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Forord

Denne oppgaven er et resultat av en 5-arig mastergrad ved Institutt for bioteknologi pa
NTNU, og ble utfert i perioden januar 2012 til mai 2013. Studiet ble veiledet av Dr.
Scient. Helga Ertesvag, som ogsé har vaert ansvarlig for utforming av selve oppgaven.
Oppgaven presenterer arbeidet jeg har utfert i denne perioden, hvor funksjonen til
hypotetiske gener i1 bakterien Azotobacter vinelandii har blitt undersokt. Arbeidet med
oppgaven har vert ufattelig laererikt, og gitt meg verdifull kunnskap som jeg vil ta med

meg videre inn i yrkeslivet.

Forst og fremst ensker jeg & takke Helga for veiledning gjennom hele perioden. Da jeg
var radles hjalp hun meg videre, og ved & dele av sin rike kunnskap har hun lert meg
mye. Jeg vil ogsé takke mine fantastiske studievenninner, Britta og Frida, som har
motivert meg og vart avgjerende for min trivsel pa (og utenfor) masterstudiet. En stor

takk rettes ogsa til Torstein og Bodhild for korrekturlesing av oppgaven.
De siste drene har vert fulle av opplevelser, kunnskap, oppturer og nedturer. Studiet har

gitt meg en smakebit pa genetikkens mysterier, og absolutt motivert meg for videre

arbeid innenfor bioteknologi!

Trondheim, Mai 2013

Marianne Dalland



Sammendrag

Ved lav naringstilgang kan Azotobacter vinelandii ga inn i et cystestadium, hvor en del
av fosfolipidene i yttermembranen erstattes med alkylresorcinoler og alkylpyroner.
Gener involvert i syntese av alkylresorcinol og alkylpyron har tidligere blitt identifisert,
og lokalisert i operonet arsABCD. Like nedstrems for dette operonet ligger tre
hypotetiske gener, Avin 29510, Avin 29500 og Avin_29490. Tidligere studier har vist
at disse genene uttrykkes samtidig som arsABCD. Funksjonen av Avin_29510,

Avin_ 29500 og Avin_ 29490 ble studert i denne oppgaven, genene fikk henholdsvis

navnene arskF, arsD og arsH.

arsF, arsG og arsH ble isolert fra A. vinelandii ATCC 12518 (villtype) ved PCR, og
inaktivert ved & klone tetrasyklinresistens-genene tet4 og tetR inn i genene. Tre muterte
stammer av A. vinelandii ble konstruert, hvor villtype-genet ble erstattet med
henholdsvis inaktivert arsF, arsG og arsH. Dette ble utfert ved homolog rekombinasjon.
Cystestadium ble indusert i de tre mutant-stammene, for uttrykk av alkylresorcinol
kunne undersekes ved en fargereaksjon. Det ble ikke detektert alkylresorcinol i
cellemembranen til mutantene. Da tidligere studier har vist at verken tetA eller tetR forer
med seg polare effekter av betydning, ble det konkludert med at bade arsF, arsG og
arsH er essensielle for uttrykk av alkylresorcinol. Resultatet representerer et nytt funn,

som kan ha betydning for fremtidig genomkartlegging og forskning.

Ved en bioinformatisk undersekelse hvor de hypotetiske genene blant annet ble
sekvenssammenstilt mot gener i andre organismer, ble det vist at arsF koder for en
ATP-bindene komponent i en ABC-transporter. Det ble ogsd vist at ArsG har likheter
med permease-proteiner i ABC-transportsystem, og at ArsH muligens ogsé er del av en
ABC-transporter. For samtlige av de undersegkte genene ble det funnet homologe gener
involvert 1 eksport av lipoprotein. De samlede resultatene forer med seg sterke
indikasjoner pa at arsF, arsG og arsH er involvert i ABC-eksport av alkylresorcinol ved

cystedannelse.

For & kunne verifisere at utslitt arsF, arsG og arsH er érsaken til den observerte
endringen i alkylresorcinol-produksjon hos muterte cyster, ble det laget
transposonvektorer med villtype-gen under kontroll av en Pm-promotor. Disse kan

senere benyttes til & komplementere mutantene.
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Summary

Under adverse environmental conditions, Azotobacter vinelandii differentiates into
metabolically dormant cysts. During this process, some of the phospholipids in the outer
membrane is replaced by alkylresorcinols and alkylpyrones. The genes involved in
synthesis of alkylresorcinols and alkylpyrones have previously been identified, and are
localized in the arsABCD operon. Downstream of this operon three hypothetical genes,
Avin_29510, Avin_29500 and Avin_ 29490, are located. Previous research has shown
that these genes are expressed simultaneously with ars4BCD. In this study, the function
of Avin_ 29510, Avin_29500 and Avin_29490 has been examined. The genes were

named arsF, arsG and arsH, respectively.

arsF, arsG and arsH were isolated from the wild-type strain of A. vinelandii by PCR,
and inactivated by insertion of the tetracycline resistance genes tet4 and tetR. Three
mutant strains of A. vinelandii were constructed by replacing the wild-type genes with
inactivated arsF, arsG and arsH, respectively. This was done through homologous
recombination. After cyst formation had been induced, expression of alkylresorcinol was
examined by a colour reaction. Alkylresorcinol was not observed in the cell membrane
of the mutants. Previous studies have shown that neither fet4 nor tetR leads to strong
polar effects. The results therefore indicate that arsF, arsG and arsH all are essential for

expression of alkylresorcinol. This is a new finding that may affect future research.

The hypothetical genes were further studied by the use of bioinformatics tools, in
particular sequence alignments. From these examinations arsF was shown to encode an
ATP-binding component of an ABC transporter. Similarities between ArsG and
permeases from ABC transport systems was found, and the results indicated that ArsH
might be involved in ABC transport as well. Gene homologues involved in lipoprotein
export was found for all the examined genes. This result, together with the experimental
findings, strongly suggest that arsF, arsG and arsH are involved in ABC export of

alkylresorcinol in cysts.
Transposon vectors containing wild-type arsF, arsG and arsH under control of a Pm
promoter was constructed. The transposon vectors can later be used to confirm the

observed effect of the knock out genes by complementation.
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1. Introduksjon

1.1 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii er en gram negativ, obligat aerob gammaproteobakterie fra
familien Pseudomonadaceae. Den er stavformet og relativt stor, ca 2 x 5 pm. Bakterien
er frittlevende og finnes hovedsakelig i neytral eller basisk jord, og er i stand til a fiksere
nitrogen asymbiotisk (Medigan 2009). Ved nitrogenfiksering bedres vekstvilkdrene for
planter i jorden, men Azotobacter forbedrer ogsa jordkvaliteten ved & hemme patogene
mikroorganismer, mobilisere fosfat i jorden, og ved & produsere plantehormoner og
vitaminer (Martinez-Toledo et al. 1996). A. vinelandii har tidligere hatt en sentral rolle
som modellorganisme ved biokjemiske og genetiske studier av nitrogenfiksering. Blant
annet har det vist seg at polymeren alginat, som produseres av A. vinelandii, er med pé a

beskytte oksygensensitiv nitrogenase under aerobe forhold (Sabra et al. 2000).

A. vinelandii er en kjemoorganotrof bakterie, for & vokse benytter den seg av ulike typer
sukkere, alkoholer og uorganiske salter. Dersom neringstilgangen er lav, kan vegetative
celler gé inn i et hvilestadium ved & danne cyster. Dette er neermere beskrevet i kapittel
1.2. Bakterien vokser ved temperaturer mellom 10 og 50 °C, med optimaltemperatur pa

34-35°C (Linewraver ef al. 1932).

12009 ble genomet til A. vinelandii DJ ble sekvensert. Det bestér av et sirkuleert
kromosom pa 5 365 318 bp, med 5050 proteinkodende gener (Setubal et al. 2009). 1
stasjonar vekstfase inneholder en celle flere kromosomkopier, opp mot 80

kromosomkopier er pavist (Nagpal et al. 1978; Sadoff et al. 1979).

1.2 Livssyklus og cystedannelse i A. vinelandii

Tilgjengeligheten pa naringsstoffer pavirker metabolismen hos A. vinelandii. Dersom
tilgangen pa mineraler er lav, kan bakterien gé inn i et cystestadium. Cystedannelse
induseres ogsa dersom enkelte organiske stoffer som 3-hydroksybutyrat (BHB) og n-
butanol tilsettes, ved fravaer av andre karbonkilder (Lin & Sadoff 1968).



En cyste er en hvilende struktur som har mange likhetstrekk med sporer. Blant annet er
cystene mer resistente mot ultrafiolett og ioniserende straling enn vegetative celler, og er
mer motstandsdyktig mot terke og nedbrytning. I motsetning til sporer, téler ikke cyster
spesielt haye temperaturer. Organismen kan vere i cystestadiet i flere ar, og ved tilsats
av n@ring omgjeres den til en vegetativ celle igjen (Medigan 2009). Livssyklusen til 4.
vinelandii er vist 1 figur 1.1. Cystedannelse induserer store strukturelle endringer i
cellen. I startfasen av cystedannelsen, mister de vegetative cellene flageller og
cellevolumet minker til omtrent halvparten av en vegetativ celles volum. I cystestadiet
har A. vinelandii en rund form, hvor man skiller mellom tre ulike strukturer. Central
body utgjer den indre delen av cysten, og er en redusert form av den vegetative cellen.
Denne er omgitt av et indre og et ytre skall, som henholdsvis er kalt intine og exine
(Hitchins & Sadoff 1970). Alginat er en viktig komponent i disse skallene, dette
polysakkaridet har vist seg & vaere essensiell for cystedannelse (Campos et al. 1996). En
del av fosfolipidene i membranen erstattes med resorcinoler og pyroner, som er
hovedkomponenter i exine (Reusch & Sadoff 1993). Dette er n@rmere beskrevet i
kapittel 1.3. Poly-B-hydroksybutyrat (PBH) akkumuleres i intracellulere granuler, denne
polymeren benyttes som karbon- og energi-kilde under cystedannelsen (Stevenson &

Socolofsky 1966).

Naér forholdene ligger til rette for det, kan cysten spire og omgjeres til en vegetativ celle
igjen. Cellen vokser og deler seg, og exine brytes opp. Ved cystespiring blir
komponenter fra dette skallet etterlatt i lasningen (Wyss ef al. 1961). Cellen fér etter

hvert tilbake flageller og andre vegetative egenskaper.
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Figur 1.1, Livssyklus hos A. vinelandii (Sadoff 1975).
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1.3 Fosfolipider erstattes av resorcinoler og pyroner ved cystedannelse

Nér vegetative celler gr inn i cystestadiet erstattes en del av fosfolipidene i membranen
med 5-n-alkylresorcinoler og 6-n-alkylpyroner (Reusch & Sadoff 1983). Dette er
amfifatiske fenol-lipider som bestér av fenolringer med lange alifatiske kjeder.
Fenolringene 1 alkylresorcinol og alkylpyron inneholder hydroksylgrupper eller
ketongrupper, hos alkylpyroner er et karbonatom i fenolringen substituert med et
oksygenatom. De lange alifatiske kjedene pa disse molekylene er sentral for
inkorporering i cellemembraner. Struktur av alkylresorcinoler og alkylpyroner funnet i

A. vinelandii-cyster er vist 1 Figur 1.2.

i OH R..0_.0 R 0._.0

OH OH OH

alkylresorcinols

triketide pyrones

tetraketide pyrones

1a: R = C21Has 1b: R =C21Has 1c: R=C21Has

2a: R = C23Ha7 2b: R = C23Ha7 2c¢: R =Ca:Har

3a: R = CzsHs1 3b: R = C2sHs1 3c: R =Ca2sHs1
A B C

Figur 1.2, Struktur av alkylresorcinol (A) og alkylpyroner (B,C) i A. vinelandii-cyster . R indikerer
alifatiske kjeder. Modifisert fra (Miyanaga et al. 2008).

Alkylresorcinol er det vanligste fenol-lipidet som forekommer i1 naturen, og produseres

blant annet av kornsorter som rug, hvete og bygg, samt enkelte mosetyper, sopp, alger

og bakterier. Dette fenol-lipidet har vist seg & ha mange betydningsfulle biologiske

funksjoner, deriblant som antioksidant og mikrobe- og soppdrepende middel (Kozubek

& Tyman 1999). Studier har ogsa vist at alkylresorcinoler kan binde seg til og endre

aktiviteten 1 enkelte enzymer (Kozubek 1995), samt gke cellers beskyttelse mot DNA-
skader og kreft (Parikka et al. 2006).

Fenol-lipidene er viktige for dannelse av funksjonelle exine-skall, og det antas at de er

med pa & gi cysten dens robuste egenskaper (Reusch & Sadoff 1983). Likevel er ikke

alkylresorcinoler og alkylpyroner essensielle for verken cystedannelse eller cystenes

torkeresistens-egenskaper (Segura et al. 2009).




Operonet arsABCD inneholder gener som er ansvarlig for syntese av alkylresorcinol og
alkylpyron i A. vinelandii (figur 1.3A). ArsB og ArsC er polyketid-syntaser, som
henholdsvis syntetiserer alkylresorcinol og alkylpyron. ArsA og ArsD er fettsyre-
syntaser, disse syntetiserer fettsyrer som er substrat for ArsB og ArsC (Funa et al. 2006).

Foreslétt spor for denne prosessen er vist i figur 1.3B.

—
arsA arsBarsC arsD 1kb
B malonyl-CoA
ArsA
002‘4
(0]

/lkS-ArsA
10xor11x
ASADV malonyl-CoA
(0]
)k R =C21Ha3
R S-ArsA C23Ha7

Ars / &rsC
(0] O
R)KS-ArsB R)KS-ArsC

2 x malonyl-CoA
3 x

Ars malonyl-CoA ArsC malonyl-CoA

R OH R..0._.0O R 0__0
S ARG O
OH OH OH

Figur 1.3, Syntese av fenol-lipider i A. vinelandii. A) arsABCD-operonet. B) Foreslitt spor for
syntese av alkylresorcinoler og alkylpyroner ved cystedannelse. Modifisert fra (Miyanaga et al.
2008).

Tilstedeverelse av alkylresorcinol kan pavises ved en fargereaksjon, hvor saltet Fast
Blue B reagerer med 5-n-alkylresorcinol og produserer en red forbindelse (Tluscik et al.

1981).



1.4 Yttermembran i gram negative bakterier

Celleveggen i gram negative bakterier bestar av to membraner; innermembranen og
yttermembranen (figur 1.4). Disse er separert av periplasma som inneholder et tynt
peptidoglykan-lag. Yttermembranen utgjer mesteparten av gram negative bakteriers
cellevegg, dette er et asymmetrisk lipid bilag bestdende av fosfolipider,
lipopolysakkarider (LPS), lipoproteiner og ulike B-tenne-proteiner. LPS erstatter
mesteparten av fosfolipidene i den yttre halvdelen av yttermembranen, mens den indre
halvdelen hovedsakelig bestér av fosfolipider og proteiner (Medigan 2009). I tillegg til
a pavirke gram negative bakteriers struktur, virker yttermembranen som en selektiv

barriere som hindrer eksterne giftstoffer i & komme inn i cellen (Ruiz et al. 2006).
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Figur 1.4, Struktur av cellevegg i gram negative bakterier (Medigan 2009).

In

Yttermembran-proteiner syntetiseres i cytoplasma, mens LPS og fosfolipider i
yttermembranen dannes ved den cytoplasmiske siden av innermembranen. Videre

transporteres disse komponentene til yttermembranen.

Mekanismen for transport av lipoproteiner er kjent pa detaljniva. Lipoproteinene
translokeres fra cytosol til den periplasmiske siden av innermembranen via proteinet
Sec, for de transporteres over periplasma og integreres i yttermembranen av ulike Lol-
proteiner (Tokuda 2009). LolCDE-komplekset i innermembranen er en ABC-transporter

som binder og overforer yttermembran-spesifikke lipoproteiner til det periplasmiske



chaperonet LolA. Et lipoprotein-LolA-kompleks dannes, som krysser periplasma til
yttermembran-reseptoren LolB. LolB inkorporerer lipoproteinene i yttermembranen
(Matsuyama et al. 1995). Andre yttermembranproteiner passerer ogsa innermembranen

via Sec-proteiner, men tansportmekanisme gjennom periplasma er ukjent.

ABC-transporteren MsbA flipper LPS fra cytoplasmisk til periplasmisk side av
innermembranen. Mekanisme for transport av LPS over periplasma er i stor grad ukjent,
men involverer Lpt-proteiner (Sperandeo et al. 2007). Proteinkomplekset Imp/RIpB har
vist seg & vaere essensielt for integrering av LPS 1 yttermembranen i E. coli (Wu et al.

2006).

Det er forelapig ukjent hvordan fosfolipid transporteres til yttermembranen. Resultater
fra enkelte studier tyder pa at ogsé fosfolipider transporteres over innermembranen via
MsbA (Doerrler et al. 2001). Dette er omdiskutert da forsek har vist at

fosfolipidtransport i Neisseria meningitides ikke avhenger av MsbA (Tefsen et al. 2005).

1.5 ABC (ATP-binding cassette)-transporterer

ABC-transporterer er en gruppe membranproteiner som aktivt transporterer ulike stoffer
over cellemembraner. Proteinene utgjor den storste familien av membrantransport-
proteiner, de er hoyt konservert og har blitt pavist i organismer fra samtlige biologiske
riker (Davidson ef al. 2008). Transporterene kan deles inn i to grupper; importerer og
eksporterer. Disse er henholdsvis involvert i import og eksport av spesifikke stoffer over
membraner, blant annet karbohydrater, lipider, vitaminer og steroidhormoner. Mens
eksporterer finnes hos bade prokaryote og eukaryote celler, er importerer kun observert
hos prokaryoter (Alberts ef al. 2008). Det finnes ogsa en tredje gruppe proteiner i ABC-
system-familien, disse er involvert i transport-urelaterte prosesser som DNA reparasjon

og transkripsjon.

ABC-transporterer har dimerstruktur, hvor hver monomer karakteriseres av to
kjernedomener; et hydrofobt transmembrant domene (TMD) og et konservert
nukleotidbindene domene (NBD) i cytoplasma (figur 1.5). I tillegg kan andre

regulerende komponenter, som for eksempel substratbindene protein hos importerer,



vare bundet til kjernedomenene. Bade homo- og hetero-dimeriske ABC-transporterer er

observert (Davidson ef al. 2008).

Transmembrane domener
(TMDer)

Cytoplasma

Nukleotidbindene domener
(NBDer)

Figur 1.5, Struktur av ABC-transporter. Hver monomer (vist i rosa og blitt) bestar av
kjernedomenene TMD og NBD, sammen danner de en funksjonell dimer. Modifisert fra
(Cambridge U.o. 2012).

