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(57) Sammendrag

Det beskrives et nytt enzym tilstede i torskelever, en DNA-sekvens som koder for enzymet
eller operative deler derav, et nytt rekombinant DNA omfattende genet eller operative deler
derav, en metode for fremstilling av enzymet fra torskelever og fra bakterier som barer genet
bakterier som bxrer genet per se, og anvendelse av proteinet i overvakning og/eller kontroll
av PCR eller relaterte reaksjonssystemer.
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer et varmelabilt enzym med uracil-DNA-
gyklosyklase (UDG) -aktivitet, DNA-sekvens som koder for enzymet, mikro-
organisme som inneholder DNA-sekvensen, samt anvendelse av enzymet

Uracil i DNA kan resultere fra inkorporering av dUTP istedenfor dTTP under
replikasjon eller fra deaminering av cytosin i DNA. Det siste resulterer i en
mutasjon ved den neste runde av replikasjon. Enzymet uracil-DNA-glykosylase
(UDG, EC 3.2.2.3) fungerer som et reparasjonsenzym for slik skade i DNA slik at
uracilbasen klippes ut fra DNA-traden (Lindahl 1984), og det skapes et apyrimidin-
sete som gjenkjennes av andre DNA-reparasjonsenzymer. Dette enzymet er
avgjerende for a opprettholde DNA-integritet, og har derfor blitt funnet i en rekke
organismer; virus, prokaryoter og eukaryoter.

Uracil-DNA-glykosylase (UNG eller UDG) katalyserer hydrolysen av N-
glykosylbindingen mellom deoksyribosesukkeret og basen i uracilinnehoidende
DNA, og ble farst isolert og karakterisert fra Escherichia coli (1). Dette er det
farste trinnet i baseutklippingsreparasjons (BER) reaksjonsveien og fierner uracil
fra DNA (2), og apyrimidinsetet som dannes, repareres deretter av en AP-
endonuklease, fosfodiesterase, DNA-polymerase og DNA-ligase (andre enzymer) i
BER-reaksjonsveien (3-5).

En rekke kiasser av uracil-DNA-glykosylaser (UNG eller UDG) har bilitt
beskrevet. Den cellulaere hovedformen av UNG er UNG som kodes for av UNG-
genet (6). Andre klasser omfatter cyklinlignende human UDG2 (7, 8),
enkeltkjedeselektiv monofunksjonell UDG SMUGH1 fra human Xenopus (9), G/T:U-
spesifikk mismatch-DNA-glykosylase (MUG) isolert fra E. coli (10, 11) og
Thermotoga maritima UDG (TMUDG) (12).

UNG er et monomert protein omtrent 25-35 kD i starrelse. Det er ikke
avhengig av andre kofaktorer eller divalente kationer og er hayt konservert mellom
de ulike artene [13]. UNG er imidlertid pavirket av ionestyrke. UNG-enzymet er
blitt vist & virke i en prosessiv "glidende mekanisme”, hvor det lokaliserer
sekvensielle uracilrester fer dissosiasjon fra DNA [14, 15], og en distributiv
"ilfeldig treff’-mekanisme [16]). UNG har tidligere blitt isolert og karakterisert fra
rottelever [17-19], humane celler og vev [20-28], kalvethymus [29, 30], slimsopp
[31], gjeer [32], planter [33, 34], saltvannsreker [35], prokaryoter [1, 36-45] og virus
[46, 47].
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| menneske og rotte, har det blitt isolert bade et mitokondrielt og nukleaert
UNG [18, 25]. | menneske (og mus) celler kodes disse to av det samme genet
(UNG) [48, 49]. Ved to ulike transkripsjonsstartsteder og alternativ spleising,
dannes det to former som skiller seg kun i N-terminalsignalsekvens som malretter
enzymet til nukleus (UNG2) og mitokondria (UNG1), henholdsvis [49]. Nylig har
flere studier blitt utfart for ytterligere & studere den N-terminale signalsekvensen,
og malgivingen av UNG til nukleus og mitokondria [50-52] har apenbart at nuklezer
UNGZ2 er fosforylert [26]. Krystallstrukturene av UNG fra menneske, herpes
simplexvirus og E. coli er blitt oppklart [53-55]. Restene i det aktive setet er
konservert. og virkningsmaten i disse enzymene synes & vaere den samme med
en nukleotidflippemekanisme for a fijerne uracil fra DNA [56, 57).

Enzymer fra kuldetilpassede organismer slik som atlantisk torsk (Gadus
morhua), ma kompensere for reduksjonen av kjemiske reaksjonshastigheter ved
lave temperaturer for & kunne opprettholde tilstrekkelig metabolsk aktivitet. Dette
kan oppnas ved hgyere transkripsjonelle/translasjonelle nivaer eller forbedret
katalytisk effektivitet (kea/Km). Hoyere katalytiske effektiviteter kan oppnas ved en
mer fleksibel struktur sammenlignet med deres mesofile motparter som
tilveiebringer forsterket evne til & underga konformasjonelle endringer under
katalysen. Redusert stabilitet til pH, temperatur og denaturerende midler anses
som en konsekvens av konformasjonell fleksibilitet [58].

Foreliggende oppfinnelse vedrarer en varme-labil uracil-DNA-glykosylase
fra en kuldetilpasset organisme, og som har anvendelse som et enzym effektivt i
"carry-over-prevention” i DNA-kopieringsreaksjoner (PCR, LCR, etc.). Det isolerte
enzymet i henhcld til foreliggende oppfinnelse har lignende karakteristikker som
tidligere beskrevne UNG’er med hensyn til molekylvekt, isoelektrisk punkt, pH og
NaCl-optima. Imidlertid har enzymet i henhold til foreliggende oppfinnelse, vist
seg a vaere mer pH-labilt og varmelabilt og har en hayere relativ aktivitet ved lave
temperaturer sammenlignet med et rekombinant mesofilt human UNG, noe som
gjer det til en bedre kandidat i "carry-over-prevention”-tester som indikert over.

UDG fra Escherichia coli har vaert kommersielt tilgjengelig for anvendelse i
"carryover prevention” nar DNA-materiale skal amplifiseres.

Forskjellige teknikker kan utnyttes for 4 amplifisere spesifikke DNA-
sekvenser pa basis av et DNA-templat. Vanlige teknikker er polymerasekjede-
reaksjon (PCR) system (US patentnr. 4 683 195, 4 683 202 og 4 965 188), ligase-
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amplifikasjonssystemet (PCT patentpublikasjon nr. 89/09835), det selvopprett-
holdte sekvensreplikasjonssystemet (EP nr. 329 822 og PCT patentpublikasjon nr.
90/06995), det transkripsjonsbaserte amplifikasjonssystemet (PCT patent-
publikasjon nr. 89/01050 og EP nr. 310 229) og Qp RNA-replikasesystemet (US
patent nr. 4 957 858). Disse teknikkene er sveert sensitive pa den maten at de kan
produsere pavisbare DNA-mengder fra sveert fa kopier av en mal-DNA-sekvens.
Tilsvarende er teknikkene sveert sensitive for kontaminering av DNA fra
omgivelsene. Hovedkilden for kontaminasjon er produkter fra tidligere utfarte
oppskaleringsreaksjoner som for eksempel PCR-reaksjoner (59).

For & overvinne dette problemet, er det blitt utviklet en metode for a skille
mellom mai-DNA og kontaminerende DNA fra tidligere reaksjoner, for eksempel
PCR-produkt-DNA {Longo ef al., 1990, Hartley, 1990). | det vesentlige utfares alle
amplifikasjonsreaksjoner ved bruk av dUTP for & erstatte dTTP for derved a
inkorporere uracil i DNA i stedet for tymidin. Alle videre reaksjonsblandinger
behandles sa med UDG. Felgende varmebehandiing degraderer kontaminerende
DNA ved hydrolyse av fosfodiesterbindingen ved ikke-baseseter. Varme-
behandlingen forutsetter ogsa a inaktivere UDG-enzymet.

Imidlertid inaktiveres ikke UDG-enzymet fra E. coli eller psykrofil marin
bakterie, BMTU fullstendig ved varmebehandling, og inaktiveringen er ikke
fullstendig irreversibel (45 og 60). Ifelge sammenlignende analyser av
restaktivitet, er det konkludert med at UNG fra BMTU inaktiveres bedre enn UNG
fra E. coli, men at restaktiviteten fremdeles er betydelig for den anvendelse som er
tenkt. Dette pavirker oppskaleringsreaksjonen, for eksempel PCR-reaksjonen,
produktintegritet, siden produktene degraderes med rest-UDG-enzymaktivitet. For
4 unnga dette, er det etterpa blitt tilsatt enzyminhibitor for UDG (US patent nr.

5 536 649).

imidlertid vil det foretrekkes & unnga a benytte ytterligere inhibitor fordi dette
representerer et ekstra trinn i reaksjonsprosedyren, restkontaminasjon av
inhibitoren kan veere tilstede i senere reaksjoner, og kjepet av inhibitor
representerer en ekstra kostnad nar PCR-reaksjoner utferes, som beskrevet over.

Derfor vil det vaere en fordel & benytte et UDG-enzym som sikkert
gdelegges/inaktiveres ved varmebehandlingen etter PCR-reaksjonen for derved a

unnga tilsetning av spesifikke, kjemiske inhibitorer for UDG-enzymet.
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Figur 1 viser pl-bestemmelse av atlantisk torske-UNG (cUNG). Etter
isoelektrisk fokusering ved bruk av Phast Gel |IEF 3-9, ble gelen kuttet i stykker pa
2 mm. Hvert stykke ble overfart til et eppendorfrar og inkubert over natt ved 4°C.
Aktiviteten ble sa malt som beskrevet i materialer og metoder.

Figur 2 viser produktinhibering av cUNG med fri uracil. Ulike
konsentrasjoner av uracil ble tilsatt til testblandingen, og testen utfert som
beskrevet i materialer og metoder.

Figur 3 viser inhibering av cUNG med Bacillus subtilis bakteriofag uracil-
DNA-glykosylaseinhibitor (Ugi). 6,65 x 10 U av cUNG ble inkubert med 1,25 x
10° U til 2,00 x 10° U av Ugi ved bruk av standard testbetingelser som beskrevet i
materialer og metoder. En enhet av Ugi inhiberer én enhet av UNG-aktivitet, hvor
UNG-aktivitet er definert som frigjering av 60 pmol av uracil pr. minutt ved 37°C.

