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Utdrattur

Alkaliskir fosfatasar (AP) finnast vida i natturunni en ensimin gegna mikilveegu hlutverki i
ad fjarleegja fosfathopa af sameindum i frumustjornun og efnaskiptum frumna. Alkaliskur
fosfatasi einangradur ur kuldakeeru bakteriunni Vibrio sp. G15-21 (VAP) er
adalvidfangsefni pessa verkefnis en VAP hefur haa hvotunarvirkni vid lagt hitastig. AP er
tvilida sem inniheldur staka magnesium jon og tveer zinkjonir sem allar eru mikilvaegar
fyrir hvotun. Liklegt er ad undireiningar AP geti farid i sundur og myndad einlidur og ad
einliduskipti milli tvilida geti att sér stad en enn pann dag i dag eru einliduskipti AP og
hradafredi pess 6kunn. Slikar rannsoknir hafa verid gerdar & ferlidanni transtyretin (e.
transthyretin) sem hefur stoduga fjorda stigs byggingu og var markmid verkefnisins ad
pbréa adferd til einlidurannsokna & AP sem hefur 6stéduga fjorda stigs byggingu. Ekki tokst
ad profa aoferdina ad fullu vegna erfidleika i framkveemd og timamarka sem sett voru a
verkefnid. bvi liggja nidurstddur um hradafasta og jafnveegisfasta fyrir einliouflakk

ensimsins ekki fyrir en po er ekkert pvi til fyrirstédu ad halda &fram ad préa adferdina.



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 Alkaliskur fosfatasi

Fosfatasar eru stor fjolskylda ensima sem 6ll eiga pad sameiginlegt ad fjarleegja fosfathop af
fosfatesterum. Fosfatasar gegna mikilveegum hlutverkum og hafa viotek ahrif i lifverum,
baedi i dreifkjornungum og heilkjérnungum. Bygging fosfatasa er margbreytileg og felst
medal annars i mismunandi sérteekni i hvarfefni. (Barford, Das, & Egloff, 1998). Einnig vinna
fosfatasar i mismunandi adsteedum, par ma nefna sur fosfatasi sem hefur hastu virkni vid lagt
pH og alkaliskur fosfatasi (AP) sem hefur hastu virkni vid hatt pH. I E. coli hafa strir og
alkaliskir fosfatasar mismunandi sérteekni i hvarfefni. Sem demi ma nefna ad alkaliskur
fosfatasi getur hvatad vatnsrof & brennisteins innihaldandi monoester (R-SPO3H,) en sur
fosfatasi getur hvatad vatnsrof & sdrefnis innihaldandi monoester (R-OPO,H,) (Kvanagh &
Bardsley 1979). Efnahvarf alkalisks fosfatasa i virknimalingum med p-nitrophenylfosfati er

samkvemt mynd 1.
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Mynd 1. Vatnsrof p-nitrophenylfosfats hvatad af alkaliskum fosfatasa (“Alkaline
Phosphatase,” n.d.).

Annar munur & sirum og alkaliskum fosfatasa er ad sa sidarnefndi er hadur magnesium jon og
par af leidandi ma draga Ur virkni hans med malmbindandi efnum en demi um slik efni eru
EDTA, nikétianamin, pidl og sitrat (Hazama, Nagata, Fujimori, Yanagisawa, & Yoneyama,
2014); (Kavanagh & Bardsley, 1979), ad auki getur ensimid verid hita-eda kuldaadlagad
(Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Alkaliski fosfatasinn i E. coli telst vera frumgerd (e.
prototype) annarra alkaliskra fosfatasa og telst E. coli vera gott mddel til rannséknar & 6drum
fosfatdsum sem einnig nota malmjonir i vatnsrofi & fosfatesterum. Bedi NMR og X-ray
kristalgreining hafa synt fram & ad fosfatasinn hefur prju malmjona-bindisveedi par sem zink
jonir binda oftast M1 og M2 svaedi en magnesium jén bindur oftast M3 svadid. M1 svadio er

naudsynlegt fyrir hvétun en binding vid M2 eykur hvétun til muna (Holtz & Kantrowitz,
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1999). 1 E. coli eru pad zink jonirnar tveer sem hafa bein hlutverk i hvétun & medan
magnesium jonin var fyrst talin spila 6beint hlutverk i virkni ensimsins. Hvarfgangur hvotunar
i alkaliskum fosfatasa i E. coli er samkvemt mynd 2. [ 6bundnu ensimi (E) hafa
fosfatbindisetin prjar vatnssameindir. Magnesium jonin tengist hydroxyl hop Ser102 med
vetnistengum en arid 2000 syndu Stec et al. fram a sterka tengingu milli M3 bindisets og
myndbyggingar (e. conformation) kjarnseakisins Ser102 sem skyrir hvernig Ser102 er virkjad
fyrir kjarnseekna &réas og gafu nidurstodur peirra visbendingar um ad magnesium jonin i M3
spili beint hlutverk i hvétun. 1 ensim-hvarfefna komplexnum (EeROP) er strefni esters i
tengslum vid Znl og vixlverkanir milli fosfathops hvarfefnis vid Zn2 og guanidiniumhdp
Argl66. Magnesium jonin afprétonerar surefni i Serl02 fyrir kjarnsekna aras a fosfératom
hvarfefnissameindarinnar. Myndbreyting verdur & ensiminu og myndast samgilda ensim-
fosfat millistigido (EP) en vid myndbreytinguna & sér stad brottnam RO™. Ad lokum gerir
hydroxidjonin sem samverkar vid Znl kjarnsekna ards 4 samgilda E-P millistigio sem
myndar 6samgildan ensim-fosfat komplex (EeP;) sem ad lokum veldur myndbreytingu
ensims, auk pess sem vatnssameindin, sem samverkar (e. coordinates) vid magnesium,
prétonar surefni i Ser102 (Stec, Holtz, & Kantrowitz, 2000).
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Mynd 2. Hvarfgangur alkalisks fosfatasa i E. coli. Myndin synir fjogur stig ensimsins:
Frjalst ensim (E), ensim-hvarfefnakomplex (EeROP), samgilt ensim-fosfat millistig (E-P) og
6samgildur ensim-fosfat komplex (E eP;). Tveer zink jonir og ein magnesium jon spila hlutverk
i hvotun ensimsins (Stec et al., 2000).



Ensimid sem unnid var med i pessu verkefni er kuldaadlagadur alkaliskur fosfatasi,
einangradur ur kuldakeeru bakteriulinunni Vibrio sp. G15-21 ur Nordur-Atlantshafi.
Rontgenkristalbygging ensimsin hefur verid greind og er synd & mynd 3 par sem gert er grein
fyrir annars stigs byggingu VAP asamt malmjonunum premur (Helland, Larsen, &
Asgeirsson, 2009).

Alkaliskur fosfatasi er virkur sem tvilida en avinningur pess ad prétein sé &
tviliduformi er medal annars aukinn stodugleiki og aukin stjérn & baedi adgengi og sértekni
virka setsins (Marianayagam, Sunde, & Matthews, 2004). Alkaliskur fosfatasi i spendyrum er
frabrugdinn AP Ur bakterium & ymsa vegu. Helsta hlutverk ensimsins i bakteriu er talid vera
ad Utvega bakteriunni oOlifrent fosfat sem neringarefni (McComb, Bowers, & Posen, 1979).
Amindsyrurdd ensimsins er 25-30% vardveitt milli bakteria og spendyra og er afgerandi
munur & virkni pess milli beggja flokka. Ensimid i spendyrum er oft mun vidkvemara fyrir
hita en po er virkni pess allt ad prjatiufalt haerri en i bakterium og kjorsyrustig pess er harra.
Kjorsyrustig E. coli er pH 8 (Garen & Levinthal, 1960) & medan kjorsyrustig i ménnum er i
kringum pH 10, p6 er pad orlitio breytilegt milli vefjaisoforma (Garba & Gregory, 2004).
Einnig eru flestir alkaliskir fosfatasar i spendyrum hadir magnesium til ad nd hamarksvirkni
auk pess ad fjarvera ensimsins getur haft banveenar afleidingar (Murphy & Kantrowitz, 1994).
Weiss et al. (1988) syndu fram & ad mislestursbreyting (e. missense mutation) i alkaliskum
fosfatasa i lifur, beinum og nyrum manna veldur banvenu formi sjukdémsins
hypophosphatasia sem synir fram a mikilvaegi ensimsins i spendyrum (Weiss et al., 1988).

Alkaliskur fosfatasi Ur Vibrio (VAP) er tvilida sem eins og E. coli hefur tveer zink jonir
0g eina magnesium jon i hvarfstéd ensimsins. Bindisvaedi zink joénanna er vel vardveitt i
Ollum pekktum gerdum af AP en breytileiki finnst i tveim amin6syrum (ndmer 153 og 328 i
E. coli) sem binda magnesium, enda hefur han ahrif & stédugleika sem og bindingu ensimsins
vid hvarfefni (Gudjonsdottir & Asgeirsson, 2008). VAP hefur mestan stodugleika vid pH 10
0g haest ke Vio pH 9 sem er lagt borid saman vid AP i hryggdyrum sem vinnur best vid
ramlega pH 10 (Hauksson, Andrésson, & Asgeirsson, 2000). Likt og med 68rum kuldavirkum
ensimum er kuldaadlégun VAP talin felast i veikari bindingu vid hvarfefni en hitakeerari AP
en avinningur pess er aukin hverfitala (kca), sja nanar i kafla 1.2 Kuldaadlégun. Ad auki hefur
VAP fornad hitastodugleika fyrir meiri sveigjanleika. Med pessu hefur VAP aukna virkni en

minni hitastddugleika en hitakaerari AP (Heidarsson, Sigurdsson, & Asgeirsson, 2009).



Mynd 3: Réntgenkristalbygging af alkaliskum fosfatasa. Ensimid er tvilida med tveer zink
jonir (gult) og eina magnesium jén (graent) i hvarfstdd sinni. PDB kodi: 3E2B (Helland et al.,
2009).

1.2 Kuldaadlogun

Hitastig er eitt af morgum umhverfispattum sem skipta skdpum til ad lif geti prifist. Hitastig
hefur ahrif & protein og par med flest efnahvorf i lifverum. 1 lagu hitastigi haegist &
efnahvofum auk pess sem pad hefur letjandi ahrif a ensim (D’Amico et al., 2002). PG ad legri
hiti sé almennt heftandi fyrir efnahvorf hafa kuldakeerar lifverur adlagast svo vel ad fjolgun
beirra er sambarileg vid lifverur sem lifa vid tempradar adstedur. Flestar lifverur prifast i
kéldu umhverfi, p.e. i kringum 0°C og eru pvi skilgreindar sem kuldakeerar lifverur en paer
koma ar 6llum premur lifrikjunum (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Talid er ad pessar lifverur
hafi préad med sér kuldaadlogud ensim sem eru mun sveigjanlegri og pa sérstaklega vid
hvarfstdd. Sveigjanleikinn felur medal annars i sér leegri hvarfvarma, legri virkjunarorku,
leegri seekni i hvarfefni og aukinni edlisvirkni vid lagt hitastig. bessi adlogun hefur ad visu
pann 6kost ad ensim verda viokveemari fyrir hitabreytingum, en afleidingar hitabreytinga
getur verid afmyndun préteina par sem proéteinin verda rangt umbrotin (e. folded). Rétt
umbrot kallast pad pegar fjolpeptid myndar virka prividdarbyggingu vidkomandi proteins.
Vegna pessa eru kuldaadlogud ensim mikilvaegt tol i rannséknum & badi hvotun og umbroti
préteina (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).



