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Ágrip 
 
DNA lígasa er að finna í öllum lífverum sem þekktar eru, hlutverk þeirra er að líma saman 

DNA þætti við eftirmyndun erfðaefnisins og DNA viðgerðir. Lígasar eru flokkaðir eftir því 

hvaða fylgiþátt þeir nota en fylgiþátturinn er ýmist ATP eða NAD+ . Einungis raunbakteríur 

notast við NAD+ sem fylgiþátt, heilkjörnungar og fornbakteríur notast við ATP. Í öllum 

NAD+ háðum lígösum, sumum ATP háðum lígösum og ýmsum próteinum heilkjörnunga sem 

taka þátt þátt í DNA viðgerðum og/eða stjórn á frumuhringnum, er að finna BRCT hneppi. 

BRCT hneppið fannst fyrst í æxlisbæligeninu BRCA1 og dregur BRCT hneppið nafn sitt af 

því. Hlutverk og bygging BRCT hneppisins í ATP háðum lígösum og ýmsum próteinum 

heilkjörnunga hefur verið mikið rannsakað og er nokkuð vel skilgreint. Mjög lítið er hins 

vegar vitað um BRCT hneppi NAD+ háðra lígasa og hlutverk þess. Markmið þessa verkefnis 

var að reyna að finna og bera kennsl á hugsanleg prótein sem bindast BRCT hneppi lígasa A í 

E. coli með því að nota ónæmisfellingu og 2D blue native/SDS-PAGE. Ekki tókst að finna 

neitt prótein sem binst BRCT hneppi DNA lígasa A og er frekari rannsókna þörf til að greina 

með fullri vissu hvort slíkt prótein sé að 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 BRCA1 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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



v 
 

Þakkir 
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1. Inngangur 
 

1.1 DNA lígasar almennt 

 

DNA lígasa er að finna í öllum þekktum lífverum og er þeim lífsnauðsynlegt en DNA 

lígasar gegna mikilvægu hlutverki við eftirmyndun erfðaefnisins og við viðgerðir á því. 

Lígasar eru flokkaðir eftir því hvaða fylgiþátt þeir nota en fylgiþátturinn er ýmist ATP 

eða NAD+ . Einungis raunbakteríur notast við NAD+ sem fylgiþátt, heilkjörnungar og 

fornbakteríur notast við ATP en þrátt fyrir þetta er hvarfgangur límingar sá sami óháð 

því hver fylgiþátturinn er[1]. Margar tegundir lígasa hafa þróast sem gegna mismunandi 

hlutverkum til að mynda eru vel þekktar í spendýrum fjórar mismunandi tegundir DNA 

ligasa sem gegna ólíkum hlutverkum þ.e. DNA lígasar I, II, III og IV.  [2-4].  

DNA ligasi I límir saman Okazaki búta ósamfellda þáttarins við eftirmyndun, DNA 

ligasi I binst PCNA (proliferating cell nuclear antigen) sem stýrir lígasanum á svæðin 

milli okazaki búta þar sem límingar er þörf, auk þessa binst DNA ligasi I við DNA 

polymerasa ß við DNA viðgerðir með basaúrdrætti þar sem nokkur núkleótíð eru 

fjarlægð og rétt sett í staðinn. DNA lígasi II hefur ekkert þekkt hlutverk og er talinn 

koma til vegna annarskonar splæsingar á umriti sama gens og tjáir DNA lígasa III. 

DNA ligasi III bundinn viðgerðarpróteininu XRCC1 á þátt í DNA viðgerðum með 

basaúrdrætti þar sem eitt núkleotíð er fjarlægt og nýtt sett í staðinn.  

DNA ligasi IV bundinn viðgerðarpróteininu XRCC4 á þátt í viðgerðum á tvíþátta 

brotum í DNA með endatengingu (nonhomologous end-joining) en þessi prótein eiga 

einnig þátt í V(D)J endurröðun sem við þroskun ónæmiskerfisins skapar hinn mikla 

fjölbreytileika ónæmisglóbúlina og T-frumu viðtaka. Þrátt fyrir það að rannsóknir á ATP 

háðum lígösum heilkjörnunga hafi sýnt að þeir bindast hinum ýmsu próteinum og 

mynda próteinflóka þá hafa ekki fundist mörg prótein sem NAD+ háðir lígasar bindast. 

Lengi hefur verið horft á NAD+ háða lígasa sem mögulegt lyfjamark fyrir sýklalyf [5, 6] 

en þá er eins og áður sagði einungis að finna í bakteríum. Það er því ljóst að frekari 

rannsókna er þörf á NAD+ háðum lígösum, starfsemi þeirra og samskiptum við önnur 

prótein.  
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1.2 Hvarfgangur DNA lígasa 

 

Allir DNA lígasar gegna sama hlutverki sem er að hvata myndun fosfórdíester tengis 

milli 5´fosfat hóps og 3´hydroxyl hóps á núkleótíðum aðliggjandi DNA þátta [7]. 

Hvarfgangurinn fyrir myndun fosfódíestertengja með lígasa er sá sami í öllum lífverum 

og má skipta upp í þrjú skref (sjá mynd 1). Í fyrsta skrefinu binst lígasi með samgildu 

tengi við Adenylate (AMP) hóp frá ATP eða NAD+ með milligöngu Lysin amínósýru í 

virka svæði ligasans svo pyrofosfat eða nicotínamíð einnúkleótíð losnar. Lysin 

amínósýran í virka svæði lígasans er hluti af KxDG röðinni sem er að finna í öllum 

lígösum og skyldum ensímum svo sem RNA lígösum og mRNA capping ensímum[8]. Í 

öðru skrefinu er AMP hópurinn fluttur á 5’fosfat enda annars þáttarins við rifuna sem á 

að loka. Í þriðja og síðasta skrefinu hvatar lígasi myndun fosfódíester tengis milli 3´OH 

hópsins og 5´fosfats hópsins af þættinum sitthvorum megin við rifuna svo AMP losnar 

og rifan lokast. 

 
                   1.                                                                                 

 

 
                                                   2. 

 

 

 

 

 
                                                                                       3. 

 

 

 

 
                       Mynd 1. Myndun fosfódíester tengis hvötuð af ligasa með ATP sem        

                            fylgiþátt (http://bitesizebio.com.)  
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1.3 Bygging DNA lígasa 
 

Mikill árangur hefur náðst við að greina byggingu lígasa og hlutverk einstakra hluta 

ensímana til að mynda með greiningu  kristalmynda af ensímum í hvötunarferlinu. 

Útsláttur eða breyting á einstökum amínósýrum eða stærri svæðum hafa einnig gefið 

mikilvægar upplýsingar um hlutverk einstakra svæða og amínósýra í starfsemi 

ensímsins. Allir lígasar bæði NAD+ háðir og ATP háðir hafa svokallaðan hvötunarkjarna 

sem samstendur af OB (Oligomer binding) umbrots hneppi og adenylation hneppi (í 

NAD+ háðum lígösum má í raun einnig telja hneppi 1a til kjarnans) en þar fer límingar 

hvarfið sjálft fram[9]. Til eru lígasar m.a úr veirunum T7 og Chlorella sem innihalda 

einungis þessi tvö hneppi[10]. Með tilliti til hlutverks má skipta öðrum hneppum á 

lígösum í DNA bindi svæði, en undir þann flokk myndu HhH (Helix hairpin Helix) 

hneppi NAD+ háðra lígasa og DBD hneppi ATP háðra lígasa falla [10], og prótein 

samskipta svæði eins og N-enda hneppi lígasa I og BRCT hneppið sem finnst í NAD+ 

háðum lígösum og ýmsum ATP háðum lígösum til dæmis lígösum III og IV úr 

spendýrum . Bygging NAD+ háðra lígasa er mjög vel varðveitt meðal baktería en á mynd 

2 má sjá skematíska mynd af dæmigerðum NAD+ háðum DNA lígasa. Á mynd 3 er 

skematísk mynd af DNA Lígasa I úr manni.  

 

 

         Ia 
      Mynd 2. Skematísk mynd af uppröðun hneppa í NAD+ háðum DNA lígasösum Myndin er fengin   

       úr[6]. 

 

 

 

 
         

       Mynd 3.Skematísk mynd af uppröðun hneppa DNA Lígasa I úr Homo Sapiens. Myndin er fengin   

       úr[10] 
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Samanburður á DNA lígasa I úr manni og DNA lígasa A úr E.coli 

 

Til að útskýra hlutverk hinna mismunandi hneppa lígasa við límingu verða hér bornir 

saman DNA lígasi I úr manninum og DNA lígasi A úr E.coli. Þessir tveir lígasar eru án 

efa þeir tveir sem einna mest hafa verið rannsakaðir og þeir hafa báðir fremur nýlega 

verið kristallaðir á svo til sama stað í hvötunarferlinu þ.e á milli skrefs tvö og þrjú þar 

sem AMP hefur þegar tengst 5´fosfat hóp rifunnar. Auk þessa þá teljast þeir líka hvor 

fyrir sig til hinna tveggja hópa sem DNA lígösum er skipt í þ.e. ATP háðra og NAD+ 

háðra lígasa. Hér verða þau svæði sem sem lígasi I og lígasi A eiga sameiginleg borin 

saman þ.e. hvötunarkjarninn og DNA bindi svæðin, ekki verður fjallað sérstaklega um 

prótein samskipta svæði lígasa I hér en BRCT hneppið er tekið fyrir í kafla 1.4. 

 

Hvötunarkjarninn 

 

Eins og allir  þekktir DNA lígasar, RNA lígasar og mRNA capping ensím sem tilheyra 

yfirfjölskyldu núkleótíð transferasa, hafa EcoLigA og lígasi I núkleótíð transferasa 

hneppi en það er samsett úr sex mótífum I, III, IIIa, IV, V og VI[11]. Fyrstu fimm 

mótífin er að finna í adenylation hneppi bæði ATP og NAD+ háðra lígasa en mótíf VI er 

í OB umbrots hneppinu og finnst einungis í ATP háðum en ekki í NAD+ háðum lígösum. 

Mótífin fimm í adenylation hneppinu mynda AMP-bindi vasann, í mótífi I eða KXDG 

mótífinu svokallaða er kjarnsækin lýsin amínósýra Lys115 í EcoLigA og Lys568 í LigI 

sem binst NAD+ eða ATP með samgildu tengi í skrefi eitt í lígasa hvarfinu en ef henni er 

skipt út eða sleppt verður lígasi ófær um að hvata fyrsta skref hvarfgangsins [10, 12, 13]. 

Mótíf III, IIIa, IV og V raða sér í kringum AMP bindisetið og gegna ýmsar amínósýrur í 

þeim mikilvægum hlutverkum í ýmsum skrefum límingar ATP og NAD+ háðra lígasa.  

Á mynd 4 má sjá AMP-bindi vasann í EcoLigA eftir kristöllun á milli skrefs tvö og þrjú 

í hvarfgangi límingar rétt fyrir lokun rifunnar þar sem AMP er búið að tengjast 5´fosfat 

hóp á öðrum DNA þættinum [5]. Lys115 úr mótífi I leikur hér annað hlutverk en það 

gerði í fyrsta skrefi hvarfgangsins og styður við fosfatbrúna sem hefur myndast  ásamt 

Ser81. Arg200 og  Asn201 mynda net vetnistengja milli  ensímsins og minni grófar 

DNA keðjunnar. Arg200 ásamt Asp117 úr mótífi I mynda svo tvöfalda saltbrú sem 
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stöðgar ennfremur tengsl ensímsins við DNA keðjuna en sýnt hefur verið fram á að bæði  

Arg200 og Asp117 eru ómissandi fyrir límingarhvarfið[13]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 4. AMP-bindi vasi EcoLigA milli skrefs           Mynd 5. AMP-bindi vasi Ligasa I úr manni milli   

tvö og þrjú í hvarfgangi límingar. Myndin er               skrefs tvö og þrjú í hvarfgangi límingar.  Myndin er  

fengin úr [5].                                                                   fengin úr [10]. 

