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Agrip — Kuldavirk ensim hafa pann eiginleika ad geta haldid kvikum hreyfingum sinum gangandi prétt
fyrir litla varmaorku { umhverfi. Ndkvaemlega hvernig slik kuldaadlogun gerist er ekki vel skilid. Vid hofum
gert markvissar stokkbreytingar 4 kuldavirkum alkaliskum fosfatasa (AP) ur Vibrio bakterfutegund sem hafa
einkum pad markmid ad breyta hvotunargetu og stodugleika ensimsins { att ad einkennum hitapolnari af-
brigda. [ hvarfstd alkaliskra fosfatasa eru prji malmjénabindiset; M1, M2 og M3. Algengast er ad i setum
M1 og M2 séu Zn>" jénir sem taka patt i hvotun. [ M3 er oftast Mg?™ jén sem auk pess ad taka virkan
patt 1 hvotun hefur dhrif 4 stodugleika ensimsins. Samanburdur 4 6llum radgreindum AP ensimum hefur
synt ad paer amindsyrur sem tengjast malmjénum 1 setum M1 og M2, eru { 6llum tilfellum vardveittar. Tvaer
aminésyrur sem tengja Mgt jon { M3 set eru hinsvegar breytilegar i 6likum AP. Asp153 / Lys328 i E.
coli AP eru His116 / Trp274 1 Vibrio AP og His / His 1 AP ur spendyraensimum. Vid hofum breytt Trp 274
i Vibrio AP 1 histidin og par med fengid ensim sem er eins og spendyraensimin hvad vardar amindsyrur
sem tengja malmjénir i M3. Vid pessa breytingu breyttist malmjén i M3 dr Mg? ™ { villigerd yfir { Zn?*.
Hitastigsstodugleiki virkniseta jokst dsamt pvi sem hvotunargeta minnkadi. Breytingin hafdi ekki dhrif 4

hitastigsstodugleika annars stigs bygginga en breytti syrustigsstodugleika umtalsvert.

1. Inngangur

Alkaliskir fosfatasar, AP, finnast { lifverum tur oll-
um rikjum lifsins. Peir hvata vatnsrof ménéfosfat-
estertengja { basisku umhverfi. Ensim pessi hafa mjog
breida sérvirkni og hvata losun fosfathépa af ymsum
littum sameindum sem og af stérum sameindum eins
og DNA og préteinum [1].

Hvarfstod AP er afar grunn og rimar adeins fos-
forylhép hvarfefna. Hvarfgangur alkaliskra fosfatasa
byrjar med kjarnsakinni ards serin alkoxid jénar {
hvarfstod 4 fosforyl hép hvarfefnis svo til verdur sam-
gilt efnasamband. Nasta skref er svo vatnsrof pessa
fosfat-serin millistigs [2]. I nzerveru fosforvidtaka eins
og Tris eda (di)/etandlamins, hefur ensimid einnig
transfosférylasa virkni p.e. fosférinn er fluttur 4 Tris
eda (di)/etandlamin-alkoxid 1 stad vatns (hydroxids) 1
seinna skrefi hvarfsins [3,4]. Hvarfganginum ma lysa
med skema 1, par sem E-P er samgilda fosféseryl
millistigid og E*P er ésamgilt efnasamband ensims
og Olifrens fosfats, P;.
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Skema 1