Kuldaadlogud ensim hafa almennt heerri hvarfhrada, um pad bil tifalt heaerra Kea
samanborid vid samsvarandi hitastodug ensim (e. heat-stable homologs) en pad gera pau med
pvi ad minnka friorkuproskuld (AG) milli grunnastands og virkjunarastands (e. transition
state) (Siddiqui & Cavicchioli, 2006). Veltitala (e. turnover number) eda K er skilgreind sem
hamarksfjoldi sameinda myndefnis sem ensim getur myndad ur hvarfefni fyrir hvert

hvotunarsvaedi & timaeiningu og er jafna pess:
Keat = A-c-eCFRD (Jafna 1)

pbar sem Ky er hradafastinn, A er ,,pre-exponential* pattur, « er ,, dynamic transmission* fasti,
Ea er virkjunarorkan, T er hitastig og R er gasfastinn. Flest kuldaadlégud ensim eru talin hafa
laga varmaorkubreytingu (AH) sem hefur peer afleidingar ad hvarfhradinn er ekki eins hadur
hitastigi (T) en ella sem leyfir key: ad haldast Gbreytt vid 1agt hitastig. Talid er ad hatt Key |
kuldaadlégudum ensimum sé vegna aukinns sveigjanleika virka setsins sem tilkemur vegna
lags AH. Eftirfarandi jafna synir sambandid milli friorkubreytingu (AG), varmaorkubreytingu
(AH), hitastigs (T) og 6reidubreytingu (AS) i virkjunarastandi ® (Siddiqui & Cavicchioli,
2006).

AG" = AH* — TAS” (Jafna 2)

Hatt ke i kuldaadlogudum ensimum er i samhengi vid lagt hitastig sem eykur bindingu i
virkjunarastandi midad vid grunnastand. Flest kuldaadlogud ensim hafa ekki einungis harri
Kear en sambeerileg hitastodug ensim, heldur einnig i mérgum tilfellum herri Michaelis
Menten fasta (K.) sem er s& styrkur hvarfefnis pegar hvarfhradi er halfur & vid
hadmarkshradann Vmax. PO ma geta pess ad til eru undantekningar par sem sum kuldaadlogud
ensim hafa leegri Ky, en samberileg hitastddug ensim. Til pess ad hvarfefnabinding geti att sér
stad med litlum orkukostnadi hja kuldaadlégudum ensimum, parf virka setid oft ad vera
steerra og skapa audveldara adgengi ad hvarfefninu (Siddiqui & Cavicchioli, 2006).
Sambandid a milli &hrifa hitastigs & virkni tveggja sambarilegra ensima par sem annad
pbeirra er kuldakeart og hitt er midlungshitakaert ensim hefur verid rannsakad og er Utskyrt &
mynd 4. Kuldakera ensimid er a-amylasi Ur Pseudoaltermonas haloplanktis en
midlungshitakara ensimid er hitastodugt samsvarandi ensim ur Bacillus amyloiquefaciens.

Myndin skyrir ad kuldakeera ensimid er med harri edlisvirkni, p.e. ke Vio 1&gt hitastig. HGN
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skyrir einnig hvernig hdmarksvirkni kuldaadlagadra ensima nast vid lagt hitastig sem & sama

tima synir 6stédugleika i hita (D’ Amico et al., 2002).

Midlungshitakeert

[ 00D S ensim
Kuldakaert ensim
200 4
= 600
= 4004
200
& T T T T
] 20 40 i) 80

temperature ("C)

Mynd 4. Samband & milli hitastigs og veltitdlu (kca) kuldakeers og midlungshitakeers
ensims. Kuldakera ensimid er a-amylasi Gr Pseudoaltermonas haloplanktis en
midlungshitakeera ensimid er samsvarandi ensim Gr Bacillus amyloiquefaciens (D ’Amico et
al., 2002).

1.3 Einingaskipti

Arid 2001 syndu Schneider et al. fram & ad proteinid transtyretin getur skipts & undireiningum
vid lifedlisfreedilegar adsteedur. Vid peer adstedur virdist litill hluti samsettra falidupréteina
(e. oligomeric proteins) vera a einliduformi en med klofnun einlidu fra faliou geta protein
tekid vid annarri einlidu i stadinn til ad mynda heildstett protein. Transtyretin er stéoug
einsleit ferlida (e. homotetrameric) sem hefur pad hlutverk ad flytja skjaldkirtilshormén og
fleiri sameindir i blédvokva en einlidur transtyretin geta safnast upp i likamanum og myndad
mylildi (e. amyloid). Adferdin sem Schneider et al. (2001) kynntu gekk Gt & ad merkja N-enda
allra undireininga einsleitrar ferliou med svokélludu Flag-tag (FT,) merki og blanda saman
med omerktri einsleitri ferliou svo mégulegt veeri ad fylgjast med einingaskiptum milli ferlida
med jénaskiptaskilju. Greining & hlutfallaefnafraedi (e. stoichiometry) undireininganna var i
réttu samhengi vid pad hlutfall sem bdist var vid byggt a vidlodun vid sulu en vidlodunartimi
(e. retention time) & skiljunni var i rettu hlutfalli vid fjolda FT, merktra villigerdar
undireiningar. betta ma greidlega sja a mynd 5 par sem toppur 1 (lengst til vinstri) inniheldur

fjorar 6merktar undireiningar og toppur 5 (lengst til hagri) inniheldur fjérar merktar einingar.



Topparnir par & milli syna hlutféllin omerkt: merkt; 3: 1, 2. 2 og 1. 3 (Schneider,
Hammarstrom, & Kelly, 2001).
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Mynd 5. Einingaskipti ferlidunnar transtyretin a jonaskiptasalu. Myndin synir topp sem
inniheldur engar (toppur 1), eina (toppur 2), tveer (toppur 3), prjar (toppur 4) eda fjorar
(toppur 5) FT,-merktar undireiningar. Vidlodunartimi er lengri fyrir FT,-merktar
undireiningar (toppur A) samanborid vid dmerktar undireiningar (toppur B). Malingin var
gerd med RP-HPLC og Mono Q PC 1.6/5 sulu. (Schneider et al., 2001).

Nidurstoour syndu ad hradafraedi einingaskipta sé hradari vid 4°C en vid 37°C og ljést var ad
eftir klukkustunda inkaberingu vid 4°C saust ferlidublendingar, p.e. undireingar med og an
merkis innan einnar ferliou. Vid aukinn styrk préteins og laegra hitastig eykst hradi
einingaskipta en Schneider et al. toldu ad liklega stafi pad af minnkudum stédugleika
ferlidunnar vid leegri hitastig (Schneider et al., 2001).

Arid 2014 kynntu Robinson et al. til ségunnar nyja adferdarfraedi til ad rannsaka
stodugleika transtyretin og bindieiginleika pess. Adferdin sem um radir nytist vid ad skoda
einingaskipti milli dmerkts og FT, merkts transthyretin undir lifedlisfreedilegum adsteedum og
byggist & polyacrylamid rafdreetti (e. semi-native polyacrylamide gel electrophoresis
technique). Eins og adur, var jafn mikid af FT, merktum og 6merktum undireiningum blandad
saman en synin voru greind med PAGE-hlaupi (semi-native) og brotthvarf banda & hlaupinu
sem samsvara badi 6merktra og FT,-merktra einsleitra ferlida var magngreint asamt pvi ad

magngreina birtingu banda sem samsvara misleitra ferlida. | samreemi vid fyrri nidurstodur
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syndi pessi adferd einnig fram & ad einingaskiptin voru hradari vid 4°C en vid 37°C. Til pess
ad haegt sé ad nota jonaskiptaskilju til rannsoknar & einingaskiptum parf skiljan ad hafa haa
upplausn til ad haegt sé ad magngreina einingaskiptin. petta veldur pvi ad slik adferd er ekki
adgengileg 6llum rannsoknarstofum en adferdin sem byggist a rafdraetti hefur pann kost fram
yfir joénaskiptaskiljur ad hafa audveldara adgengi (Robinson & Reixach, 2014).

Til eru fleiri adferdir til rannsokna & einingaskiptum. Bova et al. (1997) notudust vid
flarljéomandi émunarorkuskipti (e. fluorescence resonance energy transfer) til ad fylgjast med
einingaskiptum a-crystallin. Su adferd gengur ut a ad merkja préteinid med annars vegar
stilben jodasetamid (e. stilbene iodoacetamide) sem gegnir hlutverki orkugjafa og hins vegar
med lusifer gulu jodasetamid (e. lucifer yellow iodoacetamide) sem gegnir hlutverki
orkupega. Vid blondun pessara mismunandi merkta a-crystallin kom i 1j6s minnkud Utgeislun
stilben-merkingarinnar og & méti aukin flurljdomun lusifer merkingarinnar sem gefur til kynna
ad skiptihvarf (e. exchange reaction) hafi att sér stad (Bova, Ding, Horwitz, & Fung, 1997).

Til ad kanna einingaskipti VAP var markmidid ad nota jonaskiptasulu til adgreiningar
a émerktum og FLAG-merktum undireiningum &samt pvi ad préa adferdina svo han henti
vidkomandi ensimi par sem pad hefur mun o6stdédugri fjoréa stigs byggingu en transtyretin.
FLAG peptidid hefur atta amindsyrur en einstafa kodinn fyrir peptidid er DYKDDDDK.
Tvofalt FLAG betir vid sex neikveedum hledslum vid stadaladsteedur sem er grundvollur fyrir
bvi ad adgreina megi villigerd fra FLAG afbrigdi & jonaskiptasulu. Schneider et al. (2001)
syndu fram & ad FLAG hafi ekki ahrif a virkni ensimsins og er pvi ekki bdist vid ad FLAG
hafi ahrif a virkni FLAG-VAP afbrigais.

1.4 Genaferjur i klénun

DNA klénun med genaferju felur i sér ad flytja DNA buat i frumur hysils sem geta fjolgad sér
og magnad upp DNA batinn. Genaferjur geta verid DNA plasmid, bakteriuveirur,
gervilitningar (e. bacterial artificial chromosomes; BAC) eda kosmid (e. cosmid). Genaferjur
hannadar til tjaningar purfa ad hafa upphafsstad umritunar, innleidingarstad (e. multiple
cloning site) sem innihalda skerdiset og valpatt t.d. lyfjabnaemi. Einnig parf styril og radlegt er
ad hafa stodvunarrod (e. transcriptional termination sequence) fyrir nedan (e. downstream)
innleidingarstad. Stjérna ma tjaningu genaferju med neikvaedri eda jakvaedri stjornun a styrli.
Jakvaed umritunarstjorn byggir a ad virkjari (e. activator) hjalpar RNA pdélymerasa ad bindast

styrli svo umritun geti att sér stad & medan neikvaed umritunarstjorn byggir medal annars a pvi
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ad beelir (e. repressor) kemur i veg fyrir a0 RNA polymerasi getur bundist styrli sinum. Med
pvi ad hindra tjaningu par til bakterian er i sem mestum vexti ma losa um hindrunina og fast
pa& sem mestar heimtur (Watson et al., 2013).

| erfdateekni eru plasmid genaferjur tilvaldnar til ad tja protein. Helstu kostir vid
plasmid er ad pau geta afritad sig sjalfsteett i hysli, pau bera gjarnan valpatt og geta verid i
morgum eintdkum i frumu en 6kosturinn liggur i pvi ad steerd DNA butsins er takmorkud vid
1-10 kb. Ef klona parf steerri bata mé& p6 notast vid BAC. Ad auki purfa plasmid ad hafa
umritunarpeetti sem samsvara videigandi hysli. Til eru genaferjur sem ekki einungis magna
upp DNA batinn heldur einnig leyfa tjaningu pess sem honum er en peer kallast tjaningar
genaferjur (e. expression vector) (Watson et al., 2013). Slikar genaferjur innihalda yfirleitt
bindiset fyrir ribdsom sem auka skilvirkni pydingar til muna. I dreifkjérnungum er ribdsom
bindirdd sem kallast Shine-Dalgarno basar6d og er hin stadset u.p.b. 5 bosum fyrir framan
upphafskdda pydingar (Chen, Bjerknes, Kumar, & Jay, 1994).

pad sem parf ad hafa i huga pegar genaferja er hénnud er ad hafa upphafs- og
stddvunarkdoa & primerum. begar skerdiset eru sett & 5 enda er gott ad hafa 5-6 nukle6tid
aukalega til ad auka skilvirkni skerdiensimsins par sem flest skerdiensim vinna verr pvi nar
sem pau eru 5 endanum (Hyvonen, 2004).

