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Sammendrag

Kitin er en langkjedet, nitrogenholdig polymer som er bygget opp av N-acetyl-glukosamin-
enheter (GIcNAC), og finnes i blant annet det ytre skallet til leddyr, og i celleveggen til sopp.
Biosyntese av kitin er katalysert av enzymet kitin syntase som overfgrer GIcNAc til den ikke-
reduserende enden av den voksende polymeren via substratet UDP-GIcNAc. Nar kitin
deacetyleres dannes det kitosan, som bestar av en blanding av GIcNAc og GIcN. Kitin og
kitosan har en rekke egenskaper som gjar at de har mange ulike bruksomrader. De er blant
annet biokompatible og biodegraderbare, noe som gjar de svert godt egnet til medisinske og
farmasgytiske bruksomrader, og kitosan er en effektiv flokkulant pa grunn av positivt ladete

aminogrupper, og kan brukes til rensing av drikkevann og avlgpsvann.

Studier av genomsekvensen til E. carotovora har vist at det inneholder en genklynge hvor et
gen (ECA2046) koder for en potensiell kitin syntase. Det kan se ut til at flere av genene i
samme genklynge, inkludert ECA2046 tilhgrer samme operon. Formalet med denne oppgaven
var & aktivere transkripsjon av ECA2046 ved hjelp av den induserbare PmDI-8 promotoren,
og undersgke om dette farte til produksjon av bakteriell kitin. Det var ogsa gnskelig a forsgke
a aktivere hele det antatte operonet dersom produktene fra de andre genene er ngdvendig for
produksjon av en aktiv kitin syntase. Det ble konstruert to ulike rekombineringsvektorer,
PKNH25 og pKNH35. | disse vektorene er henholdsvis ECA2046 og ECA2048 klonet inn
nedstrems for PmDI-8. ECA2048 er det forste genet i det antatte operonet. Vektorene ble
overfart ved konjugering fra E. coli S17.1 til E. carotovora. De overfgrte plasmidene ble
integrert i genomet til E.carotovora ved homolog rekombinering. Mutantene ble dyrket videre
for & danne gnskede mutanter som hadde fatt inkorporert PmDI-8 og xylS, og mistet resten av
plasmidet ved videre rekombinering. Det ble funnet en gnsket mutant etter rekombinering
med pKNH25, denne ble kalt E.carotovora KNH25, og PmDI-8 i denne mutanten vil
kontrollere transkripsjon av ECA2046 og eventuelt nedstramsgenet ECA2045 som koder for
an mulig NAD avhengig epimerase/dehydratase. Ingen gnskede mutanter etter videre
rekombinering av muntanten som hadde fatt integrert pKNH35 ble funnet, og det var derfor
ikke mulig & undersgke om aktivering av transkripsjon av hele det antatte operonet ville fare
til produksjon av bakteriell kitin.

E.carotovora KNH25 ble dyrket i medium tilsatt induseren m-toluat for a aktivere

transkripsjon fra PmDI-8. Analyser av flokkuleringsaktiviteten viste ingen aktivitet, og derfor




ingen merkbar produksjon av bioflokkulanter. *H NMR-analyser ga heller ingen tydelig
indikasjon pa at det var produsert noe kitosanlignende produkt. Ut ifra NMR-spekteret kan det
se ut som det er en blanding av flere stoffer, og grunnet tydelige topper mellom 3,5 og 4 ppm
kan det tyde pa at det er en annen polymer til stede siden dette omrade ofte indikerer protoner
pa sukkermonomerne i polysakkarider. Ved dyrking av bade villtypen og mutanten i samme
medium, med og uten induser, ble det produsert like store mengder stoff som kan felles med

etanol uavhengig av tilstedeveerelse av induser.

Siden verken malingene av flokkuleringsaktiviteten eller 'H NMR-spekteret gir noen
indikasjon pa at det er kitosan til stede, og det heller ikke viser seg noen gkning i produsert
stoff som felles med etanol ved aktivering av PmDI-8 promotoren i E.carotovora KNH25, er
det lite som tyder pa at aktivering av transkripsjon av kun ECA2046 og eventuelt ECA2045
farer til produksjon av en aktiv Kitin syntase, eller et annet aktivt enzym som katalyserer

dannelsen av en eventuell polymer som kan felles med etanol.
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Introduksjon

1. Introduksjon

1.1. Kitin og kitosan

Kitin er en langkjedet, nitrogenholdig polymer som finnes i blant annet det ytre skallet til
leddyr og i celleveggen til sopp. Det har en sterk og fleksibel struktur, og kitin og derivater av
kitin, som for eksempel kitosan er et viktig biomaterialer med ulike egenskaper som kan
utnyttes industrielt. Disse biopolymerene er mye brukt i biomedisin pa grunn av
antibakterielle og sarhelende egenskaper, i tillegg til lav immunogenisitet. Kitinderivater er

ogsa effektive flokkulanter og kan derfor brukes til rensing av avlgpsvann og drikkevann [1].

1.1.1 Struktur

Kitin er bygget opp av N-acetyl-glukosamin-enheter (GIcNAc) som er bundet sammen ved
hjelp av B-1,4-glykosidbindinger, og inneholder 6-7 % nitrogen. Kitin forekommer i tre
former: a-kitin, som bestar av antiparallelle monomerer og er funnet i blant annet krabbe- og
rekeskall og i celleveggen til sopp, B-Kitin bestar av parallelle monomerer og er funnet i
endoskjelettet til blekksprut, og y-Kitin bestar av en blanding av antiparallelle og parallelle
monomerer og finnes i magen til blekksprut og kokongfibre hos biller [1, 2]. Kitosan er et
deacetylert derivat av kitin, og bestar av en blanding av GIcNAc og glukosamin (GIcN), med
varierende grad av acetylerte enheter (Fa). GlcN-enhetene inneholder frie aminogrupper, noe
som gir kitosan en positiv ladning. Kitin og kitosan har en lignende struktur som cellulose,
men istedenfor hydroksylgruppe pa karbon nummer 2 pa hver monomer har kitin en
acetamidgruppe, mens kitosan som nevnt har en aminogruppe pa GlcN-enhetene. [1, 3, 4].

Strukturene til kitin, kitosan og cellulose er vist i figur 1.1.
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chitin

chitosan

cellulose

CH,OH

Figur 1.1. Strukturen til kitin, kitosan og cellulose [5]

1.1.2. Egenskaper og bruksomrader

Acetylgruppene i kitin danner hydrogenbindinger mellom monomerene og dette gjer at den er
ulgselig i vann. Derivater av kitin, som for eksempel kitosan kan forekomme som
vannlgselige [1]. Graden av deacetylerte enheter i kitosan varierer fra 40 — 100 %, og dette
pavirker blant annet lgseligheten og ladningstettheten [6]. Forskjellen pa kitin og kitosan kan
vises ut ifra lgselighet. Kitosan vil lgses i 0,1 M eddiksyre, mens kitin vil vaere ulgselig [7].
Kitin og kitinderivater blir hydrolysert av kitinaser, som er enzymer som er til stede i en rekke
ulike organismer, deriblant virus, bakterier, sopp, insekter, planter og pattedyr [1]. Kitin og
kitosan kan ogsa degraderes av lysozym, som da gjer det mulig & degradere polymerene i

menneskekroppen [8].

