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Hér me0 lysi ég pvi yfir ad ritgerd pessi er samin af mér og ad hin hefur hvorki ad hluta né i
heild verid 16g0 fram adur til heerri profgradu.
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Agrip

DNA ligasa er a0 finna i 6llum lifverum sem pekktar eru, hlutverk peirra er ad lima saman
DNA petti vid eftirmyndun erfdaefnisins og DNA vidgerdir. Ligasar eru flokkadir eftir pvi
hvada fylgipatt peir nota en fylgipatturinn er ymist ATP eda NAD" . Einungis raunbakteriur
notast vid NAD" sem fylgipatt, heilkjornungar og fornbakteriur notast vid ATP. T 6llum
NAD" hadum ligésum, sumum ATP hadum ligdsum og ymsum préteinum heilkjérnunga sem
taka patt patt i DNA vidgerdum og/eda stjorn 4 frumuhringnum, er ad finna BRCT hneppi.
BRCT hneppid fannst fyrst i @xlisbaligeninu BRCAI og dregur BRCT hneppid nafn sitt af
pvi. Hlutverk og bygging BRCT hneppisins i ATP hadum ligésum og ymsum préteinum
heilkjornunga hefur verid mikid rannsakad og er nokkud vel skilgreint. Mjog 1itid er hins
vegar vitad um BRCT hneppi NAD" hadra ligasa og hlutverk pess. Markmid pessa verkefnis
var ad reyna a0 finna og bera kennsl 4 hugsanleg protein sem bindast BRCT hneppi ligasa A i
E. coli med pvi ad nota onemisfellingu og 2D blue native/SDS-PAGE. Ekki tokst ad finna
neitt protein sem binst BRCT hneppi DNA ligasa A og er frekari rannsokna porf til ad greina

med fullri vissu hvort slikt protein sé ad finna.
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Abstract

DNA ligases are found in all known organisms, their role is to join DNA strand breaks during
DNA replication and repair. Ligases are categorized depending on wich cofactor they use but
the cofactor can be either ATP or NAD". Only bacteria use NAD" as cofactor, eukaryotes and
archea use ATP. In all NAD" dependent ligases, some ATP dependent ligases and some
eucaryotic proteins involved in DNA repair and/or cell cycle contol, a BRCT domain can be
found. The BRCT domain was first found in the tumor suppressor gene BRCA 1 and the
BRCT domain has it name from that. The role and structure of the BRCT domain in ATP
dependent ligases and some eucaryotic proteins has been extensively studied and is rather
well defined. Yet very little is known about the BRCT domain of NAD " dependent ligases
and the role it plays. The goal of this project was to try to find and identify proteins
potentially interacting with the BRCT domain of ligase A from E. coli by using
coimmunoprecipitation and 2D blue native/SDS-PAGE. No protein was found interacting
with the BRCT domain of DNA ligase A and further research is required to determine if such

protein is to be found.
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1. Inngangur

1.1 DNA ligasar almennt

DNA ligasa er ad finna i 6llum pekktum lifverum og er peim lifsnaudsynlegt en DNA
ligasar gegna mikilveegu hlutverki vid eftirmyndun erfdaefnisins og vid vidgerdir & pvi.
Ligasar eru flokkadir eftir pvi hvada fylgipatt peir nota en fylgipatturinn er ymist ATP
eda NAD" . Einungis raunbakteriur notast vid NAD" sem fylgipatt, heilkjornungar og
fornbakteriur notast vid ATP en pratt fyrir petta er hvarfgangur limingar sa sami 6hao
pvi hver fylgipatturinn er[1]. Margar tegundir ligasa hafa proast sem gegna mismunandi
hlutverkum til ad mynda eru vel pekktar i spendyrum fjérar mismunandi tegundir DNA
ligasa sem gegna 6likum hlutverkum p.e. DNA ligasar I, II, IIT og IV. [2-4].

DNA ligasi I limir saman Okazaki buta 6samfellda pattarins vid eftirmyndun, DNA
ligasi I binst PCNA (proliferating cell nuclear antigen) sem styrir ligasanum & svadin
milli okazaki buta par sem limingar er porf, auk pessa binst DNA ligasi I vid DNA
polymerasa B3 vid0 DNA vidgerdir med basatrdretti par sem nokkur nukle6tid eru
flarlaegd og rétt sett 1 stadinn. DNA ligasi II hefur ekkert pekkt hlutverk og er talinn
koma til vegna annarskonar splasingar 4 umriti sama gens og tjair DNA ligasa III.
DNA ligasi I1I bundinn vidgerdarpréteininu XRCC1 & patt i DNA vidgerdum med
basaurdratti par sem eitt nukleotid er fjarleegt og nytt sett i stadinn.

DNA ligasi IV bundinn vidgerdarproteininu XRCC4 4 patt 1 viogerdum & tvipatta
brotum i DNA med endatengingu (nonhomologous end-joining) en pessi protein eiga
einnig patt i V(D)J endurrédun sem vid proskun énamiskerfisins skapar hinn mikla
fjolbreytileika 6naemisglobulina og T-frumu vidtaka. bratt fyrir pad ad rannsoknir & ATP
hadum ligésum heilkjornunga hafi synt ad peir bindast hinum ymsu préteinum og
mynda proéteinfloka pa hafa ekki fundist morg protein sem NAD' hadir ligasar bindast.
Lengi hefur verid horft 4 NAD " hada ligasa sem mdgulegt lyfjamark fyrir syklalyf [5, 6]
en pa er eins og adur sagdi einungis ad finna i bakterium. bad er pvi 1jost ad frekari
rannsokna er porf 4 NAD' hadum ligdsum, starfsemi peirra og samskiptum vid énnur

protein.



1.2 Hvarfgangur DNA ligasa

Allir DNA ligasar gegna sama hlutverki sem er ad hvata myndun fosfordiester tengis
milli 5"fosfat hops og 3 hydroxyl hops 4 nukledtidum adliggjandi DNA patta [7].
Hvarfgangurinn fyrir myndun fosfodiestertengja med ligasa er sé sami i 6llum lifverum
og ma skipta upp i prju skref (sja mynd 1). I fyrsta skrefinu binst ligasi med samgildu
tengi vid Adenylate (AMP) hop fra ATP eda NAD' med milligéngu Lysin amindsyru i
virka sveadi ligasans svo pyrofosfat eda nicotinamid einnukle6tid losnar. Lysin
aminosyran i virka svedi ligasans er hluti af KxDG r6dinni sem er ad finna i 6llum
ligosum og skyldum ensimum svo sem RNA ligésum og mRNA capping ensimum[8]. {
00ru skrefinu er AMP hopurinn fluttur & 5’fosfat enda annars pattarins vid rifuna sem &
ad loka. 1 pridja og sidasta skrefinu hvatar ligasi myndun fosfodiester tengis milli 3"OH
hopsins og 5 fosfats hopsins af pattinum sitthvorum megin vid rifuna svo AMP losnar

og rifan lokast.
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Mynd 1. Myndun fosfodiester tengis hvotud af ligasa med ATP sem
fylgipatt (http://bitesizebio.com.)




1.3 Bygging DNA ligasa

Mikill &rangur hefur néddst vid ad greina byggingu ligasa og hlutverk einstakra hluta
ensimana til a0 mynda med greiningu kristalmynda af ensimum i hvétunarferlinu.
Utslattur eda breyting 4 einstokum amindsyrum eda steerri sveedum hafa einnig gefid
mikilvaegar upplysingar um hlutverk einstakra svaeda og amindsyra i starfsemi
ensimsins. Allir ligasar badi NAD" hadir og ATP hadir hafa svokalladan hvétunarkjarna
sem samstendur af OB (Oligomer binding) umbrots hneppi og adenylation hneppi (i
NAD" hadum ligdsum ma i raun einnig telja hneppi 1a til kjarnans) en par fer limingar
hvarfid sjalft fram[9]. Til eru ligasar m.a ur veirunum 77 og Chlorella sem innihalda
einungis pessi tvd hneppi[10]. Med tilliti til hlutverks ma skipta 6drum hneppum a
ligosum i DNA bindi svadi, en undir pann flokk myndu HhH (Helix hairpin Helix)
hneppi NAD" hadra ligasa og DBD hneppi ATP hadra ligasa falla [10], og protein
samskipta svadi eins og N-enda hneppi ligasa I og BRCT hneppid sem finnst i NAD"
hadum ligésum og ymsum ATP hadum ligdsum til demis ligésum III og IV Gr
spendyrum . Bygging NAD" hadra ligasa er mjog vel vardveitt medal bakteria en 4 mynd
2 ma sja skematiska mynd af demigerdum NAD" hadum DNA ligasa. A mynd 3 er

skematisk mynd af DNA Ligasa I tir manni.

1 73 37 403 429 581 667
Zn . HhH | BRCT

Mynd 2. Skematisk mynd af upprédun hneppa i NAD"™ hadum DNA ligasésum Myndin er fengin
ur[6].

1 " 262 535 T45 219
PCNA, Polfl, NLS ; i OB-fold J
(truncated at 232) - (AdD) (OBD)

| ia v W Wi
Consarved in Conserved motifs
eukaryoctes catalytic core ligase

Mynd 3.Skematisk mynd af upprodun hneppa DNA Ligasa [ ar Homo Sapiens. Myndin er fengin
ur[10]



Samanburdur 4 DNA ligasa I ur manni og DNA ligasa A 1r E.coli

Til ad utskyra hlutverk hinna mismunandi hneppa ligasa vid limingu verda hér bornir
saman DNA ligasi [ ir manninum og DNA ligasi A ur E.coli. bessir tveir ligasar eru an
efa peir tveir sem einna mest hafa verid rannsakadir og peir hafa badir fremur nylega
verid kristalladir & svo til sama stad i hvotunarferlinu p.e & milli skrefs tvo og prju par
sem AMP hefur pegar tengst 5 fosfat hop rifunnar. Auk pessa pa teljast peir lika hvor
fyrir sig til hinna tveggja hopa sem DNA ligésum er skipt i p.e. ATP hadra og NAD"
hadra ligasa. Hér verda pau svaedi sem sem ligasi I og ligasi A eiga sameiginleg borin
saman p.e. hvotunarkjarninn og DNA bindi svadin, ekki verdur fjallad sérstaklega um

protein samskipta svaedi ligasa [ hér en BRCT hneppid er tekid fyrir i kafla 1.4.

