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1. Inngangur

1.1 Sumarexem i hestum

Sumarexem (equine insect bite hypersensitivity eda sweet itch), er langvinnur
arstidarbundinn hudsjukdomur i hestum, vegna ofnemisvidbragda af véldum smamys
af aettkvislinni Culicoides (Brostrom, Larsson, & Troedsson, 1987; Halldorsdottir,
Lazary, Gunnarsson, & Larsen, 1991). Vid bit spytir flugan inn préteinum sem valda
ofnemi af gerd I (hypersensitivity type I) sem er bradaofnemi og pvi fylgir framleidsla
a IgE motefnum (Anderson, Belton, & Kleider, 1988; Wilson, Harwood, Bjornsdottir,
Marti, & Day, 2001). A seinni stigum ber lika 4 ofnaemi af gerd IV (hypersensitivity
type IV) sem eru siobuin ofnemisviobrogo (delayed hypersensitivity) (Fadok &
Greiner, 1990; Halldorsdottir & Larsen, 1989). [ ofneemissvari framleida og losa
mastfrumur (mast cells) og basafrumur (basophiles) histamin, sulfidoleukotriene og

adra bolgupeetti (Marti et al., 1999).

L [ [ ] <«had

W protein ur flugu (énaemisvaki - ofnemisvaki)

600 ir gegn innanfru

%, Thi-fruma) —» VA gegn innanfrumu
\ % o syklum t.d. veirum
*

S\ varnir gegn utanfrumu
= syklum t.d. snikjudyrum og
ofnzemi af gerd I med IgE

Mynd 1. Sumarexem af véldum smamys proteina
Smamyid bitur hestinn og spytir inn proteinum sem valda Tu2 6namissvari. Onemissvarid verdur ad
ofn@missvari med framleidslu IgE moétefna. Mynd eftir Sigurbjorgu Porsteinsdottur.

Synifruma
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1.1.1 Einkenni

Fyrstu sjdanlegu einkenni sumarexems lysa sér me0 litlum sarum 4 had hesta, sem
myndast pegar peir nudda sér upp vid hluti i umhverfinu vegna klada af véldum
flugnabitsins. Med timanum geta sarin ordid stzrri og syking komist i pau. Onnur
hefobundin einkenni eru pykknun hudar, harlos og hridurmyndun sem verdur vegna
endurtekinna ofn@emisvidbragda. Sarin eru oftast vid fax, tagl og boéga/herdarkamb en
einnig 4 kvidi, h6foi, sidum, hals og bringu (Anderson et al., 1988; Bjornsdottir,
Sigvaldadottir, Brostrom, Langvad, & Sigurdsson, 2006).

1.1.2 Orsakavaldur og ahaettupeettir

Faraldsfredileg rannsékn sem var gerd 4 &runum 1997-1998 i Danmérku, Svipjod og
byskalandi syndi ad yfir 50% islenskra hesta, sem hafa verid fluttir t, f4 sumarexem
eftir tveggja ara dvol 1 nyjum heimkynnum, ef peir eru & flugusvedum og ekki vardir
gegn smamyinu (Bjornsdottir et al., 2006). Adeins 6-9% islenskra hesta sem eru faeddir
erlendis, pjéast af sumarexemi (Brostrom et al., 1987; Halldorsdottir & Larsen, 1991;
Reiher, 2004). Tioni sumarexems fer eftir hversu mikid hestarnir eru utsettir fyrir
smamyinu. { pvi sambandi skiptir mali fjoldi ara fra utflutningi peirra, lifsskilyrdi fyrir
smamyid i beitilondunum svo sem raktun beitilands, rakastig a beitilandi, skjol og opin
vatnssvaedi , en smamyio prifst best 1 heitu og roku umhverfi (Bjornsdottir et al., 2006;
Blackwell, 2001). Samanburdarrannsékn 4 60rum kynjum hesta 4 somu svedum hefur
ekki verid gerd, en talid er ad pettir eins og breytt umhverfi, breytt vedratta, ny flora
auk alags vegna flutninga hafi neikveed ahrif 4 6na@miskerfi islensku hestanna sem gerir
pa berskjaldada (Bjornsdottir et al., 2006).

Flest hestakyn geta fengid sumarexem en algengi er misjafnt 4 milli landa og
landsvaeda. Sjukdomurinn er ekki pekktur i hestum 4 fslandi par sem smamy lifir ekki
par (Bjornsdéttir et al., 2006). A hinn boginn er bitmy (Simulium vittatum, ,,black fly*)
algengt. Bitmyid bitur spendyr og pd pad valdi ekki sumarexemi er helmingur hesta
sem eru med sumarexem lika komnir med ofnaemi gegn bitmyi. betta bendir til
sameiginlegra ofnaemisvaka i Culicoides spp. og Simulium spp. Asteedan fyrir pvi ad

hestar 4 Islandi f4 ekki sumarexem getur verid su ad peir eru Utsettir fyrir bitmyi i mun
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styttri tima en hestar sem dvelja annars stadar i Evropu og eru bitnir af smamyi. A
fslandi lifir bitmyid einungis 2-3 manudi 4 ari og einkum vid straumvatn, auk pess sem

vedratta i landinu er pvi 6hagstad (Hellberg et al., 2006).

1.1.3 Meodferd

bao er ekki til nein medferd vid sumarexemi i hestum en reynt hefur verid ad notast vid
antihistamin lyf i brdda tilvikum. Lyfin virka mjog takmarkad par sem pau hindra
einungis virkni histamins, sem er bolgumidlandi efni, en vid bradaofnemi losna einnig
onnur bolgumidlandi efni svo sem sertonin, kinin og prostaglandin. Notkun a
glukocorticosteroidum hefur borid agetis drangur i sumum tilfellum, en pau virka
bolgueydandi. Okostur vid notkun peirra er ad langvarandi notkun & cortikosterum
getur valdid balingu 4 on@miskerfinu sem getur leitt til sykinga auk annarra
aukverkana sem langvarandi steranotkun getur orsakad (Anderson et al., 1988). Einnig
er notast vid réoandi smyrsl (sterar + staddeyfilyf) til ad draga Gr einkennum (Blackwell,
2001).

Besta leidin til ad halda einkennum nidri er ad hindra adgengi smamysins ad
hestunum. Flestar tegundir Culicoides eru virkastar vid solaruppras og solsetur &
sumrin og pvi er malt med pvi ad hafa hestana i husi 4 peim tima solarhringsins.
Einnig er radlegt ad halda hestunum & vindasémum, purrum beitilondum, eda nota
sérautbunar abreidur 4 pa og hindra par med adgengi flugnanna ad peim (Anderson et

al., 1988; Bjornsdoéttir et al., 2006).
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Mynd 2. Sumarexems hestur
Hestur med abreidu til varnar smamysbiti. Mynd fra Sigurbjorgu Porsteinsdottur.

1.2 Onaemiskerfid

Onamiskerfid er varnarkerfi likamans gegn syklum og 68rum meinvoldum. bad eru
akvedin liffeeri og frumur sem taka patt og tilheyra énzemiskerfinu. I hryggdyrum er
Oonzmiskerfinu skipt i tvo paetti, medfeedda og dunna onemiskerfid, sem vinna saman
vid ad vernda likamann gegn syklum sem eru honum skadlegir (Janeway, C. A. jr.,

Travers, Walport, & Shlomchik, 2005a).

1.2.1 Liffeeri og frumur dnaemiskerfisins

Frumur 6n@miskerfisins eru upprunnar fra blodmyndandi stofnfrumum i beinmerg sem
skiptast i mergfrumuforvera og eitilfrumuforvera. Sumar frumutegundir proskast
beinmergnum en adrar fara med blodi til annarra liffeera og né fullum proska par
(Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005a).

Mergfrumuforverar eru forverar kornfruma (granulocytes), storatfruma
(marcrophages), angafruma (dendritic cells) og mastfruma (mast cells) medfedda
onemiskerfisins. Storatfrumur eru ein priggja tegunda atfruma og eru dreifdar it um

alla likamsvefi. ber proskast ur einkjornungum (monocytes) i storatfrumur vid pad ad
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fara ur blooi yfir 1 vefi par sem paer virkjast. Angafrumur eru sérhaefdar i pvi ad taka
upp 6nemisvaka i bl6di og tja pa a yfirbordi sinu svo ad T- eitilfrumur geti greint pa.
Mastfrumur proskast i vefjum. Per halda sig adallega nalaegt litlum @&dum og pegar paer
virkjast losa per fra sér efni sem hefur ahrif & gegndraepi ®da. Mastfrumur eru best
pekktar fyrir hlutverk sitt i ofnemissvari en paer eru einnig taldar skipta mali { a0
vernda yfirbord slimhuda gegn meinvoldum. Kornfrumum er skipt i prjar tegundir;
dauffrumur (neutrophiles), syrufrumur (eosinophiles) og basafrumur (basophiles).
Framleidsla kornfruma eykst i Gn@missvari en liftimi peirra er stuttur. Dauffrumur eru
atfrumur og eru lang algengastar og mikilvaegastar i medfeddu dnaemisvidbragoi.
Syrufrumur eru taldar gegna mikilvaegu hlutverki i snikjudyrasykingum. Basafrumur
eru taldar gegna svipudu hlutverki og mastfrumur (Janeway, C. A. jr., Travers,
Walport, & Shlomchik, 2005a).

Eitilfrumuforverar eru forverar eitilfruma (lymphocytes) og nattarulegra
drapsfruma (natural killer cells, NK). Eitilfrumur skipast i B-eitilfrumur og T-
eitilfrumur. B-eitilfrumur proskast i métefnamyndandi plasmafrumur pegar paer virkjast
en T-eitilfrumur skiptast i tvo flokka T-fruma; CD4 jakvadar (CD4") T-hjalparfrumur
og CD8 jakvadar (CD8") T-drapsfrumur (cytotoxic T cells). CD4" T-hjalparfrumur
skiptast i tvo undirflokka. Annar undirflokkurinn nefnist Tul frumur, og hinn Tu2
frumur. Ofnami af gerd I er 4 Ty2 braut. CD4" T- hjalparfrumur framleida
onemisbodefni (cytokines) og flakkboda (chemokines) i 6nemissvari. bPaer bregdast vid
innanfrumusyklum med pvi ad virkja storatfrumur og T-drapsfrumur sem drepa
veirusyktar frumur. Vid utanfrumusyklum virkja paer adallega motefnaframleidslu B-
fruma (Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005a).

Liffeerum onamiskerfisins er skipt i frumeitilvefi; beinmerg og hostarkirtil
(thymus), par sem eitilfrumur eru virkjadar, og eitilvefi; eitlar og milta, par sem
Oonzmissvar aunna on@miskerfisins hefst og eitilfrumum er vidhaldid. Bedi B-frumur
og T-frumur myndast 1 beinmerg en B-frumur proskast i beinmerg en T- frumur ferdast
med blodi til hostarkirtils og proskast par (Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, &
Shlomchik, 2005a).
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1.2.2 Medfaedda dnaemiskerfid

Medfaedda onemiskerfid er fyrsta varnarkerfi likamans sem greinir innrasaradila sem
sykil og raesir Onemiskerfid til varnar. Pad greinir lika 4 milli mismunandi tegunda
sykla. Kerfid er samsett ur nokkrum mismunandi varnarpattum og varnarpréskuldar
eins og hud, slimhtd, munnvatn, tarvokvi og lagt syrustig meltingarvegarins eru mjog
virkir peettir. Ef sykill kemst aftur & moti innfyrir pessa proskulda taka frumur og
efhapettir medfeedda onaemiskerfisins vid. Efnapaettir eru til deemis leysiensim,
interferon, defensin og magnakerfid (complement system) (Janeway, C. A. jr., Travers,
Walport, & Shlomchik, 2005¢; Ledin, 2004).

Frumur medfaedda dnaemiskerfisins eru atfrumur sem bindast, gleypa og melta
meinvalda. Helstu atfrumurnar eru stoératfrumur og dauffrumur. Adrar mikilvegar
frumur sem taka patt i medfeddu dnamissvari eru nattarulegar drapsfrumur sem hafa
pad hlutverk ad virkja storatfrumur og drepa syktar frumur og krabbameinsfrumur, auk
syrufruma sem seyta efnum 0r granilum sinum & sykla sem eru of storir til ad haegt sé¢
ad gleypa pa (Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005¢c; Ledin, 2004).

bad sem virkjar medfaedda onemiskerfid eru dkvedin mynstur 4 yfirbordi sykla
svo sem fitufj6lsykrungar (lipoplysaccharides) &4 gram neikvaedum bakterium eda
ometylerud CpG stef. Pessi mynstur geta virkad sem bindlar sem bindast Toll vidtokum
(Toll-like receptors) & yfirbordi varnarfruma svo sem storatfruma, dauffruma og
angafruma. Adrir virkjunarpaettir geta verid 4thtidun af voldum magnaproéteinsins C3b,
motefna eda lektina (Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005¢; Ledin,
2004).

Einn helsti eiginleiki medfeedda dnaemiskerfisins er sa hversu fljott pad bregst
vid innrés sykils. Flestar paer frumur og efnapettir sem taka patt i onemissvari eru
pegar til stadar 4 peim stodum sem sykilinn getur mégulega komist inn. Rasing
medfaedda onemiskerfisins er undanfari raesingar 4 &unna 6namiskerfinu (Janeway, C.

A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005c; Ledin, 2004).
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1.2.3 Aunna énamiskerfid

Aunna 6nzmiskerfid einkennist af 6namisminni sem nytist i endurteknum sykingum af
sama sykli og er undirstada bolusetninga. Kerfid er par ad auki mjog sérvirkt, greinir &
milli allra hugsanlegra gerda af 6nemisvokum og getur greint 4 milli eigin og framandi
sameinda (Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005a; Ledin, 2004).
Aunna énzmiskerfinu er skipt i tvo kerfi; vessabundna énzmiskerfid og
frumubundna 6namiskerfid. B-frumur, sem framleida motetni, tilheyra vessabundna
Oonzmiskerfinu og T-frumur sem tilheyra frumubundna 6namiskerfinu. Badar
frumutegundirnar pekkja dkvedna dn@misvaka med hjalp himnubundna vidtaka sem
peaer hafa 4 yfirbordi sinu. Hver og ein eitilfruma tjair einungis eina tegund vidtaka &
yfirbordi sinu sem pekkir eina tegund 6nemisvaka (Janeway, C. A. jr., Travers,

Walport, & Shlomchik, 2005a; Ledin, 2004).

1.2.4 Onzemisvakar og 6namissvar

Onazmisvakar eru hverskonar efni sem aunna énzmiskerfid bregst vid med
onamissvari sem er T-frumusvar og métefnasvar. Onaemisvakar eru oftast protein en
geta einnig verid kolvetni, kjarnsyrur og fleiri sameindir (Janeway, C. A. jr., Travers,
Walport, & Shlomchik, 2005a).

begar angafruma tekur upp 6nemisvaka brytur hun hann nidur i peptio sem hiin
flytur aftur Gt & yfirbor0 sitt og umbreytist vid pad i synifrumu (antigen presenting
cell). Peptidin bindast 4 annadhvort MHC I eda MHC II sameindir (major
histocompatibility complexes) sem sidan bindast viotokum T-fruma og virkja peer.
CD4" T-hjalparfrumur bindast onamisvaka sem er 8 MHC II sameind 4 synifrumu, og
taka patt i 6rvun B-frumu proskunar og sérhafingu vessabundins 6nemis. bar sja lika
um ad virkja T-drapsfrumur og storatfrumur i frumubundnu 6naemi. CD8" T-
drépsfrumur bindast 6na@misvaka sem er 8 MHC I sameind 4 synifrumu og drepa
veirusyktar frumur og krabbameinsfrumur med frumurofi (Janeway, C. A. jr., Travers,
Walport, & Shlomchik, 2005a; Ledin, 2004).

T-frumur framleida dnaemisbodefni sem eru proteinsameindir med litinn

molpunga. T-hjalparfrumur i hvild framleida ekki déna@misbodefni en pegar per virkjast
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verda paer ad Tu0 frumum sem sidar sérhaefast i Tyl frumur eda Tu2 frumur eftir pvi
hvert synifruma styrir peim. Tyl 6nemissvar tekur adallega patt i frumubundnu 6naemi
en Tu2 dnaemissvar tekur patt 1 6rvun & vessabundnu 6nemi med framleidslu motefna

(Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005a; Ledin, 2004).

Tho IL-4 I
Synifruma il4
il-12

Mynd 3. Onzmissvar

Synifruma (angafruma) synir Tu0 hjalparfrumu 6namisvaka, og styrir henni med bodefnum sem TuO
hjalparfruma bregst vid. IL-4 styrir 6naemissvari inna Tu2 braut sem Tu2 frumur framleida medal annars
sjalfar, en einnig mastfrumur og basafrumur. Onamisbodefnid IL-12, sem medal annars storatfrumur og
angafrumur framleida, veldur sérhaefingu TuO fruma i Tul frumur. Innanfrumu bakteriur og veirur valda
einnig Tul onemissvari. IFN—y (g) sem Tul frumur framleida veldur frumubundnu 6n@mi med virkjun
storatfruma, dauffruma og T-drapsfruma. Einnig 6rvar bodefnid IgG moétefnamyndun sem orvar frumuat
onazmisvaka. Svartar orvar tdkna jakveeda virkni en raudar drvar takna hamlandi virkni. Mynd breytt fra
Romagnani, 2006. Myndatexti fra Ledin, 2004.

1.2.5 Ofnaemisvakar og ofnaemissvar

Ofnamisvaki er onemisvaki sem onemiskerfid @tti ekki ad bregdast vid undir
edlilegum kringumsteedum. Ofnemisvakar valda pvi ofnemissjukdomum par sem
onzemiskerfid bregst vid skadlausum vaka med myndum IgE moétetna (Janeway, C. A.
jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005b). Pad eru nokkur atridi sem ofn@misvakar

eiga sameiginlegt;

Steerd: Ofnamisvakar eru oft litil protein eda pettir (15-40 kDa) tengdir proteinum
(Ledin, 2004).

Skammtastzerd: Utsetning fyrir morgum litlum skommtum af vaka hefur oft meiri
ahrif heldur en fair storir skammtar (Ledin, 2004).

Innkomuleid: Ofnemisvakar sem komast inn fyrir varnarproskulda likamans vekja

oftar IgE motefnasvar ef peir koma inn um hid eda dndunarveg, heldur en um
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meltingarveg (intraperiotenal = innankvidarhols) (Ledin, 2004). Algengir
ofn@misvakar eru ensim, en liffredileg virkni peirra audveldar peim innras (Janeway,
C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005b).

Onzemisglzedir: Ofnzemisvakar sem gefhir eru i lithum skommtum med alum geta
audveldlega ordi0 ofnemisvakar par sem alum er Ty2 styrandi 6nemisgladir (Ledin,

2004).

Til pess ad vaki geti valdid ofnaemi parf einstaklingur ad verda utsettur fyrir honum ad
minnsta kosti tvisvar sinnum. Ofnemissvari er pvi hagt ad skipta i tvo stig sem eru
na&ming og svorun. bPegar onemiskerfid kemst i kynni vid ofnemisvaka i fyrsta sinn
tekur synifruma hann upp og brytur hann nidur i peptid sem bindast MHC II sameind.
eitlum styrir synifruma 6n@missvarinu inna Tu2 braut og ofnemisvaka sértekar B-
frumur framleida IgE motefni. IgE motetnin fara sidan ut 1 bl6oid par sem pau bindast
vidtokum (FceRI) 4 yfirbordi mastfruma i vefjum og basafruma i blodi. bessi
frumbinding veldur neemingu. Pegar 6na@miskerfid verdur vart vid ofnemisvakann
aftur sidar, fara einkenni ofnemis ad gera vart vid sig. Ofnemisvakinn resir
mastfrumur og basafrumur med pvi ad krossbinda IgE 4 yfirbordi peirra sem sidan
veldur losun 4 peim efnum Gr frumunum sem valda einkennum ofnamis, sja mynd 4

(Janeway, C. A. jr., Travers, Walport, & Shlomchik, 2005b; Ledin, 2004).
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Mynd 4. Ofnemissvar

Histamin veldur auknu gegndrapi &0a, proteasar brjota nidur vefjabyggingar, IL-3 orvar fjélgun
mastfruma, PGD: veldur berkjusamdretti og gerir dauffrumum vidvart 4 medan LTC4 6rvar slim
framleidslu. Mastfrumur eru adallega bundnar vid yfirbord vefja og eru tilt6lulega langlifar en
basafrumur ferdast um med blodi og hafa stuttan liftima. Mynd endurbztt fra Sigurbjorgu
borsteinsdottur. Myndatexti fra Ledin, 2004.

1.2.6 Ofnaemi af gerd |

Ofneemi af gerd I er svokallad bradaofnaemi par sem einkenni geta komid fram 4 mjog
stuttum tima eftir a0 ofna@misvaki hefur raest Onemiskerfid. Framleidsla IgE moétefna er
eitt helsta merki um bradaofnaemi sem veldur losun bolgupétta og annarra efna tr
mastfrumum og basafrumum. Helmingunarliftimi IgE métefna 1 sermi er mjog stuttur
en motefnin eru bundin moétefnavidtokum 4 mastfrumum eda basafrumum i vikur eda
jafnvel manudi (Ledin, 2004). Pad getur skyrt af hverju sumir hestar med sumarexem
hafa einkenni 4 veturna pratt fyrir ad smamyio sé ekki a kreiki 4 kdldustu manudum
arsins (Anderson et al., 1988). Siobuid ofnemissvar sem er T-frumu midlad fylgir oft

bradaofnaemi (Ledin, 2004).
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1.3 Smamy

Attkvislin Culicoides tilheyrir &tt lismya (Ceratopgonidae) sem eru tvivengjur
(diptera). Um pad bil 1400 tegundir eru pekktar innan @ttkvislarinnar og eru per
dreifdar nanast um allan heiminn nema a Norduheimskautslandi,
Sudurheimskautslandi, Nyja Sjalandi og 1 syOstu hluta SudurAmeriku (Blackwell,
2001).