Kitin og kitosan er biokompatible, biodegraderbare, ikke toksiske, antibakterielle og
hydrerende. Disse egenskapene gjgr dem svart godt egnet for medisinsk bruk, og da spesielt
for sarheling. Kitosan er ogsa hemostatisk, og kan benyttes til naturlig blodkoagulering i
tillegg til & blokkere nervetradene i sar som forarsaker smerte. Kitosan depolymeriseres

gradvis, og frigjer GIcNAc som initierer celledeling av fibroblaster som vil gi raskere
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sarheling og forebygging av arr [9]. Kitosan kan danne hydrogeler med ulike egenskaper for
blant annet medisinsk og farmasgytisk bruk. Ulike typer kitosanhydrogeler og deres
bruksomrader er beskrevet nermere i seksjon 1.1.3.1. Fibre dannet av Kitin og kitosan er
oksygenpermeable, porgse, har varierende porestgrrelse, stor overflate/volum-ratio og har
morfologiske likheter med ekstracellulzere matrix i hud. Disse egenskapene gjer disse fibrene
sveert godt egnet som skaffold for vevskonstruksjon av huderstatninger [9]. Studier av
bandasjer laget av kitosanfibre for bruk pa brannskader viste at disse bandasjene forte til en
raskere regenerering av den skadete huden sammenliknet med tradisjonelle metoder for
behandling av andre og tredjegrads brannskader [10]. Kitosan benyttes ogsa i hudkremer i
kosmetisk industri pa grunn av fuktighetsgivende egenskaper [11]. Kitosan er en effektiv
flokkulant pa grunn av deres positive ladning, og kan derfor binde negative partikler, og
dermed benyttes til rensing av drikkevann og avlgpsvann (se seksjon 1.1.3.2).

1.1.3.1. Kitosanhydrogeler

Hydrogeler er makromolekylere nettverk som sveller i vann eller biologiske veesker, og kan
absorbere store mengder vann og gke volumet betraktelig [12, 13]. De har en tredimensjonal
nettverksstruktur av polymerkjeder, og vann fyller rommet mellom makromolekylene.
Hydrogeler kan klassifiseres som fysikalske eller kjemiske. | fysikalske hydrogeler er
polymerkjedene koblet sammen ved hjelp av elektrostatiske krefter, hydrogenbindinger,
hydrofobe interaksjoner eller kjeder som er viklet sammen. Disse er ikke permanente og kan
derfor opplases. Kjemiske geler er derimot permanente, og kjedene er koblet sammen av

kovalente bindinger [14].

Kitosan kan danne hydrogeler med ulike egenskaper avhengig av maten de blir framstilt pa. |
pH-sensitive hydrogeler vil svellingen styres ved a forandre pH, den vil enten utvide seg eller
krympe nar pH endres. Hydrogeler laget av kitosan kan brukes i systemer for kontrollert
levering av ulike legemidler til kroppen (“drug delivery systems”), i disse systemene vil det
vaere hensiktsmessig om hydrogelen er pH-sensitiv, da dette gjgr det mulig med stedsspesifikk
frigjering av legemidler [12, 13]. Kitosan-hydrogeler kan ogsa benyttes som skaffold i
cellekultur eller enzym immobilisering da de danner et nettverk som stabiliserer celler eller
enzymer, og tillater diffusjon av substrater, produkter og hjelpestoffer for cellekulturer. For
disse hydrogelene er mekanisk stabilitet en viktig egenskap. Noen hydrogeler kan ogsa ha

sarhelende egenskaper, og noen kan ha egenskaper som gjar de egnet til vevskonstruksjon.
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Andre viktige egenskaper for kitosanhydrogeler som skal benyttes til medisinsk og

farmasgytisk bruk er at de er biokompatible og biodegarderbare [12].

Kovalent kryssbundne kitosanhydrogeler

Kovalent kryssbundne kitosanhydrogeler er kjemiske hydrogeler dannet av irreversible
kovalente bindinger. Det dannes en permanent nettverksstruktur som tillater absorpsjon av
vann og bioaktive stoffer. For & danne disse hydrogelene er det ngdvendig med kryssbindere.
Dette er molekyler med minst to reaktive funksjonelle grupper som danner broer mellom
polymerkjedene. I tillegg til 4 tillate fri diffusjon av vann, vil nettverkene dannet av kovalente
kryssbindinger forsterke de mekaniske egenskapene til hydrogelen, og disse mekaniske
egenskapene blir opprettholdt ogsa i miljger med ekstreme pH-verdier, og de vil ikke lgses
opp. Hydrogeler basert pa kovalente kryssbindinger kan deles inn i tre grupper ut ifra
strukturene. Den fgrste er kitosan som er kryssbundet med seg selv, hvor kun kitosankjeder
danner nettverket ved hjelp av kryssbindere. Den andre er et hybrid polymernettverk (HPN),
hvor det dannes kryssbindinger mellom kitosan og en annen polymer. Det siste er et delvis
eller fullt gjennomtrengelig polymernettverk (IPN), som inneholder en polymer som tilsettes
lzsningen med kitosan far det kryssbindes. Denne polymeren bindes ikke til kitosan, men blir

fanget i nettverket nar kitosan kryssbindes [12].

Potensielle anvendelsesomradene er i systemer for frigjarelse av legemidler, og permanente
nettverk som kan brukes som skaffold i cellekultur. Problemet med disse hydrogelene er at
kryssbinderne som brukes ofte er giftige, eller det er ukjent hvordan de opptrer i kroppen og
det mangler da kunnskap om biokompabiliteten. Kovalente kryssbundne hydrogeler kan kun
svelle i sure miljger, noe som begrenser deres bruksomrade sammenlignet med andre
hydrogeler som kan svelle i bade surt og basisk miljg.

Dersom man finner en mate & fremstille helt sikre og biokompatible kovalent kryssbundne
hydrogeler vil interessante bruksomrader for disse veere i fremstilling av implantater eller
bandasjer, eller i hydrogelpartikler i orale legemidler hvor virkningsstoffene kan frigjares i
surt miljg [12].

lonisk kryssbundne hydrogeler
lonisk kryssbundne kitosanhydrogeler er eksempeler pa fysikalske hydrogeler. Enhetene som

reagerer med kitosan er anioner eller anioniske molekyler. Disse har stort sett identiske
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egenskaper ved dannelse av en hydrogel. Et nettverk dannes ved at de negativt ladede
enhetene danner en bro mellom de positivt ladede kitosan polymerkjedene. Disse
hydrogelene blir hovedsakelig benyttet i systemer for frigjerelse av legemidler. Fordeler med
ioniske kryssbundne hydrogeler er at de er svert enkle a fremstille, de er stort sett
biokompatible, og kan svelle i bade surt og basisk miljg (figur 1.2). Dersom pH senkes vil
ladningstettheten til kryssbinderne synke, som igjen farer til at kryssbindingstettheten til
hydrogelen synker, og den vil svelle. Dersom pH heves vil kitosan bli mindre protonert, som
igjen farer til lavere kryssbindingstetthet for hydrogelen, og den vil svelle. Den starste
ulempen med disse hydrogelene er at de mangler mekanisk stabilitet, og at det er hgyere
risiko for opplgsning, dette kan derimot veaere en fordel dersom det er gnskelig med rask
frigjorelse av legemidler [12].

Basic meditm

Y‘i decrease
pH increase

[Ty =

Close o
neutrality

0 N, /
pH dw:re‘ay A
Af’ increase

Acidic medivm

Figur 1.2. lonisk kryssbundne kitosanhydrogeler som sveller i bade surt og basisk miljg. Lav pH
vil fare til ferre ladninger pa kryssbhinderne, mens ved hgy pH vil kitosankjedene blir mindre
protoner. | begge tilfellene vil kryssbindingstettheten til hydrogelen synker [12].

Polyelektrolytiske komplekser (PEC)
PEC er hydrogeler dannet ved direkte interaksjoner mellom polymerkjedene, uten a bindes
sammen av kryssbhindere. Disse dannes ved ioniske interasjoner, men enhetene som reagerer

med kitosan er polymerer med stgrre molekylvekt enn kryssbinderene som benyttes i ionisk
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kryssbundne hydrogeler. For & kunne danne en hydrogel ma begge polymerene vare ionisert
0g ha motsatte ladninger. To polyelektrolytter reagerer i vannlgsning, og de elektrostatiske
kreftene mellom kation aminogruppene pa kitosan og de anioniske gruppene pa en annen
polyelektrolytt er de viktigste interaksjonene som farer til dannelse av PEC. De mest vanlige
polyanionene inneholder en karboksylgruppe og kan vere alginat, pektin og xantan. PEC-
hydrogeler vil stort sett veere biodegraderbare og biokompatible, avhengig av hvilken
polyanionisk polymer som benyttes. PEC kan benyttes i systemer for frigjerelse av
legemidler, i cellekulturer og enzym immobilisering, eller for vevskonstruksjon og sarheling.
En fordel med disse hydrogelene er pH-sensitiv svelling i bade surt og basisk miljg i likhet
med ionisk kryssbundne hydrogeler. PEC er et interessant alternativ for kovalent kryssbundne
hydrogeler da de ikke inneholder hjelpemolekyler eller kryssbindere som kan veere giftige, i
tillegg til at de ogsa kan svelle i basiske lgsninger. Ulempen er at opplgsning av komplekset
kan forekomme siden det ikke er et permanent nettverk.