Genaferjan sem notud var i verkefninu kallast pBluescript 11 SK (+) phagemid (Mynd
6). | pBluescript genaferju var notast vid neikvaeda umritunarstjorn par sem baliproteinid lacl
binst lac styrisveedi og hindrar ad umritun geti att sér stad. Til ad aflétta hindruninni méa nota
isopropyl-p-D-thio-galaktopyranosid (IPTG) sem opnar fyrir tjaningu. Einkennandi eiginleiki
genaferjunnar er ampicillin 6nemi en med pvi er hegt ad hafa ampicillin i eti hja
bakteriunum en adeins pear sem hafa plasmidid attu ad geta myndad pyrpingar auk pess sem
han hefur haa eftirmyndunart6lu (e. copy number) (“pBluescript II XR Predigested Vector,”
2010).

pyrpingaval med blaum og hvitum lit er gjarnan notud til ad komast ad pvi hvort
vidkomandi gen hafi verid innleitt i genaferju og byggist a pvi ad kanna hvort B-galaktésidasi
sé tjadur a X-gal ti og valdi pa einkennandi blaum lit i pyrpingu. Adferdin byggir & pvi ad
stokkbreyttur B-galaktdsidasi i ferjunni er ovirkur en getur endurheimt virkni sina ef stutt
peptid (a-brot) er einnig til stadar. Med pyrpingavali er haegt ad velja fyrir pyrpingum sem
hafa VAP-genid med pvi ad trufla tjaningu a a-broti par sem pad sest inn i mitt B-
galaktdsidasagenid sem veldur pvi ad pyrpingarnar verda hvitar (Padmanabhan, Banerjee, &
Mandi, 2011).
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Mynd 6. pBluescript 11 SK (+) Phagemid genaferjan. (“pBluescript Il XR Predigested
Vector,” 2010).

1.5 PCR klonun

PCR er adferd i sameindaliffreedi sem er notud til ad magna upp DNA. PCR klénun var
fundin upp af Kary Mullis arid 1983 og nadi gifurlegum vinsaeldum upp Ur tiunda aratug
sidustu aldar (Bartlett & Stirling, 2003). Kloénunarferill med PCR adferd inniheldur mérg
skref en pad fyrsta sem parf ad hafa i huga er hdnnun primera. Primerar eru stuttar DNA radir
0g eru naudsynlegir til ad eftirmyndun DNA geti 4tt sér stad i PCR hvarfi. | umraeddu hvarfi
finnur primerinn samsvarandi r6d & méti og fer nylidun nikledsida fram med SN2 hvarfi par
sem hydroxyl hopur 3 enda primersins gerir kjarnsakna aras 4 a-fosfat nukledsioa (Watson et
al., 2013). Rétt honnun primera skiptir hofudmali til ad PCR gangi vel fyrir sig. Pad sem parf
ad hafa i huga i hénnun primera er medal annars hentug lengd primera par sem of stuttir
primerar hafa ekki neaegilega sérteekni en of langir primerar auka heattu a ad annars stigs

bygging geti myndast, svo sem harnalar. Hentug lengd primera er yfirleitt & bilinu 18-22
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basar. Einnig parf ad passa ad hafa braedsluhitastig primera (e. primer melting temperature)
ekki of héatt en passlegt hitastig tryggir ad mogulegt sé ad mynda einpatta DNA Ur tvipétta,
einnig er mikilvaegt ad ef unnid er med primera par purfa badir primerar ad hafa &pekk
braedsluhitastig. Ad auki purfa primerar ad hafa GC hlutfall i kringum 40-60%, hafa
tilhneigingu til ad mynda annars stigs byggingu og svo ma lengi telja (“PCR Primer design
guidelines,” n.d.).

PCR mdgnunin sjalf byggir & premur skrefum: Afmyndun (e. denature), aliming (e.
anneal) og lengingu (e. extension). begar farid er i gegnum skrefin prju er pad kallad einn
hringur en oft er farid 20-30 hringi i hefdbundnu PCR hvarfi. | afmyndunarskrefinu er hitad i
94°C til ad rjufa vetnistengi tvipatta DNA, sem veldur pvi ad pad losni i sundur og verdi
einpatta DNA strendingar. Naest er keeling par sem hitastigid er 45-55°C. Vid pad hitastig geta
primerar bundist & einpatta DNA strendingana sértaekt sem gerir polymerasa kleift ad finna
primerana og getur pa eftirmyndun hafist. | lengingarskrefinu er pad hitastig valid sem gefur
hamarkseftirmyndunarvirkni vidkomandi polymerasa, en pad er yfirleitt um 72°C
(Hern&ndez-Rodriguez & Ramirez, 2012). Deemi um algenga PCR polymerasa er Pfu DNA
polymerasi og Taq DNA pdlymerasi en peir eru hentugir vegna pess ad peir hafa tiltélulega
laga villutidni (1,3*10° og 8,010° hver um sig) og hafa héa eftirmyndunartidni vid hatt
hitastig (Cline, Braman, & Hogrefe, 1996). Margt parf ad hafa i huga til ad PCR hvarf gangi
upp. Par ma nefna ad hafa rétt magn af dNTP, hafa hentugan styrk af MgCl, og velja hentugar
stillingar a PCR forritinu (Hernandez-Rodriguez & Ramirez, 2012).

Ad loknu PCR hvarfi er linulega tvipatta afurdin melt med skerdiensimum ef innleida
a afurdina i genaferju. Tilgangur meltingar er ad klippa nokkra basa af badum endum sem
myndar pakskegg (e. overhang) sem gerir Kklisturlimingu (e. sticky ligation) mégulega. Til
pbess ad skerdiensim geti Klippt enda, purfa samsvarandi skerdiset ad vera til stadar. Skerdiset
eru gjarnan 4-8 basar en skerdiensim eru missérteek i skerdiset sin. Daemi um skerdiensim eru
EcoRI en pad voru notad i pessu verkefni. Pad virkar & pann hatt ad pad finnur sex basa
skerdiset 5-GAATTC-3° og klippir tengin milli G-A med pvi ad rjufa fosfattengi milli
sykranna (Nishino & Morikawa, 2002). Klipping med EcoRlI i tvipatta DNA skilur pvi eftir
sig 4 basa pakskegg a 5‘enda. Slik pakskegg mé nota fyrir innleidingu i plasmid, sja mynd 7.
Skerdiensimagreining er oft framkvamd til ad athuga skilvirkni skerdiensimanna en einnig til

ad athuga fjolda skerdiseta.
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Genaferja+ DNA innskot

pBluescript Il (+) Phagemid genaferja DNA innskot

DNA
innskot

Mynd 7. Plasmid og DNA innskot klippt med EcoRI og Xhol. Klistradir endar eftir EcoRl
klippingu & plasmidi annarsvegar og DNA innskoti hinsvegar henta vel fyrir klistrada
limingu. Sama ma segja um Kklistrudu endana eftir Xhol klippinguna.

Liming (e. ligation) er pad ferli pegar PCR afurd er skeytt inn i genaferju en til pess
parf ligasa. A peim timapunkti er badi genaferjan og DNA bdturinn linuleg og med
samsvarandi klistursenda sem gerir t.d. T4 DNA ligasa kleift ad lima endana saman med pvi
ad endurnyja fosfattengin sem skerdiensim hoéfou losad og til verdur lokad plasmid sem
inniheldur DNA butinn (“DNA Ligation,” n.d.).

Ummyndun (e. transformation) er pad ferli pegar genaferjan sem inniheldur DNA
batinn er feerd i lifveru sem getur magnad upp genid og/eda framleitt préteinid. E. coli verdur
oft fyrir valinu en bakterian er afar hentug fyrir ummyndun. Til ad arangursrik ummyndun
geti att sér stad parf pd fyrst ad medhondla frumurnar sérstaklega en algengast er ad
medhondla paer med kaldri kalsiumklorid lausn i 24 klukkustundir og kallast paer pa ,,hafar*
(e. competent) (Dagert & Ehrlich, 1979). Heegt er ad ummynda med t.d. rafgdtun,
hljodbylgjum, polyetylene glykol eda hitalosti en pad sidastnefnda byggir & ad veikja
frumuhimnuna med pvi ad Gtsetja hana fyrir 42°C hitalosti i 30 sekdntur og vid pad kemst
DNA plasmid inn i bakteriuna (Singh, Yadav, Ma, & Amoah, 2010). Ad pvi loknu mé reekta

upp frumurnar, rjafa peer og einangra til &framhaldandi rannsokna.
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2. Markmio

Markmid verkefnisins var ad proa adferd til kanna einliduskipti alkalisks fosfatasa med pvi ad
hengja tvofalt FLAG-merkipeptid & villigerdar alkaliskt fosfatagen einangrad Ur Vibrio sp.
G15-21 og feera yfir i pBluescript genaferju. Med pvi ad ummynda plasmidid med VAP
geninu i LMG E. coli frumu ma tja FLAG-merkta VAP og einangra & sérteekri sulu fyrir AP
0g pvi neast blanda saman FLAG-merkta VAP med omerktri villigerd til ad meta hrada
einliouskipta med adskilnadi & jonaskiptasulu par sem FLAG peptidin beta vid sex auka
neikvaedum hledslum & proteinid vid stadaladstedur. Alkaliskur fosfatasi er virkur sem
tvilida, ef jafveegi & sér stad milli einlida og tvilida mun einliduskipti eiga sér stad og ma pa
adgreina misleitar-tvilidur og einsleitar-tviliour med jonaskiptaskilju. Ef adferdin reynist

hentug ma &kvarda hradafasta og jafnveegisfasta fyrir einliduskipti ensimsins.
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3. Efni, ahold og adferdir

Eftirfarandi tafla 1 synir pau efni og ahéld sem notud voru i verkefninu.

Tafla 1. Pau efni og ahdld sem notud voru i verkefninu asamt framleidanda.

Efni /ahéld Framleidandi / Fengio fra

Agar-Agar Polvo Ph. Eur agardési (i reektir) Roig Parma

Bacto ™ yeast extract Becton Dickinson and Co.

BioTBD-100 Hitablokk Boeco

Dpnl Thermo Scientific

Etanol 96% + 1% MEK Olis

Falcon glés Sarstedt

GeneRuler ladder 1 kb Fermentas

Glykdgen Thermo Scientific

Hledslulitur (e. loading dye) Thermo Scientific

L-Histidyldiazonbenzylfosfonik syra Sigma-Aldrich

Ligasa buffer Thermo Scientific
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MilliQ H,0 (EASY-pure RoDi) Barnstead

NaCOOH Fluka analytical

NEB buffer New England BioLabs

pBluescript 1l SK (+)phagemid genaferja Agilent Technologies

Pfu DNA polymerasi (2000 U/mL) Thermo Scientific

Frumurof buffer Macherey-Nagel

Skerdiensim

EcoRl New England BioLabs
Sacll New England BioLabs
Xhol (Fast Digest) Thermo scientific

Skilvindur
Labor zentrifugen Sigma
Beckman Avanti J25-02 Beckman-Coulter

Tango buffer (+BSA) Fermentas

Tris-HCL Fluka analytical

T4 DNA ligasi Thermo Scientific

VAP Raunvisindastofnun (Jens G. Hjorleifsson)
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3.1. Klénun 2x FLAG-VAP

Genabutur r alkaliskum fosfatasa Ur kuldakeerri Vibrio bakteriu var fyrirfram einangradur en
basartd hans ma sja i vidauka 1. Framvirkir (e. forward) primerar voru hannadir til ad bindast
upphafsstad umritunar og afturvirkir (e. reverse) primerar til ad bindast vid lok umritunar, sja
vidauka 2. Bradsluhitastig (Tr) fyrir primerana var aztlad med Marmur nalgun: T,, = 4 *
GC + 2 * AT. Tvo PCR hvorf voru framkvemd (PCR 1 og PCR 2) par sem hengd voru a tvo
FLAG-peptid svo heegt veeri ad adgreina alkaliskan fosfatasa & jonaskiptasulu seinna meir i

verkefninu.
3.1.1 PCR 1

PCR hvarf var framkvamt til ad magna upp villigerdar alkaliska fosfatasagenid og ad auki til
ad beeta vid amindsyrurdd fyrir fyrra FLAG peptidinu vid 3¢ enda (C-enda). Primerarnir voru
allir fjorir pynntir i 10 uM. PCR var framkvemt med setti (e. kit) fr& Fermentas. PCR 1

blandan var samkvaemt toflu 2.

