botnfallið sem mest upp með því að hræra í með glerstaf og síðan bætt lýsósými (framan af 

spatúlu) í hvert glas. Glösin voru voru geymd í ísskáp við 4 °C í 3-4 klst og glösin síðan færð 

í frysti.     

   Bjarni Ásgeirsson sá um ræktun og tjáningu á seinni tilraun tjáningar á VAP-ST9 (pBAS40)  

S87G/S79A stökkbrigðinu og villigerðinni VAP-ST9 (pBAS40) .  

   Manuela Magnúsdóttir átti svo til tjáð ensím í frysti af VAP-ST9 (pBAS40)  F355Y 

stökkbrigðinu þar sem búið var að sprengja frumurnar og bæta við lýsósými. 

 

                                                           
1 Ræktun hljóp í 39°C í rúmlega 40-60 mín í byrjun ræktunar vegna vankanta á hitastillingu. 
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2.3 Hreinsun ensímafbrigða. 

   Sprengdir frumumassar voru afþýddir úr frysti og bætt var í DNAasa (deoxyribónúkleasa) 

að styrknum 0,05 – 0,10 µg/ml. Mismikið virtist þurfa af DNAasa og stundum myndaðist það 

mikið af slímugu DNA að það þurfi að leyfa grautnum að standa í nokkrar klukkustundir í 

kæliskáp og jafnvel yfir nótt. Sýni voru því næst spunnin við 10.000 rpm í 15 mín í Sorvall 

RC5C skilvindu við 4°C, floti safnað, rúmmál þess mælt og próteinstyrkur mældur 

(Coomassie Blue aðferð byggð á Bradford aðferð, sjá aðferðir kafla 2.5) og virknimælingar 

teknar (3 samræmdar). Tekin voru 1-2 ml sýni til að eiga í frysti ef gögn skyldu tapast eða 

eitthvað færi úrskeiðis. 

   Fyrsta skrefið í próteinhreinsuninni (fyrir utan skilvindun á bakteríurækt) var framkvæmd á 

Strep-Tactin® Sepharósasúlu sem er sértæk fyrir bindingu próteina með Strep-Tag®II hala, 

en öll VAP-ST9 (pBAS40)  plasmíðin innihalda þannig hala og því bindast ensímafbrigðin 

sértækt á súluna. 

   Þar sem Vibrio AP fosfatasinn sem unnið er með er kuldakært ensím voru hreinsanirnar 

framkvæmdar í kæliherbergi við 4°C og notuð var Pharmacia®-dæla og BioRad® 

skammtasafnari. Hægt er að sjá nánari verklýsingu í kafla 5.1 í Viðauka I 

   Safnað var próteintoppinum sem sýndi mestu virknina. Líklegt er að próteintoppurinn hafi  

talsverðan hala á eftir sér þannig að gott er að safna toppinum í svo skammta; „sterka“ lausn 

og svo jöðrunum í „veika“ lausn. Rúmmál sýnanna var skráð og sýnum komið fyrir í 

viðeigandi þétt plastglös sem fryst voru í köfnunarefni og geymt í frysti við -20°C. Óþarfi var 

að bæta etýlen glýkóli í sýnin þar sem losunarbufferinn innhélt 15% etýlen glýkol (v/v). 

   Annað skref í próteinhreinsuninni var talið þurfa til að hreinsa betur VAP-ST9 (pBAS40)  

F355Y sem hreinsað var fyrst. SDS-rafdráttur (sjá aðferðir kafla 2.6) leiddi í ljós að einhver 

óhreinindi væru í hreinsuðu próteinlausninni af sértæku skiljunni (mynd 3.1 kafla 3.1). Bætt 

var við hreinsunarskrefi á MonoQ anjónaskiptasúlu sem keyrð var á FPLC (Fast protein 

liquide chromatography) tæki og losað með NaCl saltstigli. Til að tryggja það að lausnir væru 

kældar við keyrslu í FPLC tæki var brugðið á það ráð að koma tækinu fyrir í kæliherberginu. 

Sérstakur skammtasafnari fylgir tækinu og eru keyrslurnar nánast sjálfvirkar en ljósmælir er 

tengdur úttakinu á súlunni sem mælir gleypni við 280 nm. Tækið sér svo einnig um að 

skammta nákvæmlega saltstigulinn. 

   Hreinsuðum ensímlausnum var síðan komið fyrir í frysti í 500 µl skömmtum í þétt plastglös 

og þau merkt með merkimiða, dagsetningu og próteinstyrk. 
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   Bjarni Ásgeirsson sá um að hreinsa ensímafbrigðið fyrir VAP-ST9 (pBAS40)  og var 

einungis þörf fyrir eitt súluhreinsunarskref á StrepTag-gripgreiningarsúluna. 

 

2.4 Virknimælingar 

Ensímvirkni var mæld á hefðbundinn hátt við umfosfórunaraðstæður með hvarfefninu pNPP 

(para-nitrófenýlfosfat) en það hvarfefni er líka mest notað í ELISA (Enzyme linked 

immunosorbent assay) aðferðinni þar sem AP er notaður (stundum peroxíxídasi) sem litviti á 

tengingu mótefnis. Útbúnar voru tilbúnar hvarflausnir með 5 mM pNPP í 1,0 M díetanólamíni 

(buffer) og 1,0 mM MgCl2. Sýrustigið var stillt á pH 9,8 en alkalískur fosfatasi er virkastur 

við frekar basískar aðstæður. Hvarfefnislausnir voru geymdar í frysti við -20°C og lausnirnar 

afþýddar eftir þörfum. Reynt var að koma í veg fyrir að lausnir yrðu endurfrystar oft. Ef 

lausnin er geymd við stofuhita í nokkrar klukkustundir þá gulnar lausnin en ekki er mælt með 

að nota lausn sem hefur gulnað mjög mikið. 

   Við mælingar var hvarfefnið geymt í 25°C heitu vatnsbaði og 10 µl af sýni var sprautað á 

móti 990 µl af hvarfefni í 1 ml plastkúvettu. Notaður var Heλios ljósgleypnimælir og rate 

forrit mælisins notað í virknimælingum. Bylgjulengdin var stillt á 405 nm og forritið gefur 

upp möguleika að setja inn umreiknifaktor, þ.e. sá faktor sem margfalda þarf með til að fá út 

virknigildi í U/ml
2
. Virknin er fundin út frá Beer‘s lögmáli: 

                                    A = · b · c                                           (jafna 2.1) 

Þar sem A er gleypni á mínútu,  = eðlisgleypnistuðull, b = lengd kúvettu og c = styrkbreyting 

á myndefnis á mínútu. 

   Alkalískur fosfatasi affosforýlerar pNPP í pNP (para-nítrófenól) og hefur pNP 

hámarskgleypni við 405 nm og lausnin verður gul á lit. Eðlisgleypnistuðull pNP við pH 9,8 er 

18,5 mM
-1

 cm
-1

.  

   Nánari verklýsing á virknimælingum er í kafla 5.2 í viðauka I. 

   

2.5 Magngreining próteina. 

   Til að útbúa hreinsunaferil var próteinstyrkur metinn með Bradford mæliaðferðinni og var 

Zaman og Verwilghen afbrigði aðferðarinnar notuð [24]. Útbúin var staðalkúrva fyrir 

próteinmagn frá 10-100 µg með próteinstaðli (HSA og gammaglóbúlín). Gerðar voru þrjár 

mælingar fyrir hvert sýni og blandað var 2750 µl af litarefnislausn á móti 250 µl af sýni í 

hvert glas. Sýni voru þynnt í afjónuðu vatni ef gleypni fór út fyrir mælisvið. Teknir voru ávalt 

                                                           
2
 U er fjöldi ensímeininga sem hvatar umbreytingu 1 µmóls af hvarfefni á 1 mínútu. 
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3 blankar í tilraunaglös með 2750 µl af litarefnislausn og 250 µl af afjónuðu vatni. Sá blankur 

sem sýndi minnsta gleypni var notaður sem blankur fyrir mælingar (hvers dags fyrir sig), en 

það var gert á þeirri röksemd að tilraunaglös með óhreinindum myndu sýna meiri gleypni en 

þau sem væru alveg hrein en munurinn ætti þó ekki að vera mikill milli blanka. 

   Fyrir hreinar ensímlausnir var stuðst við gleypnimælingar á arómatískum hliðarhópum við 

280 nm. Eðlisgleypnistuðull var reiknaður með jöfnu 2.2 

 

ε(280M
-1

 cm
-1

) = (#Trp)(5,500) + (#Tyr)(1,490) + (#Cys)(l25)    (Jafna 2.2) 

 

Stuðlarnir úr jöfnu 2.2 er fengnir með 116 mælingum á 80 mismunandi próteinum skv. Pace 

et al. [25]. Stuðllinn er 61310 M
-1 

cm
-1

 fyrir villigerð og S79A/S87G en er 62800 M
-1

 cm
-1

 

fyrir F355Y. 

 

2.6 SDS próteinrafdráttur 

Notast var við NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels og farið var eftir leiðbeiningum frá 

framleiðanda, fyrir utan að sýnin voru ekki hituð fyrir rafdrátt. Notaður var MES 

keyrslubúffer og voru gelin keyrð á  200 V spennu og 100 mA straum í 30-40 mín. Gelin voru 

lituð með Coomassie brilliant blue R-250 litarefni og gelin aflituð með 30% (v/v) metanóli og 

5% ediksýru (v/v). 

 

 

2.7 Hraðafræðimælingar. 

Virknimælingar ensímafbrigða voru mældar við vatnsrofsaðstæður við mismunandi styrki 

pNPP í 100 mM CAPS, 1,0 mM MgCl2, pH 9,8 við 10°C. Mæld var virkni sýna með styrki 

frá 0 – 3,5 mM pNPP. Leiðrétt var fyrir sýrustigs vegna lækkandi hitastig með 6 M HCl 

vegna CAPS buffersins með jöfnu 2.7.1. 

 

                                         ΔpH = 0,032 · ΔT                           (Jafna 2.3) 

    

Framkvæmdin fór þannig fram að mælt var gróflega magnið fyrir pNPP í sterkustu lausnina 

og það leyst upp í buffer í tilraunaglasi.  Raðþynnt var með helmingsþynningu niður í öll 

hvarfefnisglösin. Glösin voru síðan geymd í 10°C vatnsbaði og plastkúvetturnar geymdar á ís. 
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Afþýtt var 500 µl af ensími og það geymt á ís. Virknimælingarnar fóru síðan eins fram og 

áður (kafli 2.4). Framkvæmdar voru 3 mælingar fyrir hvert sýni. 

   Til að meta raunverulegan styrk hvarfefnis var kúvettunum leyft að standa og hvörfunum 

leyft að klárast yfir nótt við stofuhita. Gleypni var síðan mæld við 405 nm morguninn eftir og 

styrkur fundinn samkvæmt Beer‘s lögmáli (ε = 18,5 mM
-1

 cm
-1

). Gert var ráð fyrir uppgufun 

annað hvort með því að setja parafilmu yfir kúvetturnar eða mæla uppgufunina með 

mæliglasi. 

   Ensímstyrkur var síðan ákvarðaður með próteinmagnmælingu við 280 nm (stofnlausn mæld 

og þynning reiknuð út eftir á) eins og áður var lýst (kafli 2.5). Teiknaður var upp Michaelis-

Menten ferill, virkni á móti styrk hvarfefnis, og fastarnir Vmax og Km  ákvarðaðir með aðfellu 

á Michaelis-Menten hyberbólu (Jafna 2.4):   

                                    

                 
       

      
                    (jafna 2.4) 

 

þar sem  0 er upphafshraði og [S] styrkur hvarfefnis. 

   Eftir að búið var að mæla ensímstyrk var hægt að reikna kcat skv. jöfnu 2.5 þar sem [E]t er 

ensímstyrkur. 

 

                       
    

    
                (Jafna 2.5) 

 

2.8 Afmyndun með urea – flúrljómun og akrýlamíð bæling. 

Ákveðið var að fylgjast með flúrljómun ensímsins í 25 mM MOPS og 1 mM MgSO4 við 

mismunandi styrk urea afmyndara á bilinu  0 – 8 M og við fast hitaststig, 10°C. Blönduð voru 

1000 µl sýni í plast Eppendorfglös og styrkbilið milli sýna var 0,1 M frá 0-2 M en eftir það 

var bilið ýmist 0,5 M eða 1,0 M upp að lokastyrk u.þ.b. 8 M
3
. Notuð var mettuð urea 

forðalausn í blöndun sýna og var styrkur hennar metinn með ljósbrotsstuðulsmælingu. 

Forðalausnin sem var notuð í fyrstu mælingunni (F355Y) var orðin meira en ársgömul og 

byrjuð að anga af ammóníaki. Ákveðið var að blanda nýja lausn fyrir hinar mælingarnar og 

styrkur þeirrar lausnar metinn á sama hátt með ljósbrotsmælingu. Æskilegt að er styrkur 

                                                           
3
 Það þurfti meira af urea til að afmynda villigerðina en ensímstökkbrigðin. Þess vegna er líklega betra að hafa lítið bil á milli mælinga frá 0-

3 M urea hjá villigerð VAP. Önnur ensímafbrigði en mæld voru fyrir þetta rit gætu þurft minna bil frá 0-3 M eins og hjá villigerð VAP. 
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ensíms í sýnum sé ekki lægri en 0,010 mg/ml en það eru u.þ.b. næmnimörk fyrir 

flúrljómunarmælingarnar fyrir þetta ensím.    

   Sýni voru sett (voru ,,incúberuð“) í 4 klukkustundir við 10°C og var beðið í 10 mínútur á 

milli þess að ensími var blandað í lausn. Það var gert til þess að hafa nægan tíma fyrir þær 

mælingar sem þurfti fyrir hvert sýni en 10 mínútur ættu að duga fyrir 5 mælingar ef mælt er 

stanslaust (1 upphafsróf og 4 róf með mismunandi styrk akrýlamíðs). Virknimælingar voru 

teknar eins og lýst var áður (kafli 2.4) en þess má þó geta að sýni voru búin að standa í 4 

klukkustundir við 10°C og síðan í 1-3 klukkustundir á ís áður en virknimælingarnar voru 

framkvæmdar. Hugsanlega gæti þó orðið endurvirkjun við lækkun niður í 1-2°C (á ís) í 

jafnvæginu D ⇆ 2M ⇆ 2U, þar sem D eru tvíliður, M eru einliður og U afmyndað form.  

   Mælingarnar voru framkvæmdar í Spex FluorMax® tæki með hitastýringu við 10 °C. Örvað 

var sýni við 295 nm og var skannað emission róf á bilinu 310-410 nm með raufavídd 5,0 nm 

bæði fyrir örvun og emission. Til að spara tíma var bil á milli hverrar mældrar bylgjulengdar 

stillt á 0,15 nm (0,10 nm er sjálfkrafa stillingin).  Bakgrunnsróf var tekið fyrir hvert sýni (án 

ensíms) og það dregið frá mælirófi. 1000 µl sýni voru blandað og var notað 500 µl í hverja 

flúrljómunamælingu en restin (500 µl) var notuð í virknimælingar og PAR-zink mælingar (sjá 

aðferðir kafla 2.9). Eftir að upphafsróf var tekið var strax bætt út í 6 µl af 5 M akrýlamíði og 

mælt aftur. Það var gert í fjögur skipti þannig að styrkbilið af akrýlamíði var 0,00 - 0,24 M. 

Flúrljómunabæling ætti að vera línuleg á bilinu 0,00 - 0,25 M fyrir þetta ensím og því er hægt 

reikna Stern Volmer hraðafasta fyrir hvern styrk skv. jöfnu 1.7 en  fastinn er mælikvarði á 

aðgengi bæliefnisins til flúrljómandi tryptófansameinda. 

