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Útdráttur 

Alkalískir fosfatasar (AP) finnast víða í náttúrunni en ensímin gegna mikilvægu hlutverki í 

að fjarlægja fosfathópa af sameindum í frumustjórnun og efnaskiptum frumna. Alkalískur 

fosfatasi einangraður úr kuldakæru bakteríunni Vibrio sp. G15-21 (VAP) er 

aðalviðfangsefni þessa verkefnis en VAP hefur háa hvötunarvirkni við lágt hitastig. AP er 

tvíliða sem inniheldur staka magnesíum jón og tvær zinkjónir sem allar eru mikilvægar 

fyrir hvötun. Líklegt er að undireiningar AP geti farið í sundur og myndað einliður og að 

einliðuskipti milli tvíliða geti átt sér stað en enn þann dag í dag eru einliðuskipti AP og 

hraðafræði þess ókunn. Slíkar rannsóknir hafa verið gerðar á ferliðanni transtýretín (e. 

transthyretin) sem hefur stöðuga fjórða stigs byggingu og var markmið verkefnisins að 

þróa aðferð til einliðurannsókna á AP sem hefur óstöðuga fjórða stigs byggingu. Ekki tókst 

að prófa aðferðina að fullu vegna erfiðleika í framkvæmd og tímamarka sem sett voru á 

verkefnið. Því liggja niðurstöður um hraðafasta og jafnvægisfasta fyrir einliðuflakk 

ensímsins ekki fyrir en þó er ekkert því til fyrirstöðu að halda áfram að þróa aðferðina. 
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Abstract 

Alkaline phosphatases (AP) are widely distributed in nature but the enzyme plays an 

important role in removal of phosphoryl groups in cellular regulation and metabolism. The 

alkaline phosphatase isolated from the psychrophilic bacteria Vibrio sp. G15-21 (VAP) is 

the subject of this project but VAP has high catalytic activity at low temperatures. AP is a 

dimer which has a single magnesium ion as well as two zinc ions, but the three metal ions 

of the enzyme are vital for catalysis. Evidence suggest that the subunits of AP can 

disassociate into monomers and that monomer exchange between dimers could take place 

but still today, the monomere exchange of AP and its kinetics are unknown. Similar 

research has been done on the human extracellular and tetrameric protein transthyretin 

which has a stable quaternary structure but the aim of the project was to develop a method 

suitable for monomer exchange research on AP which has a weak quaternary structure. 

This was not fully accomplished due to technical difficulties during the procedure and time 

constraints of the project. Therefore, the equilibrium constant and kinetics for the 

monomeric exchange were not determined although there is no obstruction in completing 

the method in the future. 
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1. Inngangur 

1.1 Alkalískur fosfatasi 

Fosfatasar eru stór fjölskylda ensíma sem öll eiga það sameiginlegt að fjarlægja fosfathóp af 

fosfatesterum. Fosfatasar gegna mikilvægum hlutverkum og hafa víðtæk áhrif í lífverum, 

bæði í dreifkjörnungum og heilkjörnungum. Bygging fosfatasa er margbreytileg og felst 

meðal annars í mismunandi sértækni í hvarfefni. (Barford, Das, & Egloff, 1998). Einnig vinna 

fosfatasar í mismunandi aðstæðum, þar má nefna súr fosfatasi sem hefur hæstu virkni við lágt 

pH og alkalískur fosfatasi (AP) sem hefur hæstu virkni við hátt pH. Í E. coli hafa súrir og 

alkalískir fosfatasar mismunandi sértækni í hvarfefni. Sem dæmi má nefna að alkalískur 

fosfatasi getur hvatað vatnsrof á brennisteins innihaldandi monoester (R-SPO3H2) en súr 

fosfatasi getur hvatað vatnsrof á súrefnis innihaldandi monoester (R-OPO2H2) (Kvanagh & 

Bardsley 1979). Efnahvarf alkalísks fosfatasa í virknimælingum með p-nitrophenylfosfati er 

samkvæmt mynd 1.    

 

Mynd 1. Vatnsrof p-nitrophenylfosfats hvatað af alkalískum fosfatasa (“Alkaline 

Phosphatase,” n.d.). 

Annar munur á súrum og alkalískum fosfatasa er að sá síðarnefndi er háður magnesíum jón og 

þar af leiðandi má draga úr virkni hans með málmbindandi efnum en dæmi um slík efni eru 

EDTA, nikótíanamín, þíól og sítrat (Hazama, Nagata, Fujimori, Yanagisawa, & Yoneyama, 

2014); (Kavanagh & Bardsley, 1979), að auki getur ensímið verið hita-eða kuldaaðlagað 

(Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Alkalíski fosfatasinn í E. coli telst vera frumgerð (e. 

prototype) annarra alkalískra fosfatasa og telst E. coli vera gott módel til rannsóknar á öðrum 

fosfatösum sem einnig nota málmjónir í vatnsrofi á fosfatesterum. Bæði NMR og X-ray 

kristalgreining hafa sýnt fram á að fosfatasinn hefur þrjú málmjóna-bindisvæði þar sem zink 

jónir binda oftast M1 og M2 svæði en magnesíum jón bindur oftast M3 svæðið. M1 svæðið er 

nauðsynlegt fyrir hvötun en binding við M2 eykur hvötun til muna (Holtz & Kantrowitz, 
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1999). Í E. coli eru það zink jónirnar tvær sem hafa bein hlutverk í hvötun á meðan 

magnesíum jónin var fyrst talin spila óbeint hlutverk í virkni ensímsins. Hvarfgangur hvötunar 

í alkalískum fosfatasa í E. coli er samkvæmt mynd 2. Í óbundnu ensími (E) hafa 

fosfatbindisetin þrjár vatnssameindir. Magnesíum jónin tengist hýdroxýl hóp Ser102 með 

vetnistengum en árið 2000 sýndu Stec et al. fram á sterka tengingu milli M3 bindisets og 

myndbyggingar (e. conformation) kjarnsækisins Ser102 sem skýrir hvernig Ser102 er virkjað 

fyrir kjarnsækna árás og gáfu niðurstöður þeirra vísbendingar um að  magnesíum jónin í M3 

spili beint hlutverk í hvötun. Í ensím-hvarfefna komplexnum (EROP) er súrefni esters í 

tengslum við Zn1 og víxlverkanir milli fosfathóps hvarfefnis við Zn2 og gúanidiníumhóp 

Arg166. Magnesíum jónin afprótónerar súrefni í Ser102 fyrir kjarnsækna árás á fosfóratóm 

hvarfefnissameindarinnar. Myndbreyting verður á ensíminu og myndast samgilda ensím-

fosfat millistigið (EP) en við myndbreytinguna á sér stað brottnám RO
-
. Að lokum gerir 

hýdroxíðjónin sem samverkar við Zn1 kjarnsækna árás á samgilda E-P millistigið sem 

myndar ósamgildan ensím-fosfat komplex (EPi) sem að lokum veldur myndbreytingu 

ensíms, auk þess sem vatnssameindin, sem samverkar (e. coordinates) við magnesíum, 

prótónar súrefni í Ser102 (Stec, Holtz, & Kantrowitz, 2000). 

 

Mynd 2. Hvarfgangur alkalísks fosfatasa í E. coli. Myndin sýnir fjögur stig ensímsins:  

Frjálst ensím (E), ensím-hvarfefnakomplex (EROP), samgilt ensím-fosfat millistig (E-P) og 

ósamgildur ensím-fosfat komplex (EPi). Tvær zink jónir og ein magnesíum jón spila hlutverk 

í hvötun ensímsins (Stec et al., 2000).  
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Ensímið sem unnið var með í þessu verkefni er kuldaaðlagaður alkalískur fosfatasi, 

einangraður úr kuldakæru bakteríulínunni Vibrio sp. G15-21 úr Norður-Atlantshafi. 

Röntgenkristalbygging ensímsin hefur verið greind og er sýnd á mynd 3 þar sem gert er grein 

fyrir annars stigs byggingu VAP ásamt málmjónunum þremur (Helland, Larsen, & 

Ásgeirsson, 2009).  

 Alkalískur fosfatasi er virkur sem tvíliða en ávinningur þess að prótein sé á 

tvíliðuformi er meðal annars aukinn stöðugleiki og aukin stjórn á bæði aðgengi og sértækni 

virka setsins (Marianayagam, Sunde, & Matthews, 2004). Alkalískur fosfatasi í spendýrum er 

frábrugðinn AP úr bakteríum á ýmsa vegu. Helsta hlutverk ensímsins í bakteríu er talið vera 

að útvega bakteríunni ólífrænt fosfat sem næringarefni (McComb, Bowers, & Posen, 1979). 

Amínósýruröð ensímsins er 25-30% varðveitt milli baktería og spendýra og er afgerandi 

munur á virkni þess milli beggja flokka. Ensímið í spendýrum er oft mun viðkvæmara fyrir 

hita en þó er virkni þess allt að þrjátíufalt hærri en í bakteríum og kjörsýrustig þess er hærra. 

Kjörsýrustig E. coli er pH 8 (Garen & Levinthal, 1960) á meðan kjörsýrustig í mönnum er í 

kringum pH 10, þó er það örlítið breytilegt milli vefjaísóforma  (Garba & Gregory, 2004). 

Einnig eru flestir alkalískir fosfatasar í spendýrum háðir magnesíum til að ná hámarksvirkni 

auk þess að fjarvera ensímsins getur haft banvænar afleiðingar (Murphy & Kantrowitz, 1994). 

Weiss et al. (1988) sýndu fram á að mislestursbreyting (e. missense mutation) í alkalískum 

fosfatasa í lifur, beinum og nýrum manna veldur banvænu formi sjúkdómsins 

hypophosphatasia sem sýnir fram á mikilvægi ensímsins í spendýrum (Weiss et al., 1988).  

Alkalískur fosfatasi úr Vibrio (VAP) er tvíliða sem eins og E. coli hefur tvær zink jónir 

og eina magnesium jón í hvarfstöð ensímsins. Bindisvæði zink jónanna er vel varðveitt í 

öllum þekktum gerðum af AP en breytileiki finnst í tveim amínósýrum (númer 153 og 328 í 

E. coli) sem binda magnesíum, enda hefur hún áhrif á stöðugleika sem og bindingu ensímsins 

við hvarfefni (Gudjónsdóttir & Ásgeirsson, 2008). VAP hefur mestan stöðugleika við pH 10 

og hæst kcat við pH 9 sem er lágt borið saman við AP í hryggdýrum sem vinnur best við 

rúmlega pH 10 (Hauksson, Andrésson, & Ásgeirsson, 2000). Líkt og með öðrum kuldavirkum 

ensímum er kuldaaðlögun VAP talin felast í veikari bindingu við hvarfefni en hitakærari AP 

en ávinningur þess er aukin hverfitala (kcat), sjá nánar í kafla 1.2 Kuldaaðlögun. Að auki hefur 

VAP fórnað hitastöðugleika fyrir meiri sveigjanleika. Með þessu hefur VAP aukna virkni en 

minni hitastöðugleika en hitakærari AP (Heidarsson, Sigurdsson, & Ásgeirsson, 2009).  
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Mynd 3:  Röntgenkristalbygging af alkalískum fosfatasa. Ensímið er tvíliða með tvær zink 

jónir (gult) og eina magnesíum jón (grænt) í hvarfstöð sinni. PDB kóði:  3E2B (Helland et al., 

2009). 

 

1.2 Kuldaaðlögun 

Hitastig er eitt af mörgum umhverfisþáttum sem skipta sköpum til að líf geti þrifist. Hitastig 

hefur áhrif á prótein og þar með flest efnahvörf í lífverum. Í lágu hitastigi hægist á 

efnahvöfum auk þess sem það hefur letjandi áhrif á ensím (D’Amico et al., 2002). Þó að lægri 

hiti sé almennt heftandi fyrir efnahvörf hafa kuldakærar lífverur aðlagast svo vel að fjölgun 

þeirra er sambærileg við lífverur sem lifa við tempraðar aðstæður. Flestar lífverur þrífast í 

köldu umhverfi, þ.e. í kringum 0°C og eru því skilgreindar sem kuldakærar lífverur en þær 

koma úr öllum þremur lífríkjunum (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Talið er að þessar lífverur 

hafi þróað með sér kuldaaðlöguð ensím sem eru mun sveigjanlegri og þá sérstaklega við 

hvarfstöð. Sveigjanleikinn felur meðal annars í sér lægri hvarfvarma, lægri virkjunarorku, 

lægri sækni í hvarfefni og aukinni eðlisvirkni við lágt hitastig. Þessi aðlögun hefur að vísu 

þann ókost að ensím verða viðkvæmari fyrir hitabreytingum, en afleiðingar hitabreytinga 

getur verið afmyndun próteina þar sem próteinin verða rangt umbrotin (e. folded). Rétt 

umbrot kallast það þegar fjölpeptíð myndar virka þrívíddarbyggingu viðkomandi próteins. 