PEC og ionisk kryssbundne hydrogeler har liknende egenskaper, og har mange av de
potensielt samme bruksomradene. loniske kryssbundne nettverk er enklere a framstille enn
PEC, men den tilsatte polymeren i PEC-systemene kan likevel gjare at disse hydrogelene er a
foretrekke for spesifikke bruksomrader. Et eksempel er ved bruk av glykosaminoglykan
(GAG) som polyanion. GAG er en analog struktur av kitosan og finnes i blant annet brusk og
hud som hyaluronsyre og kontroitsulfat, og hydrogeler med GAG som polyanion kan derfor
brukes til bruskkonstruksjon og sarheling [15].

Kitosan/polyvinylalkohol (PVA) hydrogeler

Hydrogeler dannet av kitosan/PVVA komplekser har en lignende struktur og egenskaper som
PEC men dannes pa en helt annen mate. Kitosan/PVA hydrogeler kan dannes ved
autoklavering eller ved fryse/tine metoden. | kompleks dannet ved autoklavering er
interaksjonene hydrogenbindinger mellom hydroksylgruppene pa PVA og hydroksyl eller
aminogruppene pa kitosan. Ved fryse/tine metoden dannes det en krystallittforbindelse
mellom PVVA-kjedene i tillegg til hydrogenbindinger med kitosan. Kun kitosan og PVA er
ngdvendig for dannelse av disse hydrogelene, de vil derfor ikke inneholde noen toksiske
hjelpemolekyler eller kryssbindere, og vil da veere bade biodegraderbare og biokompatible.
Hydrogelene dannet ved autoklavering er lettlgselig i surt miljg, og ikke egnet til frigjering av
legemidler, men kan brukes som skaffold i cellekultur [15]. Studier har vist at disse

kompleksene egner seg svart godt som skaffold i fibroblastkulturer [16]. Hydrogelene dannet
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ved fryse/tine metoden er mindre lgselige, og kan derfor benyttes i systemer for frigjgring av
legemidler. Svelling av disse hydrogelene kan ikke kontrolleres av pH, noe som gir dem et
mer snevert bruksomrade enn andre pH-sensitive hydrogeler. Likevel er medisinsk og
farmasgytisk bruk av PVA godt dokumentert, sa kitosan/PVA komplekser er et godt alternativ
til PEC og ionisk kryssbundne hydrogeler for fremstilling av biokompatible systemer for

frigjering av legemidler dersom pH-kontrollert frigjering ikke er nadvendig [15].

Podete kitosanhydrogeler

Kitosan har to reaktive grupper som kan podes; hydroksylgrupper pa Cz og Ce¢ pa GIcN og
GlcNAc og frie aminogrupper pa GIcN. Ved poding av kitosan dannes det funksjonelle
derivater ved kovalente bindinger av et molekyl (poden) til kitosan. Et nettverk dannes
vanligvis ved at kitosan polymerkjeder bindes sammen via de podete gruppene. Sekundere
interaksjoner mellom podete grupper kan vere hydrogenbindinger eller hydrofobe
interaksjonen, avhengig av egenskapene til podene. Eksempler pa poder som kan benyttes til
dannelse av hydrogeler er alkylgrupper, aldehydgrupper, palmitinsyre og polyetylenglykol
(PEG). Podete kitosanhydrogeler er pH- og ionesensitive, og kan svelle dersom pH eller
ionekonsentasjonen endres. Dette gjgr de godt egnet til systemer for frigjgring av legemidler.
Disse hydrogelene er ogsa interessante i forhold til sarheling, siden kitosanderivatene kan ha
en forbedret bakteriostatisk aktivitet. Svelling av disse hydrogelene forgar kun i surt miljg,
noe som begrenser bruksomradene sammenliknet med PEC og ionisk kryssbundne
hydrogeler. | tillegg til kitosan og et podemolekyl kan det kan veere ngdvendig med
hjelpemolekyler for & katalysere podingsreaksjonen. Hjelpemolekyler er ofte toksiske, og det
kan veere igjen rester av disse i hydrogelen. Disse hydrogelene har derfor ingen fordeler
sammenlignet med kovalent kryssbundne hydrogeler med tanke pa biokompabilitet. Podete
kitosanhydrogeler er ogsa mer krevende a fremstille enn kjemiske og andre fysikalske
hydrogeler, og vil derfor i utgangspunktet veere et andrevalg ved fremstilling av hydrogeler.
Likevel kan de vaere interessante for spesifikke medisinske eller farmasgytiske bruksomrader
dersom de kan fremstilles uten toksiske hjelpemolekyler, og podingen av kitosan samtidig vil

gi forbedrede egenskaper som bakteriostatisk effekt eller bedre sarheling [15].
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1.1.3.2. Kitosan som bioflokkulant

Kitosan kan som nevnt veere en svart effektive flokkulant. Drikkevann og avlgpsvann kan
renses ved hjelp av kitosan, og det fjerner tungmetaller, spraytemidler, fargestoffer og andre

toksiske komponenter fra vann effektivt [7].

I lzsning vil aminogruppene pa GIcN protoneres, og gir dermed biopolymeren en positiv
ladning, og siden de fleste bakterier, makromolekyler og andre kolloidale partikler er negativt
ladet vil elektrostatiske interaksjoner fare til flokkulering [6]. Flokkuleringseffektiviteten til
kitosan har ofte vist seg & gke ved hgy grad av deactylering og lav pH, noe som farer til en gkt
ladningstetthet. Nar det gjelder flokkulering av Escherichia coli viser derimot studier hvor det
er brukt kitosan med ulik grad av deacetylering at hgyere Fa gir bedre flokkulering enn lav Fa
[17].

1.1.2. Biosyntese av Kitin

Kitin syntase (CS) er et enzym som katalyserer syntese av kitin, og substratet i denne
kjemiske reaksjonen er UDP-GIcNAc [1]. Biosyntesen av kitin foregar i membranbundne
proteinkomplekser, hvor CS overfarer GIcNAc til den ikke reduserende enden av den

voksende polymeren via UDP-GIcNACc [18].

CS har blitt ngye studert i soppen Saccharomyces cerevisiae. Det er funnet tre ulike CS
lokalisert i plasmamembranen til S. cerevisiae. CHS1-genet koder for den viktigste CS in
vitro, men har liten CS-aktivitet in vivo. CSI har likevel en viktig funksjon i cellen, der den er
delaktig i cytokinesen og reparerer kitinnettverket etter celledelingen. Produktet fra CHS2
bidrar til dannelsen av en kitinplate som fysisk skiller dattercellen fra morcellen under
celledelingen. CSlII, kodet av CHS3, er den syntasen i S. cerevisiae som star for dannelsen av
den starste mengden cellulert kitin (> 90 %). CSIII er avhengig av produktene fra CHS4,
CHS5, CHS6 og CHSY for a katalysere syntesen av kitin, disse produktene er regulator
proteiner uten CS-aktivitet. De tre proteinene med CS-aktivitet inneholder signatursekvensen
QRRRW som er essensiell for katalytisk aktivitet [19].
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1.1.4. Bakterielle kitinderivater

Det har vist seg at biopolymerer med kitinlignende struktur og egenskaper ogsa kan
forekomme i bakterier. Ved dyrking av Citrobacter sp. TKF04 i acetat-propionat medium
viste det seg at flokkuleringsaktiviteten gkte parallelt med celleveksten. Dette indikerte at
bioflokkulanter ble akkumulert ekstracellulert i mediet mens bakterien vokste, noe som betyr
at flokkulantene ble produsert ved biosyntese og ikke via autolyse av cellene.
Bioflokkulantene ble analysert, og spektroskopiske analyser viste et lignende
transmisjonsmgnster som kitin og kitosan, og ved hjelp av tynnsjiktskromatografi ble det vist
at hovedkomponenten i bioflokkulanten var glukosamin, som ogsa er hovedkomponenten i
kitin og kitosan. Det viste seg ogsa at flokkuleringsaktiviteten forsvant da det ble tilsatt
kitinase, og at aktiviteten ble lavere i basiske lgsninger. Disse resultatene indikerer at
bioflokkulanten som produseres av TFKO04 har en struktur som likner kitin eller et derivat av

kitin, som for eksempel kitosan [20].