   Ákveðið var að fylgjast með rauðviki í flúrljómun sem verður þegar tryptófan hliðarhópar í 

vatnsfælnikjarna afhjúpast til að meta hvenær afmyndun á sér stað. 

   Hægt er að sjá betur í kafla 6 hvernig úrvinnsla gagna fer fram og eru þar m.a. sýndir 

heimasmíðaðir kóðar fyrir script í MATLAB® sem hægt er að nýta sér. 

 

2.9 PAR zink mælingar. 

   PAR-zink mælingar áttu upphaflega ekki að vera hluti af þessu verkefni en ákveðið var að 

mæla zinkmagnið í lausn eftir að búið var að framkvæma flúrljómunarmælingar og 

virknimælingar á villigerðinni við mismunandi urea styrk. Zink-mælingarnar voru 

framkvæmdar deginum eftir flúrljómunarmælingarnar (sýni geymd á ís yfir nóttina) og sá 

Bjarni Ásgeirsson um framkvæmd.  
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   PAR (4-(2-pyridylazo)resorcinol) hefur þann eiginleika að mynda complex við zink, 

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

mismunandi styrk afmyndara og því hægt að meta við hvaða styrk af urea, zink losnar frá 

ensíminu [26]. 

   Eðlisgleypnistuðull Zn(PAR)2 er verulega háður sýrustigi. Hér má sjá muninn frá pH 7,0 – 

7,8 [27]: 



7,8 = 96000 M
-1

 cm
-1

 

7,4 = 90000 M
-1

 cm
-1

 

7,0 = 65000 M
-1

 cm
-1

 

   

Í þessu tilfelli voru sýnin í lausn með MOPS buffer við pH 8,0 (stofuhiti). Skv. upplýsingum 

frá Sigma Aldrich er hlutfallið pKa/ΔT = -0,015 fyrir MOPS. 

(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/1/m9381

pis.Par.0001.File.tmp/m9381pis.pdf). Sýnin voru geymd á ís við mælingar og mælt var án 

hitastýringar. Gera má þá ráð fyrir að hitastig sýna hafi verið allt frá 2-10 °C. Sýrustig 

sýnanna hefur því verið frá 7,7 – 7,8 . Notaður var því eðlisgleypnistuðullinn 96000 M
-1

 cm
-1

 

(7,8)  fyrir útreikninga. Ensímstyrkur var mældur með gleypnimælingu við 280 nm þar sem 

útreiknaður eðlisgleypnistuðull var notaður eins og lýst var áður.  

 

2.10 Atómgleypni mælingar 

Notaður var SpectrAA220® atómgleypnimælir með loganema frá Varian (málmlamparnir eru 

einnig frá Varian) til að meta hversu vel ensímafbrigðin héldu í zink og magnesíum jónir í 

hvarfstöðvum en einnig var cobalt mælt . Sýni voru meðhöndluð með 10 mM Tris við pH 8,0, 

chelat buffer þar sem í voru EDTA chelat polymerkúlur (Chelex-100). Framkvæmdar voru 

tvær tilraunir. Í annarri þeirra var díalíserað með 1 L 10 mM Tris yfir nótt en í þeirri seinni 

var díalíserað tvisvar sinnum með 1 L 10 mM Tris í tvær klukkustundir í senn. Áður en sýni 

voru keyrð á atómgleypnimælinn var ensímstyrkur þeirra metin með gleypni við 280 nm. 

   Eftirfarandi staðlar voru mældir fyrir staðalkúrvur: 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 staðalausn samanstendur af fimm mælingum en hvert sýni var mælt þrisvar. 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/1/m9381pis.Par.0001.File.tmp/m9381pis.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/1/m9381pis.Par.0001.File.tmp/m9381pis.pdf
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3. Niðurstöður 

3.1 Ræktun, tjáning og hreinsun ensímafbrigða. 

E. coli LMG194 sáðrækt með  S79G/S87A óx vel og voru kóloníur aðgreinanlegar á agarnum 

með 100 µg/ml ampicilin LB-æti. Ekkert óx á kontrol skálina þar sem vatni var sáð í stað 

ræktar. 

   Tjáning á villigerð (framkvæmd af Bjarna) gekk vel en fyrri tjáning á S87G/S79A gekk ekki 

eins vel. Lítil tjáning fékkst fyrir það stökkbrigði en virknin mældist ekki nema 0,36 U/ml 

þegar O.D
550 nm

 = 2,0 og eftir að um 21 klst var frá því að bætt var við örvanum. Ástæðan 

fyrir því má líklega rekja til þess að það fraus fyrir loftinntakið á ræktunarskápnum þannig að 

hitastigið varð mun hærra en 18°C yfir nótt.  

   Bjarni Ásgeirsson sá um seinni tilraun tjáningar S87G/S79A en gekk hún mun betur.  

Hreinsun á því stökkbrigði er gerð skil í kafla 5.3 í viðauka II.  Bjarni Ásgeirsson sá svo 

einnig um hreinsunina á villigerð og er hún einnig til umfjöllunar  í kafla 5.3 í viðauka II. 

   Hreinsunin á F355Y gekk ekki alveg nógu vel í fyrra skrefinu á Strep-Tactin súlunni (mynd 

3.2) og leiddi SDS-rafdráttur í ljós óhreinindi í hreinsaða sýninu (mynd 3.1 rásir 5-9) og því 

var ákveðið að bæta við hreinsunarskrefi á MonoQ anjónaskiptasúlu (gögn ekki sýnd).  

 

Mynd 3.1. SDS-rafdráttur fyrir F355Y hreinsun af Strep-Tactin súlu. Myndin er sýnd með víxlaðri litastilligu (e. 

invert colors). Rás 1: staðall (PAGEruler Protein ladder) merkt er inn bönd í kDa, rás 5-9: skammtar 56-60 

(mynd 3.2), rás 10: gegnumflæði, rás 12: skammtur 61 (mynd 3.2). Pílan bendir á óhreindi í sýni eftir hreinsun, 

þríhyrningurinn bendir á líklegar tvíliður þar sem sýnið var ekki hitað fyrir rafdrátt. 

12 
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Eins og sést er hlaupið frekar ofhlaðið enda voru sýnin ekkert þynnt (nema með sýnisbuffer).  

   Birt er yfirlit yfir hreinsunarferlið fyrir F355Y í töflu 3.1. Einangrunartöflur fyrir 

villigerðina og S87G/S79A eru sýndar í viðauka II. Einnig voru teiknaðir upp hreinsunarferlar 

fyrir þau sýni (gögn ekki sýnd) og voru þeir í samræmi við hreinsunina á F355Y. Það 

gleymdist að mæla próteinstyrk fyrir flotið úr ræktuninni fyrir hreinsunina á F355Y og var því 

próteinmagnið metið með því að safna saman öllum skömmtunum af Strep-Tactin 

Sepharósaskiljunni eftir hreinsun og próteinstyrkur mældur með Zaman og Verwilghen 

aðferðinni eins og lýst var áður (virkni mæld einnig). Próteinmagn gegnumflæðis sem var 

safnað ætti að vera u.þ.b. jafnt og  próteinmagnið í öllum skömmtunum sem fóru í gegn og 

ættu að vera eins og próteinstyrkurinn áður en keyrt var á súlu. 

 

Mynd 3.2. Hreinsunarferill á Strep-Tactin Sepharósasúlu fyrir F355Y stökkbrigðið. Súla var jöfnuð með 20 mM 

Tris, 10 mM MgCl2 og hlaðið var á floti úr rækt (65 ml). Skolað var með 20 mM Tris, 10 mM MgCl2 lausn við 

skammt 30 og við skammt 42 með 150 mM NaCl, 20mM Tris, 10mM MgCl2 lausn til að losa ósértækt bundin 

prótein. Losað var af súlunni við skammt 52 með 2,5 mM desthiobiotin, 15% (v/v) ethylen glycol, 20 mM Tris, 

10 mM MgCl2 lausn. Safnað var skömmtum 56-59 og þeir merktir „sterk“ og skömmtum 60-64 merktir „veik“.  

   Eins og sjá má á töflu 3.1 voru heimtur rúmlega 58% fyrir fyrsta hreinsunarskrefið sem er í 

við hærri heimtur en aðrir hafa fengið fyrir hreinsun á þeirri skilju [17, 26]. Hreinsunin var 

rúmlega tuttuguföld fyrir Strep-Tactin skrefið. Eftir hreinsun á anjónaskiptaskilju (MonoQ) 

voru heimturnar rúmlega 40% en skammtar 12-13 (2 ml á hvern skammt) úr þeirri hreinsun 

voru notaðir til mælinga fyrir þetta verkefni en fyrir þá skammta voru heimtur 37% og 

hreinsun rúmlega þrítugföld.    
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   Heimtur fyrir hreinsun villigerðar, VAP-ST9 (pBAS40)  voru rétt rúmlega 21% eftir 

hreinsun á anjónaskiptaskiljunni (MonoQ) og hreinsun ekki nema rúmlega sjöföld (Viðauki II 

5.3). Heimtur voru rúmlega 43% fyrir S79A/S87G en ekki reyndist þörf á að hreinsa það 

betur eftir keyrslu á StrepTactin súlu því SDS-gel sýndi ekki óhreinindi (gögn ekki sýnd). 

 

Tafla 3.1. Einangrunartafla fyrir F355Y. Tvö hreinsunarskref voru framkvæmd, það fyrra á Strep-Tactin 

gripsæknisúlu og það seinna  á MonoQ anjónaskiptaskilju.“ Flot-rækt“ sýnið er flotið sem fékkst eftir 

spinninguna á ræktunarlausninni þar sem  frumur höfðu verið sprengdar líkt og lýst var í aðferðaköflum 2.2-2.3.  

Lausnum var safnað í sterkar og veikar eins og lýst er í aðferðakafla 2.3 og eru þær lausnir birtar sér í töflunni. 

Sterka lausnin sem kom af StrepTactin súlunni var skipt niður enn frekar (skammtar 12-13 og 14-15) eftir 

keyrslu á MonoQ súlu. 

 Tegund Sýnis Rúmmál 

(ml) 

Virkni 

(U/ml) (n = 3) 

Prótein 

(mg/ml) (n = 1) 

Eðlisvirkni 

(U/mg) 

Prótein 

(mg) 

Einingar 

(U) 

Heimtur 

(%) 

Hreinsun 

(X) 

 Flot-rækt 65 987 3,10 318 202 64100 100 1,0 

Strep-

Tactin 

SrepT-GegnFl 86 117 2,27 52 195 10100 16 0,2 

StrepT-Sterka 7,5 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 

MonoQ (veika) 7,5 62 0,03 2220 0,2 468 1 7,0 

MonoQ (sterka 12-13) 4 5930 0,61 9650 2,5 23700 37 30,3 

MonoQ (sterka 14-15) 4 456 0,15 3120 0,6 1820 3 9,8 

 

Eftir framkvæmd allra mælinga var ákveðið að rafdraga öll sýnin á einu geli upp á nýtt til að 

bera saman hreinleika og virtust sýnin vera laus við óhreinindi (mynd 3.3). Efsta daufa bandið 

í sýnunum eru líklega tvílliður þar sem sýnin voru ekki hituð fyrir rafdráttinn. Ekki er hægt að 

bera það saman við staðal sem sést illa en líklega var notað of lítið af honum. 

Mynd 3.3. SDS-rafdráttur, hreinleiki 

sýna borinn saman. Öll sýni voru þynnt 

sexfalt fyrir rafdrátt og ekkert hituð. 

Rás 6 villigerð VAP-ST9 (pBAS40) , 

rás 8 S79A/S87G, rás 10 F355Y. 

Staðall (til vinstri) sést of illa til að 

meta stærð. Pílan bendir á líklegar 

tvíliður. Bönd í öðrum rásum er til 

kominn vegna þess að það lak út fyrir 

rásir þegar sprautað var í rásirnar. 

 

 

6 
8 10 

8 10 



27 

Hér var aðeins tekið dæmi um hreinsunina fyrir F355Y en eins og áður var nefnt er fjallað um 

hreinsun villigerðar og stökkbrigðisins S79A/S87G í viðauka II, kafla 5.3. 

3.2 Hraðafræðimælingar. 

Michaelis-Menten hraðafræði er gagnleg til að bera saman hvötunareiginleika stökkbrigða við 

villigerðir. Fyrst skal nefna Michaelisfastann (KM) sem er sá styrkur hvarfefnis sem þarf til að 

ná hálfum hámarkshraða (Vmax) en hann er góður mælikvarði á sértækni bindingu ensíms við 

hvarfefni. Hverfitalan (e. turnover number), kcat lýsir því hve mörgum hvarfefnissameindum 

er umbreytt í myndefni á hverja sekúndu fyrir hverja fullmettaða ensímsameind (s.s. við 

Vmax). Algengt er að bera saman hvötunina og bindingu hvarfefnis með hlutfalli á milli kcat og 

KM en kosturinn við að bera saman kcat/KM er sá að það tengir hraða hvataðs efnahvarfs við 

styrk lausra ensímssameinda og hvarfefnis í lausn frekar en heildarensímstyrk [28]. Einnig er 

hægt að bera saman sækni mismunandi hvarfefna með kcat/KM [28]. 

   Hraðafræðifastar sem mældir voru fyrir villigerð og stökkbrigði eru sýndir í töflu 3.2.  

Tafla 3.2 Hraðafræði niðurstöður við 10 °C og pH 9,8. KM fastinn og kcat voru ákvarðaðir út frá aðfellu að 

Michaelis-Menten jöfnunni (jafna 2.4). Hver óháð tilraun (n = 1) samanstendur af þremur (n = 3) háðum 

mælingum við hvern styrk. Michaelis-Menten ferlar og útreikningar eru sýndir í viðauka II, kafla 5.4. Í sviganum 

fyrir hvern dálk eru sýnd áður mæld gildi frá Manuelu Magnúsdóttur [17]. 

Arfgerð KM (µM)  kcat (s
-1

) kcat/KM (s
-1

mM
-1

) 

Villigerð 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) 

 

   Niðurstöðurnar fyrir hraðafræðina sýna að stökkbrigðið S79A/S87G sýnir bæði hærra kcat 

og hærra KM en villigerð. Gert er ráð fyrir að eitt vetnistengi (af tveimur mögulegum) rofni 

fyrir það stökkbrigði og gæti það leitt til aukins sveiganleika í kringum hvarfstöð, sem leiðir 

til hærri hvötunar, og sem gæti einnig skýrt veikari bindingu hvarfefnis (hærra KM). F355Y 

sýnir lægra kcat en villigerð en einnig mun lægra KM sem leiðir til þess að hlutfallið kcat/KM 

mælist 2590 s
-1

 mM
-1

 en eitt vetnistengi ætti að hafa myndast. 

   Áður hefur verið mælt hækkað KM (24 µM) og lækkað kcat (22,5 s
-1

) miðað við villigerð 

sem var KM = 17 µM og kcat = 27,8 s
-1

 . Hækkun á kcat og KM fyrir S79A/S87G er hlutfallslega 

lægra en áður, fjórum sinnum hærra  kcat/KM miðað við villigerð hjá Manuelu Magnúsdóttur 

[17], en hér rétt rúmlega tvöfalt hærra en villigerð. Enn fleiri niðurstöður sýna  lægra KM en 
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hér er mælt en svipað kcat fyrir villigerð en ekki eins mikinn mun (B. Ásg; óbirtar 

niðurstöður). Ástæða fyrir þessum mun gæti verið mismunandi formeðhöndlun sýnis, m.a. 

tjáning og geymsla. Einni skal taka fram að gögnin úr töflu 3.2 eru fengin með aðeins einni 

tilraun (n = 1). 