[ hvarfstéd AP eru prji malmjénabindiset, M1, M2
og M3. T AP tir E. coli og tir ménnum eru Zn j6nir {
M1 og M2. Mg jon er i M3 1 E. coli ensiminu [5].
Virkasta form AP tr mannafylgju hefur einnig Mg?™
i M3 [6] en Zn?* getur p6 audveldlega bundist M3
sem leidir til minna virks ensims. AP dr rekjum hef-
ur Zn j6nir { 6llum méalmjénabindisetum [7]. Saman
mynda jonirnar prjar hvotunarprennd og er hver og ein
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peirra naudsynleg fyrir hvétun. I E. coli AP er Mg jon-
in naudsynleg til ad mynda kjarnseknu Ser-O~ jon-
ina { fyrra skrefi hvarfsins [8]. Mg jonin hefur einnig
ahrif 4 stodugleika ensimsins [9]. Samanburdur 4 6l1-
um radgreindum AP hefur synt ad paer amindsyrur sem
tengjast jonum i M1 og M2 eru { 6llum tilfellum vard-
veittar [10]. Tveer aminésyrur { hvarfstod eru hinsveg-
ar breytilegar { AP ir mismunandi lifverum; Asp153/
Lys3281E. coli AP eru His116 / Trp274 1 Vibrio G15-
21 AP og His153 / His317 i AP tur spendyraensim-
um. T AP tr rzkju er einnig um ad reda tver His {
samsvarandi stodum. Badar eru pessar amindsyrur {
nagrenni vid M3 setid. Amindsyran { seti 153 (midad
er vid E. coli nimeringu) tengist malmjéninni, ym-
ist beint eda { gegnum vatn (eftir pvi hver aminésyran
er). AfE. coli AP hafa verid gerd stokkbrigdin D153H,
K328H og tvofalda stokkbrigdid; D153H/K328H og
hafa eiginleikar pessara afbrigda verid kannadir og
kristalsbygging peirra greind [11-13]. [ 61lum stokk-
brigdunum breyttist mdlmjénabindiset M3 tir Mg?™
bindiseti { Zn?* bindiset. Kristalsbygging AP tr
reekju syndi einnig tilvist priggja Zn jona { hvarfstod
og pad ensim hefur einmitt histidin { pessum somu
stodum [7]. Kristalsgreining tvofalda stokkbrigdisins;
D153H/K328H af E. coli AP syndi einnig ad stad-
setning fosfats { hvarfstod pess afbrigdis er mun utar
heldur en { villigerd E. coli AP [13]. A mynd 1 md sja
hvarfstod villigerdar AP dr E. coli 4&samt hvarfst60 tvo-
falda stokkbrigdisins D153H/K328H af E. coli ensim-
inu. Myndin synir stadsetningu Mg2* { M3 seti {
hvarfstod villigerdar en Zn?t jén er 1 pvi seti pegar
amindsyrunum Asp153 og Lys 328 hefur verid breytt
i histidin. Myndin synir einnig breytta stodu fosfats
i hvarfst6d tvofalda stokkbrigdisins midad vid villi-
gerdina, sem og stadsetningu hinnar kjarnseknu Ser
102 1 hvarfstodinni [14]. Pad hefur pvi verid synt fram
4 ad Lys328 1 E. coli AP er mikilvag fyrir fosfatbind-
ingu 1 hvarfst6d [15] sem og ad val amindsyru 1 petta
set reedur miklu um stadsetningu fosférsins { hvarfstod
og tengsl ensimsins vid hann [13]. Einnig hefur ver-
10 synt ad tegund amindsyru 1 pessu seti hefur dhrif
4 hvada malmjén ensimid velur { malmjénabindiset
M3 [13] sem og hvada malmjén ensimid getur notad
vid hvotun [16].

Ensim tr kuldak@rum lifverum hafa pann eigin-
leika ad geta haldid kvikum hreyfingum sinum (e.
dynamic movements) gangandi pratt fyrir litla varma-
orku og aukna seigju { umhverfi [17, 18]. Sa sveigjan-
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Mynd 1. Hvarfst6d villigeréa} og tvofalda stokkbrigdisins
D153H/K328H af AP 1ir E. coli. Zn** jénir { malmjénabindi-
setum M1 og M2 er syndar { grau eda ljésblau. Mg? ™ jéniM3
seti er synd f fj6lublau en Zn** { M3 er synd { [j6sblau. Fosfér
er syndur { peim tveimur mismunandi stellingum sem hann er
i eftir pvi hverjar aminésyrur 153 og 328 eru (vinrauttt fyrir
stellinguna { villigerdinni og ljésrautt (bleikt) fyrir stelling-
una 1 tvofalda stokkbrigdinu). Amindsyrur 1 villigerd E. coli
AP eru syndar { grau fyrir utan fosfatid (ljésrautt/bleikt, ner
PO, merkinu) og Asp 153 og Lys 328 sem eru syndar { raudu
og ljésblau. I D153H/K328H stokkbrigdinu eru His 153 og
His 328 greenar, hin virka Ser 102 1 gulu, Arg 166 { dokkblau
og fosfat 1 vinraudu [14].