 

Á mynd 5 má sjá AMP í AMP-bindi vasanum búið að tengjast 5´fosfat hóp á öðrum 

enda rifunnar. Sjá má Lys568 en hliðarkeðja þess liggur við fosfatbrúna sem hefur 

myndast milli AMP og DNA og gæti verið að styðja við hana líkt og Lys115 gerir í 

EcoLigA. Glu621 úr mótífi III og Arg573 úr mótífi I eru mjög nálægt 2´OH og 3´OH 

hópum AMP ríbósans og eiga sennilega þátt í sértækni lígasa I fyrir ATP ríbósa auk þess 

sem þær styðja við hann. Glu566 myndar vetnistengi við N6 hóp adenine og á einnig 

þátt í sértækninni fyrir ATP en stökkbreyting Glu566 í Lys kemur fram í sjúklingum 

sem alvarleg ónæmisbæling [10]. Hliðarkeðja Trp742 myndi koma í veg fyrir að GTP 

kæmist inn í vasann með því að vera fyrir 2-amino hóp GTP og stuðlar þannig að 

sértækni vasans fyrir ATP. Allir DNA lígasar eru háðir tvígildum málmjónum við 

hvötun en tvö málmbindisvæði má sjá við fosfatbrúna annarsvegar og við 2´OH hóp 

AMP hinsvegar (fjólubláar kúlur á mynd 5) og er stýrt af Glu720 og Glu621. 
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 Í fyrsta skrefi límingar hvarfsins þá gegnir mótíf VI aftarlega í OB umbrots hneppinu 

mikilvægu hlutverki við tengingu AMP við lígasa, þetta skref hefur ekki verið kristallað 

í lígasa I en það hefur verið mikið skoðað í Chlorella veirunni[14, 15]. Mótíf VI binst ß 

og γ fosfathópum eða farhópunum á ATP og snýr því rétt svo kjarnsækin lýsin 

amínósýran getur gert árás á α fosfathóp ATP, þegar skrefi eitt er lokið og lígasi I hefur 

bundist DNA þá er mótíf VI á ytra borði ensímsins og OB umbrots hneppið hefur snúist 

við sjá mynd 6. NAD+ háðir lígasar hafa ekki mótif VI í OB umbrots hneppinu en þess í 

stað hafa þeir Ia hneppið sem er á N-enda próteinsins og er samsett úr tveimur α-

helixum og gegnir sama hlutverki og mótíf VI í ATP háðum lígösum. Ýmsar 

stökkbreytingar í hneppi Ia í EcoLigA gera ensímið ófært um að hvata skref eitt og hafa 

fundist fimm vel varðveittar amínósýrur sem taka þátt í hvarfinu[16] . Ia hneppið binst 

við NMN farhópinn á NAD+ í AMP-bindivasanum og snýr því rétt svo kjarnsækna lysin 

amínósýran geti bundist AMP hópnum á NAD+. Ia hneppið er mjög hreyfanlegt í skrefi 

eitt en eftir að það hefur bundist NMN og AMP er eftir í bindivasanum sveiflast Ia 

hneppið út frá bindivasanum, NMN losnar og Ia hneppið endar svo í talsverðri fjarlægð 

frá bindivasanum, á mynd 7 má sjá hvernig talið er að hreyfingin sé.  

 

 

 

 

 

                                                          

                                                                     → 
 

 

 

 

 
Mynd 6. Staðsetning mótífs VI í fyrsta skrefi límingar og þegar lígasi I hefur bundist DNA. Mynd er 

fengin úr [10]. 
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                                     →                                              → 

 

 

 
Mynd 7. Hreyfing Ia hneppisins samsett úr þremur kristallsmyndum gerðum af Enterococcus faecialis 

LigA-NAD+, LigA-NMN og Thermus filiformis LigA-Amp. Ia hneppið er dökkblátt á myndinni en 

adenylation hneppið ljósblátt.  Myndin er fengin úr [5]. 

 

OB umbrots hneppið gegnir sama hlutverki bæði í lígasa I og í EcoLigA og er mjög 

mikilvægt fyrir bindingu lígasa við rifað DNA en það breytir snúningi DNA keðjunnar 

svo hvarfið geti átt sér stað. OB umbrots hneppi eru algeng í próteinum sem bindast 

einþátta DNA til að mynda Rpa70 úr manni og SSB í E.coli og RNA bindipróteinum svo 

eitthvað sé nefnt [17]. Í bæði ligasa I og EcoLigA binst hneppið inn í minni gróf 

andstætt rifunni og myndar þar net van der Waals tengja og vetnistengja. Binding OB 

umbrots hneppisins breytir sveigju DNA fosfódíester hryggsins svo að undirsnúningur 

myndast sem víkkar minni og stærri grófirnar í kringum rifuna. DNA ofanvert við rifuna 

myndar RNA líkan A helix með stækkaða minni gróf en neðanvert við rifuna tekur DNA 

keðjan á sig mynd B helix[5, 10]. 

 

DNA bindisvæði lígasa 

 

Mest bindisækni DNA lígasa I og DNA lígasa A kemur til vegna DNA bindi svæða sem 

þeir hafa og stuðla að bindingu DNA á ósérhæfðan hátt. DNA bindi hneppið (DBD) úr 

lígasa I er N-enda megin við hvötunarkjarnann í lígasa I en það er einnig varðveitt í 

DNA lígösum III og IV [3]. DBD er samsett úr tólf α-helixum sem mynda samhverfa 

tvöfalda byggingu sem tengist fosfódíester hryggnum gegnum basískar hliðarkeðjur 

amínósýra og minni gróf með skautuðum hópum af meginkeðju próteinsins báðum 
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megin við rifuna. DBD myndar einnig tengsl við OB umbrots hneppið og myndar 

ensímið þannig hringlaga byggingu sem nær hringinn í kringum DNA keðjuna sjá mynd 

8 A. DNA bindi svæði EcoLigA er HhH (Helix hairpin Helix) sem finnst einnig í 

ýmsum öðrum próteinum eins og RuvA, RadA, ýmsum DNA og RNA polymerösum 

sem öll bindast DNA á ósérhæfðan hátt. HhH hneppið í EcoLigA er samsett úr tveimur 

(HhH)2 mótífum sem hvort fyrir sig er samsett úr fimm α-helixum og hneppið hefur því 

samhverfa byggingu[5, 18]. (HhH)2 mótífin eru flokkuð í nær og fjær mótíf eftir því 

hvort þau eru nær eða fjær N-enda próteinsins. Nær mótífið binst fosfódíester hryggnum 

á tveim stöðum sitthvorum megin við minni gróf 3´OH megin við rifuna en fjær mótífið 

binst á sama hátt 5´fosfat megin. Binding HhH við fosfódíester hrygginn er gegnum 

nituratóm á meginkeðjunni sem mynda vetnistengi við súrefnisatóm á fosfathópum 

hryggjarins en skautaðar hliðarkeðjur mynda vetnistengi í minni grófinni. HhH myndar 

tengsl við adenylation hneppið og myndar því hring utan um DNA keðjuna rétt eins og 

DNA     lígasi I sjá mynd 8 B.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 8. A) DNA lígasi I úr manni bundinn DNA. B) DNA lígasi A úr E.coli bundinn DNA. (NTase 

stendur fyrir Núkleotíð transferase domain sama og adenylate hneppið.) Mynd er fengin úr [5]. 
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Zn hneppið í EcoLigA sem sjá má á mynd 8 B virðist einungis gegna því hlutverki að 

binda saman HhH og OB fellingar hneppin á þessu stigi hvarfsins. Zn atóm er bundið af 

fjórum cystein amínósýrum í Zn hneppinu og vitað er að þrjár þeirra eru nauðsynlegar 

fyrir virkni lígasans[19, 20]. Margir hafa talið að þetta hneppi ætti þátt í DNA bindingu 

en þessi kristöllun virðist þó útiloka þann möguleika því Zn hneppið er hvergi nærri 

DNA keðjunni, hvort það hefur annað óþekkt hlutverk verða framtíðar rannsóknir að 

segja til um. 

 

1.4 BRCT hneppið 

 

BRCT hneppið fannst fyrst í æxlisbæligeninu BRCA1 og dregur BRCT hneppið nafn sitt 

af því (BRCA1 C-terminus) en stökkbreytingar í því tengjast arfgengu 

brjóstakrabbameini og krabbameini í eggjastokkum. BRCA1 hefur tvö BRCT hneppi í 

röð á C-enda próteinsins en flestar stökkbreytingar í BRCA1 sem vitað er að orsaka 

krabbamein eru í röðunum sem kóða fyrir BRCT hneppunum [21]. Flest öll þekkt 

prótein með BRCT hneppi sem mynda BRCT yfirfjölskylduna taka þátt í DNA 

viðgerðum og/eða stjórn á frumuhringnum í heilkjörnungum, til að mynda er BRCA1 

próteinið mjög mikilvægt í DNA viðgerðum. Misjafnt er hversu mörg BRCT hneppi 

prótein  BRCT yfirfjölskyldunar hafa. Sum þeirra hafa nokkur en flest hafa tvö t.d 

BRCA1, XRCC1, 53BP1 og DNA lígasi IV þau sem hafa einungis eitt BRCT hneppi eru 

t.d allir NAD+ háðir DNA lígasar, DNA lígasi III, RF-C og PARP (Poly(ADP-

ribose)polymerase) svo eitthvað sé nefnt[22, 23]. 

 

 

Bygging BRCT hneppa  

 

Sem stendur þá hefur BRCT hneppið ekki verið kristallað í neinum NAD+ háðum 

lígösum en það hefur verið kristallað í ýmsum öðrum próteinum til dæmis BRCA1, 

XRCC1, 53BP1 og DNA lígasa III. Bygging BRCT hneppisins er þó svipuð í þessum 

próteinum og virðist vel varðveitt þótt það sama gildi ekki um raðir þeirra. BRCT hefur 

þéttan hnattlaga kjarna sem er samsettur úr þremur ß-flötum en umhverfis kjarnann eru 
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þrír α-helixar sjá mynd 9.  Raðirnar sem kóða fyrir BRCT hneppunum innan próteina 

BRCT yfirfjölskyldunnar eru ekki vel varðveittar, það er ekki ein amínósýra sem er 

varðveitt í þeim öllum og flokkun próteina í BRCT yfirfjölskylduna er byggð á spám um 

byggingu þeirra eða á henni ef hún hefur verið greind. Innan allra BRCT raða er þó að 

finna  fremur vel varðveitta klasa vatnsfælinna amínósýra sem eru í ß-flötunum og 

mynda kjarna hneppisins[24]. Einnig eru tvö fremur vel varðveitt mótíf í BRCT 

hneppum, mótíf I sem finnst í beygjunni milli α-helix 1 og ß-flatar 2 og mótíf II sem er 

að finna í α-helix 3[22]. Trp amínósýra í mótífi II nálægt C-enda hneppisins er best 

varðveitta amínósýra hneppisins og finnst í nánast öllum próteinum með BRCT hneppi 

en breyting á henni í XRCC1 próteininu kemur alveg í veg fyrir að XRCC1 geti bundist 

DNA lígasa III og ekki er ólíklegt að hún gegni mikilvægu hlutverki við prótein-prótein 

samskipti í fleiri próteinum BRCT yfirfjölskyldunnar[25].  