Son et al. har pavist en kationisk polyglukosamin biopolymer (PGB-1), som er en effektiv
flokkulant og har flere likheter til Kitinderivatet kitosan. Biopolymeren er produsert av
Enterobacter sp. BL-2, en bakterie som ble funnet i kinakal. Analyser av biopolymeren viste
at den inneholdt 5,9 % nitrogen og at hovedkomponenten var glukosamin (>95 %).
Molekylvekten ble malt til omtrent 106 kDa, som er lite ssmmenliknet med andre mikrobielle
bioflokkulanter. Ved agarose gelelektroforese beveget PGB-1 seg mot katoden til tilnsermet
samme posisjon som kitosan. Transmisjonsmgnsteret for PGB-1 var svert likt mansteret til
kitosan, men FT-IR spekteret viste ogsa at den antakeligvis inneholder en ukjent funksjonell
gruppe som ikke er til stede i kitosan. NMR spekteret indikerte at biopolymeren er satt
sammen av glukosamin enheter og (1,4)-glykosidbindinger. PGB-1 flokkulerer S.cerevisiae
og den gram negative bakteriene E.coli mer effektivt enn kitosan, men er derimot mindre
effektiv pd den gram positive bakterien Bacillus subtilis. PGB-1 kan i tillegg flokkulere og
bleke noen opplgste fargestoffer som kitosan ikke er i stand til. Denne egenskapen kan
komme av den ulike funksjonelle gruppen, eller den sveert lave molekylvekten sammenliknet
med kitosan og andre mikrobielle bioflokkulanter. PGB-1 kan potensielt benyttes innefor flere

av de samme feltene hvor kitosan er anvendt [21].
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1.2. RK2-plasmidet

RK2 er et 60 kb plasmid som kan replikere i et stort antall ulike bakterier. RK2 inneholder
oriV som er startpunktet for replikasjon av plasmidet. Proteinet kodet fra trfA-genet er det
eneste proteinet som er essensielt for at plasmidet skal kunne replikere. trfA-genet koder for to
replikasjonsinitierende proteiner; TrfA-44 som er et 44 kDa protein, og TrfA-33 som er et 33
kDa protein. Disse proteinene kommer fra samme apne leseramme (ORF), men har ulike
translasjonsstartpunkt. Ved konstruksjon av nye plasmider basert pA RK2-plasmidet, er det
kun OriV og genet trfA som er ngdvendig for at plasmidet potensielt skal kunne replikere [22-
24]. RK2 inneholder ogsa oriT som er startpunktet for konjugativ overfaring til andre
bakterieceller [25].

En rekke studier, deriblant fra Blatny et al [24]. har vist at vektorer konstruert ut ifra det
minimale replikonet til RK2 kan benyttes i mange ulike bakterier. Men det kan i noen tilfeller
oppsta utfordringer som for eksempel ustabile plasmid eller darlig overferingsfrekvens. For &
forbedre stabiliteten til plasmidene ble parDE sekvensen fra RK2 inkorporert. Denne
sekvensen vil i noen vertsbakterier vare involvert i stabilisering av plasmidet. oriT ble ogsa

inkorporert i plasmidene for & muliggjere konjugativ overfaring [24].

1.3. XyIS/Pm regulator/promotor systemet

XylIS/Pm er et positivt regulator/promotor system som opprinnelig kommer fra TOL
plasmidet pWWO til Pseudomonas putida. Dette plasmidet koder for et spor for nedbryning
av xylener og toluener. Enzymene som er involvert i nedbrytningen er kodet av gener
gruppert i et gvre-operon og et meta-operon. Genene i gvre-operon er transkribert fra Pu-
promotoren som er postitivt regulert av XyIR. Genene i meta-operonet transkriperes fra Pm-
promotoren som er positivt regulert av XylS, som aktiveres av substrater for enzymene kodet
av meta-operonet [26, 27]. xylS genet kan transkriberes fra to ulike og individuelt regulerte
promotorer kalt Ps1 og Ps2. Dersom XyIR er til stede i cellen kan det aktivere transkripsjon
fra Ps1, mens transkripsjon fra Ps2 er konstitutiv. Nar XylS er produsert i store mengder kan
det binde og aktivere Pm-promotoren uten induser til stede. Ved tilstedevearelse av induser
kan XyIS aktivere transkripsjon fra Pm ved lav proteinkonsentrasjon, som er tilfelle dersom
XylS kun uttrykkes fra Ps2 [26].
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XylS/Pm regulator/promotor systemet har blitt brukt til konstruksjon av en rekke ulike
ekspresjonssystemer med ulike egenskaper og bruksomrader. XylS/Pm ekspresjonskassetten
kan kombineres med de essensielle elementene for replikasjon fra RK2 plasmidet for a danne
en ekspresjonsvektor som kan replikere i en rekke ulike bakterier. Den kan ogsa konstrueres
flere versjoner av plasmidet med ulike antibiotikamarkarer, polylinker med ulike
restriksjonsseter, og oriT fra RK2 for konjugal overfgring av plasmidet til andre
bakterieceller. Ved hjelp av rekombinant DNA-teknologi og med RK2 plasmidet og XyIS/Pm
som utgangspunkt kan det altsd dannes mange ulike klonings- og ekspresjonsvektorer som
kan benyttes i en rekke bakterier. @nsket gen kan klones inn nedstrems for Pm-promotoren,
og transkripsjon av dette genet vil da vare under kontroll av Pm. 1 alle vektorene vil XylS
uttrykkes av den konstitutive Ps2 promotoren, men vil ikke aktivere transkripsjon fra Pm uten
induser tilstede. Indusermolekyler er derivater av benzosyre, som for eksempel m-toluat.
Disse molekylene passerer passivt over cellemembranen og binder og aktiverer XylS.
Aktivert XylIS stimulerer transkripsjon fra Pm ved & binde til operatorsekvensen av

promotoren (figur 1.3) [26].

cell membrane

-4 -

passive

Benzoic acid diffusion

derivatives

Figur 1.3. Derivater av benzosyre passerer passivt over cellemembranen og binder og aktiverer
XyIS som stimulerer transkripsjon fra Pm [26].

1.3.1 PmDI-8 promotoren
Plasmidet pIB11 inneholder XylS/Pm regulator promotor systemet i tillegg til de essensielle

elementene for replikasjon, OriV og trfA fra RK2-plasmidet. Mutanten DI-8 inneholder en

11
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mutasjon i DNAet i Pm regionen som koder for den 5’ utranslaterte regionen (UTR) av
mRNAet. Denne mutasjonen har mest trolig en negativ pavirkning pa
translasjonseffektiviteten av mRNAet. Dette farer til at ekspresjon av gener uten induser til
stede blir sterkt redusert samtidig som ekspresjon med induser til stede opprettholdes, men

naturlig nok i mindre grad enn fra villtypen [28].