Figur 4 viser pH og NaCl-optimum av cUNG. Aktivitet av cUNG ble malt
med variable natriumkloridkonsentrasjoner i forskjellige pH-serier som beskrevet i
materialer og metode. Prosent UNG-aktivitet er satt relativt til den hayeste verdi
malt, pH 7,5 med 50 mM NaCl.

Figur 5 viser temperaturoptimum av cUNG. Pa grunn av forlenget
inkubering av enzymprgven pa is under eksperimentet, er aktiviteten korrigert med
hensyn til stabilitet av enzymet som beskrevet i materialer og metoder.

Figur 6 viser temperaturprofil av cUNG (A ) og rhUNG (m). Enzymaktivitet
ble malt som beskrevet i materialer og metoder. Prosent UNG-aktivitet er satt
relativt til den hayeste verdi for cUNG (45°C) og rhUNG (50°C) henholdsvis. Pa
grunn av forlenget inkubering av enzymprevene pé is under eksperimentet, er
aktiviteten korrigert med hensyn til stabilitet av enzymene som beskrevet i
materialer og metoder.

Figur 7 viser pH-stabilitet av atlantisk torske-UNG (cUNG) og rekombinant
human UNG (rhUNG). | de forskjellige pH-buffere, ble 1 U av cUNG (A ) eller
rhUNG (m) inkubert i 10 minutter ved 37°C. Sa ble 5 pl alikvoter overfart til
testblandingen, og restaktivitet malt ved bruk av standard testbetingelser som
beskrevet i materialer og metoder. 100% aktivitet ble malt direkte fra en preve
fortynnet ved pH 8,0 uten noe inkuberingstrinn.

Figur 8 viser temperaturstabilitet av atlantisk torske-UNG (cUNG) (A) og
rekombinant human UNG (rhUNG) (m)
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Enzym (1 U) ble inkubert ved 50°C, 37°C, 25°C og 4°C, og 5 pl alikvoter ble
overfart til testblandingen etter ulike tidsintervaller, og standardtester ble utfart
som beskrevet i materialer og metoder. Halveringstider ble bestemt til 0,5 minutter
(50°C), 20 minutter (37°C), 60 minutter (25°C) og 2 timer (4°C) for cUNG og 8
minutter (50°C), 30 minutter (37°C}), 150 minutter (25°C) og 2,6 timer (4°C) for
rhUNG.

Figur 9 viser agarosegel som viser PCR-produkter fra "carry-over-
prevention”-test ved bruk av rekombinant torske-UNG (rcUNG).

Sporbeskrivelser: spor 1 0g 8: DNA-stige; spor 2. T-inneholdende templat, ikke
noe UNG; spor 3: T-inneholdende templat, 1,7 x 10 U rcUNG; spor 4: U-
inneholdende templat, 4 x 10™* U rcUNG; spor 5: U-inneholdende templat, 1,7 x
103 U rcUNG; spor 6: U-inneholdende templat, 4 x 107 U E, coli UNG; spor 7: U-
inneholdende tempiat, ikke noe UNG.

Det er formal ved foreliggende oppfinnelse a tilveiebringe et nytt UDG-
enzym som er funksjonelt i "carry-over-prevention”-teknikker for DNA-
amplifikasjonsreaksjoner, for eksempel PCR, indikert over, og som fullstendig og
irreversibelt inaktiveres av varmebehandiingen normalt utfert i PCR-reaksjons-
syklusene.

Oppfinnelsen tilveiebringer saledes et enzym med uracil-DNA-glykosylase
(UDG) -aktivitet og som er fullstendig deaktivert nar det er oppvarmet til en
temperatur over 60°C, og som ikke reaktiveres.

Videre er det er formal ved foreliggende oppfinnelse a tilveiebringe en DNA-
sekvens som koder for et slikt enzym eller en aktiv del derav, eventuelt som
inneholdes i en vektor eller vektorsystem (for eksempel et virus, et plasmid, et
kosmid, etc.). Et ytterligere aspekt ved oppfinnelsen er en mikroorganisme som
inkluderer en slik DNA-sekvens.

Det er ogsa et formal for den foreliggende oppfinnelsen a tilveiebringe
anvendelse av et enzym i henhold til patentkravene i overvakning og/eller

_ kontrollering av reaksjonssystemer hvor DNA-sekvenser multipliseres, for

eksempel PCR eller LCR.
Spesielt foretrukket er anvendelse av enzymet ifelge foreliggende
oppfinnelse i "carry-over-prevention™prosedyrer.
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Enzymer fra kuldetilpassede organismer som lever i kalde habitater slik
som atlantisk torsk {Gadus morhua), ma kompensere reduksjonen av kiemiske
reaksjonshastigheter ved lave temperaturer for 4 opprettholde tilstrekkelige
metabolske aktiviteter. Dette kan gjeres ved et hayere transkripsjons/-
translasjonsnvia, eller forbedret katalytisk effektivitet (kea/Knm). Denne hayere
effektiviteten oppnas ved en mer fleksibel struktur sammenlignet med deres
mesofile motparter som tilveiebringer forsterket evne til 4 underga
konformasjonelle forandringer under katalyse. Den reduserte stabilitet for pH,
temperatur og denaturerende midler anses som en konsekvens av den
konformasjonelle fleksibilitet (58).

| lys av ulempene med kontamineringer av UDG i henhold til teknikkens
stilling i "carry-over-prevention™-prosedyrer nar DNA-sekvenser amplifiseres (PCR,
LCR), vii det vaere meget passende a tilveiebringe et UDG-enzym som blir 100%
deradert ved enkel varmebehandling. Det har na blitt funnet at et UDG-enzym
isolert fra torsk har denne verdifulle egenskapen. Torske-UDG-enzymet isolert i
henhold til den foreliggende oppfinnelsen, har en lignende molekylvekt,
isolelektrisk punkt, pH- og NaCl-optimum som tidligere beskrevne UNG’er, men
den foreliggende torske-UNG er mer pH- og varmelabil og har en hgyere relativ
aktivitet ved lave temperaturer sammenlignet med den rekombinante mescfile
humane UNG.

Nedenfor er det beskrevet en isoleringsprosedyre for den relevante torske-
UNG-proteinet i henhold til oppfinnelsen, sa vel som isolering av DNA som koder
for dette proteinet og dets anvendelse i mikroorganismer for rekombinant frem-

stilling av det relevante UNG-enzymet i henhold til oppfinnelsen.

MATERIALER OG METODER

Q-sepharose FF, S-sepharose FF, Heparin sepharose HP (Hi-trap 5 mi),
Poly-U-sepharose 4B, Superdex 75 HR10/30, Phast system og Phast IEF-geler
(3-9) og LMW-geffiltreringskalibretingstestsett ble oppnadd fra Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sverige). Deoksy[5-*H]uridin 5'-trifosfat (19,3
Ci/mmol) ble forhandlet fra Amersham (U.K.). Uracil-DNA-glykosylaseinhibitor
(Ugi) ble oppnadd fra New England Biolabs (Beverly, MA), enzymer ble forhandlet
fra Promega (Madison, WI). Proteaseinhibitorer, kalvethymus-DNA (D-1501),
uracil, deoksyuridin og decksyuridin-monofosfat ble forhandlet fra Sigma (St. Lois,
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(Damstadt, Tyskland).

Rensing av cUNG
Fremstilling av raekstrakt og alle rensetrinn ble utfert ved 4°C.

Fremstiling av rdekstrakt

Til 600 ml ekstraktbuffer (256 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1
mM DTT, 10% glycerol, pH 8,0 (25°C) 200 g av frisk torskelever ble tilsatt og
homogenisert i en Atomix homogenizer (MSE, England). Far homogenisering, ble
den felgende proteaseinhibitorblandingen tilsatt til ekstraktbufferen: 1 mM PMSF
1 uM pepstatin, 1 uM leupeptin, 10 uM TPCK og 10 uM TLCK (slutt-
konsentrasjoner). Homogenatet ble sentrifugert ved 28.000 g i 15 minutter, og

supernatanten ble filtrert gjennom glassull. Endelig ble glycerol tilsatt til 30%
{(volum/volum), og torskelever-raekstraktet ble frosset ved -70°C.

Q-sepharose Fast Flow
1 liter rdekstrakt ble fortynnet med 1 liter buffer A (25 mM Tris/HCI, 10 mM

NaCl, 1 mM EDTA, 1% glycerol, pH 8,0 ) (fraksjon 1). Praven ble applisertito
porsjoner (1 liter hver) pa en Q-sepharose FF-kolonne (5,0/15), ekvilibrert med
buffer A og sa vasket med 250 ml buffer A, ved bruk av en stremningshastighet pa
10 mi/minutt. Proteiner bundet til kolonnen ble eluert med 200 ml buffer A+ 1,0 M
NaCl, og kolonnen ble reekvilibrert med buffer A far neste del av praven ble pasatt
som nevnt over. UNG-inneholdende gjennomstramnings- og vaskefraksjoner fra
begge kjgringene ble samlet (fraksjon 2, 2340 ml).

S-sepharose Fast Flow
Fraksjon 2 ble applisert pa en S-sepharose FF-kolonne (1,6/10) ekvilibrert i

buffer A, giennomstremningshastighet 10 ml//min. Kolonnen ble vasket med 300
ml buffer A + 60 mM NaCl, og eluert ved bruk av en 200 ml lineger gradient pa
0,06-0,4 M NaCl i buffer A, stremningshastighet 5 ml/minutt. UNG-inneholdende
fraksjoner ble oppsamlet (55 ml) og dialysert over natten i buffer A (fraksjon 3).



10

15

25

30

Heparin-sepharose (HP)

Fraksjon 3 ble applisert pa en heparin-sepharose HP Hi-Trap-kolonne
(1,6/2,5) ekvilibrert i buffer A. Kolonnen ble vasket med 50 ml buffer A + 60 mM
NaCl, og ble eluert i 50 ml linezer gradient pa 0,06-0,4 M NaCl i buffer A,
stremningshastighet 1 mi/minutt. UNG-inneholdende fraksjoner ble oppsamiet
(fraksjon 4, 20 ml).

Poly-U-sepharose (4B)

Fraksjon 4 ble sa fortynnet 5 ganger i buffer A, og tilsatt pa en poly-U-
sepharosekolonne (1,6/10) ekvilibrert i buffer A. Kolonnen ble vasket med 60 ml
buffer A + 60 mM NaCl, og ble eluert i 200 ml linezer gradient pa 0,06-0,4 M NaCl i
buffer A, stremningshastighet 1 ml/minutt. UNG-inneholdende fraksjoner ble
oppsamlet (fraksjon 5, 70 ml).