 

 

 

 

 

 

 

 
           Mynd 9. A) BRCT hneppið úr XRCC1 fengið úr [25]. B) BRCT hneppin úr BRCA1 fengin úr [26]. 

 

 

Hlutverk BRCT hneppa 

 

BRCT hneppi flestra próteina miðla prótein-prótein bindingum, oft á bindingin sér stað 

milli tveggja BRCT hneppa mismunandi próteina gegnum vatnsfælin hrif en hitt er mun 

algengara að BRCT hneppi bindist öðrum og ólíkum svæðum annarra próteina. Einnig 

eru nokkur prótein með BRCT hneppi sem bindast DNA. Dæmi um bindingu tveggja 

próteina gegnum BRCT hneppi þeirra beggja eru DNA lígasi IIIα sem hefur eitt BRCT 

hneppi og XRCC1 sem binst DNA lígasa IIIα gegnum seinna BRCT hneppi sitt [3]. 

A B
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DNA lígasi IIIα og XRCC1 vinna saman sem dimer og eiga þátt í DNA viðgerðum með 

basaúrdrætti[3]. Þegar ýmsum vatnsfælnum amínósýrum er skipt út fyrir aspartate í 

seinna BRCT hneppi XRCC1 hverfur binding þess við DNA lígasa IIIα nánast alveg 

sem bendir til þess að bindingin byggist fyrst og fremst á vatnsfælnum hrifum[27]. 

BRCA1 er gott dæmi um prótein sem getur gegnum BRCT hneppi sín bundist próteinum 

sem ekki innihalda BRCT hneppi. BRCA1 binst fjölmörgum próteinum sem hafa 

hlutverki að gegna í viðbragði við DNA skemmdum til að mynda binst seinna BRCT 

hneppi BRCA1 umritunarþættinum p53. Svæðið á p53 sem BRCA1 binst er DNA 

bindihneppi sem miðlar sértækri DNA bindingu. Hugsanlega hefur bindingin því 

hlutverki að gegna að hamla eða hafa áhrif á bindingu p53 við DNA[28]. Það er þekkt að 

BRCT hneppi þyrpist saman með vatnsfælnum hrifum og myndi stóra próteinflóka sem 

svo geta bundist DNA en einnig DNA endum. BRCT hneppin á BRCA1 þyrpast til að 

mynda saman á þennan hátt og mynda flóka sem svo binst DNA endum en vangaveltur 

hafa verið uppi um það hvort þetta ferli sé liður í því að finna og gera við tvíþátta brot í 

DNA [29, 30]. 

 

BRCT hneppi NAD+ háðra lígasa 

 

BRCT hneppi NAD+ háðra lígasa hafa ekki verið nálægt því eins vel skilgreind og 

BRCT hneppi hinna ýmsu próteina í heilkjörnungum. Kristallanir á  NAD+ háðum DNA 

lígösum úr E. coli[5] og Thermus filiformis[6] náðu ekki að varpa neinu ljósi á byggingu 

hneppisins sem sennilega má rekja til mikils hreyfanleika hneppisins. Enn sem komið er 

hefur ekki verið sýnt fram á að BRCT hneppið í NAD+ háðum lígösum miðli prótein 

samskiptum í bakteríum. Hneppið er þó vel varðveitt  í flest öllum NAD+ háðum 

lígösum sem bendir til þess að það hafi einhverju mikilvægu hlutverki að gegna[7]. 

Þegar BRCT hneppið er fellt úr EcoLig A missir hann ekki límingar virkni sína þó hún 

verði eitthvað minni en í heilu ensími einnig getur hann enn gert við tvíþátta brot í DNA 

en þó í talsvert minna mæli en heill lígasi[31]. Úrfelling BRCT hneppisins virðist þó 

minnka DNA bindihæfni lígasans töluvert mikið, einnig virðist BRCT hneppið eitt og 

sér geta bundist DNA[31]. Hvert hlutverk BRCT hneppisins er í NAD+ háðum lígösum 

er enn opin spurning, það er ósennilegt að þess sé þörf við límingarhvarfið sjálft þar sem 
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EcoLig A virðist geta framkvæmt hana án BRCT hneppis auk þess sem ýmsir ATP háðir 

lígasar til dæmis DNA lígasi I hafa ekki BRCT hneppi [31]. Líklegra er að hlutverk 

BRCT hneppisins í NAD+ háðum lígösum sé að stöðga bindingu lígasans við DNA. Það 

er líka hugsanlegt að BRCT hneppi NAD+ háðra lígasa þyrpist saman með vatnsfælnum 

hrifum og myndi stóra flóka sem geta bundist DNA endum líkt og gerist með BRCA1 og 

taki þannig þátt í viðgerðum á tvíþátta broti í DNA eins og talið er að BRCA1 geri, en sú 

athugun Wilkinsons og félaga að hæfni EcoLigA til að loka tvíþátta brotum í DNA 

minnkaði ef BRCT hneppið var fellt úr lígasanum styður það. 
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2. Efni og aðferðir 
 
 
2.1  Bakteríustofnar og plasmíð 
 
Tafla 1. Stofnar Eschericia coli og uppruni þeirra. 
 
Nafn                                       Arfgerð                                                                   Uppruni 
 
 
W3110                  F-, λ-, IN(rrnD-rrnE)1, rph-1                           Lederberg J., Hill 
C.W.,    
                                                                                                        B. W. Harnish., 1981.   
                                                                                                        Bachmann B.J., 1972 
 
 
GE1731                CGSC6087, hsdR2, zij-202::Tn10 λDE3          [20] 
                             (cIts 857, ind1, Sam7, min5,                               
                             lacUV5-T7 RNA polymerasi) pLysS.                
 
 
TOP10                  mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)                          Keyptur frá Invitrogen. 
                             φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139  
                             ∆(araleu)7697 galU galK  
                             rpsL (StrR) endA nupG 
 
 
BL21 star             ompT hsdSB(rB

-mB
-) gak dcm rne131 (DE3)      Keyptur frá Invitrogen. 

 
 
SHÞ103               TOP10 með pET200, TOPO plamíð                   [39]   
                             (Invitrogen) sem ber BRCT-Au1                         
 
 
SHÞ104                BL21 star með pET200, TOPO plamíð              [39]   
                             (Invitrogen) sem ber BRCT-Au1                          
 
 
SHÞ107               GE1720 stofn með pCR4 plasmíð                        Sjá kafla 3.7     
                             sem ber BRCT-2*c-Myc                                                                                                  
 
 
SHÞ108               GE1731 stofn með pET200, TOPO plasmíð        Sjá kafla 3.7 
                             (Invitrogen) sem  ber BRCT-2*c-Myc                 
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2.2  Vísar 
 
Tafla 2. Vísar sem notaðir voru lýsing á þeim og hlutverki þeirra. 
Vísar Lýsing Hlutverk 
EcligA_F1_BRCT          5’tgaaggaggttagctaatggagattgacagcccgtttgc´3 

 
38 bp vísir sem inniheldur        
frá 5´-3´. Stop tákna (svart), shine 
delgarno raðir (grænt), bil (blátt), 
start tákna (svart) og 20 bp 
samsvörun við upphaf BRCT 
hneppis (rautt). 

Efri vísir sem var notaður á 
móti EcligA_L671_2*C-  
myc til að búa til BRCT-  
2*c-Myc DNA bút sem   
passaðí í pCR4 vektor 
 

EcligA_L671_2*Cmyc  5´tcacaagtcttcctcggagattagcttttgttctgcacc 
caagtcttcctcggagattagcttttgttcacc 
gctacccagcaaacgcagcatttccgcttc´3 
 
102 bp vísir sem inniheldur     
frá 5´-3´. Stopp tákna (svart), tvær     
c-Myc raðir (grænt) með glycine 
alanine í bili á milli (svart), glycine 
þrennd (blátt) og samsvörun við enda 
BRCT hneppisins (rautt).  

Neðri vísir sem var notaður        
á móti bæði  
EcligA_F1_BRCT og  
EcligA_U_BRCT til að búa til 
2*c-Myc DNA bút sem 
passaði annarsvegar í pCR4 
og hinsvegar pET200 vektora. 

EcligA_U_BRCT 
 

5’ cacccatgagattgacagcccgtttgc´3 
 
27 bp vísr sem inniheldur frá 5´-3´. 
CACC raðir sem parast við yfirhengi 
á pET200 plasmíði (grænt), CAT 
basaraðir helmingur skerðisets sem 
NdeI skerðiensímið þekkir (blátt) og 
samsvörun við upphaf BRCT 
hneppis (rautt). 

Efri vísir sem var notaður á 
móti EcligA_L671_2*Cmyc 
til að búa til 2*c-Myc DNA 
bút sem passaði inn í pET200 
vektor.          

T7 Forward 5´taatacgactcactataggg3´ 
 
20 bp efri vísir sem parast við DNA 
raðir á pET200 tjáningarplasmíði. 

Til að athuga hvort klónun 
BRCT-2*c-Myc inn í pET200 
tjáningarplasmíðið hefði tekist 
voru T7 vísarnir notaðir til að 
magna upp BRCT-2*C-myc 
innskotið.  

T7 Reverse 5´tagttattgctcagcggtgg3´ 
 
20 bp neðri vísir sem parast við DNA 
raðir á pET200 tjáningarplasmíði. 

M13 Forward 5´gtaaaacgacggccag3´ 
 
16 bp efri vísir sem parast við DNA 
raðir á pCR4 plasmíði. 

Til að athuga hvort klónun 
BRCT-2*c-Myc inn í pCR4 
plasmíðið hefði tekist voru 
M13 vísarnir notaðir til að 
magna upp BRCT-2*c-Myc 
innskotið.  

M13 Reverse 
 

5´caggaaacagctatgac3´ 
 
17 bp neðri vísir sem parast við DNA 
raðir á pCR4 plasmíði. 



 
 

15 
 

2.3  Kólóníu PCR 
 
Þyrping var tekin af petri skál með pípettuoddi sett í eppendorf glas með 50 μL dH2O og 

hitað við 95 °C í 5 mínútur og spunnið niður við 13,000 rpm í 1 mínútu en flotið var svo 

notað sem mót. Heildarrúmmál PCR hvarfs var svo 25 μL. 

 
 
Hvarfefni                 Rúmmál (μL)           Styrkur stofnlausna            Lokastyrkur   
 
Efri primer               0,75                          10 μM                                 0,3 μM 
Neðri primer            0,75                          10 μM                                 0,3 μM 
dNTP                       2,5                             2 μM                                  0,2 μM 
Taq buffer                2,5                            10x 
Mót                          4                                 
Taq polymerasi        0,5                             5u/ μL                                0,1 u/ μL           
dH2O                       14                            
 
 
2.4  Rafdráttur á agarósargeli og einangrun á PCR afurðum úr agarósargeli 
  
PCR afurðir voru rafdregnar á 1% agarósargeli. PCR afurðir voru því næst skoðaðar í 

útfjólubláu ljósi, skornar úr gelinu og DNA einangrað með DNA extraction kit frá 

Sigma skv. leiðbeiningum frá þeim. 

 
 
2.5  Plasmíð klónun og ummyndun í E.coli 
 
BRCT-2*c-Myc DNA bútar (sjá töflu 2) voru klónaðir inn í pCR4 og pET200 vektora 

frá Invitrogen skv. leiðbeiningum framleiðanda . Bæði plasmíðin innihalda kanamycin 

gen svo hægt er að velja fyrir bakteríum sem taka plasmíðin upp með því að rækta þær á 

æti sem inniheldur kanamycin sýklalyf. Bæði plasmíðin voru ummynduð inn í  E. coli 

TOP10 stofninn skv. leiðbeiningum frá Invitrogen. 