1.4. Erwinia carotovora

Erwinia carotovora gar ogsa under navnet Pectobacterium carotovorum, og er en stavformet,
gram negativ enterobakterie som kan forarsake blgtrate i planter. Den angriper plantenes
vaskulaere systemer og produserer store mengder exoenzymer, blant annet pektinaser,
cellulaser, og proteaser som farer til degradering av celleveggen til plantene i tillegg til
frigjgring av nzringsstoffer for bakteriell vekst. Tilgang pa oksygen og nitrogen, temperatur,
osmolaritet og jernmangel er noen av faktorene som pavirker patogene angrep fra bakterien.
E. carotovora er fakultativt anaerob og mesofil med en optimumstemperatur mellom 27 og 30
°C. [29].

Genomet til E. carotovora subsp. atroseptica (Eca) har blitt sekvensert. Det har vist seg at
omtrent en tredjedel av Eca genene skiller seg fra andre sekvenserte patogene enterobakterier.
Noen av disse genene gir uventede metabolske egenskaper som for eksempel
nitrogenfiksering og nedbrytning av opiner. Disse egenskapene gir bakterien en potensiell

fordel for & overleve i jord og omrader rundt plantergtter, risosfeeren [30].

1.4.1. Bruk av XylS/Pm ekspresjonssystemet i E. carotovora

Studier at Mermod et al.[31] har vist at ekspresjonssystemet basert pa XylS/Pm fra TOL
plasmidet pWWO fra P. putida kan brukes for a regulere ekspresjon av klonede gener i en
rekke gram negative bakterier, inkludert E. carotovora. Det ble konstruert en
ekspresjonsvektor som inneholdt Pm og genet for XylS, og som kontrollgen ble xylE satt
under kontroll av Pm. Vektoren ble overfart til ulike gram negative bakterier, og dyrket i
medium med og uten induseren m-toluate. Maling av ekspresjonsnivaet fra Pm-promotoren
viste at E. carotovora hadde blant de hgyeste ekspresjonsnivaene med m-toluat tilgjengelig,

samtidig som ingen ekspresjon ble observert uten induser [31].
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1.5. Formalet med oppgaven

Kitin blir som regel utvunnet fra skallet fra rester av skalldyr som for eksempel reker eller
krabbe, og kommersiell kitosan blir produsert ved deacetylering av utvunnet kitin. Produksjon
av bakteriell kitin vil gi mange nye muligheter innen forskning pa kitin og kitosan og deres
anvendelsesomrader. Bakteriell kitin kan ogsa inneha andre egenskaper som kitin fra
eukaryote organsimer ikke har. Kitin og kitosan har sveert mange egenskaper som egner seg
godt til medisinske og farmasgytiske bruksomrader. For personer som er allergiske mot
skalldyr vil medisinske produkter som inneholder Kkitin utvunnet fra for eksempel rekeskall
veere lite gunstig, og bruk av bakteriell kitin i disse produktene vil kunne veere et alternativ.
Bruk av bakteriell kitin vil ogsa veere et bra alternativ for personer som av etiske eller
religigse grunner ikke gnsker a benytte seg av medisinske produkter som inneholder

polymerer som er utvunnet fra hgyere organismer.

Studier av genomsekvensen til E.carotovora har vist at det inneholder en genklynge hvor et
gen (ECA2046) koder for et antatt bifunksjonelt enzym med potensiell kitin syntase og
aminotransferase aktivitet. Anne Tgndervik har gjennomfart sek med CHS1 i NCBI
databaser, og kommet fram til at produktet fra ECA2046 har homologi med CSI fra
S.cerevisiae. Proteinet inneholder ogsa signatursekvensen QRRRW som er til stede i alle tre
Kitin syntasene i S.cerevisiae, og er essensiell for den katalytiske aktiviteten til enzymet. Det
ble funnet at ECA2046 fra E. carotovora (NCBI: YP_050141.1) har 47 % homologi med CSlI
(NCBI: CAA96086). ECA2046 og CSI bestar henholdsvis av 1026 og 1131 aminosyrer. |
ECA2046 ligger signatursekvensen i fgrste halvdel av proteinet, mens i CSI i S.cerevisiae er
det lokalisert i andre halvdel (figur 1.4).

++Y + o+ 4T E + ORERW+M + L ++5 V+ 5 + R+ +

WV STIARRTHSLSRLPAVMTQSSLSFLRRCGI 3382

Figur 1.4. Signatursekvensen QRRRW er aminosyre 756-760 i CHS1, og aminosyre 346-350 i
ECA2046.

Genklynga i E. carotovora som inneholder den potensielle kitin syntasen er vist i figur 1.5.
Nedstrems for ECA2046 ligger genet ECA2045 som koder for et protein med antatt NAD-
avhengig empimerase/dehydratase aktivitet. Oppstrams for ECA2046 ligger ECA2047 som
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koder for et mulig protein med helix-turn-helix motiv. ECA2048 ligger oppstrams for
ECA2047, og dette genet koder for et konservert protein med ukjent funksjon. Det er stor
sannsynlighet for at de nevnte genene, inkludert ECA2046 tilhgrer samme operon da
avstanden mellom disse genene er sveert liten (< 35 basepar). @vrige gener i genklynga vist i
figur 1.5 er ECA2049 som koder for et hypotetisk protein med likheter til et konservert
hypotetisk protein i Pseudomonas aeruginosa, ECA2050 som koder for et antatt treonin
effluks protein, ECA2051 som koder for en mulig ABC transportar, og ECA2052 som koder

for en transkripsjonsregulator i GntR-familien.

ECAZ052 ECAZ051 ECAZ050 ECAZOSD ECA2043 ECA204T ATICHS

E. carotovora (12279 bps)

Figur 1.5. Genklynge i E. carotovora som inneholder genet ECA2046 (merket AT/CHS) som
koder for et enzym med potensiell kitin syntase og aminotransferase aktivitet. ECA2045 (merket
epimerase) ligger nedstrems for ECA2046 og koder for et protein med mulig NAD-avhengig
epimerase/dehydratase aktivitet. Genene ECA2048, ECA2047, ECA2046 og ECA2045 tilhgrer
trolig samme operon.

Det var gnskelig & aktivere transkripsjon av ECA2046 ved a sette genet under kontroll av den
induserbare PmDI-8 promotoren, og undersgke om aktivering ville fare til produksjon av
bakteriell kitin. Ved & sette inn promotoren oppstrgms for ECA2046 kunne transkripsjon av
dette genet, og sannsynligvis ECA2045 kontrolleres. Ved a sette inn promotoren oppstrams
for ECA2048 kunne transkripsjon av alle genene i det sannsynelige operonet, inkludert
ECA2046 kontrolleres, dersom det er tilfelle at de tilhgrer samme operon. Produksjon av en
aktiv kitin syntase kan vaere avhengig av produktene fra andre gener i genklynga vist i figur
1.5, eller eventuelt andre co-regulerte gener i genomet. Produksjon av eventuell bakteriell

kitin ble undersgkt ved méling av flokkuleringsaktivitet, og ved H' NMR-analyser.
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2. Material og metode

2.1. Vekstmedier og lgsninger

Acetatmedium

10 g/l NaAc

1 g/l (NH4),SO,4

1 g/l K;HPO,

0,05 g/l NaCl

0,2 g/l mgSQ, - 7TH,0
0,05 g/l CaCl; - 2H,0
0,01 g/l FeCl3

0,1 g/l Gjeerekstrakt

Last i sterilt ionefritt vann (SIV) og sterilfiltrert

Luria Broth (LB)
10 g/l Trypton

5 g/l Gjeerekstrakt
5 g/l NaCl

Last i SIV og autoklavert

Luria Agar (LA)
LB tilsatt 15 g/l agar. Autoklavert

Psi-medium

20 g/l Trypton

5 g/l Gjaerekstrakt
5 g/l MgSO,

Last i SIV og autoklavert. pH ble justert til 7,6 med KOH fer autoklavering.
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TFB1

30 mM KAc

100 mM RbClI

10 mM CaCl, - 2H,0
50 mM MnCl,-4H,0
15 % (v/v) Glyserol

Last i SIV og sterilfiltrert. pH ble justert til 5,8 med fortynnet edikksyre far sterilfiltrering.