Vegna þessa eru kuldaaðlöguð ensím mikilvægt tól í rannsóknum á bæði hvötun og umbroti 

próteina (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). 
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 Kuldaaðlöguð ensím hafa almennt hærri hvarfhraða, um það bil tífalt hærra kcat 

samanborið við samsvarandi hitastöðug ensím (e. heat-stable homologs) en það gera þau með 

því að minnka fríorkuþröskuld (ΔG) milli grunnástands og virkjunarástands (e. transition 

state) (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Veltitala (e. turnover number) eða kcat er skilgreind sem 

hámarksfjöldi sameinda myndefnis sem ensím getur myndað úr hvarfefni fyrir hvert 

hvötunarsvæði á tímaeiningu og er jafna þess:  

kcat = A⋅κ⋅e(−Ea /RT)
      (Jafna 1) 

þar sem kcat er hraðafastinn, A er ,,pre-exponential“ þáttur, κ er ,,dynamic transmission“ fasti, 

Ea er virkjunarorkan, T er hitastig og R er gasfastinn. Flest kuldaaðlöguð ensím eru talin hafa 

lága varmaorkubreytingu (ΔH) sem hefur þær afleiðingar að hvarfhraðinn er ekki eins háður 

hitastigi (T) en ella sem leyfir kcat að haldast óbreytt við lágt hitastig. Talið er að hátt kcat í 

kuldaaðlöguðum ensímum sé vegna aukinns sveigjanleika virka setsins sem tilkemur vegna 

lágs ΔH. Eftirfarandi jafna sýnir sambandið milli fríorkubreytingu (ΔG), varmaorkubreytingu 

(ΔH), hitastigs (T) og óreiðubreytingu (ΔS) í virkjunarástandi 
(#)

 (Siddiqui & Cavicchioli, 

2006). 

ΔG
#
 = ΔH

#
 − TΔS

#      
(Jafna 2) 

Hátt kcat í kuldaaðlöguðum ensímum er í samhengi við lágt hitastig sem eykur bindingu í 

virkjunarástandi miðað við grunnástand. Flest kuldaaðlöguð ensím hafa ekki einungis hærri 

kcat en sambærileg hitastöðug ensím, heldur einnig í mörgum tilfellum hærri Michaelis 

Menten fasta (Km) sem er sá styrkur hvarfefnis þegar hvarfhraði er hálfur á við 

hámarkshraðann Vmax. Þó má geta þess að til eru undantekningar þar sem sum kuldaaðlöguð 

ensím hafa lægri Km en sambærileg hitastöðug ensím. Til þess að hvarfefnabinding geti átt sér 

stað með litlum orkukostnaði hjá kuldaaðlöguðum ensímum, þarf virka setið oft að vera 

stærra og skapa auðveldara aðgengi að hvarfefninu (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).  

Sambandið á milli áhrifa hitastigs á virkni tveggja sambærilegra ensíma þar sem annað 

þeirra er kuldakært og hitt er miðlungshitakært ensím hefur verið rannsakað og er útskýrt á 

mynd 4. Kuldakæra ensímið er α-amýlasi úr Pseudoaltermonas haloplanktis en 

miðlungshitakæra ensímið er hitastöðugt samsvarandi ensím úr Bacillus amyloiquefaciens. 

Myndin skýrir að kuldakæra ensímið er með hærri eðlisvirkni, þ.e. kcat við lágt hitastig. Hún 
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skýrir einnig hvernig hámarksvirkni kuldaaðlagaðra ensíma næst við lágt hitastig sem á sama 

tíma sýnir óstöðugleika í hita (D’Amico et al., 2002).  

 

 
 

Mynd 4. Samband á milli hitastigs og veltitölu (kcat) kuldakærs og miðlungshitakærs 

ensíms. Kuldakæra ensímið er α-amýlasi úr Pseudoaltermonas haloplanktis en 

miðlungshitakæra ensímið er samsvarandi ensím úr Bacillus amyloiquefaciens (D’Amico et 

al., 2002).  
 

 

1.3 Einingaskipti 

Árið 2001 sýndu Schneider et al. fram á að próteinið transtýretín getur skipts á undireiningum 

við lífeðlisfræðilegar aðstæður. Við þær aðstæður virðist lítill hluti samsettra fáliðupróteina 

(e. oligomeric proteins) vera á einliðuformi en með klofnun einliðu frá fáliðu geta prótein 

tekið við annarri einliðu í staðinn til að mynda heildstætt prótein. Transtýretín er stöðug 

einsleit ferliða (e. homotetrameric) sem hefur það hlutverk að flytja skjaldkirtilshormón og 

fleiri sameindir í blóðvökva en einliður transtýretín geta safnast upp í líkamanum og myndað 

mýlildi (e. amyloid). Aðferðin sem Schneider et al. (2001) kynntu gekk út á að merkja N-enda 

allra undireininga einsleitrar ferliðu með svokölluðu Flag-tag (FT2) merki og blanda saman 

með ómerktri einsleitri ferliðu svo mögulegt væri að fylgjast með einingaskiptum milli ferliða 

með jónaskiptaskilju. Greining á hlutfallaefnafræði (e. stoichiometry) undireininganna var í 

réttu samhengi við það hlutfall sem búist var við byggt á viðloðun við súlu en viðloðunartími 

(e. retention time) á skiljunni var í réttu hlutfalli við fjölda FT2 merktra villigerðar 

undireiningar. Þetta má greiðlega sjá á mynd 5 þar sem toppur 1 (lengst til vinstri) inniheldur 

fjórar ómerktar undireiningar og toppur 5 (lengst til hægri) inniheldur fjórar merktar einingar. 

Kuldakært ensím 

Miðlungshitakært 

ensím 
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Topparnir þar á milli sýna hlutföllin ómerkt: merkt; 3: 1, 2: 2 og 1: 3 (Schneider, 

Hammarström, & Kelly, 2001).  

                    
Mynd 5. Einingaskipti ferliðunnar transtýretín á jónaskiptasúlu. Myndin sýnir topp sem 

inniheldur engar (toppur 1), eina (toppur 2), tvær (toppur 3), þrjár (toppur 4) eða fjórar 

(toppur 5) FT2-merktar undireiningar. Viðloðunartími er lengri fyrir FT2-merktar 

undireiningar (toppur A) samanborið við ómerktar undireiningar (toppur B). Mælingin var 

gerð með RP-HPLC og Mono Q PC 1.6/5 súlu. (Schneider et al., 2001). 

Niðurstöður sýndu að hraðafræði einingaskipta sé hraðari við 4°C en við 37°C og ljóst var að 

eftir klukkustunda inkúberingu við 4°C sáust ferliðublendingar, þ.e. undireingar með og án 

merkis innan einnar ferliðu. Við aukinn styrk próteins og lægra hitastig eykst hraði 

einingaskipta en Schneider et al. töldu að líklega stafi það af minnkuðum stöðugleika 

ferliðunnar við lægri hitastig (Schneider et al., 2001).  

 Árið 2014 kynntu Robinson et al. til sögunnar nýja aðferðarfræði til að rannsaka 

stöðugleika transtýretín og bindieiginleika þess. Aðferðin sem um ræðir nýtist við að skoða 

einingaskipti milli ómerkts og FT2 merkts transthyretin undir lífeðlisfræðilegum aðstæðum og 

byggist á pólýacrýlamíð rafdrætti (e. semi-native polyacrylamide gel electrophoresis 

technique). Eins og áður, var jafn mikið af FT2 merktum og ómerktum undireiningum blandað 

saman en sýnin voru greind með PAGE-hlaupi (semi-native) og brotthvarf banda á hlaupinu 

sem samsvara bæði ómerktra og FT2-merktra einsleitra ferliða var magngreint ásamt því að 

magngreina birtingu banda sem samsvara misleitra ferliða. Í samræmi við fyrri niðurstöður 
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sýndi þessi aðferð einnig fram á að einingaskiptin voru hraðari við 4°C en við 37°C. Til þess 

að hægt sé að nota jónaskiptaskilju til rannsóknar á einingaskiptum þarf skiljan að hafa háa 

upplausn til að hægt sé að magngreina einingaskiptin. Þetta veldur því að slík aðferð er ekki 

aðgengileg öllum rannsóknarstofum en aðferðin sem byggist á rafdrætti hefur þann kost fram 

yfir jónaskiptaskiljur að hafa auðveldara aðgengi (Robinson & Reixach, 2014).  

Til eru fleiri aðferðir til rannsókna á einingaskiptum. Bova et al. (1997) notuðust við 

flúrljómandi ómunarorkuskipti (e. fluorescence resonance energy transfer) til að fylgjast með 

einingaskiptum α-crystallin. Sú aðferð gengur út á að merkja próteinið með annars vegar 

stilben joðasetamíð (e. stilbene iodoacetamide) sem gegnir hlutverki orkugjafa og hins vegar 

með lúsífer gulu joðasetamíð (e. lucifer yellow iodoacetamide) sem gegnir hlutverki 

orkuþega. Við blöndun þessara mismunandi merkta α-crystallin kom í ljós minnkuð útgeislun 

stilben-merkingarinnar og á móti aukin flúrljómun lúsífer merkingarinnar sem gefur til kynna 

að skiptihvarf (e. exchange reaction) hafi átt sér stað (Bova, Ding, Horwitz, & Fung, 1997). 

 Til að kanna einingaskipti VAP var markmiðið að nota jónaskiptasúlu til aðgreiningar 

á ómerktum og FLAG-merktum undireiningum ásamt því að þróa aðferðina svo hún henti 

viðkomandi ensími þar sem það hefur mun óstöðugri fjórða stigs byggingu en transtýretín. 

FLAG peptíðið hefur átta amínósýrur en einstafa kóðinn fyrir peptíðið er DYKDDDDK. 

Tvöfalt FLAG bætir við sex neikvæðum hleðslum við staðalaðstæður sem er grundvöllur fyrir 

því að aðgreina megi villigerð frá FLAG afbrigði á jónaskiptasúlu. Schneider et al. (2001) 

sýndu fram á að FLAG hafi ekki áhrif á virkni ensímsins og er því ekki búist við að FLAG 

hafi áhrif á virkni FLAG-VAP afbrigðis. 

1.4 Genaferjur í klónun 

DNA klónun með genaferju felur í sér að flytja DNA bút í frumur hýsils sem geta fjölgað sér 

og magnað upp DNA bútinn. Genaferjur geta verið DNA plasmíð, bakteríuveirur, 

gervilitningar (e. bacterial artificial chromosomes; BAC) eða kosmíð (e. cosmid). Genaferjur 

hannaðar til tjáningar þurfa að hafa upphafsstað umritunar, innleiðingarstað (e. multiple 

cloning site) sem innihalda skerðiset og valþátt t.d. lyfjaónæmi. Einnig þarf stýril og ráðlegt er 

að hafa stöðvunarröð (e. transcriptional termination sequence) fyrir neðan (e. downstream) 

innleiðingarstað. Stjórna má tjáningu genaferju með neikvæðri eða jákvæðri stjórnun á stýrli. 

Jákvæð umritunarstjórn byggir á að virkjari (e. activator) hjálpar RNA pólýmerasa að bindast 

stýrli svo umritun geti átt sér stað á meðan neikvæð umritunarstjórn byggir meðal annars á því 
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að bælir (e. repressor) kemur í veg fyrir að RNA pólýmerasi getur bundist stýrli sínum. Með 

því að hindra tjáningu þar til bakterían er í sem mestum vexti má losa um hindrunina og fást 

þá sem mestar heimtur (Watson et al., 2013).  

Í erfðatækni eru plasmíð genaferjur tilvaldnar til að tjá prótein. Helstu kostir við 

plasmíð er að þau geta afritað sig sjálfstætt í hýsli, þau bera gjarnan valþátt og geta verið í 

mörgum eintökum í frumu en ókosturinn liggur í því að stærð DNA bútsins er takmörkuð við 

1-10 kb. Ef klóna þarf stærri búta má þó notast við BAC. Að auki þurfa plasmíð að hafa 

umritunarþætti sem samsvara viðeigandi hýsli. Til eru genaferjur sem ekki einungis magna 

upp DNA bútinn heldur einnig leyfa tjáningu þess sem honum er en þær kallast tjáningar 

genaferjur (e. expression vector) (Watson et al., 2013). Slíkar genaferjur innihalda yfirleitt 

bindiset fyrir ríbósóm sem auka skilvirkni þýðingar til muna. Í dreifkjörnungum er ríbósóm 

bindiröð sem kallast Shine-Dalgarno basaröð og er hún staðset u.þ.b. 5 bösum fyrir framan 

upphafskóða þýðingar (Chen, Bjerknes, Kumar, & Jay, 1994).  