leiki sem parf til ad ensim geti framkvaemt efnahvorf
vid lagt hitastig naest med veikingu tengja og hrifa
innan ensimbyggingarinnar. St veiking leidir svo af
sér ensim sem eru vidkvaem fyrir ymsum afmyndandi
efnum og hitaafmyndun. Stédugleiki og breedslumark
(T, kuldavirkra ensima eru pess vegna venjulega
leegri heldur en hja sambearilegum ensimum dr midl-
ungshitakerum og hitakerum lifverum. Hvort hinn
aukni sveigjanleiki nast fram med stadbundinni veik-
ingu tengja eda ner yfir alla bygginguna, er ekki fylli-
lega 1j6st, og er liklega misjafnt eftir ensimfjolskyld-
um.

Kuldavirkur alkaliskur fosfatasi var einangradur
ur sjavarorverunni Vibrio G15-21 sem einangrud var
ur sjo vid Groéttu 4 Seltjarnarnesi [19]. Gen hans var
sidar einangrad, klénad og radgreint [20]. Vibrio AP
hefur einkenni kuldaadlogunar; aukna hvotunarvirkni
midad vid AP ur bakterium med heerra starfshitastig og
skert hitapol. Vibrio fosfatasinn er raunar einstaklega
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hitaépolinn og virkni hans ekki fullkomlega st6dug
fyrr en undir 24°C.

Vid hofum notad markvissar stokkbreytingar til
ad breyta Trp274 (sem er samberileg Lys328 { E.
coli og His317 spendyraensimum) { His274. Med
pessari breytingu eru allar amindsyrur, sem tengj-
ast eda eru { ndnasta umhverfi madlmjonanna priggja
i hvarfst6d, ordnar per somu og amindsyrur sem
finnast { spendyraensimunum (Vibrio AP villigerd er
His116/Trp274 en stokkbrigdid er His116/His274).

Tilraunir okkar mida ad pvi ad svara peirri spurn-
ingu hvort val tiltekinna amindsyra { hvarfstod radi vr-
slitum um aukinn hvotunarmétt og skert hitapol Vibrio
fosfatasans.

2. Nidurstodur og umraeda
2.1. Ahrif hitastigs 4 virkni

Ahrif hitastigs 4 virkni Vibrio AP afbrigdanna {
nerveru fosforvidtaka (dietandlamins) voru kdnnud.
Hradi virknitaps vid nokkur hitastig var maldur. A
mynd 2 md sjd per nidurstodur. Virkni villigerdar
Vibrio AP er mjog 6stodug og 1 raun ekki stodug fyrir
ofan 24°C. Hitastigsstodugleiki virknisets His stokk-
brigdisins er hinsvegar mun meiri og pad afbrigdi fer
ekki ad tapa virkni ad verulegu leyti fyrr en vi0 hitastig
yfir 40°C. Hradafastar afmyndunar vid nokkur hita-
stig (25, 30, 35, 40, 45, 50 og 55°C) voru notadir
til ad dkvarda pann tima sem tekur ensimin ad tapa
50% virkninnar (t;2) vid hvert hitastig. A innfeldu
myndinni & mynd 2 eru t; /5 gildin teiknud upp 4 méti
hitastigi. Helmingunartimi afvirkjunar (t; ;) vid 45°C
er 2,3 mindtur fyrir villigerdina en 161 mindta fyrir
W274H afbrigdid. Vid 25°C er t; /5 94 mindtur fyr-
ir villigerdina en gildid fyrir W274H afbrigdid stefnir
i 6endanlegt. Breytingin W274H hefur pvi tvimeala-
laust aukid hitastigsstodugleika virknisets ensimsins
umtalsvert.