Tafla 2. Efnablondun i PCR 1.

Efni V (uL)
H,0 30
10xPfu buffer + MgSO, 5

dNTP Mix, 2 mM hvert nukleétio 5

F-primer 10 uM 3,5
R-primer10 uM 3,5
DNA (=100 ng/uL) 1

Pfu DNA pélymerasi (2000 U/mL) 1,8

Heildarramal 49,8
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Blondun efna var gerd i PCR glds og ferd i PCR teeki. PCR var stillt med forriti samkvaemt
toflu 3.

Tafla 3. Forritsstillingar fyrir PCR.

T (°C) Timi
Upphafs afmyndun 95 2 min
Afmyndun 95 30s
Binding 43 30s x30
Eftirmyndun 72 4 min
Lok 72 10 min

PCR afurd var rafdregin & 1% agardsahlaupi. Brunnar voru hladnir med 0,5 pL syni og 3 L 1
kb GeneRuler ladder. Til ad fjarleegja médur-DNA ar PCR afurd var 1 pL Dpnl (10 U/mL)
beett vid og inkdberad vid 37°C i eina klukkustund. Dpnl meltir einungis médur-DNA vegna
pess ad pad hefur metyl merkingar & GATC basarédum sem Dpnl pekkir & medan PCR

magnad DNA &tti ad vera med 6llu 6metylerad. Synid var svo etandlfellt samkvaemt toflu 4.

Tafla 4. Efnabléndun vid etandlfellingu a PCR 1 afurd.

Efni V (uL)
Syni 50
3M HCOONa 5

20 mg/mL Glycogen 1

Etanol 96% (Kalt) 165

Heildarrammal 221

Eftir blondun var syni sett i frysti vid -80°C yfir nétt. Synid var sidan spunnid nidur og
botnfall pvegid med 1 mL af 70% etandli og leyst upp i 50 pL H,O. bvi nast var 0,5 pL syni
hladid a hlaup.
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3.1.2 PCR 2

PCR 2 var framkveemt i framhaldi af PCR 1 en tilgangur seinna PCR var ad magna upp genio
aftur og hengja seinna FLAG peptidid & pad fyrra. Vegna takmarkandi steerdar primera er ekki
heaegt ad hengja baedi FLAG peptidin i einu PCR hvarfi. Blondun i PCR gl6s og PCR forrit var
eins og i PCR 1 med seinna primera pari, sja vidauka 2. Afurd var dregin & 1% agarosahlaupi
0g pvi nast hreinsud med spunasulusetti fra Invitrogen med pvi ad fylgja leidbeiningum fra
framleidanda.

3.1.3 Klipping enda PCR-afurdar med skerdiensimum

Fjortan basar voru klipptir af PCR afurd sem skildi eftir fjogurra basa pakskegg (e. overhang)
a 5’enda til ad innleiding i genaferju med ,.klistur* ligésun (e. sticky-ligation) geti gengid
fyrir sig. Til pess eru notud skerdiensimin Xhol og EcoRI. Aatlad var ad virkni peirra beggja
veeri god med 2xTango buffer (Fermentas). Efnablanda fyrir klippingu PCR afurdar er

samkvaemt toflu 5.

Tafla 5. Efnabléndun fyrir klippingu PCR 2 afurdar.

Efni V (uL)
PCR afurd 25
H,O 80

10x Tango buffer 42
Xhol 7
EcoR1 7

Heildar rammal 210

Lausnin var fyrst inkaberud vid 37°C yfir nott og pvi naest inkdberud vid 70°C i 10 minatur
til ad dvirkja skerdiensimin. Til ad losna algjorlega vid skerdiensimin var spunasulusett notad
likt og &dur (Invitrogen).

Til ad athuga arangur klippingarinnar var synid asamt 6dru viomidunar DNA rafdregid
4 1% agarésahlaupi. Virkni meltingarensimanna var skodud med A-DNA sem hefur pekkta
basartd. Klippt var med Xhol, EcoRI eda badum ensimunum. Eftir blondun voru lausnir

inkdberadar vid 37°C yfir nott. Efnablanda fyrir meltingu & A plasmidi er samkveemt t6flu 6.
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Tafla 6. Efnablondun fyrir meltingu a 2 plasmioi.

Efni V(uL)
A-DNA 3,5
H.0 18,5
10x Tango buffer 6
Xhol 1
EcoR1 1

Heildarrammal 30

3.1.4 Liming

Akvedid var ad nota pBluescript 11 SK (+) phagemid genaferju til ad framkveema limingu (e.

ligation) en genaferjan var forklippt hja framleidanda. Efnabléndun vid limingu er samkvaemt
toflu 7. Innskotid var melt PCR 2 afurd ar 3.1.3 og test-innskotid innihélt 1.4 kb

kanamycinpol-gen. Lausnin var pvi naest hofd vid herbergishita i 20 minatur. Liming var

framkveemd af Jens G. Hjorleifssyni.

Tafla 7. Efnabléndun vid limingu med tveimur synum par sem innskotshlutfall var tvofalt

fyrir syni 2.
Viomid Synil Syni?2

Efni V (uL) V(uL) V (uL)
Plasmid (20ng/uL) 1 1 1
Innskot (Ing/uL) O 0,5 1
Test-innskot 1 0 0
Ligasa buffer 0,5 0,5 0,5
T4 DNA ligasi 0,5 0,5 0,5
dH,O 2 2,5 2
Heildarrammal 5 5 5
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3.2 Tjaning genaferju
3.2.1 Ummyndun i E. coli

Genaferjan var medhéndlud med 10 ensimeiningum (U) VAP (dialiserud yfir nott i 1 L af 4
mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH 8,0) fyrir ummyndun til ad klippa fosfathop af 3"-enda.
VAP var svo ovirkjadur vid 70°C i 10 min.

pvi nast var 50 pL af E. coli stofninum TOP10 blandad med 5 pL af genaferjunni og
var su lausn latin sitja a is i 10 minatur adur en hun var sett i 42°C hitalost. Eftir hitalostid var
1 mL af SOC ti beatt i og inkuberad vid 37°C i eina klukkustund. Sidan voru frumur spunnar
nidur i 2 minatur vid 2000 g og floti hellt af en frumur endurleystar upp i afgangsvokva.

Ummyndun var framkveemd af Jens G. Hjorleifssyni.
3.2.2 Raektun

pBluescript plasmid genaferjan er geedd peim eiginleika ad framleida virkan galaktdsidasa ef
linulegu genaferjunni er lokad an pess ad hafa innskot, sem litar pyrpingar blaar. Auk
galaktdsidasa geninu var ampicillin énaemisgen notad til ad velja fyrir frumum sem hafa
innleitt genaferjuna. I framhaldinu var 20 pL af E. coli i SOC ati dreift & tveer agarskalar med
LB-a&ti sem innihélt annars vegar vidbeaettu xGal-IPTG + 100 pg/mL ampicillin og hins vegar
100 pg/mL ampicillin. xGal-IPTG diskar voru atbdnir eins og LAMP diskar nema eftir
pornun var 100 pL 0,1 M IPTG og 40 pL 2% xGal lausn dreift og latid porna. PCR prof var

gert & voldum pyrpingum og afurd hvarfsins skodud med rafdratti a 1% agardsahlaupi.
3.3 Plasmid hreinsun

3.3.1 Hreinsun a pyrpingum

Hreinsistrikun var framkvaeemd fyrir hreinsun. Til ad einangra plasmid ur E. coli svo hagt
veeri ad radgreina pau var notad spunasilusett fra Fermentas. Adur en hreinsun var
framkveemd voru 800 pL syni med 200 pL etylen glykél blandad i eppendorf glas og fryst ef
ske kynni ad raekta pyrfti meira. I hreinsun foru rdmir 5 mL af reekt. Framkvemd var
samkveemt leidbeiningum sem fylgdu settinu. Lokaskol af silum var med 50 uL af AE buffer

(10 mM Tris pH 8,0). Til ad meta hversu vel hreinsunin gekk og til ad meta sterd
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genaferjunnar voru 3 pL af hverju syni dregin & 1% agardsahlaupi til ad fa groft mat & magni

DNA. Nakvaemt magn DNA var metid med NanoDrop.
3.3.2 Skerdiensimagreining genaferja.

Athugad var hvort genid myndi klippast Gt med pvi ad nota sému ensim og notud voru til ad
klippa enda i kafla 3.1.3, en ad auki var skerdiensimid Sacll notad til samanburdar. Pyrpingar
voru rofnar med lysis buffer (ir Macherey Nagel spunasulusetti), lausnirnar voru stilltar af
med hlutleysingar buffer (Ur Macherey Nagel spunastlusetti) og etanolfelld &dur en klipping
var framkvemd. Lausnirnar voru sidan hafdar vid 37°C yfir nott. Efnablanda

skerdiensimagreiningar & genaferjum var samkveaemt toflu 8.

Tafla 8. Blondun vid skerdiensimagreiningu a plasmioum hreinsudum ur TOP10
pyrpingum.

Efni V (uL)
Syni 6
Skerdiensim 1
10xTango buffer (Xhol og EcoRI) 2
eda
10x NEB buffer (Sacll) 1
H,O 2

Pvi nast var synunum hladid & 1% agardsahlaup og rafdregin. Pr6fad var ad lata hlaupid
liggja eina klukkustund aukalega i 100 mL 1XTAE med 100 pL ethidium brémid lausn til
bess ad haegt vaeri ad sja Utklipptu afurdina par sem ethidium bromid styrkur leekkar oft nedst

a hlaupinu vid keyrslu hlaups.
3.4 Tjaning i LMG194 tjaningarstofni

E. coli stofninn LMG194 var valinn sem tjaningarstofn. Hitalost ummyndun (med hitablokk)
var gerd med 50 pL af LMG194 med 1 pL af hreinsadri genaferju. Hitalostid var 90 s vid
42°C og svo haft i eina klukkustund vid 37°C. Ad lokinni ummyndun var frumum dreift &
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LAMP skélar og hafdar i 37°C yfir nétt. Plasmid einangrud ur Topl10 voru pvi naest send i

radgreiningu.
3.4.1 Smaskala raektun a FLAG-VAP i LMG194

Blau pyrpingarnar B1 og B2 voru valdar i sméaskala reektun (20 mL) til ad haegt veeri ad gera
grofar virknimaelingar & VAP. Upphafsraektun var gerd par sem ein pyrping af LAMP skal var
sett i 2 mL fljotandi LAMP eti og sett i 37°C yfir nott. Neest voru 100 pL af upphafsreekt
feerdar i 20 mL fljotandi LAMP. Tveer raektir voru gerdar fyrir baeedi B1 og B2 par sem beett
var i adra raektina IPTG til ad aflétta lacl baelingu. Rektir voru inkberadar vid 37°C. Eftir 16
klukkustunda raektun var IPTG beett Gt i hja videigandi reektum.