Culicoides eru bitflugur og eru um 50 tegundir innan @ttkvislarinnar pekktar
sem svokalladir ferjur! fyrir sykla og snikjudyr i menn og adrar lifverur (Blackwell,
2001). Flugan er ekki nema um 0,5 pg ad pyngd, 1-2 mm ad lengd og vengjalengd
hennar er um 1-2 mm (Blackwell, 2001; Featherstone, 2006; Nielsen & Nielsen, 2002).
Vegna staerdar sinnar prifst flugan best i heitu (>10°C), roku og lygnu umhverfi.
Tegundirnar prifast vid mismunandi adstedur og eru pvi mismunandi eftir
landsvedum. Til deemis er tegundina Culicoides nubeculosus adallega ad finna &
beitilondum og fjolgar flugan sér i tadi (Blackwell, 2001).

Smamy er skadast fra mai til september, pegar heitt er i vedri (Featherstone,
2006). Flugurnar eru virkastar i lj6saskiptum, vid solaruppras og sélsetur, pegar peer
narast (Blackwell, 2001). Fullvaxta flugur nerast adallega 4 blomasykri, en einnig 4
trjadkvodu og rotnandi plontum (Featherstone, 2006). Eftir frjovgun parf kvenflugan a
bl6odi ad halda til ad verpa. Misjafnt er & milli smamystegunda & hvada dyri
kvenflugurnar kjosa ad nzrast, en ef umhverfisadstedur eru dhagstedar eru peer
teekiferissinnar og bita pad sem er peim naest. Vitad er ad lyktarskyn og sjonraenir
peettir spila inni valid 4 fedu og 4 petta vid um adrar tegundir bitflugna svo sem bitmy
og moskitoflugur (Blackwell, 2001). Kvenflugan notar nedri kjalka og munnlimi til ad
bita gat 4 hud dyrsins. Sidan myndar hiin pipu ir munnlimunum sem hun stingur {
bitsarid og spytir inn munnvatni sem inniheldur &davikkandi og bélguvaldandi efni
asamt blodstorkuhindra og sygur um leid upp blodio (Featherstone, 2006; Wilson et al.,
2001). Um leid og hun hefur lokid vid maltidina losar hun fra sér feromoén, sem er
lyktarhormon, sem ladar ad adrar kvenflugur. Kvenflugan getur verpt allt fra nokkrum

tugum eggja til hundrad. Egginn klekjast it 4 innan vi0 sdlarhring og fjogur lirfustig

! Ferja: smitberi sem ber sykil fra einum hysli til annars.
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koma 1 kjolfarid. Fjoroa lirfustigid er dvalastig & veturinn og um vorid umbreytist lirfan
i ptipu 1 Orfaa daga sem proskast i fullvaxta flugu,(Blackwell, 2001), sem lifir i 20-30
daga (Featherstone, 2006).

Mynd 5. Culicoides sp. og Simulium sp.

Kvenflugurnar neerast 4 blodi til ad geta verpt. Culicoides sp. til vinstri Simulium sp. til samanburdar, til
haegri. Myndir sottar pann 10.04.07 af:http://www.socgenmicrobiol.org.uk/JGVDirect/18705/Figs/F5.jpg
og http://www3.imperial.ac.uk/portal/pls/portallive/docs/1/889900.JPG

1.4 Ofnzemisvakar i bit- og stunguflugum

Allt bendir til pess ad ofn@misvakar sumarexems s¢ ad finna i munnvatnskirtlum
smamys kvenflugunnar. begar flugan bitur fornarlamb sitt spytir hin inn vokva med
ymsum efnum. Protein seydi ur munnvatnskirtlum C. variipennis innihalda
blédstorkuhindra sem kemur 1 veg fyrir virkni storkufaktors Xa, molpungi 28 kDa,
a@0avikkandi prétein, 22-23 kDa og apyrasa, 35 kDa, sem hindrar ADP-hvetjandi
blodfloguvirkjun. Oll pessi protein skipta miklu méli fyrir smdmyid pegar pad narist
og eru 0ll likleg til ad vera ofna@misvakar i hrossum sem f4 sumarexem (Wilson et al.,
2001).

Islenskir hestar i Sviss voru rannsakadir til ad komast ad pvi hvada protein i
smamyinu varu ad bindast I[gE métefnum i sermi peirra hesta sem pjadust af
sumarexemi. Fjoldi ofnemisvaka i munnvatnskirtlum sméamys og moélpungi voru
athugadir med onemisprykki. Seyti ur munnvatnskirttum Culicoides nubeculosus var
rafdregid. Alls voru 68 islenskir hestar rannsakadir; 42 sumarexemshestar og 26

heilbrigdir hestar til samanburdar. Fimm protein, 48, 47, 22, 15 og 13 kDa, bundu IgE
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ur 50% eda fleiri af sumarexemshestunum og eru pvi talin vera adalofnemisvakar
(major allergens). Prétein med molpunga 32 og 19 kDa bundu IgE ar pridjungi
hestanna og 7 hestar af 42 med sumarexem hofou IgE sem bast proteini med mélpunga
75 kDa. Einn hestur sem syndi engin einkenni sumarexems hafoi einnig IgE sem batt
75 kDa proteinbandid og greindist nokkrum manudum sidar med exem. I heildina voru
tiu IgE bindandi prétein i munnvatnskirtlum flugunnar med molpunga 75, 66, 52, 48,
47,32,22/21,19, 15, 13/12 kDa. Tvo, 66 og 52 kDa proétein bundu oftar IgG moétefni i
sermi hestanna en IgE moétefni (Hellberg et al., 2006).

Moskitoflugur eru ad finna i flestum 16ndum, og fyrir utan ad vera syklaferjur, valda bit
peirra 6pegindum og jafnvel ofnemi. Ofneemisvakana eru ad finna i munnvatnsseyti
flugnanna, en flugur med sundurskorna munnvatnskirtla valda ekki ofneemi, en paer
geta naerst og verpt eggjum. Um pad bil 20 protein hafa verid greind i munnvatni

moskitoflugunnar Aedes aegypti, sja toflu 1 (Peng, Estelle, & Simons, 2004):

Tafla 1. Aedes aegypti munnvatnsprotein. Greindir ofnemisvakar i flugunni eru

feitletradir (Peng et al., 2004).

Protein nafn Sameindapungi (kDa)
a-amylasi 1 81,5
Apyrasi 68
o —glukosidasi 67
Esterasi 65
Anticoagulant factor Xa 54
Aed a Xi 44
Aeda Xo 37
Female specific protein, D7 (Aed a 2) 37
Female specific protein, D7 (Aed a 3) 30
Sialokinin 1,4
Anti-tumor necrosis factor Opekkt
Lysozym Opekkt

A. aegypti er talin vera skedasti moskitoskadvaldurinn i heiminum og hefur marga
sameiginlega ofneemisvaka med 60rum moskitotegundum, svo sem Culex pipiens
quincuefasciatus (Peng et al., 2004). Ofneemisvakinn hyalironidasi hefur medal annars

fundist 1 Cx. quincuefasciatus (Ribeiro, Charlab, Pham, Garfield, & Valenzuela, 2004).
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Fjogur protein 1 4. aegypti hafa verid greind sem ofnemisvakar i flugunni og eru
feitletrud 1 toflu 1. Apyrasi er adenosine triphosphate diphosphohydrolasi sem hindrar
ADP-hvetjandi blodfloguvirkjun. Aed a 2, D7 préteinid, er upprunanlega proteinid sem
skilgreinir stora fjolskyldu af D7-skyldum préteinum. Liffradileg virkni Aed a 3
préteinsins er ekki pekkt, en a —glukosidasi er leysanlegt glykoprotein sem
moskitoéflugur seyta pegar per nerast a sykri og blodi (Peng et al., 2004).
Munnvatnsprotein i tiu moskitotegundum, dreifdum um allan heim, voru
rannsokud. [ heildina fundust 3-16 proétein i hverri tegund sem bundu IgE, tr folki med

moskitéofnaemi, i dnemisprykki og voru 4 bilinu 16-95 kDa (Peng et al., 2004).

Nokkrar tegundir stunguflugna valda ofneemi i ménnum og dyrum pegar per stinga.
Flugurnar tilheyra @tt @dvengja (Hymenoptera) og eru Apoidea (byflugur), Vespoidea
(wasps, hornets og yellow jackets; vespur og geitungar), og Formicidae (fire ants;
maurar). Tafla 2 synir ofneemisvakana sem er ad finna i pessum skordyrum (Fitzgerald

& Flood, 20006).

Tafla 2. Ofn@misvakar i byflugum, vespum/geitungum og maurum. Megin
ofna@misvakarnir i stunguflugunum eru feitletradir (Fitzgerald & Flood, 2006; King &
Spangfort, 2000).

Skordyrategund Ofnzemisvaki

Phospholipasi A2

Hyaluronidasi

Mellitin

Byflugur Acid phosphatasi

Mastfrumu degranulating peptid (Peptio 401)
Minimine

Apamin

Biogenic amin

Phospholipasi A;
Hyaluronidasi

Antigen 5

Vespur/Geitungar Biogenic amin

Kinin

Mastfrumu degranulating peptid
Acid phosphatasi

Phospholipasi
Maurar Biogenic amin
Hyaltronidasi
Piperidines
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Mellitin i byflugum er protein sem breytir gegndrapi frumuhimna og veldur losun
histamins. Proteinid er talid vera adal orsakavaldur stadbundins sarsauka auk pess
veldur pad losun katelkdéamina sem dsamt phospholipasa Az veldur innanadar
raudkornarofi. Hyalironidasi breytir gegndrepi frumuhimna og med pvi ad brjota nidur
kollagen audveldar ensimid 60rum ofn@misvoldum inngdngu i vefi (Fitzgerald &
Flood, 2006). Mellitin er um pad bil 30-50% af purrvigtarrimmali stunguvokva
byflugna (bee-venom) en hefur minni ofnamisvirkni en hyaluronidasi og
phospholipasi. Acid phosphatasi er glykoprotein sem getur valdid histaminlosun ur
basafrumum (Hoffman, 2006). Peptid 401 veldur losun bélgupatta Gr mastfrumum og
apamin er taugaeitur sem verkar 4 manuna. { vespum og geitungum eru pad medal
annars kinin sem valda sarsauka 4 stungustad. Adalofnemisvaki pessara stunguflugna

er antigen 5, en liffraedileg virkni proteinsins er ekki pekkt (Fitzgerald & Flood, 2006).

1.5 Hyaluronidasi

Hyaluronidasar (HGS) er flokkur ensima sem sja um nidurbrot hyalaronsyru. Virkni
ensimanna tengist einnig nidurbroti brjoskvefja og brjosksulfata (chondroitin sulfates),

en sundrunarhvarfid er mun haegvirkara (Stern & Jedrzejas, 2006).

1.5.1 Flokkun hyaluronidasa og virkni

Hyaluronidosum er skipt i prjd megin flokka eftir virkni; tvo flokka af endo-f-N-acetyl-
hexoaminidésum (hryggdyra-HGS og bakteriu-HGS) og einn flokk af endo-f-
glucuronidésum (blodsugu-HGS) (Stern & Jedrzejas, 2006).

Hyaluronidasar hryggdyra nyta sér vatnsrof vid nidurbrot hvarfefna. Hvorfin
eru innanfrumu sundrunarferli (nonprocessive endolytic process) sem gefa ad mestu
leyti af sér fjorsykrur (tetrasaccharides). I bakterium eru hyaluronidasaensim sem
kallast eliminasar eda lyasar. Eliminasar brjota nidur glykogen tengi med f-elimination
med pvi ad baeta nyju, dmettudu tengi vid sameindina. Endo-f-glucuronidasa er ad
finna 1 blodsugum sem eru lidormar og i vissum krabbadyrum. Litid er vitad um
pennan flokk ensima en virkni peirra er talin likjast meira ensimvirkni hyaltronidasa i

hryggdyrum meira en bakterium (Stern & Jedrzejas, 2006).
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Auk pess sem hyaluronidasaensim hryggdyra nyta sér vatnsrof vid nidurbrot hvarfefna
til hvotunar efnahvarfa pa hafa pau einnig transglycosidasavirkni med getuna til pess ad
krosstengja hyaltronsyrukedjur. A9 6llum likindum geta ensimin einnig krosstengt
hyaluronsyrukedjur vid kedjur brjoskvefja eda brjosksulfot en pessi virkni hefur ekki
verid naegjanlega rannsdkud og stadfest (Stern & Jedrzejas, 2006).

1.5.2 brividdarbygging hyaluronidasa

Birt hefur verid prividdarbygging hyalironidasa r stunguvokvakirtlum byflugna (bee
venom). Préteinid er hnattlaga og fengust paer upplysingar med rontgenkristallografiu.
Byggingin af ensiminu synir a0 rifa liggur pvert yfir sameindina og er negjanlega stor
til ad rama hyalaronsyrufjollidu. Y firbord rifunnar er pakid med vardveittum
amindsyru afleidum sem eru ad mestum hluta til jakvett hladnar eda vatnsfalnar. betta
leidir til pess ad hyaltronsyran, sem er neikvett hladin og hefur 4 yfirbordi sinu
vatnsfaelinn sykruhring, getur bundist. A annarri hlid raufarinnar er hvetjandi hlid
(catalytic site) sem er umlukt 6rvandi aminosyruafleidunni Glul13 (glutamic syra).
Nidurbrotshvorfin fara fram i raufinni 4 ensiminu par sem hyalaronsyran binst (Stern &
Jedrzejas, 2006).

Vidauki I synir samanburd a4 aminosyrurdd hyaluronidasa byflugunnar Apis
mellifera og smamyinu Culicoides sonorensis (einungis hluti af geninu/proéteininu hefur
verid radgreint).

Hyaluronidasi 1 byflugum hefur svipada virkni og sama ensim i hryggdyrum.
Hyaluronidasar hryggdyra tilheyra flokki ensima sem eru kolvetnisvirk og tilheyra
glycosidase fj6lskyldu nr. 56. Héfundar sératbuins gagnagrunnar sem heldur utan um
pessar flokkanir, setja ensim med svipada DNA 160 og proteinbyggingu i sama flokk.
Hagt er ad nalgast pennan gagnagrunn a vefsidunni afmb.cnrs-

mrs.fr/~cazy/CAZY /index.html (Stern & Jedrzejas, 2006).
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Mynd 6. Prividdarbygging hyalironidasa tr byflugu

A. (P/a)s TIM barrel bygging préteinsins. Raufin par sem hyalironisyran (HA) og bygging
sameindarinnar er synd. Mynd breytt fra Stern & Jedrzejas, 2006.

B. Yfirbordsmynd af préteininu. Frumefni ensimsins eru i mismunandi litum. Kolefni (C): grent, nitur
(N): fjolublatt, Surefni (O): rautt og brennisteinn (S):gult. HA er synd par sem htn binst raufinni &
ensiminu. Mynd breytt fra Stern & Jedrzejas, 2006.

1.5.3 Virkni hyaluronidasa i bitflugum

Hyaluronidasi 1 byflugum er naskyldur sama ensimi i 6drum @&dvangjum
(Hymenoptera) og mynda pessi ensim krossvirkni i ofn@missvari. Hyaluronidasi i
e0vengjum verkar sem endo-f-N-acetyl-D- hexoaminidasi og brytur par med
hyaltironsyru nidur i fjérsykrur. Hyaluronsyra er slimfjolsykra og er i rikulegu magni i
bandvef spendyra og virkar ensimid pvi sem einskonar utbreidslu pattur. Eftir ad
e0vengja hefur stungid audveldar ensimid gegnfledi annarra efna sem flugan seytir
fra sér (Soldatova et al., 1998).

Rannsokn, sem var gerd & virkni hyaluronidasa i bitmyi, syndi ad virkni
ensimsins minnkadi allverulega eftir ad flugan hafoi naerst 4 bl6di. Pessar nidurstodur
benda til pess ad ensiminu hafi verid seytt eftir bloomaltid. Auk pess gafu
nidurstodurnar til kynna ad skordyr sem nardust 4 blodi seyttu pessu tiltekna ensimi i
peim tilgangi ad dreifa blédstorkuheftandi pattum sem finnast i munnvatni peirra
nalagt bitstad og jafnvel 1 peim tilgangi ad staekka bitsarid. Par ad auki er ensimid talid
hafa ahrif 4 ofnemissvar fornarlambsins og hafi pydingu vid arboveiru-smitun en

flugan getur borid veiruna (Ribeiro, Charlab, Rowton, & Cupp, 2000).
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1.7 Adferdafraedi

1.7.1 Gerd cDNA safns

cDNA-safn er Utbtid med pvi ad einangra RNA Ur viokomandi liffaeri eda frumum.
RNA-safnid er sidan notad sem eftirmyndunarmot til nymyndunar DNA-safns med
hjéalp afturvirks umrita. DNA-synid sem notast er vid i pessu verkefni er A-Zap 11
cDNA-safn sem er utbuid Ur um pad bil 1400 munnvatnskirtlum Culicoides

nubeculosus flugunnar og framleitt af GATC Biotech i byskalandi.

1.7.2 HOnnun visa

Til a0 na sem bestum arangri 1 kedjuverkandi fj61lidun (PCR) purfa visarnir sem notast
er vid ad uppfylla dkvedin skilyrdi (Strachan & Read, 2004a):

Steerd: Askileg staerd visa er & bilinu 18-25 basar ad lengd.

Basasamsetning: GC-innihald visanna & ad vera 4 bilinu 40-60%.

Braeosluhitastig (TM): Mismunur & TM hita tveggja visa sem eru notadir saman a
ekki a0 vera meira en 5°C.

3" endi: 3’ endi annars visisins & ekki ad vera motsvarandi neinum hluta i hinum
visinum pannig a0 peir geti parast.

Moétsvarandi radir innan sama visis: Ef 5" endi visis getur bundist 3" enda sinum,
pad er ad visirinn hefur i sér moétsvarandi radir, veldur pad pvi ad r6din myndar tvipatta

DNA sem getur ekki bundist DNA-r6dinni sem magna 4 upp.

1.7.3 Kedjuverkandi fjollidun, PCR - Hot start PCR

Kedjuverkandi fjollidun er adferd til ad fjolfalda dkvedid svedi i DNA-mengi, svo sem
eitt akvedid gen, med hjalp visa. Visarnir eru hannadir til ad bindast sitt hvoru megin
vid pad svaoi 4 erfdaefninu sem oskad er eftir ad fjolfalda. Adferdin byggir & pvi ad
tvipatta DNA er edlissvipt med hita svo ad tveir einpatta DNA strengir myndist sem eru
mot hvor af 60rum. Visarnir tveir bindast DNAinu og vinna hvor { sina att, annar dfram

(forward) og hinn afturabak (reverse). Saman vinna visarnir Gr gagnstaeori att og magna
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upp svedid sin & milli. Lykilatrioid til ad petta geti att sér stad er notkun hitapolins
fjollidunarensims (polymerasa) sem batir nikle6tidum (dNTP) & vaxandi kedjuna og
byr pannig til afrit af frumritinu. Nyja DNA-afritid er sidan notad sem mot til ad gera
annad afrit og pannig magnast sama svadi0 4 milli visanna upp med kedjuverkandi
fjollidun. Hitapolna fj6llidunarensimid sem medal annars er unnid ar hitakeru
bakteriunni Thermus aquaticus (Taq DNA polymerasi). Okostur pessa ensims er sa ad
pad skortir 3'—5" exontikleasa virkni og getur pvi ekki leidrétt peer villur sem eiga sér
stad 1 eftirmynduninni. Annad fjollidunarensim, sem nefnist Pfu polymerasi og er unnid
ur bakteriunni Pyrococcus furiosus, hefur aftur 4 méti pennan kost umfram Taqg-

fjollidunarensimid og hefur notkun pess pvi aukist (Strachan & Read, 2004a).

Fjollidunarhvarfinu er skipt 1 prjé peetti sem koma hver 4 eftir 60rum og mynda eins
konar hringhvarf (Strachan & Read, 2004a):

DNA edlissvipting: Tvipatta DNA er edlissvipt i einpatta DNA-strengi med hita, oftast
a bilinu 93°C - 95°C.

Tenging visa: Hér eru visarnir ad bindast einpatta DNAinu. Bindi hitastigio (TA =
annealing temperature) er oftast 4 bilinu 50-70°C, en pad fer eftir breedsluhitastigi (TM
= melting temperature) visanna. Pad er god pumalfingursregla ad hafa TA um pad bil
5°C laegra en TM. bvi heerra sem hitastigid er pvi minni likur eru 4 pvi ad visarnir
bindist Osértaekt.

DNA-nymyndun (lenging): Lengingin fer oftast fram vid 70°C — 75°C, par sem

fjollidunarensimid baetir nikledtidunum vid vaxandi kedjuna.
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Mynd 7. Kedjuverkandi fjéllioun (PCR)

Myndin synir hvernig PCR hvarfid gengur.