Hitastigsstodugleiki alkalisks fosfatasa tr E. coli,
kdlfum, og 6drum midlungshitakerum lifverum er
mjog mikill. E. coli ensimid er p6 sérlega hitapol-
i0 og er helmingunartimi virkni pess 8 minttur vid
90°C. AP ur B. subtilis hefur helmingunartima af-
virkjunar 28 minutur vid 65°C [1]. Kéalfa AP miss-
ir helming virkni sinnar & 75 mintdtum vid 65°C
en kuldavirkur AP tdr Atlantshafsporski missir sama
hlutfall virkni 4 adeins 1,2 mindtum vid sama hita-
stig [21]. AP ur Sudurheimskautsbakterfunni TAB5
hefur helmingunartima 15 mindtur vid 45°C [22].
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Mynd 2. Ahrif hitastigs 4 virkni Vibrio AP afbrigdanna
tveggja. Ensimin voru ldtin liggja vid mismunandi hitastig
i mislangan tima og eftirlifandi virkni mald med 5 mM p-
nitréfenylfosfati { 1,0 M dietanélamin studpida, 1,0 mM
MgSO,, pH 9.8 vid 25°C. Nittirulegur 16garithmi af hlut-
fallslegri virkni var svo teiknadur upp 4 moti tima. Taknin
fyrir villigerdina eru bld en fyrir W274H afbrigdid raud. A
myndinni md sjé hitaafmyndun vid 25°C (fylltir hringir),
45°C (fylltir ferningar) og 50°C (6fyllir hringir) fyrir af-
brigdin. A innfelldu myndinni eru svo t; /2 gildi fyrir ensim-
in tvo teiknud upp 4 moti hitastigi (fyrir 25, 30, 35, 40, 45,
500g 55°C). ty /7 gildin segja til um bann tima sem pad tekur
ensimin ad tapa 50% virkninnar vid vidkomandi hitastig.

Adrir hitadstodugir alkaliskir fosfatasar hafa fundist
i Sphingobacterium antarticus [23], Arthrobacter teg-
undum [24] og Shewanella tegund [25]. Pessir fos-
fatasar hafa helmingunartima afvirkjunar 4 bilinu 3-
30 mindtur vid 55-65°C. Vid pessi hitastig er afvirkj-
un villigerdar Vibrio AP tafarlaus. W274H afbrigdid
tapar helming virkni sinnar 4 30 sekindum vid 55°C.
Adeins einn alkaliskur fosfatasi, ur sudurheimskauts-
orverunni HK47, hefur verid skilgreindur sem er hita-
6sté0ugri en Vibrio AP. Pad ensim hefur t; /o 2 minttur
vid 40°C samanborid vid 4 mindtur fyrir Vibrio AP.

2.2. Malmjénainnihald Vibrio fosfatasanna

Malmjoénainnihald villigerdar Vibrio AP og W274H
stokkbrigdisins var kannad med malmtenglinum 4-(2-
pyridylazo)resorcinol (PAR), eftir fullkomna afmynd-
un med hita (90°C). Villigerdin reyndist innihalda tveer
Zn joniren W274H afbrigdid prjar Zn jonir. Breytingin
ur tryptéfan { histidin 1 stodu 274 { hvarfstod ensims-
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Tafla 1. Hradafredi umfosférunar (1,0 M Tris) fyrir Vibrio
AP afbrigdin vid 25°C samanborid vid AP dr 6drum lifver-
um. p-nitréfenylfosfat var notad sem hvarfefni.

kcat Km kcal/ Km Ki (fOI' Pl)
™H mM) (s'MTH  (mM)
%1076
Villigerd 52 0,09 0,58 0,06
E. coli AP
Villigerd 2050 0,13 15,8 0,15
Vibrio AP
Vibrio W274H 1250 0,19 6,6 2,53
stokkbrigdi
Kalfa AP 4070 0,64 6,4 -
(ar bbrmum)“)
Porska AP%) 6160 0,51 12,1 -

@) Gildi fyrir hradafradi { 1,0 M dietanélamin vid pH 9,8
[19]

ins hefur pvi breytt malmjénabindiseti M3 dr Mg?*
bindiseti yfir f Zn?* bindiset.