TMD bestér av a-helikser forankret i cellemembranen, disse domenene serger for
ligand-binding og utgjer selve kanalen for ligand-transport. TMD-strukturen bestemmer
hvilke molekyler som kan transporteres gjennom ABC-transporteren. Siden disse
domenene er ligand-spesifikke, varierer TMDer i bdde aminosyresekvens og struktur.
Mens TMD i importerer varierer mellom 5-10 a-helikser, bestir TMD-monomerne i

eksportarer oftest av 6 helikser (Davidson et al. 2008).

NBD er festet til cytoplasma-siden av TMD, og er sete for ATP-binding og hydrolyse.
NBDer i samtlige ABC-system karakteriseres av Walker A-, Walker B- og signatur-
motiv, som er hayt konserverte sekvenser. I tillegg inneholder NBD en Q-loop, en D-

loop og en H-loop, som vist i figur 1.6.
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Figur 1.6, Konserverte motiv i nukleotidbindene domene i et ABC-system. Domener vist i redt er
karakteristiske sekvenser for alle ABC ATPaser. Motivene vist i grent inneholder hoyt konserverte
enkelt-aminosyrer som interagerer med y-fosfatet i ATP. Modifisert fra (Davidson et al. 2008).

Béde Walker A-, Walker B- og signaturmotivet i NBD utgjor ATP-bindene sete 1 ABC-
transporterer. Signaturmotivet er unikt for ATP-transporterer, mens Walker A og B
danner nukleotidbindene sete hos proteiner i P-loop ATPase-familien. Binding mellom
Walker A-motiv fra en monomer og D-loop hos en annen, er med pé a opprettholde

transporterens dimer-struktur (Davidson et al. 2008).

ABC-transporterer er energiavhengige, og mé binde og hydrolysere ATP for & kunne
transportere stoffer over membranen. Ligandbinding induserer konformasjonsendringer i
NBD, slik at domenet far hoyere affinitet for ATP. ATP-binding forer til at de to
nukleotidbindene domene dimeriserer, mens hydrolyse forer til dimer-dissosiasjon.
Konformasjonsendringene i NBDene overfores til TMDene, slik at molekyler kan

transporteres over membranen (Linton 2007). Generell mekanisme for ABC-eksport er

vist 1 figur 1.7.

Extracellular space A
Ligand
secreted

5 )

Cytosol Open dimer Closed dimer Open dimer

Figur 1.7, Mekanisme for ABC-eksport. Spesifikt ligand binder TMD, som forer til at ATP binder
NBD. ATP-binding endrer NBDenes, og videre TMDenes konformasjon, slik at ligand transporteres
over cellemembranen. Ved ATP-hydrolyse og nukleotidfrigjering gjendannes transporterens
opprinnelige struktur (Linton 2007).
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1.6 Bakgrunn for oppgaven

Tidligere har det ikke veert kjent hvordan alkylresorcinoler og alkylpyroner eksporteres
til yttermembranen i 4. vinelandii-cyster. Dette er en viktig prosess for dannelse av
funksjonelle exine-skall i cysten. Nedstrems for operonet arsABCD, som er involvert i
syntese av alkylresorcinol og alkylpyron, ligger det en gensamling bestaende av genene
Avin_29510, Avin_29500 og Avin_29490. Produktene fra disse genene har ukjent
funksjon. Videre i oppgaven vil disse genene bli kalt arsF (Avin_29510), arsG
(Avin_29500) og arsH (Avin_29490).

Et microarray-studium av cystedannelsen i 4. vinelandii har tidligere blitt utfert, hvor
det ble vist at arsFGH uttrykkes samtidig som arsABCD (Ertesvég, ikke publisert). I
tillegg viser sekvenssammenstillinger og litteratursek at proteinene som uttrykkes fra

arsF'GH ligner andre proteiner involvert i eksport av lipoprotein.

Mal for oppgaven har vert 4 underseke om arsFGH er nedvendig for eksport av
alkylresorcinol. Ved 4 lage A. vinelandii-mutanter med inaktivert arsFGH, for s a
indusere cystedannelse i disse cellene, kan effekten genene har pé eksport av
alkylresorcinol detekteres ved en fargereaksjon. Dersom exine-laget i muterte cyster

ikke inneholder alkylresorcinol, er arsFGH involvert i uttrykk av dette fenol-lipidet.

For a verifisere genproduktenes effekt pa alkylresorcinol-eksport, m& mutantene
komplementeres med arsFGH fra villtype. Dersom mutantene fér tilbake villtype-

fenotypen, far man bekreftet at arsF'GH er involvert i alkylresorcinol-eksport.



2. Materiale og metode

2.1 Vekstmedier, losninger og antibiotika

Ionefritt vann ble brukt i de folgende mediene og lgsningene.

2.1.1 Burks medium (BM)

Forbindelse Mengde
(g/L)
Saltlgsning MgSO4X7H,0 (magnesiumsulfat) 0,2
NaCl (natriumklorid) 0,2
K,HPO, (Dikaliumhydrogenortofosfat) 0,64
KH,PO, (Kaliumdihydrogenortofosfat) 0,16
H,O 900
Sukkerlesning Glukose 20
H,O 100
Spormetaller FeSO4 0,015
CaCl, 0,05
NazMOO4 0,002 1

Saltlesning og sukkerlesning ble autoklavert, avkjelt og blandet. Spormetaller ble tilsatt.

2.1.2 Psi-medium

Forbindelse Konsentrasjon (g/L)
Gjerekstrakt 5
Trypton 20
MgSO4 (magnesiumsulfat) 5

pH ble justert til 7,6 med KOH (Kaliumhydroksid), og mediet ble autoklavert.
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2.1.3 TFB1

Forbindelse Konsentrasjon
KAc (kaliumacetat) 30 mM
RbCI (rubidiumklorid) 100 mM
CaCly;x2H,0 (kalsiumklorid) 10 mM
MnCl,x4H,0 50 mM
Glyserol 15 % v/v

pH ble justert til 5,8 med fortynnet eddiksyre, og lesningen ble sterilfiltrert.

2.1.4 TFB2

Forbindelse Konsentrasjon
MOPS 10 mM
CaClyx2H,0 (kalsiumklorid) 75 mM
RbCI (rubidiumklorid) 10 mM
Glyserol 15 % v/v

pH ble justert til 6.5 med fortynnet NaOH, og lesningen ble sterilfiltrert.

2.1.5 SOC-medium

Forbindelse Konsentrasjon
Trypton 20 g/L
Gjarekstrakt 5g/L
NaCl (natriumklorid) 0,5 g/L
KCI (kaliumklorid) 2,5 mM
Glukose 3,6 g/lL

MgCl, (magnesiumklorid) 5,08 g/L

Mediet ble sterilfiltrert.

2.1.6 Luria Broth (LB)

Forbindelse Konsentrasjon (g/L)
Trypton 10
Gjerekstrakt 5

NaCl (natriumklorid) 5

Mediet ble autoklavert.
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2.1.7 Luria agar (LA)

For autoklavering av LB-medium, ble det tilsatt 15 g/L agar. Etter nedkjeling av LA-

medium til ca 50 °C, ble eventuell antibiotika tilsatt.

2.1.8 CM medium

Burks medium (2.1.1) uten FeSO4 og Na;MoOs,.

2.1.9 CM-agar

CM medium (2.1.8) med 15 g agar pr L medium, tilsatt til saltlesning for autoklavering.

2.1.10 Burk-agar med tetrasyklin

Burks medium (2.1.1) med 15 g agar pr L medium, tilsatt til saltlesning for

autoklavering. Ved ca 55 °C ble det tilsatt 10 mg tetrasyklin pr L medium.

2.1.11 Burk-agar med n-butanol

Burks medium (2.1.1) uten glukose, med 15 g agar pr L medium, tilsatt til saltlesning

for autoklavering. Ved ca 55 °C ble det tilsatt 2 ml/L sterilfiltrert n-butanol.

2.1.12 50 x TAE-buffer

Forbindelse Konsentrasjon
Tris base 242 g/L
Eddiksyre (100 %) 57,1 ml/L

EDTA (0,5M,pHS8) 100 ml/L

Fortynnes til 1 x TAE-buffer.
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2.1.13 Loading Dye

Forbindelse Konsentrasjon (% volum)
Glyserol 70
Bromfenolblatt 0,25

Ficoll 400 10

2.1.14 Ampicillin-brukslesning

Antibiotikumet ampicillin virker ved & binde til penicillin-bindene proteiner inni
bakterieveggen og hemmer dannelse av cellevegg. Ampicillinbinding ferer til at
autolytiske enzymer aktiveres, som lyserer cellen (Wishart et al. 2008).

Ampicillin ble lost i sterilt ionefritt vann til konsentrasjon 200 mg/ml. Lesningen ble

sterilfiltrert og lagret ved -20 °C. I medier ble det benyttet 1 pl brukslesning pr ml

medium, tilsatt ved <60 °C.

2.1.15 Tetrasyklin-brukslesning

Tetrasyklin er et antibiotikum som hemmer translasjon. Det virker ved & binde til 30S
subenheten pa ribosomene, slik at tRNA ikke kan feste seg til ribosomets A-sete
(Wishart et al. 2008).

Tetrasyklin ble lost i 70 % etanol til konsentrasjon 15 mg/ml. Lesningen ble sterilfiltrert

og lagret ved -20 °C. I medier ble det benyttet 0,67 ul brukslgsning pr ml medium, tilsatt
ved <60 °C.

2.1.16 Fast Blue-losning

0,5 % Fast Blue B salt ble lost i 5 % eddiksyre. Losningen ble laget like for bruk.
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2.2 Bakteriestammer og plasmid benyttet i oppgaven

Bakteriestammene som ble benyttet i oppgaven er vist i tabell 2.1, mens benyttede

plasmid er vist i tabell 2.2. Plasmidkart er vist i vedlegg C.

Tabell 2.1, Bakteriestammer benyttet i oppgaven.

Stamme Kommentar Kilde

A. vinelandii ATCC Villtype American Type

12518 Culture

Collection

A. vinelandii DJ Sekvensert. Sekvenssammenstillinger American Type
og primere benyttet i oppgaven er basert Culture
pa denne stammens genom Collection

A. vinelandiiAarsF Variant av ATCC 12518, arsF slatt ut. Dette studiet
Tc'

A. vinelandiiAarsG Variant av ATCC 12518, arsG slatt ut.  Dette studiet
Tc'

A. vinelandiiAarsH Variant av ATCC 12518, arsH slatt ut.  Dette studiet
Tc'

E. coli DH5a Benyttet ved transformasjon. (Hanahan 1983)

Optimalisert for transformering ved
mutasjon i rec4 og endA 1. Mulighet for
bla/hvit-seleksjon

E. coli S17.1 Apir Benyttet ved transformasjon. Inneholder (Simon et al.
pir-gen (Apir) og gener nedvendig for 1983)
konjugering av plasmid
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Tabell 2.2, Plasmider benyttet i oppgaven.

Plasmid

Kommentar

Kilde

pHE179
pUC128

pHE319

pMD101
pMD102
pMD103
pMD104
pMD106

pMD107

pMD108

pMD109

pMD113

pMD114

pMD115

pMD116
pMD117

pMD118

ColE1 kloningsvektor. Amp', Tet'

Kloningsvektor med /acZ for blé/hvit
seleksjon. Amp"

Kloningsvektor. Avhengig av m-protein for
RK6-replikasjon. Inneholder OriT for
konjugering. Tn5-basert minitransposon
med Pm-promotor. Amp', Apr'

Derivat av pHE179 med Spel+Xhol-kuttet
arsFA innsatt. Amp', Tet'

Derivat av pHE179 med Pstl+BglII-kuttet
arsGA innsatt. Amp', Tet'

Derivat av pHE179 med Sbfl+BgllI-kuttet
arsHA innsatt. Amp', Tet'

Derivat av pHE179 med Agel+Acc65I1-
kuttet arsFB innsatt. Amp', Tet"

Derivat av pHE179 med Ncol+Acc65I-
kuttet arsHB innsatt. Amp', Tet'

Derivat av pMD101 med Agel+Acc651-
kuttet pMD104 (inneholder arsFB) innsatt.
Amp', Tet'

Derivat av pMD102 med Spel+EcoRV-
kuttet pMD101 (inneholder arsFA) innsatt
Derivat av pMD103 med Ncol+Acc65I-
kuttet pMD106 (inneholder arsHB) innsatt.
Amp', Tet'

Derivat av pHE319 med Ndel+NotI-kuttet
pMD116 (inneholder arsF) innsatt. Amp’,
Apr'

Derivat av pHE319 med Ndel+NotI-kuttet
pMD117 (inneholder arsG) innsatt. Amp’,
Apr'

Derivat av pHE319 med Ndel+NotI-kuttet
pMD118 (inneholder arsH) innsatt. Amp',
Apr'

Derivat av pUC128 med PCR-amplifisert
arsF innsatt i lacZ. Amp'

Derivat av pUC128 med PCR-amplifisert
arsG innsatt i lacZ. Amp"

Derivat av pUC128 med PCR-amplifisert
arsH innsatt i lacZ. Amp'

Ertesvag, ikke

publisert

(Keen et al. 1988)

Ertesvag, ikke

publisert

Dette studiet
Dette studiet
Dette studiet
Dette studiet
Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet

Dette studiet
Dette studiet

Dette studiet
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2.3 Oppdyrking og nedfrysing av bakteriestammer

Nye bakteriestammer ble lagret ved -80 °C etter hvert som de ble dannet. For & beskytte
cellene mot frostskader fra iskrystaller ble det tilsatt 300 pl 60 % glyserol pr ml kultur,
for blandingen ble nedfryst i cryoror.

Ved oppdyrking ble nedfryste bakterier overfort til flytende kultur og inkubert ved
egnede forhold (4. vinelandii: 30 °C i ca 2 degn, E. coli: 37 °C, over natt).

2.4 Isolering av DNA fra kultur

Det er utviklet mange ulike prosedyrer for isolering av DNA fra bakterier, metodevalg
avhenger av hva DNAet skal brukes til senere. Ved isolering av DNA ma cellene forst
lyseres, til dette kan blant annet enzymer, detergenter og kaotropiske stoffer benyttes.
Videre ekstraheres proteiner, for DNA felles ut. Komponenter og forhold som ofte

inkluderes i DNA-isolering er beskrevet i det felgende.

Proteinase K er en serin protease som bryter ned proteiner og edelegger bakteriens
cellevegg (Ebeling et al. 1974). Da proteinase K inaktiverer nukleaser, er den ogsd med
pa & bevare DNA. Detergenten natrium-dodecyl-sulfat (SDS) bryter opp lipidene i celle-
og kjernemembranen, slik at DNA frigjores. Ved lysering av celler benyttes ofte
chelatdanneren etylen diamin tetra-eddiksyre (EDTA), som binder divalente kationer
som Mg”*, Ca®* og Mn®". Disse ionene er med pa 4 stabilisere cellemembranen, og er i
tillegg kofaktorer for en del enzymer, blant annet DNase. Tris(hydroksymetyl)-
aminometan (Tris) benyttes hovedsakelig som en buffer som holder pH stabil ved ca 8. 1
tillegg har Tris trolig en destabiliserende effekt pd cellemembranen (Irvin et al. 1981).
Enzymer som kan vare skadelig for fritt DNA odelegges ved & varme cellelgsningen
opp til 65 °C, hvor de fleste proteiner denaturerer. DNA holdes intakt ved denne
temperaturen, kromosomer hos A. vinelandii denaturerer forst ved 84 °C (Sadoff et al.
1979). Ved utfelling av DNA fra en losning, kan alkoholer som isopropanol og etanol
benyttes. DNA er uloselig i alkohol og vil derfor felles ut, mens salter lases opp 1
alkoholen. Dersom DNA isoleres ved bruk av kolonne med en silikabasert membran, er

tilstedevarelse av kaotropiske salter nodvendig for at DNA skal binde (Chen &
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Thomas 1980). Eksempler pé slike salter er guanidin tiocyanat og guanidin hydroklorid.
pH er ogsé viktig ved DNA-binding til kolonnen, og ber vere under 7.5. Eluering av

DNA er derimot mest effektiv ved heyere pH og ved lav saltkonsentrasjon.

2.4.1 Isolering av kromosomalt DNA

I denne oppgaven ble kromosomalt DNA isolert ved bruk av MasterPure™ Complete
DNA and RNA Purification Kit (Epicentre Technologies).

En cellepellet ble dannet ved sentrifugering av 1,5 ml kultur, og supernatanten ble
fjernet. Cellene ble lysert ved tilsats av 300 pl Tissue and Cell Lysis Solution
(inneholder SDS) og 1 pul Proteinase K (i buffer som inneholder EDTA og Tris-HCI), for
inkubering ved 65 °C i 15 minutter. Proven ble tilsatt 1 pl RNase A ved 37 °C, inkubert i
30 minutter ved 37 °C og satt pa is i 3 minutter. 150 ul MPC Protein Precipitation
reagent ble satt til proven, og utfelling med protein og andre cellerester ble fjernet ved
sentrifugering. Supernatanten, som inneholder DNA, ble overfort til et nytt
eppendorfrar. 500 pl isopropanol ble tilsatt, som feller ut DNA. DNA-pellet ble dannet
ved sentrifugering, og isopropanol ble fjernet. Proven ble vasket med 70 % etanol, og
luftterket i 30 minutter. DNA ble resuspendert i 50 pl EB-buffer og oppbevart ved -20
°C.

2.4.2 Isolering av plasmid

Ved plasmid-isolering ma plasmid-DNA skilles fra kromosomalt DNA. Dette kan gjores
ved a benytte seg av en alkalisk lyseringsprosedyre, som beskrevet av Birnboim og Doly
(1979). Prosedyren utnytter prinsippet om at kromosomalt DNA og plasmid-DNA har
ulik evne til & denaturere og renaturere. Ved alkalisk pH (>11) denatureres bade
kromosomalt DNA og plasmid-DNA. Nar lesningen neytraliseres vil sirkulaert plasmid-
DNA renaturere, mens kromosomalt DNA hybridiserer mer tilfeldig, og danner

uloselige aggregat.

Plasmid-DNA ble isolert ved bruk av kolonne-kitet Wizard Plus SV Minipreps DNA
purification System fra Promega (Promega Corporation 2007). Ved tilstedevaerelse av

kaotropiske salter vil DNA vil binde seg til en silikabasert membran i kolonnen, og kan
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elueres av lgsninger med lavt saltinnhold.