 
 
2.6  Plasmíð einangrun 
 
Notast var við Qiaprep Spin miniprep kit frá Qiagen til að einangra plasmíðin skv. 

leiðbeiningum þeirra. 
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2.7  Raðgreining og etanólfelling á plasmíðum 
 
Raðgreiningarhvörf voru framkvæmd skv. leiðbeiningum frá rannsóknarhópi  

Einars Árnasonar. 

 

Hvarflausn fyrir raðgreiningu. 

 

Hvarfefni                                                           Rúmmál (μL)            

ddH2O                                                               5,1 

5x sequencing buffer                                         1,5 

Plasmíð DNA                                                     0,8 

Raðgreiningarvísar (1pM/ μL)                           1,6 

Termination ready reaction mix (TRR)              1 

 

Hvarfið var því næst sett á stað í PCR vél undir SEQ programminu. 

Skref             Hiti (°C)            Tími (sek) 

1                    96                      10 

2                    96                      10 

3                    50                      5 

4                    60                      120 

5                    12                       ∞ 

 

Skref 2-4 voru endurtekin 25x. 

 

 

Eftir raðgreiningarhvarfið var etanólfellingu beitt bæði til að þétta DNA og losna við 

flúrmerkt ddNTP. Etanólfelling var framkvæmd skv. leiðbeiningum frá rannsóknarhópi 

Einars Árnasonar. 

50 µl af NaOAc-glycogen stofnlausn (0,3 M NaOAc, 0,1 µg/ml glycogen í dH2O) var 

sett í hvert raðgreiningarsýni. 125 µl af ísköldu 96% EtOH var bætt við og blandað vel. 

Spunnið niður í Eppendorf borðskilvindu við 4°C og hámarkshraða í 15 mínútur og flot 

tekið varlega af með sogi. Botnfall leyst varlega upp í 250 µl af ísköldu 70% EtOH og 
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spunnið niður við 4°C í 5 mínútur. Flotið var tekið af með sogi og síðasta skref 

endurtekið. Eftir að flotið var tekið af í seinna skipti voru sýni látin þorna í myrkri til að 

losna við allt EtOH. 10 µl af HiDi formamíði (Applied Biosystems) var bætt í hvert glas, 

hrist og spunnið niður. Sýni voru því næst pípettuð í raðgreiningarbakka og sett í 

rafdrátt.  Rafdráttur á DNA úr raðgreiningarhvörfum var framkvæmdur í 3100 Genetic 

Analyzer vél frá Applied Biosystems. Niðurstöður voru greindar í Sequencing Analysis 

V.5,2 forritinu frá Applied biosystems. 

 

 

2.8  Skerðigreining á plasmíði með skerðiensímum 
 
Til að sjá hvort BRCT-2*c-Myc innskotið snéri rétt í pCR4 plasmíðinu var ákveðið að 

gera skerðiensímgreiningu. Skerðiensímin AflII og AflIII sem og dúi frá New England 

Biolabs voru notuð skv. leiðbeiningum frá New England Biolabs. 

 

 

2.9  Ummyndun í GE1720 og GE1731 með TSS aðferð 

 

Stofnarnir voru ræktaðir yfir nótt í LB æti við 32°C. Næturræktirnar voru  þynntar 1:50 

daginn eftir í 10 mL af LB æti og ræktaðar við 32°C að A600 = 0,4-0,5 því næst voru 

bakteríurnar spunnar niður við 4000 snúninga/mínútu í Beckman Coulter skilvindu. 

Flotinu var hent og botnfallið leyst upp í 1mL af köldu LB æti og 1 mL af 2x TSS buffer 

( LB æti, 100 mM MgCl2, 20% (w/v) PEG 3350, 10% (w/v) DMSO pH 6,5). 200 μL af 

TSS meðhöndluðu bakteríunum ásamt 3 μL af plasmíði var því næst látið standa á ís í 10 

mínútur. Bakteríurnar voru svo hitasjokkeraðar við 41°C í 90 sekúndur og settar aftur á 

ís. 1 mL af LB æti var svo bætt út í og ræktað í 1 klukkustund. 200 μL af ræktinni var 

svo valtað á LB kanamycin skálar (25 μg/mL) og ræktaðar yfir nótt við 32°C [37]. 
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2.10  Rafdráttur á akrýlamíðgeli 

 

Prótein voru rafdregin í 1mm þykkum SDS akrýlamíðgelum. Akrýlamíðgelin voru búin 

til eftir uppskrift frá Zophonías Jónssyni gelin voru með 10-15% akrýlamíð styrkleika 

eftir því hvað þurfti hverju sinni. Prótein voru soðin í 1x SDS hleðslu dúa (120 mM Tris-

HCl, pH 6,8; 3,3% SDS; 10% glyceról; 40 µg/ml bromophenol blue) við 95°C í 5 

mínútur fyrir rafdrátt og hlaðið á gelið yfirleitt var hlaðið 10 μL í hvern brunn. Keyrt var 

við stöðuga 80V spennu gegnum efra gel en 150V gegnum neðra gel. Uppskriftir af 10 

mL akrýlamíðgelum má sjá á töflu 3, sýnd eru gel með 12,5 % og 10 % akrýlamíð 

styrkleika. 

 
Tafla 3. Uppskriftir af akrýlamíðgelum. 

Efni Efra gel Neðra gel ( 12,5 % )  Neðra gel ( 10 % ) 

dH2O 3,4 mL 3,1 mL  4 mL 

30 % Acrylamide 0,83 mL 4,2 mL 3,3 mL 

LTB/UTB* 0,68 mL 2,6 mL 2,6 mL 

10 % APS  50 µL 100 µL 100 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 5 µL 

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

 

 

2.11  Coomassie litun á akrýlamíðgelum 

 

Akrýlamíðgel voru látin liggja í coomassie litunarlausn (0,1% (w/v) Coomassie blue 

R250, 20% (v/v) methanol og 10% (v/v) ediksýra) við hristing í allt að 1 klukkustund. 

Gelin voru aflituð í aflitunarlausn (50% (v/v) methanol og 10% (v/v) ediksýra) í um það 

bil 2 klukkustundir og skipt var reglulega um aflitunarlausnina 3-4 sinnum þar til 

próteinbönd voru sýnileg og bakgrunnur lítill. 
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2.12  Western Þrykk 

 

Próteinum af akrýlamíðgelum var komið yfir á Hybond-C Extra nítrósellulósahimnu frá 

Amersham Biosciences með Western þrykki. Himnan var bleytt í dH2O og því næst í 

transfer buffer (25 mM Tris-basi, 200 mM glycine, 20% (v/v) MeOH) einnig voru 6 

Whatman  pappírar nr.3 bleyttir í transfer buffer. 3 whatman pappírar fóru undir gelið 

svo himnan ofan á gelið og aðrir 3 whatman pappírar ofan á hana í (rafdráttarbúri f/w), 

rafdrátturinn var látinn ganga í 1 klukkustund við 120A straum. Eftir rafdrátt var himnan 

látin í 5% undarennulausn (1,25 g undarennuduft í 25 mL PBST (3.2 mM Na2HPO4, 0.5 

mM KH2PO4, 1.3 mM KCl, 135 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.4)) í 30 mínútur við 

hristing og herbergishita og svo yfir nótt við 4°C. Primary monoclonal mótefni (Anti-

Au1 frá Nordic Biosite AB og Anti c-Myc frá Zophoníasi Jónssyni) voru þynnt í PBST 

(1/2000 fyrir c-Myc og 1/1500 fyrir Au-1 mótefnin) og himnan látin liggja í þeirri lausn 

í 1 klukkustund við hristing. Himnan var því næst þvegin 3x 5mínútur í PBST og sett í 

PBST lausn með secondary mótefni (Anti-mouse IgG-HRP frá Sigma) í þynninguni 

1/6000 í 0,5-1 klukkustundir himnan var svo þvegin í PBST á sama hátt og áður. ECL+ 

hvarfefni (Amersham Biosciences # RPN2132) voru sett á himnuna og hún skönnuð við 

457 nm í Typhoon 9400 scanner frá Amersham Biosciences. 

 

 

2.13  Silfurlitun á akrýlamíðgelum 

 

Akrýlamíðgel voru silfurlituð samkvæmt uppskrift [32]. Gelið var sett í petri skál við 

hristing og látið liggja í  fixunarlausn í að minnsta kosti 30 mínútur en stundum í allt að 

24 klukkustundir með að minnsta kosti einum lausnarskiptum til að ná fram betri litun. 

Gelið var því næst þvegið  í 10 mínútur með dH2O og svo EtOH tvisvar sinnum. Næst 

var gelinu dýft í næmnislausn í 1 mínútu. Gelið var skolað tvisvar sinnum í 1 mínútu í 

dH2O áður en það fór í silfurnítratlausn  í 20 mínútur -2 klukkustundir. Gelið var svo 

þvegið örstutt í dH2O og sett í framköllunarlausn. Tími í framköllunarlausn var 

breytilegur allt frá 1-10 mínútur eða þar til að skýr próteinbönd höfðu náð að myndast á 
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þeim tímapunkti var framköllunarlausnin fjarlægð og  stopplausn sett út á í 30 mínútur 

og gelið svo geymt í dH2O þar til að hægt var að skanna það inn í tölvu. 
Tafla 4. Lausnir fyrir silfurlitun. 
Lausn Uppskrift 

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

Næmnislausn 0,8mM sodium thiosulfate (Na2S2O3) eða 0,02% (w/v) ef 

pentahydrat er notað. 

Silfurnítrarlausn 12 mM silfur nítrat (AgNO3). 

Framköllunarlausn 3% w/v natríum karbónat (Na2CO3), 125 µL 10% sodium 

thiosulfate, 250 µL formaldehýð bætt í skömmu fyrir notkun. 

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

 

2.14  Styrkmæling á próteinsýnum með Bradford aðferð 

 

Við próteinmælingar var beitt svokallaðri Bradford aðferð [33]. Staðallausnir voru búnar 

til úr BSA (Bovine Serum Albumin) stokklausn 1 mg/mL þynnt í TE buffer (10 mM 

Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) svo úr fengust eftirfarandi staðallausnir á 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 μL af hverri staðallausn var svo blandað við Bradford litunarlausn frá BioRad þynnta 

1:4 í dH2O. Gleypni staðallausna var því næst mæld við 595 nm og staðalkúrfa búin til í 

excel. Próteinsýnum þynnt 20-100 falt var blandað við TE buffer og þynnta BioRad 

lausn á sama hátt og staðallausnirnar og gleypni mæld. Próteinstyrkur sýna var svo 

ákvarðaður út frá jöfnu bestu línu fyrir staðalkúrfuna og lögmáli Beer´s. 
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2.15  Tjáning BRCT-Au1 og BRCT-2*Cmyc úr SHÞ104 og SHÞ108 

 

Stofnarnir voru ræktaðir yfir nótt í 20 mL af 2*YT æti með kanamycin (25 μg/mL) og 

ræktirnar þynntar daginn eftir í 500 mL af 2*YT kanamycin æti og ræktað að A600 = 0,5-

0,8. Tjáning BRCT-2* c-Myc og BRCT-Au1 af pET200 plasmíðunum var vakin með 

því að bæta i ræktina IPTG (isopropyl ß-D-thiogalactoside) að 0,1 mM styrk og rækta til 

viðbótar í 1-6 klukkustundir yfirleitt 2 klukkustundir fyrir mótefnafellingu og 2D Blue 

Native (BN). 500 mL ræktin var spunnin niður við 5000 rpm í 10 mínútur í JLA 8.100 

rótor í Beckman Coulter skilvindu og í kjölfarið voru bakteríurnar notaðar áfram í 

mótefnafellingu eða 2D BN page. Ef einungis var verið að skoða prótein tjáningu voru 

frumur botnfelldar 12000 rpm í borðskilvindu, soðnar í hleðslu dúa og hlaðið á gel. 