Mynd s6tt pann 15.04.07 af: http://www.tulane.edu/~dmsander/WWW/109/GeneticEngineering3.gif, og
texti & mynd islenskadur.

Fjollidunarhvarfid er 1atid ganga mislengi, en pad parf ad minnsta kosti 25 hringi til
pess ad negjanlegt magn af DNA magnist upp pannig ad pad sé sjaanlegt i agardsa eda
polyakrilamidhlaupi. Virkni fjéllidunarensimsins er lika takmarkandi og oftast virkar
Tag-fjollidunarensim ekki fyrir fleiri en 25-30 hringi (Sambrook, Fritsch, & Maniatis,
1989a).
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Hot-start PCR er adferd sem hefur verid proud til ad auka sérteekni PCR-hvarfsins.
Med pvi ad blanda sama 6llum PCR hvarfefnum 4dur en fyrsta edlissvipting fer fram
geta visarnir frekar bundist 6sértaekt. Til ad minnka moguleikann & pvi er Taq-
fjollidunarensiminu ekki batt t i synin fyrr en pau hafa n4d um pad bil 60°C hita.
DNA nymyndun byrjar pvi ekki fyrr en sértaek binding &4 milli visa og DNA-m6ts hefur
att sér stad (Strachan & Read, 2004a).

1.7.3 Rafdrattur a agardsahlaupi

Agaroési er linuleg fj6llida sem er unninn Gr pérungum og er notadur til rafdrattar a
DNA-butum. Rafdrattur & agardsahlaupi er hefobundin adferd til ad adgreina, einangra
og hreinsa DNA-buta. bessi tegund hlaups getur adgreint DNA-buta sem eru allt fra
200 basa por upp 1 um pad bil 50 kb ad sterd (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989b).

Nokkrir peettir hafa dhrif 4 pad hversu hratt DNA butarnir adgreinast & hlaupinu
(Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989b):

DNA sameindapungi: Pvi meiri sem sameindapunginn er pvi haegar fer DNAI0 i
hlaupinu.

Styrkur agardésahlaups: Pvi meiri sem styrkur agardsa er i hlaupi peim mun betri
adgreining fast 4 steerd DNA-sameinda.

Logun DNA sameindar: Hringlaga og linulaga DNA-sameindir ferdast mishratt eftir
hlaupinu.

Rafspennustyrkur: Pvi meiri sem spennan er pvi minni verdur adgreiningin.

Stefna rafsvids: DNA-sameindir sem eru sterri en 50-100 kb ad lengd fara eftir
hlaupinu 4 sama hrada ef stefna rafsvidsins helst stodug. S¢é stefnunni breytt reglulega
eru steerri sameindir lengur ad skipta um stefnu en minni sameindir.

Basasamsetning og hitastig: Basasamsetning DNA-sameindar og hitastig rafdrattarins
hefur ekki mikil 4hrif & pad hversu hratt DNA-sameindin fer 1 hlaupinu ef hitastigid
helst & bilinu 4°C-30°C.

Ahrif innskotslitarefna: Ethidium bromid er flarljomandi litur sem er notadur til ad

gera DNA 1 agardsahlaupi sjdanlegt i Gtfjolublau 1j6si. Litarefnid minnkar rafdrattar
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hreyfigetu linulegs DNA um 15% med pvi ad fara inn & milli basapara og gera pau
stifari.
Samsetning rafdrattardia: Hradi DNA i rafdreetti er hadur samsetningu og jonastyrk

dua. Pvi meiri sem jonastyrkurinn er pvi hradar fer DNAIQ eftir hlaupinu.

1.7.4 Radgreiningar PCR og radgreining

Radgreining byggist 4 pvi ad notud eru dideoxy-nukel6tio (ddNTPs) auk peirra
hefobundnu nukledtida (ANTP’s) sem eru i DNA. Dideoxy-ntkleotid eru i raun eins
byggd og venjuleg nikledtid, nema pau innihalda vetnishép (hydrogen group) 4 3’
kolefni i stad hydroxyl hops (OH). Pegar pessi umbreyttu ntikle6tio eru innlimud i
radgreiningar-PCR, hindra pau ad fleiri niikle6tio geti tengst. Petta er vegna pess ad
phosphddiester tengi getur ekki myndast & milli dideoxy-ntkleo6tidsins og nasta
nukleotids sem vill tengjast og stoppar pvi DNA-kedjan 4 peim stad (Strachan & Read,
2004b).

Adur en DNAIJ er radgreint er framkvaemt svokallad radgreiningar-PCR par sem DNA
er e0lissvipt 1 einpatta DNA med hita. DNA-syni er blandad saman vid hvarfefnalausn
sem inniheldur eimad vatn, dua, visi, ddNTP auk DNA-fj6llidunarensims sem baetir
nukleotidunum 4 vaxandi DNA-kedjuna. Dideoxy-nukleo6tidin eru flarmerkt hvert med
sinum lit (G, A, T, C) svo hagt sé¢ ad pekkja pau i ,,hlaupinu®. Ut tr hvarfinu myndast
einpatta DNA-butar sem eru mislangir sokum pess ad tilviljunin ein redur pvi hvenar
flarmerkti basinn kemst inn. Radgreiningar-PCR lausnin (hvarfefni + syni) er hreinsud
adur en hun er sett i radgreiningartaekid. I radgreiningartzkinu er glerpipusila med
hlaupi sem synin eru rafdregin i. Nedst i hlaupinu er leiser sem skytur inn ljosi af
akvedinni bylgjulengd sem flarmerktu basarnir bregdast vio og flarljéma vid
mismunandi bylgjulengdir, pegar peir fara framhja honum i rafdraettinum. Ljésid fra
leisernum endurkastast og toppur myndast fyrir hvern basa/lit. Nidurstédur eru sidan
gefnar upp 1 eins konar linuriti par sem litadir toppar (fjorir litir = einn fyrir hvern basa)
koma fram og gefa til kynna stadsetningu basans i DNA-r6dinni (Strachan & Read,
2004b). Myndir sem syna hvernig gédar og slemar radgreiningar lita Gt eru i vidauka

IX.
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2. Markmid verkefnis

Markmi0 verkefnisins var ad klona og radgreina hyaluronoglucosaminidase-genio ur A-

Zapll cDNA safni, Gtbinu Gr munnvatnskirtlum Culicoides nubeculosus smamysins.

Notast var vid ferjuvisa auk visa sem utbunir voru eftir birtri hyalironidasa genar6d ur
Culicoides sonorensis (vidauki IV), dsamt visum sem utbunir voru eftir radgreindri r60d
C. nubeculosus med litninga-labbi (chromosomal walking) (vidauki V). Auk pess var
notast vid visa sem utbunir voru eftir vel vardveittum amindsyrusvedum a
hyalironidasagenum bitflugna (vidauki VI). Med pvi ad bera saman sterd sama gens i

00rum skordyrum ma datla ad genid sé 900-1200 basapdr (vidauki III).
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3. Efni og adferdir

Svyni:
Tafla 3. Munnvatnskirtlasath ar Culicoides nubeculosus
Syni Pynning
A-Zap 11 cDNA KN694 Opynnt [1,75 x10"! pfu/mL]
A- Zap 11 cDNA KN694 1:5
A- Zap 11 cDNA KN694 1:10

Eliane Marti sem starfar vid Haskolann 1 Bern handplokkadi 1400 munnvatnskirtla ar

C. nubeculosus, og A-Zap 11 cDNA safnid var framleitt af GATC Biotech i byskalandi.

Visar: Visar eru pantadir frA TAG Copenhagen. Sja honnun visa i vidaukum IV, V og
VL

Tafla 4. Ferjuvisar

Visar Tm (°C) Basaroo
M13 (_4()) — Fw 52’8 5’- GTT TTC CAG TCA CGA -3°
T7 — Fw 53.2 5- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3’
ZAP II E-Ad.seq — Fw (17) 61:8 5°-TC TGG ACC TTG GCT GTC ACT C- 3’
ZAP 11 X-Ad.seq — Rev (32) 62.1 5'-GAT GTC TCG TAA GGT CCT CCG T -3'

Tm: Melting temperature (braedsluhiti)
Fw: Forward (4fram)

Rev: Reverse (afturdbak)

E-Ad.seq: EcoR I adapter sequence primer
X-Ad.seq: Xho I adapter sequence primer
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Tafla 5. Sértekir visar

Visar Tm (°C) Basaroo
Cn.HGS.82 — Rev 532 5'-CAC AGC CAT TTA ATG CGA TT -3'
Cn.HGS.83 — Rev 5 5:3 5'-CCA CAG CCA TTT AAT GCG AT -3'
Cn.HGS.93 — Rev 573 5'-CGA CAA TAT CCC ACA GCC AT -3'
Cn.HGS.96 — Rev 57’3 5'-CAT CGA CAA TAT CCC ACA GC -3'
Cn.HGS.163 — Rev 57:3 5'-CCC ACG AAC AAA TTG GAC TC -3'
Cn.HGS.182 — Rev 573 5-GAT ATC CTT CAC GCA TTC GC -3'
Cul.s3 (17) - Fw 53:2 5'- TAA TAT GAA TGG CGG TGC AA -3’
Cul.s3 (501) — Rev 53,8 5~ AAA TAT TTC AGG TCA TTA TGA CAA A -3'
Cul.s3 R2 — Rev 532 5'-TTG CAC CGC CAT TCA TAT TA -3’
C.son GGVPQEG — Fw 59:8 5'- GGA GGA GTT CCA CAA GAA GGA -3’
C.son WGYYAFP — Fw * 54.0 5'- TGG GGA TAT TAT GCA TTT CCA -3’
C.son FPYCFNMN — Rev 59:6 5'-GCC ATT CAT ATT AAA ACA ATA CGG AAA TC-3'
C.nub. GGVPQEG — Fw * 59,8 5'- GGT GGT GTA CCA CAA GAA GGA -3’
C.nub. GGVPQEG — Rev 59.8 5"-TCC TTC TTG TGG TAC ACC ACC -3’
C.son MCN- HGS (Fw) 55,8 5'- ATG TGT AAT CAA TAT CAA ATG AAT TTT TCA -3'
C.son TYE-HGS (Fw) 52,5 5'-ACA TAT GAA GTT TAT CAA AAT GGA -3'
C.son FRG-HGS (Fw) 50,1 5'-TTT AGA GGA AAT GCA ATT TCA -3'
C.son SIL-HGS (Fw) 52,0 5-TCA ATT TTG TAT GAT CCA GGA -3'
C.son SIL-HGS (Rev) 52,0 5'-TCC TGG ATC ATA CAA AAT TGA -3'

Tm: Melting temperature (braedsluhiti)

Fw: Forward (4fram)
Rev: Reverse (afturdbak)

* Visarnir voru ekki notadir, pvi peir nddu inna svaedi sem hafoi tekist ad radgreina

adur en peir voru profadir.
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3.1 Kedjuverkandi fjollidun (PCR)

Taeki:
PCR teki: PTC-200; Peltier Thermal Cycler fra MJ RESEARCH.

Tafla 6. PCR hvarfblanda (heildarmagn 20 pL/syni)

Hvarfefni Magn per syni (uL) Mastermix (uL)*
DNA 1 -
Thermodui 2 2 x fj6ldi syna
dNTP (2 mM) 1 1 x fj6ldi syna
Fw. visir (20 pm6l/uL) 1 -
Rev. visir (20 pmdl/uL) 1 -
Taq DNA fjollidunarensim 0,1 -
dH.O 13,9 13,9 x {joldi syna

*Blanda skal mastermix fyrir eitt aukasyni, til a0 tryggja nagilegt magn fyrir 61l synin.
Thermodui: ThermoPol Buffer fra New England Biolabsinc.
dNTP: 10 mM dNTP blanda fra MBI Fermentas.

Taq DNA fjollidunarensim: Taq DNA polymerase frda New England Biolabsinc.

Adferdarlysing:

1.

Byrjad er 4 ad blanda mastermix i sérutbunu PCR huddi til ad fordast DNA mengun
i syni. Merkt eru tvo eppendorf glos, annad fyrir mastermix (M) og hitt fyrir
polymix (P).

[ mastermix glasid er fyrst sett dH>O, parnast thermodua og ad lokum dNTP.
Blanda varlega.

(Polymix: 0,1 x fjoldi syna + X pL af mastermix = 1 pL i syni).

X pL af mastermixi eru settir i polymix glasio og X pL af Taqg-fjollidunarensimi er
beett Gti. Heildarmagn af polymixi 4 a0 samsvara pvi ad 1 pL af polymixi fer i hvert
syni i PCR takinu. (ath. 1uL 4 ad vera afgangs).

16 pL af mastermixi eru settir i PCR synaglos + 1 pL af Fw visi + 1 pL af Rev visi.
1 uL af DNA er batt Gt i PCR synaglosin fyrir utan PCR huddid. Ath. DNA syni
ma4 aldrei fara i PCR huddio.
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PCR prégram - Hot start:

1. Tekid er sett af stad og 14tid na ad minnsta kosti 60°C.

2. Synaglosin eru sett 1 teekid og 1uL af polymix er beatt uti glosin, lok sett & og
teekinu lokad. Ath. hér skal hafa hradar hendur svo ad synin gufi ekki upp.

3. 95°C13:00 min (edlissvipting erfdaefnis).

4. 94°C10:10 min (edlissvipting erfdaefnis).

5. 50°C10:30 min (binding visa vid DNA moét — TA) TA fer eftir TM visa.

6. 72°C10:50 min (lenging).

7. 72°C17:00 min (lenging).

8. 4°C endalaust.

Skref 4 til 6 er endurtekid 29 sinnum.

95°C ‘ 94°C 72°C ’ 72°C

50°C 4°C
3:00 0:10 0:50 7:00

0:30 )

3.2 Rafdrattur PCR afurdar a agarésahlaupi

Taeki:

Rafdrattarker: POWER PAC 300 fra BIO RAD.

Framkollunartaeki: UVP, White/UV Transilluminator.

Prentari fyrir framkdllunarteeki: SONY Digital graphic printer, UP-D860E.

Tafla 7. LE Agarosa hlaup
Efni Magn Magn Magn
(1% litid hlaup) (1% stort hlaup) (1,5% litid hlaup)
Agarosi* 03¢g 05¢g 045¢
0,5 x TBE dui 30 mL 50 mL 30 mL
Ethidium bromid (EBR)** 2 dropar 2-3 dropar 2 dropar

*Pvi meiri sem styrkur agardsa er i hlaupi pvi betri adgreining fest 4 littum DNA

sameindum.

27



Einangrun & hyaltronidasageni ur smamyi sem mogulegum ofna@misvaka i sumarexemi i hestum

**Ppar sem ethidium bromid er krabbameinsvaldandi efni skal umgangast pad med
varud.
Agar6si: Seakem®LE Agarose fra Cambrex Bio Science Rockland, Inc.

TBE: Tris-borat EDTA (vidauki VI).

Hlaupid er steypt i loftraestu 6ryggishuddi og er gert medan a4 PCR hvarfi stendur.

Adferdarlysing:

1. Plast hlaupmot er jafnvaegisstillt pannig ad hlaupid verdi alveg larétt og syni i

réttum fleti.

2. Agarosa og 0,5 x TBE dua er blandad saman i keiluflosku og hitad i 6rbylgju par til

agardsinn er leysist upp i dianum og lausnin verdur alveg ter.

3. Lausnin er kaeld med pvi ad halla floskunni og setja botn hennar undir kalda
vatnsbunu. Ekkert vatn ma komast ofan i floskuna.

4. Tveir dropar af ethidium bromid eru settir 1t i lausnina og blandad lauslega og svo
er henni er hellt i hlaupmétio. Loftbolur eru fjarlegdar ef par hafa myndast.

5. Greida/mot fyrir 8-15 brunna er stungid 1 hlaupid eftir ad pvi hefur verid hellt.

Hvaoda sterd af greidu/moti er notud hverju sinni, fer eftir pvi hversu mikid rammal

a a0 rafdraga.

6. Hlaupid storknar 4 15-20 minatum.

7. begar syni eru tilbuin til rafdréttar er greidan tekin Gr hlaupinu og pvi komid fyrir i
rafdrattarkeri. Gata skal pess ad negjanlegur dui sé i kerinu pannig ad hann fljoti
yfir hlaupid.

8. Synum og sterdarvidomidi (ladder) er hladid 4 hlaupid.

9. Lok er sett 4 og teeki sett af stad. Rafdregid er vid 70 V 1 30-35 minttur. DNA syni
sem eru neikveett hladin vid hlutlaust pH fara fra katodu (- skauti) til anodu (+
skauts) en EBR fer i pverdfuga att.

10. Eftir rafdratt er tekin mynd af hlaupinu 1 teeki sem lysir Gtfjolubldu 1j6si og er
stjornad af forriti (Grab-IT) 1 télvu sem pad er tengt vid. Tolvan er tengd vid

prentara sem prentar it mynd af hlaupinu.
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Tafla 8. Blondun synis fyrir rafdratt (10 uL i hvern brunn)

Efni Magn (uL)
DNA (PCR afurd) 1
10 x RSB 1
dH,O 8

10 x RSB: RSB dui (Restriction Stop Buffer) er hledslulitur sem er notadur vid rafdratt.
Hlutverk hans er ad pyngja synin svo ad pau dreifist jafnt og haldist nidri { brunnunum
og fljoti ekki uppuar. Auk pess gefur hann synunum lit sem audveldar hledslu syna a
hlaupid. 1,5 pL af RSB dua er notadur fyrir hverja 10uL sem 4 ad rafdraga (vidauki
VID).

“Ladder” er 1 Kb DNA stigi, sem er notadur sem sterdarviomid i rafdraetti. Stigin
hentar vel til ad steerdargreina linulegt, tvipatta DNA sem er allt fra 500 bp til 12 Kb,
og Ut fra honum er haegt ad datla hversu stor bondin eru sem myndast i rafdreetti.

Venjulega eru notadir 1-2 pL af efninu 1 hvern rafdratt/brunn (vidauki VII).

3.3 PCR afurda rafdrattur og Odda PCR

3.3.1 PCR afurda rafdrattur

Taeki:

Rafdrattarker: POWER PAC 300, BIO RAD.

Framkollunartaeki: UVP, White/UV Transilluminator.

Prentari fyrir framkdllunarteeki: SONY Digital graphic printer, UP-D860E.

Ef visar bindast 0sérstaekt i PCR hvarfi og morg bond myndast i rafdraetti parf ad
einangra bondin med odda PCRi. Synin eru rafdregin aftur og meira magn af syni notad

i hvern brunn. betta er gert 1 peim tilgangi ad f4 sterkari bond sem 6ll eru vel adskilin.
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Tafla 9. LE Agarosa hlaup

Efni Magn (1% litio hlaup) | Magn (1,5% litio hlaup)
Agardsi 03¢g 045¢g
0,5 x TBE dui 30 mL 30 mL
Ethidium bromio (EBR) 2 dropar 2 dropar

Blondun synis:

S¢ atlunin ad notast vid 6pynnta PCR afurd (DNA) er 1,5 pL af 10xRSB beett 1t i

synid fyrir hverja 10 uL sem 4 a0 rafdraga. Breytilegt er hversu mikid magn af DNA er
rafdregid hverju sinni en pvi meira DNA sem er notad pvi sterkara band faest. S¢

atlunin ad pynna synid er eimad vatn (dH20) notad til pess.

Ladder: BRL 1 Kb (1-2 uL)

Rafdrattur: 70 volt 1 30-60 min. Pvi lengur sem rafdregid er pvi betri adskilnadur faest &
milli DNA banda. Gata skal pess ad rafdraga ekki of lengi pvi ad bondin geta nad ut
fyrir hlaupid. Par sem DNA og ethidium bromid fara i gagnstaedar attir i rafdraetti getur

of langur rafdrattartimi valdid pvi ad illa gengur ad greina DNAI0 i agarosahlaupinu.

3.3.2 Odda PCR

Taeki:
UV taki: FOTODYNE Incorporated.
PCR taki: PTC-200, Peltier Thermal Cycler fra MJ RESEARCH.

Odda PCR er gert i peim tilgangi ad einangra morg rafdrattarbond i sama syni og
magna pau upp til ad hagt sé¢ ad radgreina pau. Adferdin er hefobundin kedjuverkandi
fjollidun. Pipettuodda er stungid ofan i rafdrattarband & agardsahlaupi og latinn ofan i

PCR hvarfefnablondu med videigandi visum.
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Tafla 10. PCR hvarfblanda (heildarmagn 20 puL/syni)

Hvarfefni Magn per syni (uL) Mastermix (uL)*
DNA Magn af pipettuoddi -
Thermodii 2 2 x fjoldi syna
dNTP (2mM) 1 1x fjoldi syna
Fw. visir (20 pm6l/uL) 1 -
Rev. visir (20 pmol/uL) 1 -
Taq DNA fjollidunarensim 0,1 -
dH.O 14,9 14,9 x {joldi syna

*Blanda skal mastermix fyrir eitt aukasyni til ad tryggja nagilegt magn fyrir 6ll synin.

Adferdarlysing:

1.

Byrjad er 4 ad blanda mastermix i sérutbunu PCR huddi til ad fordast DNA mengun
i syni. Merkt eru tvo eppendorf glos, annad fyrir mastermix (M) og hitt fyrir
polymix (P).