Isolering av heykopitallsplasmid

En bakteriekultur pd 3 ml ble sentrifugert (13 000 rpm i 5 minutter) og supernatanten ble
fjernet. Cellepelleten ble resuspendert med 250 pl Cell Resuspention Solution
(inneholder blant annet EDTA og RNase A). Cellene ble lysert ved tilsats av 250 pl Cell
Lysis Solution, og inkubert i 5 minutter. Lyseringslosningen inneholder SDS og NaOH.
NaOH forer til basisk pH slik at DNA og proteiner denaturere. Det ble tilsatt 10 pl
Alkaline Protease Solution til de lyserte cellene, som forer til inaktivering av
endronukleaser og andre proteiner som har blitt frigjort ved lysering av cellene
(Promega Corporation 2007). Blandingen ble inkubert i 5 minutter, for 350 ul
Neutralization Solution ble tilsatt. Neutralization Solution inneholder sur kaliumacetat
som gjer at pH 1 blandingen neytraliseres hurtig og DNA kan renaturere. Plasmidene vil
rehybridisere, mens de kromosomale DNA-tradene vil, som folge av deres store
storrelse, hybridisere delvis og danne “floker” (Birnboim & Doly 1979). Kaliumacetat
feller SDS med lipider og proteiner, som sammen med kromosomalt DNA ble fjernet

ved sentrifugering (13 000 rpm i 10 minutter).

Supernatanten med plasmid ble overfort til en kolonne (Wizard SV minicolumn) og
sentrifugert (13 000 rpm i 1 minutt), slik at DNA binder til membranen i kolonnen.
Kolonnen ble vasket i to omganger (13 000 rpm i 1 minutt), med henholdsvis 750 pl og
250 pul Column Wash Solution med etanol, slik at kaotropiske salter og SDS-rester ble
fjernet. Kolonnen ble torket ved sentrifugering (13 000 rpm i 2 minutter). Plasmid-DNA
ble eluert ved & tilsette 100 pl ionefritt vann til kolonnen (13 000 rpm i 1 minutt), og
oppbevart ved - 20 °C.

Isolering av lavkopitallsplasmid

Ved isolering av lavkopitallsplasmid ble det benyttet 10 ml kultur. Tilsvarende
prosedyre som er beskrevet for isolering av haykopitallsplasmid ble benyttet, med

folgende unntak:
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- Cellepellet ble resuspendert i 500 pl Cell Resuspension Solution, og fordelt pé to
eppendorfror.

- Etter noytralisering og sentrifugering i 10 minutter ble supernatanten med
plasmid fra det ene eppendorfraret overfort til minikolonnen og sentrifugert (13
000 rpm i 1 minutt). Deretter ble supernatanten fra det andre eppendorfroret satt

til samme kolonne og sentrifugert, for vasking som beskrevet i forrige avsnitt.

25 PCR

Polymerase kjedereaksjon (PCR) er en in vitro metode for enzymatisk amplifikasjon av
spesifikke DNA-fragmenter. Metoden ligner cellens naturlige replikasjon, prosessen er

vist 1 figur 2.1.
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Templat-DNA o  — .p—;
Denaturering Hybridisering Elongering ’—: ”
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Andre syklus
—
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Figur 2.1, Prinsipp for PCR, 3 sykluser. Dobbelttriadet Templat-DNA (red) denaturerer ved a
tilfore varme. Systemet avkjoles, slik at primere (rosa og bld) kan binde ssDNA. Nye DNA-trader
syntetiseres (svart) ved optimumstemperaturen til DNA polymerasen som benyttes. Syklusen
gjentas til ensket mengde DNA er syntetisert. Modifisert fra (www.obgynacademy.com).

Syntetiske oligonukleotid-primere hybridiserer med denaturert templat-DNA, og
flankerer DNA-sekvensen som skal amplifiseres. Primerne fungerer som initieringsseter
for en varmestabil polymerase, som tilforer deoksynukleotider til 3"’endene pa primerne.

Temperaturen heves og nye DNA-trader, som er komplementeer til templat-DNA,
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syntetiseres. Prosessen gjentas, gjerne 20-30 ganger. De nye DNA-tradene som dannes
fungerer som templat i neste syklus, derfor vil antall fragmenter som amplifiseres vokse

eksponentielt.

2.5.1 Benyttede PCR-Kit

PCR-amplifikasjon ble utfert ved bruk av kitene Expand High Fidelity PCR System
(Roche) og Phusion™ High-Fidelity PCR Kit (New England BioLabs (NEB)).
Reaksjonsmiksene er vist i tabell 2.3 og 2.4. Benyttede primere ble dannet fra A.

vinelandii stamme DJ, og er vist i vedlegg B.

Tabell 2.3, 50 pl PCR reaksjonsmiks, Expand High Fidelity PCR System (Roche).

Komponent Mengde ()
Nukleasefritt vann 39,5
Kromosomalt DNA 1

Forward primer 1
Revers Primer 1
dNTP (10mM) 2
Buffer 2 5
Enzymblanding 1

Enzymblandingen som ble benyttet inneholder varmestabil Taq DNA polymerase og
Tgo DNA polymerase som er korrekturlesende. Buffer 2 inneholder Mg®* som er

kofaktor for Taq DNA polymerase.

Tabell 2.4, 50 pl PCR reaksjonsmiks, Phusion® High-Fidelity PCR Kit (NEB).

Komponent Mengde ()
Nukleasefritt vann 31
Kromosomalt DNA 1
Forward primer 2,5
Revers primer 2,5
dNTP (10mM) 1

GC buffer 10
DMSO 1,5
Phusion DNA polymerase 0,5

GC-bufferen optimaliserer forholdene for Phusion DNA polymerase. DMSO oker

hybridiseringsraten.
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2.5.2 Benyttede PCR-program

Onskede DNA-fragmenter ble amplifisert ved & benytte folgende PCR-programmer:

PCR-program for Expand High Fidelity PCR System (Roche) reaksjonsmiks

Initiell denaturering: 95°C 1 3 min.

35 sykluser:
-Denaturering: 95 °C 130 sek.
-Hybridisering: 55°C130 sek.
-Elongering: 68 °C 1 1 min/kb.

Avsluttende elongering: 68 °C 1 10 min.

PCR-program for Phusion® High-Fidelity PCR Kit (NEB) reaksjonsmiks

Initiell denaturering: 98 °C 12 min.

35 sykluser:
-Denaturering: 98 °C 1 10 sek.
-Hybridisering: 55°C130 sek.
-Elongering: 72 °C 130 sek/kb.

Avsluttende elongering: 72 °C1 8 min.

2.5.3 Klargjering av templat-DNA brukt i PCR-reaksjoner

Kromosomalt DNA fra A. vinelandii, som ble benyttet som templat-DNA i PCR-
reaksjonene i denne oppgaven, ble frigitt ved to ulike metoder; ved isolering av
kromosomalt DNA (som beskrevet i 2.4.1), og ved en kokeprosedyre hvor DNA ble
frigitt uten fjerning av andre cellekomponenter. Ved sistnevnte metode ble cellepellet
dannet ved sentrifugering av 1 ml kultur, og supernatanten ble fjernet. Cellene ble
resuspendert i 100 pl sterilt ionefritt vann og inkubert ved 100 °C i 15 minutter.

Lesningen ble avkjelt for bruk, og oppbevart ved -20 °C.
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2.6 Agarose gelelektroforese

Agarose gelelektroforese er en metode som benyttes for & separere DNA-fragmenter
etter storrelse. Agarose er et ngytralt, linezrt polysakkarid som kan utvinnes fra alger.
Ved 4 smelte agarosepulver i en buffer, vil det dannes en lgsning som geler ved
avkjeling, og som danner et nettverk med porer av ulik sterrelse. DNA-prover settes i
brenner pd gelen, som utsettes for elektrisk spenning. De negativt ladde DNA-
fragmentene vil da vandre mot katoden gjennom porene i gelen, slik at fragmentene
separeres. Store fragmenter vil mate mer motstand i gelen enn sma, derfor vil de korteste

fragmentene vandre hurtigst gjennom gelen (Reece 2004). Prosessen er vist i figur 2.2.

DNA-prove +

/

Buffer Agarosegel

Figur 2.2, Oppsett for gelelektroforese. Agarosegel med DNA settes i et elektrisk felt. DNA vandrer
gjennom gelen mot katoden (i pilens retning). Fragmentene separeres etter sterrelse. Sma
fragmenter moter mindre motstand i gelen, og vandrer dermed hurtigere enn store fragmenter.

I denne oppgaven ble det benyttet 0,8 % agarose med GelGreen' ™ (Biotium) i 1xXTAE-
buffer (2.1.12). For DNA-provene ble satt i bronner i gelen, ble de blandet med Loading
dye (10 % av prevevolum, 2.1.13). Loading dye gir prevene hayere tetthet enn bufferen,
slik at DNAet synker ned i brennene, og bromfenolblatt gjer at migrasjonshastigheten
kan observeres. Pravene ble kjort i et elektrisk felt pa 80-125 V og visualisert ved UV-
lys, da GelGreen™™ bundet til DNA fluoriserer ved utsettelse for UV-lys (Biotium 2012).

For 4 bestemme DNA-fragmentenes storrelse ble det kjort en DNA-standard, bestdende
av DNA-fragmenter av kjent storrelse, parallelt med DNA-provene. Ved & sammenligne
DNA-provene med standarden ble storrelsen pd DNA-fragmentene bestemt. Benyttede

DNA-standarder er vist i vedlegg A.
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2.7 Rensing av DNA

DNA som skal benyttes videre etter gelelektroforese eller PCR-reaksjon ma renses fra
gel eller reaksjonsmiks. DNA ble renset fra agarosegel og PCR-reaksjon ved bruk av
kolonne-kit fra QIAGEN, henholdsvis QI4Aquick Gel Extraction Kit og QIAquick PCR
Purification kit (QTAGEN 2008).

Prinsippet for prosedyrene er at DNA binder til en silikamembran i QIAquick-kolonnen
ved tilstedevearelse av kaotropiske salter og pH under 7,5, mens kontaminanter fra
gelelektroforese og PCR-reaksjon gar gjennom membranen under disse forholdene
(QIAGEN 2008). Ved lav saltkonsentrasjon og pH>7 vil DNA elueres fra kolonnen.
Samtlige sentrifugetrinn i prosedyrene beskrevet under ble utfert ved 13 000 rpm i 1

minutt.

2.7.1 DNA-rensing fra gel

Onskede fragmenter ble skjert ut fra gel etter gelelektroforese. Agarosegelen ble lost
opp ved 4 tilsette 500 pl Buffer QG (inneholder blant annet guanidin tiocyanat), og
blandingen ble inkubert i 10 minutter ved 50 °C. Proven ble overfort til en kolonne
(QIAquick spin column) og sentrifugert, slik at DNA binder til membranen i kolonnen.
For a fjerne alle agaroserester, ble det igjen tilsatt 500 ul Buffer QG til kolonnen, preven
ble sentrifugert. Kolonnen ble vasket med 750 pl buffer PE (inneholder etanol), og
torket ved sentrifugering. Renset DNA ble eluert ved 4 tilsette 50 pl Buffer EB
(inneholder Tris) til kolonnen for sentrifugering. Dersom det rensede DNAet senere
skulle ligeres, ble elueringstrinnet utfort ved & tilsette 30 pl tynn ligasebuffer til
kolonnen. Renset DNA ble oppbevart ved -20 °C.

2.7.2 DNA-rensing fra PCR-reaksjon

Det ble tilsatt 5 ul Buffer PB (inneholder blant annet guanidin hydroklorid og
isopropanol) pr pul PCR-reaksjonsmiks til PCR-reaksjoner med enskede fragmenter.
Videre ble tilsvarende prosedyre som beskrevet i 2.7.1 (fra proven overfores til kolonne)

benyttet.
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2.8 Restriksjonskutting

Restriksjonsenzymer er bakterieproduserte enzymer som kutter DNA. Enzymene er en
naturlig del av bakteries forsvar mot fremmed DNA, som gjenkjennes og degraderes av
enzymene. Restriksjonsenzymer av klasse II er enzymer som gjenkjenner og kutter DNA
ved spesifikke palindrom-sekvenser, enzymer av denne klassen er derfor mye brukt ved
genetisk manipulering. Disse enzymene krever magnesiumioner for & binde og kutte
DNA (Reece 2004). Ulike restriksjonsenzymer gjenkjenner ulike DNA-sekvenser, ved
kutting vil dette resultere i enten butte ender (dersom begge DNA-tradene klippes pa
samme sted) eller overheng (dersom DNA-trddene klippes pa ulike steder). Eksempler

pa dette er vist i figur 2.3.

SCOFS EcoRV
51G-A-A-T-T-C}3' 5{G-A-T-A-T-Ct3'
31C-T-T-A-A-G5 3{C-T-A-T-A-G}5'
= kuttesete T
T = symetriakse

Figur 2.3, Gjenkjenningssekvens og kuttesete til restriksjonsenzymene EcoRI og EcoRV. Bruk av
EcoRI gir overhengende ender, mens EcoRYV gir butte ender.

Passende enzym ble bestemt ved bruk av programvaren Clone Manager.

Reaksjonsmiksen som ble benyttet ved restriksjonskutting er vist i tabell 2.5.
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Tabell 2.5, 20 pl restriksjonsmiks for restriksjonskutting. Enzymene og bufferen som ble benyttet er
fra New England Biolabs. Buffertype (1-4) og tilsats av BSA avhenger av enzym.

Komponent Mengde ()
DNA 3-17

10x NEB Buffer 1-4 2

Evt NEB BSA 0,5
Sterilt ionefritt vann Til 19,5
NEB restriksjonsenzym 0,5-1,5

Volumet DNA-lgsning som ble benyttet avhenger av DNA-konsentrasjon. Buffertype
som ble benyttet avhenger av enzym, og serger for optimale forhold for enzymet.
Bufferen inneholder blant annet magnesiumioner. Noen av enzymene krever Bovin
Serum Albumin (BSA) for a fungere optimalt. BSA hindrer enzymet i & feste seg til
eppendorfrar og pipettespisser, og har en stabiliserende effekt pa enkelte proteiner ved

inkubering (New England Biolabs 2013).

Restriksjonsmiksen ble inkubert i 1 time til over natt ved enzymets optimale temperatur.

Kuttede fragmenter ble separert ved agarose gelelektroforese.

2.9 Ligering

Lineare DNA-molekyler kan bindes sammen (ligeres) ved hjelp av enzymet DNA
ligase. Ligasen katalyserer dannelse av en fosfodiester-binding mellom to DNA-
molekyler, hvor det kreves at det ene fragmentet har en fri 3’OH-ende og at det andre
har en 5’fosfat-ende. Reaksjonen benytter energi fra NAD" eller ATP, energimolekylet
avhenger av ligase-type (Reece 2004). Ligering av to DNA-molekyler er mest effektiv
dersom fragmentene har kompatible ender med overheng, men fragmenter med butte
ender kan ogsé ligeres (Ferretti & Sgaramella 1981). Dersom fragmentene som skal
ligeres er kuttet med restriksjonsenzymer som gir like overheng, kan de komplementere
basene i overhenget danne hydrogenbindinger. Videre katalyserer ligasen dannelse av

stabile, kovalente bindinger mellom fragmentene.

Reaksjonsmiksen som ble benyttet ved ligering av DNA-fragmenter er vist i tabell 2.6.
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Tabell 2.6, 20 pl reaksjonsmiks for ligering.

Komponent Mengde ()
DNA (plasmid + insert) 17

10 X T4 DNA Ligasebuffer 2
(NEB)

T4 DNA Ligase (NEB) 1

DNA som ble benyttet ble pa forhdnd kuttet med passende restriksjonsenzymer og
renset. Det ble brukt omtrent tre ganger mer (molar) insert enn vektor. Bufferen som ble

benyttet optimaliserer forholdene for ligasen, og inneholder blant annet ATP.

2.10 Transformasjon

Transformasjon er en prosess hvor nakent, ekstracellulaert DNA tas opp av en celle, og
som forer til endring i cellens genotype. For at fremmed DNA skal bli varende i cellen
etter transformering, ma det enten integreres i vertsbakteriens kromosom ved
rekombinasjon, eller kunne replikere pa egenhdnd. Noen bakterier er naturlig
kompetente, disse kan som regel ta opp fremmed DNA i sen logaritmisk fase (Dale &
Park 2010). Andre bakterier, som for eksempel E. coli, mé& behandles kunstig for & bli
kompetente. I 1970 viste Mandel og Higa at kalsiumklorid-behandling av E. coli gjer
cellene kompetente, dette kalles kjemisk transformasjon. Andre metoder som kan
benyttes for transformasjon av celler er ved elektroporasjon og ved bruk av en genkanon

(Reece 2004).

2.10.1 Kjemisk transformering av E. coli

Ved é overfore en selv-replikerende vektor med ensket insert til kompetente E. coli-
celler, vil mélfragmentet amplifiseres av vertscellen. Siden E. coli ikke er naturlig

kompetent, m& kompetansen induseres.

Ved kjemisk transformasjon induseres kompetanse ved & behandle celler med kationer
som Ca”", Rb" og Mn*" (Mandel & Higa 1970; Hanahan 1983). Mekanismen er uklar,
men det antas at kationene gker permeabiliteten i bakterieveggen, samt danner forhold

for at DNA kan binde seg til celleoverflaten.
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Ved transformering inkuberes en blanding bestdende av kompetente celler og DNA pé
is, slik at celleveggen stabiliseres, for blandingen utsettes for et varmesjokk.

Varmesjokket antas & stimulere opptak av DNA (Reece 2004).

Dannelse av Rubidiumklorid (RbCl)-kompetente E. coli-celler

1 ml av en overnatts E. coli DH5a/S17-1 Apir kultur ble inokulert i 100 ml Psi-medium
(2.1.2) og inkubert med risting til logaritmisk fase, ODgoo = 0,4. Cellene ble inkubert pa
is 1 15 minutter og hestet ved sentrifugering (4500 rpm i 7 minutter). Supernatanten ble
fjernet, og cellepelleten ble resuspendert i 40 ml kald TBF1 (2.1.3, TBF1/2 inneholder
kompetansestimulerende kationer). Cellene ble inkubert pa is 1 5 minutter og hestet ved
sentrifugering (4500 rpm i 7 minutter). Supernatanten ble fjernet, for cellepelleten ble
resuspendert i 3 ml kald TFB2 (2.1.4). Cellene ble fordelt pa 100 pl-alikvoter og
hurtigfrystfryst i flytende nitrogen. De kompetente cellene ble lagret ved -80 °C.