Það sem þarf að hafa í huga þegar genaferja er hönnuð er að hafa upphafs- og 

stöðvunarkóða á prímerum. Þegar skerðiset eru sett á 5 enda er gott að hafa 5-6 núkleótíð 

aukalega til að auka skilvirkni skerðiensímsins þar sem flest skerðiensím vinna verr því nær 

sem þau eru 5 endanum (Hyvönen, 2004). 

Genaferjan sem notuð var í verkefninu kallast pBluescript II SK (+) phagemid (Mynd 

6). Í pBluescript genaferju var notast við neikvæða umritunarstjórn þar sem bælipróteinið lacI 

binst lac stýrisvæði og hindrar að umritun geti átt sér stað. Til að aflétta hindruninni má nota 

isopropyl-β-D-thio-galaktopyranosíð (IPTG) sem opnar fyrir tjáningu. Einkennandi eiginleiki 

genaferjunnar er ampicillin ónæmi en með því er hægt að hafa ampicillin í æti hjá 

bakteríunum en aðeins þær sem hafa plasmíðið ættu að geta myndað þyrpingar auk þess sem 

hún hefur háa eftirmyndunartölu (e. copy number) (“pBluescript II XR Predigested Vector,” 

2010). 

Þyrpingaval með bláum og hvítum lit er gjarnan notuð til að komast að því hvort 

viðkomandi gen hafi verið innleitt í genaferju og byggist á því að kanna hvort β-galaktósídasi 

sé tjáður á X-gal æti og valdi þá einkennandi bláum lit í þyrpingu. Aðferðin byggir á því að 

stökkbreyttur β-galaktósídasi í ferjunni er óvirkur en getur endurheimt virkni sína ef stutt 

peptíð (α-brot) er einnig til staðar. Með þyrpingavali er hægt að velja fyrir þyrpingum sem 

hafa VAP-genið með því að trufla tjáningu á α-broti þar sem það sest inn í mitt β-

galaktósídasagenið sem veldur því að þyrpingarnar verða hvítar (Padmanabhan, Banerjee, & 

Mandi, 2011). 
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Mynd 6. pBluescript II SK (+) Phagemid genaferjan. (“pBluescript II XR Predigested 

Vector,” 2010). 

 

1.5 PCR klónun 

PCR er aðferð í sameindalíffræði sem er notuð til að magna upp DNA. PCR klónun var 

fundin upp af Kary Mullis árið 1983 og náði gífurlegum vinsældum upp úr tíunda áratug 

síðustu aldar (Bartlett & Stirling, 2003).  Klónunarferill með PCR aðferð inniheldur mörg 

skref en það fyrsta sem þarf að hafa í huga er hönnun prímera. Prímerar eru stuttar DNA raðir 

og eru nauðsynlegir til að eftirmyndun DNA geti átt sér stað í PCR hvarfi. Í umræddu hvarfi 

finnur prímerinn samsvarandi röð á móti og fer nýliðun núkleósíða  fram með SN2 hvarfi þar 

sem hýdroxýl hópur 3´enda prímersins gerir kjarnsækna árás á α-fosfat núkleósíða (Watson et 

al., 2013). Rétt hönnun prímera skiptir höfuðmáli til að PCR gangi vel fyrir sig. Það sem þarf 

að hafa í huga í hönnun prímera er meðal annars hentug lengd prímera þar sem of stuttir 

prímerar hafa ekki nægilega sértækni en of langir prímerar auka hættu á að annars stigs 

bygging geti myndast, svo sem hárnálar. Hentug lengd prímera er yfirleitt á bilinu 18-22 
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basar. Einnig þarf að passa að hafa bræðsluhitastig prímera  (e. primer melting temperature) 

ekki of hátt en passlegt hitastig tryggir að mögulegt sé að mynda einþátta DNA úr tvíþátta, 

einnig er mikilvægt að ef unnið er með prímera par þurfa báðir prímerar að hafa áþekk 

bræðsluhitastig. Að auki þurfa prímerar að hafa GC hlutfall í kringum 40-60%, hafa 

tilhneigingu til að mynda annars stigs byggingu og svo má lengi telja (“PCR Primer design 

guidelines,” n.d.).  

PCR mögnunin sjálf byggir á þremur skrefum:  Afmyndun (e. denature), álíming (e. 

anneal) og lengingu (e. extension). Þegar farið er í gegnum skrefin þrjú er það kallað einn 

hringur en oft er farið 20-30 hringi í hefðbundnu PCR hvarfi. Í afmyndunarskrefinu er hitað í 

94°C til að rjúfa vetnistengi tvíþátta DNA, sem veldur því að það losni í sundur og verði 

einþátta DNA strendingar. Næst er kæling þar sem hitastigið er 45-55°C. Við það hitastig geta 

prímerar bundist á einþátta DNA strendingana sértækt sem gerir polýmerasa kleift að finna 

prímerana og getur þá eftirmyndun hafist. Í lengingarskrefinu er það hitastig valið sem gefur 

hámarkseftirmyndunarvirkni viðkomandi pólýmerasa, en það er yfirleitt um 72°C 

(Hernández-Rodríguez & Ramirez, 2012). Dæmi um algenga PCR pólýmerasa er Pfu DNA 

pólýmerasi og Taq DNA pólýmerasi en þeir eru hentugir vegna þess að þeir hafa tiltölulega 

lága villutíðni (1,3*10
-6

 og 8,0*10
-6

 hver um sig) og hafa háa eftirmyndunartíðni við hátt 

hitastig (Cline, Braman, & Hogrefe, 1996). Margt þarf að hafa í huga til að PCR hvarf gangi 

upp. Þar má nefna að hafa rétt magn af dNTP, hafa hentugan styrk af MgCl2 og velja hentugar 

stillingar á PCR forritinu (Hernández-Rodríguez & Ramirez, 2012).  

Að loknu PCR hvarfi er línulega tvíþátta afurðin melt með skerðiensímum ef innleiða 

á afurðina í genaferju. Tilgangur meltingar er að klippa nokkra basa af báðum endum sem 

myndar þakskegg (e. overhang) sem gerir klísturlímingu (e. sticky ligation) mögulega. Til 

þess að skerðiensím geti klippt enda, þurfa samsvarandi skerðiset að vera til staðar. Skerðiset 

eru gjarnan 4-8 basar en skerðiensím eru missértæk í skerðiset sín. Dæmi um skerðiensím eru 

EcoRI en það voru notað í þessu verkefni. Það virkar á þann hátt að það finnur sex basa 

skerðiset 5‘-GAATTC-3‘ og klippir tengin milli G-A með því að rjúfa fosfattengi milli 

sykranna (Nishino & Morikawa, 2002). Klipping með EcoRI í tvíþátta DNA skilur því eftir 

sig 4 basa þakskegg á 5‘enda. Slík þakskegg má nota fyrir innleiðingu í plasmíð, sjá mynd 7. 

Skerðiensímagreining er oft framkvæmd til að athuga skilvirkni skerðiensímanna en einnig til 

að athuga fjölda skerðiseta. 
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Mynd 7. Plasmíð og DNA innskot klippt með EcoRI og XhoI. Klístraðir endar eftir EcoRI 

klippingu á plasmíði annarsvegar og DNA innskoti hinsvegar henta vel fyrir klístraða 

límingu. Sama má segja um klístruðu endana eftir XhoI klippinguna. 

 

Líming (e. ligation) er það ferli þegar PCR afurð er skeytt inn í genaferju en til þess 

þarf lígasa. Á þeim tímapunkti er bæði genaferjan og DNA búturinn línuleg og með 

samsvarandi klístursenda sem gerir t.d. T4 DNA lígasa kleift að líma endana saman með því 

að endurnýja fosfattengin sem skerðiensím höfðu losað og til verður lokað plasmíð sem 

inniheldur DNA bútinn (“DNA Ligation,” n.d.).  

Ummyndun (e. transformation) er það ferli þegar genaferjan sem inniheldur DNA 

bútinn er færð í lífveru sem getur magnað upp genið og/eða framleitt próteinið. E. coli verður 

oft fyrir valinu en bakterían er afar hentug fyrir ummyndun. Til að árangursrík ummyndun 

geti átt sér stað þarf þó fyrst að meðhöndla frumurnar sérstaklega en algengast er að 

meðhöndla þær með kaldri kalsíumklóríð lausn í 24 klukkustundir og kallast þær þá „hæfar“ 

(e. competent) (Dagert & Ehrlich, 1979). Hægt er að ummynda með t.d. rafgötun, 

hljóðbylgjum, polyetylene glykól eða hitalosti en það síðastnefnda byggir á að veikja 

frumuhimnuna með því að útsetja hana fyrir 42°C hitalosti í 30 sekúntur og við það kemst 

DNA plasmíð inn í bakteríuna (Singh, Yadav, Ma, & Amoah, 2010). Að því loknu má rækta 

upp frumurnar, rjúfa þær og einangra til áframhaldandi rannsókna. 
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2. Markmið 

Markmið verkefnisins var að þróa aðferð til kanna einliðuskipti alkalísks fosfatasa með því að 

hengja tvöfalt FLAG-merkipeptíð á villigerðar alkalískt fosfatagen einangrað úr Vibrio sp. 

G15-21 og færa yfir í pBluescript genaferju. Með því að ummynda plasmíðið með VAP 

geninu í LMG E. coli frumu má tjá FLAG-merkta VAP og einangra á sértækri súlu fyrir AP 

og því næst blanda saman FLAG-merkta VAP með ómerktri villigerð til að meta hraða 

einliðuskipta með aðskilnaði á jónaskiptasúlu þar sem FLAG peptíðin bæta við sex auka 

neikvæðum hleðslum á próteinið við staðalaðstæður. Alkalískur fosfatasi er virkur sem 

tvíliða, ef jafvægi á sér stað milli einliða og tvíliða mun einliðuskipti eiga sér stað og má þá 

aðgreina misleitar-tvíliður og einsleitar-tvíliður með jónaskiptaskilju. Ef aðferðin reynist 

hentug má ákvarða hraðafasta og jafnvægisfasta fyrir einliðuskipti ensímsins.  
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3. Efni, áhöld og aðferðir 

Eftirfarandi tafla 1 sýnir þau efni og áhöld sem notuð voru í verkefninu. 

Tafla 1. Þau efni og áhöld sem notuð voru í verkefninu ásamt framleiðanda. 

Efni /áhöld Framleiðandi / Fengið frá 

TAE /TBE  buffer Raunvísindastofnun 

Agar-Agar Polvo Ph. Eur agarósi (í ræktir)  Roig Parma 

Ampicillín Sigma-Aldrich 

Bacto
TM

 yeast extract Becton Dickinson and Co. 

BioLogic LP kerfi BIO-RAD 

BioTBD-100 Hitablokk Boeco 

DNAsi Fermentas 

DpnI Thermo Scientific 

Eppendorf glös Sarstedt 

Etanól 96% + 1% MEK Olís 

Etýlen glýkól Sigma-Aldrich 

Falcon glös Sarstedt 

Filtrunarpappír (0,2 μm) Whatman 

GeneRuler ladder 1 kb Fermentas 

Glúkósi Sigma-Aldrich 

Glýkógen Thermo Scientific 

Gufusæfir (e. autoclave) Certoclav 

Hleðslulitur (e. loading dye) Thermo Scientific 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) Fermentas 

L-Histidýldíazónbenzýlfosfónik sýra  Sigma-Aldrich 

LB æti í töfluformi Sigma-Aldrich 

Lígasa buffer Thermo Scientific 

Ljósmælir (Evolution 220 UV-visible 

spectrophotometer) 

Thermo Scientific 
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MilliQ H20 (EASY-pure RoDi) Barnstead 

MgCl2  Merck 

NaCOOH Fluka analytical 

NanoDrop2000 Thermo Scientific 

NEB buffer New England BioLabs 

Para-nítrófenýlfosfat (pNPP) Sigma-Aldrich 

pBluescript II SK (+)phagemid genaferja Agilent Technologies 

PCR tæki Applied Biosystems 

Pfu DNA polymerasi (2000 U/mL) Thermo Scientific 

Prímerar TAG Copenhagen A/S 

Frumurof buffer Macherey-Nagel 

Tris-Bis 4-12% PA mini hlaup Invitrogen 

Skerðiensím 

              EcoRI 

              SacII 

              XhoI (Fast Digest) 

 

New England BioLabs 

New England BioLabs 

Thermo scientific 

Skiljusafnari (módel 2110) BIO-RAD 

Skilvindur    

          Labor zentrifugen 

          Beckman Avanti J25-02 

 

Sigma 

Beckman-Coulter 

Spunasúlusett Invitrogen/Macherey-Nagel/Fermentas 

Tango buffer (+BSA) Fermentas 

Test-PCR innskot Agilent Technologies 

Tris-HCL Fluka analytical 

Triton-X sápa BDH chemicals LH 

T4 DNA lígasi Thermo Scientific 

Ultra Pure
TM

 agarósi (hlaup) Thermo Scientific 

VAP Raunvísindastofnun (Jens G. Hjörleifsson) 

λ DNA (0,3 µg/µL) Fermentas 
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3.1. Klónun 2x FLAG-VAP 

Genabútur úr alkalískum fosfatasa úr kuldakærri Vibrio bakteríu var fyrirfram einangraður en 

basaröð hans má sjá í viðauka 1. Framvirkir (e. forward) prímerar voru hannaðir til að bindast 

upphafsstað umritunar og afturvirkir (e. reverse) prímerar til að bindast við lok umritunar, sjá 

viðauka 2. Bræðsluhitastig (Tm) fyrir prímerana var áætlað með Marmur nálgun:   𝑇𝑚 = 4 ∗

𝐺𝐶 + 2 ∗ 𝐴𝑇. Tvö PCR hvörf voru framkvæmd (PCR 1 og PCR 2) þar sem hengd voru á tvö 

FLAG-peptíð svo hægt væri að aðgreina alkalískan fosfatasa á jónaskiptasúlu seinna meir í 

verkefninu.  