[ mastermix glasid er fyrst sett dHO, par nzst thermodua og ad lokum dNTP.
Blanda varlega.

(Polymix: 0,1 x fjoldi syna + X pL af mastermix = 1 pL i syni)

X pL af mastermixi eru settir i polymix glasio og X pL af Taqg-fjollidunarensimi er
beett Gti. Heildarmagn af polymixi 4 a0 samsvara pvi ad 1 pL af polymixi fer 1 hvert
syni i PCR takinu, (ath. 1pL & ad vera afgangs.)

17uL af mastermixi er sett i PCR synaglds + 1 uL af Fw visi + 1 uL af Rev visi.
Agaro6sahlaup sem inniheldur PCR afurdar rafdratt er sett ofan a taeki sem lysir
utfjolublau (UV) ljosi. UV 1j6sid gerir kleift ad bondin sjaist og pipettuodda er
stungid 1 pau bond sem 6skad er eftir a0 magna upp. Bondin eru skorin it med
einnota skurdblodum, sett i eppendorf glos og sidan i frysti (-20°C). (Ath. nota skal
sér skurdblad fyrir hvert band til ad fordast DNA mengun & milli syna.)
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PCR prégram - Hot start:

1. Tekid er sett af stad og 14tid na ad minnsta kosti 60°C.

2. Synaglosin eru sett 1 teekid og 1uL af polymixi er beett ti glosin, lok sett 4 og
teekinu lokad. Ath. hér skal hafa hradar hendur svo ad synin gufi ekki upp.

3. 95°C13:00 min.

4. 94°C10:10 min.

5. 50°C 1 0:30 min.

6. 72°C10:50 min.

7. 72°C17:00 min.

8. 4°C endalaust.

Skref 4 til 6 er endurtekid 29 sinnum.

95°C ’ 94°C 72°C ‘ 72°C

50°C 4°C
3:00 0:10 0:50 7:00

0:30 )

3.4 BigDye radgreiningar PCR

3.4.1 Hreinsun PCR afurdar med ExoSAP

Taeki:
PCR taki: PTC-200, Peltier Thermal Cycler fra MJ RESEARCH.

PCR afurd er hreinsud med ExoSAP til ad brjota nidur allt einpatta DNA.

Tafla 11. Blondun PCR afurdar med ExoSAP

Efni Magn (uL)
PCR afurd 10
ExoSAP-IT 4

Ex0SAP-IT: ExoSAP-IT® fra USBe. Efnid inniheldur exonukleasa og fosfatasa sem
brytur nidur allt einpatta DNA. Notadir eru 2 pL fyrir hverja 5 uL af PCR afurd.
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Adferdarlysing:
1. PCR afurd og ExoSAP-IT er blandad saman i PCR synaglds og pau sett i PCR takid.

PCR program:
1. 37°C1i15 min.

2. 80°C1 15 min. (Afvirkjun ensima).

Synin eru geymd 1 frysti (-20°C) ef radgreining er ekki gerd samdagurs.

3.4.2 Ljésmeeling ExoSAP afurdar

ExoSAP afurd er ljosmeld til ad stadfesta hversu mikid magn af DNA er i syni.
Teaeki:

Ljoésmelir: GeneQuant pro fra Biochrom.

Kuvetta: 5 mm Quartz ultramicro fra Biochrom.

Tafla 12. Pynning synis fyrir ljosmelingu (1:10 — 10 pL)

Efni Magn (uL)
ExoSAP afurd 1
dH,O 9

Adferdarlysing:

1. Synin eru pynnt 1:10 i dH>O.

2. Kuveikt er 4 ljosmaliteekinu og pad stillt 4 DNA.

3. 10 pL af dH2O eru ljosmeeldir til ad nullstilla tekid.

4. Synin eru meld hvert af 6dru og nidurstodur skradar nidur jatn 6dum. Ath.
kavettan er skolud 4 milli hvers synis med 15 pL af dH20.

5. 1lokin er kiivettan skolud 3-5 sinnum med 150 pL af dH>O einu sinni med 150 puL
af 100 mM NaOH og i lokin med 150 pL af 100 mM HCL.
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3.4.3 Radgreiningar PCR

Taeki:

PCR taki: PTC-200, Peltier Thermal Cycler fra MJ RESEARCH.

Tafla 13. PCR hvarfblanda (10 pL/syni)

Hvarfefni Magn per syni (uL) Mastermix (uL) *
BigDye 1 1 x fjoldi syna
Dui 1,5 1,5 x fj61di syna
Visir 2uM) 1,6 -
DNA 1 -
dH.0 4,9 4,9 x fjoldi syna

* Blanda skal mastermix fyrir eitt aukasyni til a0 tryggja nagilegt magn fyrir 61l synin.
BigDye: BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit fra Applied Biosystems.
BigDye er ljosneemur og inniheldur AmpliTaq DNA fj6llidunarensim, dia, ANTP og
ddNTP.

Dui: BigDye® Terminator v1.1; v3.1 5x Sequencing Buffer fra Applied Biosystems.

Adferdarlysing:

1. Byrjad er 4 ad blanda mastermix i sératbunu PCR huddi til ad fordast DNA mengun
i syni. Merkt er eitt eppendorf glas sem buid er ad hylja ad utan med alpappir til ad
fordast ad 1j6s komist ad BigDye lausninni.

2. 1 mastermix glasid er fyrst sett dH,O, parnast duia og ad lokum BigDye. Blanda
varlega. BigDye lausnin er tekin 0t ur frysti rétt &0ur en hun er sett it i mastermixid
til ad fordast sem mest adgengi ljoss ad henni. A sama tima skal slokkva 1jos i PCR
haddi til 6ryggis.

3. 7,4 pL af mastermixi eru settir i PCR synaglos + 1,6 uL af Fw visi eda 1,6 uL af
Rev visi. (Ath. fyrir hvert DNA syni sem 4 a0 radgreina er gert tvofalt radgreiningar
PCR par sem Fw visir fer i annad glasid og Rev visir 1 hitt.)

4. 1 pL af DNA er batt at i PCR synagldsin fyrir utan PCR huddio. (Ath. DNA syni
ma aldrei fara i PCR huddio.)
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PCR program:

96°C 1 1 min.

96°C 1 10 sek.

50°C 1 5 sek. (Hitastigio redst af pvi vio hvada hitastig PCR hvarfid var keyrt vid).
60°C 1 2 min.

4°C endalaust.

Skref 2 til 4 er endurtekid 29 sinnum.

96°C ‘ 96°C 60°C

50°C 4°C
1:00 0:10 2:00

0:05 )

PCR hvarfblandan er hreinsud fyrir radgreiningu en hér ma stoppa og geyma syni i
frysti (-20°C).

3.4.4 Hreinsun a BigDye synum fyrir radgreiningu

Taeki:

Skilvinda: Eppendorf centrifuge 5417C.

Hitablokk: THERMO-BLOCK, TDB 120 fra BIOSAN.

Radgreiningarteeki: ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer fra Applied Biosystems.

Radgreiningar télvuforrit: Sequencer™ 4,0 fra Gene Codes Corporation.

Adferdarlysing:

1. Merkja 500 puL eppendorf glds og setja 40uL af 75% isopropandli i hvert glas.

2. Feara BigDye radgreiningar PCR afurd yfir i glosin.

3. Vortexa (sett & hristara) 1 5-10 sek. til ad blanda saman.

4. Inkuabera i 15 min. vid stofuhita, ma vera lengur, hér er DNA ad falla ut.

5. Spinna i 30 min. 4 14.000 rpm (fara strax i naesta skref, ef pad er ekki heegt parf ad

spinna i 2 min. 4dur en haldid er afram.)

6. Pipettera flot af (skvetta 1 vaskinn.)
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10.

11

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

Beta 100pL af 75% isopropanoli ut 1 hvert glas.

Vortexa i 5-10 sek.

Spinna i 5 min & 14.000 rpm.

Pipettera flot af (eda skvetta i vaskinn og draga rest upp med pipettu.)

. burrka opin glds vid 90°C 1 hitablokk i 1 min. (ma frysta hér til ad geyma, -20°C.)
12.

Leysa upp botnfall i 15uL TSR (Template Supression Reagent, ABI PRISM® fra
Applied Biosystems) eda formamioi.

Lata standa adeins vid stofuhita.

Vortexa.

Hita i 2 min. vid 95°C (lokud glos.)

Vortexa.

Spinna stutt nidur, adeins i nokkrar sekundur.

Setja & is eda 1 4°C ef pad 4 ekki ad fara strax i radgreiningarteki, ma frysta ef
geyma a syni lengi (-20°C.)

Sett 1 radgreiningartaeki.

Nidurstodur eru skodadar i Sequencer™ 4,6 tolvuforriti frd Gene Codes

Corporation ad radgreiningu lokinni.

3.5 Urvinnsla & nidurstodum

Nidurstodur radgreininga voru bornar saman vid adrar DNA radir sem birtar hafa verid

4 netinu. Ol forrit af netinu og vefsidur sem voru notadar vid vinnslu 4 verkefninu

koma fram 1 vidauka II.
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4. Nidurstodur

4.1 Nidurstodur ur kedjuverkandi fjollidun (PCR)

1. PCR-1
bad tokst ad magna upp um pad bil helming HGS-gensins Gr A-cDNA safninu, pynntu
1:10, med visunum Cul.s3 (17) — Fw og Cul.s3 (501) — Rev.

Visarnir gafu um pad bil 500 basapara (bp) band i rafdretti, sja mynd 8.

Mynd 8. PCR-1

1. 1 Kb Ladder

2. Cul.s3 (17) — Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 506 bp band
3. Cul.s3 (17) — Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 506 bp band

Synin 1 brunnum 3 og 4 voru radgreind, sja radgreiningu — 1, bls. 53.
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2. PCR-2
Visarnir M13 (-40) — Fw, T7 — Fw og Cul.s3 (501) — Rev mégnudu upp DNA bdnd 4
bilinu ~ 900 bp — 1600 bp ur A-cDNA safninu pynntu 1:10 og 1:5, sjd mynd 9:

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 9. PCR-2

1. 1 Kb Ladder

2.0g 5. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 (501) — Rev (1:10) og (1:5): ~ 1600 bp og 1000 bp bdnd.
3.0g 6. T7—Fw + Cul.s3 (501) — Rev (1:10) og (1:5): ~ 900 bp band.

4.0g 7. ZAP 11 E-Ad.seq — Fw (17) + Cul.s3 (501) — Rev (1:10) og (1:5): Ekkert

8. 1. Kb Ladder

Bondin 1 brunnum 2 og 3 voru einangrud med odda PCRi fyrir radgreiningu, sja mynd

10.
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Mynd 10. Odda PCR-2

1. 1 Kb Ladder

2. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 1600 bp band + auka band
3. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 1000 bp band

4. T7 —Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 900 bp band.

1636 bp bandid i brunni 2 var einangrad aftur med odda PCRi. begar bandid var ordid

stakt 1 syninu var synid radgreint 4samt synunum Ur brunni 3 og 4.

Radgreiningin var sleem og gaf engar nidurstodur. Sja mynd af slemri radgreiningu i
vidauka IX. Ekki potti astaeda til ad endurtaka radgreininguna par sem 6nnur syni sem

voru keyr0 1 somu keyrslu gafu fullneegjandi nidurstodur.
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3. PCR-3

Visarnir Cul.s3 (17) — Fw, M13 (-40) — Fw, Cn.HGS.82 — Rev, Cn.HGS.83 — Rev og
Cn.HGS.93 — Rev, mognudu upp DNA bond 4 bilinu ~ 500 bp — 1800 bp ur A-cDNA
safninu pynntu 1:10, sja mynd 11:

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 11. PCR-3

1. 1 Kb Ladder

2. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.82 — Rev: (var ekki einangrad)

3. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: (var ekki einangrad)

4. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.93 — Rev: ~1800 bp band

5. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.82 — Rev: ~ 1600 bp band

6. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: ~ 1600 bp, 1400 bp, 1000 bp, 800 bp bond
7. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.93 — Rev: ~ 1600 bp, 1400 bp, 1000 bp bond

Bondin 1 brunnum 4, 5, 6 og 7 voru einangrud med odda PCRi fyrir radgreiningu.

Merkt er vid bondin med punktum.

Ekki tokst ad na fram 6llum bondunum med odda PCRinu, einungis prju bond

mognudust aftur upp, sja mynd 12.

40



Einangrun & hyalironidasageni ur smamyi sem mogulegum ofn@misvaka i sumarexemi i hestum

1 23 4 5 6 7 8 9

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 12. OddaPCR-3

. 1 Kb Ladder

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.93 — Rev: Ekkert

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.82 — Rev: Ekkert

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: Ekkert

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: Ekkert

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: ~ 1000 bp band
. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: ~ 800 bp band

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.93 — Rev: Ekkert

. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.93 — Rev: ~ 1000 bp band

O 00 1N LN WK —

Synin i brunnum 6, 7 og 9 voru radgreind.

Radgreiningin var slem og gaf engar nidurstodur. Ekki potti asteda til ad endurtaka
radgreininguna par sem 6nnur syni sem voru keyrd 1 somu keyrslu gafu fullnegjandi

nidurstoour.
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4. PCR-4

Visarnir Cul.s3 (17) — Fw, M13 (-40) — Fw, Cn.HGS.96 — Rev og Cn.HGS.163 — Rev,
mognudu upp DNA bond 4 bilinu ~ 800 bp — >2000 bp ur A-cDNA safninu pynntu
1:10, sja mynd 13:

1 2 34 56 7

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 13. PCR-4

1. 1 Kb Ladder

2. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: ~ >2000 bp, 1500 bp, 1000 bp bond
3. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.163 — Rev: Ekkert

4. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.182 — Rev: Ekkert

5. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: ~ 1600 bp, 1000 bp bond

6. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.163 — Rev: ~ 1600 bp, 1000 bp, 800 bp boénd
7. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.182 — Rev: Ekkert

Bondin i brunnum 2, 5 og 6 voru einangrud med odda PCRIi fyrir radgreiningu. Merkt

er vid bondin med punktum, sja mynd 14.

42



Einangrun & hyalironidasageni ur smamyi sem mogulegum ofn@misvaka i sumarexemi i hestum

1 2 34 5 6 7 89

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 14. Odda PCR-4

1.1 Kb Ladder

2. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: 1 band

3. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: 2 bond

4. Cul.s3 (17) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: 2 bond

5. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: ~ 1600 bp band
6. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: ~ 1000 bp band
7. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.163 — Rev: 2 bond
8. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.163 — Rev: 2 bond
9. M13 (-40) — Fw + Cn.HGS.163 — Rev: 2 bond

Ekki fengust alveg hrein bond med odda PCRinu en bedid var med ad einangra bondin

i brunnum 2-4 og 7-9. Stoku bondin i brunnum 5 og 6 voru radgreind.

Radgreiningin var slem og gaf engar nidurstodur. Ekki potti asteda til ad endurtaka
radgreininguna par sem 6nnur syni sem voru keyrd 1 somu keyrslu gafu fullnegjandi

nidurstoour.
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5. PCR-5 — Athugun a hitastigi

bar sem PCR hvorf 2-4 gafu agaetis bond 1 rafdraetti, en nidurstodur radgreininga komu
illa ut var akvedid ad skoda TM og TA hitastig visa nanar til ad prengja skilyroi PCR
hvarfsins. PCR hvorf 1-4 voru 61l keyrd vid TA = 50°C.

Visunum var radad upp, TM peirra skrad nidur og TA peirra reiknad ut med pvi ad
draga 5°C fra TM, sja toflu 14.

Tafla 14. TA visa reiknad ut fra TM

Visar TM - 5°C (°C) TA (°C)
Cul.s3 (17) — Fw 5325 482
M13 (-40) - Fw 52,85 47,8
T7 - Fw 5325 482
ZAP 11 E-Ad.seq — Fw (17) 61,8-5 56,8
Cn.HGS.82 — Rev 53,25 482
Cn.HGS.83 — Rev 553-5 50,3
Cn.HGS.93 — Rev 573-5 52,3
Cn.HGS.96 — Rev 573-5 52,3
Cn.HGS.163 — Rev 573-5 52,3
Cn.HGS.182 — Rev 573-5 52,3
Cul.s3 (501) — Rev 53,85 488

Markmioid var ad endurtaka PCR med sdmu visunum til ad reyna ad na upp nothafari
bondum til radgreiningar eda ad sja hvort ny bond myndudust vid breytt TA.

Fimm PCR hvorf voru keyrd vid fimm mismunandi hitastig: 48°C, 49°C, 52°C, 53°C
og 56°C.

PCR hvorfin med breyttu TA voru borin saman vid fyrri PCR hvorf med somu visum
og TA =50°C. Samanburdur leiddi i 1j6s ad somu bond voru ad myndast vid breytt TA
nema i premur tilfellum.

Vio TA =48°C, 52°C og 53°C kom fram eitt stakt ~ 800-1000 bp band sem hafoi ekki
komid fram &dur vid TA = 50°C.
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Eftirtaldir visar gafu pessi bond:
T7 - Fw

Cn.HGS.82 —Rev: TA =48°C
Cn.HGS.93 —Rev: TA =52°C
Cn.HGS.163 —Rev: TA =53°C

Bondin voru einangrud med odda PCRi sem var keyrt vid TA = 50°C, sja mynd 15.

1 2 3 4

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 15. Odda PCR-5

1. 1 Kb Ladder

2. T7 —Fw + Cn.HGS.82 — Rev: ~ 800-1000 bp band
3. T7 —Fw + Cn.HGS.93 — Rev: ~ 800-1000 bp band
4.T7 - Fw + Cn.HGS.163 — Rev: ~ 800-1000 bp band

Syni ur brunnum 2-4 voru radgreind.

Radgreiningin var slem og gaf engar nidurstodur. Ekkert vidmidunarsyni var keyrt

med keyrslunni.
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6. PCR-6 — Athugun a styrk ExoSAP afurda

bar sem radgreiningar 2-5 komu illa ut var farid ad athuga hverjar adstedurnar getu
verid. ExoSAP afurdir fra PCR-5 voru ljésmaldar, syni 4 mynd 15, til pess a0 athuga

styrkinn & synunum fyrir radgreiningu.

Tafla 15. Nidurstodur ljosmelingar 4 ExoSAP afurd PCR-5 (syni 4 mynd 15)

Syni Styrkur (ng/pL)
1. T7 — Fw +Cn.HGS.82 — Rev 325
2. T7—Fw + Cn.HGS.93 — Rev 273
3. T7—Fw + Cn.HGS.163 — Rev 274

Framkvaemt var odda PCR 4 6llum synunum premur i to6flu 15 aftur, auk
vidmidunarsynis. Einungis nadist ad magna upp eitt syni (syni nr. 3 i toflu 15) aftur
med odda PCRinu auk vidmidunarsynisins. Synin tvd voru hreinsud med ExoSAP fyrir

radgreiningu og ljosmeld, sja toflu 16.

Tafla 16. Nidurstodur ljomelingar 4 ExoSAP afurd fra odda PCR (PCR - 6)

Syni Styrkur (ng/pL)
1. T7 —Fw + Cn.HGS.163 — Rev 188
2. Vidmidunarsyni 154

Syni 1 og 2 i toflu 16 voru radgreind.

Radgreining 4 vidmidunarsyni tokst vel en radgreining 4 syni 1. (T7 — Fw +
Cn.HGS.163 — Rev) var ekki fullnegjandi. Pad sem var notheeft Gr peirri radgreiningu
var borid saman vid adrar DNA radir sem birtar hafa verid 4 netinu (forrit i vidauka IT)

og reyndist radgreinda rodin vera ferja (vektor).

46



Einangrun & hyalironidasageni ur smamyi sem mogulegum ofn@misvaka i sumarexemi i hestum

7. PCR-7

Visarnir M13 (-40) — Fw, T7 — Fw, ZAP Il E-Ad.seq — Fw, Cul.s3 R2 — Rev og C.son
FPYCFNMN-Rev, mégnudu upp DNA bond 4 bilinu ~ <500 bp — 1600 bp ur A-cDNA
safninu pynntu 1:10, sja mynd 16:

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 16. PCR-7

1. 1 kB Ladder

2. ZAP Il E-Ad.seq — Fw (17) + Cul.s3 R2 — Rev: <500 bp band

3. T7 — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~ 800 bp band

4. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~1600 bp og 1000 bp bond

5. ZAP 11 E-Ad.seq —Fw (17) + C.son FPYCFNMN — Rev: <500 bp band
6. T7 — Fw + C.son FPYCFNMN — Rev: ~ 800 bp band

7. M13 (-40) — Fw + C.son FPYCFNMN — Rev: ~ 1000 bp og 800 bp bond
8. 1 kB Ladder

Framkvamt var odda PCR 4 synum Ur brunnum 4 og 7 til ad einangra bondin, sja mynd

17.
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Mynd 17. Odda PCR-7

1. 1 kB Ladder

2. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~1600 bp band

3. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~1000 bp band

4. M13 (-40) — Fw + C.son FPYCFNMN — Rev: ~ 1000 bp band
5. M13 (-40) — Fw + C.son FP'YCFNMN — Rev: ~ 800 bp band

Synin ur brunnum 2-5 (mynd 17) voru radgreind dsamt synum Ur brunnum 2, 3 , 5 og 6,

(mynd 16), sja radgreiningu — 7, bls. 54.