Grofar virknimalingar voru gerdar & LMG194 stofni. Eftir 16 klukkustunda reektunina
var fyrsta syni tekid, p.e. 10 pL syni med 990 pL af 5,0 mM p-nitrofenylfosfat (p-NPP) i 1,0
M dietanolamin og 1,0 mM MgCl; vid pH 9,8. Syni voru sidan tekin & nokkurra klukkustunda
fresti eftir pad. Virknimealingar voru gerdar med ljosmelinum ,,Evolution 220 UV-visible
spectrophotometer* par sem gleypnibreytingar vid 405 nm og 25°C voru mealdar og var forrit
melisins notad til ad finna U/mL utfra Beer‘s 16gmali (Jafna 3) par sem edlisgleypni p-NPP er
18500 M cm® vid pH 9,8. Jafna pess er:

dA/dt = ¢ * b * dC/dt (Jafna 3)

par sem A er gleypni, t er timi, € er edlisgleypni, b er breidd kuvettu og C er styrkur.

3.4.2 Storskala raektun a FLAG-VAP LMG194

Adur en 4 L raekt var sett af stad var bdin til upphafsraekt sem var 20 mL fljotandi LAMP med
einni pyrpingu af B2. Stor reekt var gerd fyrir B2 pyrpinguna par sem han var badi med VAP-
genid og syndi mestu virknina i grofum virknimalingum. Fjorir L LB ati innihélt 40 g
Tryptone Plus, 20 g Bacto'™ yeast extract, 40 g NaCl og 4 L af milliQ H,O. Syrustig var stillt
vid pH 7,8 med NaOH. pessum 4 L af rekt var sidan deilt nidur & niu fléskur (1 L) og
fléskurnar med lausnunum sidan gufusafdar (e. autoclave), paer keaeldar og ampicillin beett Gt i
(lokastyrkur 100 pg/mL). Eftir priggja daga rekt vid 18°C voru frumur spunnar nidur og
leystar upp i 100 mL VAP buffer (25 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0) og lysozyme bett Ut i
(framan af spattlu) dsamt 1 mL 10% (w/v) Triton X sapu og latin standa vid 4°C i prjar

klukkustundir og eftir pad settar i -20°C og sprengdar med frystingu. Frumuhratid var sidan
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afpitt og 5 uL af DNAsa var batt i lausnina og leyft ad standa i tveer klukkustundir adur en
frumurnar voru spunnar nidur vid 20.000 g i 20 minatur. Ramma@l flotsins var svo melt og

virknimealing framkveemd 4 flotinu.
3.4.3 Sualuskiljur
Sérteek sula

Sértaek stluskilja er 6flugt taeki til ad hreinsa ensim. | sérteekri skilju er notad stluefni sem
binst sértaekt vid bindil sinn & medan annad efni fleedir i gegn. I pessu verkefni var notad L-
histidyldiazonbenzylfosfonik syru & agarosa sulu, sem er sérteekt fyrir VAP. Vid keyrslu &
sérteeku sulunni var notast vid BioLogic LP kerfi sem melir gleypni, leidni og styrir
fleedihrada en vid keyrslu & sértaeku stlunni var hann avallt 1 mL/minGtu. Ollu frumuhratinu
var hlagid & suluna og gegnumfleedi safnad (5 mL/glas) par sem virknimalingar voru gerdar a
60ru hverju glasi. pegar frumuhratid hafdi allt farid inn & kerfid var skolad med 60 mL VAP
buffer (25 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 8,0). Naest var skolad med 90 mL 150 mM NaCl
lausn &dur en skolad var aftur med 60 mL VAP buffer og svo ad lokum med 100 mL af 0,1 M
dinatriumhydrogenfosfati (pH 9,1). Eftir ad skol med dinatriumhydrégenfosfati héfst var
safnad 2 mL/glas og virknimelingar gerdar & sofnudum glésum og virknitoppur sameinadur.

Jonaskiptasula

Jonaskiptaskilja byggir & pvi ad adgreina efni eftir netto rafhledslu. Notast var vid Mono Q
Sepharésa sulu og BioLogic LP kerfi. pessi keyrsla var framkveemd til ad sja hvort ad 2x
FLAG VAP myndi hanga marktaekt meira & stluefninu en villigerdar VAP. Adur en syni var
hladid a jonaskiptaskilju var pad siad med Whatman siunarpappir med 0,2 um gétum til ad
losna vid frekari botnfall (liklega magnesium fosfat) og til ad fordast pad ad stifla suluefnid.
Virkni var meld eftir siun og syni sidan hladgid a jonaskiptasiluna med fledihradann 1
mL/minGtu en peim fledihrada var haldid Gt keyrsluna. Gegnumfladi var safnad i bikarglas.
Eftir hledslu synis var skolad med 15 mL VAP buffer. Nast var saltstigull settur af stad en
stigullinn for fra 0 M NaCl upp i 1,0 M NaCl 4 60 minatum en pvi nast var skolad aukalega
med 60 mL 1,0 M NaCl. Safnad var i 2 mL eppendorf glos (2 mL/glas) um leid og saltstigull

byrjadi. Virknimeling var gerd & fimm glasa fresti til ad finna virknitopp.
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3.4.4 SDS hlaup

Rafdrattur med SDS var gerdur til meta steerd VAP. Notad var adkeypt hlaup (Bolt® 4-12%
Bis-Tris Hlaups, 15-wells) fra Invitrogen. Blandad var saman 4 pL 5x SDS buffer (200 mM
Tris-HCI, 400 mM DTT, 8% SDS, 0,4% bromofendl blar, 40% glycerol, pH 6,8) og 15 pL
syni. Hladid var 10 pL syni i hvern brunn og keyrt hlaupid & 200 V i 45 minatur. Hlaupid var
litad med Coomassie brilliant blue yfir nott og svo aflitad i aflitunarlausn (3% ediksyra, 30%

metandl).
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4. Nidurstoour
4.1 Klonun

4.1.1 PCR 1

Afurd (VAP gen) ar PCR 1 var rafdregin (syni 1 og syni 2) & 1% agar6sahlaupi d&samt vidmioi
sem innihélt vatn, primera og pélymerasa. Nidurstodur hlaupsins ma sja a mynd 8. A hlaupinu
saust sterk bond sem gafu til kynna ad g6d mognun gensins hafi att sér stad og steerd bandsins

virtist vera rétt midad vid genid (3,5 kb).

Mynd 8. PCR 1 rafdrattur. Brunnar eru eftirfarandi: 1: Syni 1, 2: Syni 2, 3: Viomid, 4:
Generuler 1kb Ladder.

Til ad hreinsa PCR afurdina var fyrst spunasulusett fra Macherey-Nagel profad. Vid lok
suluhreinsunar var 0,5 pL af pynntu DNA syni eftir spunastluhreinsun hladid a 1%
agarosahlaup asamt gegnumflaedi (Vidauki 3). Utfra pvi hlaupi matti tilka ad ekkert DNA var
til stadar i syninu en greinilegt band sést i gegnumflaedi svo DNA hefur ekki bundist & sulu.
Fyrst stlusettid hafdi brugdist var etandlfelling framkveemd & PCR 1 afurdinni og rafdregid &
hlaupi eins og adur (Mynd 9). S& brunnur sem innihélt PCR 1 afurd syndi band fyrir genid og

voru heimtur metnar naegilega godar fyrir naesta skref.
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Mynd 9. Etandlfelling a PCR 1 afurd. Brunnar eru eftirfarandi: 1: PCR 1 afurd, 2: Viomid
(vatn), 3: Generuler 1 kb ladder.

4.1.2 PCR 2

PCR 2 syndi g6dar heimtur, en sterk bénd saust fyrir PCR 2 afurdina (syni 1 og 2), sja mynd
10. PCR 2 afurd var etandlfelld sem gaf pd ekki &settanlegar heimtur. Spunasilu sett
(Invitrogen) var notad til ad hreinsa PCR 2 afurd og styrkur DNA metinn med NanoDrop, sja
toflu 9.

Mynd 10. PCR 2 rafdrattur. Brunnar eru eftirfarandi: 1: Syni 1, 2: Syni 2, 3: Vidmid (an
mots), 4: Viomid med villigardar moti, 5: Generuler 1kb ladder.
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Tafla 9. Nidurstodur styrkmelinga @ DNA ur PCR 2 afurd (syni 1 og 2) melt med
NanoDrop meeliteeki.

Syni  DNA (ng/ pL)

1 555
2 486

4.1.3 Klipping

PCR 2 afurd var klippt med skerdiensimunum EcoRI og Xhol. Eftir klippingu var plasmid
hreinsad med spunasulusetti (Invitrogen) og syni sidan rafdregin & 1% agaro6sahlaupi til ad
meta styrk ensimanna (Mynd 11). Styrkur DNA var um 280 ng/pL sem pydir ad heildarsyni,
50 uL, innihélt 14 pg sem pykja aseettanlega heimtur.

Mynd 11. Rafdrattur & PCR 2 afurd eftir klippingu. Brunnar eru eftirfarandi:
1: Stluhreinsud klippt PCR 2 afurd, 2: Klippt PCR 2 afurd, 3: Generuler 1kb ladder.

Athuga mé ad hér var 2x Tango buffer notadur en einnig var profad ad framkvema
Klippinguna med 1x Tango buffer. Afurd peirrar klippingar var rafdregin en & hlaupinu saust
engin bond ad utanskildum ladder (Vidauki 4).

Skerdiensim voru profud 4 pekktu DNA ur A veiru. Syni ur A DNA klippingu voru
sidan rafdregin & 1% agarosahlaupi sem syndi edlilegar Klippingar sem gefur til kynna ad
skerdiensimin voru ad virka sem skildi (Vidauki 5).
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4.1.4 Liming

T4 ligasi tengir saman nukleotio med pvi ad endurmynda fosfodiestertengi milli sykranna. Til
ad draga ur likum & ad T4 ligasi myndi loka plasmidi an innskots voru genaferjuplasmidin
verkud med VAP til ad losa fosfathop af 5’enda pannig ad vid limingu hefur adeins innskots
DNA 5°enda fosfathop til ad framkvama limingu. Buist var vid pvi ad liming hefdi gengid
upp en pad var po ekki athugad sérstaklega.

4.2 Tjaning genaferju
4.2.1 Ummyndun i E. coli og reektun pyrpinga

Ummyndun var framkvaemd fjorum sinnum. | fyrstu ummyndun uxu engar pyrpingar &
ampicillin agarskalunum. Ekki var haegt ad alykta hvad hafdi farid drskeidis i fyrstu atrennu
en i annari ummyndun uxu nokkrar blaar pyrpingar og tveer hvitar (Vidauki 6). Vid hreinsun
PCR afurdar i fyrstu tveimur ummyndunum var notast vid etanolfellingu. I pridju tilraun
ummyndunnar var PCR afurd hreinsud a spunasulu en pad gaf af sér gédan voxt pyrpinga
(Vidauki 7). Samkvemt adferdarfreedi bla-hvits pyrpingavals, ettu hvitar pyrpingar ad
innihalda VAP genid. | framhaldinu var pvi afram unnid med hvitu pyrpingarnar en engar
virtust hafa heilt VAP gen. Mogulega voru einhverjar blaar pyrpingar med rétt gen innleitt en
beer foru ekki i aframhaldandi raektun. prjar af sex X-gal skalum innihéldu mikid af blaum
byrpingum en hinar prjar innihéldu érfaar hvitar pyrpingar en engar blaar. Valid var ad raekta
afram fimm af hvitu pyrpingunum en nidurstédur radgreiningar syndu ad engar pyrpingar
innihéldu genid. Fyrir fjordu ummyndun var hreinsun PCR afurdar framkvemd & sama hatt
og fyrir ummyndun prja og voru pyrpingar Ur fjérou ummyndunar ad mestu leyti blaar en
tveer hvitar voru til stadar. Prjar blaar og badar hvitu pyrpingarnar voru valdar til
aframhaldandi reektunar. PCR préf var gert (eins og PCR 2) & voldum pyrpingum og afurd
hvarfsins skodud med rafdreetti & 1% agardsahlaupi (Mynd 12). A hlaupinu saust bénd med
steerd sem passa vid VAP genid hja badum hvitum kélénium (W1 og W2) en ad auki komu
mjog sterk bond hja blaum koélonium 1 og 2 (B1 og B2), sem kom mjdg & dvart. Mdgulegt er
ad hvitu pyrpingarnar séu til komnar af sjaldgefum endurrédunaratburd par sem genid hefur
farid inn & rangan stad en samt pannig ad lacZ hefur ruglast. Liklegasta skyringin a bagum
ummyndunum er léleg hreinsun med etanolfellingu og ad p6 ad VAP genid sé inn &

genaferjunni sé B-galaktosidasi virkur og pyrpingar pvi blaar p6 ad VAP genid hafi verid &
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plasmidinu. Pess vegna er liklegt ad blau pyrpingarnar ir ummyndun prja hafi einhverjar haft

VAP genid. byrpingar W1, W2, B1 og B2 voru hver um sig reektadar fram.