 

3.3 Flúrljómunarmælingar og akrýlamíðbæling 

Hér verða sýndir afmyndunarferlar og akrýlamíðflúrljómunarbæling fyrir mismunandi styrk 

urea. Flúrljómunarferlar fyrir hvert sýni og Stern-Volmer ferlar eru sýndir í kafla 5.5 í 

viðauka II.  

   Notað var forrit til að meta við hvaða bylgjulengd mest útgeislun mældist. Þeim gildum var 

safnað saman í feril ásamt virkni við mismunandi ureastyrk. Notuð var aðfella við tveggja 

ástanda afmyndunarferil (N → U) skv. jöfnu 3.1 [29]. 

  
                             

  

  
  
      

                          

þar sem D er styrkur afmyndara, D1/2 er sá styrkur afmyndara sem þarf til að afmynda 

helming próteins, Ymax og Ymin eru y-gildi (skurðpunktar við y-ás) fyrir loka- og upphafsferil 

fyrir , mmax og mmin eru hallatölur fyrir loka- og upphafsferil, Δy er hallatalan í D1/2 og h er 

hliðrunarfasti (hliðrun upp eftir y-ás). 

   Ekki var sértaklega farið út í nálganir við þriggja ástanda afmyndunarferil en vissulega er 

afmyndun alkalísks fosfatasa í heild þriggja ástanda ferill (D → M → U), þar sem tvílíður (D) 

detta fyrst í sundur og einliður (M) afmyndast (U). Notuð er aðfella við tveggja ástanda feril 

til að sýna frávik frá tvíástandi. 

   Þeir punktar sem féllu óeðlilega langt út fyrir ferilinn voru teknir út. 

 

Afmyndun villigerðar, VAP-ST9 (pBAS40)   

Á mynd 3.4a sést að virkni er nánast fallinn (˂ 20% eftir) við 1,3 M (tvíliður að detta í 

sundur) ureastyrk og afmyndun einliða virðist eiga sér stað í kjölfarið frá 1,3 – 3,0 M. Zink 

mælist í lausn frá og með 1,3 M urea skv. PAR-zink mælingum (viðauki II kafli 5.6) og á 

sama tíma eykst flúrljómun. Þegar zink dettur úr hvarfstöð virðist afmyndun fara fram og 

tryptófan í vatnsfælnikjarna afhjúpast. 
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Mynd 3.4. Afmyndunarferill fyrir villigerð VAP-ST9 (pBAS40)  (a) og aðgengi vatnfælnihópa með 

akrýlamíðbælingu (b). (a) Notuð var aðfella að jöfnu 3.1 til að fá út feril fyrir tveggja ástanda afmyndunarferil. 

Hámarksútgeislun var metin með forriti (sjá kafla 6).  Zink magn var ákvarðað með PAR-zink mælingum 

(viðauki II, kafli 5.6). D1/2 = 2,5 M. Fyrir virknimælingar er n = 2, fyrir flúrljómun er n = 1 nema fyrir síðustu 4 

punktana þá er n = 2. (b). Ákvörðunin á Ksv fasta fyrir hvert sýni fór fram með mælingum á bælingu akrýlamíðs 

fyrir [Akrýlamíð] = 0 – 0,25 M (n = 5). Hægt er að sjá Stern-Volmer ferlana í kafla 5.5 í viðauka II. 

   Við lágan ureastyrk (0,1 - 0,2 M) verður virkniaukning sem er vel þekkt hjá AP fyrir lágan 

styrk á urea, m.a. í þorski [6] en engum hefur enn tekist að útskýra hvers vegna. Ein hugmynd 

er sú að við lágan ureastyrk losni að einhverju leiti bygging ákveðinna klasa sem leiðir til 

meiri hreyfanleika og aukinnar virkni [6]. Ef litið er á virkniferilinn á mynd 3.4a sést 

einkennandi stökk í virkni (við 0,5 M urea) en að öllum líkindum er hér um mæliskekkju að 

ræða þar sem einungis tvær mælingar eru að baki hvers mælipunkts fyrir sig. Að auki hverfur 

virknin ekki fullkomnlega fyrr en við 6 M styrk af urea sem gæti bent til mengunar þar sem 

alkalískur fosfatasi úr E. coli gæti hafa slæðst með. Það væri hins vegar einkennilegt þar sem 

hreinsað var á Strep-Tag gripsúlu sem er sérstæk fyrir StrepTag halanum sem búið var að 

innlima á plasmíðið fyrir Vibrio fosfatasann. Önnur líkleg skýring gæti verið endurvirkjun 

ensímsin þegar það er fært úr 10°C hitabaði og geymt á ís (D ⇆ 2M ⇆ 2U gengur til baka) en 

hugsanlega hefði verið betra að færa sýnin í 10°C vatnsbaðið aftur. 
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   Frá ureastyrk 0,2 – 0,6 M eykst rauðvik í flúrljómun eilítið en hjaðnar svo aftur niður að 

grunnlínu en við þennan efri ureastyrk eru tvíliður að byrja að detta í sundur en einliðurnar 

eru enn heilar, sem hefur verið metið með gelsíun (B. Ásg; óbirtar niðurstöður). 

   Þegar tvíliðurnar detta í sundur er hugsanlegt að ein af þeim fimm tryptófan, sem eru í 

hvorri mónómeri fyrir sig, afhjúpist. Einnig er hugsanlegt að aðgengi að  Trp sameindar aukist 

tímabundið vegna staðbundinnar losunar annars staðar. Ómögulegt er að segja til um hvar 

þetta gæti gerst, en urea virðist koma svæðum (hugsanlega lykkjum) í byggingunni í ,,lausara“ 

ástand, sem birtist t.d. í aukinni virkni við lægstu styrkina eins og áður var nefnt.  Hér virðist 

vera einhvers konar ,,molten globule“ millistig þar lýsir sér í minni pökkun á vatnsfælnum 

svæðum og aukinnar hreyfingar lykkja sem virðist hugsanlega leiða til þess að ein 

tryptófansameind afhjúpist. 

   Á mynd 3.5a sést hvar Trp460 liggur rétt við mót einliðanna en hún er sú tryptófan sem er 

líklegust til í að vera í samskiptum við lykkjur, vegna nálægðar við kórónúsvæðið og stóru 

lykkjuna. Hugsanlega gæti  þessi tryptófan sameind tekið þátt í þessari litlu aukningu á 

flúrljómun þegar einliðurnar eru að detta í sundur ef lykkjur eiga í samskipti við hana. Hún 

reynist þó vera tiltöluega miklum samskiptum við leysinn í svipmótuðu ástandi eins og sést 

bæði á mynd 3.5a og í töflu 1.2 (49% aðgengileg). Á mynd 3.5b sést að Ser320 vetnistengist 

við Ser320 af hinni einliðunni við meginkeðju en sú serín er staðsett við rætur stóru lykkjanna 

sem ganga yfir sitthvora einliðuna. Hugsanlegt er að tengsl þarna á milli sé lykilatriði í 

tengingu þessarra einliða og stóru lykkjanna og þegar þau tengsl rofna byrji tvíliðurnar að 

detta í sundur. Mögulega væri hægt að líkja hraðari hreyfingum á þessu svæði við legur (e. 

hinges) sem eru nauðsynlegar fyrir ,,smurningu“ á hreyfingum stærri klasa eins og áður hefur 

verið lýst með FRET- og NMR mælingum en einnnig ,,molecular dynamics“ á adenylate 

kínasa [8].  

   Losun einliða gæti leitt af sér stutta afhjúpun Trp460 til leysis en þegar styrkur urea eykst 

enn meira gæti stóra lykkjan (græna lykkjan á mynd 3.5b) hulið hana aftur en staða 

yfirborðslykkjanna gæti verið breytileg með auknum ureastyrk. 

   Allar þessar hugleiðingar er þó mjög erfitt að sanna með niðurstöðum þessarrar rannsóknar. 

Það gæti því verið gagnlegt að gera markvissar stökkbreytingar á Ser320 og Trp460 og kanna 

hvaða áhrif þau hafa við lágan ureastyrk. 

   Akrýlamíðbæling virðist ekki gefa neinar afgerandi upplýsingar um afmyndunina og virðist 

bælingin vera mjög á flökti. Það sést að Stern-Volmer hraðafastinn Ksv, sem er mælikvarði á 

aðgengi bæliefnis að tryptofan hópum, tekur stökk frá [urea] 1 – 2 M (mynd 3.4). Það er 

u.þ.b. styrkbilið af urea sem þurfti til þess að zink dytti út. Hér virðist aftur vera einhvers 
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konar hindrun í gangi þar sem bæling gengur til baka. Burt séð frá þessu stökki í bælingu 

virðist bælingin vera nokkurn veginn línuleg fyrir villigerðina og aukast mjög eftir 2 M þegar 

einliðurnar afmyndast (eins og búast mátti við í tvíástandsafmyndun). Betri niðurstöður gætu 

náðst með annað hvort minni bælisameind s.s. joði eða súrefni eins og áður var nefnt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 3.5 Trp460 er nálægt samskeytum á milli einliða og í nánd við stærstu lykkjur. (a) Hér sést Van Der Waa 

bl‘s mynd af einliðunni. Trp 460 er lituð sægræn (e. cyan). Þessi tryptófan gæti verið að afhjúpast að einhverju 

leyti þegar tvíliðurnar detta í sundur við afmyndun með urea en á myndinni sést þó að hún er frekar aðgengileg 

fyrir leysi (49% ,,exposed“, tafla 1.2). (b) Nærmynd af Trp460 og samskipti milli einliða. Ser320 er staðsett við 

rætur stóru lykkjanna (græn fyrir fyrri einliðuna, fjólublá fyrir hina) sem liggja fyrir gagnstæða einliðu. 

Hýdroxýlhópar serínhliðarhópanna vetnistengjast við súrefni af meginkeðju hvorrar serín fyrir sig. 

(a) 

(b) 
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   Þessar niðurstöður, bæði með flúrljómun og flúrljómunarbælingu, við mismunandi 

ureastyrk, benda sterklega til þess að um eitthvers konar ,,molten globule“ ástand eigi sér stað 

við það leiti sem dímerur eru að detta í sundur.  

 

Afmyndun S79A/S87G. 

Forrit var notað á sama hátt og fyrir villigerð til þess að meta við hvaða bylgjulengd mest 

útgeislun mældist og  notuð var aðfella við jöfnu 3.1 eins og áður (mynd 3.6a).  

   Tvíliðurnar virðast detta í sundur við nánast sama ureastyrk og villigerð og virðist 

afmyndun einliða eiga sér stað einnig á sama stað (1,2-1,3 M). Óreglulegt flökt má sjá í 

rauðviki frá 0-1 M urea og virðist eitthverjar breytingar vera að eiga sér stað þar en ekki þó 

eins greinilega og sést hjá villigerðinni en hér vantar upplýsingar um hvenær málmjónirnar 

detta út. Ekki er afgerandi munur á því sem er að gerast við lágan ureastyrk miðað við 

villigerðina og gilda því sömu umræður við þetta stökkbrigði og fyrir villigerðina. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 3.6. Afmyndunarferill S79A/S87G (a) og aðgengi vatnsfælnihópa með akrýlamíðbælingu (b). (a) Notuð 

var aðfella að jöfnu 3.1 til að fá út feril fyrir tveggja ástanda afmyndunarferil. Hámarksútgeislun var metin með 

forriti (sjá kafla 5). D1/2 = 1,9 M.  Fyrir virknimælingar er n = 2, fyrir flúrljómun er n = 1.(b) Ákvörðunin fyrir 

Ksv fastann fyrir hvert sýni fór fram með mælingum á bælingu akrýlamíðs fyrir [Akrýlamíð] = 0 – 0,25 M (n = 

5). Hægt er að sjá Stern-Volmer ferlana í kafla 5.5 í viðauka II. 

 

Virkniferillinn (mynd 3.6a) sýnir örlítið mæliflökkt á milli 0-2 M en virknin er ekki algjörlega 

fallin fyrr en um 4 M urea en hjá villigerðinni þraukaði hún fram að 6 M urea.  
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   Akrýlamíðbæling sýnir meiri bælingu fyrir S79A/S87G en villigerð (sjá skalana á mynd 

3.5b og 3.6b) og gæti það bent til lauslegri pökkunar vatnsæfælinna hópa. Stökkbrigðið ætti 

að hafa fækkað vetnistengjum við stóru yfirborðslykkjuna og passar því aukin bæling við það 

módel að sveiganleiki gæti verið aukinn við fækkun vetnistengja og einnig leitt til minni 

vatnsfælinnar pökkunar. 

Afmyndun F355Y. 

Gerðar voru mælingar fyrir talsvert fleiri mælipunkta á afmyndunaraferli fyrir F355Y 

stökkbrigðið en hins vegar voru ekki gerðar mælingar fyrir akrýlamíðbælingu. Á 

afmyndunarferlinum (mynd 3.7a) sést að virkni fellur við svipaðan ureastyrk og fyrir  hinar 

arfgerðirnar. Á bilinu 0 - 0,5 M urea sést einnig eilítið stökk í rauðviki flúrljómunar sem 

virðist vera sambærilegt og hjá villigerðinni.  

   Eins og hjá villigerð þá helst örlítil virkni alveg fram að 6 M líkt og hjá villigerð og gilda 

sömu umræður að ofan um E. coli óhreinindi og endurvirkjun ensímsin við geymslu á ís. 

 

 

 

Mynd 3.7. Afmyndunarferill fyrir  F355Y. Notuð var 

aðfella að jöfnu 3.3.1 til að fá út feril fyrir tveggja 

ástanda afmyndunarferil. Hámarksútgeislun var metin 

með forriti (sjá kafla 5). D1/2 = 1,6 M . Fyrir 

virknimælingar er n = 3, fyrir flúrljómun er n = 1 

 

 

 

   Þegar á heildina er litið virðist afmyndun með urea vera þriggja ástanda ferli bæði, hjá 

villigerð  og stökkbrigðum, þar sem dímerur losna fyrst í sundur og einliður afmyndast svo (D 

→ M → U). Ekkert bendir til annars en að afmyndun einliða sé tvíástandsferli sem felur ekki í 

sér neitt stöðugt milliástand.  

   Sýnt hefur verið fram á með útreiknuðum afmyndunarferlum  að við mjög lágan ensímstyrk 

er hægt að greina með flúrljómun hvenær tvíliður eru að detta í sundur en það lýsir sér í litlu 
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stökki í flúrljómun (líklega aðeins 1 Trp sem afhjúpast) áður en einliður afmyndast. Við hærri 

ensímstyrki er stökkið ekki eins sjáanlegt. Ef um óvirkt tvíliðuástand er að ræða sést engin 

breyting í flúrljómun áður en einliður afmyndast en þá sjást yfirleitt tveir flúrljómunarhólar á 

afmyndunarferli einliða þar sem tvennt er að gerast í einu, sundrun tvíliða og afmyndun 

einliða [30]. Þegar óvirkt tvíliðustig myndast gildir hins vegar öfugt hvað varðar ensímstyrk 

þar sem við háa ensímstyrki er þríástand sem greinilegast. 

   D1/2, eða sá styrkur af urea sem þarf til þess að afmynda helminginn af einliðunum er 

mismunandi eftir stökkbrigði og villigerð. Villigerðin sýndi lang hæsta gildið eða 2,5 M, hjá 

S79A/S87G var það 1,9 M og hjá F355Y var það 1,6 M. Athuga skal þó að matið á D1/2 

byggist á mun færri mælipunktum fyrir villigerð og S79A/S87G en hjá F355Y og gæti það 

jafnvel skýrt þennan mun að einhverju leyti en greinilegt er þó að það þarf meiri styrk af urea 

til að afmynda villigerð en F355Y. 