8. PCR-8 — Athugun a4 pynningum

begar nidurstodur ur PCR-6 og radgreiningu-6 voru skodadar nanar kom 1 1jos ad pegar
styrkur DNA var minni kom radgreiningin betur ut, samanber nidurstodur ljosmelinga
4 ExoSAP afurdum i t6flum 15 og 16.

Leidarvisir radgreiningartakisins melir med ad pegar notast er vid BigDye
radgreiningar PCR eigi ekki ad nota meira en 5-20 ng af DNA sé¢ DNA buturinn sem
verid er ad radgreina um 500-1000 bp. Ef buturinn er 1000-2000 bp er meelt med pvi ad
nota 10-40 ng af DNA.

Ut fra pessum nidurstodum var pvi akvedid ad ljosmeela ExoSAP afurd fra PCR-7 Gr

brunnum 2-5 4 mynd 17.
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Tafla 17. Nidurstodur ljomelingar 4 ExoSAP afurd fra PCR-7 ar brunnum 2-5 (mynd
17).

Syni Styrkur (ng/pL)
1. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~1600 bp band 207
2. M13 (-40) — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~1000 bp band 222
3. M13 (-40) — Fw + C.son FPYCFNMN — Rev: ~ 1000 bp band 287
4. M13 (-40) — Fw + C.son FPYCFNMN — Rev: ~ 800 bp band 252

ExoSAP afurdirnar voru pvi nast nest pynntar 1:10 (1uL DNA + 9 uL dH20) og ad

lokum voru pynnt syni radgreind 4 hefdbundinn hatt.

Radgreining med pynntum ExoSAP afurdum (1:10) kom ekki betur it en med
6pynntum synum. Ekki potti asteda til ad endurtaka radgreininguna par sem 6nnur syni

sem voru keyrd 1 somu keyrslu gafu fullnegjandi nidurstddur.
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9. PCR-9

Visarnir C.son GGVPQEG — Fw, Cul.s3 (501) — Rev, Cul.s3 R2 — Rev, Cn.HGS.82 —

Rev, Cn.HGS.83 — Rev, Cn.HGS.93 — Rev, Cn.HGS.96 — Rev, Cn.HGS.163 — Rev og
Cn.HGS.182 — Rev, mégnudu upp DNA bond 4 bilinu ~ <500 bp — 900 bp ur A-cDNA
safninu pynntu 1:10, sja mynd 18:

1 23 4 5 6 7 8 910

2036 bp
1636 bp
1018 bp

506 bp

Mynd 18. PCR-9

1. 1 kB Ladder

2. C.son GGVPQEG — Fw + Cul.s3 (501) — Rev: ~ 900 bp band
3. C.son GGVPQEG — Fw + Cul.s3 R2 — Rev: ~ < 500 bp band
4. C.son GGVPQEG — Fw + Cn.HGS.82 — Rev: ~ < 500 bp band
5. C.son GGVPQEG — Fw + Cn.HGS.83 — Rev: ~ < 500 bp band
6. C.son GGVPQEG - Fw + Cn.HGS.93 — Rev: ~ < 500 bp band
7. C.son GGVPQEG — Fw + Cn.HGS.96 — Rev: ~ < 500 bp band
8. C.son GGVPQEG - Fw + Cn.HGS.163 — Rev: ~ 500 bp band
9. C.son GGVPQEG — Fw + Cn.HGS.182 — Rev: ~ 500 bp band
10. 1 kB Ladder

Syni Gr brunnum 2-5 voru radgreind, sja radgreiningu — 9, bls. 55. (Buist var vid

svipadri radgreiningu Ur brunnum 6-9 og 4-5.)

50



Einangrun & hyaltronidasageni ur smamyi sem mogulegum ofna@misvaka i sumarexemi i hestum

10. PCR-10
Visarnir ZAP II E-Ad.seq — Fw og C.nub. GGVPQEG — Rev mégnudu upp DNA bond
a bilinu ~ <220 bp — 400 bp Gr A-cDNA safninu pynntu 1:10, sjd mynd 19:

PCRi0 var framkvaemt vid tvo hitastig, 50°C og 55°C par sem TM visanna er frekar
hatt, ZAP Il E-Ad.seq — Fw = 61,8°C og C.nub. GGVPQEG — Rev = 59,8°C.

Fyrra PCRi0 gaf tvd mjog 6ljos bond, < 500 bp. bvi var dkvedid ad endurtaka PCRid &
PCR afurdunum, auk pess ad keyra annad PCR frd byrjun med pvi ad blanda bada visa
uppa nytt og blanda nytt A-cDNA safn (pynning 1:10) til ad ttiloka ad hvarfefni veeru
ordin of gémul.

Fyrra PCRi0 var rafdregid a 1% agardsahlaupi i 30 min, en pvi meiri sem styrkur
agarosa er 1 hlaupi pvi betri adgreining faest 4 littum DNA buatum. Pvi var dkvedio ad
rafdraga seinna PCRid & 1,5% agardsahlaupi i 40 min til ad tryggja géda adgreiningu

og til a0 meta betur staerd bandanna.

1 2 3 45

1018 bp

506 bp
396 bp
344 bp
298 bp
220 bp

Mynd 19. PCR-10 (1,5% agardsahlaup)

1. 1 kB Ladder

2. ZAP Il E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (PCR af PCR afurd; 50°C) ~ 400 bp band

3. ZAP I E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (Nytt pynnt A-cDNA safn 1:10; 50°C) ~<220 bp
4. ZAP Il E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (PCR af PCR afurd; 55°C) ~ 400 bp band
5.ZAP I E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (Nytt pynnt A-cDNA safn 1:10; 55°C) ~<220 bp

Framkvamt var odda PCR 4 synum 0r brunnum 2 og 3 (50°C) til ad einangra bondin,

sja mynd 20.

51



1018 bp

506 bp
396 bp
344 bp
298 bp
220 bp

Einangrun & hyalironidasageni ur smamyi sem mogulegum ofn@misvaka i sumarexemi i hestum

Mynd 20. OddaPCR-10 (1,5% agarosahlaup)
1. 1 kB Ladder

2. ZAP 11 E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (PCR af PCR afurd; 50°C) ~ 400 bp band
3. ZAP I E-Ad.seq — Fw + C.nub. GGVPQEG — Rev: (Nytt pynnt A-cDNA safn 1:10; 50°C) ~<220 bp

Syni Gr brunnum 2 og 3 voru radgreind.

Radgreiningin & syni 2 (~396 bp band) kom vel 0t en pegar proteinrddinni var borid
saman vid pekktar protein radir & netinu kom 1 1j6s, ad ro0in skradi fyrir N-
acetylneuraminate lyasa i Escherichia coli og 6drum bakterium. Ekkert kom ut ar

radgreiningu 4 syni 3 (<220 bp band).
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4.2 Nidurstodur ur radgreiningu

1. Raodgreining - 1
Radgreiningar PCR med visunum Cul.s3 (17) — Fw og Cul.s3 (501) — Rev gafu

eftirtalda radgreiningu (484 bp):

TTAATATCAATGCCCETCCARATATGAAAGAGGATTGTCCATCTAATGTAAAGAGGAAAATAATCGCATT
AAATGGCTGTGGGATATTGTCGATGTGGTTTTGCCTTCAGTTTATTTGAACAACAAAATAACAGCATCAC
AAAGAGTCCAATTTGTTCGTGGGCGAATGCGTGAAGGATATCGTGTGTCACAATTATCAAAACAACCAGT
GAAACCACCAGTATACAGTTATTTGCGTTATGTTTACACGGACAACCTAAAATACATTTCAAATGAGGAT
CTCAAACAATCAATTAAAGTATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGATTAATATTTTGGGGCAGTTCATATG
ATGTCAAAACGAAAGATCAGTGTTTTGATTTTAGAAATTATGT TGATAATAATTTAGGACCAATTGTACT

ATCAGCAAATGACAATACACCAAAAATTCTTACCCCAAATTTGTCATAATTGACCTCARATATT

Porun visa vid DNA 160 er yfirstrikud med graenu.

Amino6syrurddin (140 as):

CKEENNRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGRMREGYRVSQLSKQPVKPPVYSYLRYVYTDN
LKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSSYDVKTKDQCFDFRNYVDNNLGPIVLSANDNTPKILTPNLS

Radgreindu basar6dinni og amindsyrurddinni Ur C. nubeculosus og birtum rédum Ur

C. sonorensis eru bornar saman til ad meta hversu likar par eru, sja vidauka VIII.

CsHSG1

PCR16cul3R

Cul,s3 Fprimer
. PCR8cul3R

PCR7cul3F

Cul s3 Rprimer

i [_] Hole in contig ; e

i 2] Single fragment Diagram Key, Bumps on

i B2 Multiple fragments same direction |fragments i

Both strands show motifs,
oth strandsplus ... hollow

= +-Start codon frame 1 rectangles

i B=¢,_~Stop codon frame 2 show features:

Mynd 21. Radgreining — 1
Myndin er ar Sequencer™ 4,6 tolvuforritinu. Forritid blastar saman hluta af birtri HGS 160 ar
C. sonorensis (CsHGS1) og peim hluta C. nubeculosus radarinnar sem er radgreind.
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2. Radgreining — 7

Radgreiningar PCR med visunum ZAP II E-Ad.seq — Fw (17) og Cul.s3 R2 — Rev gafu
radgreiningu sem nadi yfir 285 bp og 94 as.

Radgreiningar PCR med visunum ZAP I E-Ad.seq — Fw (17) og C.son FPYCFNMN
— Rev gafu radgreiningu sem nadi yfir 293 bp og 97 as.

Radgreining med visum fra PCR-7 var endurtekin med pynntum ExoSAP afurdum
(1:2), sja utskyringu vido PCR-8.
Radgreiningin kom 1 heild sinni ekki betur ut med pynntum ExoSAP afurdum (1:2).

Radgreiningar PCR med visunum ZAP II E-Ad.seq — Fw (17) og Cul.s3 R2 — Rev gafu
radgreiningu med pynntri ExoSAP afurd (1:2) sem nadi yfir 125 bp og 41 as.

Basaradirnar eru settar saman i Sequencer™ 4,6 tolvuforritinu sem byr til eina r6d ur
peim 6llum sem neer yfir lengra svaedi. Basar6din er pvi naest pydd yfir i protein rod

med expasy translate tool forritinu.

Basar60in (308 bp):

CGTAAATATTTTGAACTTTACCGTTTCTTCTACAAATGAACGACCAGCTGTTTCAAATTCACGAGCTGCC
TCTTCTTCAATTAACTTCTTGCTCCATAATCTATGCTTTCTTTGCACCAATTTATATGATAAATCCTTAT
ATGGCTGTAACACACCTGAATTTTGACGATAAATCGGTCGCCATGACTCAAAATCAATCACTCCAATGCC
TGAGAAATTTTGATCTGGTATCAAGGTATTAACACTTTCAGCAAAATAATCGATGTGTTCTTGTAAATTT
CCTTCTTGTGGTACACCACCATTTCGTC

Amindsyrurddin (102 as):

RNGGVPQEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRONSGVLQPYKDLSYKLVQRKHRL
WSKKLIEEEAAREFETAGRSFVEETVKFKIFT

Visarnir eru utan radgreiningarsvadisins, en radgreinda basar6din og amindsyrurddin
ur C. nubeculosus og birtar radir HGS ur Aedes aegypti eru bornar saman til ad meta
hversu likar peer eru, sja vidauka VIII.

Radgreining-7 er framar 4 geninu en radgreining-1, en eftir atti ad magna upp og
radgreina svadid 4 milli peirra. Vid samanburd 4 amindsyrurédum annarra bitflugna

sést ad 4 pessu svedi er vel vardveitt amindsyrur6d; FPY CFNMN.
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pcr5-culs32

pcr3-csonfpycfnmnr

pcri-culs3r2

i ] Hole in contig - Y
Single fragment Diagram Key Burnps on

EZH Multiple fragments same direction | fragments :
i [ Both strands show motifs, |

i Bl Both strandsplus hoTlow

| - - Start codon frame 1 rectangles |
| &=F,_~Stop codon frame 2 show features:

Mynd 22. Radgreining — 7
Myndin er ar Sequencer™ 4,6 tolvuforritinu. Myndin synir radirnar Gr radgreiningu-7 settar saman {
eina rod.

3. Radgreining — 9

Radgreiningar PCR med visunum C.son GGVPQEG — Fw og Cul.s3 (501) — Rev gafu
radgreiningu sem naodi yfir 461 bp/443 bp og 105 as/147 as.

Radgreiningar PCR med visunum C.son GGVPQEG — Fw og Cul.s3 R2 — Rev gafu
radgreiningu sem nddi yfir 304 bp/281 bp og 97 as/45 as.

Radgreiningar PCR med visunum C.son GGVPQEG — Fw og Cn.HGS.82 — Rev gafu
radgreiningu sem nadi yfir 355 bp/340 bp og 112 as/82 as.

Radgreiningar PCR med visunum C.son GGVPQEG — Fw og Cn.HGS.83 — Rev gafu
radgreiningu sem nddi yfir 231 bp/360 bp og 62 as/89 as.

Fjoldi amindsyra fer eftir lengsta opna lesramma sem expasy translate tool forritid

gefur upp (forrit i vidauka II).

Basaradirnar eru settar saman i Sequencer™ 4,6 télvuforritinu sem byr til eina
samfellda (consensus) r60 ur peim 6llum sem neer yfir lengra svadi. Basarddin er pvi

naest pydd yfir 1 protein rod med expasy translate tool forritinu.
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Basar6din (754 bp):

CAAGAAGGAAATTTACAAGAACACATCGATTATTTTGCTGAAAGTGTTAATACCTTGATACCAGATCAAA
ATTTCTCAGGCATTGGAGTGATTGATTTTGAGTCATGGCGACCGATTTATCGTCAAAATTCAGGTGTGTT
ACAGCCATATAAGGATTTATCATATAAATTGGTGCAAAGAAAGCATAGACTATGGAGCAAGAAGTTAATT
GAAGAAGAGGCAGCTCGTGAATTTGAAACAGCTGGTCGTTCATTTGTAGAAGAAACGGTTAAAGTTGCAA
AATATTTACGTCCAAATGCAAAATGGGGCTATTATGGATTCCCATATTGTTTCAATATGAATGGTGGTGC
AAATATGAAAGAGGATTGTCCATCTAATGTTAAAGAGGAAAATAATCGCATTAAATGGCTGTGGGATATT
GTCGATGTGGTTTTGCCTTCAGTTTATTTGAACAACAAAATAACAGCATCACAAAGAGTCCAATTTGTTC
GTGGGCGAATGCGTGAAGGATATCGTGTGTCACAATTATCAAAACAACCAGTGAAACCACCAGTATACAG
TTATTTGCGTTATGTTTACACGGACAACCTAAAATACATTTCAAATGAGGATCTCAAACAATCAATTAAA
GTATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGATTAATATTTTGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAACGAAAGATC
AGTGTTTTGATTTTAGAAATTATGTTGATAATAATTTAGGACCAATGACTATCA

Aminosyrurddin (251 as)

QEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRONSGVLQPYKDLSYKLVQR
KHRLWSKKLIEEEAAREFETAGRSFVEETVKVAKYLRPNAKWGYYGFPYCFNMNGGANMK
EDCPSNVKEENNRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGRMREGYRVSQLSKQP
VKPPVYSYLRYVYTDNLKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSSYDVKTKDQCFDFRN
YVDNNLGPMTI

pcr4-CnHGS83R
pcr3-CnHGS82R
pcr2-Culs3R2 B
pcr3-csonGGVPQEGf\A;
pcr1-csonGGVPQEGfw
pcr2-csonGGVPQEGfw
pcr4-csonGGVPQEGfw

A

-

v
~

{1 Hole in contig Diagram Key O

i ] Single fragment — ' |Bumps on

§ B9 Multiple fragments same direction | fragments

{ [ Both strands show motifs
(B Both strands plus hoTlow

— ¥-Start codon frame 1 rectangles |
i ==, ~Stop codon frame 2 show features!

Mynd 23. Radgreining - 9
Myndin er ar Sequencer™ 4,6 tolvuforritinu. Myndin synir radgreindu radirnar r radgreiningu -9 settar
saman { eina ro0.

Radirnar brtia bilid 4 milli radgreiningar-1 og radgreiningar-7.
Radgreinda basar6din og aminosyrurddin ur C. nubeculosus og birtar radir ur Aedes

aegypti eru bornar saman til ad meta hversu likar par eru, sja vidauka VIII.
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4.3 Nidurstodur — Samantekt

bao tokst ad klona um pad bil 75% hyaluronoglucosaminidase-gensins tr A-ZAP 11
cDNA safni Culicoides nubeculosus 1 premur skrefum. Ekki nadist ad kloéna fremsta

hluta gensins. Buid er ad radgreina 824 basapor og 272 amindsyrur.

Basar60in (824 bp):

CAATTATGACAAATTTGGGGTAAGAATTTTTGGTGTATTGTCATTTGCTGATAGTACAATTGGTCCTAAA
TTATTATCAACATAATTTCTAAAATCAAAACACTGATCTTTCGTTTTGACATCATATGAACTGCCCCAAA
ATATTAATCCACTACCCTTTTGCTCTTTGGATACTTTAATTGATTGTTTGAGATCCTCATTTGAAATGTA
TTTTAGGTTGTCCGTGTAAACATAACGCAAATAACTGTATACTGGTGGTTTCACTGGTTGTTTTGATAAT
TGTGACACACGATATCCTTCACGCATTCGCCCACGAACAAATTGGACTCTTTGTGATGCTGTTATTTTGT
TGTTCAAATAAACTGAAGGCAAAACCACATCGACAATATCCCACAGCCATTTAATGCGATTATTTTCCTC
TTTAACATTAGATGGACAATCCTCTTTCATATTTGCACCACCATTCATATTAAAACAATATGGGAATCCA
TAATAGCCCCATTTTGCATTTGGACGTAAATATTTTGCAACTTTAACCGTTTCTTCTACAAATGAACGAC
CAGCTGTTTCAAATTCACGAGCTGCCTCTTCTTCAATTAACTTCTTGCTCCATAGTCTATGCTTTCTTTG
CACCAATTTATATGATAAATCCTTATATGGCTGTAACACACCTGAATTTTGACGATAAATCGGTCGCCAT
GACTCAAAATCAATCACTCCAATGCCTGAGAAATTTTGATCTGGTATCAAGGTATTAACACTTTCAGCAA
AATAATCGATGTGTTCTTGTAAATTTCCTTCTTGTGGTACACCACCATTTCGTC

Amino6syrurddin (272 as):
RNGGVPQEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRQONSGVLQPYKDLSYKLVQRKHRL
WSKKLIEEEAAREFETAGRSFVEETVKVAKYLRPNAKWGY YGFPYCFNMNGGANMKEDCPSNVKEENNRI

KWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGRMREGYRVSQLSKQPVKPPVYSYLRYVYTDNLKYISNED
LKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSSYDVKTKDQCFDFRNYVDNNLGPIVLSANDNTPKILTPNLS

Med pvi a0 bera saman steerd HGS gensins 1 60rum bit- og stunguflugum (vidauki IIT)

ma @tla ad genid 1 C. nubeculosus s¢ um 900-1100 basapor ad lengd.
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Basar6din og amindsyrurddin settar saman upp til ad sja hvada basar6d skrair fyrir

hverja aminésyru:

gacgaaatggtggtgtaccacaagaaggaaatttacaagaacacatcgattattttgctgaa
R N G G VP Q0 E G N L O E H I D Y F A E
agtgttaataccttgataccagatcaaaatttctcaggcattggagtgattgattttgag
s v N T L I P D Q N F S G I G V I D F E
tcatggcgaccgatttatcgtcaaaattcaggtgtgttacagccatataaggatttatca
S W R P I Y R Q N s G vV L Q9 P Y K D L S
tataaattggtgcaaagaaagcatagactatggagcaagaagttaattgaagaagaggca
Yy K L. v 9 R K H R L W S K K L I E E E A
gctcgtgaatttgaaacagctggtcgttcatttgtagaagaaacggttaaagttgcaaaa
AR E F E T A G R S F V E E T V K V A K
tatttacgtccaaatgcaaaatggggctattatggattcccatattgttttaatatgaat
Yy L R P N A K W G Y Y G F P Y C F N M N
ggtggtgcaaatatgaaagaggattgtccatctaatgttaaagaggaaaataatcgcatt
G G A NMIKE DL CU?P S NV K E E N N R I
aaatggctgtgggatattgtcgatgtggttttgeccttcagtttatttgaacaacaaaata
K w L w b I Vv D VvV VvV L. P S V Y L N N K I
acagcatcacaaagagtccaatttgttcgtgggcgaatgcgtgaaggatatcgtgtgtca
T A S Q R V Q F V R G R M R E G Y R V S
caattatcaaaacaaccagtgaaaccaccagtatacagttatttgcgttatgtttacacg
Q L. s K ¢ p V K P P VY S ¥ L R Y V Y T
gacaacctaaaatacatttcaaatgaggatctcaaacaatcaattaaagtatccaaagag
b N L K ¥ I S N E D L K @ S I K V S K E
caaaagggtagtggattaatattttggggcagttcatatgatgtcaaaacgaaagatcag
Q K 6 s 6 L I F W G S S Y D V K T K D Q
tgttttgattttagaaattatgttgataataatttaggaccaattgtactatcagcaaat
c ¥ D F RN Y V DNNLG P I V L S A N
gacaatacaccaaaaattcttaccccaaatttgtca-ttg
b N T P K I L T P N L S - L

Stopptadkninn — taa — er yfirstrikadur med raudu. bad vantar byrjunina 4 r6dinni og par
med byrjunartdknann.