Superdex 75
Fraksjon 5 ble konsentrert il 200 pl ved bruk av Ultrafree 15 og Ultrafree-MC

ultrasentrifugeringsfiltere (Millipore), molekylvektsperre 5K, og applisert pa en
gelfiltreringskolonne (HR 1,0/30) ekvilibrert i buffer A, med en streamningshastighet
pa 0,5 mi/minutt. Fraksjoner (350 pl) ble samlet, og dem innehcldende UNG-
aktivitet ble oppsamlet (fraksjon 6, 3 ml).

Fremstilling av substrat ved nick-translasjon

34-dUMP DNA ble fremstilt ved nick-translasjon og polymerasekjede-
reaksjon (PCR). Det nick-translaterte substratet ble laget i et totalvolum pa 1 mi
og inneholdt 50 mM Tris/HCI, pH 7,2, 10 mM MgSQ,, 1 mM DTT, 250 ug
kalvethymus-DNA (renset ved fenol/kloroformekstraksjon og etanolpresipitert fer
anvendelse), 0,1 mM dATP, dCTP, dGTP og dUTP, hvor 3 uM av dUTP var [*H]-
dUTP (19,3 Ci/mmol). Sa ble 0,1 ng {5,35 x 10 * U) Dnase | (bovin pankreas,
Promega) tilsatt og 30 sekunder senere 25 U av E. coli DNA-polymerase. Nick-
translasjonsblandingen ble inkubert ved 21°C i 24 timer. Det nick-translaterte
DNA ble renset ved fenol/kloroformekstraksjon og etanolpresipitering. DNA ble
resuspendert i 50 ul TE-buffer og renset med en NAP-5 kolonne (AP Biotech)
ekvilibrert i TE-buffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) for & fierne ikke-
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inkorporerte nukieotider. Spesifikk aktivitet av nick-substratet var 1,8 x 10°

dpm/ug (425 cpm/pmol).

Fremstilling av substrat ved PCR
PCR-produsert substrat ble anvendt i alle karakteriseringseksperimentene

og besto av et 761 bp-fragment dannet fra kationisk trypsinogen (sstrplV) fra
atlantisk laks (Salmo salar) [61]. PCR ble ut'fﬂrt i et volum pa 50 pl i en Perkin
Elmer Cetus termosykler. PCR-blandingen inneholdt 10 mM Tris/HCI, pH 8,3, 50
mM KCI, 6 mM MgCly, 0,37 mM dATP, dCTP, dGTP og dUTP, hvor 10,4 uM av
dUTP var {*H]-dUTP (17,0 Ci/mmol, Amersham), 700 pg templat-DNA (sstrplV i en
pgem7zt-vektor), 2,5 uM av oppstrems- og nedstremsprimere og 2 U Tag-
polymerase (Roche, Sveits). PCR-reaksjonen ble utfagrt med 30 sykluser av 94°C i
1 minutt, 45°C i 1 minutt og 72°C i 1 minutt. S ble ytterligere 2 U av Tag-
polymerase tilsatt, og PCR-reaksjonen fortsatt med 30 nye sykluser som
beskrevet. PCR-substratet ble renset med QlAquick PCR-rensetestsett (Qiagen)
som beskrevet av forhandler og eluert i 50x fortynnet TE-buffer, pH 8,0. Spesifikk
aktivitet av PCR-substratet var 5,9 x 10° dpm/pg (451 cpm/pmol). Alle
karakteriseringseksperimenter ble utfart ved bruk av PCR-substratet.

Pavisning av uracil-DNA-glykosylaseaktivitet {(standardtest)

Uracil-DNA-glykosylaseaktivitet ble malt i et sluttvolum pa 20 pl,
inneholdende 70 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 pg/ml BSA og 230
ng nick-substrat eller 71 ng PCR-substrat. Reaksjonsblandingen ble inkubert 10
minutter ved 37°C, og terminert ved tilsetning av 20 ul av iskald enkeltkjedet
kalvethymus-DNA (1 mg/ml) og 500 pul 10% (vekt/volum) TCA. Prevene ble
inkubert pa is i 15 minutter og sentrifugert ved 16.000 g i 10 minutter.
Supernatantene med syrelaselig *H-uracil ble analysert ved bruk av vaeske-
scintillasjonsteller.

En enhet av aktivitet defineres som mengden av enzym som er nedvendig

for a frigjere 1 nmol av syrelgselig uracil pr. minutt ved 37°C.
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Analyse av testprodukter med tynnsijiktkromatografi

Reaksjonsprodukter etter testene ble blandet med 20 nmol uracil,
deoksyuridin og decksyuridin-monofosfat. Tynnsjiktkromatografi ble utfort i
henhold til metoden til Wang og Wang, ved bruk av polyamidlagplater (BDH), og
tetraklorometan, eddiksyre og aceton (4:1:4, ved volum) som lasningsmiddel [62].
Flekker pavist under UV-lys, ble kuttet ut av platen og radioaktivitet malt i en

vaeskescintillasjonsteller.

Molekylvekthestemmelse

Molekylvekt ble bestemt ved gelfiltrering og ble utfert med en Superdex 75
kolonne (1,0/30) ekyvilibrert i en buffer inneholdende 25 mM Tris/HCI, 1,0 M NaCl,
1 mM EDTA, 1% glycerol, pH 8,0. Stremningshastigheten var 0,5 ml/minutt, og
aktiviteten ble malt i fraksjoner oppsamiet (250 pl). Bovint serumalbumin (BSA, 67
kD), ovalbumin (43 kD), kymotrypsinogenA (25 kD) og ribonukleaseA (13,7 kD) ble
anvendt som standarder. Bla dextran og natriumklorid ble anvendt for &

bestemme void-(Vg) og indre volum (V;), henholdsvis.

Proteinbestemmelse

Proteinkonsentrasjoner ble bestemt med Coomassie® proteintestsett-
reagens G-250 (Pierce, New York, NY) ved metoden til Bradford [63], med
mikrotiterplateprotokollen som beskrevet av forhandler, ved bruk av bovint
serumalbumin (BSA) som en standard.

Isoelektrisk punktbestemmelse
Isoelektrisk punktbestemmelse ble utfart med Phast-systemet, isoelekirisk

fokuseringsgel 3-9 og selvfarging i henhold til metodene beskrevet av forhandler.
Standarder benyttet var phycocyanin (4,45, 4,65, 4,75), f-laktoglobulin B (5,10),
bovin karbonisk anhydrase (6,00), human karbonisk anhydrase (6,50), ekvin
myoglobin (7,00), human hemoglobin A (7,10), human hemoglobin C (7,50}, lentil
lektin (7,8, 8,0, 8,2), cytokrom c (9,6), (IEF standarder pl-omrade 4,45-9,6, BIO-
RAD). Etter fokusering, ble gelen kuttet i 2 mm stykker og hvert stykke inkubert i
250 pl ekstraksjonsbuffer (50 mM Tris/HCI. 0,2 M NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA,
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1% (volum/volum) glycerol, pH 8,0 over natt. Alikvoter av 5 pl ble overfort til

testblandingene og aktiviteten malt ved bruk av standard testbetingelser.

Bestemmelse av pH/NaCl-optimum
Testene ble utfert i et volum pa 20 ul som beskrevet i standardtesten som

benytter PCR-dannet substrat og NaCl-konsentrering fra 0-200 mM med 25 mM
intervaller og pH i omradet fra 9,5-6,5 med 0,5 pH enhetsintervaller. Alle buffere
ble supplementert med 100 ug/ml BSA og 1 mM EDTA. Bufferne som ble anvendt
var dietanolamin /HCI (9,5-8,5), Tris/HCI (8,5-7,5) og MOPS/NaOH (7,5-6,5). Alle
bufferne ble pH-justert ved 37°C og anvendt i 25 mM konsentrasjon i testen.

Bestemmelse av temperaturoptimum

Testene ble utfart | et volum pa 20 pl som beskrevet i standardtesten som
benytter PCR-dannet substrat. Testblandingene var som beskrevet i standardtest-
betingelsene og ble justert til pH 8,0 for alle temperaturer. Temperaturomradet
benyttet, var 5°C til 60°C. Aktiviteten ble malt p4 en sekvensiell mate med 15
minutters intervall mellom hver temperatur. Enzymene som ble anvendt, ble
fortynnet i standardfortynningsbuffer (5 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, 1% (volum/-
volum) glycerol, pH 8,0) og plassert pa is. Pa grunn av ustabilitet av enzympraven
pa is over en forlenget periode, ble resultater korrigert med hensyn til stabilitet av
enzymene inkubert i fortynningsbuffer pa is med formelen Ny = cpm/e % hvor

halveringstiden (1) av cUNG og rhUNG er henholdsvis 2 timer og 2,6 timer.

Effekt av pH og temperatur pa stabilitet

pH: UNG (0,01 U) ble preinkubert (i et totalvolum pa 75 pl) i 10 minutter ved 37°C
i buffere inneholdende 10 mM buffer, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% glycerol, med
pH i omradet fra 9,5-6,5 med 0,5 pH-enhet-intervaller ved bruk av dietanolamin/-
HCI (9,5-8,5), Tris/HCI (8,5-7,5), MOPS/NaOH (7,5-6,5) og MES/NaOH (6,5-5,5)
som bufferkomponenter. Prgver pa 5 pl ble overfart til testblandingene, og rest-

aktivitet ble malt ved bruk av standardtestbetingelser.

Temperatur: UNG (0,01 U) ble preinkubert (i et totalvolum pa 75 pl) i 10 mM
Tris/HCI, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% glycerol, pH 8,0 (justert ved hver
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temperatur). Etter ulike tidsintervaller, som indikert i figurtekstene, ble Spl alikvoter
overfart til testblandingene, og restaktivitet ble malt ved bruk av standardtest-
betingelser.

Substratspesifisitet mot ss/ds DNA
PCR- og nick-translatert substrat ble inkubert 3 minutter ved 100°C og
deretter raskt avkjalt pa is for 8 danne ssDNA. Etter denaturering ble ssDNA-

substratene anvendt i standardtestbetingelser med 6,65 x 10 U renset cUNG.

Enzymaktivitet ble ogsa malt ved bruk av dsDNA-substratene for bade nick- og

PCR-substratene, og anvendt som referanse.