TFB2

10 mM MOPS

75 mM CacCl, - 2H,0
10 mM RDbCI

15 % (v/v) Glyserol

Last i SIV og sterilfiltrert. pH ble justert til 6,5 med fortynnet edikksyre far sterilfiltrering.

SOC-medium

20 g/l Trypton

5 g/l Gjeerekstrakt
0,5 g/l NaCl

2,5 g/l KCI

3,6 g/l Glukose
5,08 g/l MgCl,

Last i SIV og sterilfiltrert.
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SOB-medium
20 g/l trypton

5 g/l gjeerekstrakt
0,584 g/l NaCl
0,186 g/l KCI

Last i SIV og autoklavert. pH ble justert til 7,0 fgr autoklavering.

50 x TAE buffer

242 g Tris

57,1 ml isedikksyre

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)

SIV tilsatt til 1000 ml. 1 x TAE buffer lages ved a tilsette 50 volumenheter SIV.
Loading buffer

70 % Glyserol

0,25 % Bromfenolblatt

10 % Ficoll

SIV tilsatt til 100 % totalvolum.
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2.2. Primere

2.2.1. PCR-primere
PCR-primerene ble bestilt fra Sigma-Aldrich.

Primere brukt for & amplifisere gnskede sekvenser fra genomet til E.carotovora:
ECA2046F: 5’-CACGCTTCATATGCAGAAAACAATGAC-3’
ECA2046R: 5’-ATTCGTACGTGGTACTGCGGCTCATAAAG-3’

oppECA2046F: 5’-TATAAGCTTTCCTGCCTTGCCGACTCACC-3’
oppECAZ2046R: 5’-TAACTGCAGATAGAAAGCGTGTCCTGTAG-3

ECA2048F: 5’-ATTCATATGCATAAACAGGATCGTTTTG-3’
ECA2048R: 5’-ATTCTGCAGTGGCGACAGTTTCCCACATC-3’
oppECAZ2048F: 5’-ATTAAGCTTGAATACCAAAGGCACCTCAC-3°

oppECAZ2048R: 5’-TAACTGCAGATGCATGATAGTAGATTATCC-3’

Primere benvyttet til & undersgke mutantene:

EcPm2046F: 5’-GACTTCCGCTCGGTATATGC-3’
EcPm2046R: 5’-GCAAACGTTGCGGTTAACTC-3’
EcPm2048F: 5’-ACCCTTGCCAGGGTCCAATC-3
EcPm2048R: 5’-GCTTGCTCCCGCGTCATATC-3’

2.2.2. Sekvenseringsprimere

M13(-40)F: 5*-TTTTCCCAGTCACGAC-3’
M13R: 5’-CAGGAAACAGCTATGAC -3’
PGEM/plitsegF:  5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
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2.3. Bakteriestammer og plasmider

Oversikt over bakteriestammer og plasmider brukt i oppgaven.

Tabell 2.1. Bakteriestammer benyttet i denne oppgaven

Bakteriestamme

Beskrivelse

Kilde

E. carotovora
subsp. atroseptica

Villtype

Bell et al. 2004 [30]

E.coli DH5a Derivat av DH1 med hgy Hanahan, 1983 [32]
transformasjonseffektivitet.
E.coli S17.1 Derivat av E. coli 294. Simon et al. 1983 [33]

Inneholder derivat av RP4
med trfA integrert i
kromosomet. Kan benyttes til
konjugering.

Tabell 2.2. Plasmid benyttet i denne oppgaven

Plasmid

Beskrivelse

Kilde

pUC128

Derivat av pUC118.
Inneholder M13 ori, gen for
ampicillinresistens og
polylinker i lacZ.

Keen et al. 1988 [34]

pHE264

Derivat av pHE179.
Inneholder ori, M13 ori,
Pm/xylS-kassetten og gener
for ampicillin- og
tetracyclinresistens.

H. Ertesvag (upublisert)

piB11 DI8

RK2-derivatet pIB11 med
DI-8-mutasjon i Pm.
Inneholder gen for
kanamycinresistens.

Lale et al. 2011 [28]

pHE246

RK2 derivat med oriT for
konjugering. TrfA-avhengig
replikasjon. Inneholder lacZ
0g gener for ampicillin- og
tetracyclinresistens.

H. Ertesvag (upublisert)

pHE145

RK2 derivat med
tetracyclinresistens.

H. Ertesvag (upublisert)

pPMS11

Inneholder genet for
kanamycinresistens pa et
transposon.

Mona Senneset (upublisert)
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Tabell 2.2 fortsetter

pKNH1

Derivat av pHE264 med 2,5
kb fragment fra pIB11 DI-8
(BstEI-Acc65i) som
inneholder PmDI-8 og xylsS.

Denne oppgaven

pKNH21

Derivat av pUC128 med
PCR-produkt med ECA2046
fra E. carotovora.

Denne oppgaven

pKNH22

Derivat av pKNH1 med 1,4
kb fragment fra pKNH21
(Nsil-Ndel)

Denne oppgaven

pPKNH23

Derivat av puC128 med
PCR-produkt med ECA2047
fra E. carotovora.

Denne oppgaven

pKNH24

Derivat av pKNH22 med 1,6
kb fragment fra pKNH23
(Hindl11-Pstl).

Denne oppgaven

pKNH25

Derivat av pHE246 med 4,8
kb fragment fra pKNH24
(Avrll-Notl). trfA-avhengig
replikasjon

Denne oppgaven

pKNH31

Derivat av puC128 med
PCR-produkt med ECA2048
fra E. carotovora.

Denne oppgaven

pKNH32

Derivat av pKNH1 med 1,5
kb fragment fra pKNH31
(Pstl-Ndel).

Denne oppgaven

pKNH33

Derivat av puC128 med
PCR-produkt med ECA2049
fra E. carotovora.

Denne oppgaven

pPKNH34

Derivat av pKNH32 med 1,5
kb fragment fra pKNH33
(Hindll1-Pstl).

Denne oppgaven

pKNH35

Derivat av pHE246 med 4,9
kb fragment fra pKNH34
(Avrll-Notl). trfA-avhengig
replikasjon

Denne oppgaven
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2.4. Dyrking av bakteriekulturer

Bakteriekolonier eller frossen bakteriekultur ble inokulert i sterilt vekstmedium i autoklaverte
kolber eller sterile rgr. Antibiotika var tilsatt vekstmediet om ngdvendig. Kulturen ble
inkubert over natt i risteinkubator. E.coli-celler ble inkubert i 37 °C og E.carotovora-celler
ble inkubert i 30 °C.

Antibiotikaene som ble brukt for selektering var ampicillin, kanamycin og tetracyclin. 200
pg/ml ampicillin, 40 pg/ml kanamycin og 15 pg/ml tetracyclin ble benyttet dersom ikke andre

konsentrasjoner er oppgitt.

For & aktivere transkripsjon fra PmDI-8 promotoren ble det tilsatt m-toluat til

konsentrasjonene 0,1 mM, 0,25 mM og 0,5 mM.