   Við lágan ureastyrk (0,3-1,0 M) virðast vera vísbendingar um ,,molten globule“ stig eins 

nefnt var áður þar sem stóra lykkjan, sem gengur yfir hina einliðuna, gæti verið á hreyfingu 

vegna breyttra aðstæðna og vegna hækkandi ureastyrks. 

   Fríorka fyrir sundrun tvíliða í einliður, afmyndun einliða ásamt heildarafmyndunarfríorku er 

reiknuð út frá gögnum í þessum kafla og er sýnt í kafla 3.6. 

 

3.4 Atómgleypnimælingar. 

Mælt var zink- og magnesíummagn í VAP-ST9 úr þremur villigerðarplasmíðum, pBAS20, 

pBAS60 og pBAS40  (plasmíðið sem notað var í þessu verkefni) en einnig í stökkbrigðunum 

F355Y og S79A/S87G (tafla 3.3). Munur á milli tilrauna felur einungis það í sér hvernig 

díalíserað var eins og lýst var í aðferðum. Í fyrri tilrauninni var rúmmál í díalíserupokum 5,5 

ml samtals og díalíserað var í 1 L yfir nótt sem er u.þ.b. 180x þynning. Í seinni tilrauninni var 

díalíserað tvisvar í 1 L og þ.a.l. 180x180 = 32000x þynning. Taka skal fram að ensímið var 

ekki afmyndað áður en því var sprautað í loganemann en það ætti líklega ekki að hafa áhrif 

þar sem afmyndun fer fram um leið og sýnið snertir logann. 
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Tafla 3.3 Zink og magnesíum hlutfall í sýnum metið með atómgleypnimælingu. Munurinn á fyrri og seinni 

tilraun er formeðhöndlun sýnis. Í fyrri tilrauninni var dialyserað 1x í 1L af buffer yfir nótt en í þeirri seinni 2x í 

1L buffer. 

Arfgerð 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 mældist í sýnum (gögn ekki sýnd). Í fyrri tilrauninni mældist talsvert af 

magnesíum í blankinum en líklega á sér stað vanmat vegna þess. Í seinni tilrauninni mældist 

zink staðallinn fyrir 1 ppm tvöfalt hærri en í fyrri tilrauninni og veldur það líklega vanmati á 

zinki. Af hverju svona mikill munur er á milli þessarra tilrauna gæti tengst 

formeðhöndluninnni og líklega aðalega  því hvernig var ,,díalíserað“ en mögulega gæti önnur 

aðferð hentað betur til að sía málmana burt úr sýnunum. Spurning er hvað bindifasti zinks og 

magnesíums við ensímið sé hár en ef hann er ekki mjög hár gæti díalíseringin hreinlega 

dregið málmana út úr ensíminu þar sem jafnvægið: E + M ⇆ EM er ávalt í gangi og ef 

minnkað er magn M í lausn (með t.d. díalíseringu) er verið að draga þetta jafnvægi til vinstri. 

   Litið verður á tilraun 1 sem niðurstöður fyrir zink og tilraun 2 fyrir magnesíum. Ef litið er á 

zinkmagnið þá hefur S79G/S87A tapað einu zinki á meðan F355Y heldur enn sínum tveimur. 

Villigerðin af pBAS20 var orðin mjög gömul og líklegt er að það mælist lægra zink í því 

vegna tap á zinki við geymslu. Ef litið er á magnesíum þá mælist  minna af því (er þó til 

staðar) í F355Y miðað við villigerð en S79A/S87G virðist halda sinni magnsesíumjón vel líkt 

og villigerð. 

 

3.5 Fríorka fyrir afmyndun. 

   Notuð var ,,linear extrapolation“ aðferðin til að meta fríorku eins og lýst hefur verið áður 

fyrir þorska AP hjá Bjarna Ásgeirssyni et. al [31]. Afmyndun AP með urea er hægt að lýsa 

með þríástands jöfnu: 

                                                    ⇆                            (Jafna 3.2) 
Kd Ku 
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þar sem N2 er svipmótað tvíliðuuástand, N eru svipmótaðar einliður, U eru afmyndaðar 

einliður, Kd er jafnvægisfastinn fyrir losun dimera og Ku er jafnvægisfastinn fyrir afmyndun 

einliða. 

   Ku er reiknað fyrir normalíseraðan feril flúrljómunargagna þar sem Ku = [U]/[N] eða Ku = 

f2/f1 þar sem f1 er hlutfall svipmótað á móti og f2 er hlutfall afmyndað. Kd er reiknað 

samkvæmt virkniferli, en þar sem VAP hefur óvirkar einliður er hægt að reikna Kd út frá 

virkniferil en rétt er að taka fram að virknin hefur ekki fallið alveg þegar einliðurnar byrja að 

afmyndast (myndir 3.5-7) en það gæti verið vegna mengunar eða afturvirkni eins og áður 

hefur verið nefnt. Samt sem áður var Kd reiknað: Kd = [N]
2
/[N2] eða Kd = (fu)

2
/fv þar sem fu er 

hlutfall óvirks ensíms og fv er hlutfall virks ensíms. Fríorkan fyrir afmyndun er reiknuð 

samkvæmt: 

                (jafna 3.3) 

þar sem R er gasfastinn (í J mól
-1 

K
-1

), T er hitastig í kelvin og KD er jafnvægisfasti fyrir 

hvaða hvarf sem er. Notuð var ,,linear extrapolation“ aðferðin til að ákvarða ΔGH2O (fríorkan 

án afmyndara) skv. jöfnu 3.4 (mynd 3.8). 

                           (jafna 3.4) 

 

 

 

 

 

 

Mynd 3.8 Fríorka fyrir sundrun tvíliða (a) og afmyndun einliða (b) fyrir villigerð og stökkbrigði.  Fríorkan var 

metin með linear extrapolation aðferðinni: ΔGa = ΔGH2O + m[urea]. 
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Þar sem ΔGa er fríorkan við mismunandi styrki afmyndara, ΔGH2O er fríorkan fyrir afmyndun 

án afmyndara og m er hallatala bestu línu fyrir afmyndara sem er stundum notað sem 

mælikvarði á aðgengilega hópa á yfirborði [31]. Heildarfríorkan fyrir afmyndun er svo metin 

skv. jöfnu 3.5. 

                  (jafna 3.5) 

Þar sem ΔGH er heildar fríorka fyrir afmyndun, ΔGd fríorka fyrir losun tvíliða og ΔGu fríorka 

fyrir afmyndun hvorrar einliðu fyrir sig.  

 

   Mat á ΔGH2O var gott fyrir afmyndun einliða hjá F355Y og var vel línulegt samband á milli 

fríorkunnar og afmyndara fyrir það stökkbrigði (mynd 3.8). Mat á ΔGH20 var ekki eins gott hjá 

villigerð og S79A/S87G en eins og áður var nefnt þyrftu mælipunktar þeirra mælinga að vera 

þéttari til að fá betri nálgun á ΔGH2O fyrir þær arfgerðir.  

   Í töflu 3.4 er tekið saman niðurstöður sem fengust fyrir fríorku fyrir afmyndun auk m-gilda 

fyrir afmyndara. Þar sést að fríorkan fyrir losun tvíliða er mjög lág eða minna en 1 kJ/mól sem 

er einkennilega lágt og er rétt í kringum stærðargráðu Van der Waals hrifa. Lægst er fríorkan 

fyrir losun tvíliða hjá F355Y (0,33 kJ/mól) en örlítið lægri hjá S79A/S87G (0,72 kJ/mól) 

miðað við villigerð (0,99 kJ/mól).  

Tafla 3.4 Fríorka fyrir heildarafmyndun (ΔGH), losun tvíliða (ΔGd) og afmyndun einliða (ΔGu). m-gildi fyrir 

afmyndara eru sýnd fyrir aftan fríorkugildin ({m}) 

Arfgerð ΔGH (kJ/mól)  ΔGd (kJ/mól)  ΔGu (kJ/mól) {m} 

VAP-ST9 (pBAS40)  35,8 0,99  17,4 {7940} 

F355Y 26,9 0,33  13,3 {8330} 

S79A/S87G 27,9 0,72  13,6 {7070} 

 

  Afmyndun einliða var 17,4 kJ/mól hjá villigerð, 13,3 kJ/mól hjá F355Y og 13,6 kJ/mól hjá 

S79A/S87G. Heildarfríorkan (ΔGH) er mest tilkomin vegna afmyndunar einliðanna (ΔGu) og 

hefur villigerð 35,8 kJ/mól á meðan F355Y hefur 26,9 kJ/mól og S79A/S87G 27,9 kJ/mól. 

Merkilegt er að heildarfríorkan lækkar bæði fyrir F355Y (þar sem tengi áttu að myndast) og 

S79A/S87G (þar sem tengi áttu að rofna) en tölvugerð módel af stökkbrigðum unnin 

samkvæmt kristalgreiningu villigerða geta ekki alltaf gefið nákvæma mynd um stellingu hópa. 
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   Ef litið er á m-gildin fyrir afmyndun einliða sést að það er lítill munur á milli villigerð 

(7940) og S79A/S87G (8330) en m-gildið fyrir F355Y er aðeins lægra (7070) sem gæti þýtt 

að örlítið minna sé af aðgengilegum hópum þar. 
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4. Umræður 

   Tjáning VAP gekk ekki vel fyrir S79A/S87G stökkbrigðið sökum vandræða með hitastig í 

tjáningu. Forsendur fyrir góðri tjáningu virðist vera frekar lágt hitastig en E. coli frumurnar 

sem tjáðu ensímið voru látnar vaxa við 18°C. Við tjáningu við lægra hitastig hafa fengist fleiri 

virkar einingar (B. Ásg; óbirtar niðurstöður). Hvað hreinsunina varðar þá hafa heimtur verið 

mjög á reiki í hreinsunarskrefinu af Strep-Tactin súlunni og hafa þær yfirleitt verið hæstar um 

50-60% en oftast lægri. Mun lægri heimtur virðast fást ef rúmmál frumuflots sé hátt (eða 

mjög þétt af próteini) og virðist sem súluefnið sé að mettast við týpíska tjáningu úr rækt.  

   Ef hreinsa á í einu skrefi á Strep-Tactin Sepharósasúlu gæti hugsanlega þurft meira af virku 

gripsúluefni en einnig væri fróðlegt að prufa Strep-Tactin súlu með öðrum armhóp (e. spacer). 

Eitt er allavega víst, að núverandi hreinsunarferill er ekki nógu öflugur þar sem verið er 

mögulega að henda virku VAP ensími. Hvarfefnið pNPP er hins vegar ósértækt m.t.t. 

fosfatasa og því gætu virku einingarnar, sem miðað er við eftir tjáningu, verið ofmetnar þar 

sem ekki er búið að slökkva á nýmyndun virkra fosfatasa úr E. coli í tjáningunni. 

    

   Hraðafræði ensímafbrigða VAP ber ekki alveg saman við áður birtar niðurstöður [17]. Bæði 

villigerðir og stökkbrigði sýna talsvert hærra KM og mun hærra kcat en líklega er það nærra 

lagi þar sem fleiri gögn styðja svo hátt kcat (B. Ásg; óbirtar niðurstöður). Munurinn hér á milli 

gæti falist í mismunandi formeðhöndlun sýnis, s.s. í tjáningu og hreinsun og jafnvel aðstæðum 

í mælingum eins og hitastigi en hraðafastar eru mjög háðir hitastigi og er grunnreglan oft sögð 

vera að við hverjar 10°C tvöfaldist hraðafastinn. Einnig er mjög mikilvægt að beita 

samhæfðum vinnubrögðum við mat á ensímstyrk en unnið er með það lága styrki ensíms að 

ekki er mögulegt að mæla hann beint heldur þarf að mæla úr stofnlausn eftir á. Nýlega mæld 

gögn benda til þess að ef ekki er mælt í hitastýrðum ljósgleypnimæli er nauðsynlegt að kæla 

kúvettur til þess að forða því að hitastig hækki (B. Ásg; óbirtar niðurstöður).  Í þessu verkefni 

var annað hvort hitastýring á mælinum eða kúvettur geymdar á ís á með sýni voru geymd við 

10°C og ætti hitinn því ekki að skýra þennan mun. 

   Mikilvægt er að ná að samræma niðurstöður allra þeirra hraðafræðimælinga sem gerðar hafa 

verið til að hægt sé að birta gögn í tímaritsgrein. Villigerð mælist með kcat/KM 4410 s
-1

 mM
-1

, 

KM 62,7 µM og kcat 189 s
-1

.  Burt sé frá samanburði á hraðafræði þá benda niðurstöður 

þessarar rannsóknar til þess að stökkbrigðið F355Y hafi miklar sækni í hvarfefni því KM 

gildið er lágt, 21,9 µM en F355Y sýnir þó minna kcat en villigerð og því er kcat/KM ekki mjög 
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hátt. S79A/S87G mælist með hærra kcat eða 195 s
-1

 en einnig hærra KM en villigerð (77,0 µM) 

ogkcat/KM er svipað og hjá F355Y eða 2530 s
-1

 mM
-1

.  

 

   Nú var bæði unnið með stökkbrigði þar sem rofin voru vetnistengi við stóru 

yfirborðslykkjuna (S79A/S87G) og ný vetnistengi mynduð við rætur stóru 

yfirborðslykkjunnar á milli eininga (F355Y). Var einhver munur á hraðafræði milli þessa 

stökkbrigða? Áður var sýnt fram á að hjá F355Y minnkaði örlítið virkni og það minnkaði 

einnig sækni ensíms í hvarfefni en munurinn var ekki stórvægilegur  (tafla 3.2) [17] . 

Hugsanlega væri hægt að skýra það með því að segja að yfirborðslykkjan sé mikilvæg fyrir 

hvötunina en stífni hennar gæti minnkað hvötun en S79A/S87G sýndi miklu meiri hvötun sem 

styður þá nálgun einnig. Niðurstöður þessarar rannsóknar einnig til þess að hreyfanleiki 

lykkjunnar sé ráðandi þáttur í hvötun þar sem S79A/S87G sýndi einnig hærri hvötun eins og 

áður [17] þó ekki alveg eins og mikla miðað við villigerð. F355Y sýndi  lægri hvötun (kcat) en 

kcat/KM var hærra sökum þess að KM fyrir það stökkbriði mældist miklu lægra en fyrir 

villigerð. Niðurstöðurnar fyrir F355Y eru því ekki í samræmi við áður birt gögn [17] þar sem 

það stökkbrigði hafði sýnt örlítið lægri hvötun en villigerð. Kannski eru þau vetnistengi sem 

myndast hjá F355Y að hafa áhrif á hreyfanleika annarra mikilvægra svæða fyrir hvötun eða 

eru tengin kannski alls ekki að myndast?  

   Farið verður með varkárni í túlkun á þessum hraðafræðiniðurstöðum þar sem gögnum ber 

ekki saman en taka verður fram að gögn í þessu stutta sérverkefni eru ekki stór samkvæmt 

tölfræðinni og hraðafræðigögnin einungis stutt af einni óháðri mælingu fyrir hverja arfgerð. 