Mynd 12. Rafdrattur & PCR préfi & ummyndudum pyrpingum, hvitum (W1-2) og blaum
(B1-3).Brunnar eru eftirfarandi: 1: W1, 2: W2, 3: Bl1, 4: B2, 5: B3, 6: GeneRuler 1kb
Ladder.

4.3 Plasmid hreinsun

Erfitt reyndist ad hreinsa plasmid ur pyrpingunum. Spunasulusettin fra Macherey-Nagel
(Vidauki 8) gafu neikveaedar nidurstoour en settio frd& Fermentas gaf betri nidurstoour. Tvo
syni voru hreinsud par sem syni 1 var framkveemt eftir leidbeiningum framleidanda en syni 2
var aukalega etanolfellt eftir frumurof. Eftir hreinsun var styrkur afurdar metinn med
NanoDrop en styrkir synis eru samkvaemt toflu 10. Heimturnar teljast bagar en stoéfudu liklega
af ofmettun sulu en samkvaemt framleidanda & stlan ad geta bundid allt ad 20 pg. Hreinsun
var endurtekin tvisvar & gegnumflaedi fyrir baedi syni og voru allar hreinsanir & syni 1 sidan
sameinadar og var sama gert med syni 2. Lokastyrkur sameinadra syna var metinn og voru
baedi syni 1 og 2 med 38,9 ng/pL af DNA.

Tafla 10. Nidurstoour um styrk DNA eftir hreinsun med NanoDrop meeliteeki.

Syni  DNA (ng/ pL)

1 43,9
2 32,3
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4.3.1 Skerdiensimagreining genaferju

Skerdiensimagreining var gerd til ad skoda sterd linulegu genaferjunnar, virkni
skerdiensimanna, athuga hvort innskotsgenid Klipptist Ut og ef svo er, athuga steerd
innskotsins. Hun var gerd fjorum sinnum, p.e. tvisvar fyrir ummyndun prju og tvisvar fyrir
ummyndun fjégur.

[ fyrri tilraun & pyrpingum & ummyndun prja var athugad hvort genid myndi klippast
Ut med pvi ad nota sambarilega klippingu og gerd var & PCR 2 afurd (med EcoRI og Xhol).
Til athugunnar voru pyrpingar 1-8 valdar, rofnar og etanolfelldar fyrir klippinguna (Vidauki
9). Engin klipping virtist hafa tekist par sem adeins saust slok og ofurundin bénd & hlaupinu.
pvi var hvorki haegt ad meta steerd linulegs plasmids né innskots.

Skerdiensimagreiningin & pyrpingum Gr ummyndun prja var endurtekin og syndi
onnur tilraun ad Klipping virtist ekki heppnast fullkomlega par sem afurdin virtist ekki hafa
Klippst ur plasmidinu vid 1,5 kb (Vidauki 10). b6 matti alykta ad einhver Klipping hafi ordid i
flestum synum en bl& pyrping syndi linulega afurd vid 4,5 kb sem hefdi getad passad vid
steerd Bluescript plasmids asamt VAP geninu (4,5 kb), 6ll 6nnur syni gafu til kynna ad pau
hafi ekki innleitt VAP genid.

| skerdiensimagreiningu & pyrpingum Gr ummyndun fjdgur var skerdiensiminu Sacll
beett vid aukalega til ad hafa vidmidunarensim og atti eitt skerdiset ad vera fyrir hvert ensim &
genaferjunni og eru pau 6ll vid MCS. Ensimin voru pvi 6ll prufud stok en ad auki var eitt syni
héndlad med badi Xhol og EcoRI. Préfad ad framkvema klippingu & baedi Test-innskots
plasmidi og plasmidi ur opekktri blarri pyrpingu. Nidurstédur ar fyrri tilraun ummyndunar
fjogur syndu heppnada klippingu par sem engin hringlaga plasmid voru til stadar nema par
sem skerdiensimin vontudu (Mynd 13). Vidmidunarinnskotid klipptist Gt en Klippt afurd ar
blau pyrpingunni var ekki greinileg. Bandid fyrir vidmidmunar innskotid sast pd ekki fyrr en
eftir ad hlaupid hafdi verid sett i aukalitun. Tekid saman, pa gaf skerdiensimagreiningin peer
nidurstddur ad sterd linulega plasmidsins veeri i kringum 3,5 kb sem gefur til kynna ad
genaferjan veri edlileg. Svo virdist sem ad plasmid Ur blau pyrpingunni sé tomt par sem
ekkert innskot sést og linulega afurdin er u.p.b. 3,5 kb. Skerdiensimagreiningin syndi einnig
fram & ad baedi skerdiensimin voru ad klippa rétt en par sem einungis viomidid klipptist at, en
innskotid ekki, pa hafi pad VAP genid einfaldlega ekki verid til stadar i pessari épekktu blau
byrpingu og var pvi ekki haegt ad meta steerd innskots.
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Mynd 13. Skerdiensimagreining med Xhol (X), EcoRI (E) og Sacll (S). Mynd A synir hlaup
beint eftir rafdratt. Mynd B synir sama hlaup sett i aukalitun, par sem Gtklippt afurd kemur i
lj6s. Greining var gerd & hvitri pyrpingu med Test-innskoti (T) fra framleidanda plasmids og
Opekktri blarri pyrpingu (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.

Skerdiensimagreiningin & ummyndun fjogur var endurtekin, en nd med véldum pyrpingum
W1, W2, B1 og B2 (Mynd 14). | pessari klippingu sést greinilegt innskot & hja pyrpingum B1
og B2 par sem par voru Kklipptar med baedi Xhol og EcoRlI. Innskotid var rimlega 1,5 kb og
er pvi liklegast FLAG-VAP genid.
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Mynd 14. Skerdiensimagreining a pyrpingum W1, W2, B1 og B2. SD= klipping med EcoRl,
DD= Klipping med EcoRI og Xhol. 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 Tjaning i LMG194

Einangrud genaferja ar Topl0 var ummyndud i E. coli stofninn LMG194 og var badi
smaskala raekt (20 mL) og storskala raekt (4 L) sett af stad. Virknimelingar voru gerdar til ad
komast ad pvi hversu lengi raektirnar purfa ad vera i gangi til ad fa hentugt ODggo 0g par med
sem mest prétein. Malingin var einnig nytt til ad kanna hvort bakteriustofninn innihéldi
nokkud lacl beli.

4.4.1 Smaskala raektun

Virknimelingar & smaskalaraekt voru gerdar i ljosmali sem meldi ljosgleypnibreytingu &
minatu (AA/min) og var forrit meliteekis notad til ad finna U/mL. Til ad sprengja frumurnar
voru 10 pL af rekt spunnid nidur (15000 rpm. i 2 min) og botnfall leyst upp i 10 pL.
Nidurstodur virknimelinga voru samkvemt t6flu 11 en virknimeling var gerd & blaum
pyrpingum (B1 og B2) med/an IPTG. Nidurstodur syna ad par sem IPTG hefur ekki ahrif a
tjaningu, pa inniheldur E. coli stofninn ekki lacl gen svo slik baling getur ekki att sér stad

eins og hefur 4dur kannad (Gudjonsdéttir & Asgeirsson, 2008).
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Tafla 11. Nidurstodur virknimaelinga a smaskala raekt tjaningar genaferju i LMG194 stofni
E. coli. Melingar voru gerdar vid 405 nm med 10 pL syni med 990 pL af 5,0 mM p-
nitrofenylfosfat (p-NPP) i 1,0 M diethanolamine, 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8.

Klst. i B1 B1+IPTG B2 B2+IPTG

reekt ODgpy U/mL | ODgpo UmL| ODgo UmL| ODgyo U/mL
16 0,084 0,013 | 0077 0033 | 0064 0012 | 0,062 0,010
18 0,101 0,011 | 0,104 0,023 | 0123 0045 | 0,124 0,025
20 0,133 0,061 | 0143 0013 | 0175 0033 | 0,178 0,024
22 0,174 0,099 | 0235 0,073 | 0214 0,079 | 0241 0,01
24 0415 051 | 0416 0137 | 0381 0,134 | 0,329 0,158
27 0,702 0,340 | 0690 0,284 | 0607 0310 | 0570 0,227
41 1,702 0323 | 1,777 0672 | 1775 0811 | 1,838 0,796

4.4.2 Storskala raektun

Virknimeling var endurtekin med steerri reekt, en nd einungis med B2 pvi su pyrping hafdi
heastu virkni. Nidurstddur virknimelinga Ur smaskalarekt gafu visbendingar um hvenar
hentugt veeri ad hefja virknimalingar & storskalarekt. OD maling & flotinu eftir u.p.b. prja
daga i storskalaraekt syndi ad OD gy Veeri 2,083, sem pykir mjog hatt og gefur til kynna ad
reektin hafi stadid heldur lengi. Frumur voru spunnar nidur og prjar virknimalingar voru
gerdar a floti og gafu peer géda hugmynd um hversu margar ensimeiningar (U) veeru til stadar
i heildarraekt (Tafla 12) til ad mogulegt veeri ad meta hversu vel hreinsunin gekk fyrir sig og

fyrir &framhaldandi skref.
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Tafla 12. Nidurstédur virknimalinga & stérskala raekt tjaningar genaferju i LMG194 stofni
E. coli. Melingar voru gerdar vid 405 nm med 10 pL syni med 990 pL af 5,0 mM p-
nitrofenylfosfat (p-NPP) i 1,0 M dietanolamin og 1,0 mM MgCl; vid pH 9,8. brjar melingar
voru teknar og er medaltalid (X) gefid.

Meeling U/mL

1 276
2 287
3 316
X 293

4.4.3 Raodgreiningargogn

Radgreiningargdgnin syndu ad B1 og B2 pyrpingar innihéldu rétt VAP-gen (Vidauki 11-12).
Petta er afar undarlegt par sem Bluescript plasmidid atti adeins ad verda blatt ef ske kynni ad
genaferjan lokist an innskotsins. Hér hefur pvi blaa-hvita pyrpingavalid brugdist, liklega
vegna pess ad a-brot (e. a-fragment) er tjad framanvid N-enda VAP sem samrunaprotein, er
klippt sidan af og getur pa virkjad B-galaktosidasa. Plasmid ur 6llum hvitum pyrpingum sem
send hofdu verid i radgreiningu syndu neikvada nidurstddu.

4.4.4 Suluskiljur
Sértaek sula

L-histidyldiazonbenzylfosfoniksyra & agarésa sulu var notud til ad hreinsa alkaliska
fosfatasann Ur frumugrautnum (Landt, Bolt, & Butler, 1978). Virknimalingar voru gerdar &
safnglésum med gegnumflaedi, saltskoli og losun med Olifreenu fosfati (Mynd 15). Virkni a
gegnumfleadi i fyrstu safnglésunum gaf haa virkni svo ensimid hefur ekki bundist stlunni vel
og fleett i gegn en pad er mogulega vegna fosfatshindrunnar eda FLAG hafi haft ahrif a
bindingu. Liklegra er p6 ad sula hafi einfaldlega verid of gémul og léleg. Nest komu
6hreinindi i ljos sem hofdu eitthvad af vidlodandi VAP med sér. I lokin losnadi restin af VAP
begar skolad var med dlifreenu fosfati og var peim virknitoppi safnad fyrir aframhaldandi

melingar.
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Mynd 15. Nidurstdédur virknimelinga @ gegnumflaedi, saltskoli og losun med olifreenu
fosfati af sértekri stlu. Greena linan synir virkni (U/mL) en blaa lina synir gleypni (A).
Toppur 1 er virknitoppur med héa fosfatasavirkni. Toppur 2 synir éhreinindi (6nnur protein)
ao fara i gegn (asamt einhverju VAP). Toppur 3 er virknitoppur sem stafar af losun VAP med
dinatriumhydrogenfosfat. Melingar voru gerdar vid 405 nm med 10 pL syni med 990 uL af
5,0 mM p-nitréfenylfosfat (p-NPP) i 1,0 M dietanolamin og 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8.
Saltskol med 150 mM NaCl for af stad eftir 80 min. Losun med 0,1 M
dinatriumhydrogenfosfati var gerd eftir 400 min.