[ E. coli AP er lysin { stodu 328 og aspartik
syra 1 stodu 153 (samsvarandi stodur i Vibrio AP
eru 274 og 116) og par er einnig Mg?* i méalmjéna-
bindiseti M3. Eins og 4dur hefur komid fram hafa
stokkbrigdin D153H, K328H og tvifalda stokkbrigdid
DI153H/K328H af E. coli AP verid mald og kristals-
bygging peirra greind [11-13]. T 6llum stokkbrigdun-
um breyttist malmjénabindiset M3 tir Mg?* bindiseti {
Zn?* bindiset. Nidurstodur paer syndu einnig ad teng-
ing Zn?* { M3 er ferflotungslaga (e. tetrahedral) en
tenging Mg?* { sama set er 4ttflotungslaga (e. octa-
hedral). Kristallbygging AP ur rekju syndi einnig til-
vist priggja Zn?* jéna 1 hvarfst6d og pad ensim hefur
His 1 stodum samsvarandi 274 og 116 1 Vibrio AP.

2.3. Ahrif hitastigs 4 stodugleika annars stigs
byggingar

Ahrif hitastigs 4 stodugleika annars stigs byggingar
Vibrio AP afbrigdanna voru mald med hringskaut-
unargreiningu (e. circular dichroism, CD). Breytingar
i hringskautun vid 222 nm og hitun fra 0-90°C voru
skodadar fyrir bedi ensimin og 1t frd peim nidurstdd-
um var hlutfall afmyndads préteins reiknad. Par nid-
urstodur gefur ad lita 4 mynd 3. Afmyndun annars
stigs byggingar er nanast samhlida { badum afbrigd-
unum. Vid legri hitastig verdur malanleg breyting {
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Mynd 3. Ahrif hitastigs 4 stodugleika annars stigs bygg-
ingar villigerdar (bla tdkn) og W274H afbrigdis (raud tdkn)
Vibrio AP. Ensimin voru hitud frd 0-90°C og fylgst var med
breytingum { hringskautun (e. circular dichrosim, CD). A
myndinni hafa breytingar 1 hringskautun vid 222nm (en
peim valda a-helixar breytingar) verid reiknadar yfir { hlut-
fall afmyndads préteins og pad hlutfall svo teiknad upp 4
moti hitastigi. Hradi hitunar var 1°C/min og punktar voru
teknir 4 0,1°C fresti. Einnig voru tekin réf frd 250-200nm 4
10°C fresti. A innfelldu myndunum ma sj4 breytingar 4 r6f-
um villigerdar Vibrio AP vid hitun upp 1 vidkomandi hitastig.
Svart er upphafsréfid og gratt eru réfin sem fést efir hitun upp
i 40°C annarsvegar og 70°C hinsvegar.

hringskautun en eiginleg afmyndun ensimanna verdur
ekki fyrr en vid 55-56°C.

Kuldavirk ensim hafa venjulega legri bredslu-
hitastig (T,,) heldur en samsvarandi ensim med herri
starfshitastig. Alkaliskur fosfatasi dr E. coli hefur
T,,=97°C [26] en bad ensim er ad visu dvenju stodugt
af ensimi ur midlungshitakerri lifveru ad vera. Ekki
er ad finna gégn um braedsluhitastig annarra alkaliskra
fosfatasa. Til samanburdar & muninum 4 kuldakeer-
um, midlungshitakerum og hitakerum ensimum ma
nefna DNA ligasa. DNA ligasi tr sudurheimskauts-
fornbakteriunni Pyrolobus fumarii hefur T, 32,7°C.
Samaensimur E. coli hefur T,, 4 bilinu 51,6-54,1°Cen
fyrir ensimid dr hinni ofurhitakeru bakteriu Thermus
scotoductus er T, gildid 4 bilinu 91,8-101,4°C [27].
Annad demi um slika r6d eru adenylat kinasar ur
kuldakarum Bacillus globisporus, midlungshitaker-
um Bacillus subtilis og hitakerum Bacillus stearot-
hermophilus med T, ; 43,3, 47,6 og >55°C (var ekki
melt heerra fyrir hitakaera ensimid) [28].
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Mynd 4. Ahrif syrustigs 4 virknistodugleika villigerdar (bld
tdkn) og W274H afbrigdis (raud tdkn) Vibrio AP. Ensimin
lagu vid 4°C { 20mM Tris, 20mM glysin, 1 mM MgSO,
buffer vid mismunandi syrustig { 24 klst. Eftirlifandi virkni
var mald med 5mM p-nitréfenylfosfati 1 1,0M dietandla-
min, 1,0mM MgSO,, pH 9.8 buffer vid 25°C. Hlutfallsleg
virkni var svo teiknud upp 4 méti syrustigi.