3.1.1 PCR 1 

PCR hvarf var framkvæmt til að magna upp villigerðar alkalíska fosfatasagenið og að auki til 

að bæta við amínósýruröð fyrir fyrra FLAG peptíðinu við 3‘ enda (C-enda). Prímerarnir voru 

allir fjórir þynntir í 10 µM. PCR var framkvæmt með setti (e. kit) frá Fermentas. PCR 1 

blandan var samkvæmt töflu 2. 

Tafla 2. Efnablöndun í PCR 1. 

Efni V (µL) 

H2O 30 

10xPfu buffer + MgSO4 5 

dNTP Mix, 2 mM hvert núkleótíð 5 

F-prímer 10 µM 3,5 

R-prímer10 µM 3,5 

DNA (≈100 ng/µL) 1 

Pfu DNA pólýmerasi (2000 U/mL) 1,8 

Heildarrúmál 49,8 
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Blöndun efna var gerð í PCR glös og færð í PCR tæki. PCR var stillt með forriti samkvæmt 

töflu 3. 

Tafla 3. Forritsstillingar fyrir PCR. 

 

 

 

PCR afurð var rafdregin á 1% agarósahlaupi. Brunnar voru hlaðnir með 0,5 µL sýni og 3 µL 1 

kb GeneRuler ladder. Til að fjarlægja móður-DNA úr PCR afurð var 1 µL DpnI (10 U/mL) 

bætt við og inkúberað við 37°C í eina klukkustund. DpnI meltir einungis móður-DNA vegna 

þess að það hefur metýl merkingar á GATC basaröðum sem DpnI þekkir á meðan PCR 

magnað DNA ætti að vera með öllu ómetýlerað. Sýnið var svo etanólfellt samkvæmt töflu 4. 

Tafla 4. Efnablöndun við etanólfellingu á PCR 1 afurð. 

Efni V (µL) 

Sýni 50 

3M HCOONa 5 

20 mg/mL Glycogen 1 

Etanól 96% (Kælt) 165 

Heildarrúmmál 221 

 

Eftir blöndun var sýni sett í frysti við -80°C yfir nótt. Sýnið var síðan spunnið niður og 

botnfall þvegið með 1 mL af 70% etanóli og leyst upp í 50 µL H2O. Því næst var 0,5 µL sýni 

hlaðið á hlaup. 

 T (°C) Tími  

Upphafs afmyndun 95 2 mín 

Afmyndun 95 30 s 

Binding 43 30 s 

Eftirmyndun 72 4 mín 

Lok 72 10 mín 

x30 
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3.1.2 PCR 2 

PCR 2 var framkvæmt í framhaldi af PCR 1 en tilgangur seinna PCR var að magna upp genið 

aftur og hengja seinna FLAG peptíðið á það fyrra. Vegna takmarkandi stærðar prímera er ekki 

hægt að hengja bæði FLAG peptíðin í einu PCR hvarfi. Blöndun í PCR glös og PCR forrit var 

eins og í PCR 1 með seinna prímera pari, sjá viðauka 2. Afurð var dregin á 1% agarósahlaupi 

og því næst hreinsuð með spunasúlusetti frá Invitrogen með því að fylgja leiðbeiningum frá 

framleiðanda. 

3.1.3 Klipping enda PCR-afurðar með skerðiensímum 

Fjórtán basar voru klipptir af PCR afurð sem skildi eftir fjögurra basa þakskegg (e. overhang) 

á 5´enda til að innleiðing í genaferju með ,,klístur‘‘ lígösun (e. sticky-ligation) geti gengið 

fyrir sig. Til þess eru notuð skerðiensímin XhoI og EcoRI. Áætlað var að virkni þeirra beggja 

væri góð með 2xTango buffer (Fermentas). Efnablanda fyrir klippingu PCR afurðar er 

samkvæmt töflu 5. 

Tafla 5. Efnablöndun fyrir klippingu PCR 2 afurðar. 

Efni V (µL) 

PCR afurð 25 

H2O 80 

10x Tango buffer 42 

Xho1 7 

EcoR1 7 

Heildar rúmmál 210 

 

Lausnin var fyrst inkúberuð við 37°C yfir nótt og því næst  inkúberuð við 70°C í 10 mínútur 

til að óvirkja skerðiensímin. Til að losna algjörlega við skerðiensímin var spunasúlusett notað 

líkt og áður (Invitrogen).   

Til að athuga árangur klippingarinnar var sýnið ásamt öðru viðmiðunar DNA rafdregið 

á 1% agarósahlaupi. Virkni meltingarensímanna var skoðuð með  λ-DNA sem hefur þekkta 

basaröð. Klippt var með XhoI, EcoRI eða báðum ensímunum. Eftir blöndun voru lausnir 

inkúberaðar við 37°C yfir nótt. Efnablanda fyrir meltingu á λ plasmíði er samkvæmt töflu 6. 
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Tafla 6. Efnablöndun fyrir meltingu á λ plasmíði. 

Efni V(µL) 

λ-DNA 3,5 

H2O 18,5 

10x Tango buffer 6 

Xho1 1 

EcoR1 1 

Heildarrúmmál 30 

 

3.1.4 Líming 

Ákveðið var að nota pBluescript II SK (+) phagemid genaferju til að framkvæma límingu (e. 

ligation) en genaferjan var forklippt hjá framleiðanda. Efnablöndun við límingu er samkvæmt 

töflu 7. Innskotið var melt PCR 2 afurð úr 3.1.3 og test-innskotið innihélt 1.4 kb 

kanamycinþol-gen. Lausnin var því næst höfð við herbergishita í 20 mínútur. Líming var 

framkvæmd af Jens G. Hjörleifssyni.  

Tafla 7. Efnablöndun við límingu með tveimur sýnum þar sem innskotshlutfall var tvöfalt 

fyrir sýni 2. 

 

Efni 

Viðmið 

V (µL) 

Sýni 1 

V (µL) 

Sýni 2 

V (µL) 

Plasmíð (20ng/µL) 1 1 1 

Innskot (1ng/µL) 0 0,5 1 

Test-innskot 1 0 0 

Lígasa buffer 0,5 0,5 0,5 

T4 DNA lígasi 0,5 0,5 0,5 

dH2O 2 2,5 2 

Heildarrúmmál 5 5 5 
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3.2 Tjáning genaferju 

3.2.1 Ummyndun í E. coli 

Genaferjan var meðhöndluð með 10 ensímeiningum (U) VAP (díalíseruð yfir nótt í 1 L af 4 

mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, pH 8,0) fyrir ummyndun til að klippa fosfathóp af 3´-enda. 

VAP var svo óvirkjaður við 70°C í 10 mín. 

Því næst var 50 µL af E. coli stofninum TOP10 blandað með 5 µL af genaferjunni og 

var sú lausn látin sitja á ís í 10 mínútur áður en hún var sett í 42°C hitalost. Eftir hitalostið var 

1 mL af SOC æti bætt í og inkúberað við 37°C í eina klukkustund. Síðan voru frumur spunnar 

niður í 2 mínútur við 2000 g og floti hellt af en frumur endurleystar upp í afgangsvökva. 

Ummyndun var framkvæmd af Jens G. Hjörleifssyni. 

3.2.2 Ræktun 

pBluescript plasmíð genaferjan er gædd þeim eiginleika að framleiða virkan galaktósídasa ef 

línulegu genaferjunni er lokað án þess að hafa innskot, sem litar þyrpingar bláar. Auk 

galaktósídasa geninu var ampicillín ónæmisgen notað til að velja fyrir frumum sem hafa 

innleitt genaferjuna. Í framhaldinu var 20 µL af E. coli í SOC æti dreift á tvær agarskálar með 

LB-æti sem innihélt annars vegar viðbættu xGal-IPTG + 100 µg/mL ampicillin og hins vegar 

100 µg/mL ampicillín. xGal-IPTG diskar voru útbúnir eins og LAMP diskar nema eftir 

þornun var 100 µL 0,1 M IPTG og 40 µL 2% xGal lausn dreift og látið þorna. PCR próf var 

gert á völdum þyrpingum og afurð hvarfsins skoðuð með rafdrætti á 1% agarósahlaupi. 

3.3 Plasmíð hreinsun 

3.3.1 Hreinsun á þyrpingum 

Hreinsistrikun var framkvæmd fyrir hreinsun. Til að einangra plasmíð úr E. coli svo hægt 

væri að raðgreina þau var notað spunasúlusett frá Fermentas.  Áður en hreinsun var 

framkvæmd voru 800 µL sýni með 200 µL etýlen glýkól blandað í eppendorf glas og fryst ef 

ske kynni að rækta þyrfti meira. Í hreinsun fóru rúmir 5 mL af rækt. Framkvæmd var 

samkvæmt leiðbeiningum sem fylgdu settinu. Lokaskol af súlum var með 50 µL af AE buffer 

(10 mM Tris pH 8,0). Til að meta hversu vel hreinsunin gekk og til að meta stærð 
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genaferjunnar voru 3 µL af hverju sýni dregin á 1% agarósahlaupi til að fá gróft mat á magni 

DNA. Nákvæmt magn DNA var metið með NanoDrop.  

3.3.2 Skerðiensímagreining genaferja. 

Athugað var hvort genið myndi klippast út með því að nota sömu ensím og notuð voru til að 

klippa enda í kafla 3.1.3, en að auki var skerðiensímið SacII notað til samanburðar. Þyrpingar 

voru rofnar með lysis buffer (úr Macherey Nagel spunasúlusetti), lausnirnar voru stilltar af 

með hlutleysingar buffer (úr Macherey Nagel spunasúlusetti) og etanólfelld áður en klipping 

var framkvæmd. Lausnirnar voru síðan hafðar við 37°C yfir nótt. Efnablanda 

skerðiensímagreiningar á genaferjum var samkvæmt töflu 8. 

Tafla 8. Blöndun við skerðiensímagreiningu á plasmíðum hreinsuðum úr TOP10 

þyrpingum. 

Efni V (µL) 

Sýni 6 

Skerðiensím 1 

10xTango buffer (XhoI og EcoRI)  

eða 

10x NEB buffer (SacII) 

2 

 

     1 

H2O 2 

 

Því næst var sýnunum hlaðið á 1% agarósahlaup og rafdregin. Prófað var að láta hlaupið 

liggja eina klukkustund aukalega í 100 mL 1xTAE með 100 µL ethidíum brómíð lausn til 

þess að hægt væri að sjá útklipptu afurðina þar sem ethidíum brómíð styrkur lækkar oft neðst 

á hlaupinu við keyrslu hlaups.  

3.4 Tjáning í LMG194 tjáningarstofni 

E. coli stofninn LMG194 var valinn sem tjáningarstofn. Hitalost ummyndun (með hitablokk) 

var gerð með 50 µL af LMG194 með 1 µL af hreinsaðri genaferju. Hitalostið var 90 s við 

42°C og svo haft í eina klukkustund við 37°C. Að lokinni ummyndun var frumum dreift á 
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LAMP skálar og hafðar í 37°C yfir nótt. Plasmíð einangruð úr Top10 voru því næst send í 

raðgreiningu. 