Jonaskiptasula

Adur en hladid var & Mono Q jonaskiptastlu var syni siad og virknin mald sem reyndist vera
450 U/mL en pad gaf til kynna ekkert tap hafdi ordid & ensimvirkni vid siun. bvi naest var
virknitoppi Ur sértaekri skilju hladid a jonaskiptasuluna (Mynd 16). Glas 1 taknar upphaf
sofnunar pegar saltstigull hofst og 2 mL safnad i hvert glas eftir pad. Vid lok saltskolunar var
virknin meld en mynd 16 synir hvar virknitoppurinn birtist midad vid leioni. Toppurinn var
breidur sem gefur til kynna Iélega adgreiningu en hann spannar faar virknimalingar. Til ad fa
skyrari mynd af toppnum hefdi verid eeskilegt ad taka virknimelingar & fleiri gléosum.
Tilgangur med jonaskiptasulunni var ad skoda hvort FLAG-VAP hangi marktekt meira a
sulunni en villigerdar VAP. Til ad svara pvi pyrfti einnig ad keyra villigerdar VAP &

jénaskiptasulu en pad var ekki gert ad pessu sinni.
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Mynd 16. Virknimealingar a safnglosum 15-50 & fimm glasa fresti af Mono Q
jénaskiptasulu. Svarta linan synir virkni (U/mL) en rauda linan synir leidni (mS/cm).
Melingar voru gerdar 405 nm med 10 pL syni med 990 uL af 5,0 mM p-nitréfenylfosfat (p-
NPP) i 1,0 M dietanolamin og 1,0 mM MgCl, vid pH 9,8.

4.4.5 SDS hlaup

Rafdrattur med SDS byggir & ad adskilja hlaonar storsameindir en SDS hlaup var rafdregid til
bess ad meta steerd préteinsins, p.e. mélmassa pess. Metid var ad proteinid veeri um 65 kDa
(Mynd 17) en samkvaemt UniProt er VAP talid vera um 57 kDa. FLAG peptidin eru samtals 4
kDa sem samanlagt vid pyngd VAP gerir 61 kDa. Athuga parf p6 ad SDS rafdrattur er
tiltélulega grof nalgun a massa préteins en til ad f4 nakvemari massa veri radlegt ad nota
MALDI-TOF massagreiningu.
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Mynd 17. Rafdrattur & SDS hlaupi til ad meta steerd proteins. Brunnar eru eftirfarandi: 1:
PageRuler ladder, 2: flot, 3: gegnumflaedi 1, 4: gegnhumflaedi 2, 5: salt skol sértekrar sdlu, 6:
salt skol jonaskiptasUlu, 8-14: virkir toppar af jonaskiptasulu, 15: Spectra multicolour
protein ladder.

Upprunalegt markmid verkefnisins var ad Utbua FLAG afleidu af VAP og skoda hradafradi
einliduskiptanna en ekki tokst ad klara pad sidarnefnda innan timamarka vegna tafa vid

framkveemd og pvi liggja nidurstédur um hradafreedi einliduskipta ekki fyrir ad pessu sinni.
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5. Umraaour

Alkaliskur fosfatasi ur Vibrio sp. G15-21 var til skodunar i pessu verkefni. Svo virdist vera
sem vidbating tveggja FLAG-peptida & VAP og tjaning afbrigdisins hafi heppnast en vegna
timamarka verkefnisins var ekki haegt ad skoda hradafredi einliduskipta. Upp komu po
nokkrir 6rdugleikar i framkveemd en par méa helst nefna ad blatt/hvitt pyrpingaval, sem hjalpar
oft vid val & ummyndudum pyrpingum gaf dveentar nidurstddur. Samkveemt adferdarfraedinni
var buist vid ad paer pyrpingar sem litast hvitar innihéldu VAP genid en radgreining Ur pridju
ummyndun syndi ad blau pyrpingar innihéldu VAP genid. bar sem pyrpingar med ,,test“-
innskot 4 pBlueScript plasmidinu litudust allar hvitar ma alykta ad samrunaprétein a-brots og
VAP hafi myndast og nad ad virkja p-galaktdsidasa. Adur en petta kom i 1jos h6fdu einungis
hvitar pyrpingar verid sendar i radgreiningu en engin peirra hafdi VAP-genid a plasmidi. Ad
auki ma benda & ad flestar pyrpingar eftir ummyndun voru idulega blaar svo mégulegt er ad
fyrri ummyndanir sem taldar voru illa heppnadar hefdu mégulega gefid jakvaedar nidurstdour.

Ljost er ad pBluescript plasmid var ekki heppileg tjaningargenaferja fyrir petta
verkefni en asteedan fyrir ad pad var valid var ad ferjan hafdi verid notud &dur til ad tja VAP i
LMG194 med g6dum érangri (Gudjonsdéttir & Asgeirsson, 2008). Til vidbotar var haegt ad
kaupa plasmidid forklippt sem Gtilokar vandamal tengd pvi skrefi. Bluescript tjaningarferjan
er honnad sem eftirmyndunarplasmid i 1jési pess ad pad hefur einstaklega haa afritunartélu en
fyrir tjningarstofn getur pad valdid of miklu alagi & frumu. Bluescript skortir einnig Shine-
Dalgarno rdd sem er bindiset fyrir bakteriu rib6sém og margfaldar pydingarhrada. Einnig ma
nefna ad vegna bla/hvits pyrpingavals er a-brots genid & eftir upphafsstad umritunar og i
beinu framhaldi er MCS par sem VAP genid var innleitt en petta geeti valdio pvi ad a-brotid
hangi sem samrunaproétein a N-enda VAP. Tjaningarstofninn LMG194 inniheldur ekki lacl
gen svo lac genastjornun var 6nothaf sem pydir ad stddug tjaning er & plasmidinu. pratt fyrir
alla pessa peetti, sem betur mattu fara, virdist pBluescript genaferjan og LMG194
tjaningarstofninn na ad framleida négu mikid af préteininu til ad haegt veeri ad gera
hradafreedimelingarnar.

Lokahluti framkveemdarinnar var rafdrattur préteinafurdar ar badum suluhreinsunum a
SDS hlaupi. Utfra pvi var sterd proteinsins metin sem u.p.b. 65 kDa. betta er 6nakveemt mat &
massa en bendir po til pess ad FLAG-peptid séu a proteininu par sem VAP er um 55 +/- 6
kDa og hvert FLAG peptid um 2 kDa sem i heildina batir 4 kDa vid massa VAP. Til ad

fullvist sé ad FLAG vidbat hafi heppnast veeri t.d. radlegt ad massagreina proteinid allt med
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MALDI-TOF eda eftir meltingu med videigandi protedsum sem gefa pekktar sterdir sem
heaegt vaeri ad massagreina.

Neesta skref veeri ad skoda hvort villigerdar VAP hangi marktekt minna &
jénaskiptasulu en FLAG-VAP. Ef svo er, pa pyrfti ad akvarda adstedur fyrir blondun beggja
VAP afbrigdanna og skilja sidan sundur einsleitar og misleitar tvilidur p.e. ef einliduskipti
eiga sér stad. Buist veeri pa vid ad misleitar tviliour myndu koma milli villigerdar VAP og
FLAG-VAP af jonaskiptasulunni svipad og pad sem Schneider et al. (2001) syndu fram & i
rannsoknum sinum & transtyretin. Pvi naest meetti reikna Ut hradafraedi einliduskiptanna utfra
bvi hversu lengi einsleitu tvilidurnar hefdu verid i bléndun en hradafredi einliduskiptanna
geetu gefio visbendingu um hvernig nidurbrotsferli VAP tvilidunnar fer fram.

I framhaldinu veeri ahugavert ad skoda hvernig jafnveegi einlida og tvilida myndi
breytast med breyttum adsteedum t.d. med breytilegum styrk magnesiumjona par sem han
situr & samskilum eininganna. Einnig veeri ahugavert ad kanna ahrif ymsa umhverfispatta, svo
sem hitastig og syrustig en buast ma vid ad einliduskipti séu had slikum pattum. Svo metti
lika athuga hvernig amindsyruskipti & samskilum eininganna heféu ahrif 4 Ky

jafnveegisfastann.
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7. Vidauki

Vidauki 1: Basardd alkalisks fosfatasagens ur 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

43



Vidauki 2: Primerarnir par sem primerapar ,,sense primer 1 og ,,antisense primer 1« mynda
primerapar 1 og ,,sense primer 2 og ,,antisense primer 2 mynda primerapar 2.

FLAG primerar

Aukabasar fyrir goda bindingu skerdiensima:

Xhol set:

3¢ endar primera sem eru o6litadir eru motsvarandi sveaedi.
,»Sense primer 1%

5¢-ATG AAA CCA ATT GTT ACC-3¢

Lengd: 18 nt

Tm =48°C

,»Sense primer 2

5-ATA GTA BBEIIIE ATG AAA CCA ATT GTT ACC-3°
Lengd: 30 nt

Tm=48°C

»Antisense Flagl®:

s ONAEE GTTTACTTGTTG TTT AAT G -3¢
Lengd: 43 nt

Tm=48°C

»Antisense Flag 2*:

5-CTG TTC CTC GAG [ICANICA CRIATCICTCATCICTCITNGTAIGICICTT GTC

ATC GTC ATCCT
Lengd: 59 nt

Tm=50°C
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Vidauki 3. Rafdrattur eftir spunasuluhreinsun. Brunnar eru eftirfarandi: 1: Syni, 2:
Gegnumflaedi, 3: GeneRuler 1 kb ladder. Til ad hreinsa PCR afurdina var spunasulu sett fra
Macherey-Nagel notad. Vid lok suluhreinsunar var DNA pynnt i 50 pL af 18 mQ H,0 og 0,5
pL af syni eftir spunastlu hreinsun hladid &4 1% agardsahlaup dsamt gegnumflaedi. Mjog dauft
bands sést i brunni 1 en talid var ad petta veeru ekki aseettanlegar heimtur.

Vidauki 4: Klipping & PCR 2 afurd. Notad var 1xTango buffer sem gaf einungis bond fyrir
ladder. Brunnar eru eftirfarandi: 1: Syni, 2: Viomid (villigerd), 3: Viomid (villigerd an Xhol),
4:Viomid PCR2 afurd, 5: Generuler 1 kb ladder.
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Vidauki 5. Skerdiensimagreining & pekktu DNA ur A veiru. Myndin synir ad 6ll skerdiensim
virkudu rétt. Brunnar eru eftirfarandi: 1: ADNA + EcoRI, 2: A + Xhol,3: A + EcoRI + Xhol,
4: ladder.

Vidauki 6. Skal med pyrpingum Gr ummyndun tvo. Hér sjast nokkrar blaar pyrpingar og
orféaar hvitar.
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Vidauki 7. Skl med pyrpingum Gr ummyndun prju. Hér sjast margar blaar pyrpingar og
nokkrar hvitar.