2.4. Ahrif hitastigs 4 fledi malmjéna tt Gr
hvarfstoo

Losun tvigildra malmjéna dr hvarfstod ensimanna
vid 37°C var konnud med madlmtenglinum 4-(2-
pyridylazo)resorcinol (PAR), en hann myndar litad
efnasamband med Zn**, Co?*t og nokkrum 6drum
tvigldum malmjénum (p6 ekki med Mg?t). Gert er
rad fyrir ad pad séu Zn?* jonir sem eru ad leka it
fremur en Co?* eda adrar jonir, par sem Zn?* er al-
gengast { hvarfstdd alkaliskra fosfatasa, og nidurstodur
ur malmjénagreiningum med ICP-massagreini 4 villi-
gerd gafu ekki visbendingu um tilvist annara jéna en
Zn%*t og Mg+,

Nidurstadan var ad hvorugt afbrigdid losar Zn?*
jonir vid 37°C po villigerdin tapi virkni nokkud hratt
vid pad hitastig. Vid 60°C fleda jonirnar hinsvegar
hratt dt, enda afmyndast heildarbygging ensimanna
beggja hratt vid pad hitastig. Petta teljum vid gefa til
kynna ad bad sé ekki fledi Zn>* jéna dr hvarfstod sem
veldur virknitapi hjd villgerd ensimsins. Petta utilok-
ar hins vegar ekki ad pad sé Mg?t malmj6nin sem
fledi at dr hvarfstodinni og pad leidi til virknitaps-
ins. Hlutverk Mg?* hefur vaxid mjog mikid 1 nyjustu
utgafu af hvarfgangi ensimhvarfsins [8].
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Hlutfall afmynda_ (Fu)

Mynd 5. Ahrif syrustigs 4 annars stigs byggingu villigerd-
ar (bld tdkn) og W274H afbrigdis (raud tdkn) Vibrio AP.
Ensimin voru létin liggja vid 4°C { 20mM Tris, 20mM
glysin, 1 mM MgSO, buffer vid mismunandi syrustig { 24
klst. Hringskautun hvers synis vid 222 nm var mald og reikn-
ud yfir 1 hlutfall afmyndads préteins. Hlutfall afmyndads
préteins er svo teiknad upp 4 moéti syrustigi.

2.5. Ahrif syrustigs 4 stodugleika

A mynd 4 mi sja syrustigsstodugleika virkniseta af-
brigdanna tveggja. Ensimin voru latin liggja { 24 klst
20mM glysin, 20 mM Tris studpida vid mismunandi
syrustig og eftirlifandi virkni meeld. Villigerd Vibrio
AP byrjar ad afmyndast vid syrustig fyrir nedan 6 og er
fullkomlega 6virk vid syrustig fyrir nedan 4,5. W274H
afbrigdid fer ekki ad afvirkjast fyrren vid syrustig und-
ir 4,0 og er ekki fullkomnlega 6virkt fyrr en vid pH
3.,0. Alkaliskir fosfatasar eru almennt vidkvemir fyrir
sturu umhverfi. Vid pH 4,0 leka Zn jonir tt dr hvarfst6d
AP tr E. coli, liklega vegna titrunar malmjonatengla {
ensiminu. Vid pad tapast virknin [10]. E. coli ensimid
helst hinsvegar 4 tviliduformi nidur ad pH 2,0 en fyrir
nedan pad syrustig afmyndast einlidurnar. Alkaliskir
fosfatasar tr kdlfapormum og svinalifur missa einnig
sink jonir vid lagt syrustig og eru dafturkraeft afmynd-
adir vid pH 4,5-5,0 [1]. AP ur Atlantshafsporski byrj-
adi ad tapa virkni vid pH undir 7,0 og var fullkomnlega
ovirkt vid pH 4,0 [19].