 

 

2.16  Meðferð Agarósakúla fyrir mótefnafellingu 

 

100 mg/mL próteinA agarósa lausn var útbúin skv.[38]. 500 mg af próteinA-agarósa 

kúlum frá Fluka Biochemica voru látnar liggja í 10 mL af 50 mM Tris-HCl pH7,5 lausn 

í 1-2 klukkustundir á ís. Spunnið var niður í 1 mínútu við 1000 rpm í Beckman Coulter 

skilvindu með rótor JS 5,3 og þvegið 4x í 15 mL af buffer A (25 mM HEPES-KOH pH 

7,6 , 2 mM MgCl2 , 1 mM Na2S, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0,1 mM EDTA, 0,2% (v/v) 

NP-40, 10% (v/v) glyceról) ásamt 1mM Natrium azide og flot fjarlægt með 20 ml 

sprautu og  nál. Eftir síðasta þvott voru kúlur leystar upp í 5 ml Buffer A (+ 1mM 

natrium azide) og geymdar í kæli við 4°C. 

 

 

2.17  Mótefnafelling 

 

Við mótefnafellingu var stuðst við [34]. Bakteríu botnfall úr 500 mL rækt (lýst í lið 

2.15) var þvegið 2x í lambda dúa og leyst í upp í ísköldum buffer A0.1 (Buffer A + 0,1 

M KCl) að 15% (w/v), próteasa hindrum (20 μL Pepstatin A (2μg/mL), 10 μL Leupeptin 

(2μg/mL), 25 μL Aprotinin (5μg/mL) var bætt út í. Sýni voru sonikeruð til að sprengja 
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bakteríurnar við 40% styrk í 1 sekúndu púlsum og hvíld í 1 sekúndu í 15 mínútur í Vibra 

Cell sonicator frá Sonics á meðan sóníkeringu stóð voru sýnaglös höfð í ísvatns 

saltlausn. Fyrir sonikeringu var best að skipta frumunum upp í skammta u.þ.b 5 mL að 

rúmmáli í 4-6 50 mL falcon glös. Eftir sónikeringu var DnasaI bætt við að 0,2 mg/mL 

styrk og sýnalausnin látin standa við 25°C í 1 klukkustund og 1 klukkustund við 4°C við 

hristing. Sýnin voru spunnin niður við 17000 rpm í Sorvall skilvindu í SS-34 rótor í 30 

mínútur við 4°C. 10 mL af flotinu var blandað við 100 μL af próteinA-agarósarkúlum og 

7 μL (Au1) eða 5 μL (c-Myc) af mótefni restin af flotinu fór í -80°C. Lausnin var látin 

hristast yfir nótt við 4°C og daginn eftir voru kúlurnar spunnar við 2000 rpm í 1 mínútur 

í Beckmann Coulter skilvindunni með js 5.3 rótor. Kúlurnar voru svo þvegnar og 

spunnar niður á milli, 1x í 1 mL af A0.1 buffer og látnar standa í 1x í 0,5 mL af A0.1 

buffer með próteasa hindrum ( 1 μL pepstatin A, 0,5 μL Leupeptin og 1,25 μL 

Aprotinin) og 1000u Dnasa í 20 mínútur. Kúlurnar voru því næst þvegnar 3x með buffer 

A0.3 (Buffer A + 0,3 M KCl) og 2x með buffer A0.5 (Buffer A + 0,5 M KCl). Kúlurnar 

voru svo leystar upp í 100 μL af hleðslu dúa og hlaðið á gel eða fryst við -20°C  

 

 

2.18  2D Blue Native rafdráttur 

 

Við undirbúning sýna fyrir BN rafdrátt var eftirfarandi prótókóll notaður [35]. Botnfall 

úr 500 mL rækt (lýst í lið 2.15) var þvegið 2x í dH2O og leyst í ísköldum BN buffer  (50 

mM NaCl, 50 Imidazole/HCl, 1 mM EDTA, 2 mM 6-Aminohexanoic acid og 1 mM 

PMSF) svo hlutfall baktería var 15% (w/v). Sýni voru sonikeruð og meðhöndluð með 

Dnasa eins og lýst er í 2.17 fyrir mótefnafellingu. Til að einangra umfrymishluta frá 

himnuhluta var spunnið niður við 29000 rpm (100.000 g) í 30 mínútur í Beckman 

Coulter ultraskilvindu með SW 41 rótor og flotið hirt. Frumuhratið var svo spunnið 5x 

niður í 

Amicon Ultra-15 súlum með 10 kD síumörkum frá millipore. Milli spuna voru prótein 

leyst upp í 10 mL BN buffer og eftir síðusta spuna voru prótein leyst upp í 1,5 mL af BN 

buffer með 25% (v/v) glyceról. Í kjölfarið voru sýni fryst við -80°C eða hlaðið beint á 

Blue Native gel. Fyrir Blue Native rafdrátt var venjulega notast við 6-13% gradient gel 
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og notast var við gradient pumpu til að búa gelin til önnur súlan innihélt þá 6% og hin 

13% lausn, þegar gradient gelið storknaði var þéttigel sett ofan á, gelin voru gerð og 

keyrð á sama hátt og í [35] sjá uppskriftir á töflu 5. 

 

 
Tafla 5. Uppskriftir fyrir BN gel. 

Efni/styrkur 3,5 % 4 % 6 % 13 % 15 % Þéttigel 

Akrýlamíð 49% 

(mL) 

0,44 1,2 1,8 3,2 3,75 0,36 

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

Glyceról (mL)    2,45 2,45  

dH2O (mL) 3,4 8,6 8,1 2,55 2 2,64 

TEMED (μL) 5 10 10 10 10 6 

10% APS (μL) 50 100 100 100 100 60 

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

 

Áður en próteinsýni voru sett í brunna var Triton X-100 bætt í sýnin að 0,4% (v/v) styrk 

sýnunum var svo hlaðið á brunnana ásamt katóðubuffer ( 50 mM Tricine pH 7, 7,5 mM 

imidazole, 0,02% (v/v) Comassie brilliant blue G250 ) og blandað vel. Katóðubuffer var 

svo settur í efra hólfið en anóðubuffer ( 25 mM imidazole-HCl, pH 7 )  í það neðra. 

Rafdráttur var við 100V spennu og 4°C þar til frontur var genginn inn í neðra gelið þá 

var keyrt við 500V, þegar frontur var kominn yfir 1/3 hluta gelsins þá var skipt um 

katóðubuffer sem er eins nema með 0,002% (v/v) Comassie brilliant blue G250. 

Eftir keyrslu var lóðrétt ræma skorin úr gelinu fyrir neðan vasann sem að hlaðinn hafði 

verið af próteinlausn og komið fyrir í 15 mM DTT í 2x laemmli keyrslubuffer í 10 

mínútur til að afmynda öll prótein. Ræmunni var svo komið fyrir í venjulegu 

akrýlamíðgeli fyrir 

ofan neðra gelið og þéttigelið látið umlykja ræmuna, í kjölfarið var gelið keyrt eins og 

venjulega. Á mynd 10 má sjá skematískt hvernig BN gengur fyrir sig. 

 

 



 
 

24 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 10. Skematísk mynd af 2D blue native/SDS-PAGE. Próteinflókar eru aðskildir á fyrstu víddar BN 

geli. Gelrásir eru skornar út prótein afmynduð og rásinni komið fyrir á seinni víddar SDS geli. Mynd 

fengin frá [36]. 
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3 Niðurstöður og umræður 
 

Þegar ég kom ínn í þetta verkefni var stofninn SHÞ104 til en SHÞ104 hefur pET 200 

plasmíð sem ber BRCT hneppi lígasagensins ásamt einni röð af Au1 taggi en þessi röð 

tjáir 6 amínósýru mótefnavaka. Markmið míns hluta þessa verkefnis var að tjá BRCT 

próteinið og fella út hugsanleg bindiprótein þess með því að notfæra mér bindingu Au1 

mótefnisins við Au1 mótefnavakann í mótefnafellingu. Seinna kom í ljós að Au1 var 

ekki heppilegur mótefnavaki þar sem að í ljós kom að náttúrulegt og mikið tjáð protein í 

E.coli inniheldur amínósýruröð sem svipar mikið til Au1 mótefnavakans. c-Myc 

mótefnavakinn var valinn til að gegna því hlutverki sem Au1 mótefnavakinn hafði áður 

gegnt. Tveimur röðum af c-Myc töggum sem kóða 10 amínósýru mótefnavaka var 

komið fyrir ásamt BRCT geninu bæði í pET200 og pCR4 plasmíðum sem í kjölfarið 

voru ummynduð í stofnana GE1731 og GE1720 (sjá mynd 11). GE1731 með BRCT 

2*c-Myc pET200 plasmíð var svo notaður áfram í mótefnafellingu og 2D Blue 

Native/SDS-PAGE og skírður SHÞ108. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Mynd 11. Skematísk mynd af pET200 og pCR4 plasmíðunum með BRCT 2*c-Myc innskoti A) pET200  

B) pCR4. 
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3.1  Tjáning BRCT-Au1 úr SHÞ104 skoðuð með Western Þrykki 

 

SHÞ104 er BL-21 stofn sem inniheldur pET200 plasmíð með BRCT-Au1 röð. Geni sem 

komið er fyrir í pET 200 plasmíði er stjórnað af T7 stýrli svo tjáning þess á einungis að 

sjást sé T7 polymerasi til staðar. E. coli stofninn BL 21 tjáir T7 polymerasa undir 

laktósastýrli svo tjáning T7 og þ.a.l gens í pET 200 plasmíði er bæld sé laktósi eða 

laktósalíki ekki til staðar. Laktósalíki IPTG (Isopropyl thiogalactose) var bætt í SHÞ104 

ræktir þegar A600 = 0,5-0,8 og þá ræktað í 6 klukkustundir sbr. 2.15 og frumur því næst 

sprengdar og prótein keyrð á akrýlamíðgeli og Western þrykk framkvæmt sjá mynd 12. 

Til þess að ganga úr skugga um að BRCT-Au1 væri einungis tjáð eftir að IPTG hafi 

verið bætt út í ræktina voru sýni höfð til viðmiðunar þ.e SHÞ104 án IPTG, SHÞ103, BL-

21 og TOP10. Greinilega má sjá að BRCT-Au1 er einungis tjáð þegar tjáning T7 

polymerasa hefur verið virkjuð með IPTG. Þó svo að pET200 plasmíðið með BRCT-

Au1 sé í  

SHÞ103 sést engin tjáning á próteininu í þeim stofni sem er í samræmi við það sem 

búast mætti við enda enginn T7 polymerasi tjáður í TOP10 frumum. 

 

 
Mynd 12. Athugun á tjáningu BRCT-Au1 í SHÞ104 með og án IPTG,  

SHÞ103 og viðmiðunarstofnum.  