Uqil-inhibitor- og uracilproduktinhibering
Aktivitetsmalingene ved bruk av PCR-substrat ble utfart med 6,65 x 10 U

av renset cCUNG. Forskjellige konsentrasjoner av uracil (0, 1, 2 og 5 mM) eller Ugi-
inhibitor (1,25 x 10° U til 2,00 x 102 U) ble tilsatt til testblandingene (pa is).
Aktivitet ble s& malt som beskrevet under standardtestbetingelser.

RESULTATER

Rensing av cUNG

Atlantisk torske-UNG ble renset 17.000 ganger med en gjenvinning pa 2%
som vist i tabell 1. Til tross for den haye rensefaktoren, var enzymet bare delvis
renset som bestemt pa SDS-PAGE. Ogsa utbyttet var lavt pa grunn av mange

rensetrinn og konsentreringen av fortynnet proteinprave fer gelfiltreringstrinnet.

Molekylvekt og pl-bestemmelse
Molekylvekt ble bestemt ved gelfiltrering til & vaere 25 kD + 2, fra tre

separate eksperimenter. Den isoelektriske punktbestemmelsen ble utfert med en
|IEF Phast Gel med |EF-standarder i omradet fra 4,42-9,6. Etter |IEF, ble cUNG-
akivitet eluert fra gelfragmentene og aktivitet malt som beskrevet i materialer og
metoder. cUNG-aktivitet koeluerte med cytokrom c, standard med et isoelektrisk
punkt pa 9,6, som vist i figur 1. Cytokrom c og cUNG-aktivitet ble funnet der hvor
elektroden kontakter gelen, derfor kan vi kun konkludere at pl er sterre enn 9,0
som er den heyeste malbare verdi ved bruk av dette systemet.
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Substratspesifisitet

cUNG-aktivitet ble malt ved bruk av bade ssDNA og dsDNA. Det ble funnet
en henholdsvis 1,8 og 1,9 ganger hayere aktivitet for ssDNA enn dsDNA ved bruk
av nick- og PCR-substrater som vist i tabell 2. Testprodukter ble analysert med

tynnsjiktkromatografi, og hoveddelen av radioaktiviteten ble identifisert som uracil.
Imidlertid var ogsa noe radioaktivitet kolokalisert med deoksyuridinmarkaren, men
dette kunne skyldes en partiell overlapping av de to markerene. 1 tillegg viste det
rensede cUNG ikke noen vesentlig hydrolyse av *H-adeninmerket DNA, derfor var
nukleaser ekskludert som ansvarlige for hydrolysering av DNA.

Inhibisjonsstudier
Produktinhibering med fri uracil ble undersgkt og ga mer enn 50%

inhibering med 1 mM uracil i testblandingen som vist i figur 2. Ved tilsetting av 5
mM fri uracil til testblandingen, ble det observert en 78% inhibering av aktivitet.
Effekten av Ugi pa cUNG ble malt ved tilsetting av Ugi til testblandingen. cUNG
ble klart inhibert av Ugi, som vist i figur 3.

pH- og NaCl-optimum
pH- og natriumkloridoptimum ble undersekt ved maling av enzymaktivitet

ved ulike pH’er ved bruk av NaCl-konsentrasjoner fra 0-200 mM, som vist i figur 4.
Enzymet viste et bredt pH-optimum med maksimal aktivitet mellom pH 7,0-9,0 og
25-50 mM NaCl. Et skifte i NaCl-optimum ble observert hvor den optimale NaCl-
konsentrasjonen skiftet fra lave konsentrasjoner ved hey pH til hayere
konsentrasjoner ved lav pH. Ved liten pH 9,5, ble cUNG inhibert ved NaCl.

Temperaturoptimum

Temperaturoptimum av cUNG ble bestemt til 41°C (figur 5). For & sammen-
ligne aktiviteten av cUNG med den mesofile rhUNG ved lave temperaturer, ble
enzymaktiviteten malt fra 5-60°C, og aktiviteten ved lave temperaturer
sammenlignet med deres respektive optimumtemperatur (figur 6).

Aktivitetsprofilen av disse to enzymer viste liten forskjell ved 5-15°C. Imidlertid ble
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det observert en hayere relativ aktivitet med cUNG enn rhUNG ved temperaturer

fra 20-40°C, mens det motsatte ble observert ved heyere temperaturer (50-60°C).

Stabilitet

Stabiliteten av de to UNG-enzymene ble sammenlignet ved preinkubering
av enzymene ved ulike pH’er. Attantisk torske-UNG ble vist & veere mest stabil
mellom pH 7,0-8,5. Ved pH 5,5 og pH 10,0, hadde den mindre enn 1% rest-
aktivitet. rhUNG var mest stabil mellom pH 7,0-9,5. 3% restaktivitet var tilbake
ved pH 5,5, mens det ved pH 10,0 var s mye som 66% av aktivitet tilbake, som
vist i figur 7. Temperaturstabiliteten til de to UNG-enzymene ble sammenlignet
ved 4°C, 25°C, 37°C og 50°C. Ved 50°C ble halveringstiden bestemt til & vaere
0,5 minutter og 8 minutter for henholdsvis cUNG og rhUNG. Ved alle
temperaturer som ble undersekt, var hUNG mer stabilt enn cUNG. Halverings-
tidene bestemt, var 20 minutter (37°C), 60 minutter (25°C) og 2 timer (4°C) for
cUNG og 30 minutter (37°C), 150 minutter (25°C) og 2,6 timer (4°C) for rhUNG,
det starste forskjellen i halveringstid ble funnet ved den hayeste temperaturen,
som vist i figur 8.

Rensing og molekylvekt
Uracil-DNA-glykosylasen fra atlantisk torskelever (Gadus morhua) bie

renset 17.679 ganger ved bruk av ulike kromatografiteknikker. Enda var enzymet
kun delvis renset, og flere andre band kunne ses pa en SDS-PAGE-gel. Human
nukleger og mitokondriell uracil-DNA-glykosylaser ble vist 4 veere dannet ved
alternativ spleising og ha henholdsvis en ORF pa 313 og 304 aminosyrer [49].
Molekylvekten til cUNG ble bestemt til 25 kD. Dette er omtrent den samme
molekylvekten som bestemt for UNG fra human placenta (29 kD) og rhUNG
(UNGAB84) (27 kD), som manglet henholdsvis 77 og 84 av de farste N-terminale
aminosyrer, som forutsagt fra mitokondriell ORF [21, 64]. Dette foreslar at den N-
terminale signalsekvensen i det rensede cUNG er prosessert eller kunstig spaitet
under rensingen eller at atlantisk torske-UNG ikke har en N-terminal signal-
sekvens. Under rensingen kunne vi ikke se noe tegn til ulike UNG'er som tidligere
beskrevet under rensing av UNG fra rotte eller humane kilder [18, 23). Men som
en vertebrat, kunne man forvente atlantisk torsk innehar bade en nuklezer og en
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mitokondriell form av UNG, men hittil har ingen bestrebelser vaert gjort for a fastsla
dette forhold.

Uracil-DNA-glykosylasen fra atlantisk torsk var lik andre uracil-DNA-
glykosylaser tidiigere renset og karakterisert med hensyn til hey pl [19] og den to
ganger preferansen til ssDNA sammenlignet med dsDNA [19].

Inhibering med Ugi og uracil

Bacillus subtilis-bakteriofagen PBS2 UDG-inhibitor (Ugi) inhiberer UNG ved
a danne et stabilt kompleks med UNG ved fysiclogiske betingelser [65, 66]. Ugi
binder til human UNG ved innskudd av en beta-streng inn i det konserverte DNA-
bindende sporet [67], og virker ved 4 etterligne DNA [68]. Dette indikerer at

strukturen av substratets bindingssete av cUNG ligner andre UNG’er som

inhiberes av Ugi-inhibitoren. Inhibering med fri uracil var i overensstemmelse med
verdier tidligere rapportert {19].

Optimale betingelser

cUNG ble vist & ha et bredt pH-optimum fra 7,0-9,0, og aktiviteten var sterkt
affisert av NaCl-konsentrasjonen. En bred optimumsaktivitet er tidligere rapportert
for en rekke andre UNG'er som er karakterisert [23, 31, 40, 47]. Det er interessant
at NaCl-optimumet for cUNG eker nar pH avtar. Det har tidligere vaert demonstrert
at UNG fungerer pa en prosessiv mate ved lave ionestyrker, som nar NaCl-
konsentrasjonen eker, skifter enzymet til en distributiv mekanisme [14] [15].
Imidlertid rapporterte Purmal et al. det motsatte, at UNG virket ved en distributiv
mekanisme ved lav ionestyrke. Den prosessive mekanismen er et vanlig trekk
blant mange DNA-interaktive proteiner (polymeraser, repressorer, restriksjons/-
modifikasjonsenzymer, DNA-reparasjonsenzymer), og interaksjonene er generelt
elektrostatisk av natur [69-71]. | en UV-endonuklease fra Micrococcus luteus, har
den prosessive mekanismen ogsa vist seg & vaere pH-avhengig [72]. Derfor
foreslar vi at skiftet i NaCl-optimum med sgkende pH, reflekterer den prosessive/-
distributive naturen til cUNG. Det kan ogséa veere at det motstridende i de tidiigere
rapportene har veert forarsaket av ulike bufferkomponenter og pH i tillegg til
forskjellene som allerede er beskrevet.

Temperaturoptimum (41°C) ble funnet 4 vaere lavere enn den mesofile

rhUNG (45°C) [64]. Den relative aktivitet ved temperaturer fra 5-45°C var hayere
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for cUNG enn for hUNG. Ved temperaturer hayere enn 45°C, viste thUNG en
heyere relativ aktivitet enn cUNG, antagelig som en konsekvens av den lavere
temperaturstabiliteten til CUNG.

Temperatur og pH-stabilitet

Enzymer karakterisert fra kuldetilpassede arter har blitt funnet 4 veere mer
temperatur og pH-labile, foreslatt forarsaket av deres fleksible struktur for &
opprettholde enzymatisk aktivitet ved lave temperaturer [73]). cUNG ble funnet 4
vaere bade mer pH- og temperatur-labile enn rhUNG som er kjente trekk fra andre
kuldetilpassede enzymer [73, 74].