Hvotunarkjarninn

Eins og allir pekktir DNA ligasar, RNA ligasar og mRNA capping ensim sem tilheyra
yfirfjolskyldu nukle6tid transferasa, hafa EcoLigA og ligasi I nukle6tid transferasa
hneppi en pad er samsett ur sex moétifum I, III, Illa, IV, V og VI[11]. Fyrstu fimm
moétifin er ad finna i adenylation hneppi badi ATP og NAD" hadra ligasa en motif VI er
i OB umbrots hneppinu og finnst einungis i ATP hadum en ekki i NAD" hadum ligdsum.
Motifin fimm i adenylation hneppinu mynda AMP-bindi vasann, i métifi I eda KXDG
motifinu svokallada er kjarnsakin lysin amindsyra Lys115 i EcoLigA og Lys568 1 Ligl
sem binst NAD" eda ATP med samgildu tengi i skrefi eitt i ligasa hvarfinu en ef henni er
skipt it eda sleppt verdur ligasi 6faer um ad hvata fyrsta skref hvarfgangsins [10, 12, 13].
Motif III, I1la, IV og V rada sér i kringum AMP bindisetid og gegna ymsar aminosyrur i
peim mikilveegum hlutverkum i ymsum skrefum limingar ATP og NAD " hadra ligasa.

A mynd 4 ma sja AMP-bindi vasann i EcoLigA eftir kristllun 4 milli skrefs tvo og prju
i hvarfgangi limingar rétt fyrir lokun rifunnar par sem AMP er buid ad tengjast 5 fosfat
hop 4 60rum DNA pattinum [5]. Lys115 ur motifi I leikur hér annad hlutverk en pad
gerdi i fyrsta skrefi hvarfgangsins og stydur vid fosfatbriina sem hefur myndast asamt
Ser81. Arg200 og Asn201 mynda net vetnistengja milli ensimsins og minni gréfar

DNA kedjunnar. Arg200 asamt Asp117 Gr moétifi I mynda svo tvofalda saltbrii sem



stodgar ennfremur tengsl ensimsins vid DNA kedjuna en synt hefur verid fram 4 ad bedi

Arg200 og Aspl17 eru 6missandi fyrir limingarhvarfid[13].

Mynd 4. AMP-bindi vasi EcoLigA milli skrefs Mynd 5. AMP-bindi vasi Ligasa I Gr manni milli
tvd og prju i hvarfgangi limingar. Myndin er skrefs tvo og prjul i hvarfgangi limingar. Myndin er
fengin ur [5]. fengin ur [10].

A mynd 5 ma sja AMP i AMP-bindi vasanum biiid ad tengjast 5 fosfat hop & 6drum
enda rifunnar. Sja ma Lys568 en hlidarkedja pess liggur vio fosfatbriina sem hefur
myndast milli AMP og DNA og geti verid ad stydja vid hana likt og Lys115 gerir i
EcoLigA. Glu621 ur motifi III og Arg573 ur moétifi I eru mjog nélegt 2°OH og 3’OH
hépum AMP ribdsans og eiga sennilega patt 1 sértaekni ligasa I fyrir ATP ribosa auk pess
sem per stydja vid hann. Glu566 myndar vetnistengi vid N6 hop adenine og & einnig
patt 1 sérteekninni fyrir ATP en stokkbreyting Glu566 1 Lys kemur fram i sjuklingum
sem alvarleg onemisbeling [10]. Hlidarkedja Trp742 myndi koma i veg fyrir ad GTP
kaemist inn 1 vasann me0 pvi ad vera fyrir 2-amino hop GTP og studlar pannig ad
sérteekni vasans fyrir ATP. Allir DNA ligasar eru hadir tvigildum méalmjénum vid
hvotun en tvo malmbindisvaedi ma sja vid fosfatbriina annarsvegar og vid 2°OH hop

AMP hinsvegar (fjélublaar kiilur 4 mynd 5) og er styrt af Glu720 og Glu621.



[ fyrsta skrefi limingar hvarfsins pa gegnir moétif VI aftarlega i OB umbrots hneppinu
mikilvaegu hlutverki vio tengingu AMP vid ligasa, petta skref hefur ekki verid kristallad
i ligasa I en pad hefur verid mikid skodad i Chlorella veirunni[14, 15]. Motif VI binst B
og v fosfathopum eda farhépunum & ATP og snyr pvi rétt svo kjarnsaekin lysin
amindsyran getur gert aras & o fosfathop ATP, pegar skrefi eitt er lokid og ligasi I hefur
bundist DNA pa er motif VI 4 ytra bordi ensimsins og OB umbrots hneppid hefur snuist
vid sja mynd 6. NAD" hadir ligasar hafa ekki motif VI i OB umbrots hneppinu en pess i
stad hafa peir Ia hneppid sem er & N-enda proteinsins og er samsett Ur tveimur a-
helixum og gegnir sama hlutverki og métif VI i ATP hadum ligésum. Ymsar
stokkbreytingar i hneppi la i EcoLigA gera ensimid 6faert um ad hvata skref eitt og hafa
fundist fimm vel vardveittar amindsyrur sem taka patt i hvarfinu[16] . Ia hneppid binst
vid NMN farhépinn 4 NAD" i AMP-bindivasanum og snyr pvi rétt svo kjarnsaekna lysin
amindsyran geti bundist AMP hépnum 4 NAD". Ta hneppid er mjog hreyfanlegt i skrefi
eitt en eftir ad pad hefur bundist NMN og AMP er eftir i bindivasanum sveiflast Ia
hneppid ut fra bindivasanum, NMN losnar og Ia hneppid endar svo i talsverdri fjarlaegd

fré bindivasanum, & mynd 7 ma sja hvernig talid er ad hreyfingin sé.

Mynd 6. Stadsetning motifs VI i fyrsta skrefi limingar og pegar ligasi I hefur bundist DNA. Mynd er
fengin ur [10].



Mynd 7. Hreyfing Ia hneppisins samsett ur premur kristallsmyndum gerdum af Enterococcus faecialis

LigA-NAD", LigA-NMN og Thermus filiformis LigA-Amp. la hneppid er dokkblatt 4 myndinni en

adenylation hneppid ljosblatt. Myndin er fengin ur [5].

OB umbrots hneppid gegnir sama hlutverki badi i ligasa I og i EcoLigA og er mjog
mikilvaegt fyrir bindingu ligasa vio rifad DNA en pad breytir sniiningi DNA kedjunnar
svo hvarfid geti att sér stad. OB umbrots hneppi eru algeng i proéteinum sem bindast
einpatta DNA til a0 mynda Rpa70 Gr manni og SSB 1 E.coli og RNA bindipréteinum svo
eitthvad sé nefnt [17]. [ baedi ligasa I og EcoLigA binst hneppid inn i minni grof
andsteett rifunni og myndar par net van der Waals tengja og vetnistengja. Binding OB
umbrots hneppisins breytir sveigju DNA fosfodiester hryggsins svo ad undirsnuningur
myndast sem vikkar minni og sterri grofirnar 1 kringum rifuna. DNA ofanvert vid rifuna
myndar RNA likan A helix med steekkada minni grof en nedanvert vid rifuna tekur DNA
kedjan 4 sig mynd B helix[5, 10].

DNA bindisveedi ligasa

Mest bindisekni DNA ligasa I og DNA ligasa A kemur til vegna DNA bindi svaeda sem
peir hafa og studla ad bindingu DNA 4 6sérhafoan hatt. DNA bindi hneppid (DBD) ur
ligasa I er N-enda megin vid hvotunarkjarnann 1 ligasa I en pad er einnig vardveitt
DNA ligosum IIT og IV [3]. DBD er samsett ur tolf a-helixum sem mynda samhverfa
tvofalda byggingu sem tengist fosfodiester hryggnum gegnum basiskar hlidarkedjur

amindsyra og minni gréf med skautudum hopum af meginkedju proteinsins badum



megin vid rifuna. DBD myndar einnig tengsl vid OB umbrots hneppid og myndar
ensimid pannig hringlaga byggingu sem ner hringinn i kringum DNA kedjuna sja mynd
8 A. DNA bindi svaedi EcoLigA er HhH (Helix hairpin Helix) sem finnst einnig i
ymsum 6drum préoteinum eins og RuvA, RadA, ymsum DNA og RNA polymerdsum
sem Oll bindast DNA a 6sérhafdan hatt. HhH hneppid i EcoLigA er samsett Gr tveimur
(HhH), métifum sem hvort fyrir sig er samsett ur fimm a-helixum og hneppid hefur pvi
samhverfa byggingu[5, 18]. (HhH), métifin eru flokkud i ner og fjeer motif eftir pvi
hvort pau eru ner eda fjaer N-enda proteinsins. Neer motifid binst fosfodiester hryggnum
a tveim stodum sitthvorum megin vid minni gréf 3’'OH megin vid rifuna en fjeer motifid
binst & sama hatt 5 fosfat megin. Binding HhH vi0 fosfodiester hrygginn er gegnum
nituratdém a meginkedjunni sem mynda vetnistengi vid surefnisatom a fosfathopum
hryggjarins en skautadar hlidarkedjur mynda vetnistengi i minni gréfinni. HhH myndar
tengsl vid adenylation hneppid og myndar pvi hring utan um DNA kedjuna rétt eins og
DNA  ligasi I sja mynd 8 B.

Mynd 8. A) DNA ligasi I ar manni bundinn DNA. B) DNA ligasi A ur E.coli bundinn DNA. (NTase

stendur fyrir Nukleotid transferase domain sama og adenylate hneppid.) Mynd er fengin ur [5].



Zn hneppid 1 EcoLigA sem sja ma & mynd 8 B virdist einungis gegna pvi hlutverki ad
binda saman HhH og OB fellingar hneppin 4 pessu stigi hvarfsins. Zn atém er bundid af
fjorum cystein amindsyrum i Zn hneppinu og vitad er ad prjar peirra eru naudsynlegar
fyrir virkni ligasans[19, 20]. Margir hafa talid ad petta hneppi @tti patt i DNA bindingu
en pessi kristollun virdist p6 utiloka pann moguleika pvi Zn hneppid er hvergi naerri
DNA kedjunni, hvort pad hefur annad 6pekkt hlutverk verda framtidar rannsoknir ad

segja til um.