 

 

 

 

 

(kD) L 1 2 3 4 5 6
1. SHÞ103. 
2. SHÞ104 án IPTG. 
3. TOP10 
4. BL-21 
5. SHÞ104 6 klst eftir IPTG. 
6. SHÞ104 án IPTG ræktað í 6 klst 
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15 
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3.2 Mótefnafelling úr SHÞ104 

 

Þegar að staðfest hafði verið að SHÞ104 tjáir BRCT-Au1 var ætlunin að nota 

mótefnafellingu með Au1 mótefninu til að einangra BRCT-Au1 og hugsanleg 

bindiprótein BRCT. Frumuhrat var grófhreinsað bæði úr SHÞ104 og BL-21 og 

meðhöndlað á nákvæmlega sama hátt. Eftir mótefnafellingu voru próteinsýni soðin í  

sýna buffer og dregin á akrýlamíðgeli sem svo var silfurlitað. Með því að bera saman 

próteinbönd eftir mótefnafellingu úr báðum stofnum ætti að vera hægt að sjá bönd úr 

SHÞ104 sem ekki koma fram hjá BL-21. Ef slík bönd myndu finnast væri líklegt að það 

væru prótein sem bindast BRCT hneppinu í frumunni og fylgja því gegnum 

mótefnafellinguna. Við mótefnafellinguna var notast við agarósarkúlur sem bindast 

prótein A samgildum tengjum, Prótein A aftur á móti binst sértækt við IgG hluta 

mótefna sem í þessu tilviki er Au1 mótefnið en það binst sértækt við Au1 taggið sem er 

tengt BRCT. Öll prótein sem eru bundin BRCT ættu því að koma fram í silfurlituninni. 

Hugsanlegt er að sum prótein bindist ósértækt með jónahrifum við prótein A eða 

agarósarkúlurnar og gætu því gefið falskar niðurstöður en til að koma í veg fyrir þetta 

voru sýnin þvegin margsinnis í bufferum með mismunandi saltstyrk. Eins og sjá má á 

mynd 13 var lítill sem enginn munur á SHÞ104 og BL-21 í silfurlituninni. 

          L                 SHÞ104          BL-21 

 
Mynd 13. Silfurlitun á akrýlamíðgeli eftir rafdrátt á sýnum úr mótefnafellingu. Sjá má þyngri og léttari 

mótefnakeðjurnar á gelinu. 

 

70 
55 
45 
35 

15 

25 

10 

← þyngri. 
 
 
← léttari. 

(kD) 
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Þrátt fyrir margar tilraunir tókst aldrei að sjá BRCT-Au1 í silfurlitun eftir 

mótefnafellingu ýmislegt var reynt til dæmis mildari bufferar í þvottaskrefum og aðrar 

aðferðir við frumusprengingarnar. Til að athuga hvort BRCT-Au1 tapaðist við 

mótefnafellinguna voru sýni tekin úr mismunandi skrefum ónæmisfellingar á SHÞ104 

og Western þrykk framkvæmt (mynd 14). Greinilegt var að eitthvað af BRCT-Au1 var 

að tapast í botnfalli sbr. brunn 3, þó virtist nóg vera eftir þegar mótefnafellingu var lokið 

sbr. brunn 5. Einnig kom í ljós um 100 kD band sem ekki var búist við.                                                     

                          5    4      3     2     1        L      (kD)                                          

                                                                                                          

                                                                                                                                                                       

                                                                                                                                                                       

                                                                                                       

 

 

 
Mynd 14. Western þrykk af sýnum teknum úr mismunandi skrefum í mótefnafellingu til að athuga hvort 

tap væri á BRCT-Au1 en fram kemur óþekkt 100 kD band.  

Í kjölfar þessa var gert Western þrykk á SHÞ104 eftir 2 klukkustunda ræktun í æti með 

IPTG, SHÞ104 án IPTG og BL 21 og eins og sést á mynd 15 sást þetta óþekkta band í 

öllum sýnum. 

 

                3               2                      1              L           (kD) 

 
Mynd 15. Western þrykk á SHÞ104 og BL 21 til að staðfesta band sem sást í Western þrykki eftir 

mótefnafellingu. 

1. Frumulysat eftir 
frumurof. 

2. Flot eftir 17000 rpm 
spuna. 

3. Botnfall eftir 17000 
rpm spuna. 

4. Flot eftir síðasta 
þvottaskref. 

5. Sýnið eftir 
ónæmisfellinguna. ←BRCT 

Óþekkt → ←70

1. SHÞ104 eftir 2 klst í rækt 
með IPTG. 

2. SHÞ104 án IPTG. 
3. BL-21. 

óþekkt→ 

BRCT→

← 100 
 
 
 
 
 
← 10 
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Til að sjá hvaða prótein þetta er var gerð BLAST leit í expasy uniprot gagnabankanum 

að próteini í E.coli sem hefur svipaða eða sömu amínósýruröð og Au1 ónæmisvakinn þ.e 

DTYRYI, en úr þeirri leit kom fram próteinið Aconitate hydratase 2 en það prótein hefur 

röðina DTYRY í stöðu 139-143 sjá mynd 16 og er 94 kD sem passar vel við stærð 

óþekkta bandsins. Hugsanlegt getur því verið að Aconitate hydratase 2 keppi við Au1 

ónæmisvakann um bindingu við Au1 mótefnið, ljóst er að slíkt myndi skekkja allar 

niðurstöður úr ónæmisfellingu. Það þótti því ljóst að til að geta beitt ónæmisfellingu við 

þetta verkefni þá þyrfti að skipta um ónæmisvaka og mótefni. 

 
       790        800        810        820        830        840  
DGATVVSTST RNFPNRLGTG ANVFLASAEL AAVAALIGKL PTPEEYQTYV AQVDKTAVDT  
 
       850        860  
YRYLNFNQLS QYTEKADGVI FQTAV  

 
Mynd 16. Amínósýruröð C-enda próteinsins Aconitate hydratase 2 (röðin sem svipar til ónæmisvaka Au1 

er sýnd í rauðu). ACON2_ECOLI  P36683 (http://www.expasy.ch/tools/blast/). 

 

 

 

3.3 PCR mögnun á BRCT-2*c-Myc 

 

Eftir að ljóst var að ekki væri heppilegt að nota Au-1 sem mótefni sökum þess að þegar 

er til prótein í E.coli sem mótefnið þekkir var ákveðið að nota frekar c-Myc sem mótefni 

og klóna BRCT-2*c-Myc annars vegar í pCR4 plasmíð og hins vegar í pET200. Til að 

búa til BRCT-2*c-Myc DNA bútinn fyrir pCR4 plasmíðið voru vísarnir 

EcligA_F1_BRCT og EcligA_L671_2*Cmyc notaðir (sjá töflu 2). BRCT hneppið var 

magnað upp með kóloníu PCR og villigerðarstofninn W3110 var notaður sem mót. PCR 

afurðir voru svo rafdregnar á agarósargeli sjá mynd 17.  
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A) (bp)      L                                                           B)  (bp)   L                     1    2                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Mynd 17. A) Rafdráttur á agarósargeli eftir PCR mögnun á BRCT hneppi  

með vísunum EcligA_F1_BRCT og EcligA_L671_2*Cmyc. B)  Mögnun með EcligA_U_BRCT 

EcligA_L671_2*Cmyc. 1. mögnun með high fidelity enzyme mix 2. mögnun með Taq polymerase. 

 

3.4 Klónun BRCT-2*c-Myc inn í pCR4 og pET200 vektora, ummyndun í TOP10 og 

plasmíðeinangrun eftir ummyndun 

 

BRCT-2*c-Myc DNA bútar voru klónaðir inn í pCR4 og pET200 plasmíð. Plasmíðin 

hafa gen sem veitir ónæmi fyrir sýklalyfinu kanamycin og var með því hægt að velja 

fyrir frumum sem tóku upp plasmíðið. TOP10 stofninn er talinn góður til að geyma 

plasmíðin og viðhalda stöðugleika þeirra og því var byrjað á að ummynda í hann. 

Eftir ummyndun komu fram þrjár TOP10 kóloníur með pCR4 plasmíðinu en fjórar með 

pET200 plasmíðinu sem öllum var strikað á nýjar skálar. Til að sjá hvort innskotin væru 

af réttri stærð voru kólóníu PCR með M13 primerum framkvæmd á afkomendum 

kólónía með pCR4 plasmíð en T7 primerar voru notaðir á pET200 kólóníur. 

Afkomendur allra þriggja pCR4 kólóníanna reyndust hafa innskot af réttri stærð þ.e um 

300 bp en það sama gilti einungis um eina af pET200 kólóníunum þ.e kólóníu nr. 4 

←BRCT 

←BRCT 

2322-- 
2027-- 

564-- 

564-- 

2322-- 
2027-- 
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(mynd 18). Plasmíð voru svo einangruð úr afkomendum allra þriggja kólóníanna til að 

nota í skerðigreiningu og raðgreiningu. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 18. A) PCR mögnun á BRCT-2*c-Myc innskoti úr pCR4 plasmíði.  B) PCR mögnun á BRCT-2*c-

Myc innskoti úr pET 200 plasmíði.            

 

 

3.5 Greining á BRCT-2*c-Myc innskoti í pCR4 með skerðigreiningu 

  

Ólíkt því þegar innskot er klónað í pET200 plasmíð þá getur innskotið farið á báða vegu 

inn í pCR4 plasmíðið. Til að athuga hvort DNA innskotið snúi rétt í pCR4 plasmíðunum 

miðað við T7 stýrilinn var gerð skerðigreining. Notuð voru skerðiensímin AflII sem 

klippir í innskotið í stöðu 50 og AflIII sem klippir í pCR4 í stöðu 3540 sjá mynd 20. Ef 

innskotið snýr rétt ættu einn 3802 bp og annar 467 bp bútar að koma fram en ef 

innskotið snýr vitlaust ættu bútarnir að vera 3590 bp og 679 bp. Eins og sést á mynd 19 

kom í ljós að af þremur kóloníum sem fengust við klónunina og ummyndun snéri 

innskotið rétt í einni.      

 

 

 

 

←BRCT ←BRCT 

–––23130 
–––9416 
–––6557 
 
–––2322 
–––2027 
 
 
 
–––564 

23130– 
9416–– 
6557–– 
 
2322–– 
2027–– 
 
 
 
 
564–––
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                  L               1              2                 3   

 
Mynd 19. Rafdráttur á agarósageli eftir skerðigreiningu              Mynd 20.  Skematísk mynd af pCR4             

sjá má 607 bp bútana í brunnum 2 og 3 en 467 bp bút í                 plasmíðinu með BRCT-2*c-Myc  

brunni 1. ( sést mjög illa hér sést betur á tölvutæku formi).          innskoti og skerðisetum AflII og III.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

↑       ↑ 
    679 bp 

     ↑ 
467 bp  

564 bp → 

 ↑ 
AflII 

 
         467bp 
 
←AflIII 
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3.6 Raðgreining á BRCT-2*c-Myc innskoti í pET200 

 

Ætlunin var að raðgreina BRCT-2*c-Myc innskotið bæði í pCR4 og pET200 en einungis 

tókst að raðgreina pET200 plasmíðið. Við raðgreininguna á pET200 var notast við efri 

T7 vísinn sem þáttaparaðist við raðir í T7 stýrlinum á plasmíðinum. Raðgreiningin tókst 

mjög vel og sýndi fram á að BRCT hneppið væri í lagi sem og c-Myc raðirnar og stopp 

tákninn. Það tókst að raðgreina frá T7 stýrlinum og að innskotinu, yfir allt innskotið og 

um 50 bp eftir innskotið. Á mynd 21 má sjá samanburð á réttri röð og þeirri sem fékkst 

við raðgreininguna. Hægt er að sjá ríbósóm bindisetið (1), ATG upphafstáknann (16), 6x 

histidine amínósýrutákna (28) og CACC (120) klónunarraðir framan við innskotið. 