En psykrofil UNG fra en marin bakterie, BMTU har tidligere blitt isolert og
ble sammenlignet med E. coli-UNG med hensyn til temperaturstabilitet [45]. Den
prokaryote UNG hadde en halveringstid pa 2 minutter ved 40°C og 0,5 minutter
ved 45°C, sammenlignet med 27 og 8 minutter for E. coi-UNG. cUNG ble
sammenlignet med rhUNG med hensyn til bade temperatur- og pH-stabilitet. Ved
50°C hadde rhUNG en halveringstid pa 8 minutter, sammenlignet med 0,5
minutter for cUNG. Ved lavere temperatur, var forskjellen i halveringstid mindre,
selv om rhUNG var mer stabil enn cUNG ved alle temperaturer som ble undersakt.
Begge enzymene ble vist & veere labile ved lav pH, mens ved hayere pH var
rhUNG mer stabil enn cUNG.

Som konklusjon, ble uracil-DNA-glykosylasen fra atiantisk torsk vist & vaere
lik andre uracil-DNA-glykosylaser tidligere renset og karakterisert med hensyn til
molekylvekt, hay pl, et bredt pH-optimum og en to gangers preferanse for ssDNA
enn dsDNA. Imidlertid var cUNG vist a veere mer temperatur- og pH-labil og ha en
hayere relativ aktivitet ved lave temperaturer enn den mesofile thUNG. Tatti
betraktning at UNG er et konservert enzym blant ulike arter, kan cUNG vaere et
egnet enzym for videre studier av kuldetilpasning p& molekylnivaet.

Isolering av uracil-DNA-glykosylasegenet fra Gadus morhua

Materialer
SuperScript™ Il Rnase H™ Reverse Transcriptase (Gibco BRL),
Packagene® Lambda DNA-pakkesystem ble forhandlet fra Promega {(Madison,
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WI), deoksy[5-2H]uridin, 5'trifosfat (17,0 Ci/mmol) ble forhandlet fra Amersham
(England), ekspresjonsvektor pTrc89A ble forhandlet fra Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Sverige), restriksjonsenzymer ble forhandlet fra New England
Biolabs (Beverly, MA), SMART ™ PCR cDNA-bibliotekkonstruksjonssett og
Marathon™ cDNA-amplifikasjonssett ble forhandlet fra Clontech (Palo Alto, CA).
Escherichia coli NR8052 [A (pro-lac), thi-, ara, trpEQ777, ung1] (75,76] og renset
rekombinant human UNG (UNGAB4) [64] ble tilveiebragt av Dr. Hans E. Krokan,
Institutt for kreftforskning og molekyleerbiologi, Norsk Universitet for Vitenskap og
Teknologi.

Metoder
Isolering av mMRNA

mRNA ble isolert fra 250 mg torskelever ved bruk av QOligotex direkte mRNA
Midi-sett (Qiagen) ved & folge instruksjonene til forhandleren.

Fremstilling av cDNA

cDNA ble laget fra 250 ng av det isolerte poly A"-RNA ved bruk av
SMART™ PCR cDNA-bibliotekkonstruksjonssett (Clontech) i henhold til
protokollen anbefalt av forhandleren. | korthet ble den ferste kjeden cDNA laget
ved & kombinere 250 ng poly A*-RNA med 10 pmol SMART-oligonuklelotid (5'-
TACGGCTGCGAGAAGACGACAGAAGGG-3') og 10 pmol CDS/3’ PCR-primer
(Oligo (dT)30ON-1N(N=A, G, CellerT; N-1=A, Geller C))i et sluttvolum pa 5
ul, og inkubert ved 72°C i 2 minutter, og sa plassert direkte pa is i 2 minutter for 4

denaturere RNA. Sa ble enzym og buffer tilsatt reaksjonsblandingen til et slutt-
volum pa 10 pl, bestédende av 50 nM Tris/HCI, pH 8,3, 6 mM MgCl, 75 mM KCI, 2
mM DTT, 1 mM dATP, dCTP, dGTP og dTTP henholdsvis og 200 U SuperScript™
Il revers transkriptase (Gibco BRL), og sa inkubert ved 42°C i 1 time. Syntese av
den andre kjeden ble gjort med PCR i et sluttvolum pa 100 pl, inneholdende 2 pl
av den farste kjedereaksjonen som templat, 40 mM Tricine/KOH pH 9,2 (25°C), 15
mM KOAgc, 3,5 mM Mg(OAc),, 3,75 pg/ml BSA, 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP og
dTTP henholdsvis, 1 U Advantage cDNA-polymeraseblanding (Clontech), 0,2 pM
5-PCR-primer (5-TACGGCTGCGAGAAGACGACAGAA-3') og CDS/3'-PCR-
primer henholdsvis.
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PCR-amplifikasjon ble utfert i en GeneAmp 9700 termocykler (Perkin
Elmer) ved 95°C i 1 minutt, etterfulgt av 16 sykluser ved 95°C i 15 sekunder og
68°C i 5 minutter.

ds cDNA polishing T 50 ul av amplifisert ds cDNA, 40 ng proteinase K ble
tilsatt og inkubert ved 45°C i 1 time. Proteinase K ble inaktivert ved inkubering av
blandingen ved 90°C i 8 minutter. For & butte enden av ds cDNA, ble 15 U av T4
DNA-polymerase tilsatt og inkubert ved 16°C i 30 minutter og 72°C i 10 minutter.
Endelig ble ds cDNA etanolpresipitert og resuspendert i 10 pl H2O. Alle rer ble
holdt pa is dersom ikke annet er angitt.

Danning av 300 bp-fragment av cUNG-genet

Degenererte oligonukleotidprimere ble designet fra to konserverte regioner
(GQDPYH og VFLLWG) fra kjente UNG -aminosyresekvenser. Vanlig kodon for
atlantisk torsk ble ogsa vurdert nar primerne ble utformet. UNG-fragmentet ble

dannet ved PCR med torskelever cDNA som templat i et sluttvolum pa 50 pl,
inneholdende 10 mM Tris/HCI, pH 9,0 (25°C), 50 mM KCI, 0,1% Triton X-100, 10
ng cDNA, 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP og dTTP henholdsvis, 2,0 uM oppstrems-
primer (5'-GGH-CAR-GAY-CCC-TAY-CA-3') og nedstremsprimer (5-DCC-CCA-
SAG-SAG-RAA-VAC-3') henholdsvis og 2,5 U Tag-polymerase (Promega).
Nuckleotidsymbolene som er anvendt er: A=adenin, C=cytosin, G=guanin,
T=tymin, D=A+G+T, R=A+G, S=C+G, V=A+C+G, Y=C+T. PCR ble utfert ved
94°C i 4 minutter, 30 sykiuser av 94°C i 1 minutt, 60°C i 1 minutt og 72°C i 1

minutt, og et sluttekstensjonstrinn pa 72°C i 5 minutter.

DNA-sekvensering
DNA-sekvensering ble utfert med Amersham Pharmacia Biotech Thermo
Sequenace Cy5 Dye Terminator Kit, ALFexpress™ DNA-sekvensator og ALFwin

Sequence Analyzer versjon 2,10. Geler ble laget med Reprogel™

Long Read og
Reproset UV-polymerisator. Alle gjenstander ble forhandlet fra Amersham

Pharmacia Biotech (Uppsala, Sverige).
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RACE-prosedyre
Ligering av adaptorer til cDNA ble utfart som beskrevet i protokollen fra

forhandler. | korthet, ble RACE-adaptorene ligert tit cDNA i et totalvolum pa 10 pl
inneholdende 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP,
0,75 ug ¢cDNA, 2 uM Marathon cDNA-adaptor (Clontech), 400 U T4 DNA-ligase.
Reaksjonen ble inkubert ved 16°C i 16 timer og 5 minutter ved 70°C for &
inaktivere ligase. Far RACE ble det adaptorligerte cDNA fortynnet 50 ganger i TE-
buffer og denaturert ved 100°C i 2 minutter og plassert direkte pa is.

Sekvensen dedusert fra 300 bp-fragmentet av UNG-genet bie benyttet for &
designere to primere for bade 3'- og 5'- rask amplifikasjon av cDNA-ender
(RACE), med en liten overlappsregion mellom de to fragmentene som dannes.
Bade 3'- og 5-RACE-reaksjonene ble utfgrt i et volum pa 50 ul med 1 ul av
fortynnet cDNA med RACE-adaptorer som templat, 0,2 uM intern 3'- (5' -
TGTACCGACATTGATGGCTTCAAGCAT-3") eller 5' - (6'- CCCATCCGCTTA-
GATCTCCATGTCCAG-3') RACE-primere, henholdsvis, 0.2 pM AP1-primer
(tilveiebragt av forhandler) (6'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3'), 40
mM Tricine/KOH pH 9.2 (25°C), 15 mM KOAg, 3.5 mM Mg(OAc)2, 3.75 pg/mi
BSA, 0.2 mM av hver dATP, dCTP, dGTP and dTTP og 1U Advantage cDNA
polymeraseblanding (Clontech). Amplifikasjon ble utfert med en GeneAmp 9700
termocycler (Perkin Elmer), 94°C i 30 sekunder, fulgt av 5 sykluser av 94°C 5
sekunder og 72°C i 3 minutter, 5 sykluser av 94°C i 5 sekunder og 70°Ci 3
minutter og 20 sykluser av 94°C i 5 sekunder 68°C 3 minutter.

Individuelle band ble renset fra en agarosegel og anvendt som templat | en

ny PCR-reaksjon med de samme betingelser som over for a generere mer DNA.

Isolering av to ulike UNG-gener
Begge RACE-fragmenter dannet, ble sekvensert ved bruk av deres

respektive interne RACE-primere. Undersgkelse av sekvensen av 5'-RACE-
fragmentet indikerer en dobbeltsekvens vanskelig a lese naer 5'-enden av
fragmentet. Imidlertid kommer det tilsyne kun én sekvens ved enden av
fragmentet pa grunn av en lang stor UTR i én av UNG-sekvensene, men ikke i den

andre. En ny primer komplementzer til denne 5'-enden, ble utformet (5'-
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ATGGAATTCGATTGAGATTGGCGCCTTTGG -3') og en ny PCR-reaksjon ble
utfert med denne, og 5-RACE-intemprimeren, med 5'-RACE-fragmentet som
templat. PCR ble utfart i et sluttvolum pa 50 pl med 40 mM Tricine/KOH pH 9.2
(25°C), 15 mM KOAc, 3.5 mM Mg(OAc)z, 3.75 ng/mi BSA, 0.2 mM dATP, dCTP,
dGTP og dTTP henholdsvis, 1U Advantage cDNA polymeraseblanding (Clontech),
10 ng cDNA som templat og 0.2 pM oppstrams- og nedstremsprimere
henholdsvis. Amplifikasjon ble utfert i en GeneAmp 9700 thermocycler (Perkin
Elmer), 94°C i 1 minutt, fulgt av 30 sykluser av 94°C i 30 sekunder, 60°C i 1 minutt
og 72°C i 1 minutt.