1.4 BRCT hneppio

BRCT hneppid fannst fyrst i @xlisbaligeninu BRCAI og dregur BRCT hneppid nafn sitt
af pvi (BRCA1 C-terminus) en stokkbreytingar i pvi tengjast arfgengu
brjostakrabbameini og krabbameini i eggjastokkum. BRCAT1 hefur tvd BRCT hneppi i
160 &4 C-enda proéteinsins en flestar stokkbreytingar i BRCA1 sem vitad er ad orsaka
krabbamein eru i rodunum sem koda fyrir BRCT hneppunum [21]. Flest 61l pekkt
protein med BRCT hneppi sem mynda BRCT yfirfjolskylduna taka patt i DNA
vidgerdum og/eda stjorn a frumuhringnum i heilkjornungum, til ad mynda er BRCA1
proteinid mjog mikilvaegt i DNA vidgerdum. Misjafnt er hversu moérg BRCT hneppi
protein BRCT yfirfj6lskyldunar hafa. Sum peirra hafa nokkur en flest hafa tvo t.d
BRCA1, XRCCl, 53BP1 og DNA ligasi IV pau sem hafa einungis eitt BRCT hneppi eru
t.d allir NAD" hadir DNA ligasar, DNA ligasi III, RF-C og PARP (Poly(ADP-
ribose)polymerase) svo eitthvad sé nefnt[22, 23].

Bygging BRCT hneppa

Sem stendur pa hefur BRCT hneppid ekki verid kristallad i neinum NAD+ hadum
ligésum en pad hefur verio kristallad i ymsum 6drum préteinum til demis BRCAL,
XRCCl1, 53BP1 og DNA ligasa III. Bygging BRCT hneppisins er p6 svipud i pessum
proteinum og virdist vel vardveitt pott pad sama gildi ekki um radir peirra. BRCT hefur

péttan hnattlaga kjarna sem er samsettur tir premur B-flotum en umhverfis kjarnann eru



prir a-helixar sjd mynd 9. Radirnar sem kéoda fyrir BRCT hneppunum innan proteina
BRCT yfirfjolskyldunnar eru ekki vel vardveittar, pad er ekki ein amindsyra sem er
vardveitt i peim 6llum og flokkun proéteina i BRCT yfirfjolskylduna er byggd a4 spam um
byggingu peirra eda 4 henni ef hun hefur verid greind. Innan allra BRCT rada er p6 ad
finna fremur vel vardveitta klasa vatnsfelinna amindsyra sem eru i B-flotunum og
mynda kjarna hneppisins[24]. Einnig eru tvd fremur vel vardveitt motif i BRCT
hneppum, motif I sem finnst i beygjunni milli a-helix 1 og B-flatar 2 og motif I sem er
ad finna 1 a-helix 3[22]. Trp amindsyra i matifi II ndleegt C-enda hneppisins er best
vardveitta aminosyra hneppisins og finnst i ndnast 6llum proteinum med BRCT hneppi
en breyting 4 henni i XRCC1 proéteininu kemur alveg 1 veg fyrir a0 XRCC1 geti bundist
DNA ligasa III og ekki er oliklegt ad hiin gegni mikilvegu hlutverki vid prétein-protein
samskipti { fleiri proteinum BRCT yfirfjolskyldunnar[25].

B M-terminal BRCT — F— C-terminal BRCT —
C —

— Linker —

Mynd 9. A) BRCT hneppid ur XRCC1 fengid tr [25]. B) BRCT hneppin tr BRCAT1 fengin tr [26].

Hlutverk BRCT hneppa

BRCT hneppi flestra proteina midla protein-protein bindingum, oft &4 bindingin sér stad
milli tveggja BRCT hneppa mismunandi proteina gegnum vatnsfaelin hrif en hitt er mun
algengara ad BRCT hneppi bindist 60rum og 6likum svaedum annarra proteina. Einnig
eru nokkur protein med BRCT hneppi sem bindast DNA. Dami um bindingu tveggja
proteina gegnum BRCT hneppi peirra beggja eru DNA ligasi [Ilo sem hefur eitt BRCT
hneppi og XRCC1 sem binst DNA ligasa I1la gegnum seinna BRCT hneppi sitt [3].
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DNA ligasi [IIa og XRCC1 vinna saman sem dimer og eiga patt i DNA vidgerdum med
basaurdratti[3]. Pegar ymsum vatnsfeelnum aminésyrum er skipt ut fyrir aspartate i
seinna BRCT hneppi XRCC1 hverfur binding pess vid DNA ligasa Illo nanast alveg
sem bendir til pess ad bindingin byggist fyrst og fremst & vatnsfeelnum hrifum[27].
BRCAL er gott deemi um protein sem getur gegnum BRCT hneppi sin bundist proteinum
sem ekki innihalda BRCT hneppi. BRCA1 binst fjolmdrgum proteinum sem hafa
hlutverki ad gegna i vidbragdi vio DNA skemmdum til ad mynda binst seinna BRCT
hneppi BRCA1 umritunarpettinum p53. Svadid 4 pS3 sem BRCATI binst er DNA
bindihneppi sem midlar sértaeekri DNA bindingu. Hugsanlega hefur bindingin pvi
hlutverki ad gegna ad hamla eda hafa ahrif 4 bindingu p53 vid DNA[28]. Pad er pekkt ad
BRCT hneppi pyrpist saman med vatnsfelnum hrifum og myndi stora préoteinfloka sem
svo geta bundist DNA en einnig DNA endum. BRCT hneppin 4 BRCA1 pyrpast til ad
mynda saman & pennan hatt og mynda floka sem svo binst DNA endum en vangaveltur
hafa verid uppi um pad hvort petta ferli sé lidur 1 pvi ad finna og gera vid tvipatta brot i
DNA [29, 30].

BRCT hneppi NAD" hédra ligasa

BRCT hneppi NAD" hadra ligasa hafa ekki verid nalagt pvi eins vel skilgreind og
BRCT hneppi hinna ymsu proteina i heilkjornungum. Kristallanir & NAD+ hadum DNA
ligésum ur E. coli[5] og Thermus filiformis[6] nadu ekki ad varpa neinu 1josi & byggingu
hneppisins sem sennilega ma rekja til mikils hreyfanleika hneppisins. Enn sem komid er
hefur ekki verid synt fram 4 ad BRCT hneppid i NAD " hadum ligésum midli protein
samskiptum i bakterium. Hneppid er p6 vel vardveitt i flest 5llum NAD" hadum
ligbsum sem bendir til pess ad pad hafi einhverju mikilveegu hlutverki ad gegna[7].
begar BRCT hneppid er fellt ur EcoLig A missir hann ekki limingar virkni sina p6 hiin
verdi eitthvad minni en 1 heilu ensimi einnig getur hann enn gert vid tvipatta brot i DNA
en po6 i talsvert minna meli en heill ligasi[31]. Urfelling BRCT hneppisins virdist p6
minnka DNA bindihafni ligasans toluvert mikid, einnig virdist BRCT hneppid eitt og
sér geta bundist DNA[31]. Hvert hlutverk BRCT hneppisins er i NAD" hadum ligésum

er enn opin spurning, pad er 6sennilegt ad pess sé¢ porf vid limingarhvarfid sjalft par sem
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EcoLig A virdist geta framkvamt hana an BRCT hneppis auk pess sem ymsir ATP hadir
ligasar til demis DNA ligasi I hata ekki BRCT hneppi [31]. Liklegra er ad hlutverk
BRCT hneppisins i NAD" hadum ligdsum sé ad stddga bindingu ligasans vid DNA. Pad
er lika hugsanlegt ad BRCT hneppi NAD " hadra ligasa pyrpist saman med vatnsfalnum
hrifum og myndi stéra floka sem geta bundist DNA endum likt og gerist med BRCA1 og
taki pannig patt i vidgerdum & tvipatta broti i DNA eins og talid er a0 BRCA1 geri, en st
athugun Wilkinsons og félaga ad hafni EcoLigA til ad loka tvipatta brotum i DNA
minnkadi ef BRCT hneppid var fellt Gr ligasanum stydur pad.
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2. Efni og aoferoir

2.1 Bakteriustofnar og plasmio

Tafla 1. Stofnar Eschericia coli og uppruni peirra.

Nafn Arfgerd

W3110 F-, A-, IN(rrnD-rrnE)1, rph-1

Cw,

GE1731 CGSC6087, hsdR2, zij-202::Tnl0 ADE3

(clts 857, ind1, Sam7, min5,
lacUV5-T7 RNA polymerasi) pLysS.

TOP10 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(araleu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endA nupG

BL21 star ompT hsdSg(rg'mp") gak dcm rnel31 (DE3)

SHP103 TOP10 med pET200, TOPO plamid

(Invitrogen) sem ber BRCT-Aul

SHP104 BL21 star med pET200, TOPO plamid
(Invitrogen) sem ber BRCT-Aul

SHP107 GE1720 stofn med pCR4 plasmid
sem ber BRCT-2*c-Myc

SHP108 GE1731 stofn med pET200, TOPO plasmid
(Invitrogen) sem ber BRCT-2*c-Myc
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Uppruni

Lederberg J., Hill

B. W. Harnish., 1981.
Bachmann B.J., 1972

[20]

Keyptur fré Invitrogen.

Keyptur frd Invitrogen.

[39]

Sja kafla 3.7

Sja kafla 3.7



2.2 Visar

Tafla 2. Visar sem notadir voru lysing 4 peim og hlutverki peirra.

Visar

Lysing

Hlutverk

EcligA F1 BRCT

5’tga ttagctaatggagattgacagecegtttge 3
38 bp visir sem inniheldur

fra 5°-3". Stop takna (svart), shine
delgarno radir (grent), bil (blatt),
start tdkna (svart) og 20 bp
samsvoOrun vid upphaf BRCT
hneppis (rautt).

Efri visir sem var notadur &
moti EcligA L671 2*C-
myc til ad bua til BRCT-
2*c-Myc DNA but sem
passadi i pCR4 vektor

EcligA L671 2*Cmyc

5'tca tgcacc

acc
gctacccagcaaacgeagcatttcegcette 3

102 bp visir sem inniheldur

frd 5°-3". Stopp takna (svart), tveer
c-Myec radir (grent) med glycine
alanine 1 bili 4 milli (svart), glycine
prennd (blatt) og samsvorun vid enda
BRCT hneppisins (rautt).