 
Mynd 21. Samanburður á röð sem fékkst með raðgreiningu og réttri röð. Raðir fyrir framan og aftan 

innskotið sem tilheyra pET200 plasmíðinu eru hvítar, raðirnar sem kóða fyrir BRCT hneppið eru gular en 

raðirnar sem kóða fyrir c-Myc og stopp táknann eru grænar. 
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3.7 Greining á tjáningu BRCT-2*c-Myc með Western þrykki og silfurlitun 

 

Þar sem TOP10 virtist þrífast mjög illa með pCR4 BRCT-2*c-Myc plasmíðinu var 

gripið til þess ráðs að ummynda stofninn GE1720 með plasmíðinu en sá stofn er 

harðgerðari en TOP10 og ætti því að þola plasmíðið betur, eftir ummyndun var þessi 

stofn kallaður  

SHÞ107. Stofninn GE1731 var ummyndaður með pET200 BRCT-2*c-Myc plasmíðinu 

en líkt og BL-21 tjáir þessi stofn T7 polymerasa og því er hægt að ofurtjá prótein af 

pET200 plasmíðinu með því að bæta IPTG út í ætið. Auk þessa hefur GE1731 pLysS 

plasmíð sem framleiða T7 lysozyme en það kemur í veg fyrir virkni T7 polymerasa, eftir 

ummyndun var þessi stofn kallaður SHÞ108. Til að sjá hvort BRCT -2*c-Myc væri tjáð 

var gerð silfurlitun á SHÞ108 eftir 2 klukkustunda örvun með IPTG og GE1731 sem 

kontról. Einnig var gert Western þrykk á SHÞ107 sem og SHÞ108 með og án IPTG til 

að sjá hvort oftjáningarkerfið virkaði sem skyldi og hvort eitthvað væri tjáð af BRCT-

2*c-Myc án IPTG. Eins og sést á myndum 22 og 23 á mjög mikil tjáning sér stað í 

SHÞ108, 2 klukkustundum eftir IPTG örvun en hins vegar má einnig sjá tjáningu án 

IPTG, sem sýnir að T7 polymerasi er tjáður þó að ekkert laktósalíki sé til staðar. Þrátt 

fyrir að ekki sé hægt að ofurtjá prótein af pCR4 líkt og pET200 á samt að vera 

grunntjáning af því, en eins og sést af mynd 23 er hún afar takmörkuð. 
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          L             SHÞ108           GE1731 

 
Mynd 22. Samanburður á SHÞ108 eftri IPTG örvun og GE1731. 

 

 

   L       1          2        3        4        5         6 

 
Mynd 23. Athugun á tjáningu BRCT-2*c-Myc úr SHÞ108 og SHÞ107 og viðmiðunarstofnar. 

1. TOP10. 
2. GE1731. 
3. SHÞ108 án 

IPTG. 
4. SHÞ108 2 klst 

eftir IPTG. 
5. GE1720. 
6. SHÞ107. 

10– 

25– 

55– 

70– 

35– 

15– 

45– 

(kD) 

70– 
55– 

45– 
35– 

25– 

15– 

10– 

(kD) 

←BRCT 

←BRCT 
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3.8 Mótefnafelling úr SHÞ108 

 

Mótefnafellingar með BRCT-2*c-Myc próteininu voru framkvæmdar með SHÞ108 og 

GE1731 sem viðmið með c-Myc mótefni frá Zophoníasi Jónssyni á sama hátt og áður 

var gert með BRCT-Au1 í SHÞ104 og BL 21 sem viðmið. Ólíkt því sem áður var þá 

virtist felling á BRCT-2*c-Myc próteininu eiga sér stað (mynd 24). Þrátt fyrir að gengið 

væri úr skugga um að ekkert tap væri á próteininu í ónæmisfellingarferlinu og ítrekaðar 

tilraunir gerðar með breytilegum aðstæðum við ónæmisfellingu svo sem mismundandi 

saltstyrk buffera og styrk mótefnis kom allt fyrir ekki því var ákveðið var að reyna að 

beita 2D blue Native/SDS-PAGE. 

 

           L                         SHÞ108                  GE1731 

 
Mynd 24. Rafdráttur sýna eftir ónæmisfellingu á akrýlamíðgeli greinilega  

má sjá BRCT-2*c-Myc. Sjá má þyngri og léttari mótefnakeðjurnar á gelinu. 

 

BRCT→ 

10– 

15– 

25– 

35– 

45– 

55– 

70– 

(kD) 

← þyngri. 
 
 
 
 
 
← léttari. 
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3.9 2D Blue Native rafdráttur 

 

 

Með 2D BN/SDS-Page aðferðinni er markmiðið að finna protein sem bindast BRCT 

hneppi DNA lígasa með því að notast við tvívíðan rafdrátt. Unnið var með SHÞ108 til 

að finna hugsanleg bindiprótein og GE1731 sem viðmið. Aðferðir við einangrun og 

undirbúning próteina fyrir Blue Native rafdrátt eru talsvert ólíkar þeim sem notast er við 

fyrir ónæmisfellingu. Bufferinn sem unnið var með er gerður með því markmiði að 

varðveita prótein-prótein tengsl og form próteina en hann inniheldur 6-Aminohexanoic 

sýru sem hefur hamlandi áhrif á prótein niðurbrot. Eftir sundrun fruma með sónikeringu 

og DNasa meðhöndlun voru frumu lysöt spunnin við 100000g með það að markmiði að 

skilja umfrymisprótein alveg frá himnum og himnupróteinum. Talsverð hætta er á því að 

prótein útfellingar myndist í fyrstu víddar rafdrættinum á Blue Native stiguls (gradient) 

gelinu en helstu ástæður þess eru að of mikið af coomassie blue litarefni fer í brunnana 

við rafdrátt en einnig getur of hár saltstyrkur próteinsýna sem hlaðið er á gelið valdið 

prótein útfellingum. Til að koma í veg fyrir þetta síðarnefnda voru próteinsýnin þvegin 

með Amicon spunasúlum. Eftir þvott í spunasúlunum var próteinstyrkur próteinsýna 

mældur, ýmsir próteinstyrkir voru prófaðir til að hlaða á gelin en 1000 μg reyndist gefa 

góða upplausn. Eins og áður sagði getur of mikið af coomassie blue lit í gelinu við 

rafdrátt valdið úrfellingum, til að byrja með var coomassie blue lit bætt út í próteinsýnin 

en seinna meir reyndist betra að láta litinn sem í katóðu buffernum er duga en þá var 

sýnum bætt í þurra brunnana ásamt katóðubuffer og blandað saman með því að pipetta 

upp og niður auk þess var sápu Triton X100 bætt við sýnin sem kemur enn frekar í veg 

fyrir útfellingar.  

 

 

 

 

 

Það var gegnumgangandi vandamál að ekki tókst að halda próteinflókum heilum þegar 

þeir fóru á fyrstu víddar Blue Native gelið og þar af leiðandi hrúgast einstök prótein 
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saman í þeirri hlið seinni víddar akrýlamíðsgelsins sem svarar til neðri hluta Blue Native 

gelsins (sjá mynd 25 A, B og C) en koma ekki fram sem punktar yfir allt gelið eins og 

búast mætti við ef próteinflókar fara heilir í Blue Native gelið (sjá mynd 10). 

    A)                                                                              B)               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 25. Seinni víddar akrýlamíðgel ásamt ræmum úr fyrstu vídd með sömu sýnum sem og stigull til 

viðmiðunar. A) Silfurlitun af SHÞ108 (örvarnar benda á punkta sem ekki er að finna í viðmiðunargelinu, 

B) Silfurlitun af GE1731 viðmiðunarsýni, C) Western þrykk af eins geli og í A. 

 

      67           140   232     440   669           67         140   232   440  669 

15-
15– 

15– 

 
 
← 

 
← ← 

10– 

25– 

25– 

35– 
45– 
55– 
70– 

35– 
45– 
55– 
70– 

10– 
10–

25–
35–
45–

55–
70–
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Eins og sést á mynd 25 A og B þá fundust þrír punktar á seinni víddar geli af SHÞ108 

sem ekki fundust þegar samskonar gel með GE1731 var rafdregið en ekki tókst að 

endurtaka þær niðurstöður. Eins og sjá má af Western þrykki á mynd 25 C þá virðist 

nánast allt BRCT-2*c-Myc vera búið að dragast neðst í Blue Native gelið ( lengst til 

vinstri í seinni víddar geli) sem bendir til þess að próteinið sé að dragast sem einstakar 

próteinsameindir í fronti gelsins. Það er virðist samt eitthvað af BRCT-2*c-Myc ferðast 

hægar í Blue Native gelinu sbr, mynd 25 C en það kemur fram í n.k jafnri línu frekar en 

punktum eins og búast mætti við ef próteinið væri að koma fram sem hluti af stærri 

flóka. Hugsanlegt er að BRCT próteinin tengist hvert öðru í massavís og myndi 

risapróteinflóka og línan á mynd 25 C sýni því BRCT-2*c-Myc protein sem koma úr 

síminnkandi útgáfum af slíkum próteinflókum. Þar sem greinilegt var að próteinflókarnir 

voru að brotna í sundur áður en þeir voru rafdregnir á fyrstu víddar Blue Native gelinu 

var brugðið á það ráð að skipta yfir í buffer sem var án salts og með mun meira magni af 

6-Aminohexanoic sýru ( 50 mM Tris, 1 mM PMSF og 750 mM 6-Aminohexanoic sýra) 

í stað (50 mM NaCl, 50 Imidazole/HCl, 1 mM EDTA, 2 mM 6-Aminohexanoic acid og 

1 mM PMSF) sem eins og áður sagði hefur hamlandi áhrif á niðurbrot. Einnig var á 

þessum tímapunkti byrjað að sleppa coomassie litnum í sýninu þegar dregið er og látið 

duga að blanda katóðubuffernum við sýnin og Triton X-100 var bætt við sýnin (mynd 26 

og 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                             Mynd 26. Fyrstu víddar Blue Native gel með SHÞ108 með  

                                   og án IPTG sem og GE1731 viðmið. 

     L      1   2    3                  4   5        6   7 1. SHÞ108 + IPTG 
    1000 μg sýnis. 
2. SHÞ108 + IPTG 
    1500 μg sýnis. 
3. SHÞ108 án IPTG 
    1000 μg sýnis. 
4. SHÞ108 án IPTG 
    1500 μg sýnis. 
5. Sama og 3 nema    
    með 10%   
    coomassie. 
6. GE1731 1000 μg  
    sýnis. 
7. GE1731 1500 μg  
    sýnis. 
 