    

   Aldrei áður hefur verið fylgst með afmyndun VAP-ST9 (pBAS40) með urea eða 

stökkbrigðum á því plasmíði með flúrljómun. Því var beðið með talsverðri eftirvæntingu eftir 

niðurstöðum úr þeim mælingum. Mikill metnaður var lagður í þær mælingar en þær tóku  um 

heilan sólahring fyrir hverja arfgerð sökum fjögurra tíma setningu (e. incubation) sýna og 

fjölda mælinga fyrir hvert sýni. Til að vinna úr þeim miklu gögnum (300-400 

flúrljómunargögn) voru kóðar skrifaðir í MATLAB til að auðvelda túlkun og framsetningu 

gagnanna (kafli 6). Villigerðin og stökkbrigðin tvö sýndu öll merki þess að afmyndunin væri í 

heild þríástandsferli (D   M   U) þar sem fyrst detta virkar tvíliður sundur í óvirkar einliður 

sem afmyndast að lokum í full afmyndað ensím. 

   Þegar tvíliðurnar detta í sundur virðist myndast  einliðu-millistig sem er ekki stöðugt (m.t.t 

urea) áður en einliðurnar að lokum afmyndast. Gelsíunargögn benda til þess að flúrljómunin 

sé að aukast við sama ureastyrk og einliðurnar byrja að detta í sundur (gögn ekki sýnd). 
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Einliðu-millistigið sást einnig með aðgengi akrýlamíðs að tryptófan í vatnsfælnikjarna þar 

sem við þann ureastyrk (1-2 M) voru tvíliðurnar að mestu dottnar í sundur og áður en einliður 

afmyndast verður aukning á bælingu flúrljómunar sem gengur til baka. Hægt er að lýsa þessu 

einliðu-millistigi sem einhvers konar ,,molten globule“ sem lýsir sér í lausbyggðari 2. stigs 

byggingu þar sem tryptófan sameind afhjúpast. Fróðlegt væri að athuga hvort 

þríástandsferillinn sé greinilegur við hærri ensímstyrki en líklega sést hann ekki eins vel við 

hærri styrki [30].  Ekki reyndist vera sérstakur munur milli stökkbrigða hvað 

millistigsástandið varðar nema fyrir S79A/S87G þá sést flökktið í flúrljómun við aðeins hærri 

ureastyrk en fyrir villigerð og F355Y. Auk þess var D1/2 lægst fyrir F355Y en hæst fyrir 

villigerð sem segir að þau vetnistengi sem myndast hjá F355Y eru ekki að stöðga ensímið 

með tilliti til mótvægis á móti urea. 

   Erfitt getur verið að túlka flúrljómunargögn próteina með margar tryptófan sameindir en 

VAP hefur fimm fyrir hverja einliðu. Skoðað var hvaða Trp sameind væri líklegust til að 

afhjúpast við sundrun tvíliða (m.t.t. nálægðar við yfirborðslykkjur) og var bent á Trp460 sem 

líklega þar sem hún er staðsett nálægt mótum einliða og nálægt rótum stóru 

yfirborðslykkjunnar (og kórónusvæðis). Hugsanlegt er að stóra lykkjan loki fyrir flúrljómun á 

þessari Trp460 á einhvern hátt þegar ureastyrkur hækkar. Þetta eru samt langsóttar túlkanir og 

erfitt að sanna en besta vopnið í vopnabúrinu til að meta umhverfi einstakra tryprófan er með 

markvissum stökkbreytingum annað hvort á tryptófansameindum eða sameindum i kringum 

þær. 

 

   Atómgleypnimælingarnar bentu til þess að S79A/S87G missi eina zink jón úr hvarfstöð en 

það er það stökkbrigði sem sýndi bæði hærra kcat og KM. Báðar zink jónirnar taka þátt í hvötun 

og þykja þetta því vera einkennilegar niðurstöður en þetta á eftir að staðfesta með fleiri 

atómgleypnimælingum á næstunni. Einnig virðist F355Y stökkbrigðið ekki halda eins vel í 

magnesíumjónina en það mælast um 0,44 Mg á hverja einliðu. Hér þarf að taka svolítið tillit 

til formeðhöndlun sýnis (m.t.t tjáningar, hreinsunar og geymslu) en það er líklegt að einhver 

og jafnvel hluti ensímsins sé afmyndaður vegna meðhöndlun sýnis en hugsanlega þarf að 

vanda betur ,,dýalíseringu“. Eitt er þó alveg víst, eins og PAR-Zn mælingar fyrir villigerð 

sýna, að zink virðist vera mikilvægt fyrir stöðugleika einliða þar sem þær afmyndast um leið 

og zink dettur út. 

    

   Fríorka fyrir afmyndun villigerða mælist í heildina 35,8 kJ/mól samkvæmt virkni- og 

flúrljómunarmælingum. Stökkbrigðin tvö mælast með lægra gildi eða 26,9 kJ/mól fyrir 
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F355Y og 27,9 kJ/mól fyrir S79A/S87G. Mjög lítil fríorka virðist vera fólgin í sundrun tvíliða 

(˂ 1 kJ/mól) en heildarfríorka afmyndunar virðist vera að mestu til komin vegna afmyndunar 

einliðanna. Einliðurnar eru óstöðugri m.t.t. urea hjá F355Y (8,9 kJ/ mól minni fríorka fyrir 

afmyndun) sem og S79A/S87G (7,9 kJ/mól minni fríorka fyrir afmyndun. Stökkbrigðin 

virðast því vera í heildina óstöðugri en villigerð gagnvart afmyndun með urea, en áður hefur 

verið sýnt fram á minni varmastöðugleika S79A/S87G eins og áður var nefnt [17]. 

Nauðsynlegt væri að mæla  fleiri  punkta á bilinu fyrir [urea] = 2-3 M til þess að fá góða 

kontról mælingu (fyrir villigerð) til þess að geta birt niðurstöður í tímariti. 

Fríorkniðurstöðurnar eru mun betri fyrir stökkbrigðin og líklega þarf ekki að mæla þau frekar. 

   Einkennilegt er að F355Y sýnir lægri stöðugleika en villigerð og nánast sömu og S79A/S7G 

þar sem vetnistengi ættu að rofna í því tilfelli (hjá S79A/S87G). Heildarstöðugleikinn 

minnkar fyrir bæði stökkbrigðin og þau sýna einnig bæði hærri hvötunargetu (kcat/KM). Það 

styður þá hugsun að stöðugleika hafi verið ,,fórnað“ fyrir sveiganleika og er það í samræmi 

við sveiganleikajafnvægið sem hefur verið nefnt (jafna 1.1). Hins vegar þá er einkennilegt að 

F355Y sýnir bæði hærri virkni og minni stöðugleika þar sem markmiðið með að útbúa það 

stökkbrigði var að reyna að stífa stóru yfirborðslykkjuna með vetnistengi en hins hins vegar 

gæti myndbreyting vegna þess valdið staðbundnum óstöðugleika annars staðar. 

   Áður hefur verið metin fríorka með flúrljómunarmælingum fyrir villigerð AP úr Vibrio 

G15-21 (hrein villigerð, án hala) en þá mældist ΔG svipað fyrir heildarafmyndun eða 35,1 

kJ/mól [14] en það er ekki algjörlega samanburðarhæf tala þar sem sú mæling fór fram við 

15°C en mælt var við 10°C í þessu verkefni. Einnig er hægt að bera saman ΔG fyrir 

heildarafmyndun þorska AP mælt með flúrljómun en hún reyndist 133 kJ/mól [6] en þar var 

mælt við 25°C. Burt séð frá þessum samanburði virðist fríorkan fyrir afmyndun vera í lægri 

kantinum fyrir VAP og ensímið virðist tiltölulega óstöðugt varðandi afmyndun m.t.t. urea. 

Urea spillir vatnsfælnihrifum en stöðugleiki AP (úr þorski) hefur áður verið mestur tengdur 

vatnsfælnihrifum en minna jónískum hrifum með samanburði á urea og gúanídíum klóríð 

afmyndun [6]. 

   Hlutverk stóru lykkjunnar virðist enn vera mikilvæg í hvötun og greinilegt er að þær 

stökkbreytingar sem skoðaðar voru hér hafa áhrif. Áður pössuðu bæði hraðafræði- og 

stöðugleikagögn við það módel að aukinn sveiganleiki, og tengsl stóru yfirborðslykkjunnar 

við gagnstæða einliðu, sé ráðandi þáttur í aukinni hvötun og minnkun á varmastöðugleika 

[17]. Stökkbrigðið F355Y gengur ekki í takt við þessar niðurstöður þar sem áður var talið að 

aukinn vetnistengjamyndun (sem stífir hugsanlega lykkjuna) myndu bæði leiða til 
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hugsanlegrar minnkunar á hvötun og aukins stöðugleika. Niðurstöður þessarrar rannsóknar 

hafa aðeins flækt þessa mynd þar sem F355Y sýndi bæði lækkaða hvötun (kcat) og aukna 

sækni í hvarfefni en það reyndist þó einnig vera óstöðugra en villigerð m.t.t. urea. Hér skal þó 

taka fram að fleiri mælingar þyrfti þó  til þess að geta skýrt hvort um kerfisbundnar villur sé 

að ræða í framkvæmd tilrauna þar sem einungis ein tilraun styður bæði við hraðafræði- og 

flúrljómunargögnin.  

    

   Kuldaðlögun heldur áfram að vera flókið fyrirbrigði og erfitt er að gera sér grein fyrir stöðu 

hópa í stökkbrigðum með eingöngu kristalbyggingu ensíms til stuðnings.  Það þyrfti að gera 

meira grein fyrir hreyfanleika annarra klasa sem gætu verið mikilvægir fyrir hreyfingu 

yfirborðslykkja líkt og þau ,,legusvæði“ sem hafa verið tilgreind sem nauðsynleg fyrir hvötun 

hjá adenylate kínasa [8] en það krefst mun meiri gagna. 

 

Mögulegt framhald verkefnisins: 

Kristalgreining stökkbrigða hefur verið á dagskrá um tíma og yrði fróðlegt að sjá hvort þær 

kristalgreiningar passi við tölvumódel. Gerðar hafa verið nýlega hlaupsíunarmælingar til að 

bera saman tvíliðu/einliðu jafnvægi og þyrfti að klára þær til að fá góðar niðurstöður úr þeim 

og birta þær. Gagnlegt væri einnig að ná að gera orkuútreikninga fyrir ,,molecular dynamics“ 

(MD) til að skoða hreyfingar. Það væri fróðlegt að ná að áætla ΔG fyrir hvötun (kcat við 

mismunandi hitastig). Að lokum gæti verið gagnlegt að útbúa fleiri stökkbrigði, t.d. að 

stökkbreyta tryptófan í fenýlalalín og athuga hvaða áhrif það hefur á flúrljómuna og jafnvel 

stökkbreyting hópa nálægt tryptófansameindum sem þekktir eru fyrir resonance áhrif við 

indól hóp tryptófans. 
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5. Viðaukar 

Viðauki I: Verklýsingar fyrir aðferðir. 

LB-æti 1L: 

Tryptone: 10 g.  

Ger extrakt: 5 g. 

Natríum klórið: 10 g. 

pH stillt á: 7,5 – 8,0. 

 

Vibrio buffer: 

20 mM Tris. 

10 mM MgCl2. 

pH 8,0 með HCl. 

5. 1 Hreinsun. 

   Eftirfarandi lýsing byggist á reynslu sem fékkst við framkvæmd þessa verkefnis en hún 

virðist henta til að ná góðri hreinsun á sem minnstum tíma
4
. 

1. Þeir hlutir sem gott er að hafa við höndina eru: 2 sprautu plastpípettur, 3-4 pasture 

pípettur (og gúmmítota) og eitt bikarglas eða eina Erlenmeyer flösku fyrir úrgang.  

Lausnir: Vibrio bufferlausn. 

               0,15 M NaCl 15% (v/v) etýlen glýkól Vibrio bufferlausn 

                           2,5 mM desthiobiotin 15% (v/v) etýlen glýkól Vibrio bufferlausn. 

                           HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid)  lausn. 

2. Byrja skal á að gæta þess að dæla sé tengd rafmagni og allar slöngur séu þéttar við 

endamót. Næst skal troða endanum á slöngunni sem sýgur upp vökvann alveg út í 

endann á pastuer pípettu þar sem pípettan þrengist. Nota skal nýja Pasturepípettu fyrir 

hverja skollausn. Nú er komin framlenging á slönguna (með Pasturepípettunni) og skal 

setja hana ofan í vibrio bufferlausnina og kveikja á dælunni. Hægt er að stilla 

flæðihraða með hnapp og er línurit á dælunni aftanverðu sem sýnir hvernig flæðihraði 

er fenginn við mismunandi aðstæður. Taka skal fram að kvarðinn á hnappnum sem 

hægt er að snúa er EKKI mælikvarði fyrir flæðihraðaeininguna ml/mín heldur 

                                                           
4
 Í fyrstu hreinsuninni, á afbrigðinu VAP-ST9 (pBAS40)  F355Y, leiddi SDS rafdráttur í ljós að það sem kom út af súlunni var ekki alveg 

nógu hreint ensím.  Því var leitast eftir leiðum til að bæta hreinsunarskrefið.  
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afstæður kvarði og fer flæðihraði eftir því hvert þvermál slöngunnar er og hvernig 

stillingum dælunnar er háttað. Ágæt leið til að  mæla flæðihraða er að láta dropa úr 

dælu í mæliglas með góðum kvarða og taka tímann í 1 mín, rúmmálið (í ml) í 

mæliglasinu samsvarar því flæðihraða í einingunni ml/mín.  

   Ef það er mikið loft í slöngunum (eða ef þær eru tómar af vökva) skal ekki opna 

fyrir plastlokann sem er neðst á súlunni og hleypir flæði í gegnum súluna. Ef það er 

gert á meðan loft er í slöngum þá þornar súlan upp. Þegar allt loft er komið úr 

slöngunni og farið er að dropa á súluna skal opna fyrir plastlokann og leiða 

úttakslönguna í úrgangsflösku.  

3. Súlan er nú jöfnuð með 3 CV (súlurúmmál) Vibrio buffer til að skola í burtu azo 

litarefninu HABA (2-[4’-hydroxy-benzeneazo] benzoic acid) sem er bundið á súluna. 

Þá fer súlan frá því að vera appelsínugul í það að vera hvít. HABA gerir súluna óvirka 

en gerir hana einnig stöðugri í geymslu. – Flæðihraði 2-3 ml/mín. 

   Á meðan súlan er að jafnast skal gera skammtasafnara tilbúinn og hlaða 

tilraunarglösum í hann og merkja þau með góðum tússpenna sem fer ekki svo 

auðveldlega af.  Gæta skal þegar byrjar er að safna í skammtasafnara að vökvinn hitti í 

glösin en það gæti þurft að stilla hann eitthvað af. Eldri skammtasafnarar eiga það til 

að afstillast og skal fylgjast reglulega með því hvort eitthvað leki út fyrir glösin. 

4. Floti úr frumurækt er því næst keyrt á súluna og byrjað er að safna í skammtasafnara 

stórum 4-6 ml skömmtum (hér er aðeins safnað til að athuga hvort há virkni er í 

gegnumflæði). – Flæðihraði er hafður nálægt 1 ml/mín. 

5. Því næst er skolað 3-5 CV af 0,15 M NaCl, 15% (v/v) etýlen glýkól Vibrio bufferlausn 

til að ná burtu því sem binst ósértækt á súluna. Merkja skal við hvaða glas var byrjað 

að skola með saltlausn. – Flæðihraði er nú hafður 2-3 ml/mín og minnka skal skammta 

með skammtasafnara í 3-4 ml. 

6. Skola skal svo enn einu sinni með 2-3 CV af Vibrio buffer. Merkja skal við hvaða glas 

hvenær byrjað var að skola aftur með Vibrio buffer – Flæðihraði er nú hafður 2-3 

ml/mín. 