B®di Vibrio afbrigdin eru nokkud stodug vid
basiskar adstedur en pé byrjar W274H afbrigdid ad
tapa virkni orlitid fyrr. Beedi ensimin hafa enn yfir 80%
virkninnar vid pH 11,0. Vibrio fosfatasinn er heldur
stodugri gagnvart basiskum adstedum heldur en sam-
svarandi ensim tr kalfi og porski sem eru fullkomlega
ovirk vid syrustig yfir 10 [19].
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A mynd 5 gefur ad lita syrustigsstodugleika ann-
ars stigs byggingar. Ensimin voru latin liggja i 24 klst
vid mismunandi syrustig og hringskautun peirra mald
vid 222 nm. Annars stigs bygging beggja ensimanna
reyndist stodug vid basiskar adstaedur. Villigerd Vibrio
AP byrjadi ad afmyndast vid mun mildari adstedur
heldur en W274 afbrigdid og var nanast fullkomlega
afmyndad vid pH 4,0. W274H afbrigdid var ekki full-
komlega afmyndad fyrr en vid pH 2,5. Samkvaemt
pessuerljést ad afmyndun annars stigs byggingar helst
i hendur vid virknitap { stiru umhverfi.

Tryptéfan hefur getur ekki myndad jonatengi. Vid
pad ad breyta Trp274 { His274 hefur hinsvegar skap-
ast moguleiki 4 myndun jonatengis vid einhverjar af
hinum neikvett h16dnu aminésyrum { ndgrenni aminé-
syru274. Sd munur sem fram kemur { syrustigsstodug-
leika villigerdar Vibrio AP og W274H atbrigdis er pvi
liklega til kominn vegna myndunar sliks joénatengis {
W274H afbrigdinu.

2.6. Hvotunargeta Vibrio AP og W274H afbrigdis

Hradafredi umfosférunar (1,0M Tris) vid pH 8,0
og 25°C var meld med p-nitréfenylfosfat (p-NPP)
sem hvarfefni fyrir E. coli AP, villigerd Vibrio AP
og W274H stokkbrigdid. Tafla 1 er samantekt &
peim nidurstodum samanborid vid kuldavirkan AP dr
Atlantshafsporski og AP ur kalfi.

W274H afbrigdi Vibrio AP hafdi minni hvot-
unargetu en villigerdin, og kom pad fram badi
i hverfitolu ensimsins (k,,) og 1 jafnstodufasta
fyrir ensim og hvarfefni (K). Villigerdin syndi
k.,=2050 hvarfefnissameindir 4 sekindu en W274H
afbrigdid vatnsrauf adeins 1250 tengi 4 sekiundu.
Villigerdin hafdi orlitid legri jafnstodufasta (fast-
ari bindingu vid hvarfefni), K =0,12mM, held-
ur en W274H afbrigdid med K_,=0,19 mM. Bzdi
Vibrio AP afbrigdin eru margfalt virkari heldur en
ensimid dr E. coli sem hefur k., 52s7'. E. coli
ensimid hefur p6 vinninginn vardandi jafnstodufasta,
med K, =0,09mM. AP dr Atlantshafsporski hefur
k., =6160s~! og K, =0,51 mM. AP tr kdlfapdrmum
hefur k_,,=4070s~! og Km=0,64 mM. Taka ber fram
ad gildin fyrir AP ur kalfi og porski eru meld vid pH
9,8. Vibrio afbrigdin eru virkari vid pH 9,8 heldur en
vid 8,0. E. coli ensimid er hinsvegar virkast vid pH 8,0
og 4 pvi byggist samanburdurinn par sem pad er bakt-
erfuensim eins og Vibrio fosfatasinn. Sja ma ad kulda-
virku ensimin tvo, dr porski og villigerd Vibrio AP,

K. Gudjénsdéttir, O.S. Andrésson og B. Asgeirsson

hafa hastu hvétunargetuna (k. /K,,); 12,1x1076 og
15,8x107%s7!M~! 0g ad W274H afbrigdid og kalfa-
ensimid hafa sambzrilega hvotunargetu 6,6 x 10~6 og
6,4¥1076 s~ tM~1L,