 

→ 
→ 
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Eins og sjá má á mynd 26 þá koma fram talsverðar útfellingar samanber brunn fimm 

þegar coomassie er bætt út í sýnið miðað við brunn 3 þar sem látið var duga að blanda 

katóðubuffernum saman við sýnin. Í brunni 1 og 2 mynd 26 virðast koma fram tvö bönd 

en það neðra er ekki að sjá í sýnum án IPTG og hvorugt í viðmiðunarsýnum. Brunnarnir 

voru skornir úr gelinu og keyrðir á seinni víddar akrýlamíðgeli (mynd 27) 

  

A) B) 

L     þyngri                                   léttari                   L      þyngri                            

léttari 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C) 

      L       Þyngri                                    léttari 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mynd 27. Silfurlitun á seinni víddar gelum eftir Blue Native rafdrátt. A) SHÞ108, B) SHÞ108 án IPTG, 

C) GE1731. (Myndir samsvara brunnum 1,3 og  6 á mynd 26) 

 

 

15– 

70– 

70– 

15– 

70–

15– 
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Eins og sést á mynd 27 virðast þessar aðgerðir hafa skilað betri SDS gelum, ekki er 

jafnmikið niðurbrot á prótein flókunum. Þrátt fyrir ítrekaðar tilraunir og fjölmörg gel 

tókst samt aldrei að nema BRCT-2*c-Myc próteinið greinilega í seinni víddar 

silfurlitunar gelum en það er nauðsynlegt til að þessi aðferð virki og hægt væri að skera 

út úr gelinu og senda til massagreiningar. Ef prótein sem væru í flóka með BRCT-2*c-

Myc próteininu væru þau í lóðréttri línu við það en eins og Western þrykkið af SHÞ108 

á seinni víddar geli sýnir mynd 25 C virðist sem flest öll BRCT-2*c-Myc próteinin komi 

niður fyrri víddar gelið sem einstakar próteinsameindir og myndi hugsanlega líka 

misstóra flóka hvert með öðru. 
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4. Umræða 
 

Markmið þessa verkefnis í upphafi var að finna og bera kennsl á prótein sem tengjast 

EcoLigA gegnum BRCT hneppi þess með það í huga að auka skilning á þeim ferlum 

sem eiga sér stað í E. coli til að mynda við DNA viðgerðir og eftirmyndun DNA. Það er 

ljóst að lokamarkmið verkefnisins náðist ekki og sú spurning hvort lígasi A binst 

einhverjum samstarfspróteinum gegnum BRCT hneppi sitt er enn opin fyrir frekari 

rannsóknum. Þótt lokamarkmiðið hafi ekki náðst tókust ýmsir þættir verkefnisins með 

ágætum og skilja eftir sig reynslu og efnivið sem munu auðvelda áframhaldandi 

rannsóknir á BRCT hneppinu. Vinna við að búa til og koma BRCT 2*c-Myc bútnum inn 

í pCR4 og pET200 plasmíðin eftir að ljóst var að ekki væri vænlegt að notast við Au-1 

ónæmisvakann tókst vel og skilur eftir sig stofnana SHÞ107 og SHÞ108 sem koma 

vonandi til með að nýtast vel við rannsóknir á BRCT hneppinu í framtíðinni. Undir lok 

verkefnisins tókst að fella út BRCT 2*c-Myc bútinn í ónæmisfellingu og einnig fékkst 

sæmileg aðgreining á próteinflókum með 2D Blue native/SDS-Page aðferðinni. Aðstaða 

og þekking á bæði 2D Blue native/SDS-Page og ónæmisfellingu sem skapaðist við þetta 

verkefni mun án efa vera að liði við frekari rannsóknir í framtíðinni. Það er ljóst að 

ýmislegt fleira hefði verið hægt að prófa en þegar upp er staðið eru bæði tími og 

peningar ekki ótakmörkuð auðlind í verkefni sem þessu. Það er athyglisvert að 

niðurstöður 2D Blue native virðast benda til þess að BRCT hneppin myndi stóra flóka 

hvert með öðru. Eins og talað er um í inngangi hafa nokkur prótein í heilkjörnungum 

sama eiginleika, BRCT hneppin í BRCA1 og TopBP1 þyrpast gegnum vatnsfælin hrif 

saman í stóra flóka sem svo bindast DNA endum og taka þátt í viðgerðum á tvíþátta 

broti í DNA. Hugsanlegt er að lígasi A þyrpist saman á svipaðan hátt gegnum BRCT 

hneppi sitt og myndi flóka sem svo hafa hlutverki að gegna við DNA viðgerðir.  

 

 

 

 

 

 



 
 

43 
 

5. Heimildaskrá 
 

1. Lehman, I.R., DNA ligase - structure, mechanism, and function. Science, 1974. 
186(4166): p. 790-797. 

2. Timson, D.J., M.R. Singleton, and D.B. Wigley, DNA ligases in the repair and 
replication of DNA. Mutation Research-DNA Repair, 2000. 460(3-4): p. 301-
318. 

3. Ellenberger, T. and A.E. Tomkinson, Eukaryotic DNA ligases: Structural and 
functional insights. Annual Review of Biochemistry, 2008. 77: p. 313-338. 

4. Pascal, J.M., DNA and RNA ligases: structural variations and shared 
mechanisms. Current Opinion in Structural Biology, 2008. 18(1): p. 96-105. 

5. Nandakumar, J., P.A. Nair, and S. Shuman, Last stop on the road to repair: 
Structure of E-coli DNA ligase bound to nicked DNA-adenylate. Molecular Cell, 
2007. 26(2): p. 257-271. 

6. Lee, J.Y., et al., Crystal structure of NAD(+)-dependent DNA ligase: modular 
architecture and functional implications. Embo Journal, 2000. 19(5): p. 1119-
1129. 

7. Wilkinson, A., J. Day, and R. Bowater, Bacterial DNA ligases. Molecular 
Microbiology, 2001. 40(6): p. 1241-1248. 

8. Doherty, A.J. and T.R. Dafforn, Nick recognition by DNA ligases. Journal of 
Molecular Biology, 2000. 296(1): p. 43-56. 

9. Doherty, A.J. and S.W. Suh, Structural and mechanistic conservation in DNA 
ligases. Nucleic Acids Research, 2000. 28(21): p. 4051-4058. 

10. Pascal, J.M., et al., Human DNA ligase I completely encircles and partially 
unwinds nicked DNA. Nature, 2004. 432(7016): p. 473-478. 

11. Shuman, S. and C.D. Lima, The polynucleotide ligase and RNA capping enzyme 
superfamily of covalent nucleotidyltransferases. Current Opinion in Structural 
Biology, 2004. 14(6): p. 757-764. 

12. Luo, J.Y. and F. Barany, Identification of essential residues in Thermus 
thermophilus DNA ligase. Nucleic Acids Research, 1996. 24(15): p. 3079-3085. 

13. Zhu, H. and S. Shuman, Structure-guided mutational analysis of the 
nucleotidyltransferase domain of Escherichia coli NAD(+)-dependent DNA 
ligase (LigA). Journal of Biological Chemistry, 2005. 280(13): p. 12137-12144. 

14. Sriskanda, V. and S. Shuman, Mutational analysis of Chlorella virus DNA 
ligase: catalytic roles of domain I and motif VI. Nucleic Acids Research, 1998. 
26(20): p. 4618-4625. 

15. Odell, M., et al., Crystal structure of eukaryotic DNA ligase-adenylate 
illuminates the mechanism of nick sensing and strand joining. Molecular Cell, 
2000. 6(5): p. 1183-1193. 

16. Sriskanda, V. and S. Shuman, Conserved residues in domain Ia are required for 
the reaction of Escherichia coli DNA ligase with NAD(+). Journal of Biological 
Chemistry, 2002. 277(12): p. 9695-9700. 

17. Theobald, D.L., R.M. Mitton-Fry, and D.S. Wuttke, Nucleic acid recognition by 
OB-fold proteins. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, 
2003. 32: p. 115-133. 



 
 

44 
 

18. Shao, X.G. and N.V. Grishin, Common fold in helix-hairpin-helix proteins. 
Nucleic Acids Research, 2000. 28(14): p. 2643-2650. 

19. Sriskanda, V., et al., Mutational analysis of Escherichia coli DNA ligase 
identifies amino acids required for nick-ligation in vitro and for in vivo 
complementation of the growth of yeast cells deleted for CDC9 and LIG4. 
Nucleic Acids Research, 1999. 27(20): p. 3953-3963. 

20. Jonsson, Z.O., et al., Cloning and sequence-analysis of the dna ligase-encoding 
gene of rhodothermus-marinus, and overproduction, purification and 
characterization of 2 thermophilic DNA ligases. Gene, 1995. 161(1): p. 1-6. 

21. Billack, B. and A.N.A. Monteiro, BRCA1 in breast and ovarian cancer 
predisposition. Cancer Letters, 2005. 227(1): p. 1-7. 

22. Huyton, T., et al., The BRCA1 C-terminal domain: structure and function. 
Mutation Research-DNA Repair, 2000. 460(3-4): p. 319-332. 

23. Bork, P., et al., A superfamily of conserved domains in DNA damage responsive 
cell cycle checkpoint proteins. Faseb Journal, 1997. 11(1): p. 68-76. 

24. Glover, J.N.M., R.S. Williams, and M.S. Lee, Interactions between BRCT 
repeats and phosphoproteins: tangled up in two. Trends in Biochemical 
Sciences, 2004. 29(11): p. 579-585. 

25. Zhang, X.D., et al., Structure of an XRCC1 BRCT domain: a new protein-protein 
interaction module. Embo Journal, 1998. 17(21): p. 6404-6411. 

26. Williams, R.S., R. Green, and J.N.M. Glover, Crystal structure of the BRCT 
repeat region from the breast cancer-associated protein BRCA1. Nature 
Structural Biology, 2001. 8(10): p. 838-842. 

27. Taylor, R.M., et al., Role of a BRCT domain in the interaction of DNA ligase III-
alpha with the DNA repair protein XRCC1. Current Biology, 1998. 8(15): p. 
877-880. 

28. Chai, Y.L., et al., The second BRCT domain of BRCA-1 proteins interacts with 
p53 and stimulates transcription from the p21(WAF1/CIP1) promoter. 
Oncogene, 1999. 18(1): p. 263-268. 

29. Yamane, K., E. Katayama, and T. Tsuruo, The BRCT regions of tumor 
suppressor BRCA1 and of XRCC1 show DNA end binding activity with a 
multimerizing feature. Biochemical and Biophysical Research Communications, 
2000. 279(2): p. 678-684. 

30. Yamane, K. and T. Tsuruo, Conserved BRCT regions of TopBP1 and of the 
tumor suppressor BRCA1 bind strand breaks and termini of DNA. Oncogene, 
1999. 18(37): p. 5194-5203. 

31. Wilkinson, A., et al., Analysis of ligation and DNA binding by Escherichia coli 
DNA ligase (LigA). Biochimica Et Biophysica Acta-Proteins and Proteomics, 
2005. 1749(1): p. 113-122. 

32. Chevallet, M., S. Luche, and T. Rabilloud, Silver staining of proteins in 
polyacrylamide gels. Nature Protocols, 2006. 1(4): p. 1852-1858. 

33. Bradford, M.M., Rapid and sensitive method for quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing principle of protein-dye binding. Analytical 
Biochemistry, 1976. 72(1-2): p. 248-254. 

34. Jonsson, Z.O., et al., Rvb1p and Rvb2p are essential components of a chromatin 
remodeling complex that regulates transcription of over 5% of yeast genes. 
Journal of Biological Chemistry, 2001. 276(19): p. 16279-16288. 



 
 

45 
 

35. Wittig, I., H.P. Braun, and H. Schagger, Blue native PAGE. Nature Protocols, 
2006. 1(1): p. 418-428. 

36. Camacho-Carvajal, M.M., et al., Two-dimensional blue native/SDS gel 
electrophoresis of multi-protein complexes from whole cellular lysates - A 
proteomics approach. Molecular & Cellular Proteomics, 2004. 3(2): p. 176-182. 

37.       Ausubel F.M.,R. Brent, R. E. Kingston, D. D. More, J. G. Seidman, J. A. Smith 
and K. Struhl 1989. Current protocols in molecular biology, vol I. Greene 
Publishing Associates and Wiley-Interscience. New York 

38.       Coligan, J. E., B. M. Dunn, D. W. Speicher, P. T. Wingfield, and H. L. Ploegh. 
Current Protocols in Protein Science. John Wiley and Sons, 2000. 

39.       Gunnlaugsson, G. G. Rannsóknir á DNA lígasa í Escherichia coli. 2008   