Fragmentet ble sekvensert ved bruk av intern RACE-primer, og sekvensen
ble trukket fra dobbeltsekvensregionen beskrevet over. En primer komplementagr
til 5p-enden av den underliggende sekvensen ble utformet (bestédende av begge
nuklectidene fra SMART-sekvensen og den gjenvaerende UNG-sekvensen), og en
PCR-reaksjon med denne og den interne 5'-RACE-primeren ble utfart. Det nye
fragment ble sekvensert som beskrevet over. Fra de to ulike UNG-sekvensene i
5-RACE-fragmentet, ble to sluttprimere (UNG1 og UNG2) laget for a isolere full-
lengde UNG1 og UNG2 henholdsvis ved bruk av cDNA som templat og samme
PCR-betingelsene som beskrevet over.

Konstruksjon av ekspresjonsvektorer

Det katalytiske domene av UNG-genet ble klonet | en ekspresjonsvektor
pTrc99A inneholdende en sterk trc-promotor oppstreams av et multippelt klonings-
sete [77]. Flere ulike konstruksjoner ble laget ved PCR-amplifisering av genet ved
bruk av dDNA som templat med oppstrems- og nedstremsprimere inneholdende
EcoRI og Sall-restriksjonsseter henholdsvis. DNA-fragmenter ble renset, spaltet
med EcoRI og Sall og ligert inn i pTrc99A-ekspresjonsvektor. | korthet, ble PCR-
fragmenter med restriksjonsseter dannet i en PCR-reaksjon (50 ul) inneholdende
40 mM Tricine/KOH pH 9.2 (25°C), 15 mM KOAc, 3.5 mM Mg(OAc)2, 3.75 pg/ml
BSA, 0.2 mM dATP, dCTP, dGTP og dTTP henholdsvis, 1U Advantage cDNA
polymeraseblanding (Clontech), 10 ng cDNA som templat og 0.2 pM oppstrems-
og nedstrgmsprimere henholdsvis. Amplifikasjon ble utfert i en GeneAmp 9700
thermocycler (Perkin Eimer), 94°C i 1 minutt, etterfulgt av 30 sykluser av 94°C i 30
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sekunder, 60°C i 1 minutt og 72°C i 2 minutter, og et sluttekstensjonstrinn pa 72°C
i 5 minutter. Individuelle band ble renset fra agarosegel og anvendt som templat i
en ny PCR-reaksjon med de samme betingelser som beskrevet overfor, for &
generere mer DNA. DNA ble renset under anvendelse av Quiaquick PCR-
rensesett (Millipore) som beskrevet av forhandler og eluert i TE-buffer, pH 8.0.
Restriksjonsenzymspalting ble utfert i et sluttvolum p& 30 pl inneholdende 1 pg
innskutt DNA eller 0.25 ng pTrc99A vektor, 6 mM Tris/HCI, pH 7.8, 6 mM MgCla,
150 mM NaCl, 1 mM DTT (BufferD, Promega) og 3U av EcoRI og Sall.
Blandingene ble inkubert ved 37°C i 3 timer, etterfulgt av to ganger fenol/-
kloroformekstraksjon, etanolfelling og resuspendering i 5 ul H2O. Ligeringer ble
uffart i et totalvolum pa 10 pl inneholdende 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 10 mM
MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 100 U T4 DNA-ligase, 250 ng vektor DNA og 1 ug
innskutt DNA og inkubert ved 16°C i 16 timer.

Kompetent E. coli JM105 (200 pl) ble transformert med ligeringsblandinger
og dyrket pa LB+ plater inneholdende 100 pg/ml ampicillin ved 37°C. Plasmid-
DNA ble reisolert fra positive kloner og transformert i E. coli NR8052 benyttet for
ekspresjon av rekombinant UNG.

Fire ulike konstruksjoner ble laget rcUNGA74 og rcUNGA740 og rcUNGA81
og rcUNGA810 hvor henholdsvis 74 og 81 av de N-terminale aminosyrene var
fiernet. Disse har henholdsvis de samme lengder som human A77 og A84 (64).
A740 og AB10 konstruksjonene har kodoner som koder for arginin 87 og 88
optimalisert for ekspresjon i E.coli, ved a forandre dem fra AGA til CGT. Alle
konstruksjoner ble gjort ved PCR som beskrevet over ved bruk av de felgende
primere og templater:

rcUNGA74 : UDGL77 (5°- ACCATGGAATTCGCAAAAGCAACGCCTGCA-37)
og UDGEND2 (5- GAGCTCGTCGACTTAGAGTGCCTCTCCAGTTTATAGG-
3') og 10 ng cDNA som templat.

rcUNGA81: UDGL84 (5- ACCATGGAATTCTTCGGAGAGACTTGGAGAAGA —
3") og UDGEND2 og 10 ng cDNA som templat.
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rcUNGA740 : (5'- ATGGAATTCGCAAAAGCAACGCCTGCAGGTTTCGGA-
GAGACTTGGCGTCGTGAG —3") og UDGEND2 og 1 ng rcUNGA810 som
templat.

rcUNGA810: (5'- ATGGAATTCTTCGGAGAGACTTGGCGTCGTGAGCTGGC-
TGC - 3') og UDGENDZ2 og 10 ng cDNA som tempiat.

Smaskalaekspresijon av uracil-DNA-glykosylase

Optimalisering av ekspresjon ble utfert i 1 liter “riflet” erlenmeyerflasker med
100 ml LB+ medium med 100 pg/ml ampicillin, inokulert med 5 ml av prekultur.
Celler ble indusert med 1 mM av IPTG ved OD600 = 2.0, og indusert ved
varierende lengde som indikert i figurtekstene. Ekspresjon ble undersokt ved bruk
av ulike temperaturer (20°C, 25°C, 30°C og 37°C).

Betingelsene over ble ogsa anvendt for & indusere ekspresjon ved ulike
IPTG-konsentrasjoner (1 mM, 0.5 mM, 0.1 mM og 0.01mM).

Fermenteringsbetingelser
Fermentering ble utfart i en 10 liters Chemap CF 3000 fermentor (Sveits).

En 200 ml prekultur av E.coli NR8052 med pTrc99A 0A84-konstruksjonen ble
inokulert til 7 liter av LB-medium supplementert med 20 mM glukose og 100 pg/ml
ampicillin. Celler ble dyrket til en OD600 pa 2.0 og indusert i 8 timer med 1 mM
IPTG. Tilleggsglukose (3 x 50 ml av 20% glukose (vekt/volum)) ble supplert
under fermenteringen for 4 unnga glukosesulting. Celler ble hgstet og sentrifugert
ved 10.000 gi 10 minutter. Cellepastaen ble frosset ved -70°C.

Rensing av rekombinant torske-UNG

Raekstrakt

Fra fermenteringen , ble 4 liter av E. coli NR8052-celler (68 g vat vekt)
resuspendert | 400 ml av ekstraksjonsbuffer (25 mM Tris/HCI, 10 mM NacCl, 1 mM
EDTA, 1 % glycerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF pH 8,0). Cellene ble gdelagt ved &
utsette dem fem ganger for en forstaver ved bruk av 100 psi av nitrogen.
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Ekstraktet ble sentrifugert 25.000 g i 10 minutter og supematanten fiemet.
Pelleten ble resuspendert i 100 ml av buffer A, og resentrifugert som beskrevet
over. Supernatantene ble kombinert og filtrert gjennom glassull (460 mi}).

Protaminsulfat

Til raekstraktet (460 ml), ble det tilsatt 60 ml av 2% protaminsulfat i buffer A
(25 mM Tris/HCI, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % glycerol, pH 8.0) og inkubert ved
4°C i 5 minutter med rering. Lasningen ble sentrifugert ved 25.000 i 10 minutter,
og supernatanten ble fjernet, 510 ml (fraksjon 1).

Q/S-sepharose
Protaminsulfatfraksjonen ble pasatt en Q-sepharose-kolonne (5.0/10) koblet

med en S-sepharose-kolonne (2.6/10), begge ekvilibrert i buffer A ved bruk av en
giennomstramningshastighet pa 10 ml/minutt. Kolonnene ble vasket med 750 mi
buffer A, og Q-sepharose-kolonnen ble sa fiemet. S-sepharose-kolonnen ble
vasket med ytterligere 550 ml buffer A + 60 mM NaCl, og en gradient pa 60 til 400
mM NaCl i buffer A ble pasatt for a eluere kolonnen under anvendelse av en
gjennomstremningshastighet pa 5 mi/minutt. Fraksjoner p& 10 ml ble oppsamiet,

og fraksjonene inneholdende UNG-aktivitet ble oppsamlet (fraksjon 2, 115 ml).

Blue sepharose FF
Fraksjon 2 ble fortynnet to ganger | buffer A og direkte pasatt en blue

sepharose-kolonne (1,6/5,0), med en gjennomstremningshastighet pa 4 ml/minutt.
Kolonnen ble sa vasket med 30 ml av buffer A og 60 ml av buffer A + 110 mM
NaCl, og eluert med 60 ml buffer A + 0.7 M NaCl. UNG-inneholdende fraksjoner
ble oppsamlet (fraksjon 3, 24 ml).

Superdex 75
Fraksjon 3 ble konsentrert til 3 ml ved bruk av en Ultrafree 15 enhet

(Millipore) og tilsatt pa en superdex 75 kolonne (2.6/60) ekvilibrert i buffer A + 0.15
M NaCl. En giennomstremningshastighet pa 2 ml/minutt ble benyttet, og
fraksjoner pa 5 ml ble oppsamlet. Fraksjoner inneholdende UNG-aktivitet ble
oppsamlet (fraksjon 4, 30 ml).
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Source 15Q

Superdex 75-fraksjonen ble diafiltrert i en Ultrafree 15 enhet (Millipore} og
omtrent 2/3 av Superdex 75-fraksjonen ble pasatt Source 15Q-kolonnen (2.6/3.0)
ekvilibrert i buffer A ved romtemperatur. Kolonnen ble vasket med 60 ml buffer A +
60 mM NaCl, og sa ble en gradient fra 60 til 210 mM NaCl i buffer A pasatt for &
eluere kolonnen. Fraksjoner ble oppsamlet pa is, og UNG-inneholdende fraksjoner
ble oppsamlet (UNG-aktivitet eluerte mellom 105 til 145 mM NaCl).