Heatshock-transformering av RbCl-kompetente celler

Dypfryste, RbCl-kompetente celler ble tint pa is, og plasmid (1 pl) eller
ligeringsblanding (10 pl) ble satt til cellene (100 pl). DNA-celle-blandingen ble inkubert
pa is 1 45 minutter, for den ble utsatt for varmesjokk ved 37 °C i 5 minutter. Cellene ble
inkubert pé is 1 2 minutter, slik at celleveggen stabiliseres. 1 ml SOC-medium (2.1.5),
forhandsvarmet til 37 °C, ble tilsatt. Blandingen ble inkubert med risting i 1-2 timer ved
37 °C. Cellene, som er svekket etter den kjemiske behandlingen, vil da restitueres og
dele seg. Videre ble cellene platet ut pd LA (2.1.7) med antibiotika som selekterer for
det transformerte plasmidet. Som negativ kontroll ble det benyttet kompetente celler
uten DNA tilsatt, mens kompetente celler med 1 pl kjent plasmid ble brukt som positiv

kontroll.
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2.10.2 Transformering og rekombinasjon hos Azotobacter

A. vinelandii er naturlig kompetent i sen logaritmisk fase, etter ca 48 timers vekst. Page
og Tigerstrom viste i 1979 at optimale forhold for transformasjon av A. vinelandii
foregar pd Burk-agar med lavt jerninnhold og tilstedevarelse av magnesium, og at
transformasjon er optimal ved pH mellom 6.0 og 8.0 og ved 30 °C. Det ble ogsa vist at
transformasjon av A. vinelandii 1 noen tilfeller er mer effektivt dersom cellene far vokse
pa et ikke-selektivt medium for de overfores til et medium som selekterer for fremmed

DNA Page & von Tigerstrom 1979).

Naturlig kompetente celler transformeres mer effektivt med linezert DNA enn med
sirkuleere plasmider (Dale & Park 2010). For at transformert DNA skal kunne replikere,
ma det integreres i vertscellens kromosom ved rekombinasjon. Dette krever homologe
sekvenser mellom transformert DNA og vertskromosom. De homologe sekvensene
legger seg parallelt med hverandre og overkrysser. Siden bakteriekromosomet er
sirkulaert ma overkrysning mellom lineert DNA og kromosom skje pa to steder for at
deler av det lineere DNAet kan integreres i kromosomet. Dette kalles dobbel

overkrysning, et eksempel er vist 1 figur 2.4.

Linearisert plasmid

——  |Tc-resistens| _

|Tc-resistens

Dobbel overkrysning
‘[ Kromosom I Kromosom

Figur 2.4, Rekombinasjon ved dobbel overkrysning. Gen for antibiotika-resistens (blatt) fra
linearisert plasmid integreres i kromosom ved overkrysning ved to homologe sekvenser (rosa).
Kromosomalt Genl1 blir slitt ut.

For a studere genfunksjon, kan et edelagt gen integreres i villtype-kromosomet ved
homolog rekombinasjon (figur 2.4). Dette kalles gen-knockout. Ved & sette inn et gen

som koder for antibiotika-resistens i malgenet, kan man selektere for knockout mutanter.
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Dersom effekten av utslitte gener skal studeres mé samtlige kromosomkopier, opp mot
80 1 4. vinelandii (Nagpal et al. 1989), vare rekombinert. Transformerte bakterier mé

derfor vokse i flere generasjoner i et medium som selekterer for insertet.

I oppgaven ble en A4. vinelandii ATTC 12518 kultur inokulert i CM-medium (2.1.8) og
inkubert med risting 1 48 timer. De kompetente cellene ble vasket og resuspendert i kald
MgSO4(16mM, 1 % av originalvolum). Det ble tilsatt 10-20 pg linearisert
(restriksjonskuttet) plasmid til 100 pl celler, og DNA-celle-blandingen ble inkubert ved
30°C 11 time. De transformerte cellene ble overfort til CM-agar (2.1.9) som en stor
drape pé ca 2*2 cm, og inkubert i 48 timer. Cellene ble videre samlet opp og
resuspendert i CM-medium, fortynninger ble platet ut p4 Burk-agar med tetrasyklin
(2.1.10), som selekterer for insertet. Det ble gjort 5 overferinger av cellene pé Burk-agar
med tetrasyklin, for & serge for at samtlige kromosomkopier hos 4. vinelandii er

rekombinante.

2.10.3 Bli4/Hvit-screening

Blé/hvit-screening er en metode som benyttes for & underseke om et insert har blitt satt
inn 1 vektor ved kloning. Prinsippet bak metoden er kalt a-komplementering, og baserer
seg pd at enzymet [3-galaktosidase spalter substratet XGal (5-bromo-4kloro-3-indolyl-[3-
D-galaktosid) til galaktose og et 5-bromo-4-kloro-indoxyl-derivat som gir et blétt
produkt.

[-galaktosidase er produkt av genet lacZ, i aktiv form er dette enzymet en homo-
tetramer. Inaktiv [3-galaktosidase (w-peptid) uttrykkes blant annet av E. coli-stammen
DH5a, hvor lacZ-genet inneholder en delesjon. pUC-plasmider inneholder sekvensen
som koder for de forste aminosyrene i lacZ (a-peptid), a-peptidet kan komplementere
w-peptidet og danne en funksjonell 3-galaktosidase. P4 denne méten vil E. coli

DHS5a transformert med pUC-plasmid kunne spalte XGal, og danne bla kolonier (Reece
2004). Prinsippet for a-komplementering er vist i figur 2.5.
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Delelsjon

PI l-gen P O lacZ
Bl ] | | | | Kromosomalt DNA
—_— -

' I Inaktiv B-galaktosidase

Inaktiv lac-repressor (w-peptid)

lacZa _ a-peptid . .
A . aktiv B-galaktosidase
|

'

XGal —— »  Blatt produkt

Figur 2.5, a-komplementering. lacZ i kromosomalt DNA inneholder en delesjon. IPTG (vist i grent)
fremmer uttrykk av lacZ ved a binde til lac-repressor (vist i blitt), slik at repressoren ikke kan
binde til operator (O). Produkt av lacZ med delesjon er w-peptid (vist i lilla), som er inaktiv 8-
galaktosidase. Dette kan komplementeres med a-peptid fra pUC-plasmid, slik at aktiv -
galaktosidase dannes. B-galaktosidase spalter XGal og danner et blatt produkt.

pUC128, som ble benyttet i denne oppgaven, inneholder en polylinker i lacZa-genet
(vedlegg C). Ved & sette inn gnsket fragment i dette setet, vil lacZa ikke lenger danne et
funksjonelt a-peptid. Dermed vil ikke bakterien vaere i stand til & danne funksjonell 3-
galaktosidase, og koloniene vil forbli hvite ved tilstedevaerelse av XGal. pUC128
inneholder ogséd gen for ampicillin-resistens, slik at det kan selekteres for transformerte
celler med rekombinert plasmid (hvite kolonier) og ikke-rekombinert plasmid (bla

kolonier).

I denne oppgaven ble LA-plater med ampicillin, XGal og IPTG (isopropyl p-D-
thiogalaktopyranosid) benyttet ved blé/hvit-screening. IPTG induserer uttrykk av 3-
galaktosidase ved & binde til lac-repressor. 40 pl XGal (20 mg/mL) og 7 pul IPTG ble
spredt pd LA-plater med ampicillin. Platene ble inkubert ved 37 °C til XGal- og IPTG-
losning hadde terket (3-4 timer). pUC128-transformerte E. coli DH5a ble streoket pa
platene og inkubert ved 37 °C over natt.
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2.11 Sekvensering

DNA-sekvensering er et samlebegrep for flere metoder, hvor nukleotidsekvensen av et
DNA-molekyl blir bestemt. Siden den forste DNA-sekvensen ble sekvenserti 1971 (Wu
& Taylor 1971) har det blitt utviklet nye metoder og ny teknologi som gjer at DNA kan

sekvenseres mer effektivt, i dag kan hele genom sekvenseres.

I denne oppgaven ble DNA-fragmenter sekvensert eksternt, ved & benytte LightRun
Sequencing service fra GATC Biotech i Tyskland. Hos GATC Biotech ble DNA
sekvensert ved den tradisjonelle Sanger-metoden. Sanger-sekvensering er en
sekvenseringsmetode som baserer seg pa replikasjon av DNA, hvor den ukjente
sekvensen er templat for nytt DNA. Metoden inkluderer in vitro DNA-syntese hvor det
benyttes deoksynukleotider og kjedeterminerende dideoksynukleotider (ddNTP) i
forholdet 10:1. DNA-polymerase vil noen ganger sette inn en ddNTP i stedet for en
dNTP, og siden dideoksynukleotidene mangler 3’ OH-gruppe, vil DNA-syntesen stoppe.
Mange slike reaksjoner vil fore til dannelse av fragmenter av alle mulige kjedelengder.
Disse kan separeres etter starrelse, og baserekkefolgen kan bestemmes (Reece 2004).

Prinsippet bak Sanger-sekvensering er vist i figur 2.6.

Primer for
replikasjon

Figur 2.6, Sanger-sekvensering. Enkelttradig DNA blandes med primer og fordeles pa fire reor.
Hvert ror inneholder DNA-polymerase, samtlige dANTPer og en av replikasjons-terminatorene
(ddATP, ddTTP, ddCTP eller ddGTP). Polymerasen syntetiserer komplementaer DNA-trad,
syntesen stopper dersom replikasjons-terminator inkorporeres. Fragmentene separeres ved
gelelektroforese, hvor de fire reaksjonene kjores i separate brenner. Baserekkefolgen til templat-
DNA oversettes fra gelbildet. Modifisert fra (Winnick 2004).
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Tidligere ble det kjort fire parallelle reaksjoner ved sekvensering, hvor hver av
reaksjonene inneholder en type ddNTP. Ved & separere fragmenter fra de fire
reaksjonene 1 ulike gel-brenner, kan bdndene som vises i gelen oversettes til baser.
Metoden er i dag effektivisert. Ved a merke ddATP, ddGTP, ddCTP og dTTP med ulike
fluoriserende stoffer, kan sekvenseringen kjores i en reaksjon. Nar fragmentene

separeres detekteres fluoroforen, som oversettes til tilherende base.

Prever med 5 pl plasmid-DNA (80-100 ng/ul) og 5 ul sekvenseringsprimer (5 pmol/pl)
ble tillaget for de ble sendt til GATC Biotech, hvor de ble sekvensert.

2.12 Induksjon av cyster i A. vinelandii

Cystedannelse i 4. vinelandii kan induseres ved inkubering pa Burks agar med n-
butanol som eneste karbonkilde (Winogradsky 1938; Wyss et al. 1961). n-butanol
induserer ikke cystedannelse direkte, men md omdannes til B-hydroksybutyrat (BHB),
som har vist seg 4 vaere den cysteinduserende komponenten (Sadoff 1975). BHB ferer til

metabolske endringer i cellen, og blant annet produksjon av alkylresorcinoler.

I denne oppgavene ble cystedannelse indusert ved & dyrke vegetative 4. vinelandii-celler

pa Burk-agar med n-butanol (2.1.11), fer inkubering i 5 degn ved 30 °C.

2.13 Farging av alkylresorcinol
Produksjon av alkylresorcinol kan pavises ved en fargereaksjon, hvor en lesning med
saltet Fast Blue B reagerer med alkylresorcinol og danner en rod forbindelse. Farging av

alkylresorcinol ble utfert som beskrevet av Segura et al.(2009).

Alkylresorcinolproduksjon i 4. vinelandii-cyster ble pavist ved 4 tilsette Fast Blue-

losning (2.1.16) til cystene. Det ble benyttet 1 ml Fast Blue-losning pr petriskal.
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2.14 Komplementering av mutanter ved bruk av transposon

Gener pavirker hverandre pa mange ulike méter, derfor betyr det ikke nedvendigvis at et
utsltt gen koder for proteinet som er direkte ansvarlig for den observerte fenotype-
endringen etter et knockout-forsek. For & bekrefte at observert effekt hos en knockout-
mutant faktisk skyldes det utslatte genet, kan villtype-genet settes tilbake i mutanten.
Dersom det utslatte genet er ansvarlig for den observerte effekten, vil mutanten

gjenopprette villtype-fenotypen. Dette kalles komplementering (Dale & Park 2010).

Transposoner er genetiske elementer som kan forflytte seg fra et sted til et annet i
genomet. Hos bakterier kan disse elementene forflyttes innad i kromosomet eller mellom
kromosom og plasmid (Snustad & Simmons 2010). Dermed kan transposoner benyttes
ved komplementering. Transposonvektorene som ble konstruert i oppgaven er derivater
av mini-Tn5-transosonvektoren pHE319, og inneholder nedvendige elementer for
forflytning av ensket gen fra donor-stamme til kromosomalt DNA i mottaker-stamme

(figur 2.7).

T
~~—— Transposase — AmpR —Ori (R6K)— OriT ——
“— | —  ApR —Pm — @nsketgen — O —~

Figur 2.7, Forenklet fremstilling av transposonvektor som ble benyttet i oppgaven.

Transposonet flankeres av en indre (I) og ytre (O) sekvens. Unsket gen kan klones inn
mellom disse sekvensene, under kontroll av en Pm-promotor som aktiveres ved
tilstedevaerelse av m-toluat. Utenfor selve transposonet, inneholder transposonvektorene
som ble benyttet i oppgaven et gen som koder for enzymet transposase. Transposase
binder til transposonendene og katalyserer transposonforflytningen ved en “’klipp og
lim”-mekanisme. Ori(R6K) serger for at plasmidet kan replikere ved tilstedevarelse av

[I-protein, pir-genet (Apir) ma derfor finnes i vertsbakterien for at plasmidet skal kunne
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replikere (Inuzuka & Helinski 1978). Transposonvektorene som ble konstruert 1
oppgaven inneholder ogsd gener som koder for ampicillin-resistens (AmpR) og
apramycin-resistens (AprR). AmpR ligger utenfor fragmentet som enskes settes inn 1
kromosomalt DNA, mens AprR ligger innenfor. Etter transposonoverfering kan man
dermed selektere for stammer som har fitt overfert mini-transposonet med ensket gen,
ved & dyrke bakteriene pd medium med apramycin. Siden mini-transposonet ikke
inneholder transposase, vil elementet ikke kunne forflyttes videre etter integrering i

kromosomalt DNA.

2.15 Bioinformatiske verktey

Bioinformatikk benyttes til & finne, analysere og organisere biologiske data. I denne
oppgaven ble ulike bioinformatiske verktoy benyttet for 4 identifisere gener og

proteinprodukt, disse er beskrevet i det folgende.

2.15.1 BLAST

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) fra NCBI er et program som finner
regioner med lokale likheter mellom ulike sekvenser. Programmet er basert pA BLAST-
algoritmen, hvor nukleotid- eller proteinsekvenser sammenlignes med lignende
sekvenser fra enskede databaser, og kalkulerer statistisk signifikans for at lignende gener
har felles opphav. I tillegg til & sammenligne nukleotid- og proteinsekvenser, kan
BLAST blant annet benyttes til & kartlegge DNA, lokalisere kjente proteindomener, og
antyde funksjonelle og evolusjonere forhold mellom sekvenser (Altschul ez al. 1990).
Ulike typer BLAST-program er tilgjengelig pé http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
disse er beskrevet i tabell 2.7.

34



Tabell 2.7, Ulike typer BLAST-program.

BLAST-program | Beskrivelse

BLASTN Onsket nukleotidsekvens sgkes opp mot sekvenser fra nukleotid-
databaser

BLASTP Onsket proteinsekvens sekes opp mot sekvenser fra protein-
databaser

BLASTX Nukleotidsekvens fra alle seks leserammer transleres og sekes
opp mot sekvenser fra protein-databaser

TBLASTX Nukleotidsekvens fra alle seks leserammer transleres og sekes
opp mot sekvenser fra nukleotid-databaser

TBLASTN Proteinsekvens sokes opp mot alle seks leserammer fra en
nukleotidsekvens-database

PSI-BLAST Benyttes for & finne fjernt beslektede arter. Forst finnes naert
beslektede sekvenser. Signifikante og konserverte deler av
sekvensen benyttes til videre sok.

2.15.2 TCDB

Transporter Classification Database (TCDB) er en relasjonsdatabase som inneholder
informasjon om transportproteiners sekvens, funksjon, struktur og evolusjon. For & finne
lignende proteiner kan man blant annet foreta BLAST-sek i databasen, og videre finne
informasjon om transportproteiner. Ved & foreta hydropati-analyser kan man ogsa hente
informasjon om proteinets konformasjon og funksjon. De ulike transportproteinene i
databasen er koblet opp mot publiserte artikler, hvor man kan hente ytterligere
informasjon om de aktuelle proteinene (Saier et al. 2009). Databasen er tilgjengelig pa

http://www.tcdb.org.

2.15.3 KEGG

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG, www.genome.jp/kegg/) er et
verktoy bestdende av databaser med informasjon om genom og gener, proteiner,
enzymatiske spor og biologiske kjemikalier. Databasene er knyttet sammen slik at man
blant annet kan finne gener, homologe nukleotid- og proteinsekvenser, lignende
genkluster og domener og motiv fra proteinsekvenser (Kanehisa et al. 2012). Verktoyet

kan dermed indikere protein-funksjon fra en nukleotidsekvens.
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2.15.4 MicrobesOnline

12003 ble MicrobesOnline utviklet av The Virtual Institute for Microbial Stress and
Survival. Dette er et nettbasert bioinformatisk verktey, hvor informasjon om
mikroorganismers genom og genuttrykk er samlet. Ved & benytte MicrobesOnline kan
man finne store mengder informasjon om et gen, blant annet homologe gener, domener i
proteinprodukt, tilherende proteinfamilie, metabolske kart hvor proteinprodukt inngér og
sannsynligheten for at gener tilherer samme operon (Dehal ef al. 2010). Verktoyet er

tilgjengelig p4 www.microbesonline.org.

2.15.5 Clone Manager Suite

Ved bruk av programvaren Clone Manager Suite kan man planlegge kloningsprosesser
og virkningen av enzymatiske prosesser, og lage kart over DNA-fragmenter og
plasmider. Programmet kan blant annet benyttes til & designe og analysere primere, finne
restriksjonsseter og planlegge restriksjonskutting, identifisere apne leserammer (ORFs)

og sammenstille sekvenser (www.//scied.com).
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3. Resultat

Malet med dette studiet har vart & karakterisere funksjonen av genene Avin 29510,
Avin_29500 og Avin_ 29490 i A. vinelandii. En bioinformatisk undersekelse av genene
er presentert i kapittel 3.1. Funksjonen av Avin_29510, Avin_29500 og Avin 29490 ble
ogsé undersekt eksperimentelt. Dette ble gjort ved & konstruere mutanter med inaktiverte
gener, for sd a detektere endringer i mutantenes fenotype (kapittel 3.2-3.5). I tillegg ble
det dannet transposonvektorer med villtype-gen, som senere kan benyttes til &
komplementere mutantene og verifisere genenes funksjon (kapittel 3.6-3.8). Pa
bakgrunn av funnene som presenteres i dette kapittelet, ble Avin 29510, Avin 29500 og
Avin_29490 henholdsvis kalt arsF, arsG og arsH.

3.1 Bioinformatisk undersokelse av arsG, arsF og arsH

Som et ledd for & karakterisere funksjonene til arsF, arsG og arsH, ble det gjennomfort
en bioinformatisk undersekelse av genene. Informasjonen ble funnet gjennom sek i
kunnskapsbasen KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), BLAST (Basic
Local Alignment Serach Tool), TCDB (Transporter Classification Database) og

MicrobesOnline.