Eins og 4dur hefur komid fram hefur malmjon {
bindiseti M3 breyst tr Mg?*+ { villigerd Vibrio AP,
i Zn?>t { W274H afbrigdinu. I tvofalda stokkbrigd-
inu D153H/K328H af E. coli AP breyttist malmjonin
i M3 einnig dr Mg?* { Zn?* samfara minni hvtunar-
getu. Su 4ttflotungslaga bygging sem til vard vid Mg? ™+
bindingu er talin opnari en sui ferflotungslaga sem til
verdur pegar Zn? T binst. Pvi var talid ad binding Mg?*
valdi mogulega meiri sveigjanleika i byggingu sem
leidir til virkara ensims [13]. Hid sama geti verid uppi
4 teningnum {1 Vibrio AP afbrigdunum sem skyrir pa
muninn 4 hvétunargetu peirra. Minni sveigjanleiki {
hvarfst6d vid breytinguna W274H geti einnig skyrt
meiri stodugleika virknisets stokkbreytta afbrigdisins
af Vibrio AP.

Hindrastudullinn (K;) fyrir Vibrio AP afbrigdin
og samkeppnishindrann 6lifrent fosfat (P;) var einnig
skodadur { samanburdi vid AP tr E. coli. W274H af-
brigdid hafdi heerri hindrastudul fyrir fosfat (sem pydir
lausari binding) med K;=2,5 mM midad vid 0,15 mM
fyrir villigerdina. Ensimid ur E. coli hefur p6 legsta
hindrastudulinn, med K;=0,06 mM. Kristalsgreining
tvofalda stokkbrigdisins D153H/K328H af E. coli AP
syndi ad stadsetning fosfatsins { pvi afbrigdi er mun
utar heldur en 1 villigerd E. coli AP og pad var talid
orsaka minni sekni { hindrann (hakkadan hindrastud-
ul) [13].

Liklegt er ad breytingin W274H { Vibrio AP valdi
einnig minni tengslum ensimsins vid fosfathindrann
og valdi stadsetningu hans utar { hvarfstodinni, sem
kemur fram 1 haerra K; gildi. I E. coli ensiminu teng-
ist lysin {1 stodu 328 fosfatinu { gegnum vatnssam-
eind [29]. Pegar histidin eda tryptdfan eru 1 somu stodu,
eru pessi tengsl ekki til stadar. Petta geeti skyrt haerri
hindrastudul og minni hvarfefnissakni Vibrio afbrigd-
anna midad vid E. coli ensimid.

Pakkir

Rannséknir  okkar hafa  veri® styrktar af
Rannséknasj6di Haskéla  Islands, Rannséknasj6di {
umsjén Rannséknamidstodvar Islands (RANNIS),
auk framlags fra Raunvisindastofnun Héaskdlans.
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Summary: Cold-active enzymes have the ability to main-
tain dynamic motions despite low thermal energy in their
environment. It is not fully understood how this is achieved.
We have performed site-directed mutations on an alkaline
phosphatase from a Vibrio marine bacterial species with the
aim of bringing its catalytic and stability properties to a sim-
ilar level as in more heat-tolerant variants. The active site
of AP has three metal binding locals; M1, M2, and M3.
The metals in these sites are most commonly zinc ions in
M1 and M2 involved in catalysis, and a magnesium ion in
site M3 involved in catalysis and stability. Comparison of
amino acids sequences in all known APs shows a complete
conservation in ligands holding metals M1 and M2. Two of
the residues ligating the M3 metal are, however, variable.
These residues are Asp153 and Lys328 in E. coli AP, they
are His116 and Trp274 in Vibrio AP, and His/His in vari-
ous mammalian APs. Here we have altered the Trp274 to
His274, making a variant that is the same as the mammalian
APs regarding the M3 site. This changed the metal ion in
M3 from a magnesium ion to a zinc ion. The stability of the
active site was increased, whereas the catalytic activity was
concomitantly decreased. The overall stability as monitored
by CD was unchanged, but pH-stability changed.
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