Nedri visir sem var notadur

4 moti baedi
EcligA F1 BRCT og
EcligA U BRCT til ad bua til
2*c-Myc DNA but sem
passadi annarsvegar i pCR4
og hinsvegar pET200 vektora.

EcligA U BRCT

5’ cacccatgagattgacagcccgtttge’3

27 bp visr sem inniheldur fra 5°-3".
CACC radir sem parast vid yfirhengi
a pET200 plasmidi (grent), CAT
basaradir helmingur skerdisets sem
Ndel skerdiensimid pekkir (blatt) og
samsvorun vid upphaf BRCT
hneppis (rautt).

Eftri visir sem var notadur a
moti EcligA L671 2*Cmyc
til ad bua til 2*c-Myc DNA
but sem passadi inn i pET200
vektor.

T7 Forward 5’taatacgactcactataggg3’ Til ad athuga hvort klonun
Lo ) BRCT-2*c-Myc inn i pET200

20 bp efri visir sem parast vid DNA | j4ningarplasmidia hefoi tekist
radir 4 pET200 tjdningarplasmidi. voru T7 visarnir notadir til ad

T7 Reverse 5’tagttattgctcageggtge3” magna upp BRCT-2*C-myc
20 bp nedri visir sem parast vid DNA innskotid.
radir 4 pET200 tjaningarplasmidi.

M13 Forward 5’gtaaaacgacggccag3’ Til ad athuga hvort klonun

16 bp efri visir sem parast vid DNA
radir 4 pCR4 plasmioi.

M13 Reverse

5’caggaaacagctatgac3’

17 bp nedri visir sem parast vid DNA
radir 4 pCR4 plasmioi.

BRCT-2*c-Myc inn i pCR4
plasmidid hefdi tekist voru
M13 visarnir notadir til ad
magna upp BRCT-2*c-Myc
innskotid.
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2.3 Koloniu PCR

byrping var tekin af petri skal med pipettuoddi sett i eppendorf glas med 50 uL. dH,O og
hitad vid 95 °C 1 5 minutur og spunnid nidur vid 13,000 rpm i 1 minatu en flotid var svo

notad sem moét. Heildarrammal PCR hvarfs var svo 25 pL.

Hvarfetni Rummal (uL) Styrkur stofnlausna Lokastyrkur
Efri primer 0,75 10 uM 0,3 uM
Nedri primer 0,75 10 uM 0,3 uM
dNTP 2,5 2 uM 0,2 uM
Taq buffer 2,5 10x

Mot 4

Taq polymerasi 0,5 Su/ puL 0,1 v/ pL
dH,O 14

2.4 Rafdrattur a agarésargeli og einangrun 4 PCR afuroum ur agarésargeli

PCR afurdir voru rafdregnar 4 1% agardsargeli. PCR afurdir voru pvi nest skodadar i
utfjolublau 1j6si, skornar ar gelinu og DNA einangrad med DNA extraction kit fra

Sigma skv. leidbeiningum fra peim.

2.5 Plasmio kléonun og ummyndun i E.coli

BRCT-2*c-Myc DNA butar (sja toflu 2) voru klonadir inn i pCR4 og pET200 vektora
fra Invitrogen skv. leidbeiningum framleidanda . Bedi plasmidin innihalda kanamycin
gen svo hegt er ad velja fyrir bakterium sem taka plasmidin upp med pvi ad raekta paer &
@ti sem inniheldur kanamycin syklalyf. Badi plasmidin voru ummyndud inn i E. coli

TOP10 stofninn skv. leidbeiningum fra Invitrogen.
2.6 Plasmio einangrun

Notast var vid Qiaprep Spin miniprep kit fra Qiagen til ad einangra plasmidin skv.

leidbeiningum beirra.
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2.7 Radgreining og etanoélfelling 4 plasmioum

Radgreiningarhvorf voru framkvaemd skv. leidbeiningum fra rannsoknarhdpi

Einars Arnasonar.

Hvarflausn fyrir radgreiningu.

Hvarfetni Rummal (uL)
ddH,0O 5,1

5x sequencing buffer 1,5

Plasmido DNA 0,8
Radgreiningarvisar (1pM/ pL) 1,6
Termination ready reaction mix (TRR) 1

Hvarfid var pvi nest sett 4 stad i PCR vél undir SEQ programminu.

Skref Hiti (°C) Timi (sek)
1 96 10

2 96 10

3 50 5

4 60 120

5 12 0

Skref 2-4 voru endurtekin 25x.

Eftir radgreiningarhvarfid var etanolfellingu beitt badi til ad pétta DNA og losna vid
flirmerkt ddNTP. Etanoélfelling var framkvamd skv. leidbeiningum fré rannsdknarhdpi
Einars Arnasonar.

50 pl af NaOAc-glycogen stofnlausn (0,3 M NaOAc, 0,1 ug/ml glycogen i dH,O) var
sett i hvert radgreiningarsyni. 125 pl af iskdldu 96% EtOH var baett vid og blandad vel.
Spunnid nidur i Eppendorf bordskilvindu vid 4°C og hdmarkshrada i 15 minttur og flot
tekid varlega af med sogi. Botnfall leyst varlega upp 1 250 pl af iskdldu 70% EtOH og
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spunnid nidur vid 4°C 1 5 minutur. Flotid var tekid af med sogi og sidasta skref
endurtekid. Eftir ad flotio var tekid af i seinna skipti voru syni latin porna i myrkri til ad
losna vid allt EtOH. 10 ul af HiDi formamidi (Applied Biosystems) var batt i hvert glas,
hrist og spunnid nidur. Syni voru pvi neest pipettud i radgreiningarbakka og sett i
rafdratt. Rafdrattur 4 DNA ar radgreiningarhvorfum var framkvemdur 1 3100 Genetic
Analyzer vél fra Applied Biosystems. Nidurstodur voru greindar i Sequencing Analysis

V.5,2 forritinu fra Applied biosystems.

2.8 Skeroigreining 4 plasmioi med skerdiensimum

Til ad sja hvort BRCT-2*c-Myc innskotid snéri rétt i pCR4 plasmidinu var dkvedid ad
gera skerdiensimgreiningu. Skerdiensimin Af/1I og AfI1I1 sem og dui fra New England

Biolabs voru notud skv. leidbeiningum fra New England Biolabs.

2.9 Ummyndun i GE1720 og GE1731 meo TSS adferd

Stofnarnir voru raektadir yfir nott i LB @ti vid 32°C. Naturrektirnar voru pynntar 1:50
daginn eftir i 10 mL af LB @ti og reektadar vio 32°C ad Ao = 0,4-0,5 pvi naest voru
bakteriurnar spunnar nidur vid 4000 snininga/minttu i Beckman Coulter skilvindu.
Flotinu var hent og botnfallid leyst upp i ImL af kdldu LB @ti og 1 mL af 2x TSS buffer
(LB @ti, 100 mM MgCl,, 20% (w/v) PEG 3350, 10% (w/v) DMSO pH 6,5). 200 pL af
TSS medhondludu bakteriunum dsamt 3 pL af plasmidi var pvi naest 14tid standa 4 is i 10
minutur. Bakterfurnar voru svo hitasjokkeradar vio 41°C 1 90 sekiindur og settar aftur &
is. I mL af LB @ti var svo beett ut i og reektad i 1 klukkustund. 200 pL af reektinni var
svo valtad 4 LB kanamycin skalar (25 pg/mL) og rektadar yfir nott vid 32°C [37].
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2.10 Rafdrattur a akrylamiogeli

Protein voru rafdregin i 1mm pykkum SDS akrylamidgelum. Akrylamidgelin voru buin
til eftir uppskrift frd Zophonias Jonssyni gelin voru med 10-15% akrylamid styrkleika
eftir pvi hvad purfti hverju sinni. Protein voru sodin i 1x SDS hledslu daa (120 mM Tris-
HCI, pH 6,8; 3,3% SDS; 10% glycerol; 40 pg/ml bromophenol blue) vid 95°C i 5
minttur fyrir rafdratt og hladid 4 gelid yfirleitt var hladid 10 pL { hvern brunn. Keyrt var
vid stoduga 80V spennu gegnum efra gel en 150V gegnum nedra gel. Uppskriftir af 10
mL akrylamidgelum ma sja 4 toflu 3, synd eru gel med 12,5 % og 10 % akrylamid
styrkleika.

Tafla 3. Uppskriftir af akrylamiogelum.

Efni Efra gel Neora gel (12,5 % ) | Nedra gel ( 10 % )
dH,0O 3 4mL 3,1 mL 4 mL

30 % Acrylamide 0,83 mL 4,2 mL 3,3mL
LTB/UTB* 0,68 mL 2,6 mL 2,6 mL

10 % APS 50 uL 100 uL 100 uL

TEMED 5uL 5uL 5uL

*LTB ( 1.5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8 ) nedra gel, UTB (0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,8 ) efra gel.

2.11 Coomassie litun 4 akrylamidogelum

Akrylamidgel voru latin liggja i coomassie litunarlausn (0,1% (w/v) Coomassie blue
R250, 20% (v/v) methanol og 10% (v/v) ediksyra) vid hristing 1 allt ad 1 klukkustund.
Gelin voru aflitud i aflitunarlausn (50% (v/v) methanol og 10% (v/v) ediksyra) i um pad
bil 2 klukkustundir og skipt var reglulega um aflitunarlausnina 3-4 sinnum bar til

proéteinbond voru synileg og bakgrunnur litill.
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2.12 Western brykk

Proteinum af akrylamidgelum var komid yfir 4 Hybond-C Extra nitrosellulosahimnu fra
Amersham Biosciences med Western prykki. Himnan var bleytt i dH,O og pvi nast i
transfer buffer (25 mM Tris-basi, 200 mM glycine, 20% (v/v) MeOH) einnig voru 6
Whatman pappirar nr.3 bleyttir i transfer buffer. 3 whatman pappirar foru undir gelid
svo himnan ofan 4 gelid og adrir 3 whatman pappirar ofan 4 hana i (rafdrattarburi f/w),
rafdratturinn var latinn ganga i 1 klukkustund vid 120A straum. Eftir rafdratt var himnan
latin 1 5% undarennulausn (1,25 g undarennuduft i 25 mL PBST (3.2 mM Na2HPO4, 0.5
mM KH2PO4, 1.3 mM KCI, 135 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4)) i 30 minttur vid
hristing og herbergishita og svo yfir nétt vid 4°C. Primary monoclonal moétefni (Anti-
Aul fra Nordic Biosite AB og Anti c-Myc fra Zophoniasi Jonssyni) voru pynnt i PBST
(1/2000 fyrir c-Myc og 1/1500 fyrir Au-1 motetnin) og himnan latin liggja 1 peirri lausn
i 1 klukkustund vid hristing. Himnan var pvi nast pvegin 3x Sminuatur i PBST og sett
PBST lausn med secondary moétefni (Anti-mouse IgG-HRP frd Sigma) 1 pynninguni
1/6000 1 0,5-1 klukkustundir himnan var svo pvegin i PBST 4 sama hatt og adur. ECL+
hvarfefni (Amersham Biosciences # RPN2132) voru sett & himnuna og hin skonnud vid

457 nm i Typhoon 9400 scanner fr& Amersham Biosciences.

