Virknimalingar & stokkbreyttum DNA ligasa ur hitapolinni bakteriu Thermus
scotoductus
Margrét Helga Ogmundsdottir, Arnar Palsson, Jon Mar Bjornsson, Sigridur Elsa Vilmundardéttir,

Arnar Palsson, Eirny P61l borolfsdottir, Zophanias Oddur Jonsson, Gudmundur Eggertsson og Sigridur
Helga borbjarnardottir, Liffraedistofnun Haskolans. sighelga@hi.is

DNA ligasar eru naudsynlegir 6llum lifverum. Vid DNA eftirmyndun lima peir saman
Okazaki buta, peir taka patt i DNA endurrodun og vidgerd. Ligasar eru flokkadir eftir pvi
hvort peir nota NAD eda ATP sem hjalparpatt vid limingu. Fyrsta skref limingar er myndun
samgilds tengis milli ensims og adenyls sem kemur annadhvort fr4 ATP eda NAD og myndast
pyrofosfat eda NMN um leid. Annad skref limingar er flutningur adenyl hopsins af ensiminu
yfir 4 5’enda 4 rifudu DNA. 1 pridja skrefi gerir hydroxyl hopur 4 3’enda rifunnar kjarnsaekna
aras a fosfathop 4 5" App-DNA enda rifunnar, DNA rifan lokast og AMP og ensim losna fra.
DNA ligasageni ur Thermus scotoductus (T. scoto) var stokkbreytt.

Utbtinar voru 7 stokkbreytingar af klonada ligasanum, tvaer punktbreytingar og 5 urfellingar
eda styttur. Ein styttan neer frd amindsyru 1-567, p.e. er med A568-674. Urfellingin naer yfir
sidasta hneppi ligasans, svokallad BRCT hneppi. Punktbreytingarnar eru i amindsyrum nr.
201 og 219, sem eru badar i adenyleringshneppi ligasans. I badum tilfellum var Arg { villigerd
skipt ut fyrir Ala.

Bakteriur nota NAD hjalparpatt vid limingu. NAD ligasagen fannst fyrst i Escherichia coli
(E.coli). Genid reyndist lifsnaudsynlegt fyrir bakteriuna og einungis hitaneem stokkbrigdi voru
lifvaenleg. Vid skilgreindum tveer af pessum fyrstu hitanemu stokkbreytingum i E. coli med
radgreiningu.

Gerdar voru uppbotartilraunir & hitanaemu E. coli stokkbreytingunum in vivo med einni T.
scoto styttu og tveimur punktbreytingum. Einnig voru gerdar virknimelingar 4 limingu rifads
DNA in vitro me0 sému T. scoto stokkbreytingum. Villigerd T. scoto ligasans beetir upp badar
hitanemu E. coli stokkbreytingarnar. Styttan A568-674 getur bett upp adra hitanemu
stokkbreytinguna i E. coli in vivo. Allar adrar uppbotartilraunir voru neikvadar.
Virknimelingar in vitro syndu ad midad vid villigerd hafdi styttan um fjorfalt heerra K, gildi
og hvarffasti ( kear) hennar var um fjorum steerdargradum minni en ke, villigerdar. K, gildi
punktbreytingar (219) var um 20 sinnum heerri en villigerdar og hradafasti um helmingi legri
en villigerdar. Punktbreyting (201) var alveg 6virk in vivo og virkni vart melanleg in vitro.
Vid alyktum ad in vivo hvarfi styttan skref 1 og 2 i limingu en stokkbreytt E. coli ensimid
skref 3.
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