2.5. Maling av flokkuleringsaktivitet

Kitinderivatet med positiv ladning er effektive flokkukanter, og kan flokkulerer blant annet
E.coli. Det er mulig a identifisere flokkulanter i et medium ved & bruke mediet til &
resuspendere E.coli-celler, for deretter 8 male optisk tetthet (OD) etter 2 timer, og etter
prgvene har statt over natt, og sammenlikne disse verdiene med en kontrollprgve med E.coli-
celler resuspendert i medium uten flokkulanter. Flokkuleringsaktiviteten kan beregnes ved

formel 1. Flokkuleringsaktivitet lavere enn 10 % defineres som ingen aktivitet.

oD
Flokkuleringsaktivitet ztl—{ﬂj]-loo% (1)

kontroll

15 ODgo-enheter fra overnattskultur av E.coli DH5a ble sentrifugert, og supernatanten ble
fjernet. Cellene ble resuspendert i 5 ml supernatant fra E.carotovora som potensielt kan
inneholde flokkulanter, og kontrollprgven ble tilsatt 5 ml rent dyrkningsmedium. Lasningene
ble vortexet i 10 minutter. Det ble laget 3 paralleller og prevene ble plassert i romtemperatur.
Etter 2 timer ble ODgyo malt fra topplag, dagen etter ble ODgo malt fra midten.
Flokkuleringsaktiviteten ble regnet ut fra gjennomsnittsverdiene til de 3 parallellene og

kontrollpraven.
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2.6. PCR

PCR (polymerase chain reaction) er en metode for & amplifisere spesifikke DNA sekvenser in
vitro. Ut ifra svaert sma mengde DNA kan det genereres store mengder av en gnsket DNA-
sekvens ved hjelp av denne teknikken [35]

Viktige komponenter i en PCR reaksjon i tillegg til templat (DNA-molekyl) er to
oligonukleotid primere, DNA polymerase, dNTPs (frie nukleotider) og buffer som blant annet
inneholder magnesium ioner. Oligonukleotid primere er korte enkelttradete DNA-sekvenser
som er designet for a binde seg til hver ende av den DNA-sekvensen som er gnskelig a
amplifisere. For at primerene kun skal binde seg til det gnskede stedet pa templatet ber de ha
en lengde pa mellom 17 og 30 nukleotider. GC-innhold bgr veere pa omtrent 50 %. Den ene
primeren binder seg til den kodende DNA-traden og initierer syntesen av den komplementaere
antisense-traden, mens den andre primeren binder seg til den komplementare traden og
initierer syntese av sense-traden. [36]

DNA-polymerase er et enzym som katalyserer syntese av nye DNA-trader. Dette foregar ved
at enzymet binder seg til 3’enden pa primerene, og bruker dNTP til & syntetisere den
komplementzre traden. Polymerasen ma tale hgye temperaturer siden PCR er en termosyklisk
reaksjon. Magnesium fungerer som en kofaktor for polymerasen, og er ngdvendig for at den
skal fungere. Bufferen som tilsettes PCR-blandingen inneholder magnesium, i tillegg til riktig

saltkonsentrasjon og pH for at reaksjonen skal forega under optimale forhold. [36]

En PCR syklus bestar av 3 steg som foregar ved ulike temperaturer; denaturering,
hybridisering og polymerisering. Ved denaturering blir det dobbelttradete DNA-molekylet
separert til to enkelttrader. Dette skjer ved at hydrogenbindingene mellom nukleotidene blir
brutt pd grunn av hgy temperatur, 90-95 °C. Ved hybridisering blir temperaturen senket, og
oligonukleotid primerene kan binde seg til de enkeltradete DNA-molekylene og fungere som
et startpunkt for syntesen av nye DNA-trader. Hybridiseringstemperaturen bestemmes ut i fra
primerenes lengde og sekvens, og er vanligvis mellom 50 °C og 70 °C. Under
polymeriseringen syntetiserer DNA-polymerasen de nye DNA-tradene i 5° til 3" retningen.

Temperaturen i dette steget bestemmes av optimumstemperaturen til polymerasen [37].

Taq DNA-polymerase er den mest brukte polymerasen i PCR, og er et varmestabilt enzym
som er isolert fra bakterien Thermus aquaticus. Enzymet taler sveert hgye temperaturer, og

ved 95 °C har den en halveringstid pa 40 minutter som gjgr den godt egnet for PCR siden den
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da kan gjennomga mange sykluser uten a degraderes under denaturering av dobbelttradet
DNA [38]

Expand High Fidelity PCR system ble brukt for & utfare PCR. Dette er godt egnet til &
amplifisere DNA-sekvenser med en starrelse opptil 5 kb. Enzymblandingen inneholder i
tillegg til Taq DNA polymerasen Tgo DNA polymerase som har “proofreading”-egenskaper.
Denne blandingen av enzymer farer til en ngyaktighet som er 3 ganger hayere enn med Taq

polymerase alene (Roche).

0,2 ml PCR-rer ble satt pa is og tilsatt reaksjonsblandingen:

1 pl cellekultur eller plasmid *

5 ul Expand High Fidelity buffer med 15 mM MgCl, **
1 pl forward primer

1 pl reverse primer

1 pl dNTP lgsning

0,5 ul Expand High Fidelity enzymblanding

SIV til 50 pl totalvolum

* eventuelt bakteriekoloni overfgrt med en pipettespiss. Dette regnes som 0,5 pl av totalvolumet
** eventuelt 5 pl Expand High Fidelity buffer uten MgCl, og ngdvendig mengde 25 mM MgClI, stock-lgsning

for gnsket magnesiumkonsentrasjon

PCR-rgrene ble hele tiden holdt pa is, og den ferdige reaksjonsblandingen ble plassert i en
termosykler (VWR thermal cycler) nar temperaturen naermet seg 95 °C. Tabell 2.3 viser

programinnstillingene pa termosykleren ved PCR i dette forsgket dersom ikke annet er
oppyitt.
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Tabell 2.3. Programinnstilling pa VWR thermal cycler for PCR. Temperaturer og tid for
innledende denaturering, denaturering, hybridisering, polymerisering, avsluttende
polymerisering og avkjgaling.

Temperatur | Tid
1 | Innledende denaturering 95°C 2 minutter
2 | Denaturering 95 °C 30 sekunder
3 | Hybridisering 55 °C 30 sekunder
4 | Polymerisering 68 °C 2 minutter
5 | Avsluttende polymerisering | 68 °C 10 minutter
6 | Avkjeling 4°C ubegrenset

Steg 2, 3 0g 4 ble repetert 35 ganger far steg 5 og 6.

2.7. Isolering av plasmid-DNA

Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification system fra Promega ble brukt til & isolere
plasmid fra bakterieceller [39].

For & klargjare lysatet for isolering av haykopitallsplasmid ble cellene hgstet fra 3 ml
overnattskultur ved sentrifugering i 5 minutter ved 13000 rpm. Supernatanten ble fjernet og
cellene ble tilsatt 250 pl resuspenderingslgsning (50 mM Tris-HCI med pH 7,5, 10 mM
EDTA og 100pg/ml RNase A), resupendert ved vortexing og overfart til ett
mikrosentrifugerar. 250 pl lyseringslgsning (0,2 M NaOH og 1 % SDS) ble tilsatt, og
Igsningen ble blandet ved a snu raret 4 ganger. 10 pl basisk proteaselgsing (isolert fra Bacillus
licheniformi) ble tilsatt lysatet for & fa best mulig kvalitet pa det isolerte DNAet. Lasningen
inaktiverer endonukleaser og andre proteiner som blir frigjort under lysering av bakterieceller.
Blandingen ble inkubert i 5 minutter i romtemperatur fra tidspunktet lyseringslgsningen ble
tilsatt. 350 pl ngytraliseringslgsning (4.09 M guanidin hydroklorid, 0,759 M KAc og 2.12 M
isedikksyre) ble tilsatt og blandet ved a snu raret 4 ganger far lysatet ble sentrifugert i 10

minutter ved 13000 rpm i romtemperatur.
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For & isolere plasmid DNA fra lysatet ble supernatanten overfart til en kolonne som var
plassert i et 2 ml oppsamlingsrer og sentrifugert i 1 minutt ved 13000 rpm i romtemperatur for
a binde DNAet til kolonnen. Oppsamlingsraret ble tamt, og kolonnen ble deretter tilsatt 750
ml vaskelgsning (60 % etanol, 60 mM KAc, 8.3 mM Tris-HCI og 0,04 mM EDTA) og
sentrifugert i 1 minutt far oppsamlingsreret ble temt. Vaskeprosedyren ble gjentatt med 250
ul vaskelgsning, og avsluttet ved a sentrifugere i 2 minutter for a sikre at all vaskelgsningen
var fjernet fra kolonnen. Til slutt ble kolonnen overfart til en et sterilt mikrosentrifugerer, og
DNAet ble eluert ved 4 tilsette 100 pl nukleasefritt vann og sentrifugert i 1 minutt. Plasmid
DNAet ble lagret i -20 °C.