Radgreind basardd og amindsyrur6d HGS gensins ur Culicoides nubeculosus og birtum
ro0um ur Aedes aegypti er blastad saman til ad meta hversu likar par eru, sja vidauka

VIIL
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% PCR1 culs3F .
. HGS consensus 30mars07 B
R PCR1 culs3R R
pcr5-culs32
bR
. pcr3-csonfpycfnmnr R
. pcri-culs3r2 R
[ ey _ = |
i 71 375 473 531 641 824
B B
. T ——F— T ==l f H — .
B B -] -] -]
: — HH 1 I: I —
B B B B B B
=i — i —— ! Sttt —
i [ Hole in contig . S
i 7] single fragment Sesiien far Burnps on
{ B2 Multiple fragments same direction | fragments
{ B Both strands show rmotifs
MMl Both strandsplus ... hoTlow
+-Start codon frame 1 rectangles |
| &=, Stop codon frame 2 show features:

Mynd 24. Basaradir ur radgreiningum 1, 7 og 9 settar saman i eina ro6d.
Myndin er ur Sequencer™ 4,6 télvuforritinu. Myndin synir radgreindu radirnar ur radgreiningum -1, -7
og -9 settar saman i eina 160, p.e. 1-824. ~ 75% HGS gensins er 824 basapor.

Radgreining-1
485 bp

~300 bp '

Mynd 25. Einféldud yfirlitsmynd af radgreiningum HGS gensins i C. nubeculosus.
Yfirlitsmyndin synir groflega hvernig radgreiningarnar nadu yfir HGS genid. Um bad bil 300 bp vantar
fremst 4 genid.
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5. Umraedur

Markmi0 verkefnisins var ad klona og radgreina hyaluroglucosaminidase genid (HGS-
genid) ur smamyi. Genid skrair fyrir ensiminu hyalironidasa, sem er talid vera liklegur
ofnaemisvaki i sumarexemi i hestum. Med pvi ad klona gen ofnemisvakans er haegt ad
tja og framleida proteinid og profa pad sidan fyrir ofnemisvirkni hja hestum med

sumarexem.

Hyaluronidasi er ensim sem finnst i hryggdyrum, bakterium, bl6dsugum (lidormum) og
vissum krabbadyrum. Ensimid hefur samskonar virkni i 61lum tegundunum, sem er ad
brjota nidur hyaltronsyru 1 fjorsykrur (Stern & Jedrzejas, 2006). Hyaltronsyra er
slimfjolsykra sem finnst i miklu magni i bandvef, og pegar bit- og stunguflugur
(®0vengjur) gera gat 4 yfirbord hudar, virkar ensimid sem einskonar utbreidslupattur,
sem audveldar gegnflaedi annarra eiturefna og blodstorkuheftandi patta sem flugan
seytir, og audveldar henni bl6dupptoku (Ribeiro et al., 2000; Soldatova et al., 1998).

Hyaluronidasi hefur verid greindur sem megin ofn@emisvaki i stunguvokva hja
byflugum og vespum/geitungum (Fitzgerald & Flood, 2006). Auk pess hefur hann
fundist og talinn hafa ofn@emisvirkni, hja maurum (fire ants) (Fitzgerald & Flood,
2006), moskitéflugum (Ribeiro et al., 2004), og bitmyi (Ribeiro et al., 2000).

[ birtum Culicoides sonorensis genar6dum er r6d sem hefur samsvorun vid
HGS-gen annara tegunda. Um pad bil helmingur gensins hefur verid radgreint i pessari
smamystegund, og er ensimid talid vera ofnemisvaki likt og hja stunguflugum
(Campbell et al., 2005). Med pvi ad blasta radgreindu rodinni i C. sonorensis &

vefsidunni, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, koma upp par tegundir sem hafa

mesta samsvorun i genarddum sinum vid petta tiltekna gen. Ef staerdir genanna 1 hinum
mismunandi tegundum eru bornar saman, mé datla a0 HGS-genid i C. sonorensis sé a
bilinu 900-1100 basapdr. Gera ma rad fyrir ad C. sonorensis og C. nubeculosus séu
naskyldar, og pvi er haegt ad aatla ad genid sé svipad ad sterd i C. nubeculosus. Sja

steerd HGS-gens 1 60rum skordyrategundum i vidauka III.
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bar sem buiid var ad radgreina 485 basapdr af HGS-geninu i C.sonorensis pa var byrjad
4 ad notast vid pa rod til ad utbua visa fyrir genid i C. nubeculosus, 1 peirri von ad
genin veru nogu lik til ad visarnir geetu bundist. Visarnir gafu stakt band i rafdretti og
radgreiningu upp a 484 basapor, (radgreining-1). Ut fra peirri r6d voru sidan utbunir
sex Rev visar sem voru notadir 4 moéti ferjuvisum. PCR hvorf med pessum visum géafu
ekki stok bond 1 rafdraetti, en bond sem myndudust voru einangrud med odda PCR og

radgreind. Radgreiningarnar gafu ekki nothafar nidurstodur.

Til pess ad reyna ad beta PCRi0 og radgreininguna, var athugad mismunandi
hvartfhitastig og styrkur 4 DNA.

Melt er med pvi ad hafa bindihitastig (TA) um pad bil 5°C laegra en
bradnunarhitastig (TM) visa, en pvi haerra sem TA er, pvi sértaekari verdur binding visa
vid einpatta DNA. Til ad spara tima og fjolda PCR hvarfa voru flest hvorfin keyrd vio
TA = 50°C, sem var medalhitastig flestra visanna. Nokkur PCR hvorf voru keyrd aftur
vid fimm mismunandi hitastig (PCR-5). S6mu bond myndudust i rafdraetti vid pessi
hitastig og vid TA = 50°C. I premur tilfellum myndadist p6 eitt nytt greinilegt ca. 900
basapara band vid TA =48°C, 52°C og 53°C. Bondin voru einangrud med odda PCR
sem var keyrt vid TA = 50°C og stoku bondin ad lokum radgreind. Ekki fengust
nothafar nidustodur, pannig ad breyting & TA hitastigi PCR hvarfsins gaf énnur bond i
rafdreetti, en ekki betri radgreiningu.

Fyrir BigDye radgreiningar PCR er malt med ad nota ekki meira en 5-20 ng af
DNA fyrir 500-1000 basapara but og 10-40 ng fyrir 1000-2000 basaparbtit. Reynt var
ad pynna syni ad pessum viomidum, en ekki fengust betri radgreiningar nidurstoour

med pynntum synum.

Med notkun tveggja nyrra sértekra visa og ZAP Il E-Ad.seq — Fw ferjuvisisins, tokst
ad radgreina 308 basapdr framarlega i HGS-geninu, (radgreining-7). Annar sértaeki
visirinn var gerdur med pvi ad snta vid Cul.s3 (17) — Fw i Rev (Cul.s3 R2 — Rev).
Hinn var hannadur med pvi ad athuga mjog vel vardveitt aminosyrusvaedi i HGS-geni

ymissa bitflugna, FPYCFNMN (C.son FPYCFNMN). Radgreinda svadid sem fékkst
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med pessum visum nadi ekki ad fyrra svaedinu sem tekist hafoi ad radgreina adur,
heldur var eyda 4 milli peirra.

Framarlega i seinni radgreiningunni sem tokst var aminosyrusvedid, GGVPQEG. betta
amindsyrusvaedi er einnig mjog vel vardveitt i moérgum bitflugum, en hannadur var Fw
visir yfir ndkvamlega petta sveedi med pvi ad blasta saman HGS-genar6dum nokkurra
bitflugna. Par sem fleiri en ein basardd getur skrad fyrir hverja amindsyru pa var reynt
ad séradlaga visin fyrir C. sonorensis, med pvi ad notast vid upplysingar um

aminosyrutdkna fyrir pessa tegund, (vefsida: http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-

bin/showcodon.cgi?species=Culicoides+sonorensis+%5Bgbinv%5D&aa=1&style=GC

G.) A vefsidunni sést hvada prir basar eru liklegastir til ad skra fyrir hverja aminésyru i
flugunni. Visirinn fékk heitido C.son GGVPQEG — Fw.

Med pvi ad nota C.son GGVPQEG — Fw visinn 4 moéti Rev visum sem nadu
inna fyrsta radgreinda svae0id, tokst ad magna upp eyduna sem vantadi. Med visunum

tokst ad radgreina 754 basapor, (radgreining-9).

Til a0 reyna ad na upp fremsta hluta gensins var hannadur Rev visir eftir GGVPQEG
svaedinu i C. nubeculosus flugunni og 4 moéti notadur ZAP 11 E-Ad.seq — Fw
ferjuvisirinn. { rafdreetti kom fram band af réttri stzerd, eda um 400 bp. Bid var ad
aztla ad pad vantadi um pad bil 300-400 basapor fremst & genid. Bandid var ekki stakt
i syninu og pvi var pad einangrad med odda PCR og ad lokum radgreint.
Radgreiningin kom vel ut en pvi midur var ekki um HGS-genio ad reda, heldur
skrddi rodin fyrir N-acetylneuraminate lyasa i E. coli og 60rum bakterium, en i
bakterium eru hyaltronidasaensim sem kallast lyasar. A - ZAP Il cDNA safnid i C.
nubeculosus er framleitt i £. coli og pvi hafa visarnir fundid samberileg og jafnvel
betri bindistadi i bakteriunni en & HGS-geni flugunnar. bar sem petta mistokst voru ad
lokum hannadir nyir visar eftir vel vardveittum amindsyrurédum i moskitéflugunni
Aedes aegypti til ad na upp fremsta hluta gensins. Med pvi ad bera saman HGS-
genaradir ur moskitéflugunum 4. aegypti og Anopheles gambiae sést ad genid 1 badum
flugunum byrjar & aminésyrunum MCNQ. M tdknar amindsyruna methiénin, en 61l gen
byrja 4 upphafstdknanum ATG sem skrdir fyrir methionin. Pvi var hannadur Fw visir

eftir nakvaemlega pessu svadi en honum umbreytt i
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C. sonorensis DNA 160. Visirinn n&r ad visu yfir adeins lengra svedi en MCNQ, en
frekar var notast vid 4. aegypti en A. gambiae sem ,,visa-mot*, pvi med pvi ad bera
saman pann hluta HGS-genins sem buid var ad radgreina i C. nubeculosus pé fékkst
53% samsvorun milli aminésyruradanna i C. nubeculosus og A. aegypti, en 51%

samsvorun milli C. nubeculosus og A. gambiae. Fimm visar voru hannadir 4 pennan

hatt, (sidustu visar i toflu 5). Pvi midur tokst ekki ad profa visanna sokum timaskorts.

[ heildina tokst ad klona og radgreina um pad bil 75% af aatladri steerd

hyaluroglucosaminidase geni Culicoides nubeculosus. Radgreindir hafa verid 824 basar

sem skra fyrir 272 aminosyrur. Liklegt er ad um pad bil 300 basa vanti framan a genio.
Samkvamt nidurstodunum pa skiptir mestu mali ad visar séu sértaekir og ad peir

gefi stok bond 1 rafdraetti til ad radgreiningar verdi godar.

[ framhaldi verkefnisins parf ad na upp fremsta hluta gensins. Vonast er til ad haegt sé
ad gera pad med sidustu fimm visunum sem voru hannadir, (tafla 5). begar tekist hefur
ad klona allt genid og radgreina pad, er @tlunin ad klona genid inna pQE ferju til
tjdningar og framleidslu 1 E. coli og innd FastBac HT ferju til tjaningar i Sf-9
skordyrafrumum. Tjaningarkerfid sem hentar best fyrir tjaningu skordyragena er
svokallad baculoveirukerfi i skordyrafrumum. { kerfinu er sykrun og 6nnur
medhondlun préteina eftir pydingu likust pvi sem hun er in vivo. Hyaluronidasi ur
byflugum hefur verid framleiddur badi i £.coli og skordyrafrumum til ad bera saman
virkni proteinanna vid natturlega proteinid. Hyaluronidasi sem var framleiddur i
skordyrafrumum syndi sému liffredilegu virkni og nattarulegur hyaltronidasi, en ef
ensimid var framleitt i £. coli hafdi pad einungis 20-30% af virkni ensimsins in vivo

(Soldatova et al., 1998).

begar buid er ad framleida og hreinsa hyaltironidasann verdur hann préfadur fyrir
ofn@misvirkni & sumarexemshestum. Reynist ensimid vera adalofnemisvaki, p.e. 50%
eda fleiri sumarexemshestar svara a pad, verdur haegt ad nota pad i proun a
onemismedferd gegn sumarexemi i hestum. Forsenda arangursrikrar 6nemismedferdar

gegn ofnemi er ad hagt sé ad framleida naegilegt magn af hreinum ofne@misvokum.
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Vidauki |

Samanburdur a hyaluronidasa amindsyrurdd hja byflugu (Apis mellifera) og
smamyinu Culicoides sonorensis.

Upplysingar um aminosyruradir hyalironidasana fengust a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Culicoides sonorensis:

vkeendrikw
sylryvytdt
gpillssndn

1 fpycfnmngg antkedcpsn
61 mregyrvsqgl skgpvkppvy
121 ydvktkdgcf dfrkyvdnnl

lwdivdvvlp
lkyisnedlk
tpkiltpnls

svylnnkita
gsikvskegk

sqrvqgfvrgr
gsgmifwgss

Apis mellifera (Byfluga):

1 msrplviteg

61 feevsekygi
121 gvfrdhling
181 vegeakrrfe
241 ndkmswlfes
301 kygdrrdtdl
361 krialnnnan

mmigvllmla
lgnwmdkfrg
ipdksfpgvg
kygglfmeet
edvllpsvyl
sradleatlr
drltvdvsvd

pinalllgfv
eeiailydpg
vidfeswrpi
lkaakrmrpa
rwnltsgerv
kitdlgadgf
av

gstpdnnktv
mfpallkdpn
frgnwaslgp
anwgyyaypy
glvggrvkea
iiwgssddin

refnvywnvp
gnvvarnggv
vkklsvevvr
cynltpngps
lriargmtts
tkakclgfre

tfmchkyglr
paglgnltkhl
rehpfwddgr
agceattmge
rkkvlipyywy
ylnnelgpav

Aminosyruradir flugnanna eru bornar saman 4 heimasidunni
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Score = 102 bits (255), Expect = 5e-21, Method: Composition-based
stats.
Identities = 58/166 (34%), Positives = 97/166 (58%), Gaps = 11/166
(6%)
Query 1 FPYCEFNMNGGANTKEDCPSNVKEENDRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGR 60
+PYC+N+ + + C + +END++ WL++ DV+LPSVYL +T+ +RV V GR
Sbjct 218 YPYCYNLTPNQPSAQ-CEATTMQENDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVGGR 276
Query 61 MREGYRVSQ---LSKQPVKPPVYSYLRYVYTDTLKY-ISNEDLKQSIKVSKEQKGSGMIF 116
++E R+++ S++ V P Y YYD +S DL+ +++ + G I
Sbjct 277 VKEALRIARQMTTSRKKVLP----YYWYKYQDRRDTDLSRADLEATLRKITDLGADGFITI 332
Query 117 WGSSYDVKTKDQCFDFRKYVDNNLGPIL--LSSNDNTPKILTPNLS 160
WGSS D+ TK +C FR+Y++N LGP + ++ N+N LT ++S
Sbjct 333 WGSSDDINTKAKCLQFREYLNNELGPAVKRIALNNNANDRLTVDVS 378
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Vidauki I

DNA forrit & netinu og vefsidur sem notadar eru vid vinnslu a verkefninu

1. Biology workbench
Forritid heldur utan um allar upplysingar sem skradar eru inni pad, svo sem DNA radir
og aminosyruradir. Einnig getur forritid borid saman DNA og amindsyruradir auk pess

ad hanna visa eftir basar6dum.

http://workbench.sdsc.edu/

2. ExPASy Translate tool

Forritid pydir DNA radir yfir i amindsyruradir og kemur med tillogur um lesramma.
Forritid synir amindsyruradir med byrjunar- og stopptdkna auk pess sem heaegt er ad
skoda saman basarddina og aminosyrur6din pannig ad greinilegt er hvada basar6d
skrair fyrir hverja amindsyru.

http://www.expasy.org/tools/dna.html

3. Integrated DNA technologies — Oligo Analyzer
Forritid gefur upp ymsar upplysingar um visa svo sem GC% innihald og ttreiknad TM
(melting temperature) hitastig peirra. Einnig snyr forritid ,,forward* visum yfir i

,reverse®.

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

4. NCBI BLAST

Forritid ber saman badi DNA radir og amindsyruradir vid adrar radir sem birtar hafa
verid 4 netinu.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

S. Pontun visa
Visar eru pantadir fra TAG Copenhagen.

www.tagc.com
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Vidauki Il

Samanburdur a steerd hyaluronidasa gensins i nokkrum skordyrum, til ad aaetla
steerd gensins i Culicoides nubeculosus.

Flugnategund DNA-fjoldi bp | Protein-fjoldi as
Culicoides sonorensis (partial cds) 485 160
Aedes aegypti (moskitéfluga) 819 272
Anopheles gambiae (moskitofluga) (partial cds) 939 312
Culex pipiens quinquefasciatus (house mosqito) 954 317
Apis mellifera (byfluga) 1149 382
Glyptapanteles indiensis (vespa) 1077 358
Tribolium castaneum (hveitibjalla) (mRNA) 1077 358
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Vidauki IV

Visar sem Porunn Soley Bjornsdattir lifeindafreedingur og meistaranemi hefur
hannad fyrir leit ad ofnaemisvokum i Culicoides nubeculosus.

Eftirtaldir visar voru hannadir eftir birtri 160 hyalironidasagens i Culicoides
SOnOrensis:

Culs3 (17) — Fw (5'- TAA TAT GAA TGG CGG TGC AA -3")
Cul.s3 (501) — Rev (5'- AAA TAT TTC AGG TCA TTA TGA CAA A -3°)

Einungis er buid ad radgreina um helming gensins (746 bp):

GATTTCCGTATTGTTTTAATATGAATGGCCCTGCAAACACGAAAGAGGATTGTCCGTCAAATGTCAAAGA
GGAAAATGACCGCATTAAATGGCTGTGGGATATAGTCGATGTGGTTTTACCATCAGTATATTTAAACAAC
AAAATCACAGCATCACAGAGAGTCCAATTTGTGCGAGGTCGAATGCGTGAAGGATATCGTGTATCACAAT
TATCAAAACAACCAGTGAAACCACCAGTGTACAGTTATTTGCGTTATGTTTACACAGACACACTTAAATA
CATTTCAAATGAGGATCTCAAACAGTCAATAAAAGTATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGAATGATATTT
TGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAACCAAAGATCAATGTTTTGATTTTAGAAAATATGTTGACAATAATT
TAGGACCAATTCTGTTATCATCGAATGACAATACACCGAAAATTCTTACCCCAAATTTGTCATAATTGAC
CTGAAATATTTATAATAATAATAATAATGGTATAAACTTAATAACATAATAATCATAAATAAAAAATTGA
GTCAAAATGTAATATAAAACCAAATAAAAAAAATAATTCACCAAATATTTGCCCATCGATTGATTAATAA
AAGAAAAAAAATAAAATCAATAAAGATTTCTCATGAAAATACTAATAAAAAAATTGGACGTATTTTCTTA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAR

Porun visa vid DNA 160 er yfirstrikud med greenu. TAA (rautt) er stopptakni.

Eftirtaldir ferjuvisar eru hannadir eftir skerdisetarddum (EcoR 1 og X#ho 1) sitt hvoru
megin vid innskotid i Zap ferjunni & A-cDNA safninu:

ZAP 11 E-Ad.seq — Fw (17) (5°- TC TGG ACC TTG GCT GTC ACT C- 3°)
ZAP 11 X-Ad.seq — Rev (32) (5'- GAT GTC TCG TAA GGT CCT CCG T -3')

Eftirtaldir ferjuvisar fengust fra Gudbjorgu Olafsdéttur M.Sc. 1 liffraedi:

MI13 (-40) — Fw (5'- GTT TTC CAG TCA CGA -3
T7 - Fw (5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°)
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Vidauki V

Visar hannadir ut fra radgreindum rodum C. nubeculosus i B.workbench.