2.13 Silfurlitun & akrylamiogelum

Akrylamidgel voru silfurlitud samkvamt uppskrift [32]. Gelid var sett i petri skal vid
hristing og 1atid liggja i fixunarlausn i a0 minnsta kosti 30 minttur en stundum 1 allt ad
24 klukkustundir med ad minnsta kosti einum lausnarskiptum til ad né fram betri litun.
Gelid var pvi naest pvegid 1 10 minitur med dH,O og svo EtOH tvisvar sinnum. Naest
var gelinu dyft i neemnislausn i 1 minatu. Gelid var skolad tvisvar sinnum i 1 minutu i
dH,0O &dur en pad for i silfurnitratlausn i 20 minutur -2 klukkustundir. Gelid var svo
pvegid orstutt i dH,O og sett i framkodllunarlausn. Timi 1 framkdllunarlausn var

breytilegur allt fra 1-10 minutur eda par til ad skyr proteinbond hofou nad ad myndast &
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peim timapunkti var framkollunarlausnin fjarleegd og stopplausn sett ut 4 i 30 minttur

og gelid svo geymt i dH,O par til ad haegt var ad skanna pad inn 1 télvu.

Tafla 4. Lausnir fyrir silfurlitun.

Lausn Uppskrift

Fixunarlausn 10% (v/v) ediksyra, 30% (v/v) EtOH.

Namnislausn 0,8mM sodium thiosulfate (Na,S,03) eda 0,02% (w/v) ef
pentahydrat er notad.

Silfurnitrarlausn 12 mM silfur nitrat (AgNO3).

Framkollunarlausn | 3% w/v natrium karbonat (Na,COs), 125 uL 10% sodium
thiosulfate, 250 pL formaldehyd baett i skdmmu fyrir notkun.

Stopplausn 4% (w/v) Tris 2% (v/v) acetic acid.

2.14 Styrkmeaeling a proteinsynum med Bradford adferd

Vid proteinmelingar var beitt svokalladri Bradford adferd [33]. Stadallausnir voru bunar
til ur BSA (Bovine Serum Albumin) stokklausn 1 mg/mL pynnt i TE buffer (10 mM
Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) svo tr fengust eftirfarandi stadallausnir & styrkbilinu 0,2-
0,8 mg/mL BSA.

0,2 mg/mL BSA (0,2 mL BSA stokklausn + 0,8 mL TE buffer)
0,4 mg/mL BSA (0,4 mL BSA stokklausn + 0,6 mL TE buffer)
0,6 mg/mL BSA (0,6 mL BSA stokklausn + 0,4 mL TE buffer)
0,8 mg/mL BSA (0,8 mL BSA stokklausn + 0,2 mL TE buffer)

20 pL af hverri stadallausn var svo blandad vid Bradford litunarlausn fra BioRad pynnta
1:4 1 dH20. Gleypni stadallausna var pvi naest meld vid 595 nm og stadalktrfa buin til i
excel. Préteinsynum pynnt 20-100 falt var blandad vid TE buffer og pynnta BioRad
lausn & sama hatt og stadallausnirnar og gleypni maeld. Proteinstyrkur syna var svo

akvardadur ut fra jofnu bestu linu fyrir stadalktrfuna og 16gmali Beer's.
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2.15 Tjaning BRCT-Aul og BRCT-2*Cmyc ur SHP104 og SHP108

Stofnarnir voru raektadir yfir nott i 20 mL af 2*YT ati med kanamycin (25 pg/mL) og
rektirnar pynntar daginn eftir i 500 mL af 2*YT kanamycin ati og raektad ad Agoo = 0,5-
0,8. Tjaning BRCT-2* ¢c-Myc og BRCT-Aul af pET200 plasmidunum var vakin med
pvi ad baeta i reektina IPTG (isopropyl B-D-thiogalactoside) ad 0,1 mM styrk og reekta til
vidbotar 1 1-6 klukkustundir yfirleitt 2 klukkustundir fyrir métefnafellingu og 2D Blue
Native (BN). 500 mL raektin var spunnin nidur vid 5000 rpm 1 10 minutur i JLA 8.100
rotor 1 Beckman Coulter skilvindu og 1 kj6lfarid voru bakteriurnar notadar afram i
motetnafellingu eda 2D BN page. Ef einungis var verid ad skoda prétein tjdningu voru

frumur botnfelldar 12000 rpm i bordskilvindu, sodnar i hledslu dua og hladio a gel.

2.16 Meoferd Agarosakula fyrir motefnafellingu

100 mg/mL préteinA agardsa lausn var atbuin skv.[38]. 500 mg af préteinA-agardsa
kalum fra Fluka Biochemica voru latnar liggja i 10 mL af 50 mM Tris-HCI pH7,5 lausn
i 1-2 klukkustundir & is. Spunnid var nidur i 1 minatu vid 1000 rpm i Beckman Coulter
skilvindu med rotor JS 5,3 og pvegid 4x i 15 mL af buffer A (25 mM HEPES-KOH pH
7,6 ,2 mM MgCl, 1 mM Na,S, | mM DTT, 1 mM PMSF, 0,1 mM EDTA, 0,2% (v/v)
NP-40, 10% (v/v) glycerol) dsamt 1mM Natrium azide og flot fjarleegt med 20 ml
sprautu og nal. Eftir sidasta pvott voru kilur leystar upp i 5 ml Buffer A (+ ImM

natrium azide) og geymdar i kaeli vid 4°C.

2.17 Motefnafelling

Vid motetnafellingu var studst vid [34]. Bakteriu botnfall ur 500 mL reekt (lyst i 1i0

2.15) var pvegid 2x i lambda dua og leyst i upp i iskéldum buffer A0.1 (Buffer A + 0,1

M KCl) ad 15% (w/v), proteasa hindrum (20 pL. Pepstatin A (2pg/mL), 10 uL. Leupeptin
(2pg/mL), 25 uLL Aprotinin (Spg/mL) var beett Gt i. Syni voru sonikerud til ad sprengja

21



bakteriurnar vid 40% styrk i 1 sektindu pulsum og hvild i 1 sekiindu i 15 minutur i Vibra
Cell sonicator fra Sonics & medan sonikeringu stod voru synaglos hofo 1 isvatns
saltlausn. Fyrir sonikeringu var best ad skipta frumunum upp i skammta u.p.b 5 mL ad
rammali 1 4-6 50 mL falcon glos. Eftir sonikeringu var Dnasal batt vio ad 0,2 mg/mL
styrk og synalausnin latin standa vid 25°C 1 1 klukkustund og 1 klukkustund vid 4°C vid
hristing. Synin voru spunnin nidur vid 17000 rpm i Sorvall skilvindu i SS-34 rétor 1 30
minutur vid 4°C. 10 mL af flotinu var blandad vid 100 pL af proteinA-agardsarkulum og
7 puL (Aul) eda 5 pL (c-Myc) af moétefni restin af flotinu for 1 -80°C. Lausnin var latin
hristast yfir nott vid 4°C og daginn eftir voru killurnar spunnar vid 2000 rpm i 1 minatur
i Beckmann Coulter skilvindunni med js 5.3 rotor. Kllurnar voru svo pvegnar og
spunnar nidur a4 milli, 1x i 1 mL af A0.1 buffer og latnar standa i 1x 1 0,5 mL af A0.1
buffer med proteasa hindrum ( 1 pL pepstatin A, 0,5 pL Leupeptin og 1,25 uL
Aprotinin) og 1000u Dnasa i 20 minutur. Kulurnar voru pvi nast pvegnar 3x med buffer
A0.3 (Buffer A + 0,3 M KCl) og 2x me0 buffer A0.5 (Buffer A + 0,5 M KCIl). Kalurnar
voru svo leystar upp 1 100 pL af hledslu dua og hladio 4 gel eda fryst vid -20°C

2.18 2D Blue Native rafdrattur

Vi0 undirbuning syna fyrir BN rafdratt var eftirfarandi protokoll notadur [35]. Botnfall
ur 500 mL reekt (lyst 1 1i0 2.15) var pvegio 2x i dH,O og leyst i iskoldum BN buffer (50
mM NaCl, 50 Imidazole/HCI, 1 mM EDTA, 2 mM 6-Aminohexanoic acid og 1 mM
PMSF) svo hlutfall bakteria var 15% (w/v). Syni voru sonikerud og medhondlud med
Dnasa eins og lyst er 1 2.17 fyrir motefnafellingu. Til ad einangra umfrymishluta fra
himnuhluta var spunnid nidur vid 29000 rpm (100.000 g) i 30 minatur i Beckman
Coulter ultraskilvindu med SW 41 rotor og flotid hirt. Frumuhratid var svo spunnid 5x
nidur i

Amicon Ultra-15 sulum med 10 kD siumérkum fra millipore. Milli spuna voru protein
leyst upp i 10 mL BN buffer og eftir sidusta spuna voru prétein leyst upp i 1,5 mL af BN
buffer med 25% (v/v) glycerdl. 1 kjolfarid voru syni fryst vid -80°C eda hladid beint 4
Blue Native gel. Fyrir Blue Native rafdratt var venjulega notast vid 6-13% gradient gel
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og notast var vid gradient pumpu til ad bua gelin til 6nnur stlan innihélt pa 6% og hin
13% lausn, pegar gradient gelid storknadi var péttigel sett ofan 4, gelin voru gero og

keyrd a sama hatt og i [35] sja uppskriftir & to6flu 5.