7. Áður en sértækt bundin prótein eru losuð af súlunni er mikilvægt að skola tappann á 

samskeytum súlunnar og slöngunnar sem tengd er í dælu að ofan. Loka skal fyrir 

plastlokann og slökkva á dælunni og skammtasafnaranum. Taka skal tappann af og 

skola hann reglulega vel með plastsprautu-pípettu, með Vibrio buffer lausn, ofan í 

úrgangsflöskuna. Þetta er gert til að tryggja að engin óhreinindi sitji eftir sem geta 

mengað hreinsaða próteinið þegar losað er af súlunni. 
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8. Áður en opnað er fyrir súlulokann aftur og kveikt á dælunni og skammtasafnaranum, 

skal skipta um skollausn og nú skal skolað með 5-6 CV af 2,5 mM desthiobiotin í 

Vibrio bufferlausn. Desthibiotin er tengillinn sem keppir við prótein bundin á súluna 

um bindiset. Þar sem desthibiotinið hefur mikla tilhneigingu til að bindast og er í 

yfirmagni þá ætti það að losa allt prótein, sérhæft bundið á súluna. Opna skal fyrir 

plastlokann, kveikja á dælu og hefja skammtasöfnun á ný en skammta nú í 2 ml 

skammta. Merkja skal við hvaða glas var byrjað að losa. – Flæðihraði er nú hafður 1 

ml/mín. 

9. Þegar búið er að skola með 5-6 CV af losunarlausn ætti allt prótein sem var sértækt 

bundið að hafa losnað af súlunni. Hægt væri þó að ganga úr skugga um það með því 

að virknimæla síðustu skammta. Skola skal að lokum með 2-3 CV af Vibrio buffer og 

að lokum losa desthiobiotínið sem bundið er á súluna með 3 CV af HABA lausn en þá 

verður súluefnið aftur appelsínugult á litið og tilbúið fyrir geymslu. – Flæðihraði skal 

þá hafður 2-4 ml/mín. Ef óvíst er hvort langt verður í að næsta hreinsun verði 

framkvæmd skal tæma allar slöngur eftir notkun. 

10. Á meðan súlukeyrslan fer fram skal reglulega koma skömmtum fyrir á ís og taka skal 

ljósgleypnimælingu við 280 nm (gleypni arómatískra hópa) og virknimælingar teknar 

við 405 nm  fyrir annað hvert glas (öll glösin ef fyllsta metnaðar er krafist). Í kringum 

losunina skal mæla hvert einasta glas. Síðan er teiknaður upp hreinsunarferill með 

skammta á x-ás og virkni og gleypni við 280 nm á sitthvorn y-ásinn. Taka skal fram 

að skammtarnir eru misjafnlega stórir og ekki hægt að taka þá sem fasta mælieiningu.   

 

   Hreinsanir á próteinum taka oft langan tíma, sérstaklega ef rúmmál flotsins er mikið. 

Það getur verið þreytandi en fyrir byrjendur er mikilvægt að fylgjast reglulega með 

framvindunni því að þeir sem hafa ekki reynslu á súlúkeyrslum munu upplifa eitthvað fara 

úrskeiðis. Súlan mun á einhverjum tímapunkti þorna (ekki vandamál í stuttan tíma), leki 

kemur upp, dæla klikkar eða vitlaus skollausn er notuð. Farið var ítarlega í framkvæmd 

hreinsanna vegna þess hve ræktun og tjáning á ensímstökkbrigðum getur verið 

kostnaðarsamt ferli. 

 

5.2 Virknimælingar. 

Mælingar fór þannig fram að fyrst voru 990 µl af hvarflausn blankað frá. Sýni voru sett í 

kúvettuna með því að láta dropann falla á eina hliðina á kúvettunni. Yfirleitt er 
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yfirborðsspennan það mikil að dropinn helst á sama stað og lekur ekki niður. Síðan var 

hvarflausn sprautað yfir dropann, mælinum lokað og mæling sett af stað. Þessi aðferð reyndist 

nákvæmari (e. more precice) en að framkvæma blöndum með því að velta kúvettunni og 

hrista vel með parafilmu fyrir opinu. En hver hefur sinn hentigang á hvaða aðferðir þeim 

finnst best og fer stundum eftir því hvað menn venja sig á. 

   Reiknum út hver faktorinn fyrir 10 µl af sýni í 990 µl af hvarfefni væri: 

   

   
 
       

     
 

 

             
        

   

   
                                 

Hér sést að ef 10 µl af sýni er notað þá er factorinn 5,405 og umreiknar þá forritið í 

ljósgleypnimælingu hverja mælingu yfir í U/ml. Oft þarf þó að þynna lausnirnar til að 

mælingin falli inn á mælisviðið,  en oft getur verið nóg að minnka sýnaskammtinn í 5, 2 eða 1 

µl en þá þarf að reikna þynninguna út eftir á.  

 

Viðauki II – Niðurstöður. 

5.3 Hreinsun ensímafbrigða: 

S79A/S87G 

Eins og var talað um í niðurstöðum þá klúðraðist tjáning á S79A/S87G í fyrra skiptið og 

fengust fáar virkar einingar (tafla v2.1) auk þess sem eitthvað hefur farið úrskeiðis í 

virknimælingum fyrir hreinsunartöfluna þar sem að heimtur mældust 166% eftir hreinsun á 

Strep-Tactin súlu. Seinni tjáningin gekk þó vel.  

Tafla v2.1 Einangrunartafla fyrir hreinsun ensímstökkbrigðisins S79/S87G. Sýndar eru einangrunartöflur fyrir 

fyrri tjáningu (1) og seinni tjáningu (2). Flot-rækt sýnið er flotið sem fékkst eftir spinningu á ræktunarlausn þar 

sem  frumur höfðu verið sprengdar líkt og lýst var í aðferðum.  Lausnum var safnað í sterkar og veikar eins og 

lýst er í aðferðum og eru þær lausnir birtar sér í töflunni.  

         

Tegund Sýnis 

S79A/S87G-1 

Rúmmál 

(ml) 

Virkni 

(U/ml) 

Prótein 

(mg/ml) 

Eðlisvirkni 

(U/mg) 

Prótein 

(mg) 

Einingar 

(U) 

Heimtur 

(%) 

Hreinsun 

(X) 

Flot-rækt 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-rækt 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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Villigerð: 

Eins og áður var nefnt var hreinsunin á villigerðinni framkvæmd af Bjarna Ásgeirssyni (tafla 

v2.2.) 

Tafla v2.2 Einangrunartafla fyrir villigerð, VAP-ST9 (pBAS40) .  Hreinsunin var framkvæmd í tveimur 

skrefum, fyrst var keyrt á StrepTacin súlu (í tveimur lotum) og svo á anjónaskiptaskilju (MonoQ). Eftir að 

gegnumflæði var gengið í gegn var skolað fyrst með Vibrio buffer en síðan með NaCl lausn til að losa ósértæk 

prótein af. Síðan var losað desthiobiotini. Lítið var um heimtur eftir losun og var því öllu skolinu safnað saman 

til að keyra á anjónaskiptaskilju. Næst neðsta röðin í töflunni (LOSAÐ ALLS: A) var notuð í mælingar. 

 Rúmmál 

(ml) 

Virkni 

(U/ml) 

Prótein 

(mg/ml) 

Eðlisvirkni 

(U/mg) 

Prótein 

(mg) 

Virkni 

(U) 

Heimtur 

(%) 

Hreinsun 

(X) 

         

Frumugrautur 380 2450 2,560 957 973 931000 100,0 1,0 

StrepTacin (2x)         

Gegnumflæði 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 5,3 1,5 

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 

Losað: 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 

Losað: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 38,7 3,6 

MonoQ         

Gegnumflæði 30 0,545 0,812 1 24,4 16,4 0,0 0,0 

LOSAÐ ALLS         

A 43 4530 0,644 7030 27,7 195000 20,9 7,3 

B 7,5 3330 1,260 2640 9,5 25000 2,7 2,8 
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5.4 Hraðafræðimælingar 

 

Michaelis-Menten ferlar fyrir hverja arfgerð eru sýndir á mynd v2.1. Hver ferill samanstendur 

af einni sjálfstæðri tilraun (n =1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd v2.1. Michaelis-Menten hraðafræði. Notuð var aðfella að jöfnu 2.2 til að ákvarða KM (m1) fastann og 

Vmax (m2). Skekkjustrikin (e. errorbars) sýna staðalfrávik fyrir ákvörðun á virkni (n = 3) og staðalfrávik fyrir 

ákvörðun á hvarfefnisstyrk. Hver ferill stendur af einni tilraun (n = 1). 

 

Útreikningar fyrir ákvörðun á kcat, dæmi villigerð: 
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5.5. Flúrljómunarmælingar og akrýlamíð bæling. 

Hér verða sýnd flúrljómunarhrágögn og Stern-Volmer ferlar fyrir akrýlamíðbælingu. Í 

skýringartextarammanum á myndunum er styrkur urea sýndur í M. Á y-ás í 

flúrljómunarferlunum merkir cpp (counts per photon) þær ljósseindir sem myndast við 

flúrljómun. Mælipunktar merktir með rauðum hring voru ekki notaðir í ákvörðun á Stern- 

Volmer fasta. 

   Ferlarnir voru teiknaðir upp í MATLAB® (sjá kafla 6). 

 

Villigerð: 
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Næst koma auka mælipunktar fyrir sterkustu lausnirnar: 
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Stern Volmer ferlar: 
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S79A/S87G: 
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Stern Volmer ferlar: 
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F355Y: 
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5.6 PAR-zink mælingar. 

Einungis var metið magn zinks í lausn fyrir villigerð VAP-ST9 (pBAS40) . Zink virtist vera 

að detta út úr ensíminu við [urea] = 1,3 M. Hér er þó beitt grófri námundun og gæti verið að 

zink sé að detta út örlítið fyrr. 

Tafla v2.3. Zinkmagn í villigerð VAP-ST9 (pBAS40) var ákvarðað með PAR-Zn mælingu. Mælt var gleypni 

við 500 nm fyrir hvert sýni og fundinn styrkur PAR-Zn ([PAR-Zn]) með eðlisgleypnistuðlinum 96000 M
-1

 cm
-1

. 

Styrkur ensíms var metinn með gleypnimælingu við 280 nm. Námundað var hlutfall [Par-Zn]/[E] að heillri tölu 

og blankur dreginn frá (rúmlega 3 í hlutfalli á móti ensímstyrk). 

[Urea] A500 [PAR-Zn] (M) [Ensím] (M) [Par-Zn]/[E] Námundun Án 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 3,3 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 3,3 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 

0,91 0,189 1,96875E-06 6,5992E-07 3,0 3 0 

1,01 0,206 2,14583E-06 6,5992E-07 3,3 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 3,3 3 0 

1,31 0,264 0,00000275 6,5992E-07 4,2 4 1 

1,41 0,296 3,08333E-06 6,5992E-07 4,7 5 2 

1,51 0,261 2,71875E-06 6,5992E-07 4,1 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 3,4 3 0 

1,81 0,303 3,15625E-06 6,5992E-07 4,8 5 2 

1,92 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 

4,03 0,319 3,32292E-06 6,5992E-07 5,0 5 2 

5,04 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 flúrljómunargögn 

6.1.Inngangur 

Notast var við tölulega reiknikerfið MATLAB® frá Mathworks til að skrifa forskriftir (e. 

scripts) sem notuð voru til að spara tíma við úrvinnslu gagna í flúrljómunar mælingum. Það 

reyndist nauðsynlegt vegna þess að teknar voru rúmlega 300 mælingar sem hefði þurft að 

vinna úr handvirkt en það hefði verið gífurlega tímafrekt verkefni.  

   MATLAB notar 4. kynslóðar forritunarmál sem flokkast undir data manipulation, analysis, 

and reporting languages en kerfið getur einnig lesið hefðbundna kóða eins og C forritunkóða 

og fortran með öðrum leiðum.  

(http://www.mathworks.com/products/matlab/description1.html). 

   Taka skal fram að höfundur þessa kóða (Jens G. Hjörleifsson) er ekki reyndur forritari og 

eru örugglega til mörg hundruð betri leiðir til að skrifa betri kóða. Þessir kóðar virka þó vel 

þótt þeir séu ekki ritaðir samkvæmt hefðum og gildum forritunarfræða.  

   Hér á eftir verður farið ítarlega í það sem þarf að kunna varðandi MATLAB til þess að 

hlaða inn gögnin og til þess að keyra script og föll. Jafnframt fylgja leiðbeiningar um það 

hvernig vista skal kóðana í MATLAB og auk þess hvernig á að keyra þá. 

 

6.2 Að nálgast MATLAB. 

   Allir nemendur Háskóla Íslands geta nálgast MATLAB á eftirfarandi slóða og fylgja 

ítarlegar leiðbeiningar fyrir því hvernig það er sett upp á mismunandi stýrikerfi: 

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

   Þeir sem ekki eru nemendur í Háskóla Íslands ættu að geta nálgast það með öðrum leiðum í 

frá skólanum sínum eða vinnustað eða keypt útgáfu af því af veraldarvefnum: 

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

 

6.3 Að byrja í MATLAB. 

Að vinna í MATLAB getur verið mjög flókið og eru möguleikarnir nær óendanlegir í þeim 

aðgerðum sem hægt er að framkvæma. Í þessum hluta verður aðeins farið í þá hluti sem 

nauðsynlegt er að kunna til þess að geta keyrt þau script sem skrifuð voru fyrir vinnslu 

flúrljómunargagna fyrir þetta verkefni. 

    

http://www.mathworks.com/products/matlab/description1.html
http://notendur.hi.is/~jonasson/matlab/
http://www.mathworks.com/products/matlab/
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Við ræsingu MATLAB opnast ,,default“ byrjunargluggi sem ætti að vera eins og á mynd 6.1. 

Það sem við þurfum að þekkja og nota til að byrja með er skráglugginn (merkt nr. 1. á mynd 

6.1), skipanaglugginn (merkt nr. 2 á mynd 6.1) og vinnusvæðið (merkt nr. 3 á mynd 6.1). 

Skráarglugginn ætti að vera stilltur sjálfkrafa á MATLAB gagnamöppuna sem er vistuð í 

documents á aðaldrifi PC tölvu með windows stýrikerfinu (líklega annars staðar í Macintosh). 

Mappan sem er valin í skrárglugganum er sú mappa sem MATLAB les beint gögn úr (t.d. 

load gogn.txt). Í skipanagluggann eru allar skipanir skrifaðar og þar birtist að auki allar output 

aðgerðir í scriptum. Vinnusvæðisglugginn geymir allar breytur (fylki) sem notandinn hefur 

búið til og geymir nafn breytanna og stærð þeirra (n*m). 

 

Mynd 6.1 Byrjunargluggi við ræsingu MATLAB. Merkt er á myndina helstu undirglugga sem þarf að vinna 

með. (1) Skráagluggi (e. current Folder) , (2)  skipanagluggi (e. command Window) og (3) vinnusvæði (e. 

corkspace). 

 

   Flestar aðgerðir eru háðar því að notandinn hlaði inn gögnum á réttan hátt til þess 

aðgerðirnar geti átt sér stað. MATLAB byggist á því að litið er á öll gögn sem vigra eða fylki
5
 

og því gilda allar reikniaðgerðir fyrir vigra og fylki í MATLAB og verða reikniaðgerðir því 

(t.d. margföldun tveggja fylkja) að fylgja fylkjareiknisreglum. Mjög algeng vandamál hjá 

byrjendum í MATLAB er þegar notendur reyna að gera reikniaðgerðir á fylki sem eru ekki 

                                                           
5
 Farið verður mjög frjálslega með hugtökin breyta og fylki í þessum hluta en í flestum tilvikum er átt við það sama, þ.e. breyta = fylki. 