Sterrelse, retning og lokasjon av arsF (Avin_29510), arsG (Avin_29500) og arsH
(Avin_29490) er vist i figur 3.1. De tre genene har samme retning. arsF og arsG

overlapper med tre nukleotider, mens avstanden mellom arsG og arsH er 41 nukleotider.

133,500 [3,039 K |3,039500 [3,040 K |3,040,500 [3,041 K [3,041,500 [3,042 K
Avin_29500
0023000891 , 251 1K 268 608 408 268
——r T VP 002800092. 1
u Avin_29510

Avin_29490 Fos w0 200 1
393 668 468 268 T T T + ) 1 T

Figur 3.1, Gen-arrangement av arsF (Avin_29510), arsG (Avin_29500) og arsH (Avin_29490).
Posisjon i A. vinelandii-genom er vist everst, storrelsen pa genene er vist over genene. Genenes
retning er markert med piler (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Ifolge operon prediction-tjenesten til MicrobesOnline, ligger arsF og arsG i samme
operon (99,8 % sannsynlig), mens arsH ikke ser ut til 4 tilhere dette operonet (28,8 %
sannsynlig). Algoritmen som benyttes for & finne denne sammenhengen tar hoyde for
distanse mellom genene, om gen-ortologer er konservert ner hverandre i andre genom,
om antatt funksjon av genprodukter er i samme kategori og om genene uttrykkes
samtidig, dersom ekspresjons-data for de aktuelle genene er tilgjengelig. Disse faktorene

ma vere tilgjengelig for programmet, og kan ikke lastes inn manuelt.

3.1.1 Bioinformatisk undersekelse av arsF (Avin_29510)

arsF er et gen pd 753 nukleotider, som gir et proteinprodukt pa 250 aminosyrer. Genet
er annotert som en antimikrobiell peptid ABC-transportar ATPase, og tilherer ABC
ATPase-superfamilien. BLAST-sgk av aminosyresekvensen til arsF viser at proteinet
inneholder konserverte domener. Et ATP-bindene domene kan identifiseres, og er vist i
figur 3.2. Proteinet inneholder motivene Walker A, Q-loop, Signaturmotiv, Walker B,
D-loop og H-loop, som alle er hoyt konserverte motiv i det nukleotidbindene domene
hos ABC-transporterer. BLAST-sgket viser ogsa ArsF ligner pa proteiner involvert i
eksport av lipoproteiner (LolD), samt proteiner involvert i celledeling (FtsE) og eksport
av makrolider (MacAB).

1 S0 100 150 200 250

Query seq. | —

ATP binding site JRabg A& Y A
Halker AA-loop Juid L RBC transporter signature motif Sl ' D-loop A0
9-loop/lid Jiy Halker B Ating

Specific hits ABC_MJO796_LolCDE_FtsE
Superfanilies ABC_ATPase superfamily

Hulti-donains

Figur 3.2, Konserverte domener og homologe regioner i ArsF
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

BLASTP-sgk av aminosyresekvensen til ArsF viser at homologe proteiner forekommer i
andre arter. Resultatene som viste hayest score ved sekvenssammenstilling av ArsF er

vist 1 tabell 3.1.
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Tabell 3.1, Treff fra sekvenssammenstilling av ArsF.

Gen Art Maks E-verdi | Beskrivelse
identitet
(%)
Avin_29510 Azotobacter 100 1e1"” Antimikrobiell peptid ABC
vinelandii transporter ATPase
Slit 2575 Sideroxydans 56 3e™ ABC transporter, ATP-bindene
lithotrophicus protein
MXAN 6402 | Myxococcus 56 3e™ ABC transporter ATP-bindene
xanthus protein
Al176 2474 Chondromyces 56 4e° Antatt ATP-bindene
apiculatus komponent av ABC transporter
CV_3943 Chromobacterium | 58 2¢! ABC transporter, ATP-bindene
violaceum protein
STAUR 3228 | Stigmatella 56 8¢ ABC transporter, ATP-bindene
aurantiaca protein

Samtlige av de beste treffene fra sekvenssammenstilling av ArsF inneholder de

konserverte motivene som er karakteristisk for ATP-bindene domene i ABC-

transporterer, uten at det er spesifisert hvilke substrat proteinene transporterer. De

homologe proteinene ble funnet i andre gram negative bakterier.

Ved segk i TCDB ble det funnet at ArsF har store likheter med proteinene LolD i E. coli
(46 %) og YknY i B.subtilis (45 %). LolD binder og hydrolyserer ATP pa innsiden av

innermembranen, og er del av LolCDE-komplekset, som er en ABC-eksporter som

transporterer lipoproteiner fra gram negative bakteriers innermembran til periplasma, for

de inkorporeres i yttermembranen (Tokuda 2009). YknY er ogsa en ATPase-komponent

i et ABC-system, og uttrykkes som del av operonet yknWXYZ. Operonets tilharende

ABC-transporter eksporterer trolig antibiotikumet SdpC, som produseres av B.Subtilis,
ut av cellen (Butcher & Helmann 2006).

3.1.2 Bioinformatisk undersekelse av arsG (Avin_29500)

arsG er et gen pa 1251 nukleotider som gir et proteinprodukt pa 416 aminosyrer. Genet

er annotert som et hypotetisk protein. Sek 1 KEGG viser at ArsG inneholder motiv fra

proteinfamiliene FtsX-lignende permeaser, MacB-lignende periplasmiske

kjernedomener og ABC-2 transportor proteinfamilien,. Egenskapene til proteiner i disse

familiene er vist i tabell 3.2 (http://www.genome.jp/kegg/).
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Tabell 3.2, Proteinfamilier hvor motiv i ArsG herer til.

Proteinfamilie

Beskrivelse

FtsX-lignende permeaser

Familien bestér av antatte permeaser og hypotetiske
transmembrane proteiner. Inneholder tre
transmembrane helikser. LolC, som er del av
LolCDE-komplekset og involvert i eksport av
lipoprotein, tilherer denne familien.

MacB-lignende

periplasmiske kjernedomener

Representerer det periplasmiske kjernedomenet i
ABC-transporterer.

ABC-2 transporter-proteiner

Familien bestar av bakterielle ABC-transportsystemer
involvert i eksport av toksiner og karbohydrater.

Ved BLASTP-sgk ble ArsG sekvenssammenstilt med andre proteiner. Tabell 3.3 viser

proteinene med hayest score fra sekvenssammenstillingen.

Tabell 3.3, Treff fra sekvenssammenstilling av ArsG.

Gen Art Maks E-verdi | beskrivelse
identitet
(%)
Avin_29500 Azotobacter 100 0.0 Hypotetisk protein
vinelandii
Slit 2574 Sideroxydans 42 7e-97 Hypotetisk protein, antatt
lithotrophicus permeaseprotein i ABC
transporter
MXAN 6403 Myxococcus 37 9e-92 ABC-transporter permease
xanthus
A176 2475 Chondromyces 37 4e-85 Antatt LolC-protein,
apiculatus transmembrant, involvert i
eksport av lipoprotein til
yttermembran
MEDI121 04273 Marinomonas sp. | 34 Te-67 Hypotetisk protein
MEDI2]
CV_3942 Chromobacterium | 34 3e-62 Hypotetisk protein
violaceum
DespoDRAFT 01903 | Desulfobacter 31 Se-54 Antatt permease-
postgatei komponent i ABC-
transporter, involvert i
frigjoring av lipoprotein

Treffene fra sekvenssammenstilling av ArsG stammer fra andre gram negative bakterier,

og inneholder motiv fra de samme proteinfamiliene som ble funnet i ArsG.
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BLAST-sek i TCDB viste at ArsG er homolog med de karakteriserte E. coli-proteinene
LolE (23 %), LolC (25 %) og MacB (21 %). LolE og LolC har fire transmembrane
segmenter hver, og er del av det beskrevne LolCDE-komplekset som er involvert i
lipoprotein-eksport. MacB er del av ABC-transporteren MacAB, som er involvert i
makrolid-eksportport (Kobayashi et al. 2001). En hydropati-analyse av ArsG som ble

gjort i TCDB indikerer at proteinet inneholder fire transmembrane segmenter.

3.1.3 Bioinformatisk undersokelse av arsH (Avin_29490)

arsH er et gen pa 993 nukleotider som gir et proteinprodukt pa 330 aminosyrer. Genet er
annotert som et hypotetisk protein. Sek 1 KEGG viser at ArsH inneholder motiv fra

domenene DUF2076 og bPH 1 (bakterielt PH-domene), som vist i figur 3.3.

a'u'n:ﬂ'u'ln_29490 LI B B B I N B B B L N B B B UL B B B N NN B B N BN L B B B N B

50 100 150 200 250 300 (3307
I I
pf :DUF2076 pf:bPH_1

Figur 3.3, Konserverte domener i ArsH (http://www.genome.jp/kegg/)

DUF2076 er et domene med ukjent funksjon, funnet i ulike ligandbindene
sensorproteiner i periplasma. Bakterielt PH-domene er funnet i mange hypotetiske

proteiner, og antas & vare involvert i cellemembranens stress-respons (Xu et al. 2010).

Ved BLASTP-sgk ble ArsH sekvenssammenstilt med andre proteiner. De fleste
proteinene som ligner ArsH er annotert som hypotetiske proteiner. Tabell 3.4 viser
proteinene med hoyest score fra sekvenssammenstillingen, samt proteiner med relativt
hey score og kjent funksjon. De homologe proteinene fra sekvenssammenstilling av
ArsH ble funnet i andre gram negative bakterier. Motiv fra domenene DUF2076 og

pBH_1 ble ikke funnet i noen av treffene.
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Tabell 3.4, Treff fra sekvenssammenstilling av ArsH.

Gen Art Maks E-verdi | beskrivelse
identitet
(%)
Avin_29490 Azotobacter 100 0.0 Hypotetisk protein
vinelandii
A176 2476 Chondromyces 48 6e-55 Hypotetisk protein
apiculatus
CV_3941 Chromobacterium 43 le-52 Hypotetisk protein
violaceum
Slit 2573 Sideroxydans 45 4e-52 Hypotetisk protein
lithotrophicus
MXAN 6404 Myxococcus xanthus | 47 le-51 Hypotetisk protein
STAUR 3227 | Stigmatella 35 3e-31 Antatt innermembran-
aurantiaca komponent av ABC-
eksportor
HRM2 20210 | Desulfobacterium 33 4e-24 Antatt LolF-protein,
autotrophicum involvert i sortering av
HRM?2 lipoprotein til

yttermembran
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3.2 Konstruksjon av mutanten A. vinelandiiAarsF

Mutanten 4. vinelandiiAarsF ble dannet ved a sette genene tet4 og tetR, som koder for
tetrasyklinresistens, inn i arsF. Ved bruk av PCR ble arsF isolert fra kromosomalt DNA
som to overlappende fragmenter (3.2.1). Plasmidene pMD101 og pMD104 ble
konstruert ved & klone fragmentene inn i vektoren pHE179, som inneholder fetA4 og tetR
(3.2.2). Videre ble arsF-fragmentet i pMD104 satt inn i pMD101, slik at de to arsF-
fragmentene ligger pa hver sin side av tetrasyklinresistens-genene. Dette plasmidet ble
kalt pMD107 (3.2.3). pMD107 ble overfort til A.vinelandii villtype-stammens genom, pa
denne maten ble arsF ble erstattet av fetA- og tetR-avbrutt arsF (3.2.4). En oversikt over

prosessen er vist i figur 3.4.

I T ‘ 1 ———  Kromosomalt DNA (villtype)

arsF-fragmenter

- - )
tetR tetR
pHE179
pHE179
tetA tetA
pMD104 pMD101

pMD107

l Rekombinasjon

arsF*

EEETTTTT .| » - — Kromosomalt DNA (arsF-mutant)
tetR tetA
Figur 3.4 Oversikt over konstruksjon av A. vinelandiiAarsF. arsF (vist i redt) blir inaktivert ved at
gener for tetrasyklinresistens (vist i oransje) avbryter genet.
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3.2.1 Isolering av arsF

Ved bruk av PCR ble arsF isolert og amplifisert fra 4. vinelandii ATCC 12518 som to
overlappende fragmenter, disse ble kalt arsFA og arsFB. arsFA inneholder nederste del
av arsF, samt flankerende sekvenser nedstroms for genet, mens arsFB utgjer forste del
av arsF med flankerende sekvenser oppstrems for genet. Ved amplifikasjon av arsFA
ble primerne Gen1FA og GenlRA benyttet, mens primerne Gen1FB og Gen1RB ble
benyttet ved amplifikasjon av arsFB-fragmentet (vedlegg B). PCR-produktene ble
kontrollert og separert ved gelelektroforese, som vist i figur 3.5. Forventet storrelse pa

arsFA og arsFB er henholdsvis 1,1 kb og 1,5 kb.

1 2 1 2 3

. ——————
2000 ——
2000 1500 | Se———
1500 CB
1000 —_—
750  we—
500 —
500  w-ie—
250
250 .
A

B

Figur 3.5. PCR-amplifikasjon av arsF-fragmenter. A) PCR-amplifikasjon ved bruk av Expand High
Fidelity PCR system (Roche). Bronn 2: arsFA (forv. 1,1 kb). B) PCR-amplifikasjon ved bruk av
Phusion® High-Fidelity PCR Kit (NEB). Bronn 2: arsFA (forv. 1,1 kb). Brenn 3: arsFB (forv. 1,5 kb).

Fragmenter med forventet storrelse ble observert. arsFA (brenn 2, figur 3.5A) og arsFB

(brenn 3, figur 3.5B) ble skjert ut fra gelen og renset.
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3.2.2 Konstruksjon av pMD101 og pMD104

Som et forste ledd for & avbryte arsF med fetA og tetR, ble arsFA og arsFB klonet inn i
vektoren pHE179, som inneholder tetrasyklinresistens-genene. Dette ga opphav til to

nye plasmider; pMD101 (inneholder arsFA) og pMD104 (inneholder arsFB).

pMD101
arsFA og pHE179 ble kuttet med restriksjonsenzymene spel og Xhol, slik at

overhengene pa vektor og insert er komplementere. Videre ble vektor og insert ligert og
overfort til kompetente E. coli DHS5a-celler ved kjemisk transformering. De
transformerte E. coli-cellene ble dyrket pa LA med ampicillin, som selekterer for
transformerte celler. Plasmider fra oppvokste kolonier ble isolert og kontrollert ved PstI-

og Sall-testkutting, vist i figur 3.6. Forventede fragmentsterrelser fra kuttene er

henholdsvis 5,1 kb + 0,9 kb og 4,4 kb + 1,7 kb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figur 3.6, Verifisering av pMD101. Brenn 2-5: Pstl-kuttet pMD101 (forv. 5,1 kb + 0,9 kb). Brenn 6-
9: Sall-kuttet pMD101 (forv. 4,4 kb + 1,7 kb). Brenn 2-5 og 6-9 inneholder fragmenter fra samme
plasmidprever.

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 2, 5, 6 og 9, figur 3.6). Disse
plasmidene ble sekvensert med primerne M13rev og Gen1NotIR (vedlegg B).

Sekvenseringen bekreftet at insertet arsFA er inkorporert i vektor pa ensket mate, og at
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arsFA ikke ble mutert ved PCR-amplifikasjon. Sekvenssammenstilling er vist i vedlegg

D. Det nye plasmidet fikk navnet pMD101.

pMD104
Agel-Acc561-kuttet arsFB og pHE179 ble ligert og transformert inn i kompetente E. coli

DHS5a-celler. Det ble selektert for transformerte celler ved oppdyrking pa LA med
ampicillin, for plasmid ble isolert og kontrollert ved BpmlI-testkutting. Forventede

fragmentsterrelser fra dette kuttet er 4,8 kb og 1,5 kb (figur 3.7).
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Figur 3.7, Verifisering av pMD104. Brenn 2-7: BpmI-kuttet pMD104 (forv. 4,8 kb + 1,5 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 2, 4, 5, 6 og 7, figur 3.7).
Sekvensering ved bruk av primerne GenlRB og Gen2RB (vedlegg B) bekreftet at disse
plasmidene inneholder arsFB. Sekvenssammenstilling er vist i vedlegg D. Det nye

plasmidet fikk navnet pMD104.

3.2.3 Konstruksjon av pMD107

Med utgangspunkt i pMD101 og pMD104 ble plasmidet pMD107 konstruert. Dette

plasmidet inneholder inaktivert arsF, hvor arsFA og arsFB ligger pa hver sin side av
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tetA og tetR. En oversikt over konstruksjonen er vist 1 figur 3.8, prosessen er nermere

beskrevet under.

pMD101

Agel

Restriksjonskutting

M1 3ori

Vektor

Restriksjonskutting

Insert

Figur 3.8, Konstruksjon av pMD107 ved ligering av kutteprodukt fra pMD101 (vektor) og pMD104
(insert). Enzymseter for benyttede restriksjonsenzymer er markert i pMD101 og pMD104.

Ved konstruksjon av pMD107, ble pMD101 og pMD104 kuttet med Agel og Acc651.

De kuttede plasmidene er vist i figur 3.9.
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Figur 3.9, Fragment-separasjon for dannelse av pMD107. Brenn 2: Agel-Acc65I-kuttet pMD104
(forv. 5,1 kb + 1,2 kb). Brenn 3: Agel-Acc65I-kuttet pMD101 (forv. 6,0 kb + 0,01 kb).

Fragmentet pa 1,2 kb fra kuttet pMD104 (brenn 2, figur 3.9) ble benyttet som insert
(inneholder arsFB), mens fragmentet pé 6,0 kb fra kuttet pMD101 (brenn 3, figur 3.9)
ble brukt som vektor (inneholder arsFA, fet4 og tetR).Vektor og insert ble ligert og
overfort til kompetente E. coli DH5a-celler ved kjemisk transformering. Det ble
selektert for transformerte celler, og plasmid fra disse ble cellene isolert. Plasmidene ble
kontrollert ved testkutting, hvor enzymet HindlIII ble benyttet. Forventede
fragmentsterrelser er 4,2 kb, 2,3 kb og 0,7 kb. Testkuttet er vist i figur 3.10.
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Figur 3.10, Verifisering av pMD107. Bronn 2-3: HindIII-kuttet pMD107 (forv. 4,2 kb + 2,3 kb + 0,7
kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 3, figur 3.10). Det nye plasmidet

fikk navnet pMD107.
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3.2.4 Inaktivering av arsF i A. vinelandii

Mutanten A4. vinelandiiAarsF ble dannet ved & transformere 4. vinelandii ATCC 12518
med pMD107 (linearisert med BsaAl). Det ble gjort 5 overferinger av de transformerte
cellene pa Burk-agar med tetrasyklin, for serge for at alle kromosomkopiene i cellene er
rekombinert og inneholder utslatt arsF. For 4 kontrollere at de nye mutantene ikke
inneholder villtype-gen, ble kromosomalt DNA fra mutantene kontrollert ved PCR, som
vist i figur 3.11. Primerparene Gen1NotIR-TcAR og GenlNotIR-Gen2RB ble benyttet
ved denne kontrollen (vedlegg B). Ved bruk av primerparet Gen1NotIR og TcAR
forventes det PCR-fragmenter pa 0,65 kb for 4. vinelandiiAarsF, og ingen PCR-produkt
for villtype. PCR-reaksjon med primerparet Gen1NotIR og Gen2RB forventes a gi
fragmenter pa 3,8 kb for A. vinelandiiAarsF, og 1,6 kb for villtype.