Resultatene er gitt i sekvenslisten SEQ:ID:NO. § og 6 i form av sekvensene
for cUNG1 og cUNG2, henholdsvis DNA-sekvenser og tilhgrende translaterte

proteinsekvenser.

Ekspresjon
Ekspresjon av rcUNG med pTrc99A-A810 i 7 liter skalafermenteringen ga et
totait utbytte pa 413.480 enheter av rcUNG inneholdt i raekstraktet.

Rensing

Rensing av rekombinant cUNG {A810) (rcUNG) er oppsummert i tabell 1.
Fra 4 liter av fermenteringsbatchen, ble 4,8 mg av rekombinant UNG renset til
tilsynelatende homogenitet, og molekylvekten ble bestemt til 28 kD med SDS-
PAGE. Den spesifikke aktiviteten av enzymet ble bestemt til 30.092 U/mg ved
bruk av nick-generert substrat med standard testbetingelser.

Eksempel: “Carry-over-prevention”

Metode

Som en kontaminant, ble 0,5 ng av uracil-inneholdende templat DNA (761
bp-fragment dannet fra kationisk trypsinogen fra atlantisk laks (Salmo salar) [61],
tilsatt til PCR-blandingen i et sluttvolum pa 50 pl inneholdende 10 mM Tris/HCI pH
9,0 (25°C), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 10 ng cDNA, 0,2 mM dATP, dCTP,
dGTP og dTTP henholdsvis, 2,0 uM oppstrams- (OP5) og nedstrems-primer
(NP2) henholdsvis, og 1,0 U Tag-polymerase (Promega). UNG (4 x 102 eller 1,7 x
102 U) ble tilsatt til PCR-blandingen og inkubert ved romtemperatur i 10 minutter.
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Som negative kontroller, inneholdt én PCR-reaksjonsmikstur templat med
tymidin erstattende uracil, og i én blanding erstattet vann UNG. Som en positiv
kontroll, ble 1.7 x 10 U UNG fra E. coli benyttet.

S4 ble PCR utfart ved 94°C i 4 minutter, 30 sykluser av 94°C 1 minutt, 60°C
i 1 minutt og 72°C i 1 minutt. Etter PCR’en, ble produktene analysert med
agarosegelelektroforese.

PCR primersekvenser:

OP5:
5-TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTCCCATTGACGATGAGGATGA-3

NP2:
5-GTAGAATTCGGATCCATGTCTCCTCCAGTCTAGAT-3'

Resultat

Resutatet av eksperimentet i henhold til eksempelet er vist i fig. 9. Uracil-
inneholdende templater ble degradert ved UNG i alle PCR-reaksjoner, mens
reaksjonene enten uten UNG eller med tymin-inneholdende templater ga de
forventede PCR-produktene. Resultatene i fig. 9 er vist som en figur av en
agarosegel.
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Tabell 1: Rensing av atalantisk torskelever uracil-DNA-glykosylase (rcUNG).

26

Trinn Volum  Akiivitet, Total aktivitet Protein Totalt protein  Spesifikk aktivitet Utbytte Ganger rensing

(m)  Um) U kons. {mg) {Uimg) (%)

(mg/mi)y

Raekstrakt 2000 0,086 172 4 8000 0,021 100 1
Q- 2340 0,073 170 1,66 3884 0,044 99 2
Sepharose
FF
S- 55 1,796 98,8 0,155 8,53 11,6 58 540
Sepharose
FF
Heparin 20 2,775 55,5 0,081 1,62 34,3 32 1597
Sepharose
Poly-U 70 0,446 31,2 ND. ND ND 18 ND
Sepharose
Superdex75 3 1,138 3,41 0,003 0,009 379 2 17679

a) Enzymaktivitet ble malt som beskrevet under standardtest i materialer og

metoder ved bruk av nick-substrat.

b) Proteinkonsentrasjon ble bestemt som beskrevet i materialer og metoder.

c) Proteinkonsentrasjon var for lav til & male.

Tabell 2: Substratspesifisitet ssDNA mot dsDNA

Substrat cpm % akfivitet  Ganger
dsNick 586 54 1,0
ssNick 1078 100 1,8
dsPCR 1158 52 1,0
ssPCR 2214 100 1,9
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SEKVENSLISTE

SEQ:ID:NR. 1:

DNA-sekvens av cUNG1 hvor A=adenin, T=tymidin, G=guanin, C=cytosin. Enkelt-
kiedevarietet.

GACATCCGCTTGCAAATATGTTGTTCAAG

ITAGGGITATGCCAAAGATGCATATCATCAAATCGGGTYTTACCAGGTTTA
C'I'AATTCCCCAAACTHATGTT’ITTCI‘AAATTAATGAAGATAACGCCGAAG
ARACTGAGGTCCTCAAATGTGGAACAAAACACGTCATCGCCACAGCTTTCA
GTGGAGCAGCTGGAAAGAATGGCCAAAAATAAGAAAGCAGCGCTTGACAAG
ANAGAGCAAAAG@ACGCCTGCAGGTITCGGAG.IAGACITGGAGAAGAGAG
CTGGCTGCAGAGTTTGAAAAGCCATACTTCAAACAATTGATGTCCTTTGTA
GCTGATGAGAGGAGCCGTCACACCGTCTACCCACCGGCTGATCAAGTGTAC
AGTTGGACAGAGATGTGTGACATTCAAGATGTGAAAGTAGTGATTCTAGGC
CAGGACCCTTACCACGGTCCCAACCAAGCACATGGACTCTATTTCAGTATG
CAAMGCCAGTTCCCCCTCCCCédiGTCTCGTGAACATATACAAAGAATTG
TGTACCGACATTGATGGCTTCAAGCATCCTGGACATGGAGATCTAAGCGGA
TGCGCAAAACAAGGGGTGCTGCTGCTTARCGCGETGCTGACCGTGCGGGCC
CATCAGGCCAACTCCCACARGGACAGAGGCTGGGAGACCTTCACCGACGCT

GTGATCAAGTGGCTGAGCGETCAACCGGGAAGGACGTGGTTTTCCTGTTGTGG
GGCTCATACGCCCATAAGAAGGGAGCGACCATCGACAGGAAACGTCACCAT

GTCTTGCAAGCTGTTCATCCATCTCCTTTGTCTGCTCATCGTGGGTTCCTT

GGTTGTAAGCACTTCTCCAAGGCTAACGGGCTGCTGAAACTATCTGGGACG
GAGCCTATAAACTGGAGAGCAC’I‘CTAAC‘TCTWATGCTGCCTTATACTGTT

AACTGTFITAAGATGAACATCACACTATATTPPCTACAGCTT'I_TCCAAGTT
CAAACCAATCTATAAGCTTTCATTTGTCTTTTGGAATGATGCTGCTTTTGG:
TCGGT'I'I‘I‘AGATAC'I’I‘AAAACAC‘ITI‘ACCACTCTGCCATGTTGACTC‘.ATGT
TCAGTCAATATAACTITCACAACITGAACAAAAATGTIATTTTATAATTGA
TTATATTCTGTACATTAAAGATTGTTTTTTTCCCAGGCTETTTCATAGGTA
CTAGGATATTAAACTGTTATTAACCTATTTTCCATGATGTCAACTGCTTAA
GTTTTTATGCAGAAATAAATTATATATTTA




SEQ:ID:NR. 2:
DNA-sekvens av eUNG2 hvor A=adenin, T=
kjedevarietet.

GATGGTTTAGGAGGATAGTACTTTGACACTGGTTAGCGAAGGGCAAAACG

GAGTTATTGTGCATATCGTTTTAGCCCTACGTTTAAAARATGATTGGTCAA
CAGCATATCAACTCTTTCTTCTCACCAGTTTCAAAAAAGAGAGTTTCAAAG
GAATTAGGTAAAACCGAAAAGCATGCCGAAGAAGTTCAGATAACGCCGAAG
AAACTGAGGTCCTCARATGTGGAACAAAAGACGTCATCGCCACAGCTTTCA
GTGGAGCAGCTGGAAAGAATGGCCAAAAATAAGAAAGCAGCGCTTGACAAG
ATTAGAGCAAAAGCAACGCCTGCAGGTTTCGGAGAGACTTGGAGAAGAGAG
CTGGCTGCAGAGTTTGAAAAGCCATACTTCAAACAATTGATGTCCTTTGTA
GCTGATGAGAGGAGCCATCACACCGTCTACCCACCEGCTGATCAAGTGTAC
AGTTGGACAGAGATGTGTGACATTCAAGATGTGAAAGTAGTGATTCTAGGC
CAGGACCCTTACCACGGTCCCAACCAAGCACATGGACTCTGTTTCAGTGTS
CAAAAGCCAGTTCCCCCTCCCCCCAGTCTCGTGAACATATACAAAGARTTG
TGTACCGACATTGATGGCTTCAAGCATCCTGGACATGGAGATCTAARGCGGA
TGGGCAARACARGGGGTGCTGCTGCTTAACCCEATGCTGACCETECGRECC
CATCAGGCCAACTCCCACAAGGACAGAGGCTGGGAGACCTTCACCGACGCT
GTGATCAAGTGGCTGAGCGTCAACCGGGAAGGAGTGGTTTTCCTGTTGTGG
GGCTCATACGCCCATAAGAAGGGAGCGACCATCGACAGGAAACGTCACCAT
GTCTTGCAAGCTGTTCATCCATCTCCTTTGTCTGCTCATCGTGGGTTCCTT
GGTTGTAAGCACTTCTCCAAGGCTAACGGGCTGCTGAAACTATCTGGGACG
GAGCCTATAAACTGGAGAGCACTCTAACTCTTTATGCTGCCTTATACTGTT
AACTGTTTTAAGATGAACATCACACTATATTTTCTACAGCTTTTCCAAGTT
CAAACCAATCTATAAGCTTTCATTTGTCTTTTGGAATGATGCTGCTTTTGG
TCGGTTTTAGATACTTAAAACACTTTACCACTCTGCCATGTTGACTCATGT
TCAGTCAATATAACTTTCACAACTTGAACAAAAATGTTATTTTATAATTGA
TTATATTCTGTACATTAAAGATTGTTTTTTTCCCAGGCTGTTTCATAGGTA
CTAGGATATTAAACTGTTATTAACCTATTTTCCATGATGTCAACTGCTTAA

GTTTTTATGCAGAAATAAATTATATATTTA




Aminosyresekvens til cUNG1. Konvensjonell én-bokstavbetegning av aminosyrer.