3.4.1 Smáskala ræktun á FLAG-VAP í LMG194 

Bláu þyrpingarnar B1 og B2 voru valdar í smáskala ræktun (20 mL) til að hægt væri að gera 

grófar virknimælingar á VAP. Upphafsræktun var gerð þar sem ein þyrping af LAMP skál var 

sett í 2 mL fljótandi LAMP æti og sett í 37°C yfir nótt. Næst voru 100 µL af upphafsrækt 

færðar í 20 mL fljótandi LAMP. Tvær ræktir voru gerðar fyrir bæði B1 og B2 þar sem bætt 

var í aðra ræktina IPTG til að aflétta lacI bælingu. Ræktir voru inkúberaðar við 37°C. Eftir 16 

klukkustunda ræktun var IPTG bætt út í hjá viðeigandi ræktum. 

Grófar virknimælingar voru gerðar á LMG194 stofni. Eftir 16 klukkustunda ræktunina 

var fyrsta sýni tekið, þ.e. 10 µL sýni með 990 µL af 5,0 mM p-nítrófenýlfosfat (p-NPP) í 1,0 

M dietanolamín og 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8. Sýni voru síðan tekin á nokkurra klukkustunda 

fresti eftir það. Virknimælingar voru gerðar með ljósmælinum ,,Evolution 220 UV-visible 

spectrophotometer“ þar sem gleypnibreytingar við 405 nm og 25°C voru mældar og var forrit 

mælisins notað til að finna U/mL útfrá Beer‘s lögmáli (Jafna 3) þar sem eðlisgleypni p-NPP er 

18500 M
-1 

cm
1
 við pH 9,8. Jafna þess er:  

dA/dt = ε * b * dC/dt       (Jafna 3) 

þar sem A er gleypni, t er tími, ε er eðlisgleypni, b er breidd kúvettu og C er styrkur. 

3.4.2 Stórskala ræktun á FLAG-VAP LMG194 

Áður en 4 L rækt var sett af stað var búin til upphafsrækt sem var 20 mL fljótandi LAMP með 

einni þyrpingu af B2. Stór rækt var gerð fyrir B2 þyrpinguna þar sem hún var bæði með VAP-

genið og sýndi mestu virknina í grófum virknimælingum. Fjórir L LB æti innihélt 40 g 

Tryptone Plus, 20 g Bacto
TM

 yeast extract, 40 g NaCl og 4 L af milliQ H2O. Sýrustig var stillt 

við pH 7,8 með NaOH. Þessum 4 L af rækt var síðan deilt niður á níu flöskur (1 L) og 

flöskurnar með lausnunum síðan gufusæfðar (e. autoclave), þær kældar og ampicillín bætt út í 

(lokastyrkur 100 µg/mL). Eftir þriggja daga rækt við 18°C voru frumur spunnar niður og 

leystar upp í 100 mL VAP buffer (25 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0) og lysozyme bætt út í 

(framan af spatúlu) ásamt 1 mL 10% (w/v) Triton X sápu og látin standa við 4°C í þrjár 

klukkustundir og eftir það settar í -20°C og sprengdar með frystingu. Frumuhratið var síðan 
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afþítt og 5 µL af DNAsa var bætt í lausnina og leyft að standa í tvær klukkustundir áður en 

frumurnar voru spunnar niður við 20.000 g í 20 mínútur. Rúmmál flotsins var svo mælt og 

virknimæling framkvæmd á flotinu. 

3.4.3 Súluskiljur 

Sértæk súla 

Sértæk súluskilja er öflugt tæki til að hreinsa ensím. Í sértækri skilju er notað súluefni sem 

binst sértækt við bindil sinn á meðan annað efni flæðir í gegn. Í þessu verkefni var notað L-

histidýldíazónbenzýlfosfónik sýru á agarósa súlu, sem er sértækt fyrir VAP. Við keyrslu á 

sértæku súlunni var notast við BioLogic LP kerfi sem mælir gleypni, leiðni og stýrir 

flæðihraða en við keyrslu á sértæku súlunni var hann ávallt 1 mL/mínútu. Öllu frumuhratinu 

var hlaðið á súluna og gegnumflæði safnað (5 mL/glas) þar sem virknimælingar voru gerðar á 

öðru hverju glasi. Þegar frumuhratið hafði allt farið inn á kerfið var skolað með 60 mL VAP 

buffer (25 mM Tris, 10 mM MgCl2, pH 8,0). Næst var skolað með 90 mL 150 mM NaCl 

lausn áður en skolað var aftur með 60 mL VAP buffer og svo að lokum með 100 mL af 0,1 M 

dínatríumhýdrógenfosfati (pH 9,1). Eftir að skol með dínatríumhýdrógenfosfati hófst var 

safnað 2 mL/glas og virknimælingar gerðar á söfnuðum glösum og virknitoppur sameinaður. 

Jónaskiptasúla 

Jónaskiptaskilja byggir á því að aðgreina efni eftir nettó rafhleðslu. Notast var við Mono Q 

Sepharósa súlu og BioLogic LP kerfi. Þessi keyrsla var framkvæmd til að sjá hvort að 2x 

FLAG VAP myndi hanga marktækt meira á súluefninu en villigerðar VAP. Áður en sýni var 

hlaðið á jónaskiptaskilju var það síað með Whatman síunarpappír með 0,2 µm götum til að 

losna við frekari botnfall (líklega magnesíum fosfat) og til að forðast það að stífla súluefnið. 

Virkni var mæld eftir síun og sýni síðan hlaðið á jónaskiptasúluna með flæðihraðann 1 

mL/mínútu en þeim flæðihraða var haldið út keyrsluna. Gegnumflæði var safnað í bikarglas. 

Eftir hleðslu sýnis var skolað með 15 mL VAP buffer. Næst var saltstigull settur af stað en 

stigullinn fór frá 0 M NaCl upp í 1,0 M NaCl á 60 mínútum en því næst var skolað aukalega 

með 60 mL 1,0 M NaCl. Safnað var í 2 mL eppendorf glös (2 mL/glas) um leið og saltstigull 

byrjaði. Virknimæling var gerð á fimm glasa fresti til að finna virknitopp.  
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3.4.4 SDS hlaup 

Rafdráttur með SDS var gerður til meta stærð VAP. Notað var aðkeypt hlaup (Bolt® 4-12% 

Bis-Tris Hlaups, 15-wells) frá Invitrogen. Blandað var saman 4 µL 5x SDS buffer (200 mM 

Tris-HCl, 400 mM DTT, 8% SDS, 0,4% bromófenól blár, 40% glycerol, pH 6,8) og 15 µL 

sýni. Hlaðið var 10 µL sýni í hvern brunn og keyrt hlaupið á 200 V í 45 mínútur. Hlaupið var 

litað með Coomassie brilliant blue yfir nótt og svo aflitað í aflitunarlausn (3% ediksýra, 30% 

metanól). 
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4. Niðurstöður 

4.1 Klónun 

4.1.1 PCR 1 

Afurð (VAP gen) úr PCR 1 var rafdregin (sýni 1 og sýni 2) á 1% agarósahlaupi ásamt viðmiði 

sem innihélt vatn, prímera og pólýmerasa. Niðurstöður hlaupsins má sjá á mynd 8. Á hlaupinu 

sáust sterk bönd sem gáfu til kynna að góð mögnun gensins hafi átt sér stað og stærð bandsins 

virtist vera rétt miðað við genið (3,5 kb). 

 

Mynd 8. PCR 1 rafdráttur. Brunnar eru eftirfarandi:  1: Sýni 1, 2: Sýni 2, 3: Viðmið, 4: 

Generuler 1kb Ladder. 

Til að hreinsa PCR afurðina var fyrst spunasúlusett frá Macherey-Nagel prófað. Við lok 

súluhreinsunar var 0,5 µL af þynntu DNA sýni eftir spunasúluhreinsun hlaðið á 1% 

agarósahlaup ásamt gegnumflæði (Viðauki 3). Útfrá því hlaupi mátti túlka að ekkert DNA var 

til staðar í sýninu en greinilegt band sást í gegnumflæði svo DNA hefur ekki bundist á súlu. 

Fyrst súlusettið hafði brugðist var etanólfelling framkvæmd á PCR 1 afurðinni  og rafdregið á 

hlaupi eins og áður (Mynd 9).  Sá brunnur sem innihélt PCR 1 afurð sýndi band fyrir genið og 

voru heimtur metnar nægilega góðar fyrir næsta skref. 
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Mynd 9. Etanólfelling á PCR 1 afurð. Brunnar eru eftirfarandi:  1: PCR 1 afurð, 2:  Viðmið 

(vatn), 3: Generuler 1 kb ladder. 

4.1.2 PCR 2 

PCR 2 sýndi góðar heimtur, en sterk bönd sáust fyrir PCR 2 afurðina (sýni 1 og 2), sjá mynd 

10. PCR 2 afurð var etanólfelld sem gaf þó ekki ásættanlegar heimtur. Spunasúlu sett 

(Invitrogen) var notað til að hreinsa PCR 2 afurð og styrkur DNA metinn með NanoDrop, sjá 

töflu  9.   

      

Mynd 10. PCR 2 rafdráttur. Brunnar eru eftirfarandi:  1: Sýni 1, 2: Sýni 2, 3: Viðmið (án 

móts), 4: Viðmið með villigarðar móti, 5: Generuler 1kb ladder. 
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Tafla 9. Niðurstöður styrkmælinga á DNA úr PCR 2 afurð (sýni 1 og 2) mælt með 

NanoDrop mælitæki.  

Sýni DNA (ng/ µL) 

1 555 

2 486 

 

4.1.3 Klipping 

PCR 2 afurð var klippt með skerðiensímunum EcoRI og XhoI. Eftir klippingu var plasmíð 

hreinsað með spunasúlusetti (Invitrogen)  og sýni síðan rafdregin á 1% agarósahlaupi til að 

meta styrk ensímanna (Mynd 11). Styrkur DNA var um 280 ng/µL sem þýðir að heildarsýni, 

50 µL, innihélt 14 µg sem þykja ásættanlega heimtur. 

 

Mynd 11.  Rafdráttur á PCR 2 afurð eftir klippingu. Brunnar eru eftirfarandi:   

1: Súluhreinsuð klippt PCR 2 afurð, 2: Klippt PCR 2 afurð, 3: Generuler 1kb ladder. 

Athuga má að hér var 2x Tango buffer notaður en einnig var prófað að framkvæma 

klippinguna með 1x Tango buffer. Afurð þeirrar klippingar var rafdregin en á hlaupinu sáust 

engin bönd að utanskildum ladder (Viðauki 4).  

Skerðiensím voru prófuð á þekktu DNA úr λ veiru. Sýni úr λ DNA klippingu voru 

síðan rafdregin á 1% agarósahlaupi sem sýndi eðlilegar klippingar sem gefur til kynna að 

skerðiensímin voru að virka sem skildi (Viðauki 5). 
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4.1.4 Líming 

T4 lígasi tengir saman núkleótíð með  því að endurmynda fosfódíestertengi milli sykranna. Til 

að draga úr líkum á að T4 lígasi myndi loka plasmíði án innskots voru genaferjuplasmíðin 

verkuð með VAP til að losa fosfathóp af 5’enda þannig að við límingu hefur aðeins innskots 

DNA 5‘enda fosfathóp til að framkvæma límingu. Búist var við því að líming hefði gengið 

upp en það var þó ekki athugað sérstaklega. 

4.2 Tjáning genaferju 

4.2.1 Ummyndun í E. coli og ræktun þyrpinga 

Ummyndun var framkvæmd fjórum sinnum. Í fyrstu ummyndun uxu engar þyrpingar á 

ampicillin agarskálunum. Ekki var hægt að álykta hvað hafði farið úrskeiðis í fyrstu atrennu 

en í annari ummyndun uxu nokkrar bláar þyrpingar og tvær hvítar (Viðauki 6). Við hreinsun 

PCR afurðar í fyrstu tveimur ummyndunum var notast við etanólfellingu. Í þriðju tilraun 

ummyndunnar var PCR afurð hreinsuð á spunasúlu en það gaf af sér góðan vöxt þyrpinga 

(Viðauki 7). Samkvæmt aðferðarfræði blá-hvíts þyrpingavals, ættu hvítar þyrpingar að 

innihalda VAP genið. Í framhaldinu var því áfram unnið með hvítu þyrpingarnar en engar 

virtust hafa heilt VAP gen. Mögulega voru einhverjar bláar þyrpingar með rétt gen innleitt en 

þær fóru ekki í áframhaldandi ræktun. Þrjár af sex X-gal skálum innihéldu mikið af bláum 

þyrpingum en hinar þrjár innihéldu örfáar hvítar þyrpingar en engar bláar. Valið var að rækta 

áfram fimm af hvítu þyrpingunum en niðurstöður raðgreiningar sýndu að engar þyrpingar 

innihéldu genið. Fyrir fjórðu ummyndun var hreinsun PCR afurðar framkvæmd á sama hátt 

og fyrir ummyndun þrjú og voru þyrpingar úr fjórðu ummyndunar að mestu leyti bláar en 

tvær hvítar voru til staðar. Þrjár bláar og báðar hvítu þyrpingarnar voru valdar til 

áframhaldandi ræktunar. PCR próf var gert (eins og PCR 2) á völdum þyrpingum og afurð 

hvarfsins skoðuð með rafdrætti á 1% agarósahlaupi (Mynd 12). Á hlaupinu sáust bönd með 

stærð sem passa við VAP genið hjá báðum hvítum kólóníum (W1 og W2) en að auki komu 

mjög sterk bönd hjá bláum kólóníum 1 og 2 (B1 og B2), sem kom mjög á óvart. Mögulegt er 

að hvítu þyrpingarnar séu til komnar af sjaldgæfum endurröðunaratburð þar sem genið hefur 

farið inn á rangan stað en samt þannig að lacZ hefur ruglast. Líklegasta skýringin á bágum 

ummyndunum er léleg hreinsun með etanólfellingu og að þó að VAP genið sé inn á 

genaferjunni sé β-galaktósídasi virkur og þyrpingar því bláar þó að VAP genið hafi verið á 
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plasmíðinu. Þess vegna er líklegt að bláu þyrpingarnar úr ummyndun þrjú hafi einhverjar haft 

VAP genið. Þyrpingar W1, W2, B1 og B2 voru hver um sig ræktaðar áfram. 