Figur 3.11, PCR-kontroll av A. vinelandiiAarsF. A) Benyttede primere: Gen1NotIR + TcAR. Bronn
2-4: DNA fra A. vinelandii AarsF (forv. 0,65 kb). Brenn 5: DNA fra villtype (forv. ingen PCR-
produkt). B) Benyttede primere: Gen1NotIR + Gen2RB. Brenn 2-4: DNA fra A. vinelandii AarsF
(forv. 3,8 kb). Brenn 5: DNA fra villtype (forv. 1,6 kb).

I PCR-kontrollen ble det vist at pMD107-transformerte stammer inneholder utslétt arsF
(figur 3.11A, brenn 2-4), og at disse mutantene ikke inneholder villtype-gen (figur
3.11B). Muterte stammer som viste forventet fragmentsterrelse fra PCR-kontroll fikk

navnet 4. vinelandiilarsF.
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3.3 Konstruksjon av mutanten A. vinelandiiAarsG

Mutanten 4. vinelandiiAarsG ble, pa tilsvarende méte som A. vinelandiiAarsF, dannet
ved a sette tetrasyklinresistens-genene fetA4 og tetR, inn i arsG. arsG ble isolert fra
kromosomalt DNA som to overlappende fragmenter (3.3.1). Fragmentene ble klonet inn
i vektoren pHE179, som ga opphav til plasmidene pMD101 (beskrevet i kapittel 3.2.2)
og pMD102 (3.3.2). arsG-fragmentet fra pMD101 ble satt inn i pMD102, slik at de to
arsG-fragmentene ligger pa hver sin side av tetrasyklinresistens-genene. Plasmidet som
ble dannet i denne kloningsprosessen fikk navnet pMD108 (3.3.3). arsG i 4. vinelandii
ble inaktivert ved & overfore pMD108 til villtype-stammens genom, slik at arsG ble
erstattet av tet4- og tetR-avbrutt arsG (3.3.4). En oversikt over denne prosessen er vist 1

figur 3.12.

arsG

STTT T T g - ——  Kromosomalt DNA (villtype)
l PCR

arsGfragmenter

- - )
tetR tetR
PHE179 HE179
tetA tetA Q

pMD108

l Rekombinasjon

arsG*

TTTT T g - » ——  Kromosomalt DNA (arsG-mutant)
tetR tetA

Figur 3.12 Oversikt over konstruksjon av A. vinelandiiAarsG. arsG (vist i redt) blir inaktivert ved at
gener for tetrasyklinresistens (vist i oransje) avbryter genet.
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3.3.1 Isolering av arsG

Ved bruk av PCR ble arsG isolert og amplifisert fra A.vinelandii ATCC 12518 som to
overlappende fragmenter, som ble kalt arsGA og arsGB. Sammen utgjor arsGA og
arsGB hele arsG, samt flankerende sekvenser. arsGB er identisk med fragmentet arsFA,
dette fragmentet inneholder deler av bade arsF og arsG. Isolering og amplifikasjon av
arsFA er beskrevet i kapittel 3.2.1. Ved PCR-amplifikasjon av arsGA ble primerne
Gen2FA og Gen2RA benyttet (vedlegg B). PCR-produktet ble kontrollert ved
gelelektroforese, med forventet storrelse pa 1,2 kb (figur 3.13).
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Figur 3.13 PCR-amplifikasjon av arsGA (forv. 1,2 kb).

arsGA-fragmentet pa 1,2 kb (figur 3.13) ble skjert ut fra gelen og renset.

3.3.2 Konstruksjon av pMD102

Som et forste ledd for & avbryte arsG med tet4 og tetR, ble arsGA og arsGB klonet inn i
vektoren pHE179. Innsetting av arsGB (= arsFA) i pHE179 forte til dannelse av
plasmidet pMD101, som beskrevet i kapittel 3.2.2. Ved & klone arsGA inn i pHE179 ble
plasmidet pMD102 dannet.
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pMD102
Pstl-BgllI-kuttet arsFA og pHE179 ble ligert og transformert inn i kompetente E. coli

DH5a-celler ved kjemisk transformering. Det ble selektert for transformerte ved
ampicillin-seleksjon. Plasmid ble isolert og kontrollert ved Sall- og BsaAl-testkutting
(figur 3.14). Forventede fragmentsterrelser for disse kuttene er henholdsvis 5,0 kb + 1,1
kb og 4,5 kb + 1,5 kb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figur 3.14, Verifisering av pMD102. Bronn 2-7: Sall-kuttet pMD102 (forv. 5,0 kb + 1,1 kb). Brenn
9-14: BsaAl-kuttet pMD102 (forv.4,5 kb + 1,5kb). Brenn 2-7 og 9-14 inneholder fragmenter fra de
samme plasmidprevene.

Fragmenter av forventet storrelse ble observert i brenn 7 og 14 (figur 3.14) som
inneholder fragmenter fra samme plasmidpreove. Sekvensering ved bruk av primerne
M13rev og Gen2NotIR (vedlegg B) bekreftet at dette plasmidene inneholder arsGA.
Ved sekvenssammenstilling (vedlegg D) ble det funnet en punktmutasjon ved den siste

basen i arsH-sekvensen som inngar i arsGA. Det nye plasmidet fikk navnet pMD102.

3.3.3 Konstruksjon av pMD108

Ved 4 klone deler av pMD101 inn i pMD102, ble plasmidet pMD108 konstruert. Dette

plasmidet inneholder inaktivert arsG, hvor arsGA og arsGB ligger pa hver sin side av
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tetA og tetR. En oversikt over konstruksjonsprosessen er vist i figur 3.15 og nermere

beskrevet under.

—
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Figur 3.15, Konstruksjon av pMD108 ved ligering av kutteprodukt fra pMD102 (vektor) og
pMD101(insert). Enzymseter for benyttede restriksjonsenzymer er markert i pMD102 og pMD101.

Ved konstruksjon av pMD108 ble pMD101 kuttet med Spel og EcoRV, mens pMD102
ble kuttet med Xbal og Ecl13611. Xbal og Spel gir komplementare overheng, mens
EcoRYV og Ecl136II gir butte ender. De kuttede plasmidene er vist i figur 3.16.
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Figur 3.16, Fragment-separasjon for dannelse av pMD108. Bronn 2: Spel-EcoRV-kuttet pMD101
(forv. 4,2 kb + 1,0 kb + 0,8 kb). Brenn 3: Xbal-Ecl136I1-kuttet pMD102 (forv. 6,1 kb + 0,01 kb).

Fragmentet pa 1,0 kb fra kuttet pMD101 (figur 3.16, brenn 2) ble benyttet som insert
(inneholder arsGB), mens fragmentet pa 6,1 kb fra kuttet pMD102 (figur 3.16, brenn 3)
ble brukt som vektor (inneholder arsGA, tet4 og tetR).Vektor og insert ble ligert og
overfort til kompetente E. coli DH5a-celler ved kjemisk transformering. Det ble
selektert for transformerte celler, og plasmid fra disse ble cellene isolert. Plasmidene ble
kontrollert ved testkutting, ved bruk av enzymet BspMI. Forventede fragmentsterrelser

er 4,6 kb og 2,5 kb, kuttet er vist i figur 3.17.

Figur 3.17, Verifisering av pMD108. Bronn 2-5: BspMI-kuttet pMD108 (forv. 4,6 kb + 2,5 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 5, figur 3.17). Det nye plasmidet

fikk navnet pMD108.
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3.3.4 Inaktivering av arsG i A. vinelandii

Ved 4 transformere A. vinelandii ATCC 12518 med pMD108 (linearisert med Psil), ble
mutanten 4. vinelandiilarsG laget. Det ble gjort 5 overforinger av de transformerte
cellene pa Burk-agar med tetrasyklin, for serge for at alle kromosomkopiene i cellene
inneholder utslatt arsG. For & kontrollere at de nye mutantene ikke inneholder villtype-
gen, ble kromosomalt DNA fra mutantene kontrollert ved PCR, som vist i figur 3.18.
Primerparene Gen2NotIR-TcAR og Gen2NotIR-Gen2NdelF ble benyttet ved denne
kontrollen (vedlegg B). Ved bruk av primerparet Gen2NotIR og TcAR forventes det
PCR-fragmenter pa 0,9 kb for A. vinelandiiAarsG, og ingen PCR-produkt for villtype.
PCR-reaksjon med primerparet Gen2NotIR og Gen2NdelF forventes & gi fragmenter pa
3,3 kb for A. vinelandiiAarsG, og 1,3 kb for villtype.
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Figur 3.18, PCR-kontroll av A. vinelandiiAarsG. A) Benyttede primere: Gen2NotIR + TcAR. Bronn
2-3: DNA fra villtype (forv. ingen PCR-produkt). Brenn4-8: DNA fra A. vinelandiiAarsG (forv. 0,9
kb). B) Benyttede primere: Gen2NotIR + Gen2NdelF. Brenn 2-6: DNA fra A. vinelandiiAarsG
(forv. 3,3 kb). Brenn 7-8: DNA fra villtype (forv. 1,3 kb).

PCR-kontrollen viste at pMD108-transformerte stammer inneholder utslatt arsG (figur
3.18A, breonn 4-8), og at disse mutantene ikke inneholder villtype-gen (figur 3.18B,
brenn 2-6). Muterte stammer som viste forventet fragmentstorrelse fra PCR-kontrollen

fikk navnet 4. vinelandiiAarsG.
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3.4 Konstruksjon av mutanten A. vinelandiiAarsH

Mutanten 4. vinelandiiAarsH ble, pa tilsvarende méte som 4. vinelandiiAarsF og A.
vinelandiiAarsG, dannet ved & sette tetrasyklinresistens-genene tet4 og tetR inn i arsH.
Ved bruk av PCR ble arsH isolert fra kromosomalt DNA som to overlappende
fragmenter (3.4.1). Plasmidene pMD103 og pMD106 ble konstruert ved & klone
fragmentene inn i vektoren pHE179 (3.4.2). arsH-fragmentet fra pMD106 ble satt inn i
pMD103, slik at de to arsH-fragmentene ligger pa hver sin side av tetrasyklinresistens-
genene. Dette plasmidet ble kalt pMD109 (3.4.3). pMD109 ble overfort til villtype-
stammens genom, hvor arsH ble erstattet av tetA- og tetR-avbrutt arsH (3.4.4). En

oversikt over prosessen er vist i figur 3.19.
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Figur 3.19, Oversikt over konstruksjon av A. vinelandiiAarsH. arsH (vist i roedt) blir inaktivert ved
at gener for tetrasyklinresistens (vist i oransje) avbryter genet.
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3.4.1 Isolering av arsH

Ved bruk av PCR ble arsH isolert og amplifisert fra A. vinelandii ATCC 12518 som to

overlappende fragmenter. Fragmentene ble kalt arsHA og arsHB, som sammen utgjor
hele arsH, samt flankerende sekvenser. Ved amplifikasjon av arsHA ble primerne
Gen3FA og Gen3RA benyttet, mens primerne Gen3FB og Gen3RB ble brukt for
amplifikasjon av arsHB-fragmentet (vedlegg B). PCR-produktene ble kontrollert og
separert ved gelelektroforese, som vist 1 figur 3.20. Forventet storrelse pd arsHA og

arsHB er henholdsvis 1,3 kb og 1,2 kb.
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Figur 3.20, PCR-amplifikasjon av arsH-fragmenter. A) PCR-amplifikasjon ved bruk av Expand

High Fidelity PCR system (Roche). Bronn 2: arsHB (forv. 1,2 kb). B) PCR-amplifikasjon ved bruk
av Phusion® High-Fidelity PCR Kit (NEB). Bronn 2: ArsHA (forv. 1,3 kb). Brenn 3: arsHB (forv. 1,2

kb).

Fragmenter med forventet storrelse ble observert. arsHA (brenn 2, figur 3.20B) og

arsHB (brenn 2, figur 3.20A) ble skjert ut fra gelen og renset.

57



3.4.2 Konstruksjon av pMD103 og pMD106

Som et ledd i prosessen for & inaktivere arsH ved a sette inn fetA4 og tetR, ble arsHA og
arsHB klonet inn i vektoren pHE179. Ved a klone arsH-fragmentene inn i pHE179 ble
plasmidene pMD103 (inneholder arsHA) og pMD106 (inneholder arsHB) dannet.

pMD103
arsHA og pHE179 ble kuttet med restriksjonsenzymene Sbfl og Bglll, ligert og overfort

til kompetente E. coli DHS5a-celler ved kjemisk transformering. Det ble selektert for
transformerte celler ved & dyrke dem pd LA med ampicillin. Plasmid ble isolert og
kontrollert ved BsaAl- og Sall-testkutting (figur 3.21). Forventede fragmentstorrelser fra
disse testkuttene er henholdsvis 4,3 kb + 1,7 kb og 4,1 kb + 1,9 kb.

Figur 3.21, Verifisering av pMD103. Bronn 2-4: BsaAl-kuttet pMD103 (forv. 4,3 kb + 1,7 kb).
Brenn 5-7: Sall-kuttet pMD103 (forv. 4,1 kb + 1,9 kb). Bronn 2-4 og 5-6 inneholder fragmenter fra
de samme plasmidprevene.

Fragmenter av forventet storrelse ble observert i brenn 3 og 6 (figur 3.21), som
inneholder fragmenter fra samme plasmidpreve. Dette plasmidet ble sekvensert med
primerne M13rev og Gen2R (vedlegg B). Sekvenseringen bekreftet at insertet arsHA er

innsatt i vektor pd ensket mate. Tilstedeverelse av ukjente baser ved overste del av
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arsH-sekvensen fra arsHA ble observert fra sekvenseringen, men da malet med
konstruktet likevel er & sla ut arsH, vil eventuelle mutasjoner i denne delen ikke vere av
betydning. Sekvenssammenstilling er vist i vedlegg D. Det nye plasmidet fikk navnet

pMD103.

pMD106
Pa tilsvarende mate ble arsHB klonet inn i pHE179. Ncol-Acc56I-kuttet arsHB og

pHE179 ble ligert sammen og transformert inn i kompetente E. coli DH5a-celler.
Transformerte celler ble selektert for ved ampicillin-seleksjon, og plasmid ble isolert og

kontrollert ved Pstl-testkutting (figur 3.22). Forventede fragmentsterrelser fra dette
testkuttet er 3,3 kb og 2,9 kb.
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Figur 3.22, Verifisering av pMD106. Bronn 2-5: PstI-kuttet pMD106 (forv. 3,3 kb + 2,9 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert i samtlige brenner (figur 3.22). Disse
plasmidene ble sekvensert ved bruk av primerne Gen3RB og Gen3FB (vedlegg B),
sekvenssammenstilling (vedlegg D) bekreftet at plasmidet inneholder arsHB. Det nye
plasmidet fikk navnet pMD106.
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3.4.3 Konstruksjon av pMD109

Ved 4 klone deler av pMD106 inn i pMD103, ble plasmidet pMD109 konstruert.
pMD109 inneholder inaktivert arsH, hvor arsHA og arsHB ligger pa hver sin side av
tetA og tetR. En oversikt over pMD109-konstruksjonen er vist i figur 3.23, og n@rmere

beskrevet under.
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Figur 3.23, Konstruksjon av pMD109 ved ligering av kutteprodukt fra pMD103 (vektor) og
pMD106 (insert). Enzymseter for benyttede restriksjonsenzymer er markert i pMD103 og pMD106.
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Ved konstruksjon av pMD109, ble pMD103 og pMD106 kuttet med Ncol og Acc651.
De kuttede plasmidene er vist i figur 3.24.
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Figur 3.24, Fragment-separasjon for dannelse av pMD109. Brenn 2: Ncol-Acc65I-kuttet pMD106
(forv. 5,1 kb + 1,1 kb). Brenn 3: Ncol-Acc65I-kuttet pMD103 (forv. 6,0 kb + 0,04 kb).

Fragmentet pa 1,1 kb fra kuttet pMD106 (figur 3.24, brenn 2) ble benyttet som insert
(inneholder arsHB), mens fragmentet pa 6,0 kb fra kuttet pMD103 (inneholder arsHA,
tetA4 og tetR) ble brukt som vektor. Disse fragmentene ble skjaert ut fra gelen og renset.
Vektor og insert ble ligert og overfort til kompetente E. coli DH5a-celler ved kjemisk
transformering. Det ble selektert for transformerte celler, og plasmid fra disse cellene ble
isolert. Plasmidene ble kontrollert ved Pstl-testkutting, hvor forventede

fragmentsterrelser er 3,9 kb og 3,3 kb. Testkuttet er vist i figur 3.25.

Figur 3.25, Verifisering av pMD109. Bronn 2-5: PstI-kuttet pMD109 (forv. 3,9 kb + 3,3 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 4, figur 3.25). Det nye plasmidet

fikk navnet pMD109.
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3.4.4 Inaktivering av arsH i A. vinelandii

Mutanten 4. vinelandiiAarsH ble laget ved & transformere A. vinelandii ATCC 12518
med pMD109 (linearisert med Dralll). Det ble gjort 5 overforinger av de transformerte
cellene pa Burk-agar med tetrasyklin, for & serge for at alle kromosomkopiene i cellene
er rekombinert og inneholder utslatt arsH. For & kontrollere at de nye mutantene ikke
inneholder villtype-gen, ble kromosomalt DNA fra mutantene kontrollert ved PCR, som
vist 1 figur 3.26. Primerne Gen3FA og Gen3RA ble benyttet ved denne kontrollen
(vedlegg B). Begge disse primerne binder til villtype-sekvensen, men pa hver sin side av
de innsatte tetrasyklinresistens-genene. Bruk av disse primerne gir forventet PCR-

produkt pé 3.4 kb for A. vinelandiiAarsH og 1,3 kb for villtype.

Figur 3.26, PCR-kontroll av A. vinelandiiAarsH. Benyttede primere: Gen3FA + Gen3RA. Bronn 2
DNA fra villtype (forv 1,3 kb). Bronn 3-6: DNA fra A. vinelandiiAarsH (forv. 3,4 kb).