Tafla 5. Uppskriftir fyrir BN gel.

Efni/styrkur 3,5% 4% 6 % 13 % 15 % béttigel
Akrylamid 49% 0,44 1,2 1,8 3,2 3,75 0,36
(mL)

Gel buffer 3x* (mL) |2 4,9 4,9 4,1 4,1 1,5
Glycerdl (mL) 2,45 2,45

dH,O (mL) 3,4 8,6 8,1 2,55 2 2,64
TEMED (pL) 5 10 10 10 10 6

10% APS (uL) 50 100 100 100 100 60

*Gel buffer 3x (75 mM Imidazole Tris pH 7,0, 1,5 mM 6 Aminohexanoic acid)

Adur en proteinsyni voru sett i brunna var Triton X-100 beett i synin ad 0,4% (v/v) styrk
synunum var svo hladid a brunnana asamt katodubuffer ( 50 mM Tricine pH 7, 7,5 mM
imidazole, 0,02% (v/v) Comassie brilliant blue G250 ) og blandad vel. Katodubuffer var
svo settur 1 efra holfid en anodubuffer ( 25 mM imidazole-HCL, pH 7 ) 1 pad nedra.
Rafdrattur var vid 100V spennu og 4°C par til frontur var genginn inn i nedra gelio pa
var keyrt vio 500V, pegar frontur var kominn yfir 1/3 hluta gelsins pa var skipt um
katédubuffer sem er eins nema med 0,002% (v/v) Comassie brilliant blue G250.

Eftir keyrslu var 160rétt rema skorin ur gelinu fyrir nedan vasann sem ad hladinn hafdi
verid af proteinlausn og komid fyrir i 15 mM DTT i 2x laemmli keyrslubuffer i 10
minutur til ad afmynda 611 prétein. R&emunni var svo komid fyrir i venjulegu
akrylamidgeli fyrir

ofan nedra gelid og péttigelid 1atid umlykja remuna, i kjolfarid var gelid keyrt eins og
venjulega. A mynd 10 m4 sja skematiskt hvernig BN gengur fyrir sig.
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Mynd 10. Skematisk mynd af 2D blue native/SDS-PAGE. Proteinflokar eru adskildir & fyrstu viddar BN
geli. Gelrasir eru skornar it protein afmyndud og rasinni komid fyrir & seinni viddar SDS geli. Mynd

fengin fra [36].
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3 Nidurstoour og umrgeour

begar ¢ég kom inn i petta verkefni var stofninn SHP104 til en SHP104 hefur pET 200
plasmid sem ber BRCT hneppi ligasagensins dsamt einni 160 af Aul taggi en pessi 160
tjair 6 aminosyru motefnavaka. Markmid mins hluta pessa verkefnis var ad tja BRCT
proteinid og fella Gt hugsanleg bindiprotein pess med pvi ad notfaera mér bindingu Aul
motefnisins vid Aul moétefhavakann i moétefnafellingu. Seinna kom i 1j0s ad Aul var
ekki heppilegur métefnavaki par sem ad i ljos kom ad natturulegt og mikid tjad protein i
E.coli inniheldur aminosyrurdd sem svipar mikid til Aul moétetnavakans. c-Myc
moétefnavakinn var valinn til ad gegna pvi hlutverki sem Aul moétefnavakinn hafdi adur
gegnt. Tveimur rodum af c-Myc toggum sem koda 10 amindsyru motefnavaka var
komid fyrir asamt BRCT geninu badi i pET200 og pCR4 plasmidum sem i kjolfarid
voru ummyndud i stofnana GE1731 og GE1720 (sja mynd 11). GE1731 med BRCT
2*c-Myc pET200 plasmid var svo notadur afram i métefnafellingu og 2D Blue
Native/SDS-PAGE og skirdur SHP108.

A B

TV prormoter ERCT TV prormoter ERCT
2w C-ryc 2w C-myc

Lacl/’

kanarmyzin Kanarmycin

Mynd 11. Skematisk mynd af pET200 og pCR4 plasmidunum med BRCT 2*c-Myc innskoti A) pET200
B) pCRA4.

25



3.1 Tjaning BRCT-Aul ar SHP104 skooud med Western Prykki

SHP104 er BL-21 stofn sem inniheldur pET200 plasmid med BRCT-Aul r6d. Geni sem
komid er fyrir i pET 200 plasmidi er stjornad af T7 styrli svo tjaning pess a einungis ad
sjast s¢ T7 polymerasi til stadar. E. coli stofninn BL 21 tjair T7 polymerasa undir
laktosastyrli svo tjaning T7 og p.a.l gens i pET 200 plasmidi er beeld sé laktdsi eda
laktosaliki ekki til stadar. Laktosaliki IPTG (Isopropyl thiogalactose) var batt i SHP104
raektir pegar Agpo = 0,5-0,8 og pé raektad 1 6 klukkustundir sbr. 2.15 og frumur pvi naest
sprengdar og protein keyrd 4 akrylamidgeli og Western prykk framkvamt sja mynd 12.
Til pess ad ganga r skugga um ad BRCT-Aul veri einungis tjaod eftir ad IPTG hafi
verid baett ut i rektina voru syni hofo til viomidunar p.e SHP104 an IPTG, SHP103, BL-
21 og TOP10. Greinilega ma sja a0 BRCT-Aul er einungis tjad pegar tjaning T7
polymerasa hefur verid virkjud med IPTG. b6 svo ad pET200 plasmidid med BRCT-
Aul sé i

SHP103 sést engin tjdning 4 proteininu 1 peim stofni sem er { samrami vid pad sem

buast maetti vid enda enginn T7 polymerasi tjadur i TOP10 frumum.

(kDy L 1 2

1. SHP103.
o 2. SHP104 én IPTG.
15 3. TOP10
35 4. BL-21
25 5. SHDP104 6 kst eftir IPTG.
6. SHP104 4n IPTG racktad i 6 klst

15
10

Mynd 12. Athugun 4 tjaningu BRCT-Aul i SHP104 med og an IPTG,
SHP103 og vidmidunarstofnum.
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(kD)

70
55

45
35

25
15

10

3.2 Moétefnafelling ur SHP104

begar ad stadfest hafdi verid ad SHP104 tjair BRCT-Aul var &tlunin ad nota
motetnafellingu med Aul moétetninu til ad einangra BRCT-Aul og hugsanleg
bindiprétein BRCT. Frumuhrat var gréfhreinsad baedi ur SHP104 og BL-21 og
meohondlad 4 ndkvaemlega sama hatt. Eftir motefnafellingu voru préteinsyni sodin i
syna buffer og dregin 4 akrylamidgeli sem svo var silfurlitad. Med pvi ad bera saman
proteinbond eftir métetnafellingu tr badum stofnum etti ad vera hegt ad sja bond ur
SHP104 sem ekki koma fram hja BL-21. Ef slik bond myndu finnast veri liklegt ad pad
vaeru protein sem bindast BRCT hneppinu i frumunni og fylgja pvi gegnum
motetnafellinguna. Vid moétefnafellinguna var notast vid agarosarkulur sem bindast
protein A samgildum tengjum, Protein A aftur & moti binst sértaekt vio IgG hluta
motefna sem 1 pessu tilviki er Aul motefnid en pad binst sértekt vid Aul taggid sem er
tengt BRCT. Oll protein sem eru bundin BRCT =ttu pvi ad koma fram 1 silfurlituninni.
Hugsanlegt er ad sum proétein bindist 6sérteekt med jonahrifum vid protein A eda
agarosarkulurnar og geetu pvi gefid falskar nidurstodur en til ad koma i veg fyrir petta
voru synin pvegin margsinnis i bufferum med mismunandi saltstyrk. Eins og sja ma &

mynd 13 var litill sem enginn munur 4 SHP104 og BL-21 i silfurlituninni.

L SHP104 BL-21
L * -
- —_— = | ———
= BB B o
i — | — «— léttari.
—-
| —

Mynd 13. Silfurlitun 4 akrylamidgeli eftir rafdratt 4 synum ur motefnafellingu. Sja ma pyngri og 1éttari

motefnakedjurnar & gelinu.
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bratt fyrir margar tilraunir tokst aldrei ad sjd BRCT-Aul i silfurlitun eftir
motefnafellingu ymislegt var reynt til demis mildari bufferar i pvottaskrefum og adrar
adferdir vio frumusprengingarnar. Til ad athuga hvort BRCT-Aul tapadist vid
motefnafellinguna voru syni tekin Gr mismunandi skrefum onemisfellingar 4 SHP104
og Western prykk framkvemt (mynd 14). Greinilegt var ad eitthvad af BRCT-Aul var
a0 tapast 1 botnfalli sbr. brunn 3, po virtist ndég vera eftir pegar motefnafellingu var lokid
sbr. brunn 5. Einnig kom 1 [jés um 100 kD band sem ekki var buist vid.

54 3 2 1 L (kD)
1. Frumulysat eftir

frumurof.

2. Flot eftir 17000 rpm
spuna.

3. Botnfall eftir 17000
rpm spuna.

4. Flot eftir sidasta
pvottaskref.

5. Synid eftir
onemisfellinguna.

Obekkt —

Mynd 14. Western prykk af synum teknum ur mismunandi skrefum i métefnafellingu til ad athuga hvort
tap vaeri 8 BRCT-Aul en fram kemur 6pekkt 100 kD band.

[ kjolfar pessa var gert Western prykk 4 SHP104 eftir 2 klukkustunda raektun i ti med
IPTG, SHP104 an IPTG og BL 21 og eins og sést 4 mynd 15 sast petta 6pekkta band i

Ollum synum.

1. SHP104 eftir 2 klst i reekt

med IPTG.
2. SHP104 an IPTG.
3. BL-21.

Mynd 15. Western prykk 4 SHP104 og BL 21 til ad stadfesta band sem séast i Western prykki eftir

métefnafellingu.
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Til ad sja hvada protein petta er var gerd BLAST leit i expasy uniprot gagnabankanum
a0 proéteini i E.coli sem hefur svipada eda somu amindsyrurod og Aul onaemisvakinn p.e
DTYRY]I, en tr peirri leit kom fram proteinid Aconitate hydratase 2 en pad protein hefur
rodina DTYRY 1 stoou 139-143 sja mynd 16 og er 94 kD sem passar vel vi0 sterd
Opekkta bandsins. Hugsanlegt getur pvi verid ad Aconitate hydratase 2 keppi vid Aul
onzmisvakann um bindingu vid Aul motefnid, ljost er ad slikt myndi skekkja allar
nidurstodur ur onemisfellingu. Pad potti pvi 1jost ad til ad geta beitt onemisfellingu vid

petta verkefni pa pyrfti ad skipta um énaemisvaka og motefni.