 

 

Mynd 12. Rafdráttur á PCR prófi á ummynduðum þyrpingum, hvítum (W1-2) og bláum 

(B1-3).Brunnar eru eftirfarandi:  1: W1, 2: W2, 3: B1, 4: B2, 5: B3, 6: GeneRuler 1kb 

Ladder. 

4.3 Plasmíð hreinsun 

Erfitt reyndist að hreinsa plasmíð úr þyrpingunum. Spunasúlusettin frá Macherey-Nagel 

(Viðauki 8) gáfu neikvæðar niðurstöður en settið frá Fermentas gaf betri niðurstöður. Tvö 

sýni voru hreinsuð þar sem sýni 1 var framkvæmt eftir leiðbeiningum framleiðanda en sýni 2 

var aukalega etanólfellt eftir frumurof. Eftir hreinsun var styrkur afurðar metinn með 

NanoDrop en styrkir sýnis eru samkvæmt töflu 10. Heimturnar teljast bágar en stöfuðu líklega 

af ofmettun súlu en samkvæmt framleiðanda á súlan að geta bundið allt að 20 µg. Hreinsun 

var endurtekin tvisvar á gegnumflæði fyrir bæði sýni og voru allar hreinsanir á sýni 1 síðan 

sameinaðar og var sama gert með sýni 2. Lokastyrkur sameinaðra sýna var metinn og voru 

bæði sýni 1 og 2 með 38,9 ng/µL af DNA. 

Tafla 10. Niðurstöður um styrk DNA eftir hreinsun með NanoDrop mælitæki.  

Sýni DNA (ng/ µL) 

1 43,9 

2 32,3 
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4.3.1 Skerðiensímagreining genaferju 

Skerðiensímagreining var gerð til að skoða stærð línulegu genaferjunnar, virkni 

skerðiensímanna, athuga hvort innskotsgenið klipptist út og ef svo er, athuga stærð 

innskotsins. Hún var gerð fjórum sinnum, þ.e. tvisvar fyrir ummyndun þrjú og tvisvar fyrir 

ummyndun fjögur. 

Í fyrri tilraun á þyrpingum á ummyndun þrjú var athugað hvort genið myndi klippast 

út með því að nota sambærilega klippingu og gerð var á  PCR 2 afurð (með EcoRI og XhoI). 

Til athugunnar voru þyrpingar 1-8 valdar, rofnar og etanólfelldar fyrir klippinguna (Viðauki 

9). Engin klipping virtist hafa tekist þar sem aðeins sáust slök og ofurundin bönd á hlaupinu. 

Því var hvorki hægt að meta stærð línulegs plasmíðs né innskots. 

Skerðiensímagreiningin á þyrpingum úr ummyndun þrjú var endurtekin og sýndi 

önnur tilraun að klipping virtist ekki heppnast fullkomlega þar sem afurðin virtist ekki hafa 

klippst úr plasmíðinu við 1,5 kb (Viðauki 10). Þó mátti álykta að einhver klipping hafi orðið í 

flestum sýnum en blá þyrping sýndi línulega afurð við 4,5 kb sem hefði getað passað við 

stærð Bluescript plasmíðs ásamt VAP geninu (4,5 kb), öll önnur sýni gáfu til kynna að þau 

hafi ekki innleitt VAP genið.  

Í skerðiensímagreiningu á þyrpingum úr ummyndun fjögur var skerðiensíminu SacII 

bætt við aukalega til að hafa viðmiðunarensím og átti eitt skerðiset að vera fyrir hvert ensím á 

genaferjunni og eru þau öll við MCS. Ensímin voru því öll prufuð stök en að auki var eitt sýni 

höndlað með bæði XhoI og EcoRI. Prófað að framkvæma klippingu á bæði Test-innskots 

plasmíði og plasmíði úr óþekktri blárri þyrpingu. Niðurstöður úr fyrri tilraun ummyndunar 

fjögur sýndu heppnaða klippingu þar sem engin hringlaga plasmíð voru til staðar nema þar 

sem skerðiensímin vöntuðu (Mynd 13). Viðmiðunarinnskotið klipptist út en klippt afurð úr 

bláu þyrpingunni var ekki greinileg. Bandið fyrir viðmiðmunar innskotið sást þó ekki fyrr en 

eftir að hlaupið hafði verið sett í aukalitun. Tekið saman, þá gaf skerðiensímagreiningin þær 

niðurstöður að stærð línulega plasmíðsins væri í kringum 3,5 kb sem gefur til kynna að 

genaferjan væri eðlileg. Svo virðist sem að plasmíð úr bláu þyrpingunni sé tómt þar sem 

ekkert innskot sést og línulega afurðin er u.þ.b. 3,5 kb. Skerðiensímagreiningin sýndi einnig 

fram á að bæði skerðiensímin voru að klippa rétt en þar sem einungis viðmiðið klipptist út, en 

innskotið ekki, þá hafi það VAP genið einfaldlega ekki verið til staðar í þessari óþekktu bláu 

þyrpingu og var því ekki hægt að meta stærð innskots. 
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Mynd 13. Skerðiensímagreining með XhoI (X), EcoRI (E) og SacII (S). Mynd A sýnir hlaup 

beint eftir rafdrátt. Mynd B sýnir sama hlaup sett í aukalitun, þar sem útklippt afurð kemur í 

ljós. Greining var gerð á hvítri þyrpingu með Test-innskoti (T) frá framleiðanda plasmíðs og 

óþekktri blárri þyrpingu (B). Brunnar eru eftirfarandi:  1: T+S, 2: T+X, 3: T+E, 4: T+E+X, 

5: T, 6: B+S, 7: B+X, 8: B+E, 9: B+E+X, 10: B, 11: GeneRuler 1kb ladder.  

Skerðiensímagreiningin á ummyndun fjögur var endurtekin, en nú með völdum þyrpingum 

W1, W2, B1 og B2 (Mynd 14). Í þessari klippingu sést greinilegt innskot á hjá þyrpingum B1 

og B2 þar sem þær voru klipptar með bæði XhoI og EcoRI. Innskotið var rúmlega 1,5 kb og 

er því  líklegast FLAG-VAP genið. 
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Mynd 14. Skerðiensímagreining á þyrpingum W1, W2, B1 og B2. SD= klipping með EcoRI, 

DD= Klipping með EcoRI og XhoI. Brunnar fyrir hlaup 1 (A) eru eftirfarandi:  1: W1, 2: W2, 

3: B1, 4: B1SD, 5: W1SD, 6: GeneRuler 1 kb Ladder. Brunnar fyrir hlaup 2 eru eftirfarandi:  

1: B1, 2: W2SD, 3: B2SD, 4: W1DD, 5: W2DD, 6: B1DD, 7: B2DD, 8: GeneRuler 1 kb 

Ladder. 

4.4 Tjáning í LMG194 

Einangruð genaferja úr Top10 var ummynduð í E. coli stofninn LMG194 og var bæði 

smáskala rækt (20 mL) og stórskala rækt (4 L) sett af stað. Virknimælingar voru gerðar til að 

komast að því hversu lengi ræktirnar þurfa að vera í gangi til að fá hentugt OD600 og þar með 

sem mest prótein. Mælingin var einnig nýtt til að kanna hvort bakteríustofninn innihéldi 

nokkuð lacI bæli. 

4.4.1 Smáskala ræktun 

Virknimælingar á smáskalarækt voru gerðar í ljósmæli sem mældi ljósgleypnibreytingu á 

mínútu (ΔA/mín) og var forrit mælitækis notað til að finna U/mL. Til að sprengja frumurnar 

voru 10 µL af rækt spunnið niður (15000 rpm. í 2 mín) og botnfall leyst upp í 10 µL. 

Niðurstöður virknimælinga voru samkvæmt töflu 11 en virknimæling var gerð á bláum 

þyrpingum (B1 og B2) með/án IPTG. Niðurstöður sýna að þar sem IPTG hefur ekki áhrif á 

tjáningu, þá inniheldur E. coli stofninn ekki lacI gen svo slík bæling getur ekki átt sér stað 

eins og hefur áður kannað (Gudjónsdóttir & Ásgeirsson, 2008). 
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Tafla 11. Niðurstöður virknimælinga á smáskala rækt tjáningar genaferju í LMG194 stofni 

E. coli. Mælingar voru gerðar við 405 nm með 10 µL sýni með 990 µL af 5,0 mM p-

nítrófenýlfosfat (p-NPP) í 1,0 M diethanolamine, 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8. 

Klst. í 

rækt 

B1  B1+IPTG  B2  B2+IPTG 

OD600 U/mL  OD600 U/mL  OD600 U/mL  OD600 U/mL 

16 0,084 0,013  0,077 0,033  0,064 0,012  0,062 0,010 

18 0,101 0,011  0,104 0,023  0,123 0,045  0,124 0,025 

20 0,133 0,061  0,143 0,013  0,175 0,033  0,178 0,024 

22 0,174 0,099  0,235 0,073  0,214 0,079  0,241 0,101 

24 0,415 0,151  0,416 0,137  0,381 0,134  0,329 0,158 

27 0,702 0,340  0,690 0,284  0,607 0,310  0,570 0,227 

41 1,702 0,323  1,777 0,672  1,775 0,811  1,838 0,796 

 

4.4.2 Stórskala ræktun 

Virknimæling var endurtekin með stærri rækt, en nú einungis með B2 því sú þyrping hafði 

hæstu virkni. Niðurstöður virknimælinga úr smáskalarækt gáfu vísbendingar um hvenær 

hentugt væri að hefja virknimælingar á stórskalarækt. OD mæling á flotinu eftir u.þ.b. þrjá 

daga í stórskalarækt sýndi að OD 600  væri 2,083, sem þykir mjög hátt og gefur til kynna að 

ræktin hafi staðið heldur lengi. Frumur voru spunnar niður og þrjár virknimælingar voru 

gerðar á floti og gáfu þær góða hugmynd um hversu margar ensímeiningar (U) væru til staðar 

í heildarrækt (Tafla 12) til að mögulegt væri að meta hversu vel hreinsunin gekk fyrir sig og 

fyrir áframhaldandi skref. 
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Tafla 12. Niðurstöður virknimælinga á stórskala rækt tjáningar genaferju í LMG194 stofni 

E. coli. Mælingar voru gerðar við 405 nm með 10 µL sýni með 990 µL af 5,0 mM p-

nítrófenýlfosfat (p-NPP) í 1,0 M dietanolamín og 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8. Þrjár mælingar 

voru teknar og er  meðaltalið (X) gefið. 

Mæling  U/mL 

1 276 

2 287 

3 316 

X 293 

 

4.4.3 Raðgreiningargögn 

Raðgreiningargögnin sýndu að B1 og B2 þyrpingar innihéldu rétt VAP-gen (Viðauki 11-12). 

Þetta er afar undarlegt þar sem Bluescript plasmíðið átti aðeins að verða blátt ef ske kynni að 

genaferjan lokist án innskotsins. Hér hefur því bláa-hvíta þyrpingavalið brugðist, líklega 

vegna þess að α-brot (e. α-fragment) er tjáð framanvið N-enda VAP sem samrunaprótein, er 

klippt síðan af og getur þá virkjað β-galaktósídasa. Plasmíð úr öllum hvítum þyrpingum sem 

send höfðu verið í raðgreiningu sýndu neikvæða niðurstöðu.  