1. 

 

2. 

 

3. 
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nákvæmlega jafn stór. Meginreglan fyrir þá sem ætla að vinna með gögn í MATLAB er: Ef 

þú ætlar að beita reikniaðgerðum á tvö eða fleiri fylki þurfa þau að vera JAFNSTÓR 

(undantekningar þó tengt margföldunarreglum í fylkjareikningi).  

   Á mynd 6.2 eru tekin einföld dæmi hvernig breytur eru útbúnar í MATLAB með beinum 

innslætti. Innsláttur frá notanda er táknaður með >> í skipanaglugganum en allt annað er 

útsláttur kerfisins vegna aðgerða með notandi hefur slegið inn. Ef notandi vill ekki fá útslátt í 

skipanagluggann skal hann hafa semikommu á eftir líkt og á mynd 6.2 í innslætti nr. 2: >> z = 

[1 2 3]; Þá skrifast enginn útsláttur í skipanaglugga ólíkt því þegar semikommu er sleppt líkt 

og í fyrsta inslættinum á mynd 6.2. Hægt er að ,,bylta‘‘ fylkjunum með tákninu ‘ annað hvort 

þegar þau eru slegin inn (innsláttur nr 2. mynd 6.2) eða eftir að þau eru skilgreind (innsláttur 

nr. 5 mynd 6.2). Ef það á að útbúa fylki með mörgum röðum (í rauninni kallast fylki með 

einni röð vigur) þá skal aðgreina raðir með semikommu innan hornklofans (innsláttur 4). 

Allar breytur sem skilgreindar eru er hægt að sjá í vinnusvæðisglugganum. Þar er tilgreind 

stærð fylkisins (raðir*dálkar) og ef tvíklikkað er á breytur þá opnast hefbundinn gluggi líkt og 

Excel® og er þar hægt að breyta fylkjunum handvirkt eftir á. Til að vista allar skilgreindar 

breytur í skrá sem hægt er að opna seinna skal rita í skipanagluggann: >> save nafn.mat, sjá 

mynd 5.2 þar sem skráin Prufugogn.mat er vistuð í skráargluggann í MATLAB möppuna, by 

default. Til að hlaða inn gögnunum er ritað í skipanagluggann: >> load nafn.mat og þá eru 

allar þær breytur sem vistaðar voru í skránna nú geymdar á vinnusvæðinu. Til þess að hreinsa 

vinnusvæðið er skrifað í skipanagluggan: >> clear all eða >> clear NafnÁBreytu sem hreinsar 

bara viðkomandi breytu.  

   Ef villuboðin: ,, Matrix dimensions must agree.‘‘ , ,, Inner matrix dimensions must agree“ 

eða jafnvel ,,Cat dimensions must agree“, koma upp þegar forskriftir eru keyrðar, þá er öruggt 

að sambærilegt gögn sem forskriftin les eru ekki einsleit (jafn stór) og reikniaðgerðum getur 

því ekki verið beitt. 

   Athuga skal að MATLAB forritunarmálið er hástafanæmt (e. case sensitive) sem þýðir það 

að breyta A og breyta a væru sitthvorar breyturnar. Táknin fyrir reikniaðgerðir eru klassísk: +, 

-, *, og /. 
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Mynd 6.2. Hvernig breytur (fylki) eru útbúin í MATLAB. Táknið >> táknar innslátt notanda, semikomma á eftir 

skilgreiningu eða breytu sleppir útslætti í skipanagluggann og ‘ táknið á eftir skilgreindri breytu ,,byltir‘‘ fylkinu. 

Breytur eru vistaðar á vinnusvæði uppi í hægra horninu. 

 

   Á mynd 6.3 er hægt að sjá hvernig dálkar og raðir eru valdir út úr fylki. Þar er valið út úr 

fylkinu y og vistað í viðeigandi breytur. 

 

Mynd 6.3. Hvernig velja má út dálka og raðir í MATLAB. Valið er úr fylkinu y. Til að velja dálka úr fylkinu er 

ritað: y(:,m); þar sem m stendur fyrir dálk – innsláttur nr. 2 og 3. Til að velja raðir úr fylkinu er ritað: y(n,:); þar 

sem n stendur fyrir röð – innsláttur nr. 4 og 5. Í þessi tilviki var dálkavalið vistað í breyturna x og z en raðavalið í 

breyturnar u og h. 
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6.4 Að hlaða inn gögnum í MATLAB. 

Þegar flúrljómunarmælingum er lokið skal fara í datamax forritið í tölvunni sem tengt er Spec 

Fluromax mælinum og exporta gögnin yfir á disketu. Það er gert með því að fara í 

file→export data→velja ASCII_Y→export→velja skrár og vista á A:\. Eina skrá þarf samt að 

eiga sem ASCII_XY þar sem það þarf einnig hnit fyrir x-gildi sem ætti að vera eins fyrir öll 

gögnin. Hlaða skal gögnum í tölvu sem hefur MATLAB uppsett og færa gögnin yfir í 

MATLAB gagnamöppuna (documents\MATLAB). Á mynd 6.4 er sýnt hvernig 

flúrljómunargögn fyrir ensímstökkbrigðið  F355Y er hlaðið inn í MATLAB. Þar er búið að 

færa gögn af disketu yfir í MATLAB gagnamöppuna og búið er til fylki y1 sem á að geyma 

öll gögnin í einni breytu. Skipunin importdata(‘skrárheiti‘) er notað til þess að lesa skrár inn í 

matlab. Einnig er hægt að nota load(‘skrárheiti‘) en þá geta hlaðist inn ýmis ótöluleg gildi ef 

þau eru til staðar í gagnaskránni. Í tilvikinu fyrir stökkbrigðið F355Y eru 33 

flúrljómunarmælingar og því þarf að rita: >> y1= [importdata(‘JHFY01.TXT‘) 

importdata(‘JHFY02.TXT‘).........importdata(‘JHFY33.TXT‘)]; . Fyrir þá kóða sem kynntir 

verða á eftir á EKKI að vera búið að draga blank mælinga frá handvirkt, kóðarnir eiga að sjá 

um það. 

 

Mynd 6.4 Hvernig gögnum er hlaðað í MATLAB. Skipunin importdata(‘filename‘) hleður inn gögn. Á myndinni 

sést hvernig flúrljómunargögnunum (rauður sporbaugur til vinstri) fyrir F355Y er safnað saman í fylkið y1 

(sporbaugur uppi í hægra horninu). Notanda innsláttur nr 2. sýnir hvernig hægt er að lengja fylkið og í þessu 

tilviki er hver dálkur ein skrá og skilið er á milli dálka með bili í innslætti. 
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Hlaða skal inn öll gögn fyrir hverja flúrljómunarkeyrsla og þurfa eftirfarandi gögn að vera til 

staðar og þau hlaðin inn í MATLAB áður en kóðarnir eru keyrðir: 

 

1. Y-gögn fyrir flúrljómun (líkt og breyta y1 á mynd 5.3). 

2.  Blankur fyrir y-gögn í flúrljómun. 

3. X-gögn fyrir flúrljómunarkeyrslu (X-gögnin úr ASCI_XY). 

4. Urea styrkur fyrir öll sýnin (skiptir ekki máli hvort það sé dálka- eða raðavigur). 

5. Virkni sýna (þarf ekki að vera fyrir hvert sýni). 

6. Vigur með Urea styrkjum virknimælinga (vegna þess að í reikniaðgerðum í MATLAB 

þurfa vigrar að vera jafnlangir en ekki er víst að virknimælingar séu framkvæmdar 

fyrir hvert sýni). 

 

Fyrir akrýlamíð vinnsluforskriptina þarf einnig að hlaða inn: 

 

7. Styrkur akrýlamíðs í akrýlamíð bælingu fyrir hvert sýni (frá 0-0,25 M) 

8. Y-gögn fyrir flúrljómun fyrir hverjan viðbættan akrýlamíðskammt. 

 

Þegar búið er að hlaða inn öll gögn og allar breytur sem þurfa komna í vinnusvæðið í 

MATLAB skal vista þær breytur í skrá sem hægt er að opna svo síðar: >> save skrarnafn.mat. 

   Forskriftirnar biðja svo notandann að tilgreina nafn breytana þegar þau eru keyrð. 

 

6.5 Forskriftir og föll fyrir flúrljómunargögn og akrýlamíðbælingu 

Í þessum kafla verður birtur kóði fyrir allar forskriftir og öll föllin sem notuð voru. Best er því 

fyrir þá sem ætla sér að nota þau að ná sér í þetta rit á tölvutæku formi og afrita kóðann í 

MATLAB ritilinn (e. editor) og vista hann þar (mynd 6.5). Einnig er hægt að nálgast kóðana 

hjá Bjarna Ásgeirssyni lífefnafræðiprófessors hjá Hásskóla Íslands en vista þarf þá skrárnar í 

MATLAB gagnamöppuna áður en þeir eru keyrðir. 

   Skrifuð voru þrjú föll en föll eru í rauninni forskriftir sem hægt er að kalla á innan í annarri 

forskrift. Allar breytur og aðgerðir eru lokaðar inn í fallinu en það eina sem kemur út úr þeim 

eru skilgreind ,,output“ sem kema strax á eftir ,,function“ skipuninni í kóðanum sem einkennir 

öll föll. Þegar vista á föllin þarf að vista þau með nákvæmlega sama nafni og þau nefnast í 

kóðanum(föll 6.1, 6.2 og 6.3). Forskriftirnar eru tvær en þegar þær eru keyrðar koma strax 

upp skýringar og beðið er um innslátt á breytum. % merkið í kóða er merki fyrir hjálparglósur 
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og er það ekki hluti af sjálfum kóðanum heldur aðeins skýringar. Byrja þarf á að vista inn 

föllin áður en forskriftirnar eru notaðar. 

   Fall 6.1 og 6.2 eru föll sem notuð eru í útreikningum í öðrum forskriftum. Fall 6.3 er fall 

sem teiknar upp flúrljómunarferla eins og þeir litu út í flúrljómunartækinu. Til að fá 

upplýsingar um föllin eða forskriftirnar þá skal rita >> help Flur1 t.d. fyrir Flur1.m fallið. Þá 

birtiast hjálparglósurnar sem ritaðar eru á undan kóðanum. 

Fall 6.1 – Flur1.m 

%Fall sem reiknar x-hnit hágildis fyrir flúrljómunargögn.  

%y = y-gildi flúrljómunar. 

%x = x-gildi flúrljómunar. 

%bl = blankur flúrljómunar. 

function maxnm = Flur1(y,x,bl) 

%bil valð til að fylgjast með max-emisson auk þess sem blankur er dreginn 

%frá. Hér eru mælipunktar 67-400 teknir en 0,15 nm er á milli mælipunkta. 

%Hér var reynt að fylgjast með bilinu 320-370 nm. Ef notað er annað bil 

%milli mælinga þarf að breyta mæligagnabilinu hér að neðan. 

y1 = y(67:400) - bl(67:400); 

x1 = x(67:400); 

%4. stigs margliðu fit tekið á gögnin frá 320-370 nm. 

[p1,S,mu] = polyfit(x1,y1,4);  

%Töluleg breyta búin til innan fallsins. 

pv = polyval(p1,x1,S,mu); 

%breytan h1 gefur hágildið fyrir breytuna pv en breytan s1 geymir hnit þess 

%innan fallsins. 

[h1 s1] = max(pv); 

%Hágildinu gefið nafnið maxnm (output fallsins) þar sem fengið er xhnit 

%hágildisins. 

maxnm = x1(s1); 

end 
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Mynd 6.5. MATLAB ritillinn (e. editor). Til að búa til nýtt script eða fall er ritað >> edit ‘skráarnafn‘. Opnast þá 

gluggi sem spyr hvort búa eigi til skrána. Velja skal ‘Yes‘ og kemur þá upp ritilsglugginn. Afrita skal kóðann 

yfir í ritilinn og velja svo file/save og þar er hægt að velja nafnið á forskriftinni/fallinu aftur. Mælt er með að 

halda sömu nöfnum og eru á forskriftinni/fallinu í þessu riti. Einnig er hægt að nálgast kóðana hjá Bjarna 

Ásgeirssyni Lífefnafræðiprófessors hjá Raunvísindastofnun Háskóla Íslands. 

 

Fall 6.2 – Flur2.m 

%Fallið er sambærilegt fallinu Flur1 en munurinn felst í því að outputið 

%maxnm gefur y-hnit fyrir hámark en ekki x-hnit. 

%y = y-gildi flúrljómunar. 

%x = x-gildi flúrljómunar. 

%bl = blankur flúrljómunar. 

function maxnm = Flur2(y,x,bl) 

%bil valð til að fylgjast með max-emisson auk þess sem blankur er dreginn 

%frá. Hér eru mælipunktar 67-400 teknir en 0,15 nm er á milli mælipunkta. 

%Hér var reynt að fylgjast með bilinu 320-370 nm. Ef notað er annað bil 

%milli mælinga þarf að breyta mæligagnabilinu hér að neðan. 

y1 = y(67:400) - bl(67:400); 

x1 = x(67:400); 

%4. stigs margliðu fit tekið á gögnin frá 320-370 nm. 

[p1,S,mu] = polyfit(x1,y1,4);  

%Töluleg breyta búin til innan fallsins. 

pv = polyval(p1,x1,S,mu); 
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%breytan h1 gefur hágildið fyrir breytuna pv en breytan s1 geymir hnit þess 

%innan fallsins. 

[h1 s1] = max(pv); 

%Hágildinu gefið nafnið maxnm (output fallsins) þar sem fengið er yhnit 

%hágildisins. 

maxnm = y1(s1); 

end 

  

 

Fall 6.3 plotflur.m 

%Fall sem teiknar upp flúrljómunarferla eins og þeir líta út í SpecFluroMax 

%tækinu. Fjórir ferlar eru teiknaðir upp á hverja mynd. 

%x = x-gildi sýna. 

%y = y-gildi sýna. 

%bl = blankur sýna. 

%Ur = Urea styrkur sýna. 

function z = plotflur(x,y,bl,Ur) 

%Breyta fyrir stærð sýnis. 

lim = size(y); 

%Breyta skilgreind sem lengdin á vigri/4 

d = (lim(2))./4; 

%Breyta d námundið niður að næstu heilu tölu til þess að vita hve margar  

%myndir þarf að teikna. 

f = floor(d); 

%Forlykkja skilgreind sem teiknar gögnin í réttri röð. Fjöldi mynda er 

%jafnt og breytan f. 

for ii = 0:f 

    figure(ii+1)   

    %hreiðruð lykkja fyrir teikningar fyrir hvert subplot. 

    for i = 1:4 

    h = subplot(2,2,i);plot(x,(y(:,(i+4*ii))-bl(:,(i+4*ii))),'b+    

    ','MarkerSize',0.5) 

    %Ásar skalaðir og merktir. 

    set(h(1),'xlim',[310 410]) 

    set(h(1),'ylim',[0 15E04]) 

    xlabel('nm') 

    ylabel('cpp')  

    %Urea styrkur merktur sem legend á hverja mynd. 

    legend(num2str(Ur(i+4*ii))) 

    %If setning sem stöðvar teikningu um leið og ítrekanir eru jafn margar 

    %og lengd vigurs fyrir y hnit. 
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    if i+(4*ii) >= lim(2); 

        break 

    end 

    end 

end 

end 

 

Næstir koma kóðar fyrir þær tvær forskriftir sem skrifaðar voru. Forskrift 6.1 var skrifað til 

þess að teikna upp afmyndunarferla en forskrift 6.2 til þess að teikna Stern-Volmer ferla. 