790 800 810 820 830 840
DGATVVSTST RNFPNRLGTG ANVFLASAEL AAVAALIGKL PTPEEYQTYV AQVDKTAVEM

850 860
B NFNQLS QYTEKADGVI FQTAV

Mynd 16. Aminésyrur6d C-enda proteinsins Aconitate hydratase 2 (r6din sem svipar til 6naemisvaka Aul

er synd i raudu). ACON2_ECOLI P36683 (http://www.expasy.ch/tools/blast/).

3.3 PCR mognun 4 BRCT-2*¢c-Myc

Eftir a0 ljost var ad ekki veeri heppilegt ad nota Au-1 sem moétefni sokum pess ad pegar
er til prétein 1 E.coli sem motetnid pekkir var dkvedid ad nota frekar c-Myc sem motefni
og klona BRCT-2*c-Myc annars vegar i pCR4 plasmid og hins vegar i pET200. Til ad
bua til BRCT-2*c-Myc DNA butinn fyrir pCR4 plasmidid voru visarnir
EcligA F1 BRCT og EcligA L671 2*Cmyc notadir (sja toflu 2). BRCT hneppid var
magnad upp med koloniu PCR og villigerdarstofninn W3110 var notadur sem moét. PCR

afurdir voru svo rafdregnar a agarosargeli sja mynd 17.
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A)(p) L B) (bp) L I 2

2322-
2027-

2322-

564-- 2027-

564--

BRCT

Mynd 17. A) Rafdrattur 4 agarosargeli eftir PCR mognun 4 BRCT hneppi
med visunum EcligA F1 BRCT og EcligA L671 2*Cmyc. B) Mégnun med EcligA U BRCT
EcligA L671 2*Cmyc. 1. mégnun med high fidelity enzyme mix 2. mégnun med Taq polymerase.

3.4 Klonun BRCT-2*c-Myc inn i pCR4 og pET200 vektora, ummyndun i TOP10 og

plasmideinangrun eftir ummyndun

BRCT-2*c-Myc DNA butar voru klonadir inn i pCR4 og pET200 plasmid. Plasmidin
hafa gen sem veitir 6nemi fyrir syklalyfinu kanamycin og var med pvi haegt ad velja
fyrir frumum sem toku upp plasmidid. TOP10 stofninn er talinn gédur til ad geyma
plasmidin og vidhalda stédugleika peirra og pvi var byrjad 4 ad ummynda i hann.

Eftir ummyndun komu fram prjar TOP10 kéloniur med pCR4 plasmidinu en fjorar med
pET200 plasmidinu sem 6llum var strikad & nyjar skalar. Til ad sja hvort innskotin vaeru
af réttri steerd voru koloniu PCR med M 13 primerum framkvemd 4 afkomendum
kolonia med pCR4 plasmid en T7 primerar voru notadir 4 pET200 koloniur.
Afkomendur allra priggja pCR4 kdlonianna reyndust hafa innskot af réttri staerd p.e um

300 bp en pad sama gilti einungis um eina af pET200 kéloniunum p.e kdloniu nr. 4
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(mynd 18). Plasmid voru svo einangrud ur afkomendum allra priggja kolonianna til ad
nota i skerdigreiningu og radgreiningu.

A) 3 21 L B) L 1 2 3 4

23130
9416
557

2322
2027

564

BRCT

Mynd 18. A) PCR mdégnun & BRCT-2*c-Myc innskoti Gir pCR4 plasmidi. B) PCR mognun 4 BRCT-2*c-
Myc innskoti ur pET 200 plasmidi.

3.5 Greining 4 BRCT-2*c-Myc innskoti i pCR4 meo skerdigreiningu

Olikt pvi pegar innskot er klonad i pET200 plasmid pa getur innskotid farid a bada vegu
inn 1 pCR4 plasmidid. Til ad athuga hvort DNA innskotid snti rétt i pCR4 plasmidunum
midad vio T7 styrilinn var gerd skerdigreining. Notud voru skerdiensimin Af/1I sem
klippir 1 innskotid i stodu 50 og AfIII sem klippir i pCR4 1 st6du 3540 sja mynd 20. Ef
innskotid snyr rétt &ttu einn 3802 bp og annar 467 bp butar ad koma fram en ef
innskotid snyr vitlaust attu butarnir ad vera 3590 bp og 679 bp. Eins og sést 4 mynd 19
kom 1 1j6s ad af premur kélonium sem fengust vid klonunina og ummyndun snéri

innskotid rétt i einni.
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L 1 2 3
8 - 9 W
4bp — s
el g
467 bp 679 bp

Mynd 19. Rafdrattur 4 agardsageli eftir skerdigreiningu
sja ma 607 bp butana 1 brunnum 2 og 3 en 467 bp but i

brunni 1. ( sést mjog illa hér sést betur & tolvuteku formi).
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Mynd 20. Skematisk mynd af pCR4
plasmidinu med BRCT-2*c-Myc
innskoti og skerdisetum AflII og III.



3.6 Radgreining 4 BRCT-2*c-Myc innskoti i pET200

Atlunin var ad radgreina BRCT-2*c-Myc innskotid badi i pCR4 og pET200 en einungis
tokst ad radgreina pET200 plasmidid. Vid radgreininguna a pET200 var notast vid efti
T7 visinn sem pattaparadist vid radir i T7 styrlinum a plasmidinum. Radgreiningin tokst
mjog vel og syndi fram 4 ad BRCT hneppid veri i lagi sem og c-Myc radirnar og stopp
takninn. Pad tokst ad radgreina frad T7 styrlinum og ad innskotinu, yfir allt innskotid og
um 50 bp eftir innskotid. A mynd 21 ma sja samanburd 4 réttri 163 og peirri sem fékkst
vid radgreininguna. Heegt er ad sja ribosom bindisetid (1), ATG upphafstaknann (16), 6x
histidine aminosyrutdkna (28) og CACC (120) klonunarradir framan vid innskotid.

40 50 60
Réttrd ~ GRAGGAGATATACI STCATCATCATCOTATOoCTACCALC
T7 forward GAAGGAGATATACATATGCG TTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGC
70 80 ,90 100 110 120
Rétt réa ATGGGTCGGGATCTGTAC ATGA ATAIZ ATCATCCCTTC
T7 forward ATGGGTCGGGAT A -
160 170
Rétt réd GETELTTACGEELAGE
T7 forward GGTGCTTACGGG(
Rétt réd C (
T7 forward C GATGACGCTAAAGCTCGACTGGTC
241 250 260 ,'270
Rétt réa STGTCGAAG ACCG
T7 forward
350
Rétt réa \ATGCTGCGTTTGCTGGG
T7 forward AAATGCTGCGTTTGCTGGGT
,390 400 410 420
Rétt rod T E E 21 T 3, A 6
T7 forward
Rétt r6d
T7 forward

Mynd 21. Samanburdur & r60 sem fékkst med radgreiningu og réttri r6d. Radir fyrir framan og aftan
innskotid sem tilheyra pET200 plasmidinu eru hvitar, radirnar sem kéda fyrir BRCT hneppid eru gular en

radirnar sem koda fyrir c-Myc og stopp tdknann eru graenar.
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3.7 Greining a tjaningu BRCT-2*c-Myc med Western prykki og silfurlitun

bar sem TOP10 virtist prifast mjog illa med pCR4 BRCT-2*c-Myc plasmidinu var
gripid til pess rads ad ummynda stofninn GE1720 med plasmidinu en sa stofn er
hardgerdari en TOP10 og @tti pvi ad pola plasmidid betur, eftir ummyndun var pessi
stofn kalladur

SHP107. Stofninn GE1731 var ummyndadur med pET200 BRCT-2*c-Myc plasmidinu
en likt og BL-21 tjair pessi stofn T7 polymerasa og pvi er hagt ad ofurtja protein af
pET200 plasmidinu med pvi ad bata IPTG 1t 1 &tid. Auk pessa hefur GE1731 pLysS
plasmid sem framleida T7 lysozyme en pad kemur i veg fyrir virkni T7 polymerasa, eftir
ummyndun var pessi stofn kalladur SHP108. Til ad sja hvort BRCT -2*c-Myc veeri tjad
var gerd silfurlitun 4 SHP108 eftir 2 klukkustunda 6rvun med IPTG og GE1731 sem
kontrdl. Einnig var gert Western prykk 4 SHP107 sem og SHP108 med og an IPTG til
a0 sja hvort oftjaningarkerfid virkadi sem skyldi og hvort eitthvad veri tjad af BRCT-
2*c-Myc an IPTG. Eins og sést d myndum 22 og 23 4 mjog mikil tjaning sér stad i
SHP108, 2 klukkustundum eftir IPTG 6rvun en hins vegar ma einnig sja tjdningu an
IPTG, sem synir ad T7 polymerasi er tjadur p6 ad ekkert laktosaliki sé til stadar. bratt
fyrir ad ekki sé€ haegt ad ofurtja protein af pCR4 likt og pET200 & samt ad vera

grunntjaning af pvi, en eins og sést af mynd 23 er hun afar takmorkud.
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Mynd 22. Samanburdur 4 SHP108 eftri IPTG 6rvun og GE1731.
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Mynd 23. Athugun 4 tjaningu BRCT-2*c-Myc Gr SHP108 og SHP107 og vidmidunarstofnar.
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3.8 Motefnafelling ur SHP108

Motefnafellingar med BRCT-2*c-Myc proteininu voru framkvemdar med SHP108 og
GE1731 sem vidmid med c-Myc métefni frd Zophoniasi Jonssyni &4 sama hatt og adur
var gert med BRCT-Aul i SHP104 og BL 21 sem vidmid. Olikt pvi sem a4dur var pa
virtist felling 8 BRCT-2*c-Myc proteininu eiga sér stad (mynd 24). Pratt fyrir ad gengid
veeri ur skugga um a0 ekkert tap veeri & proteininu i dnamisfellingarferlinu og itrekadar
tilraunir gerdar med breytilegum adsteedum vid onemisfellingu svo sem mismundandi
saltstyrk buffera og styrk motefnis kom allt fyrir ekki pvi var dkvedid var ad reyna ad
beita 2D blue Native/SDS-PAGE.