4.4.4 Súluskiljur 

Sértæk súla 

L-histidýldíazónbenzýlfosfóniksýra á agarósa súlu var notuð til að hreinsa alkalíska 

fosfatasann úr frumugrautnum (Landt, Bolt, & Butler, 1978). Virknimælingar voru gerðar á 

safnglösum með gegnumflæði, saltskoli og losun með ólífrænu fosfati (Mynd 15). Virkni á 

gegnumflæði í fyrstu safnglösunum gaf háa virkni svo ensímið hefur ekki bundist súlunni vel 

og flætt í gegn en það er mögulega vegna fosfatshindrunnar eða FLAG hafi haft áhrif á 

bindingu. Líklegra er þó að súla hafi einfaldlega verið of gömul og léleg. Næst komu 

óhreinindi í ljós sem höfðu eitthvað af viðloðandi VAP með sér. Í lokin losnaði restin af VAP 

þegar skolað var með ólífrænu fosfati og var þeim virknitoppi safnað fyrir áframhaldandi 

mælingar.  
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Mynd 15. Niðurstöður virknimælinga á gegnumflæði, saltskoli og losun með ólífrænu 

fosfati af sértækri súlu. Græna línan sýnir virkni (U/mL) en bláa lína sýnir gleypni (A). 

Toppur 1 er virknitoppur með háa fosfatasavirkni. Toppur 2  sýnir óhreinindi (önnur prótein) 

að fara í gegn (ásamt einhverju VAP). Toppur 3 er virknitoppur sem stafar af losun VAP með 

dinatriumhydrogenfosfat. Mælingar voru gerðar við 405 nm með 10 µL sýni með 990 µL af 

5,0 mM p-nítrófenýlfosfat (p-NPP) í 1,0 M dietanolamín og 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8. 

Saltskol með 150 mM NaCl fór af stað eftir 80 mín. Losun með 0,1 M 

dinatriumhydrogenfosfati var gerð eftir 400 mín. 

 

Jónaskiptasúla 

Áður en hlaðið var á Mono Q jónaskiptasúlu var sýni síað og virknin mæld sem reyndist vera 

450 U/mL en það gaf til kynna ekkert tap hafði orðið á ensímvirkni við síun. Því næst var 

virknitoppi úr sértækri skilju hlaðið á jónaskiptasúluna (Mynd 16). Glas 1 táknar upphaf 

söfnunar þegar saltstigull hófst og 2 mL safnað í hvert glas eftir það. Við lok saltskolunar var 

virknin mæld en mynd 16 sýnir hvar virknitoppurinn birtist miðað við leiðni. Toppurinn var 

breiður sem gefur til kynna lélega aðgreiningu en hann spannar fáar virknimælingar. Til að fá 

skýrari mynd af toppnum hefði verið æskilegt að taka virknimælingar á fleiri glösum. 

Tilgangur með jónaskiptasúlunni var að skoða hvort FLAG-VAP hangi marktækt meira á 

súlunni en villigerðar VAP. Til að svara því þyrfti einnig að keyra villigerðar VAP á 

jónaskiptasúlu en það var ekki gert að þessu sinni. 



36 

 

 

Mynd 16. Virknimælingar á safnglösum 15-50 á fimm glasa fresti af Mono Q 

jónaskiptasúlu. Svarta línan sýnir virkni (U/mL) en rauða línan sýnir leiðni (mS/cm). 

Mælingar voru gerðar 405 nm með 10 µL sýni með 990 µL af 5,0 mM p-nítrófenýlfosfat (p-

NPP) í 1,0 M dietanolamín og 1,0 mM MgCl2 við pH 9,8. 

 

4.4.5 SDS hlaup 

Rafdráttur með SDS byggir á að aðskilja hlaðnar stórsameindir en SDS hlaup var rafdregið til 

þess að meta stærð próteinsins, þ.e. mólmassa þess. Metið var að próteinið væri um 65 kDa 

(Mynd 17) en samkvæmt UniProt er VAP talið vera um 57 kDa. FLAG peptíðin eru samtals 4 

kDa sem samanlagt við þyngd VAP gerir 61 kDa. Athuga þarf þó að SDS rafdráttur er 

tiltölulega gróf nálgun á massa próteins en til að fá nákvæmari massa væri ráðlegt að nota 

MALDI-TOF massagreiningu. 
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Mynd 17. Rafdráttur á SDS hlaupi til að meta stærð próteins. Brunnar eru eftirfarandi:  1: 

PageRuler ladder, 2: flot, 3: gegnumflæði 1, 4: gegnumflæði 2, 5: salt skol sértækrar súlu, 6: 

salt skol jónaskiptasúlu, 8-14: virkir toppar af jónaskiptasúlu, 15:  Spectra multicolour 

protein ladder. 

Upprunalegt markmið verkefnisins var að útbúa FLAG afleiðu af VAP og skoða hraðafræði 

einliðuskiptanna en ekki tókst að klára það síðarnefnda innan tímamarka vegna tafa við 

framkvæmd og því liggja niðurstöður um hraðafræði einliðuskipta ekki fyrir að þessu sinni.  
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5. Umræður 

Alkalískur fosfatasi úr Vibrio sp. G15-21 var til skoðunar í þessu verkefni. Svo virðist vera 

sem viðbæting tveggja FLAG-peptíða á VAP og tjáning afbrigðisins hafi heppnast en vegna 

tímamarka verkefnisins var ekki hægt að skoða hraðafræði einliðuskipta. Upp komu þó 

nokkrir örðugleikar í framkvæmd en þar má helst nefna að blátt/hvítt þyrpingaval, sem hjálpar 

oft við val á ummynduðum þyrpingum gaf óvæntar niðurstöður. Samkvæmt aðferðarfræðinni 

var búist við að þær þyrpingar sem litast hvítar innihéldu VAP genið en raðgreining úr þriðju 

ummyndun sýndi að bláu þyrpingar innihéldu VAP genið. Þar sem þyrpingar með ,,test“-

innskot á pBlueScript plasmíðinu lituðust allar hvítar má álykta að samrunaprótein α-brots og 

VAP hafi myndast og náð að virkja β-galaktósídasa. Áður en þetta kom í ljós höfðu einungis 

hvítar þyrpingar verið sendar í raðgreiningu en engin þeirra hafði VAP-genið á plasmíði. Að 

auki má benda á að flestar þyrpingar eftir ummyndun voru iðulega bláar svo mögulegt er að 

fyrri ummyndanir sem taldar voru illa heppnaðar hefðu mögulega gefið jákvæðar niðurstöður. 

Ljóst er að pBluescript plasmíð var ekki heppileg tjáningargenaferja fyrir þetta 

verkefni en ástæðan fyrir að það var valið var að ferjan hafði verið notuð áður til að tjá VAP í 

LMG194 með góðum árangri (Gudjónsdóttir & Ásgeirsson, 2008). Til viðbótar var hægt að 

kaupa plasmíðið forklippt sem útilokar vandamál tengd því skrefi. Bluescript tjáningarferjan 

er hönnað sem eftirmyndunarplasmíð í ljósi þess að það hefur einstaklega háa afritunartölu en 

fyrir tjáningarstofn getur það valdið of miklu álagi á frumu. Bluescript skortir einnig Shine-

Dalgarno röð sem er bindiset fyrir bakteríu ríbósóm og margfaldar þýðingarhraða. Einnig má 

nefna að vegna blá/hvíts þyrpingavals er α-brots genið á eftir upphafsstað umritunar og í 

beinu framhaldi er MCS þar sem VAP genið var innleitt en þetta gæti valdið því að α-brotið 

hangi sem samrunaprótein á N-enda VAP. Tjáningarstofninn LMG194 inniheldur ekki lacI 

gen svo lac genastjórnun var ónothæf sem þýðir að stöðug tjáning er á plasmíðinu. Þrátt fyrir 

alla þessa þætti, sem betur máttu fara, virðist pBluescript genaferjan og LMG194 

tjáningarstofninn ná að framleiða nógu mikið af próteininu til að hægt væri að gera 

hraðafræðimælingarnar. 

Lokahluti framkvæmdarinnar var rafdráttur próteinafurðar úr báðum súluhreinsunum á 

SDS hlaupi. Útfrá því var stærð próteinsins metin sem u.þ.b. 65 kDa. Þetta er ónákvæmt mat á 

massa en bendir þó til þess að FLAG-peptíð séu á próteininu þar sem VAP er um 55 +/- 6 

kDa og hvert FLAG peptíð um 2 kDa sem í heildina bætir 4 kDa við massa VAP. Til að 

fullvíst sé að FLAG viðbót hafi heppnast væri t.d. ráðlegt að massagreina próteinið allt með 
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MALDI-TOF eða eftir meltingu með viðeigandi próteösum sem gefa þekktar stærðir sem 

hægt væri að massagreina. 

Næsta skref væri að skoða hvort villigerðar VAP hangi marktækt minna á 

jónaskiptasúlu en FLAG-VAP. Ef svo er, þá þyrfti að ákvarða aðstæður fyrir blöndun beggja 

VAP afbrigðanna og skilja síðan sundur einsleitar og misleitar tvíliður þ.e. ef einliðuskipti 

eiga sér stað. Búist væri þá við að misleitar tvíliður myndu koma milli villigerðar VAP og 

FLAG-VAP af jónaskiptasúlunni svipað og það sem Schneider et al. (2001) sýndu fram á í 

rannsóknum sínum á transtýretín. Því næst mætti reikna út hraðafræði einliðuskiptanna útfrá 

því hversu lengi einsleitu tvíliðurnar hefðu verið í blöndun en hraðafræði einliðuskiptanna 

gætu gefið vísbendingu um hvernig niðurbrotsferli VAP tvíliðunnar fer fram. 

Í framhaldinu væri áhugavert að skoða hvernig jafnvægi einliða og tvíliða myndi 

breytast með breyttum aðstæðum t.d. með breytilegum styrk magnesíumjóna þar sem hún 

situr á samskilum eininganna. Einnig væri áhugavert að kanna áhrif ýmsa umhverfisþátta, svo 

sem hitastig og sýrustig en búast má við að einliðuskipti séu háð slíkum þáttum. Svo mætti 

líka athuga hvernig amínósýruskipti á samskilum eininganna hefðu áhrif á KM 

jafnvægisfastann.  
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7. Viðauki 

Viðauki 1: Basaröð alkalísks fosfatasagens úr Vibrio sp. G15-21. 

5’ATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTT

TCAGCAGAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGC

AAGTTGGCTTATTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGG

GAACAAAACGGCCATTTATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTA

ACGCATCCGGAAGACGCAATCGTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTG

CAACGGGTATTTACAGCAGTTCAGAAGTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCA

TGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAAAAAAGCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGT

TTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCTTTCGCCGCTCACCAACCTC

ACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCAACGGGCGCTGATGT

GATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAACGACAAAGGT

GAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAATCAA

AGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAAC

TGGCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCT

ATTCGCTTACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGT

GGCGAACGAACTCAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATC

CTATCCAAAGATGAAGATGGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACT

GGGCGGGACACAGTAACGATGCAGGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTG

ATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATGGGCAAAAGATCGTGAAGACACGATCG

TGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTTCGGTTTCAGCTACTCTTCTAAC

GACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTGGCGAAGCCTTCGCCGATCGTGACTATG

CACCCAACTTTAACTTTGGCGCATTCGACATTCTTGATGGTTTATACAACCAGAAG

CAAAGCTACTACGGCATGATCAGCGAATTTCAGAAGTTGGATAAATCGCTGCAAA

CACCTGAAAAACTGGCTGAGATCGTCAACAAGAACAGTGAGTTCCCTATCACTGC

TGAACAAGCGAAAAACGTATTAGCCAGTAAGCCGAACCCATATCGACTGGCTCA

GCACAAATACTTGTCGGCAGAAGAAGTACCTGCTATCAACGATTTCGATGCTTTC

TTCCCATATAACGACCGTGGCAACTTGCTTGCTCGCGAACAAGCAACAGGTCAAA

ACATCGTTTGGGGTACAGGTACACATACTCACACACCAGTGAACGTGTTTGCTTG

GGGCCCTGCCGAGAAGATATTGCCAGTTTCGAAAATCATGCACCACTCAGAACTG

GGTGAGTACATTAAACAACAAGTAAACTAGCCTGAATCTTTTTTGCTCGTTTAACT

TTAGCGCCCTTCGGGGCGTTTTTTGTTTTAAGCTTTTGAGCTTTTGAGAAAGTGAG

AATTGAGTAATGAT 3’. 

TAG = stop 
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Viðauki 2:  Prímerarnir þar sem prímerapar ,,sense primer 1“ og ,,antisense primer 1“ mynda 

prímerapar 1 og ,,sense primer 2“ og ,,antisense primer 2“ mynda prímerapar 2. 