 

Forskrift 6.1. afmynd.m 

%Forskrift sem teiknar upp afmyndunarferil með flúrljómunarmælingum og 

vistar 

%x-hnit hámarks emissons í breytuna max_emiss og pVirkni sem virkniferil 

fyrir hlutfallslega %prósentuvirkni. 

Gleypni_1 = input('Sláðu inn breytu fyrir y-gögn úr flúrljómun: '); 

nm_1 = input('Sláðu inn breytu fyrir x-gögn úr fljúrljómun: '); 

Bl_1 = input('Sláðu inn breytu fyrir blank úr flúrljómun: '); 

Ur_1 = input('Sláðu inn breytu fyrir styrk Urea í sýnum: '); 

V_1 = input('Sláðu inn breytu fyrir y-gögn í virknimælingu (U/ml): '); 

V1_x = input('Sláðu inn breytu Ureastyrki (M) sýna í virknimælingar:'); 

%Vistuð breyta sem stærð af gögnum. 

a = size(Gleypni_1); 

%Breyta búin til en lykkja bætir inn gögnin í hana síðar. 

max_emiss = zeros(1,a(2)); 

%Upphafsgildi fyrir virkni skilgreint 

l = V_1(1); 

%pVirkni geymir umreiknaða prósentuvirkni 

pVirkni = (V_1/l)*100; 

%Forlykkja sem reiknar x-hnit fyrir max emisson með fallinu flur1.m fyrir 

%hvert sýni. 

for i = 1:a(2); 

    max_emiss(i) = Flur1(Gleypni_1(:,i),nm_1,Bl_1(:,i)); 

end 

%Afmyndunarferill teiknaður upp. 

[AX,H1,H2] = plotyy(Ur_1,max_emiss,V1_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)') 

%Ásar kvarðaðir. 

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 við til að fá hann upp sem dálkvigur. 

max_emiss = (max_emiss)'; 

%Breytur sem skilgreindar voru í scriptinu eytt. Upprunalegu 

%gagnabreyturnar sem slegið var inn í byrjun er ekki eytt. 

clear Gleypni 

clear nm 

clear Blank 

clear Urea 

clear V_1 

clear V1_x 

clear a 

clear l 

clear i 

display(' ') 

display('Nú geymir breytan max_emiss í workspace x-gildin (Urea styrkinn) 

fyrir hágildin.') 

display('Einnig geymir breytan pVirkni Prósentuvirkni miðað við 

upphafsvirkni í workspace.') 

 

Fyrir forskrift 6.2 sem reiknar Stern-Volmer fasta þarf að ná í viðbótarforritið EzyFit á 

slóðina: 

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

Leiðbeiningar um hvernig á að setja það upp fylgir í skránni _readmefirst_.txt. Fylgja skal 

leiðbeiningum um uppsetninguna og framkvæma skref 1-3 en sleppa skrefi 4. Á mynd 6.6 er 

svo sýnt hvaða ,,default settings“ þarf að breyta áður en forskriftin er keyrð. 

 

http://www.fast.u-psud.fr/ezyfit/
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Mynd 6.6. ,,Default settings“ breytt í EzyFit. Skrifa skal í skipanagluggann t.d.: >> plot(1,1) ˂enter˃. Þá ætti að 

birtast mynd upp á gluggann. Skrifa skal þá aftur í skipanagluggann  >> efmenu ˂enter˃. Þá birtist upp Ezyfit 

valmöguleikinn á myndina. Smella skal á EzyFit valmöguleikann og velja næst „edit default setting“ líkt og 

merking nr 1 sýnir. Þá sprettur upp ,,editor“ gluggi og scrolla skal niður að línu 58 (merking nr 2.) og breyta þar 

‘on‘; í ‘off‘; og einnig línu 62 frá ‘on‘; í ‘off‘; Þar næst skal vista breytingarnar (merking nr 3.). 

 

Forskrift 6.2 Kvensing.m 

%Forskrift sem teiknar upp Stern Volmer fasta og safnar þeim saman í vigur. 

%Athuga skal að þessi forskrift er gerð fyrir akrylamíð styrkina 0.0,0.06, 

%0.12, 0.18 og 0.24. Ef fleiri mælingar voru gerðar en 5 þarf að breyta 

%forskriftinni örlítið. Bæta skal þá í upphafi Kvens5, Kvens6 o.srv. en 

%einnig forlykkju eins og er í línu 34 fyrir KvensX os.frv. Athuga skal að 

%það þarf að vera búið að ná í viðaukaforritið EzyFit til að geta keyrt 

%þessaa forskrift. 

display(' ') 

display('ATH: Forritið spyr hér á eftir hvert heildarrúmmál sýnis í kúvettu 

sé') 

display('og að auki hve mikið rúmmál af akrýlamíði var bætt í fyrir hverja 

mælingu.') 

display('Þetta er gert til að gera ráð fyrir þynningu þegar akrýlamíði er 

sprautað í kúvettuna') 

display('Hér þarf þó að hafa í huga að gert er ráð fyrir 5 mælipunktum 

fyrir akrýlamíð') 

1.

1.

. 

2. 

3. 
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display('(5 ef [Akrylamíð] = 0 er tekið með) og ef fleiri eða færri 

mælingar eru gerðar þá þarf') 

display('að gera breytingar á forritinu (sjá viðauka).') 

display(' ') 

Heild = input('Hvert var heildarrúmál (µl) sýnis í kúvettu? '); 

Spraut = input('Hve mikið rúmmál (µl) af akrýlamíði var bætt í, í hvert 

skipti? '); 

display(' ') 

display('Skilaboð: Hér þarf að vera búið að hlaða inn gögnum í breytur') 

display('sem forritið þarf til þess að reikna út ferlana, sjá betur í 

viðauka.') 

display('Hér spyr forritið hvað þessar breytur heita sem þú bjóst til.') 

display(' ') 

Upph = input('Sláðu inn breytu fyrir óquensuð gögn: '); 

nm = input('Sláðu inn breytu fyrir x-gögn mælinga: '); 

Kvens1 = input('Sláðu inn breytu fyrir quensing gögn 1: '); 

Kvens2 = input('Sláðu inn breytu fyrir quensing gögn 2: '); 

Kvens3 = input('Sláðu inn breytu fyrir quensing gögn 3: '); 

Kvens4 = input('Sláðu inn breytu fyrir quensing gögn 4: '); 

Blank = input('Sláðu inn breytu fyrir blank úr flúrljómun: '); 

Akryl = input('Hver var styrkur Akrýlamíðs í sýnum? (slá inn breytu): ' ); 

Urea = input('Sláðu inn breytur fyrir styrk Urea í sýnum: '); 

%Fjöldi mælinga skilgreint. 

a = size(Kvens1); 

%Deiling með fjórum fyrir 4. ferla subplot 

b = a(2)./4; 

%Námundað niður í heila tölu. 

c = floor(b); 

%Fylki útbúið sem verður fyllt í með forlykkju. 

Upph1 = zeros(1,a(2)); 

%Fallið FlurjTest2 notað til að reikna y-gildi fyrir max emisson og 

%forlykkjur notaðar til að safna saman gögnum í fylkið Upph1. 

for i = 1:a(2); 

    Upph1(i) = FlurjTest2(Upph(:,i),nm,Blank(:,i)); 

end 

max_emiss1 = zeros(1,a(2)); 

for i = 1:a(2); 

    max_emiss1(i) = FlurjTest2(Kvens1(:,i),nm,Blank(:,i)); 

end 

max_emiss2 = zeros(1,a(2)); 

for i = 1:a(2); 
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    max_emiss2(i) = FlurjTest2(Kvens2(:,i),nm,Blank(:,i)); 

end 

max_emiss3 = zeros(1,a(2)); 

for i = 1:a(2); 

    max_emiss3(i) = FlurjTest2(Kvens3(:,i),nm,Blank(:,i)); 

end 

max_emiss4 = zeros(1,a(2)); 

for i = 1:a(2); 

    max_emiss4(i) = FlurjTest2(Kvens4(:,i),nm,Blank(:,i)); 

end 

%Þynning 

max_emiss1 = max_emiss1*(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)); 

F0F1 = Upph1./max_emiss1; 

F0F2 = Upph1./max_emiss2; 

F0F3 = Upph1./max_emiss3; 

F0F4 = Upph1./max_emiss4; 

%Vigur fyrir allar mælingarnar auk fyrsta dálks sem geymir akrýlamíð = 0 

%eða Fc/F0 = 1. 

F0Fc = [ones(length(F0F1),1) F0F1' F0F2' F0F3' F0F4']; 

%Fylki útbúið fyrir Stern Volmer fastana. 

ht = zeros(length(F0F1),1); 

%Forlykkja sem plottar upp c fjölda myndir á 4 ferla subplot. 

for ii = 0:c 

    figure(ii+1) 

    for i = 1:4 

    subplot(2,2,i);plot(Akryl,F0Fc(i+4*ii,:),'b+ ','MarkerSize',6)   

    %Besta lína reiknuð með skurðpunkt = 1 við y-ás: a*x+1 

    f = ezfit(Akryl,F0Fc(i+4*ii,:),'a*x+1;a=1'); 

    %Besta lína teiknuð. 

    showfit('a*x+1;a=1') 

    %Hallatala fyrir hvert sýni safnað í fylki 

    ht(i+4*ii) = f.m;  

    %R (coefficent correlation factor) safnað í fylki. 

    R(i+4*ii) = f.r; 

    %Ef R er minna eða jafnt og 0.90 er ekki plottuð bestalína. 

    if f.r <= 0.90 

        undofit 

    end 



85 

    ylabel('F0/Fc') 

    xlabel('[Akrylamíð] (M)') 

    %Urea styrkur merktur sem legend fyrir hvern feril og hann staðsettur í 

    %horninu neðst til vinstri. 

    legend(num2str(Urea(i+4*ii)),'Location','SouthEast') 

    %If setning sem segir forriti að hætta þegar búið er að fara í gegnum 

    %gögnin. 

    if i+(4*ii) >= a(2); 

        break 

    end 

    end 

end 

%Fylki útbúið með öllum þeim gögnum sem þarf til að halda áfram að vinna 

%með. 

Gogn = [UreaSS ht R']; 

clear Upph 

clear nm 

clear Kvens1 

clear Kvens2 

clear Kvens3 

clear Kvens4 

clear Blank 

clear Akryl 

clear Urea 

clear a 

clear b 

clear c 

clear Upph1 

clear max_emiss1 

clear max_emiss2 

clear max_emiss3 

clear max_emiss4 

clear F0F1 

clear F0F2 

clear F0F3 

clear F0F4 

clear i 

clear ii 

clear f 

clear F0Fc 

clear lastfit 
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clear g 

clear Heild 

clear Spraut 

clear R 

clear f 

display(' ') 

display('Skilaboð: Breytan Gogn í workspace geymir nú Urea styrk í fyrsta 

dálk, Stern Volmer fatana í öðrum dálk') 

display('og í 3. dálk eru R gildin fyrir bestu línu.') 

display(' ')  

display('Skilaboð: Öll línuleg fit við Stern Volmer jöfnuna sem hafa R 

gildi minna en 0.90 eru ekki birt á myndum.') 

display('Hægt er að velja úttlaga frá handvirkt með brush tool (sjá 

viðauka)') 

display('en þá þarf einnig að setja inn handvirkt Stern Volmer fastana í 

breytuna Gogn í workspace.') 

display(' ') 

 

Til þess að breyta forskriftum eða föllum eftir á er ritað í skipunargluggann: >> edit skrá (t.d.) 

 

6.6 Forskriftir og föll keyrð. 

Nú er komið að auðveldasta hlutanum, að keyra forskriftirnar og föllin.  Það eina sem þarf til 

þess að keyra kóðana er að skrifa heiti þeirra í skipanagluggann og þá keyrast þeir. T.d. er 

ritað Kvensing í skipanagluggann til að keyra forskrift 6.2. Þegar fall er keyrt er hægt að 

keyra það á tvennan hátt og hér verður fallið plotflur tekið sem dæmi. 

 

>> plotflur(x,y,bl,Ur) 

%hér er búið að vista breyturnar x,y,bl og Ur. 

%ef skrifað er >> help plotflur birtist stutt lýsing á fallinu. 

 

>> Ut = plotflur(x,y,bl,Ur) 

%Hér er úttak fallsins vistað sem breytan Ut. 

 

Í gagnavinnslu í flúrjómunarmælinga er best að keyra forritin á eftirfarandi hátt: 

 

1. Nú ætti að vera búið að vista gögnin í einhverja gagnaskra.mat líkt og útskýrt var í 

kafla 6.4. Hlaða skal hana upp með load skipuninni. (>> load gagnaskra.mat). 
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2. Keyra skal fall 6.3 plotflur.m (>> plotflur(x,y,bl,Ur)). Breyturnar gætu heitið eitthvað 

annað en x,y,bl og Ur og skal rita nafnið á viðeigandi breytum inn. Dæmi: x-gögn = 

x1, y-gögn = y1, Blankur = blank, Urea styrkur = Urea. Keyrt: >> 

plotflur(x1,y1,blank,Urea). Nú teiknast upp öll flúrljómunargögnin líkt og úr 

mælitækinu. 

3. Keyra skal forskrift 6.1 afmynd.m (>> afmynd). Nú biður forskriftin notandann um að 

rita nafn á viðeigandi breytum (muna að MATLAB er hástafanæmt). Þegar því er 

lokið teiknar scriptið upp afmyndunarferil auk þess sem hlutfallsleg virkni sýna er 

teiknuð. Nú eru til breytan max_emiss sem geymir x-gildi fyrir max emission fyrir 

sýnin og einnig er vistuð breytan pVirkni sem geymir hlutfallslega virkni fyrir hvert 

sýni í prósentum. Hægt er því að vinna áfram með gögnin t.d. í forritinu Excel® eða 

Kaleidagraph®. 

4. Ef akrýlamíðbæling var framkvæmd skal einnig keyra forskrift 6.2, Kvensing.m (>> 

Kvensing). Forksirftin biður notandann um að rita viðeigandi breytur inn (muna að 

MATLAB er hástafanæmt) og teiknar það upp Stern Volmer ferla og er fastarnir 

vistaðir í breytuna gogn auk R fasta og Urea styrkja. Ef R fastinn (correlation 

coefficient factor) er minna en 0,90 þá teiknast ekki upp besta lína auk þess sem gildið 

0 vistast fyrir þann styrk í breytunni gogn. Til þess  teikna bestu línuna aftur án 

mælipunkta sem falla langt út fyrir línulegt aðhvarf (R minna en 0,90) skal nota 

,,brush tool“ til að velja punkta (mynd 6.7). Síðan skal fitta gögnin í EzyFit við 

jöfnuna x*a+1(EzyFit/Show Fit/Other...) en muna skal að það þarf að breyta ,,default 

settings aftur“ líkt og á mynd 6.6 til þess að jafnan sé rituð á myndina. Hægt er að 

vinna svo frekar með breytuna gogn í Excel®, Kaleidagraph® eða öðrum forritum. 

 



88 

 

Mynd 6.7. ,,Brushing tool“ í MATLAB. Rauður hringur er teiknaður utan um ,,brush“ valmöguleikann og þegar 

hann hefur verið valinn er hægt að velja úr punkta. Það er gert annað hvort með því að vefja ramma utan um þá 

punkta sem skal velja en hægt er að taka eða bæta við brushuðum punktum með því að halda inni SHIFT-KEY 

og smella á punkt. Nú munu þær aðgerðir í EzyFit forritinu einungis virka á völdu punktana. 
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