SEQ:ID:NR. 3:

M L F K

L GL C QR CTI S SNUZRVULUP-CG L

L I P QTJLCV F S KLMIEKTITUPK

K L R 8

S NV EOQIXTSS P QUL 8

V E Q L E R M A KNI EKI KA AA ATLD K
I R A KA ATUP AGT FOGETWU® RR E

L A A E F E KP Y F KOQLMSGSF V
A D E RS RHTV Y PPADOQUV Y
S W T EMCDTI QDVYV KVVYVY I L G

Q DP Y HGPNGOQAHGILTGC P S8 V
O K PV PP PP S L VNTITYZKE L

C_TDIDGFKHPGHGDLSG

W A XK Q 6 VvV L.L L NAVY L T V R A

HQANSHKDRGWI_ETFTDA

VIKWLSVNREGVVFLLW

G S Y A H X K 66 A TTIDUZRIKIRHH

P S P L S AH R G F L

v L Q A V H

¢ ¢ K H F §8$ KA NUGULULI KTILSGT

E P I N W R AL




Aminosyresekvens til cUNG2. Konvensjonell én-bokstavbetegning av aminosyrer.

SEQ.ID.NR. 4:

M I G Q

Q HI NS F F 8 PV S XK KU RV S K

E L G KTZETZ KUHA AEETVOQTITTZPEK
K L RS S5 NV EGOQTZ KT SSGPOTL 8
VEQLTEZRMMAaTEKNTEKT KA ARATLTD K
I R AKATTZ PAGTFT GETUWT®RTR RE
L AAETFETZ KT PYTFZ KOQLMSZPF V
A DERGST® RIHETVVYUPUPADG OV Y
S WTEMUGCDTIOQDVTVI KT VUV ITL G
Q D P Y H GG PN QA HGULUOCU P S V

Q K PV P P P P S L V N

I ¥ K E L

¢ T D I D @ F K HP G H GD L 8 G
W A KQG VL L L NAVULTVU RA
H Q A NS HKXKDUZ RGUWETTFT D A

vV I K W L 8§ V N REGV V FL L W

G S Y A H XK XK G AT

.D R K R H H

I

vV Lh Q AV HP 8 PL S A HU RUGT FTL

GCKH'FSKANGLLKLSGT

E P I N WZRATL




SE

(ID:NR. §
DNA-sekvens og aminosyresekvens tilhgrende translasjonsprotein av cUNG1

gacatccgettgcaaat ATG TTG TTC AAG

GTG

ATT

CTG

90

GCT

AGT

CAG

CAA

TGT

175

TGG

GGG

ATT

CTG

40

GAG

AGA

GCT

GAT

TGG
W

TTA

L

ccc

AGG

CRAG

GCA

75

GCA

GAG

ACA
T

125

GAC
D

ACC

CCT

P

CCA

i60

GAC

GCA AAA

A

K

M L
1

F

K

29

TGC CAA AGA TGC ATA TCA TCA AAT CGG GTY TTA CCA GGT TTA 80

c

CAA

25

TCC

CTG

GAG

AGG

110

GAG

TAC

GTT

ATT

CAA

195

C

ACT

TCA

GAA

60

GCA

TTT

AGC

ATG

CAC

145

CCC

GAT

GGG

R c
10

TTA TGT

L o4

AAT GTG

45

AGA ATG

ACG CCT

GAA AAG

95

CGT CAC

TGT GAC
C D

I

TTT

GAA

GCC

80

CCA

ACC

ATT
I

130

GGT CCC
G P

CCT CCC
P P

GGC TTC
G F
180

GTG CTG

AAC
N

cce
P
165

ARG

K

CTG
L

s

TCT

30

CTT

200

5

AAR

AAT

65

TTC

TTC

TAC

GAT

GCa

150

CTC

CCT

AAC
N

N R
15

TTA ATG

L M

ACG TCA

50

AAA CAA

100

CCA CCG

v

ARG

TCG

GCA

ACT

85

GCT

GTG AAR GTA

v K

v

135

CAT GGA CTC

H G

GTG AAC
v N

GGA CAT
G H
18%

GCG GTG
A v

L

ATA
I
170

GGA

G

CTG
L

L

ATA

35

CCA

GCG

TGG

ATG

GAT

120

GTG

TGT

TAC

GAT
D

P

ACG

CAG

CTT

70

AGA

TCC

Can

ATT

TTC
F

155

G
20

CCG

p

CTT

GAC

AGA

TTT

105

GTG

CTA

AGT
s

AAA GAA

K

E

CTA AGC

L

S
1580

ACC GTG CGG

T

\'4

205

R

L

ARG
K

TCA

55

ARG

GAG

GTA

TAC

GGC

140

GTG

TTG

GGA

GCC
A

131

182

233

284

335

386

437

488

539

590

641



CAT CAG GCC AAC TCC CAC AAG GAC AGA GGC TGG GAG ACC TTC ACC GAC GCT
H Q A N ) H K D R G W E T F T D A
210 215 220 225

GTG ATC AAG TGG CTG AGC GTC AAC CGG GAA GGA GTG GTT TTC CTG TTG TGG
v I K W L 8 v N R B G v v F L L w
230 235 240

GGC TCA TAC GCC CAT AAG AAG GGA GCG ACC ATC GAC AGG AAA CGT CAC CAT
G S Y A H K K G A T I D R K R H H
245 250 255

GTC TTG CAA GCT GTT CAT CCA TCT CCT TTG TCT GCT CAT CGT GGG TTC CTT
v L Q A v H P s P L S A H R G F L
260 265 270 275

GGT TGT AAG CAC TTC TCC AAG GCT AAC GGG CTG CTG AAA CTA TCT GGG ACG
G C K H F S K A N G L L K L s G T
280 285 290

GAG CCT ATA AAC TGG AGA GCA CTC TAA ctctttatgctgcecttatactgtt 947
E P I N w R A L *
285 300

aactgttttaagatgaacatcacactatattttctacagecttttocaagtt 998
caaaccaatctataagctttcatttgtcttttggaatgatgctgcttttgg 1049
tcggttttagatacttaaaacactttaccactetgeccatgttgactcatgt 1100
tcagtcaatataactttcacaacttgaacaaaaatgttattttataattga 1151
ttatattctgtacattaaagattgtttctttocccaggetgtttcataggta 1202
ctaggatattaaactgttattaacctatttteccatgatgtcaactgettaa 1253
gtttttatgcagaaataaattatatattta 1283

SEQ:ID:NR. 6
DNA-sekvens og aminosyresekvens tilh@rende translatert protein cUNG2

gatggtttaggaggatagtactttgacactggttagegaaggggaaaacyg

gagttattgtgeatatcgttttageectacgtttaaaaa ATG ATT GGT CAA

M I G Q

1
CAG CAT ATC AAC TCT TTC TTC TCA CCA GTT TCA AAA AAG AGA GTT TCA ARG
0 H I N s F F s P v s K K R v S K
5 10 15 20

GAA TTA GGT AAA ACC GAA AAG CAT GCC GAA GAA GTT CAG ATA ACG CCG AAG
E L G K T B K H A E E \' Q I T P K
25 30 35
AAA CTG AGG TCC TCA AAT GTG GAA CAA AAG ACG TCA TCG CCA CAG CTT TCA
K L R S S N \Y E ¢ K T 5 5 P o L S

40 45 50 55

GTG GAG CAG CTG GAA AGA ATG GCC AAA AAT AAG AAA GCA GCG CTT GAC AAG
\' E Q L E R M A K N K K A A L D K

692

743

794

845

896

50

101

152

203

254

305



ATT AGA

CTG GCT

90

GCT GAT

AGT TGG

125

CAG GAC

CAA AAG

TGT ACC

175

TGG GCA

CAT CAG

210

GTG ATC

GGC TCA

GTC TTG
v L
260

GGT TGT
G C

GAG CCT
E P

GCA

75
GCA

GAG

ACA

CCT

CcA

160

GAC

GCC

AAG

TAC

245

CAA

AAG

ATA

60

AAA GCA

K
GAG

E

AGG
R

A
TTT

F

AGC
s

110

GAG

E

TAC

GTT

ATT

CRA

195

ARC

TGG

GCC

GCT

CAC

280

AAC

ATG
M

CAC

145

ccc

GAT

GGG

TCC

CTG

230

CAT

GTT

TTC

TGG

ACG

GAA

95

CGT

TGT

GGT

cCT

GGC

180

GTG

CAC

AGC

ARG

CAT

265

TCC

AGA

cCcr

ARG

CAC

GAC

130

ccc

CCC

TTC

AAG

215

GTC

ARG

CcCa

ARG

GCA

GCa

BO
CCaA

ACC

ATT

ARC

cccC

165

ARG

CTG

GAC

AAC

GGA

259

TCT

GCT

cTC

65 70
GGT TTC GGA GAG ACT TGG AGA AGA GAG 356
G F G E T W R R E
85
TAC TTC AAA CAA TTG ATG TCC TTT GTA 407
Y F K Q
100 105
GTC TAC CCA CCG GCT GAT CAA GTG TAC 458
v Y P P A D Q v Y
115 120
CAA GAT GTG ARA GTA GTG ATT CTA GGC 509
o] D v K v v I L G
135 140
CAA GCA CAT GGA CTC TGT TTC AGT GTG 560
150 155
AGT CTC GTG AAC ATA TAC AAA GAA TTG 611
170
CAT CCT GGA CAT GGA GAT CTA AGC GGA €62
185 1380
CTT AAC GCG GTG CTG ACC GTG CGG GCC 713
200 205

AGA GGC TGG GAG ACC TTC ACC GAC GCT 764

220 225

CGG GAA GGA GTG GTT TTC CTG TTG TGG 815
235 240
GCG ACC ATC GAC AGG AAA CGT CAC CAT 866
255
CCT TTG TCT GCT CAT CGT GGG TTC CTT 917
270 275
AAC GGG CTG CTG AAA CTA TCT GGG ACG 968
N G L L K L s G T

285 290

TAA ctctttatgctgeccttatactgtt 1019




295 300

aactgttttaagatgaacatcacactatattttctacagcttttccaagtt
caaaccaatctataagectttcatttgtettttggaatgatgetgettttgyg
tcggttttagatacttaaaacactttaccactcectgecatgttgactcatgt
tcagtcaatataactttcacaacttgaacaaaaatgttattttataattga
ttatattctgtacattaaagattgttttttteccaggetgtttcataggta
ctaggatattaaactgttattaacctattttccatgatgtcaactgcttaa
gtttttatgcagaaataaattatatattta

1070
1121
1172
1223
1274
1325
1355
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