FLAG prímerar 

Aukabasar fyrir góða bindingu skerðiensíma:   

EcoRI set:   

XhoI set:  

FlagTag 1  

FlagTag 2  

STOPP kóði   

3‘ endar prímera sem eru ólitaðir eru mótsvarandi svæði. 

,,Sense primer 1“:  

5‘-ATG AAA CCA ATT GTT ACC-3‘ 

Lengd:  18 nt 

Tm = 48°C 

,,Sense primer 2“:  

5‘-ATA GTA GAA TTC ATG AAA CCA ATT GTT ACC-3‘ 

Lengd:  30 nt 

Tm = 48 °C 

,,Antisense Flag1“: 

5‘-CTT GTC ATC GTC ATC CTT ATA ATC  GTT TAC TTG TTG TTT AAT G -3‘ 

Lengd:  43 nt 

Tm = 48 °C 

,,Antisense Flag 2“: 

5‘-CTG TTC CTC GAG TCA TCA CTT ATC GTC ATC GTC TTT GTA GTC CTT GTC 

ATC GTC ATC CT 

Lengd:  59 nt 

Tm = 50°C 
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Viðauki 3. Rafdráttur eftir spunasúluhreinsun.  Brunnar eru eftirfarandi: 1: Sýni, 2: 

Gegnumflæði, 3: GeneRuler 1 kb ladder. Til að hreinsa PCR afurðina var spunasúlu sett frá 

Macherey-Nagel notað. Við lok súluhreinsunar var DNA þynnt í 50 µL af 18 mQ H2O og 0,5 

µL af sýni eftir spunasúlu hreinsun hlaðið á 1% agarósahlaup ásamt gegnumflæði. Mjög dauft 

bands sést í brunni 1 en talið var að þetta væru ekki ásættanlegar heimtur. 

 

 

Viðauki  4:  Klipping á PCR 2 afurð. Notað var 1xTango buffer sem gaf einungis bönd fyrir 

ladder. Brunnar eru eftirfarandi:  1: Sýni, 2: Viðmið (villigerð), 3: Viðmið (villigerð án XhoI), 

4: Viðmið PCR2 afurð, 5: Generuler 1 kb ladder. 
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Viðauki 5. Skerðiensímagreining á þekktu DNA úr λ veiru. Myndin sýnir að öll skerðiensím 

virkuðu rétt. Brunnar eru eftirfarandi:  1: λDNA + EcoRI, 2: λ + XhoI,3:  λ + EcoRI + XhoI, 

4: ladder. 

 

 

Viðauki 6. Skál með þyrpingum úr ummyndun tvö. Hér sjást nokkrar bláar þyrpingar og 

örfáar hvítar. 
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Viðauki 7. Skál með þyrpingum úr ummyndun þrjú. Hér sjást margar bláar þyrpingar og 

nokkrar hvítar. 

 

 

Viðauki 8. Spunasúluhreinsun á ummyndun tvö. Myndin sýnir bæði sýni eftir 

spunasúluhreinsun (S) og eftir etanólfellingu (E). Engin plasmið í neinni hreinsun fyrir utan 

spunasúlusýni S7 og S8 sýndu bönd. Brunnar í efri línu eru eftirfarandi: 1: S1, 2:  S2, 3:  S3, 

4: S4, 5: S5, 6: S6, 7:  S7, 8: S8, 9: GeneRuler 1 kb ladder. Brunnar í neðri línu eru 

eftirfarandi:  1: E1, 2: E2, 3: E5, 4: E7, 5: GeneRuler 1 kb ladder. 
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Viðauki 9a. Skerðiensímagreining á klippingu plasmíða úr þyrpingum, fyrri tilraun 

ummyndunar þrjú. Hver þyrping var ræktuð í 7 mL fljótandi LAMP æti við 37°C yfir nótt. 

Síðan voru frumurnar rofnar með rofbuffer úr Macherey-Nagel setti, lausn stillt af með 

hlutleysingarbuffer og síðan etanól felldar áður en klipping var framkvæmd. Lausn var síðan 

höfð við 37°C yfir nótt. Taflan sýnir blöndun skerðiensímagreiningar. 

Efni V (µL) 

H2O 9 

10x Tango 2 

Sýni 7 

XhoI 1 

EcoRI 1 

 

 

Viðauki 9b.  Afurðir skerðiensímagreiningar úr fyrri tilraun ummyndunar þrjú voru dregnar á 

0,8% agarósahlaupi M=Vatn, DD= XhoI og EcoRI, X = XhoI, E = EcoRI, 1 = Þyrping1, 2 = 

þyrping2, 7 = þyrping7. Brunnar eru eftirfarandi:  1: 1M, 2: 1DD, 3: 1X,4:  1E, 5: 2DD, 6: 

2X, 7: 2E, 8: 7M, 9: 7DD, 10: 7X, 11: 7E,12:  Ladder. Hér sjást aðeins slök og ofurundin 

bönd hringlaga plasmíðs á hlaupinu, því var hvorki hægt að meta stærð línulegs plasmíðs né 

innskots. 
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Viðhengi 10a. Skerðiensímagreining á klippingu plasmíða úr þyrpingum. Önnur tilraun 

ummyndunar þrjú. Taflan sýnir efnablöndun skerðiensímagreiningar. 

Efni V (µL) 

Sýni 3 

XhoI 0,5 

EcoRI 0,5 

10x Tango 1 

 

 

 

Viðauki 10b. Afurðir skerðiensímagreiningar úr annarri tilraun ummyndunar þrjú voru 

dregnar á 0,8% agarósahlaupi.  Myndin sýnir að afurðin virðist ekki hafa klippst úr 

plasmíðinu við 1,5 kb en mögulega var blá þyrping hér með VAP gen er u.þ.b 4500 bp. 

Brunnar eru eftirfarandi:  1: þyrping  , 2: þyrping 3, 3: þyrping 4, 4: þyrping 5, 5: þyrping 6, 6: 

VAP-gen 1, 7: VAP-gen 2, 8: blá þyrping, 9: viðmið (Bluescript með Kan), 10: GeneRuler 

1kb ladder. 
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Viðauki 11. ,,Forward“ raðgreiningagögn á plasmíði úr þyrpingu B2. Samanburður er við 

villigerðar VAP. 

Query  90    ATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTTCAGCA  149 

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

Sbjct  124   ATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTTCAGCA  183 

Query  150   GAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTGGCTTA  209 

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

Sbjct  184   GAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTGGCTTA  243 

Query  210   TTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGGCCATT  269 

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

Sbjct  244   TTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGGCCATT  303 

Query  270   TATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATC  329 

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

Sbjct  304   TATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATC  363 

Query  330   GTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTCAGAA  389 

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

Sbjct  364   GTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTCAGAA  423 

Query  390   GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCaaaaaaa  449 

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

Sbjct  424   GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAAAAAA  483 

Query  450   GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT  509 

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

Sbjct  484   GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT  543 

Query  510   TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA  569 

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

Sbjct  544   TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA  603 

Query  570   ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC  629 

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

Sbjct  604   ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC  663 

Query  630   GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA  689 

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

Sbjct  664   GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA  723 

Query  690   TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG  749 

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

Sbjct  724   TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG  783 

Query  750   GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT  809 

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

Sbjct  784   GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT  843 

Query  810   TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT  869 

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

Sbjct  844   TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT  903 

Query  870   CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGAT  929 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  904   CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGAT  963 

Query  930   GGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGCA  989 

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

Sbjct  964   GGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGCA  1023 

Query  990   GGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATGG  1049 

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

Sbjct  1024  GGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATGG  1083 

Query  1050  GCAAAAGATCGTGAAGACCCGATCGTGATTGKGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTTC  1109 

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

Sbjct  1084  GCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGTGATTGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTTC  1143 

Query  1110  GGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTYTGG  1159 

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

Sbjct  1144  GGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTGG  1193 

 

Viðauki 12. ,,Reverse“ raðgreiningagögn á plasmíði úr þyrpingu B2. Samanburður er við 

villigerðar VAP. 

 

Query  94    GTTTACTTGTTGTTTAATGTACTCACCCAGTTCTGAGTGGTGCATGATTTTCGAAACTGG  153 

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

Sbjct  1686  GTTTACTTGTTGTTTAATGTACTCACCCAGTTCTGAGTGGTGCATGATTTTCGAAACTGG  1627 

Query  154   CAATATCTTCTCGGCAGGGCCCCAAGCAAACACGTTCACTGGTGTGTGAGTATGTGTACC  213 

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

Sbjct  1626  CAATATCTTCTCGGCAGGGCCCCAAGCAAACACGTTCACTGGTGTGTGAGTATGTGTACC  1567 

Query  214   TGTACCCCAAACGATGTTTTGACCTGTTGCTTGTTCGCGAGCAAGCAAGTTGCCACGGTC  273 

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

Sbjct  1566  TGTACCCCAAACGATGTTTTGACCTGTTGCTTGTTCGCGAGCAAGCAAGTTGCCACGGTC  1507 

Query  274   GTTATATGGGAAGAAAGCATCGAAATCGTTGATAGCAGGTACTTCTTCTGCCGACAAGTA  333 

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

Sbjct  1506  GTTATATGGGAAGAAAGCATCGAAATCGTTGATAGCAGGTACTTCTTCTGCCGACAAGTA  1447 

Query  334   TTTGTGCTGAGCCAGTCGATATGGGTTCGGCTTACTGGCTAATACGTTTTTCGCTTGTTC  393 

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

Sbjct  1446  TTTGTGCTGAGCCAGTCGATATGGGTTCGGCTTACTGGCTAATACGTTTTTCGCTTGTTC  1387 

Query  394   AGCAGTGATAGGGAACTCACTGTTCTTGTTGACGATCTCAGCCAGTTTTTCAGGTGTTTG  453 

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

Sbjct  1386  AGCAGTGATAGGGAACTCACTGTTCTTGTTGACGATCTCAGCCAGTTTTTCAGGTGTTTG  1327 

Query  454   CAGCGATTTATCCAACTTCTGAAATTCGCTGATCATGCCGTAGTAGCTTTGCTTCTGGTT  513 

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

Sbjct  1326  CAGCGATTTATCCAACTTCTGAAATTCGCTGATCATGCCGTAGTAGCTTTGCTTCTGGTT  1267 

Query  514   GTATAAACCATCAAGAATGTCGAATGCGCCAAAGTTAAAGTTGGGTGCATAGTCACGATC  573 

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

Sbjct  1266  GTATAAACCATCAAGAATGTCGAATGCGCCAAAGTTAAAGTTGGGTGCATAGTCACGATC  1207 

Query  574   GGCGAAGGCTTCGCCAGAACGCTTCTGTGGTTTTGGTAGGTCGTTAGAAGAGTAGCTGAA  633 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1206  GGCGAAGGCTTCGCCAGAACGCTTCTGTGGTTTTGGTAGGTCGTTAGAAGAGTAGCTGAA  1147 

Query  634   ACCGAAAGAGCCTGTTTCGTGGTCTGCGGTCACAATCACGATCGTGTCTTCACGATCTTT  693 

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

Sbjct  1146  ACCGAAAGAGCCTGTTTCGTGGTCTGCGGTCACAATCACGATCGTGTCTTCACGATCTTT  1087 

Query  694   TGCCCATTCATACACCGTTTGGATCGCTTCATCAAACTTGAGCAGTTCATGCAGCATGGT  753 

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

Sbjct  1086  TGCCCATTCATACACCGTTTGGATCGCTTCATCAAACTTGAGCAGTTCATGCAGCATGGT  1027 

Query  754   GCCTGCATCGTTACTGTGTCCCGCCCAGTCGATTTGGCCACCTTCGACCATTAGGAAAAA  813 

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

Sbjct  1026  GCCTGCATCGTTACTGTGTCCCGCCCAGTCGATTTGGCCACCTTCGACCATTAGGAAAAA  967 

Query  814   GCCATCTTCATCTTTGGATAGGATGTTGAGCGCTTTTTGTGTCATCTCTTTCAG-CTTGG  872 

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

Sbjct  966   GCCATCTTCATCTTTGGATAGGATGTTGAGCGCTTTTTGTGTCATCTCTTTCAGGCTTGG  907 

Query  873   CTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGATGCCATCATCCATGCCCGA  932 

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

Sbjct  906   CTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGATGCCATCATCCATGCCCGA  847 

Query  933   GTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTCTAGCATGTTGCGATTAA-  991 

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

Sbjct  846   GTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTCTAGCATGTTGCGATTAAA  787 

Query  992   CGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAG-TTACG  1035 

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

Sbjct  786   CGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTTACG  742 

 

 

 