SHP108

<« pyngri.

«— léttari.

Mynd 24. Rafdrattur syna eftir onemisfellingu 4 akrylamidgeli greinilega
ma sja BRCT-2*c-Myc. Sja ma pyngri og léttari motefnakedjurnar a gelinu.
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3.9 2D Blue Native rafdrattur

Med 2D BN/SDS-Page adferdinni er markmidid ad finna protein sem bindast BRCT
hneppi DNA ligasa med pvi ad notast vid tvividan rafdratt. Unnid var med SHP108 til
a0 finna hugsanleg bindiprétein og GE1731 sem vidmid. Adferdir vid einangrun og
undirbuning préteina fyrir Blue Native rafdratt eru talsvert 6likar peim sem notast er vid
fyrir 6nemisfellingu. Bufferinn sem unnid var med er gerdur med pvi markmidi ad
vardveita protein-protein tengsl og form proteina en hann inniheldur 6-Aminohexanoic
syru sem hefur hamlandi ahrif & prétein nidurbrot. Eftir sundrun fruma med sonikeringu
og DNasa medhondlun voru frumu lysot spunnin vid 100000g med pad ad markmidi ad
skilja umfrymisproétein alveg frd himnum og himnupréteinum. Talsverd heatta er 4 pvi ad
protein utfellingar myndist i fyrstu viddar rafdraettinum 4 Blue Native stiguls (gradient)
gelinu en helstu 4staedur pess eru ad of mikid af coomassie blue litarefni fer i brunnana
viQ rafdratt en einnig getur of har saltstyrkur proteinsyna sem hladid er & gelid valdid
protein utfellingum. Til ad koma i veg fyrir petta sidarnefnda voru préteinsynin pvegin
med Amicon spunasulum. Eftir pvott i spunasulunum var préteinstyrkur proteinsyna
mealdur, ymsir proteinstyrkir voru profadir til ad hlada 4 gelin en 1000 pg reyndist gefa
g60a upplausn. Eins og adur sagdi getur of mikid af coomassie blue lit i gelinu vid
rafdratt valdid urfellingum, til ad byrja med var coomassie blue lit baett Gt 1 proteinsynin
en seinna meir reyndist betra ad lata litinn sem i katoou buffernum er duga en pa var
synum bett 1 purra brunnana dsamt katédubuffer og blandad saman med pvi ad pipetta
upp og nidur auk pess var sapu Triton X100 beett vid synin sem kemur enn frekar i veg

fyrir utfellingar.

bao var gegnumgangandi vandamal ad ekki tokst ad halda proteinflokum heilum pegar

peir foru & fyrstu viddar Blue Native gelid og par af leidandi hrtigast einstdk protein
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saman i peirri hlid seinni viddar akrylamidsgelsins sem svarar til nedri hluta Blue Native
gelsins (sja mynd 25 A, B og C) en koma ekki fram sem punktar yfir allt gelid eins og
buiast meetti vid ef proteinflokar fara heilir i Blue Native gelio (sja mynd 10).

A) B)

67 140 232 440 669 67 140 232 440 669

Mynd 25. Seinni viddar akrylamidgel asamt reemum Ur fyrstu vidd med sému synum sem og stigull til

vidmidunar. A) Silfurlitun af SHP108 (6rvarnar benda & punkta sem ekki er ad finna i vidomidunargelinu,
B) Silfurlitun af GE1731 vidmidunarsyni, C) Western prykk af eins geli og i A.
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Eins og sést a mynd 25 A og B pa fundust prir punktar 4 seinni viddar geli af SHP108
sem ekki fundust pegar samskonar gel med GE1731 var rafdregid en ekki tokst ad
endurtaka paer nidurstodur. Eins og sja ma af Western prykki 4 mynd 25 C pa virdist
nanast allt BRCT-2*c-Myc vera btid a0 dragast nedst i Blue Native gelid ( lengst til
vinstri 1 seinni viddar geli) sem bendir til pess ad proteinid sé ad dragast sem einstakar
proteinsameindir 1 fronti gelsins. Pad er virdist samt eitthvad af BRCT-2*c-Myc ferdast
haegar i Blue Native gelinu sbr, mynd 25 C en pad kemur fram i n.k jafnri linu frekar en
punktum eins og buast meetti vid ef proteinid vaeri ad koma fram sem hluti af steerri
floka. Hugsanlegt er a0 BRCT proteinin tengist hvert 6dru i massavis og myndi
risaproteinfloka og linan & mynd 25 C syni pvi BRCT-2*c-Myc protein sem koma ur
siminnkandi utgafum af slikum préteinflokum. Par sem greinilegt var ad proteinflékarnir
voru ad brotna i sundur a4dur en peir voru rafdregnir & fyrstu viddar Blue Native gelinu
var brug0id a pad rad ao skipta yfir i buffer sem var an salts og med mun meira magni af
6-Aminohexanoic syru ( 50 mM Tris, 1 mM PMSF og 750 mM 6-Aminohexanoic syra)
i stad (50 mM NaCl, 50 Imidazole/HCI, 1 mM EDTA, 2 mM 6-Aminohexanoic acid og
1 mM PMSF) sem eins og 4dur sagdi hefur hamlandi 4hrif & nidurbrot. Einnig var &
pessum timapunkti byrjad ad sleppa coomassie litnum i syninu pegar dregid er og 1atid
duga ad blanda katédubuffernum vid synin og Triton X-100 var baett vid synin (mynd 26
og 27).

med 10%
coomassie.

synis.

synis.

Mynd 26. Fyrstu viddar Blue Native gel med SHP108 med
og an IPTG sem og GE1731 vidomid.
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1. SHP108 + IPTG
1000 pg synis.

2. SHP108 + IPTG
1500 pg synis.

3. SHP108 an IPTG
1000 pg synis.

4. SHP108 an IPTG
1500 pg synis.

5. Sama og 3 nema

6. GE1731 1000 pg

7.GE1731 1500 pg



Eins og sja ma 4 mynd 26 pa koma fram talsverdar ttfellingar samanber brunn fimm
pegar coomassie er batt ut i synid midad vid brunn 3 par sem 1atid var duga ad blanda
katodubuffernum saman vid synin. I brunni 1 og 2 mynd 26 virdast koma fram tvé bond
en pad nedra er ekki ad sja i synum an IPTG og hvorugt i vidmidunarsynum. Brunnarnir

voru skornir ur gelinu og keyrdir 4 seinni viddar akrylamiogeli (mynd 27)

L pyngri 1éttari L  pyngri

léttari

70- h ——

15+

Mynd 27. Silfurlitun & seinni viddar gelum eftir Blue Native rafdratt. A) SHP108, B) SHP108 an IPTG,
C) GE1731. (Myndir samsvara brunnum 1,3 og 6 4 mynd 26)

40



Eins og sést 4 mynd 27 virdast pessar adgerdir hafa skilad betri SDS gelum, ekki er
jafnmikid nidurbrot & protein flokunum. Pratt fyrir itrekadar tilraunir og fjolmorg gel
tokst samt aldrei ad nema BRCT-2*c-Myc proéteinid greinilega i seinni viddar
silfurlitunar gelum en pad er naudsynlegt til ad pessi adferd virki og haegt vaeri ad skera
ut ur gelinu og senda til massagreiningar. Ef protein sem vaeru i floka med BRCT-2*c-
Myc proteininu vaeru pau i 160réttri linu vid pad en eins og Western prykkid af SHP108
a seinni viddar geli synir mynd 25 C virdist sem flest 61l BRCT-2*c-Myc proteinin komi
nidur fyrri viddar gelid sem einstakar préteinsameindir og myndi hugsanlega lika

misstora floka hvert med 60ru.
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4. Umra0a

Markmid pessa verkefnis 1 upphafi var ad finna og bera kennsl & protein sem tengjast
EcoLigA gegnum BRCT hneppi pess med pad i huga ad auka skilning 4 peim ferlum
sem eiga sér stad i E. coli til a0 mynda vido DNA vidgerdir og eftirmyndun DNA. bad er
ljost ad lokamarkmid verkefnisins nadist ekki og st spurning hvort ligasi A binst
einhverjum samstarfsproteinum gegnum BRCT hneppi sitt er enn opin fyrir frekari
rannsoknum. Pétt lokamarkmidio hafi ekki nadst tokust ymsir paettir verkefnisins med
agaetum og skilja eftir sig reynslu og efnivid sem munu audvelda aframhaldandi
rannsOknir &8 BRCT hneppinu. Vinna vid ad bua til og koma BRCT 2*c-Myc butnum inn
i pCR4 og pET200 plasmidin eftir ad 1jost var ad ekki veri vaenlegt ad notast vid Au-1
onemisvakann tokst vel og skilur eftir sig stofnana SHP107 og SHP108 sem koma
vonandi til med ad nytast vel vid rannsoknir 4 BRCT hneppinu i framtidinni. Undir lok
verkefnisins tokst ad fella ut BRCT 2*c-Myc butinn i 6namisfellingu og einnig fékkst
semileg adgreining 4 proteinflokum med 2D Blue native/SDS-Page adferdinni. Adstada
og pekking 4 baedi 2D Blue native/SDS-Page og dnaemisfellingu sem skapadist vid petta
verkefni mun &n efa vera ad 1i0i vid frekari rannsoknir i framtidinni. Pad er ljost ad
ymislegt fleira hefdi verid hagt ad profa en pegar upp er stadid eru badi timi og
peningar ekki 6takmorkud audlind i verkefni sem pessu. Pad er athyglisvert ad
nidurstédur 2D Blue native virdast benda til pess ad BRCT hneppin myndi stora floka
hvert med 6dru. Eins og talad er um i inngangi hafa nokkur protein i heilkjornungum
sama eiginleika, BRCT hneppin i BRCA1 og TopBP1 pyrpast gegnum vatnsfaelin hrif
saman i stora floka sem svo bindast DNA endum og taka patt i vidgerdum 4 tvipatta
broti i DNA. Hugsanlegt er ad ligasi A pyrpist saman 4 svipadan hatt gegnum BRCT
hneppi sitt og myndi floka sem svo hafa hlutverki ad gegna vid DNA vidgerdir.
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