PCR-kontrollen viste at mutantene inneholder utslatt arsH (brenn 5 og 6, figur 3.26), 1
motsetning til villtype-stammen (brenn 2, figur 3.26). Muterte stammer som viste

forventet fragmentsterrelse fra PCR-kontroll fikk navnet 4. vinelandiiAarsH.
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3.5 Alkylresorcinol-produksjon hos A. vinelandiiAarsF-, A. vinelandiiAarsG-

og A. vinelandiiAarsH-cyster

For a kartlegge effekten av de utslatte genene, ble cystedannelse av mutantene samt
villtypen indusert ved & dyrke cellene 1 5 degn pa Burk-agar med n-butanol som eneste
karbonkilde. Tilstedeverelse av alkylresorcinol ble vist ved a tilsette Fast Blue-lgsning
til cystene. Villtype-cystene ble farget rode i denne reaksjonen, som indikerer
tilstedevarelse av alkylresorcinol. Mutantene forble derimot hvite, som betyr at
alkylresorcinol ikke kunne detekteres i disse cystene. De fargede cystene er vist i figur

3.27.

asarsG M!SF

Figur3.27, Fast Blue-farging av alkylresorcinol hos cysteinduserte A. vinelandii ATCC 12518 (WT),
A. vinelandiiAarsF (AarsF), A. vinelandiiAarsG (AarsG) og A. vinelandiiAarsH (AarsH). Redfarge
indikerer tilstedevzerelse av alkylresorcinol.
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3.6 Kloning av arsF

For a verifisere at utslatt arsF er arsaken til den observerte endringen i alkylresorcinol-
produksjon i1 4. vinelandiiAarsF, ma stammen komplementeres ved 4 sette villtype-genet
tilbake i mutanten. I denne forbindelse ble det konstruert en transposonvektor med
villtype-arsF under kontroll av en Pm-promotor. arsF ble isolert fra kromosomalt
villtype-DNA ved PCR (3.6.1). Plasmidet pMD116 ble konstruert ved a klone arsF-
fragmentet inn i vektoren pUC128 (3.6.2). Videre ble arsF-fragmentet kuttet ut fra
pMD116 og overfort til mini-Tn5-transposonvektoren pHE319, som ga opphav til
transposonvektoren pMD113 (2.6.3). Ved konjugering og transposonoverfering kan
arsF fra pMD113 senere integreres 1 genomet til 4. vinelandiiAarsF, og dermed
komplementer stammen. Grunnet tidsmangel ble dette arbeidet ikke ferdigstilt. En

oversikt over prosessen er vist i figur 3.28.
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Figur 3.28, Konstruksjon av transposonvektoren pMD113, som inneholder villtype-arsF (vist i
redt). pMD113 kan senere benyttes til komplementering av A.vinelandiiAarsF.
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3.6.1 Isolering av arsF

Ved bruk av PCR ble arsF isolert og amplifisert fra 4. vinelandii ATCC 12518, hvor
primerne Gen1NdelF og GenlNotIR ble benyttet (vedlegg B). PCR-produkt ble
kontrollert ved gelelektroforese, med forventet storrelse pa 0,9 kb (figur 3.29).

Figur 3.29, PCR-amplifikasjon av arsF (forv. 0,9 kb).

Fragment av forventet storrelse ble observert (figur 3.29). Fragmentet ble skjert ut fra

gelen og renset.

3.6.2 Konstruksjon av pMD116

For a senere kunne konstruere en transposonvektor som kan overfore arsF til 4.
vinelandiiAarsF, ble plasmidet pMD116 dannet. PCR-fragmentet med arsF ble ligert
inn 1 EcoRV-kuttet pUC128, og overfort til kompetente E. coli DH5a-celler ved kjemisk
transformering. De transformerte cellene ble dyrket pa LA med ampicillin, XGal og
IPTG, og selektert for ved bla/hvit-screening. Tre hvite stammer ble dyrket opp, og
plasmid ble isolert og kontrollert ved Ndel-Notl-testkutting (figur 3.30). Forventede
fragmentsterrelser fra dette kuttet er 3,2 kb og 0,9 kb.
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Figur 3.30, Verifisering av pMD116. Bronn 2-4: Ndel-NotI-kuttet pMD116 (forv. 3,2+ 0,9).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 2 og 3, figur 3.30). Disse
plasmidene ble sekvensert med primerne pGEM/plitseqF og M13rev (vedlegg B).
Sekvenseringen bekreftet at arsF er innsatt i vektor pa ensket mate, og at arsF-

fragmentet ikke er mutert (vedlegg D). Det nye plasmidet fikk navnet pMD116.

3.6.3 Konstruksjon av transposonvektoren pMD113

For & kunne komplementere A. vinelandiiAarsF med villtype-arsF, ble det dannet en
transposonvektor hvor arsF ble satt under kontroll av en Pm-promotor. Konstruksjon av
transposonvektor startet med & kutte pMD116 og pHE319 med restriksjonsenzymene
Ndel og Notl. Kutteproduktene ble separert ved gelelektroforese, som vist i figur 3.30
(kuttet pMD116) og figur 3.31 (kuttet pHE319).
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Figur 3.31, Ndel-NotI-kuttet pHE319 (forv. 8,6 kb + 1,9 kb).

Fragmentene pa 0,9 kb fra kuttet pMD116 (inneholder arsF) og pé 8,6 kb fra kuttet
pHE319 ble skjert ut fra gelen og renset. Vektor og insert ble ligert, og transformert til
kompetente E. coli S17.1 Apir-celler. De transformerte E. coli-cellene ble dyrket pd LA
med ampicillin, hvor det ble selektert for transformerte celler. Plasmider fra disse
koloniene ble isolert og kontrollert ved testkutting, ved bruk av restriksjonsenzymet
AhdI. Testkuttet er vist i figur 3.32, med forventede fragment pa 4,4 kb, 3,0 kb og 1,9
kb.
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Figur 3.32, Verifisering av pMD113. Bronn 2-4: AhdI-kuttet pMD113 (forv. 4,4 kb, 3,0 kb og 1,9kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert for samtlige plasmider som ble testkuttet

(figur 3.32), plasmidet fikk navnet pMD113.
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3.7 Kloning av arsG

For a senere kunne komplementere A. vinelandiiAarsG og verifisere at utslatt arsG er
arsaken til den observerte endringen i alkylresorcinol-produksjon, ble det konstruert en
transposonvektor med villtype-arsG under kontroll av en Pm-promotor. Dette ble gjort
pa tilsvarende méte som for arsF (3.6). arsG ble isolert fra kromosomalt villtype-DNA
ved PCR (3.7.1). PCR-fragmentet ble videre klonet inn i vektoren pUC128, som ga
opphav til plasmidet pMD117 (3.7.2). Transposonvektoren pMD114 ble konstruert ved
a overfore arsG fra pMD117 til mini-Tn5-transposonvektoren pHE319 (2.7.3). Ved
konjugering og transposonoverfering kan arsG fra pMD117 videre integreres i genomet
til 4. vinelandiiAarsG. Grunnet tidsmangel ble dette arbeidet ikke ferdigstilt. En oversikt

over prosessen er vist i figur 3.33.
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Figur 3.33, Konstruksjon av transposonvektoren pMD114, som inneholder villtype-arsG (vist i
redt). pMD114 kan senere benyttes til komplementering av A. vinelandiiAarsG.
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3.7.1 Isolering av arsG

Ved bruk av PCR ble arsG isolert og amplifisert fra A. vinelandii ATCC 12518, hvor
primerne Gen2NdelF og Gen2NotIR ble benyttet (vedlegg B). PCR-produktet ble
kontrollert ved gelelektroforese, med forventet storrelse pa 1,3 kb (figur 3.34).
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Figur 3.34, PCR-amplifikasjon av arsG (forv. 1,3 kb).

PCR-produkt med forventet storrelse ble observert (figur 2.30). Fragmentet ble skjert ut

fra gelen og renset.

3.7.2 Konstruksjon av pMD117

Plasmidet pMD117 ble konstruert som et forste ledd for & videre kunne danne en
transposonvektor som kan komplementere A. vinelandiiAarsG med villtype-arsG. PCR-
fragmentet med arsG ble ligert inn i EcoRV-kuttet pUC128, og overfort til kompetente
E. coli DH5a-celler ved kjemisk transformering. Transformerte celler med innsatt PCR-
fragment ble selektert for ved bla/hvit-screening. Tre hvite stammer ble dyrket opp, og
plasmid ble isolert og kontrollert ved Ndel-Notl-testkutting (figur 3.35). Forventede
fragmentsterrelser fra dette kuttet er 3,2 kb og 1,3 kb.
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Figur 3.35, Verifisering av pMD117. Bronn 2-4: Ndel-NotI-kuttet pMD117 (forv. 3,2 kb + 1,3 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert i hos samtlige av de testkuttede
plasmidene (figur 3.35). Plasmidene ble sekvensert med primerne pGEM/plitseqf og
M13rev (vedlegg B). Sekvenseringen bekreftet at arsG er innsatt i vektor pa ensket
méte, og fragmentet ikke inneholder mutasjoner (vedlegg D). Det nye plasmidet fikk
navnet pMD117.

3.7.3 Konstruksjon av transposonvektoren pMD114

En transposonvektor med arsG under kontroll av en Pm-promotor ble konstruert, som
senere kan komplementere A. vinelandiiAarsG med villtype-arsG. Et 1,3 kb Ndel-Notl-
fragment fra pMD117 (inneholder arsG, figur 3.35) ble ligert med et 8,6 kb Ndel-NotlI-
fragment fra pHE319 (figur 3.31). Konstruktet ble transformert til kompetente E. coli
S17.1 Apir-celler, og dyrket pa LA med ampicillin. Plasmider fra oppvokste kolonier ble
isolert og kontrollert ved testkutting, ved bruk av restriksjonsenzymet Ahdl. Testkuttet
er vist i figur 3.36, med forventede fragment pa 4,7 kb, 3,3 kb og 1,9 kb.
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Figur 3.36, Verifisering av pMD114. Bronn 2-4: AhdI-kuttet pMD114 (forv 4,7 kb, 3,3 kb og 1,9 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert for samtlige plasmider som ble testkuttet

(figur 3.36), plasmidet fikk navnet pMD114.
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3.8 Kloning av arsH

For a senere kunne komplementere A. vinelandiiAarsH og verifisere at utslatt arsH er
arsaken til den observerte fenotype-endringen, ble det konstruert en transposonvektor
med villtype-arsH under kontroll av en Pm-promotor. Dette ble gjort pd tilsvarende
mate som for arsF (3.6) og arsG (3.7). arsH ble isolert fra kromosomalt villtype-DNA
ved PCR (3.8.1). Plasmidet pMD118 ble konstruert ved & klone arsH-fragmentet inn i
vektoren pUC128 (3.8.2). arsH ble videre overfort fra pMD118 til pHE319, dette ga
opphav til transposonvektoren pMD115 (2.8.3) som senere kan benyttes til

komplementering av A. vinelandiiAarsH. En oversikt over prosessen er vist i figur 3.37.

arsH

ETTT T - ] * Kromosomalt DNA (villtype)

PCR

lacZ a
puC128

\arsH

pMD118

arsH

ton* 7 TN aprR

pHE319 ) Ndel,Notl
/ Pm
0 |

ton* 7 TN aprR

pMD115 )
/ Pm
arsH
o}

Figur 3.37, Konstruksjon av transposonvektoren pMD115, som inneholder villtype-arsH (vist i
redt). pMD115 kan senere benyttes til komplementering av A. vinelandiiAarsH.
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3.8.1 Isolering av arsH

Villtype-genet arsH ble isolert og amplifisert fra A. vinelandii ATCC 12518 ved PCR,
hvor primerne Gen3NdelF og Gen3NotIR ble benyttet (vedlegg B). PCR-produktet ble

kontrollert ved gelelektroforese, som vist i figur 3.38. Forventet fragmentsterrelse er 1,1
kb.
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Figur 3.38, PCR-amplifikasjon av arsH (forv. 1,1 kb).

Fragment av forventet storrelse ble observert (figur 3.38). Fragmentet ble skjart ut fra

gelen og renset.

3.8.2 Konstruksjon av pMD118

For a senere kunne konstruere en transposonvektor som kan overfore arsH til A.
vinelandiiAarsH, ble plasmidet pMD118 dannet. PCR-fragmentet med arsH ble klonet
inn 1 EcoRV-kuttet pUC128, og overfort til kompetente E. coli DH5a-celler ved kjemisk
transformering. Det ble selektert for transformerte celler med innsatt PCR-fragment ved
bla/hvit-screening. Tre hvite stammer ble dyrket opp, og plasmid ble isolert og
kontrollert ved Ndel-NotI-testkutting. Forventet fragmentsterrelse er 3,2 kb og 1,1 kb,

testkuttet er vist i figur 3.39.

73



Figur 3.39, Verifisering av pMD118. Bronn 2-4: Ndel-NotI-kuttet pMD118 (forv. 3,2 + 1,1 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert (brenn 2 og 4, figur 3.39). Disse
plasmidene ble sekvensert med primerne pGEM/plitseqf og M13rev (vedlegg B).
Sekvenseringen bekreftet at arsH er innsatt 1 vektor pd ensket méte, og at arsH-

fragmentet ikke er mutert (vedlegg D). Plasmidet fikk navnet pMD118.

3.8.3 Konstruksjon av transposonvektoren pMD115

En transposonvektor med arsH under kontroll av en Pm-promotor ble dannet, som
senene kan benyttes for & komplementere 4. vinelandiiAarsH. Et 1,1 kb Ndel-NotI-
fragment fra pMD118 (inneholder arsH, figur 3.39) ble ligert med et 8,6 kb Ndel-NotI-
fragment fra pHE319 (figur 3.31). Konstruktet ble transformert til kompetente E. coli
S17.1 Apir-celler, og dyrket pa LA med ampicillin. Plasmider fra koloniene ble isolert og
kontrollert ved Ncol-Sbfl-testkutting. Forventede fragment fra testkuttet er 8,0 kb og 1,7
kb, kuttet er vist i figur 3.40.
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Figur 3.40, Verifisering av pMD115. Bronn 2-4: Ncol-Sbfl-kuttet pMD115 (forv. 8,0 kb og 1,7 kb).

Fragmenter av forventet storrelse ble observert for samtlige plasmider som ble testkuttet

(figur 3.40), plasmidet fikk navnet pMD115.
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4. Diskusjon

4.1 Bioinformatisk undersokelse av arsF, arsG og arsH

Resultater fra bioinformatisk undersekelse av arsF, arsG og arsH indikerer at genene er
involvert i ABC-eksport over cellemembran. Det ble funnet at arsF inneholder
konserverte sekvenser som er karakteristiske for den ATP-bindene komponenten i ABC-
transporterer. ArsG inneholder motiv fra proteinfamilier involvert i ABC-transport, bade
sekvenssammenstilling og hydropatianalyse viser at dette genet antageligvis koder for en
permease. De fleste treffene fra sekvenssammenstillingen som ble foretatt for ArsH viste
andre hypotetiske proteiner, men ogsé her ble det funnet resultater som indikerer at

ArsH kan veare involvert i ABC-transport.

For bdde arsF, arsG og arsH ble det funnet homologe /o/-gener. Lol-proteiner deltar i
ABC-eksport av lipoprotein. Lipoprotein er et kompleks bestdende av bade proteiner og
lipider, og siden alkylresorcinol er et lipid er dette et interessant funn som underbygger
at arsF, arsG og arsH kan vere involvert i eksport av alkylresocinol. Proteinet LolF hos
D. autotrophicum, som ble funnet til & vaere en ArsH-homolog, kunne ikke lokaliseres 1
andre organismer. Proteinet er annotert til & vare involvert i lipoprotein-sortering til
yttermembranen, men BLAST-sok av LolF ga ingen treff for andre proteiner med denne
funksjonen. Likevel er det interessant at /o/F’ ligger like nedstrems for /o/D og lolE i

kromosomet til D. autotrophicum.

Ifolge Operon prediction-tjenesten fra MicrobesOnline ligger arsF og arsG i samme
operon, mens arsH ikke ser ut til & ligge 1 dette operonet. Operon prediction-algoritmen
tar blant annet hoyde for om antatt funksjon av genprodukter er i samme kategori og om
genene uttrykkes samtidig. Ekspresjonsdata for arsFGH er ikke tilgjengelig for
algoritmen, da dette materialet ikke er publisert. Genproduktenes konkrete funksjon er
ogsé ukjent, noe som gjor resultatet fra Operon prediction-tjenesten mindre palitelig.
For a sikkert kunne konkludere om genene tilhorer samme operon, mé dette vises

eksperimentelt.
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Ved sekvenssammenstilling ble det funnet homologe proteiner i andre gram negative
bakterier. Vertsorganismer og kromosomal plassering av de homologe genene er
interessante. Ortologer fra bakteriene S. lithotrophicus, M .xanthus, C. apiculatus og C.
violaceum er blant de beste resultatene for sekvenssammenstilling av bade ArsF, ArsG
og ArsH. De respektive genene som ble funnet ved BLAST-sek av arsF, arsG og arsH
ligger ved siden av hverandre i disse organismene. Siden samlinger med arsF-, arsG-,
og arsH-lignende gener finnes i andre organismer, kan dette vaere en indikasjon pa at

proteinene fungerer sammen.

En annen interessant observasjon fra sekvenssammenstillingene er at bade M. xanthus
og S. aurantiaca produserer myxosporer, som har lignende egenskaper og struktur som
Azotobacter-cyster (Ramsey & Dworkin 1968; Reichenbach et al. 1969). Produksjon av
alkylresorcinol i M. xanthus er pavist, hvor polyketid syntasen FtpA er involvert
(Hayashi ef al. 2011). FtpA syntetiserer alkylresorcyliske syrer, som antas & omdannes
til alkylresorcinoler ved ikke-enzymatiske prosesser. Gener ner MXAN 6402,

MXAN 6403 og MXAN 6404 i M. xanthus, som er arsFGH-homologer, ble videre
undersekt for & finne mulige sammenhenger. Like oppstrems for gensamlingen ble det
funnet gener som koder for beta-ketoacyl transferase (MXAN 6401), 3-oxoacyl-ACP
syntase (fabF, MXAN_6400) og 3-oxoacyl-ACP reduktase (MXAN 6399 og
MXAN_6398). Samtlige av disse genene er involvert i biosyntese av fettsyrer, pa
tilsvarende mate som arsABCD. Lipidene som syntetiseres av genene oppstrems for
MXAN 6402, MXAN 6403 og MXAN 6404 i M.xanthus transporteres muligens av
den arsFGH-homologe ABC-transporteren. Da alkylresorcinol og alkylpyron ogsa er
lipider, styrker dette funnet hypotesen om arsF, arsG og arsH kan vare involvert i

eksport av alkylresorcinol og alkylpyron.