Visar hannadir ut fra radgreindri r6d C. nubeculosus (sja radgreining-1)

OLIGO start len tm gc% any 3' seq
LEFT PRIMER 63 20 60.86 45.00 7.00 0.00 ATCGCATTAAATGGCTGTGG
RIGHT PRIMER 163 20 60.35 50.00 5.00 3.00 CCCACGAACAAATTGGACTC

SEQUENCE SIZE: 484
INCLUDED REGION SIZE: 484

PRODUCT SIZE: 101, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 TTAATATGAATGGCGGTGCAAATATGAAAGAGGATTGTCCATCTAATGTAAAGAGGAAAA
61 TAATCGCATTAAATGGCTGTGGGATATTGTCGATGTGGTTTTGCCTTCAGTTTATTTGAA

SESEOO55555555555>>>

121 CAACAAAATAACAGCATCACAAAGAGTCCAATTTGTTCGTGGGCGAATGCGTGAAGGATA

<LLLLLLLLL L L L L L

181 TCGTGTGTCACAATTATCAAAACAACCAGTGAAACCACCAGTATACAGTTATTTGCGTTA

241 TGTTTACACGGACAACCTAAAATACATTTCAAATGAGGATCTCAAACAATCAATTAAAGT

301 ATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGATTAATATTTTGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAAC

361 GAAAGATCAGTGTTTTGATTTTAGAAATTATGTTGATAATAATTTAGGACCAATTGTACT

421 ATCAGCAAATGACAATACACCAAAAATTCTTACCCCAAATTTGTCATAATTGACCTGAAA

481 TATT

KEYS (in order of precedence):
>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

Additional Oligos

start len tm gc% any 3' seq
1 LEFT PRIMER 73 20 60.74 50.00 4.00 2.00 ATGGCTGTGGGATATTGTCG
RIGHT PRIMER 182 20 60.58 50.00 6.00 2.00 GATATCCTTCACGCATTCGC

PRODUCT SIZE: 110, PAIR ANY COMPL: 7.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

2 LEFT PRIMER 63 20 60.86 45.00 7.00 0.00 ATCGCATTAAATGGCTGTGG
RIGHT PRIMER 182 20 60.58 50.00 6.00 2.00 GATATCCTTCACGCATTCGC
PRODUCT SIZE: 120, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

3 LEFT PRIMER 76 20 58.95 50.00 4.00 1.00 GCTGTGGGATATTGTCGATG
RIGHT PRIMER 182 20 60.58 50.00 6.00 2.00 GATATCCTTCACGCATTCGC
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PRODUCT SIZE: 107, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

4 LEFT PRIMER 62 20 58.65 40.00 7.00 2.00 AATCGCATTAAATGGCTGTIG
RIGHT PRIMER 163 20 60.35 50.00 5.00 3.00 CCCACGAACAAATTGGACTC
PRODUCT SIZE: 102, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

Markmioid er ad notast bara vid Rev visa til ad nd byrjuninni 4 geninu med hjalp
ferjuvisis sem naer ut fyrir genasvaedid. Notast var vid Rev visana sem forritid gaf upp
auk pess ad notast vid Fw visana med pvi a0 snua peim vid og gera pa par med Rev.

Tok Fw visi nr. 63 og utbjo Rev i B. Workbench (Rev visir nr. 83)

LEFT PRIMER 63 20 60.86 45.00 7.00 0.00 ATCGCATTAAATGGCTGTGG (Fw)

HGS1lnub radgrl9.1l 63 F - reverse complement

>HGSI1nub radgrl9.1 LEFT PRIMER opt, Reverse-Complement
CCACAGCCATTTAATGCGAT

Set Rev rodina inni forritid a
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx

Forritid finnur lika Gt Rev rodina, parf pvi 1 raun ekki ad gera pad i B.workbench.

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'- ATC GCA TTA AAT GGC TGT GG -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 45.0 %

MELT TEMP: 53.7 °C

Profadi ad setja inn Fw rodina og fae pa Rev og sama TM.

SEQUENCE:

5'- ATC GCA TTA AAT GGC TGT GG -3'
COMPLEMENT:

5'-CCA CAG CCA TTT AAT GCG AT -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 45.0 %

MELT TEMP: 53.7 °C
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Rev visir nr. 163

RIGHT PRIMER 163 20 60.35 50.00 5.00 3.00 CCCACGAACAAATTGGACTC
SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-GAG TCC AAT TTG TTC GTG GG -3'

LENGTH: 20

GC CONTENT: 50.0 %
MELT TEMP: 54.0 °C

Rev visir nr. 93

LEFT PRIMER 73 20 60.74 50.00 4.00 2.00 ATGGCTGTGGGATATTGTCG (Fw)
HGS1nub radgrl9.1 - 73 F - reverse complement

>HGS1nub radgrl9.1 LEFT PRIMER 1, Reverse-Complement
CGACAATATCCCACAGCCAT

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'- ATG GCT GTG GGA TAT TGT CG -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 50.0 %

MELT TEMP: 54.9 °C

Rev visir nr. 182

RIGHT PRIMER 182 20 60.58 50.00 6.00 2.00 GATATCCTTCACGCATTCGC
SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-GCG AAT GCG TGA AGG ATA TC -3'

LENGTH: 20

GC CONTENT: 50.0 %
MELT TEMP: 53.9 °C
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Rev visir nr. 96

LEFT PRIMER 76 20 58.95 50.00 4.00 1.00 GCTGTGGGATATTGTCGATG (Fw)

HGS1nub radgr19.1 - 76 F - reverse complement

>HGS1nub radgrl9.1 LEFT PRIMER 3, Reverse-Complement
CATCGACAATATCCCACAGC

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-GCT GTG GGA TAT TGT CGA TG -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 50.0 %
MELT TEMP: 53.4 °C

Rev visir nr. 82

LEFT PRIMER 62 20 58.65 40.00 7.00 2.00 AATCGCATTAAATGGCTGTG (Fw)

HGS1nub radgr19.1 - 62 F - reverse complement

>HGS1nub radgrl9.1 LEFT PRIMER 4, Reverse-Complement
CACAGCCATTTAATGCGATT

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'- AAT CGC ATT AAA TGG CTG TG -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 40.0 %

MELT TEMP: 51.6 °C

Visar hannadir ut fra radgreindri r6d C. nubeculosus (sja radgreiningu-7)

C. nubeculosus hefur vel vardveitt aminosyrusvaedi i HGS geni sinu likt og adrar
bitflugur svo sem Aedes aegypti (sja vidauka VI). Fw og Rev visar ut fra yfirstrikada
aminosyrusvadinu voru Utbunir til ad n4d meira af geninu upp.

GGVPQEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRQNSGVLQPYKDLSYKLVQSKHRLWS
KKLIEEEAAREFETAGRSFVEETV

SEQUENCE:

55 GGTGGT GTACCACAAGAAGGAS! - C.nub GGVPQEG Fw
COMPLEMENT:

SETCCTTCTTGTGG TACACCACC3! - C.nub GGVPQEG Rev
LENGTH: 21

GC CONTENT: 52.4 %
MELT TEMP: 56.7 °C
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Vidauki VI

Visar hannadir eftir vel vardveittum amindsyrusvaedum i skyldum bitflugum.

Cul.s3 Fw er umbreytt i Rev

Gert til ad né fremri hluta gensins upp 4 moti ferjuvisi og mogulegum sértekum Fw
visi sem fzest med pvi ad blasta saman nokkrum as-ré0um/genar6oum moskitéflugna a
http://workbench.sdsc.edu/

Cul.s3 F (17): TAATATGAATGGCGGTGCAA

SEQUENCE:

5'- TAA TAT GAA TGG CGG TGC AA -3'
COMPLEMENT:

5'- TTG CAC CGC CAT TCA TAT TA -3'
LENGTH: 20

GC CONTENT: 40.0 %

MELT TEMP: 52.3 °C

FPYCFNMN

Amindsyrusvedi & C. sonorensis sem er mjog vel vardveitt 1 bitflugum.
Nukle6tiordoin fundin og Rev visir bainn til, til ad nota & méti ferjuvisi og mégulegum
sérteekum Fw visi sem faest med pvi ad blasta saman nokkrum as-rédum/genarédum
moskitoéflugna og hanna visi Gt frd mjog vel vardveittum svedum.

Fw nukledtidrdd C. son: GATTTCCGTATTGTTTTAATATGAATGGC

SEQUENCE:

5" GAT TTC CGT ATT GTT TTA ATA TGA ATG GC -3'
COMPLEMENT:

5'- GCC ATT CAT ATT AAA ACA ATA CGG AAA TC -3'
LENGTH: 29

GC CONTENT: 31.0 %

MELT TEMP: 53.7 °C
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Sértaekir Fw visar utbunir fra 4. aegypti
Notast er vid vel vardveitt svaedi & 6llum premur moskitétegundunum: 4. aegypti, A.
gambiae og Culex pipiens.

GGVPQEG:
BN PEGEVROECIER) : GGTGGCGTACCGCAGGAGGGA

SEQUENCE:

5'- GGT GGC GTA CCG CAG GAG GGA -3'
COMPLEMENT:

5'- TCC CTC CTG CGG TAC GCC ACC -3'
LENGTH: 21

GC CONTENT: 71.4 %

MELT TEMP: 66.2 °C

WGYYAFP: (Svadid er fyrir framan FPYCFNMN)
d: TGGGGCTATTATGCCTTTCCC
SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'- GGG AAA GGC ATA ATA GCC CCA -3'
LENGTH: 21

GC CONTENT: 52.4 %

MELT TEMP: 57.2 °C

Sértaekir Fw visar utbunir fra 4. aegypti — Umbreyttir fyrir Culicoides

Notast er vid vel vardveittar as. radir i moskitéflugunni til ad Gtbtia Fw visa sem reynt
er a0 adlaga fyrir C. sonorensis med pvi ad notast vio upplysingar um as. takna fyrir
pessa tegund 4 heimasidunni http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-
bin/showcodon.cgi?species=Culicoides+sonorensis+%5Bgbinv%5D&aa=1&style=GC
G

Notast er vid pessa visa & moti sértekum Rev visum sem eru til.

G G v P Q E G
Gly gly val pro gln glu gly
GGA-GGA-GTT-CCA-CAA-GAA-GGA

SEQUENCE:

5'- GGA GGA GTT CCA CAA GAA GGA -3'
COMPLEMENT:

5'- TCC TTC TTG TGG AAC TCC TCC -3'
LENGTH: 21

GC CONTENT: 52.4 %

MELT TEMP: 56.3 °C
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w G Y Y A F P

Trp gly tyr tyr ala phe pro
TGG-GGA-TAT-TAT-GCA-TTT-CCA

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-TGG AAA TGC ATA ATA TCC CCA -3'
LENGTH: 21

GC CONTENT: 38.1 %

MELT TEMP: 51.6 °C

Sértaekir Fw og Rev visar utbunir fra 4. aegypti — Umbreyvttir fyrir Culicoides
Notast er vid vel vardveittu as. radirnar i moskitéflugunum til ad atbtia Fw og Rev visa
sem reynt er ad séradalaga fyrir C. sonorensis med pvi ad notast vid upplysingar um
as. takna fyrir pessa tegund 4 heimasiounni http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-
bin/showcodon.cgi?species=Culicoides+sonorensist+%5Bgbinv%5D&aa=1&style=GC

I

Med pvi a0 blasta saman peim hluta HGS gensins i C. nubeculosus sem buid er ad
radgreina pa er aminosyrurddin likust 4. aegypti (53% fullkomid samraemi).

Aedes_aegypti ~  —oommooeoes MCNQYQUIESS 1 cPTYEVYONG - - NSNS TLYDPG
Anopheles gambiae SFEVYWNIPTFMCNQFGFEFSSVNRTYSVVONRNDTFRGNAVSILYDPGK

KKKk s akkKs Kk K Kk Kk s kKA KK L KK KKK KKK
Aedes_aegypti FPALLEKSSTRVLYKRNGGVPQEGNLTEHLDIFRKHMDELVTDADFSGVG
Anopheles gambiae FPALLEKPSTKTLYKRNGGVPQEGNLTEHLEIFERHLDELIPDRNFSGIG

hhkkkhkhkkhk Khhke dhkhkkhhkhkkhhkkhkhkkhkhhkhkhkkhkhkehkk skeokkhke * okkkek

M C N Q Y Q M N F S
Met — Cys — Asn — Gln — Tyr — Gln — Met — Asn — Phe — Ser
ATG-TGT-AAT-CAA-TAT-CAA-ATG-AAT-TTT-TCA

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-TGA AAA ATT CAT TTG ATA TTG ATT ACA CAT -3'
LENGTH: 30

GC CONTENT: 20.0 %

MELT TEMP: 51.5 °C

74



Einangrun & hyalironidasageni ur smamyi sem mogulegum ofn@misvaka i sumarexemi i hestum

T Y E VvV Y Q N G
Thr — Tyr — Glu — Val — Tyr — Gln — Asn — Gly
ACA-TAT-GAA-GTT-TAT-CAA-AAT-GGA

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-TCC ATT TTG ATA AAC TTC ATA TGT -3'
LENGTH: 24

GC CONTENT: 25.0 %

MELT TEMP: 48.7 °C

F R G N A I S
Phe — Arg — Gly — Asn — Ala — Ile — Ser
TTT-AGA-GGA-AAT-GCA-ATT-TCA

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

5'-TGA AAT TGC ATT TCC TCT AAA -3
LENGTH: 21

GC CONTENT: 28.6 %

MELT TEMP: 48.0 °C

S 1 L Y D P G
Ser — Ile — Leu — Tyr — Asp — Pro — Gly
TCA-ATT-TTG-TAT-GAT-CCA-GGA

SEQUENCE:

COMPLEMENT:

LENGTH: 21
GC CONTENT: 33.3 %
MELT TEMP: 49.2 °C




Einangrun & hyaltronidasageni ur smamyi sem mogulegum ofna@misvaka i sumarexemi i hestum

Vidauki VI

Blondun stofn lausna og pynning visa

TBE Dui

Tafla 1. 0,5 M EDTA vid pH 8,0 (500 mL)

Efni | Magn
EDTA | 93,05 ¢
dH>O | 350 mL

Adferdarlysing:

1. Efnin eru vigtud og mald og blandad saman i keiluflosku. Hraera er sett med
lausninni til a0 EDTAIQ leysist alveg upp i vatninu.

2. Syrustig lausnarinnar er stillt med ca. 10 g af NaOH t6flum i pH 8.0. Lausin er hvit
i fyrstu en verdur ter vid pH 8,0.

Tafla 2. 5 x TBE (5 litrar)

Efni Magn
TRIS 270 g
Boric Acid 1375¢g
0,5 M EDTA pH 8,0 100 mL
dH.O 4492,5 mL
Adferoarlysing:

1. Efnin eru vigtud og mald og blandad saman i keiluflésku. Einungis hluti af vatninu
er settur i. Hraera er sett med lausninni til ad fostu efnin leysist alveg upp i EDTA
lausninni og vatninu.

2. Adur en fyllt er upp med vatni i 5 L er syrustig lausnarinnar stillt i pH 8,0.

Tafla 3. 0,5 x TBE dui (10 L)

Efni Magn (L)
5x TBE dui 1
dH>0 9
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10 x RSB dui

Tafla 4. 10 x RSB di (5 mL)

Efni Magn (mL)
Glycerol 2,5
0,5M EDTA 0,15
1 x Bromophendl blue 1,25
dH.O 1,10

1 Kb BRL Ladder

Tafla 5. 1 Kb BRL Ladder (250 pL)

Efni Magn (uL)
Bromophendl blue (BRL) — 6pynntur 25
TE-dui pH 8,0 135
10 x RSB dui 90

BRL: Fra Invitrogen Life Technologies

Tafla 6. TE-dui vid pH 8,0 (100 mL)

Efni Magn (mL)
100 mM Tris-HCL 10
100 mM EDTA 1
dH>0 89

Pynning visa

Pynnig visa fyrir kedjuverkandi fj61lidun (PCR)

CixVi=Cx V2
100 pmol/pL x Vi =20 pmo6l/pL x 20 pL

V1i=20 pmél/ul x 20 uL
100 pmol/pL

Vi =4 uL af 6pynntum visi + 16 pL af dH,O
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Pynning visa fyrir radgreiningar PCR

CixVi=Cx V2
100 pmol/L x Vi =2 pmol/L x 20 L

Vi= 2 umol/L x 20 uL
100 umol/L x V;

Vi =0,4 umol/L af 6pynntum visi + 19,6 uL af dH>O
Ath. 1 ymo6l/L = 1 pmo6l/pLl

Hegt er ad notast vid pynnta visa sem notadir eru i hefdbundnu PCR fyrir
radgreiningar PCR me0 pvi ad pynna pa 1:10.

CixVi=Cx V2
20 pmol/uL =20 pmol/L
20 umol/L x Vi =2 umol/L x 20 pL

Vi= 2 umél/L x 20 uL
20 umol/L

Vi =2 uL af 20 pm6l/uL visi + 18 pL af dH,O
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Vidauki VI

Radgreind basar6é og aminosyrurod ur C. nubeculosus og birtum HGS rodum
ur 68rum bitflugum blastad saman.

Basar6dum blastad saman, efri r6din er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur

C. sonorensis, sja radgreiningu-1:

* - single, fully conserved residue
- no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

HGSlnub_ radgrl19.1 - ———————————— TTAATATGAATGGCGGTGCAAATATGAAAGAGGAT
gi 51557674 <1-485 Culicoide GATTTCCGTATTGTTTTAATATGAATGGCGGTGCAAACACGAAAGAGGAT

Kok kkk kA Ak KKK KKK KKK KKk k * KAKKKF KK KK
HGSlnub radgrl9.1 TGTCCATCTAATGT-AAAGAGGAAAATAATCGCATTAAATGGCTGTGGGA
gi 51557674 <1-485 Culicoide TGTCCGTCAAATGTCAAAGAGGAAAATGACCGCATTAAATGGCTGTGGGA

KAXKKKX KK KAXKXKAKX AAXXXXKAXAKXKXAKAXAKX X KAAXXAAXAXAXAXAXAXAXA XA AKX AKX K

HGSlnub radgrl9.1 TATTGTCGATGTGGTTTTGCCTTCAGTTTATTTGAACAACAAAATAACAG
gi 51557674 <1-485 Culicoide TATAGTCGATGTGGTTTTACCATCAGTATATTTAAACAACAAAATCACAG

KKK KAAKXKXKXKXKXKXKAKAKAKAXAKX KAk KAAXAXAKX KAAXAAKX AAXXXAXAXAXAXAXAKX XX Kx*

HGSlnub radgrl9.1 CATCACAAAGAGTCCAATTTGTTCGTGGGCGAATGCGTGAAGGATATCGT
gi 51557674 <1-485 Culicoide CATCACAGAGAGTCCAATTTGTGCGAGGTCGAATGCGTGAAGGATATCGT

KAXKXKKKAKX AAXXKXKXKXXAXXAKAKAKAKAKX AKXk KKk AAXAXAXAAXAAXAXAXAXAXA XXX XA XXX K

HGSlnub radgrl9.1 GTGTCACAATTATCAAAACAACCAGTGAAACCACCAGTATACAGTTATTT
gi 51557674 <1-485 Culicoide GTATCACAATTATCAAAACAACCAGTGAAACCACCAGTGTACAGTTATTT

Kok ok ok kA A KKK KA KKK A Ak hkh kA kA KK KA KKK KA Kk hk AKX KKK K KK
HGSlnub radgrl9.1 GCGTTATGTTTACACGGACAACCTAAAATACATTTCAAATGAGGATCTCA
gi 51557674 <1-485 Culicoide GCGTTATGTTTACACAGACACACTTAAATACATTTCAAATGAGGATCTCA

KAXKXKXKXKAKXXAXAXAXAXAKAKAKX KX KX K KK AKX KXAKAKAKAKAKAKAAKAKAKA A AKX AR XA KA XA KKK

HGSlnub radgrl9.1 AACAATCAATTAAAGTATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGATTAATATTT
gi 51557674 <1-485 Culicoide AACAGTCAATAAAAGTATCCAAAGAGCAAAAGGGTAGTGGAATGATATTT

KAKKK KAAKKAKX AXAXXAAXKAXAKAAXAXAKAAXAXAXAAXAXAXAXAXAXAXAXAXAAAKX * XXX XK* %

HGSlnub radgrl9.1 TGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAACGAAAGATCAGTGTTTTGATTTTAG
gi 51557674 <1-485 Culicoide TGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAACCAAAGATCAATGTTTTGATTTTAG

Kok ok ok k kA Ak KKK KKK KK Ak hhhk kA A,k KAKKK KA K Kk kA KKK KKK K KK
HGSlnub radgrl9.1 AAATTATGTTGATAATAATTTAGGACCAATTGTACTATCAGCAAATGACA
gi 51557674 <1-485 Culicoide AAAATATGTTGACAATAATTTAGGACCAATTCTGTTATCATCGAATGACA

KAK KAKXKXKAKAKAKX AAXXXAXXAXAXAXAXAXAXAXAXAXA KA KX % KAKKKKX K KKXKKKKK

HGSlnub radgrl9.1 ATACACCAAAAATTCTTACCCCAAATTTGTCATAATTGACCTGAAATATT
gi 51557674 <1-485 Culicoide ATACACCGAAAATTCTTACCCCAAATTTGTCATAA-——————————————

KAXKXKKKAKX AAXKXKXKAKAKAKAKAKAXAXAXAKAXAXAXA XXX XA XXX KKK
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Aminosyrurodum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
C. sonorensis, sja radgreiningu-1:
* - single, fully conserved residue

- conservation of strong groups

- conservation of weak groups
- no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

frame2_radgrl9HGS ———————————————————- CKEENNRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGR
Cson_HGS_160_as FBYCENMNGGANTKEDCPSNVKEENDRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGR

KKKK ¢« KA XXX AKX KA AKX AKX A AKX AKX KA A A AKX XA XXX XA AKX KA KA KKK

frame2 radgrl9HGS MREGYRVSQLSKQPVKPPVYSYLRYVYTDNLKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSS
Cson_HGS 160 as MREGYRVSQLSKQPVKPPVYSYLRYVYTDTLKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGMIFWGSS

KAKXKKKA KX KA KA XX AKX KAKAKA AKX KAKAKAKAKAAKAKAAKX AKX XA XA XXX A AKX KAAXAXAXAXAAKAKAKAAKXN « AKX KK

frame2 radgrl9HGS YDVKTKDQCFDFRNYVDNNLGPIVLSANDNTPKILTPNLS
Cson_HGS 160 as YDVKTKDQCFDFRKYVDNNLGPILLSSNDNTPKILTPNLS

hhkkkhkhkhkhkkhkhkhhkk e hkhkhkhkhkhhhk o kkokkhkkkkkhkkhkhkhkk

Basar6dum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
A. aegypti, sja radgreiningu-7:

* - single, fully conserved residue
- no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Radgreining-7 = @ —-mmmmm e
BWB18875 ATGTGCAACCAGTATCAGATGAACTTCTCCAGCATAGGGCCCACCTACGAAGTGTACCAG

Radgreining-7 = —----mmmm oo

BWB18875 AACGGGAACGATAGCTTCCGGGGGAATGCCATATCGATCCTGTACGATCCGGGCAAGTTC

Radgreining=7 = -mmmmmm e CGTAAATATTTTGAACTT

BWB18875 CCTGCGCTGCTGGAGARATCTTCCACCCGGGTGCTGTACAAACGARATGGTGGCGTACCG
* Kk kK * L

Radgreining-7 TACC---GTTTCTTCTACAAATGAACGACCAGCTGTTTCAAATTCACGAGCTGCCTCTTC

BWB18875 CAGGAGGGAAATCTCACCGAACATTTGGACATTTTTCGAAAGCACATGGATGAACTGGTT
* * * * * k% * * Kx *  x * x * Kk Kk * x *

Radgreining-7 TTCAATT--AACTTCTT--GCTCCATAATCTATGCTTTCT--TTGCACCAATTTATAT--

BWB18875 ACAGATGCAGATTTCTCCGGTGTCGGAGTCATCGATTTCGAGTCGTGGCGACCAATATTT
* * R * * * kK * kKKK * % *  x * KKK

Radgreining-7 -GATAAATCCTTATATGGCTGTAACAC-ACCTGAA--TTTTGACGATAAATCGGTCGCCA

BWB18875 CGGCAGAATTTCGGCTCGCTGCAACCCTATAAGGACCTTTCGATGAAAATCGAAAAACAG
* *  x * * Kk kKk kkk ok Kk *  x R T Ok S O S *

Radgreining-7 TGAC-TCAAAATCAATCACTCCAATGCCTGAGAAAT-——-—-— TTTGAT--CTGGTATCA

BWB18875 AGGCATCCARATTTGCCTCCCAAGTGGCTGGAAGCTGAGGCAACCCGACGGTTTGAATCA

* kK Kk Kk kK * kK kK kK Kk kXK * * * Kk * kK KKKk K

Radgreining-7 AGGTATTAACACTTT-CAGCAAAATAATCGATGTGTTCTTGTAARATTTC--CTTCTTGTG

BWB18875 ACAGGCCGGGAGTTCATGGCTCAGACGTTGCTGTTGGCCAAACAGTTGCGGCCTCGAGCG

* * kK * x * R S i * R S * kK * %

Radgreining-7 GTACACCACCATTTCGTC == === === == = = m — = o e e
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BWB18875

Radgreining-7
BWB18875

Radgreining-7
BWB18875

Radgreining-7
BWB18875

Radgreining-7
BWB18875

Radgreining-7
BWB18875

Aminosyrurodum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur

GCCTGGGGCTATTATGCCTTTCCCTACTGCTTCAACATGAACGGAGGATCCACGAGCAAT

* L *  x

AAGTACCTGACCGAGGTAAGTTTTAGTAGCCAAGCGTAG

A. aegypti, sja radgreiningu-7:

* - single, fully conserved residue
- conservation of strong groups
- conservation of weak groups

— Nno consensus

CLUSTAL W (1.81)

Radgreining-7
Aedes_aegypti

Radgreining-7
Aedes_aegypti

Radgreining-7
Aedes_aegypti

Radgreining-7
Aedes_aegypti

Radgreining-7
Aedes_aegypti

multiple sequence alignment

—————————————————————————————————————————————————————— RNGGVP
MCNQYQMNFSSIGPTYEVYQNGNDSFRGNAISILYDPGKFPALLEKSSTRVLYKRNGGVP

KKK KKK

QEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRONSGVLQPYKDLSYKLVOR
QEGNLTEHLDIFRKHMDELVTDADFSGVGVIDFESWRPIFRQNFGSLQPYKDLSMKIEKQ

Fhk kK kk .ok Kk . s Kok ckkkokkkkkhkkhkkkok.okkk ok khkkkkkkk k.

KHRLWSKKLIEEEAAREFETAGRSFVEETVKFK===========————————————————
RHPNLPPKWLEAEATRRFESTGRE FMAQTLLLAKQLRPRAAWGYYA_GGSTSN

.k * ek kKooK ** s kK * . K.

GQREDCSAEVQRENDRIQWLFDDSDIIFPSVYLREKLGAGDRIKLIRGRVKEAVRMARRA

* x

NVQPKPRVLTYIRYVYTDSVKYLTEVSEFSSQA
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Basar6dum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
A. aegypti, sja radgreiningu-9:

* - single, fully conserved residue
- no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Radgreining-9 = ——-mmmm e
BWB18875 ATGTGCAACCAGTATCAGATGAACTTCTCCAGCATAGGGCCCACCTACGAAGTGTACCAG

Radgreining-9 = —---mmmmmm e
BWB18875 AACGGGAACGATAGCTTCCGGGGGAATGCCATATCGATCCTGTACGATCCGGGCAAGTTC

Radgreining-9 = ——-------mmmm oo

BWB18875 CCTGCGCTGCTGGAGAAATCTTCCACCCGGGTGCTGTACAAACGAAATGGTGGCGTACCG
Radgreining-9 CAAGAAGGAAATTTACAAGAACACATCGATTATTTTGCTGAAAGTGTTAATACCTTGATA
BWB18875 CAGGAGGGAAATCTCACCGAACATTTGGACATTTTTCGAAAGCACATGGATGAACTGGTT
*k kk kkkkkk x *kkkKk K kK * ok kK * * kK *k Kk
Radgreining-9 CCAGATCAAAATTTCTCAGGCATTGGAGTGATTGATTTTGAGTCATGGCGACCGATTTAT
BWB18875 ACAGATGCAGATTTCTCCGGTGTCGGAGTCATCGATTTCGAGTCGTGGCGACCAATATTT

* kKKK * KXk KkKKKK kK K KKK KK KKk AKX KKAK KAAKKAK KAAAAAKAKAKX kKk Kk Kk

Radgreining-9 CGTCAAAATTCAGGTGTGTTACAGCCATATAAGGATTTATCATATAAATTGGTGCAAAGA
BWB18875 CGGCAGAATTTCGGCTCGCTGCAACCCTATAAGGACCTTTCGATGAAAATCGAAAAACAG
*Kk kK KKk kK * * kX kK kK kK AKX KXKKKKK * kK Rk S S * x
Radgreining-9 AAGCATAGACTATGGAGCAAGAAGTTAATTGAAGAAGAGGCAGCTCGTGAATTTGAAACA
BWB18875 AGGCATCCARATTTGCCTCCCAAGTGGCTGGAAGCTGAGGCAACCCGACGGTTTGAATCA
* KKk kK * *  x * KKKk E i KAXKKKKKX Kk kK KKXKKKKK kK
Radgreining-9 GCTGGTCGTTCATTTGTAGAAGAAACGGTTAAAGTTGCAAAATATTTACGTCCAAATGCA
BWB18875 ACAGGCCGGGAGTTCATGGCTCAGACGTTGCTGTTGGCCAAACAGTTGCGGCCTCGAGCG
E I S * * *  Kx R Ik S Rk S O Ok SR S Ok S Ok S * x
Radgreining-9 AAATGGGGCTATTATGGATTCCCATATTGTTTCAATATGAATGGTGGT--————- GCARRA
BWB18875 GCCTGGGGCTATTATGCCTTTCCCTACTGCTTCAACATGAACGGAGGATCCACGAGCAAT
R R R Ik kI I Kk KKk KKk kK KAKkKkKkKk KKKk KkKk KKk kK * KKK
Radgreining-9 TATGAA--AGAGGATTGTCCATCTAATGTTAAAGAGGAAAATAATCGCATTAAATGGCTG
BWB18875 GGCCARCGGGAGGACTGCTCGGCCGAGGTGCAGCGGGAARATGACCGCATCCAGTGGCTG
* * KKKk KK kK * * * kK * KAXKXKKAKAKX Kk KA KKK * KKK KKK
Radgreining-9 TGGGATATTGTCGATGTGGTTTTGCCTTCAGTTTATTTGAACAACAAAATAACAGCATCA
BWB18875 TTTGACGATTCGGATATCATCTTCCCGTCAGTTTATCTGAGGGAGAAGCTCGGCGCCGGA
* * * * * KKk Kk K KKk Ak AKX KKAKAKRKAK KKK * kK * * x *
Radgreining-9 CAAAGAGTCCAATTTGTTCGTGGGCGAATGCGTGAAGGATATCGTGTGTCACAATTATCA
BWB18875 GACCGCATCAAGCTGATTCGGGGCCGCGTGAAGGAAGCTGTTCGGATGGCACGGAGGGCC
* * * Kk Kx * KKK K KKk kK * Kx * KKK * KK KKk KKK *
Radgreining-9 AAACAACCAGTGAAACCACCAGTATACAGTTATTTGCGTTATGTTTACACGGACAACCTA
BWB18875 AATGTCCAGCCCAAGCCCCGGGTGTTGACGTACATTCGGTACGTCTACACGGACAGCGTC
* ) * *Kk KKk Kk * Kk Kk * * Kx K KKk kK Ak AKX KKAKAKAKAKAKAK k Kk
Radgreining-9 AAATACATTTCAAATGAGGATCTCAAACAATCAATTAAAGTATCCAAAGAGCAAAAGGGT
BWB18875 AAGTACCTGACCGAGGTAAGTTTTAG-TAGCCAAGCGTAG-—===—===——===——=———
*k Kk k Kk * *  Kx I * * KK * x
Radgreining-9 AGTGGATTAATATTTTGGGGCAGTTCATATGATGTCAAAACGAAAGATCAGTGTTTTGAT
BWB18875 ~  mmm e e
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Radgreining-9 TTTAGAAATTATGTTGATAATAATTTAGGACCAATGACTATCA
BWB18875  mmmmmm e e

Aminosyrurodum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
A. aegypti, sja radgreiningu-9:

* - single, fully conserved residue
- conservation of strong groups
- conservation of weak groups
- Nno consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Radgreining-9 = = —--—----mm oo

Aedes_aegypti MCNQYQMNFSSIGPTYEVYQNGNDSFRGNAISILYDPGKFPALLEKSSTRVLYKRNGGVP
Radgreining-9 QEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONFSGIGVIDFESWRPIYRONSGVLQPYKDLSYKLVQR
Aedes_aegypti QEGNLTEHLDIFRKHMDELVTDADEFSGVGVIDFESWRPIFRONFGSLOPYKDLSMKIEKQ
* kKKK **:* * : 1 *:'* :***:***********:*** K KKK KKK KK *:
Radgreining-9 KHRLWSKKLIEEEAAREFETAGRSEFVEETVKVAKYLRPNAKWGYYGEFPYCENMNGGAN--
Aedes_aegypti RHPNLPPKWLEAEATRRFESTGREFMAQTLLLAKQLRPRAAWGYYAFPYCEFNMNGGSTSN
:* . * :* **:*'**::**'*: :*: :** ***'* ****'**********:'
Radgreining-9 -MKEDCPSNVKEENNRIKWLWDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQFVRGRMREGYRVSQLS
Aedes_aegypti GOREDCSAEVQRENDRIQWLEDDSDIIFPSVYLREKLGAGDRIKLIRGRVKEAVRMARRA
HEE R S R R T
Radgreining-9 KQOPVKPPVYSYLRYVYTDNLKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSSYDVKTKDQCFED
Aedes_aegypti NVQPKPRVLTYIRYVYTDSVKYLT-———==——— EVSFSSQA-—-—-————==—==—=—=—————
* Kk Kk :*:******':**:: :**
Radgreining-9 FRNYVDNNLGPMTI

Aedes_aegypti = = -—-------------
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Basar6dum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
A. aegypti, sja Nidurstodur - Samantekt:

* - single, fully conserved residue
- no consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

C.nub. Consensus_[824 bp] CAATTATGACAAATTTGGGGTAAGAATTTTTGGTGTATTGTCATTTGCTG
BWB18875 -ATGTGCAACCAGTATCAGATGAACTTCTCCAGCATAGGGCCCACC—--
* * Rk I S S I *  x * * Kx *  x
C.nub. Consensus_[824 bp] ATAGTACAATTGGTCCTAAATTATTATCAACATAATTTCTAAAATCARARA
BWB18875 ----TACGAAGTGTACCAGAACGGGAACGATAGCTTCCGGGGGAATGCCA
* KKk Kk Rk I S S R S S * * *
C.nub. Consensus_[824 bp] CACTGATCTTTCGTTTTGACATCATATGAACTGCCCCAARATATTAATCC
BWB18875 TATCGATCCTGTACGATCCGGGCAAGTTCCCTGCGCTGCTGGAGAAATCT
* KKK K Kk * * x * KKK K K * * KKK
C.nub. Consensus_[824 bp] ACTACCCTTTTGCTCTTTGGATACTTTAATTGATTGTTTGAGATCCTCAT
BWB18875 TCCACCCGGGTGCTGTACAAACGAAATGGTGGCGTACCGCAGGAGGGARA
R KKK K K * * *  x * * Kx *
C.nub. Consensus_[824 bp] TTGAAATGTATTTTAGG---TTGTCCGTGTAAACATAACGCARATAACTG
BWB18875 TCTCACCGAACATTTGGACATTTTTCGAAAGCACATGGATGAACTGGTTA
* * *  Kx * Kk kK R S * KKK * Kk Kk *
C.nub. Consensus_[824 bp] TATACTGGTGGTTTCACTGGTTGTTTTGATAATTG-TGACACACGATATC
BWB18875 CAGA-TGCAGATTTCTCCGGT-GTCGGAGTCATCGATTTCGAGTCGTGGC
R Rk 2k Ok S S O b S R Ok S S * * *
C.nub. Consensus_[824 bp] CTTCACGCATTCGCCCACGAACAAATTGGACTCTTTGTGATGCTGTTATT
BWB18875 GACCAATATTTCG-—--- GCAGAATTTCGGCTCGCTGCAACCCTATAAGG
* * * KKKk RS S Ok S O S S i * Kx * R S
C.nub. Consensus_[824 bp] TTGTTGTTCAAATAAACTGAAGGCAAAACCACATCGACAATATCCCACAG
BWB18875 ACCTTTCGATGAAAATCGAAAAACAGAGGCATCCAARATTTGCCTCCCARG
* * R S * Kx * Kk Kk * K * * x * Kx
C.nub. Consensus_[824 bp] CCATTTAATGCGATTATTTTCCTCTTTAACATTAGATGGACAATCCTCT-
BWB18875 TGGCTGGAAGC--TGAGGCAACCCGACGGT-TTGAATCAACAGGCCGGGA
* * kK *  Kx *  x * Kx * Kx * KK * x
C.nub. Consensus_[824 bp] -TTCATATTTGCACCACCATTCATATTAAAACAATATGGGAATCCATAA-
BWB18875 GTTCATGGCTCAGACGTTGCTGTTGGCCARACAGTTGCGGCCTCGAGCGG
KKK KK * * * * KKK KK Kk * Kx * KKk
C.nub. Consensus_[824 bp] --TAGCCCCATTTTGCATTTGGACGTAAATATTTTGCAACTTTAACCGTT
BWB18875 CCTGGGGCTATTATGCCTTT---CCCTACTGCTT--CAACATGAACGGAG
*  x * Kk Kk KKKk KKK * *  x * K Rk S S O O S
C.nub. Consensus_[824 bp] --TCTTCTACAAATGAACGACCAG--—--CTGTTT--CAAATTCACGAGCT
BWB18875 GATCCACGAGCAATGGCCAACGGGAGGACTGCTCGGCCGAGGTGCAGCGG
* * *  x * KKKk * kK * KKK K * * *
C.nub. Consensus_[824 bp] GCCTCTTCTTCAATTAACTTCTTGCTCCATAGTCT--ATGCTTTCTTTGC
BWB18875 GAAAATGACCGCATCCAGTGGCTGTTTGACGATTCGGATATCATCTTCCC
* * * x *  Kx * Kk Kk * * * x * KKK *
C.nub. Consensus_[824 bp] ACCAATTTATATGATAAATCCTTATATGGCTGTAACACACCTGAATTTTG
BWB18875 GTCAGTTTATCTGAGGGAGAAGCTCGGCGCCGGAGACCGCATCAAGCT-G
KKk KKk KkKK KKK * R S R S S *  x
C.nub. Consensus_[824 bp] ACGATAAATCGGTCGCCATGACTCAAAATCAATCACTCCAATGCCTGAGA
BWB18875 ATTCGGGGCCGCGTGA-AGGAAGCTGTTCGGATGGCACGGAGGGCC——-A
* * x * * kK * * Kx *  x I *
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C.nub. Consensus_[824 bp]
BWB18875

C.nub. Consensus_[824 bp]
BWB18875

AATTTTGATCTGGTATCAAGGTATTAAC--ACTTTCAGCAAAATAATC--
ATGTCCAGCCCAAGCCCCGGGTGTTGACGTACATTCGGTACGTCTACACG

* * * * KKK KKk kK R Ik Ok S S *

GATGTGTTCTTGTAAATTTCCTTCTTGTGGTACACCACCATTTCGTC-
GACAGCGTCAAGTACCTGACCGAGGTAAGTTTTAGTAGCCAAGCGTAG

* * * * * KK * * Kx * *  x * *  x * KK

Aminosyrurodum blastad saman, efri rodin er ur C. nubeculosus og nedri rodin er ur
A. aegypti, sja Nidurstodur - Samantekt:

* - single, fully conserved residue
- conservation of strong groups

- conservation of weak groups

— Nno consensus

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

C.nub. Consensus_[824 bp]
Aedes_aegypti

MCNQYQMNEFSSIGPTYEVYQNGNDSFRGNAISILYDPGKFPALLEKSSTR

————-RNGGVPQEGNLQEHIDYFAESVNTLIPDONEFSGIGVIDFESWRPIY
VLYKRNGGVPQEGNLTEHLDIFRKHMDELVTDADFSGVGVIDFESWRPIF

KAXKXKXKXKAXAKAKAKAKX KKk ek X o ce ke Kk ek hk ke kA AAAAKAKAKKNK o

RONSGVLOPYKDLSYKLVOQRKHRLWSKKLIEEEAAREFETAGRSEFVEETV
RONFGSLOPYKDLSMKIEKQRHPNLPPKWLEAEATRRFESTGREFMAQTL

KAkK kK KKK KKKKAKX Ko ...k K ek KK ek KK e kK ke K.

KVAKYLRPNAKWGYYGFPYCFNMNGGAN---MKEDCPSNVKEENNRIKWL
LLAKQLRPRAAWGYYAFPYCFNMNGGSTSNGQREDCSAEVORENDRIQWL

ckK KKK K KKK K AKX KAKAKAKAKAKK o ek hKhk e eke Kk ekKk e kK

WDIVDVVLPSVYLNNKITASQRVQEFVRGRMREGYRVSQLSKQPVKPPVYS
FDDSDIIFPSVYLREKLGAGDRIKLIRGRVKEAVRMARRANVQPKPRVLT

- x KoeeohkhkhkKKhk ke K ekes oo skKhKhkoe ook Koees .. * Kk Kx

YLRYVYTDNLKYISNEDLKQSIKVSKEQKGSGLIFWGSSYDVKTKDQCFED
YIRYVYTDSVKYLT-——————— EVSFSSQA-=——=—==—=————————————

K e XXX KKKX o kKoo . KK .

FRNYVDNNLGPIVLSANDNTPKILTPNLS
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Vidauki IX

Myndir sem syna hvernig goédar og slaemar radgreiningar lita ut.

#30 #40 #50

TTCTCAG GCATTG GAGTGATTGAT

TTCTCAG 6CATTG 6A GT GAT T G6ARAT

#60 #10

T T T GA GTCA T G GCGACTCGATTTAT

I T T 6A GTCAT G 6 C ACCGATTTAHT
#§_o #30 #1
T A A A A G T T T

Mynd 1.

Myndin synir goda radgreiningu. Toppar eru greinilegir og vel adskildir pannig ad teekid getur lesio og
skrad hvern topp/basa. Myndin er ir Sequencer™ 4,6 tolvuforritinu.

#160 #170
N N N G G CG GGG G G G N A G N A N_ A
N N N G G C6 666 6 6 6 N A G N A N H
- M
#180 #190
A G N T N N C G G G N NN N GANNG G G
A G N T N N C © 6 6 N NN N GRANNG G G ¢
N /x\_/\/‘/x.
#200 7210
NG G G G G G G A ATG NG T N T T T G C
6 G G 6 G 6 6 A ATG NG T N T TTG C
LT INTN N A SN e o e

Mynd 2.
Myndin synir sl&ma radgreiningu. Flatir og 6ljosir toppar myndast sem tekid getur ekki greint & milli. N

tdknar hvada basa sem er. Myndin er ir Sequencer™ 4,6 tlvuforritinu.
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