S
12345678

9’
-

Vidauki 8. Spunastluhreinsun 4 ummyndun tvd. Myndin synir badi syni eftir
spunasuluhreinsun (S) og eftir etanolfellingu (E). Engin plasmid i neinni hreinsun fyrir utan
spunastlusyni S7 og S8 syndu bond. Brunnar i efri linu eru eftirfarandi: 1: S1, 2: S2, 3. S3,
4: S4, 5. S5, 6: S6, 7: S7, 8: S8, 9: GeneRuler 1 kb ladder. Brunnar i nedri linu eru
eftirfarandi: 1: E1, 2: E2, 3: E5, 4: E7, 5: GeneRuler 1 kb ladder.
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Vidauki 9a. Skerdiensimagreining a Klippingu plasmida ar pyrpingum, fyrri tilraun
ummyndunar prju. Hver pyrping var rektud i 7 mL fljétandi LAMP eti vid 37°C yfir nétt.
Sidan voru frumurnar rofnar med rofbuffer Ur Macherey-Nagel setti, lausn stillt af med
hlutleysingarbuffer og sidan etanol felldar &dur en klipping var framkvaemd. Lausn var sidan
hofd vid 37°C yfir nott. Taflan synir blondun skerdiensimagreiningar.

Efni V (uL)
H,0 9
10x Tango 2
Syni 7
Xhol 1
EcoRlI 1

1 2345 67 389101112

-t

L 1 b

-

Vidauki 9b. Afurdir skerdiensimagreiningar ur fyrri tilraun ummyndunar prja voru dregnar &
0,8% agardsahlaupi M=Vatn, DD= Xhol og EcoRI, X = Xhol, E = EcoRlI, 1 = byrpingl, 2 =
pyrping2, 7 = pyrping7. Brunnar eru eftirfarandi: 1: 1M, 2: 1DD, 3: 1X,4: 1E, 5: 2DD, 6:
2X, 7: 2E, 8: 7TM, 9: 7DD, 10: 7X, 11: 7E,12: Ladder. Hér sjast adeins slok og ofurundin
bénd hringlaga plasmids & hlaupinu, pvi var hvorki haegt ad meta sterd linulegs plasmids né
innskots.
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Vidhengi 10a. Skerdiensimagreining a klippingu plasmida ur pyrpingum. Onnur tilraun
ummyndunar prju. Taflan synir efnabléndun skerdiensimagreiningar.

Efni V (uL)
Syni 3

Xhol 0,5
EcoRl 0,5
10x Tango 1

Vidauki 10b. Afurdir skerdiensimagreiningar Gr annarri tilraun ummyndunar prju voru
dregnar & 0,8% agardsahlaupi. Myndin synir ad afurdin virdist ekki hafa klippst ar
plasmidinu vid 1,5 kb en mdgulega var bla pyrping hér med VAP gen er u.p.b 4500 bp.
Brunnar eru eftirfarandi: 1: pyrping , 2: pyrping 3, 3: pyrping 4, 4: pyrping 5, 5: pyrping 6, 6:
VAP-gen 1, 7: VAP-gen 2, 8: bla pyrping, 9: viomid (Bluescript med Kan), 10: GeneRuler
1kb ladder.
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Vidauki 11. ,,Forward“ radgreiningagdgn & plasmidi Ur pyrpingu B2. Samanburdur er vid
villigerdar VAP.

Query 90 ATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTTCAGCA 149
A
Sbjct 124 ATGAAACCAATTGTTACCGCAGTGGTAACCTCTACACTCTCATTCAACGTACTTTCAGCA 183
Query 150 GAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTGGCTTA 209
Crrrrrrerrrerrerrerrrerrrerr et e e rr et e
Sbjct 184 GAAATCAAAAATGTCATTCTGATGATCGGCGACGGCATGGGACCTCAGCAAGTTGGCTTA 243
Query 210 TTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGGCCATT 269
A
Sbijct 244 TTGGAAACCTACGCAAACCAAGCGCCAAATTCCATCTATAAAGGGAACAAAACGGCCATT 303
Query 270 TATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATC 329
Crrrrrrerrrerrerrerrrerrrerr et e e rr et e
Sbjct 304 TATCAACTTGCCCAAGAAGGGGTTATTGGTTCATCCCTAACGCATCCGGAAGACGCAATC 363
Query 330 GTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTCAGAA 389
A
Sbjct 364 GTAGTGGATTCAGCTTGCTCTGCGACCATGCTTGCAACGGGTATTTACAGCAGTTCAGAA 423
Query 390 GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCaaaaaaa 449
CErrrrrerrrerrerreerrerrrerr et e et et e
Sbjct 424 GTGATCGGTATCGATTCCCAGGGTAACCATGTTGAGACAGTACTTGAGAAAGCAAAAAAA 483
Query 450 GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT 509
A
Sbjct 484 GCAGGCAAAGCGACCGGCTTAGTTTCCGACACACGCTTAACTCACGCGACCCCTGCTTCT 543
Query 510 TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA 569
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et r et et e
Sbjct 544 TTCGCCGCTCACCAACCTCACCGTTCTTTAGAGAATCAAATTGCATCTGACATGTTAGCA 603
Query 570 ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC 629
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerr et r et et e
Sbjct 604 ACGGGCGCTGATGTGATGCTCTCTGGAGGACTGCGTCATTGGATTCCTAAATCGACCAAC 663
Query 630 GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA 689
A
Sbjct 664 GACAAAGGTGAAACCTATAAGCAACTTGAGAAACTGACTCAAGGTGATGTTTACCTCAAA 723
Query 690 TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG 749
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et e et et e
Sbjct 724 TCAAAGCGTAAAGACGACCGTAACCTGCTGACTGAAGCAGAGAAAGACGGCTACCAACTG 783
Query 750 GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT 809
A NN
Sbjct 784 GCGTTTAATCGCAACATGCTAGACGACGCTAAGGGCGATAAACTACTTGGCCTATTCGCT 843
Query 810 TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT 869
A
Sbjct 844 TACTCGGGCATGGATGATGGCATCGCTTACAGCAACAAGAAAAAGAGTGGCGAACGAACT 903
Query 870 CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCARAGATGAAGAT 929
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Frrrrrerrrrrrerrrrrreerrrrreerrrrrre et e e
Sbjct 904 CAGCCAAGCCTGAAAGAGATGACACAAAAAGCGCTCAACATCCTATCCAAAGATGAAGAT 963

Query 930 GGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGCA 989

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 964  GGCTTTTTCCTAATGGTCGAAGGTGGCCAAATCGACTGGGCGGGACACAGTAACGATGCA 1023
Query 990  GGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATGG 1049

Frrrrrerrrrrrererrrrerrrrrreerrrrrre et r et e
Sbjct 1024 GGCACCATGCTGCATGAACTGCTCAAGTTTGATGAAGCGATCCAAACGGTGTATGAATGG 1083
Query 1050 GCAAAAGATCGTGAAGACCCGATCGTGATTGKGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTTTC 1109

FErrrrrrrrrrerreer rerrrer e et rrrrrr e e e e e e
Sbjct 1084 GCAAAAGATCGTGAAGACACGATCGIGATTIGTGACCGCAGACCACGAAACAGGCTCTITC 1143
Query 1110 GGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTYTGG 1159

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e re et rrrr e
Sbjct 1144 GGTTTCAGCTACTCTTCTAACGACCTACCAAAACCACAGAAGCGTTCTGG 1193

Vidauki 12. ,,Reverse* radgreiningagogn & plasmidi ar pyrpingu B2. Samanburdur er vid
villigerdar VAP.

Query 94 GTTTACTTGTTGTTTAATGTACTCACCCAGTTCTGAGTGGTGCATGATTTTCGAAACTGG 153
FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct 1686 GTTTACTTGTTGTTTAATGTACTCACCCAGTTCTGAGTGGTGCATGATTTTCGAARACTGG 1627

Query 154  CAATATCTTCTCGGCAGGGCCCCAAGCAAACACGTTCACTGGTGTGTGAGTATGTIGTACC 213
FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1626 CAATATCTTCTCGGCAGGGCCCCAAGCAAACACGTTCACTGGTGTGTGAGTATGTGTACC 1567

Query 214  TGTACCCCAAACGATGTTTTGACCTGTTGCTTGTTCGCGAGCAAGCAAGTTGCCACGGTC 273
FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1566 TGTACCCCAAACGATGTTTTGACCTGTTGCTTGTTCGCGAGCAAGCAAGTTGCCACGGTC 1507

Query 274  GITATATGGGAAGAAAGCATCGAAATCGTTGATAGCAGGTACTTCTTCTGCCGACAAGTA 333
FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e et

Sbjct 1506 GTTATATGGGAAGAAAGCATCGAAATCGITGATAGCAGGTACTTCTTCTGCCGACAAGTA 1447

Query 334  TTTGTGCTGAGCCAGTCGATATGGGTTCGGCTTACTGGCTAATACGTTTTTCGCTTGTTC 393
FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct 1446 TTTGTGCTGAGCCAGTCGATATGGGTTCGGCTTACTGGCTAATACGTTTTITCGCTTGTTC 1387

Query 394  AGCAGTGATAGGGAACTCACTGITCTTGTTGACGATCTCAGCCAGTTTTTCAGGTGTTITG 453
FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct 1386 AGCAGTGATAGGGAACTCACTGITCTTGTTGACGATCTCAGCCAGTTITTTCAGGTGTTIG 1327

Query 454  CAGCGATTTATCCAACTTCTGAAATTCGCTGATCATGCCGTAGTAGCTTTGCTTCTGGTT 513
FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1326 CAGCGATTTATCCAACTTCTGAAATTCGCTGATCATGCCGTAGTAGCTTTGCTTCTGGTT 1267

Query 514  GTATAAACCATCAAGAATGTCGAATGCGCCAAAGTTAAAGTTGGGTGCATAGTCACGATC 573
FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1266 GTATAAACCATCAAGAATGTCGAATGCGCCAAAGTTAAAGTTGGGTGCATAGTCACGATC 1207

Query 574 GGCGAAGGCTTCGCCAGAACGCTTCTGTGGTTTTGGTAGGTCGTTAGAAGAGTAGCTGAA 633
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1206
634

1146
694

1086
754

1026
814

966
873

906
933

846
992

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e e e
GGCGAAGGCTTCGCCAGAACGCTTCTGTGGTTTTGGTAGGTCGTTAGAAGAGTAGCTGAA
ACCGAAAGAGCCTGTTTCGTGGTCTGCGGTCACAATCACGATCGTGTCTTCACGATCTTT
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACCGAAAGAGCCTGTTTCGTGGTCTGCGGTCACAATCACGATCGTGTCTTCACGATCTTT
TGCCCATTCATACACCGTTTGGATCGCTTCATCAAACTTGAGCAGTTCATGCAGCATGGT
Frrrrrrrrrrrrrrerrerrrerrrrr e e e e e e e e e e
TGCCCATTCATACACCGTTTGGATCGCTTCATCAAACTTGAGCAGTTCATGCAGCATGGT
GCCTGCATCGTTACTGTGTCCCGCCCAGTCGATTTGGCCACCTTCGACCATTAGGAAAAA
Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e
GCCTGCATCGTTACTGTGTCCCGCCCAGTCGATTTGGCCACCTTCGACCATTAGGAAAAA
GCCATCTTCATCTTTGGATAGGATGTTGAGCGCTTTTTGTGTCATCTCTTTCAG-CTTGG
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrd
GCCATCTTCATCTTTGGATAGGATGTTGAGCGCTTTTTGTGTCATCTCTTTCAGGCTTGG
CTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGATGCCATCATCCATGCCCGA
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTGAGTTCGTTCGCCACTCTTTTTCTTGTTGCTGTAAGCGATGCCATCATCCATGCCCGA
GTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTCTAGCATGTTGCGATTAA-
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e et e e e e e et r e
GTAAGCGAATAGGCCAAGTAGTTTATCGCCCTTAGCGTCGTCTAGCATGTTGCGATTAAA
CGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAG-TTACG 1035
FEErrrrrrrrerrrrrrerr et e e et e e et rrrrl
CGCCAGTTGGTAGCCGTCTTTCTCTGCTTCAGTCAGCAGGTTACG 742
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