4.2 Alkylresorcinol-produksjon hos A. vinelandiilarsF-, A. vinelandiiAarsG-

og A. vinelandiiAarsH-cyster

Etter cysteinduksjon i A. vinelandii (villtype), A. vinelandiilarsF, A. vinelandiiAarsG og
A. vinelandiiAarsH ble cystenes evne til & uttrykke alkylresorcinol undersekt. Ved tilsats
av Fast Blue-losning ble villtype-cystene som forventet farget rede, mens mutantene

forble hvite. Radfargen som ble observert hos villtype-stammen bekrefter at disse
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cystene uttrykker alkylresorcinol og at forholdene ligger til rette for cysteinduksjon.
Resultatet viser at det ikke blir uttrykt alkylresorcinol i mutantene, og underbygger

dermed hypotesen om at arsF, arsG og arsH er involvert i eksport av alkylresorcinol.

Ved sekvensering av pMD102 ble det funnet en punktmutasjon i arsGA-fragmentet,
lokalisert ved den siste basen i arsH-sekvensen som inngar i arsGA. Mutasjonen er av
typen missense, og forer til at en arginin (positiv ladning) blir erstattet med en prolin
(ngytral). Dersom denne mutasjonen har blitt overfort ved konstruksjon av A.
vinelandiiAarsG, kan aminosyre-endringen i ArsH vere arsaken til den observerte
endringen 1 alkylresorcinol-uttrykk for denne mutanten. Dette scenariet er likevel
usannsynlig av flere grunner. For det forste mé rekombinasjon mellom pMD108 og
kromosomalt DNA ha skjedd ved ytterste base av den homologe sekvensen. I tillegg ma
mutasjonen fore til defekt ArsH. Ved & komplementere A. vinelandiiAarsG med villtype-

arsG, vil effekten av punkt-mutasjonen kunne verifiseres.

Gimmestad et al. (2006) viste at innsetting av fetA-tetR-konstruktet som ble benyttet i
denne oppgaven ikke forer med seg sterke polare effekter i A. vinelandii. Det ble
foreslatt at dette kan komme av mangel pa transkripsjonsterminatorer nedstrems for fet4
og tetR. Dette betyr at gener som er del av et operon vil transkriberes selv om ett av
genene er avbrutt av fet4 og tetR. Dermed kan det konkluderes med at bade arsF, arsG
og arsH er essensielle for uttrykk av alkylresorcinol. Resultatet representerer et nytt

funn, som kan ha betydning for fremtidig genomkartlegging og forskning.

4.3 Videre arbeid

For & verifisere effekten av utslétt arsF, arsG og arsH ber mutantene som ble konstruert
1 dette studiet komplementeres med korresponderende villtype-gen. Dersom mutantene
gjenoppretter evnen til & uttrykke alkylresorcinol etter komplementering, bekreftes

genenes essensielle rolle for uttrykk av alkylresorcinol.

I dette studiet ble transposonvektorene pMD113, pMD114 og pMD115 konstruert, som
henholdsvis inneholder arsF, arsG og arsH under kontroll av en Pm-promotor (jf. figur
2.7). Ved videre arbeid kan disse transposonvektorene benyttes for & komplementere

mutantene. I tillegg til villtype-gen, inneholder pMD113, pMD114 og pMD115
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konjugativt start-sete for overforing (OriT), transposonvektorene kan dermed overfores
fra E. coli S17.1 Apir-celler til muterte A. vinelandii-celler ved konjugering. Mini-
transposonene i pMD113, pMD114 og pMD115 inneholder gen for apramycin-resistens,
i tillegg til arsF, arsG eller arsH. Folgelig kan det selekteres for stammer som har fétt
overfort villtype-gen ved & dyrke cellene p4 medium med apramycin.
Transposonvektorene er avhengig av I1-protein for a kunne replikere, og siden 4.
vinelandii ikke produserer dette proteinet, vil vektorene raskt forsvinne fra mutantene
etter konjugering. Da villtypegenene er lagt under kontroll av en Pm-promoter, vil disse
aktiveres ved tilstedeverelse av m-toluat. Cystedannelse kan videre induseres i de
komplementerte mutantene, for evne til & uttrykke alkylresorcinol i dette stadiet kan

undersokes.
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5. Konklusjon

I dette studiet er det funnet sterke indikasjoner pa at de hypotetiske genene Avin 29510,
Avin_29500 og Avin_ 29490 er involvert i eksport av alkylresorcinol ved cystedannelse.
Pa bakgrunn av funnene som ble gjort i oppgaven, fikk genene henholdsvis navnene

arsF, arsG og arsH.

Ved bruk av ulike bioinformatiske verktey ble det vist at arsF koder for en ATP-bindene
komponent i en ABC-transporter. Det ble ogsa vist at ArsG har likheter med permease-
proteiner i ABC-transportsystem, og at ArsH muligens ogsa er del av en ABC-
transporter. For samtlige av de undersokte genene ble det funnet homologe gener
involvert i eksport av lipoprotein. M.xanthus og S.aurantiaca, som ble funnet til &
inneholde arsFGH-homologer, produserer myxosporer som har lignende egenskaper og

struktur som Azotobacter-cyster.

Studiet viste at A. vinelandii-mutanter med inaktivert arsF, arsG eller arsH ikke var i
stand til & uttrykke alkylresorcinol i cystestadiet, og at samtlige gener er essensielle for

uttrykk av alkylresorcinol.

For & verifisere effekten av utslétt arsF, arsG og arsH ber mutantene som ble konstruert
i dette studiet komplementeres med korresponderende villtype-gen. Transposonvektorer
med villtypegen under kontroll av en Pm-promotor ble konstruert ved dette studiet, disse

kan senere benyttes til & komplementering mutantene.
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Vedlegg A: DNA-standarder

Ved separasjon av DNA-fragmenter ved agarose gelelektroforese ble DNA-standarder
fra Fermentas og New England Biolabs benyttet. Disse er vist i henholdsvis figur A.1 og
A2

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder GeneRuler™ DNA Ladder Mix
0’'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use ready-to-use
bpg0Sp % bpng0Spg %
g 10000 180 36
/¢ 180 :}Q
10000 300 80 180 ::g
/ 8000 300 60 y LY
G000 700 1490 28
— S0 300 60
400 300 60 1 2‘.([1
=1" % 10 o 32
= — 2500 250 50 - 32
g 2000 250 50 I} 32
& 1500 260 50 2 120
" a :: 4
P 1000 600 120 3 24
S 750 250 50 bet ?’ 4
2 500 260 80 ks 120
g ) o0 A1) :g 0
“ - 250 2650 50 b | 40
‘ ‘ 40
t E 40
= &
; :
0.5 pgtane, 8 cm kength pd 0.5 plane, & cm Bngth g&l,
1XTAE, 7Viem, 45 min IXTAE, 7 Wem, 45min

Figur A.1, Benyttede DNA-standarder fra Fermentas: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder og GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (http://www.fermentas.com)

1kb DNA Ladder (NEB)
Kilobasas Mass (ng)
— 100 42
el 5.0 42
—r 0] 50
bl — 5.0 42
— 4.0 a3
b 20 12
R g — 2.0 48
el | 26
1.0 42
05 42
1 kb DNA Ladder visualized by ethidium Figur A.2, Benyttet DNA-standard Fra NEB:
bromide staining on a 0.8% TAE agarose 1kb DNA Ladder (WWW neb.uk com)
gel. Mass values are for 0.5 pg/lane. : e




Vedlegg B: Primere

En oversikt over benyttede primere med sekvenser er vist i tabell B.1. Primerne ble

levert av Sigma Aldrich.

Tabell B.1, primerne som ble benyttet i oppgaven.

Primer Sekvens (5°-3°)

GenlFA TTAGACTAGTGGCGAACTCCAGGTTGACCAG
GenlRA GGACCATCGGCTTCGTCTTC

GenlFB GCTGGTCATGGGTCGAGAAG

GenlRB TAAGCGGTACCCGGCATCAAGTTCCGCCATC
Gen2FA TACAGATCTCGCTTGAGGATCTGGTAAGG
Gen2RA GGGCAACATGCAGTTGTTCG

Gen2FB TAACCATGGACTGCATGTTGCCCACCTTG
Gen2RB TCTGGTACCCAGGCATTGGACGCATCAGG
Gen3FA GTAGTCCTCGGCGTAGTTGG

Gen3RA TATGAGATCTGCCCAGAACCTCTACGACAC
Gen3FB AACTGGTACCGTCGAGAGCGTCCAGGTTTC
Gen3RB TCACCATGGACGTCGCCTCGACCAACTAC

GenlF TATTCCATGGTGCTGCTCGCTCGTCACTAC
GenlNdelF AGGAAACCGCATATGAATACCATCACTTCGATAGG
GenlNotIR TAATGCGGCCGCGAAGATGTAGGCGGTGAAAC
Gen2R TAATGAATTCCCGCCCGCTTGAGGATCTG
Gen2NdelF AGGGAGCCGCATATGATCACCTGGTTC
Gen2NotIR TATAGCGGCCGCGGGAAAGTCCGTTCATC
Gen3NdelF ATTTGACATATGAACGGACTTTCCCGCATTTCCGCATTCG
Gen3NotIR TTAAGCGGCCGCAAGTATGGAACGCTCCGTATCG
M13rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

TcAR ACGGCGATCTATGCGGCTTC

pGEM/plitseqF TGTAAAACGACGGCCAGT

II




Vedlegg C: plasmidkart

Plasmid og vektorer benyttet i oppgaven.

EcoRV

Sall

Agel

Figur C.2, pMD101 (6057 bp)

Balll Sbfl

Sall 4 Bglll

BsaAl

M13or

Sall

BsaAl

Ncol
AccB5|

Ecl13611
Xbal

Figur C.3, pMD102 (6122 bp) Figur C.4, pMD104 (6084 bp)

III



Acch51
Psll

® Ahelical'

hypothetical

pMD106

Figur C.5, pMD104 (6298 bp) Figur C.6, pMD106 (6214 bp)

Hindlll

D
BB

BsaAl

M13or

pMD107

Hindlll Hindlll

BpMI

Figur C.7, pMD107 (7239 bp) Figur C.8, pMD108 (7108 bp)
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Pstl

hypothetical'

’ hypothetical
ank M13ori

pMD109

Dralll

Pstl

Figur C.9, pMD109 (7182 bp) Figur C.10, pUC128 (3234 bp)

Ndel

Figur C.11, pMD116 (4139 bp) Figur C.12, pMD117 (4565 bp)



'hyp'glﬁﬁ'éal

Ndel

Figur C.13, pMD118 (4337 bp) Figur C.14, pHE319 (10480 bp)

Figur C.15, pMD113 (9441 bp) Figur C.16, pMD114 (9867 bp)
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‘hypothetical
ori

Figur C.17, pMD115 (9642 bp)
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Vedlegg D: Sekvenseringsdata

For a kontrollere at PCR-fragmenter ikke inneholder mutasjoner, og at PCR-fragmenter

er inkorporert i vektor pa ensket mate, ble plasmidene pMD101, pMD102, pMD103,
pMD104, pMD106, pMD116, pMD117 og pMD118 sekvensert. Det ble utfort en

multippel sekvenssammenstilling av sekvenseringsresultater mot ensket plasmid.

Sekvenserte fragmenter er navngitt etter primeren som ble benyttet ved sekvenseringen.

Prikk (.) indikerer riktig base, strek (-) indikerer ingen base og n indikerer ukjent base.

Sekvenssammenstilling for pMD101

arsFA/arsGB ligger mellom base 6 og 982 i pMD101. Sekvensene som er del av arsF og

arsG 1 plasmidet er henholdsvis markert i blitt og gult.

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101

Ml3rev
GenlNotIR

VIII



pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

357
401

407
451

457
501

507
551

557
601

607
651
52

657
701
102

707
751
152

757
801
202

807
851
252

857
901
302

cgtcgagacgaggatttccgggtgggcggccagcacttecgtcgatecgtgg



pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

pMD101
Ml3rev
GenlNotIR

tagatcgccgtgaagaggaggggtccgacgatcgaggtcaggectggtgag

Sekvenssammenstilling for pMD102

arsGA ligger mellom base 6 og 1052 i pMD102. Sekvensene som er del av arsG og

arsH 1 plasmidet er henholdsvis markert i gult og lilla.

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102

M13Rev
Gen2NotIR

X

51

48
101



pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

148
201

198
251

248
301

298
351

348
401

398
451
11

448
501
61

498
551
111

548
601
161

598
651
211

648
701
261

698
751
311

748
801
361

798
851
411

848
901
461



pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

pMD102
M13Rev
Gen2NotIR

948
1001
561

998
1051
611

1048
1101
661

1098
1151
711

1148
1164
761

1198
1164
811

1248
1164
861

1298
1164
911

1348
1164
961

1398
1164
1011

gttgatccggtcgacgctggtggtgtcgtagaggttctgggcgaactcca

Sekvenssammenstilling for pMD103

arsHA ligger mellom base 1 og 1007 i pMD103. Sekvensene som er del av arsG og

arsH 1 plasmidet er henholdsvis markert i gult og lilla.

pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103

Ml3rev
Gen2R

XII



pMD103 4 gegacaccggeacgetagecttggecacetytygaacegeettggectat

Ml3rev O

Gen2R 5 ——=--mm—- oo T e e e e e e e e
pMD103 114 ggeteggegegegecggegegeteggeccggagyactqgetageggecgy
Ml3rev 525 3
Gen2R e
pHD103 154 gacggecgecggg-ctyctogacteggeogetageegggaagtoteggcy
Ml3rev 901 ..t L
Gen2R 93 L S
pMD103 7" cgetcggegggettgcetategeegeegeegaacageeggetgaagaagee
Ml3rev 1 3
Gen2R LA e
pMD103 243 tcgetectectggactgecttegeggteggeteggegttetgegegacyy
Ml3rev 1
Gen2R L0 e
pMD103 1% ccagggtactgatcagcagtgccagaccgaatgcggaaatgcgggaaagt
Ml3rev 0
Gen2R 2 e e e e e e e e e e e e e e e e e
PMD103 363 _ctctcaaatctccgtcggttcgaaaatctgttccagcggctc
Ml3rev I
Gen2R S
PMD103 413 atacgtgtcccagcgcgccgacgatctccatececgegecgecttgegegec
Ml3rev L5 3
Gen2R B4 e e e e e e e e
PMD103 463 ggcaggctcgccgcgagcagggacagcaccatcagcgccagcaggcectcecca
Ml3rev B0 L e
Gen2R 30 e e e e
PMD103 513 gagcatttcccggggcaccaggtagacctccagecgggatgecgeccgggtga
Ml3rev S
Gen2R A e e e e e e e e e e e
PMD103 563 tctgcggcggaatccaggtcggctccagggtggcgatgectcgaccacacg
Ml3rev S
Gen2R 4O e e e e e e e
PMD103 613 gcgagggtcagcagcaccccgaccagcgagccgatcagecccgagcageat
Ml3rev L
Gen2R D e e e e e
PMD103 663 gctttccagggcgaacagcccgacgatcccgecgecgecttcacgeccaggg
Ml3rev L
Gen2R DO i e e e
PMD103 713 cgcgcagcgtgccgatctceccecgggtgegeteccatgatecgecatgeccacyg
Ml3rev T
Gen2R B4 2 e e
PMD103 763 gtgttgatcacgctcatcaccacgatggtgaagacgatcaggaaggcgaa
Ml3rev e
Gen2R 002 e

XIII



pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103
Ml3rev
Gen2R

pMD103
Ml3rev
Gen2R

813
251
742

863
201
792

913
151
842

963
101
892
1013
51
942
1062

991

caggaagatcacgtcgaacatgttcttgaccttggtgtagaaggtcgaaa

Sekvenssammenstilling for pMD104

arsFB ligger mellom base 4850 og 6057 i pMD104. Sekvensen som er del av arsF' i

plasmidet er markert i blétt.

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104

GenlRB
Gen2RB

X1V

ctacagcagagccatgtagacaacatcccct—--ccecectttceccaccgegt



pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

acgtcaccggtatcaggttgaagttctggaagacgaagccgatggtccgg



pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

pMD104
GenlRB
Gen2RB

gcagtgcgcgatgctgatcctcggecgtcececgecgcatgececctceccagegecyg

Sekvenssammenstilling for pMD106

arsHB ligger mellom base 4841 og 5975 i pMD106. Sekvensen som er del av arsH 1

pMD106 er markert i lilla.

pUD106 1951 cgaccaactacgccgaggactacgatgegacectyctyccogacgaaacc
Gen3RB l — e e e e e c..
Gen3FB 1012 ——————
pUD106 131- gtggagggegtagactgctacgtettogacetgaaggegegeaactecaa
Gen3RB 2 O
Gen3FB 1012 —=====——— e ——— N eeeennnn Neeenennn n
pUD106 197: gaccacctacgacc-ggategtctactggatgacaaggagegectaaty
Gen3RB G T T e e e e e e ettt e e e e e e e
Gen3FB 986 N.N.uoueon. C ettt e teeeeeeaeeoeeaeeaneoneeneenns
pMD106 5000 ggggtgaaggeggactactacacgetgtegggeaagegetteaagtegge
Gen3RB L2 i e i e e e e e e e e e e e e e e et e e e e
Gen3FB 9306 ittt e e 0

XVI



pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

Q
Q
Q
t
Q
Q
Q
Q
Q



pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

pMD106
Gen3RB
Gen3FB

5850
972

1022

1072

gtgatcctttcgctgtccaaccceccttcacccgecgacaacggccgcaacaa

Sekvenssammenstilling for pMD116

arsF ligger mellom base 440 og 1192 i pMD116.

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116

Ml3rev
PGEM/plitseq

XVII

201

984

251
-
984

301
57
934

351
107
884

401
157
834

451
207
784

501
257
734

551
307
684

cacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcgagctccaccgcgg



pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD116
Ml3rev
PGEM/plitseq

651
407
584

701
457
534

751
507
484

801
557
434

851
607
384

901
657
334

951
707
284

1001
757
234

1051
807
184

1101
857
134

1151
907
84

1201
957
34

1251
1007

1301
1057

1350
1107

gcggtgggttcgtcggcgatcaccagggccgggtcggtgaccagecgeccyg

XIX



Sekvenssammenstilling for pMD117

arsG ligger mellom base 368 og 1618 i pMD117.

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

XX

201

1004

251
24
1004

301
74
1004

351
124
1004

401
174
1004

451
224
1004

501
274
1004

551
324
1004

601
374
1004

651
424
1004

701
474
969

751
524
919

801
574
869

cacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcgagctccaccgcgg



pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD117
Ml3rev
PGEM/plitseq

901
674
769

gcatgccgtcaccgagcaggacgttgatccggtcgacgectggtggtgtceg



Sekvenssammenstilling for pMD118

arsH ligger mellom base 401 og 1393 i pMDI118.

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

XXII

201

1162

251
14
1162

301
64
1144

351
114
1094

401
164
1044

451
214
994

501
264
944

551
314
894

601
364
844

651
414
794

701
464
744

751
514
694

801
564
644

cacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcgagctccaccgcgg



pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

pMD118
Ml3rev
PGEM/plitseq

901
664
544

acttcggtggcgcgatgttgatgcccgaaatgttgaaaccgecgecgecttyg

XXII
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