For lavkopitallplasmid ble same prosedyre brukt, men bakteriecellene ble hgstet fra 10 ml
kultur og resuspendert i totalt 500 pl resuspenderingslgsning fordelt pa to mikrosentrifugerer.
Etter at cellene var lysert og sentrifugert ble supernatanten fra begge rgrene sentrifugert

gjennom samme kolonne fgr vaskeprosedyren startet.

2.8. Restriksjonskutting

DNA kan kuttes pa gnskede steder i DNA sekvensen ved hjelp av enzymer kalt restriksjons
endonukleaser. Disse enzymene binder seg til spesifikke basesekvenser og kutter DNA-
molekylet. Det finnes to hovedtyper av restriksjonsenzymer. Type | restriksjonsenzymer
kutter DNA langt unna selve gjenkjenningssetet mens type Il restriksjonsenzymer kutter
DNAet midt i gjenkjenningssetet. Type Il enzymer er benyttet i denne oppgaven. Kutting med
type Il enzymer kan danne butte ender, dersom begge DNA-tradene kuttes pa samme punkt,
eller de kan danne overheng dersom de to tradene blir kuttet pa ulike steder i
gjenkjenningssetet. Disse restriksjonssetene er vanligvis 4-8 bp, og denne sekvensen har som
oftest palindrom symmetri slik at sekvensen pa begge DNA-tradene er like, men i motsatt
retning [35].

For hgykopitallsplasmid ble 3 pl DNA blandet med 2 pl 10 x buffer (tilpasset
restriksjonsenzymene), 0,5 pl BSA, sterilt ionefritt vann (SIV) til totalt 19,5 ul og 0,5 pl
enzym (maksimalt 1,5 pl dersom det benyttes flere enzym samtidig). Pravene ble inkubert i

enzymenes optimumstemperatur fra minst 1 time til over natt. Dersom det ble benyttet flere
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enzymer med ulik optimumstemperatur ble pragvene farst inkubert ved den laveste

temperaturen i minst 1 time, og deretter ved den hgyeste temperaturen.

For lavkopitallsplasmid ble det brukt samme prosedyre men med 17 pul DNA i blandingen.

Clone Manager 6 versjon 6.00 ble brukt for a finne hvilke restriksjonsenzymer som kunne
benyttes til a kutte de ulike plasmidene.

2.9. Ligering av DNA-fragmenter med T4-ligase

DNA ligase er et enzym som kan brukes til & danne kovalente bindinger mellom DNA-
fragmenter. DNA ligase er naturlig til stede under DNA-replikasjon for & danne bindinger
mellom Okazaki-fragmentene pa lagtraden. DNA-fragmenter som har blitt kuttet med
restriksjonsenzymer som gir overheng vil ofte veere bundet sammen. DNA-fragmenter med
butte ender har ingen mulighet til & binde seg til hverandre, og det kreves starre konsentrasjon
av DNA-fragmenter og DNA-ligase. En ligase som er i stand til & koble sammen fragmenter
med butte ender er T4-ligase som er isolert fra bakteriofag T4 [35].

Kuttet og renset vektor-DNA og insert-DNA ble blandet til et totalvolum pa 17 pl.
Konsentrasjonen av insertet var 3 ganger stgrre enn for vektoren. 2 pl 10 x T4 ligasebuffer og
1 pl T4 ligase ble tilsatt DNA-blandingen. Reaksjonsblandingen ble inkubert i vannbad over
natt (fra ca 4 °C til 16 °C).

2.10. Agarose gelelektroforese

Gelelektroforese er en metode som blir brukt for a separere nukleinsyrer og proteiner.
Agarose gelelektroforese er mest brukt for a separere DNA. Nukleinsyrer er negativt ladet pa
grunn av fosfatgruppene pa molekylet, og nar de blir plassert i et elektrisk felt vil de derfor bli
trukket mot den positive elektroden. Nar DNA-molekyler blir applisert i brgnner i en
agarosegel vil de bli trukket gjennom et kryssbundet agarosenettverk i gelen nar den
elektriske spenningen er pa. Sma molekyler vil vandre raskere gjennom dette nettverket enn

stgrre molekyler, og pa den maten kan fragmentere med ulik sterrelse bli separert [35].
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Agarosegelen lages ved at agarose lgses i 1 x TAE buffer til en konsentrasjon pa 0,8 %
agarose. Lgsningen varmes opp i mikrobglgeovn til det koker, inntil alt pulveret er lgst i
bufferen. Agaroselgsningen oppbevares i varmeskap.

Agaroselgsningen helles over i et stapekar, og en kam blir plassert i lgsningen for a forme
brgnner nar gelen stivner. Gelen plasseres i et elektroforesekar som har en positiv og en
negativ elektrode i hver ende av karet med brgnnene naermest den katoden. 1 x TAE buffer
tilsettes karet slik at det dekker gelen og kammen kan fjernes.

Prgvene med DNA ble tilsatt 10 % loading buffer og applisert i brgnnene pa gelen. En brgnn
tilsettes ogsa en DNA-standard som inneholder en blanding av DNA-fragmenter med kjente
starrelser. Den elektriske spenningen ble satt til 100 volt, og gelen ble kjart fra 30 minutter til
2,5 time, avhengig av starrelsen pa gelen og hvor langt det er gnskelig at DNA-fragmentene

skal vandre.

DNA er utgangspunktet fargelgst, sa for a kunne visualisere DNA-fragmentene i gelen er det

ngdvendig at de farges. Dette kan gjares ved at GelRed™

tilsettes agaroselgsningen.
GelRed™ er et stabilt og miljgvennlig fluorescerende fargestoff som bindes til nukleotidene i

DNA og RNA [40].

Nar gelen blir eksponert for UV-lys vil fargen som er bundet til DNAet fluorescere og
fragmentene kan sees som band pa gelen. Bio-Rad Gel Doc™ 2000 ble brukt til & visualisere

og fotografere disse bandene [41].

Bandene for de ulike DNA-pravene kan sammenliknes med DNA-standarden, og starrelsen
pa fragmentene kan identifiseres. DNA-standardene brukt i denne oppgaven er vist i

appendiks A.

2.11. Rensing av PCR-produkt med QIlAquick PCR purification kit for
mikrosentrifuge

PCR-produkter med en stgrrelse mellom 100 bp og 10 kb kan renses fra primere, frie

nukleotider, polymeraser og salter ved hjelp av QlAquick spin-kolonne fra Qiagen [42].
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5 ganger volumet til PCR-prgven av PB-buffer ble tilsatt prgven og blandet godt. Denne
bufferen er tilsatt en pH-indikator som farer til at lasningen blir gul dersom den har en pH
som er lavere enn 7,5. Hvis pH er hgyere vil lgsningen fa en oransje eller lilla farge. Er pH for
hay tilsettes 10 ul 3 M NaAc med pH 5.

En QIAquick spin-kolonne ble plassert i et 2 ml oppsamlingsrgr og PCR-prgven ble tilsatt
kolonnen og sentrifugert i 1 min i ved 13 000 rpm i romtemperatur. Kolonnen har en
silikamembran som binder DNAer dersom saltkonsentrasjonen er hgy og pH er lavere enn
7,5. For & vaske PCR-produktet ble oppsamlingsraret temt og 750 pl PE buffer ble tilsatt
kolonnen og sentrifugert i 1 minutt ved 13000 rpm i romtemperatur. Oppsamlingsrgret ble
igjen temt og kolonnen ble sentrifugert i 1 minutt for & fjerne rester av etanol fra PE-bufferen.
Kolonnen ble deretter plassert i et 1,5 ml sterilt mikrosentrifugerar og tilsatt 30 pl fortynnet
ligasebuffer (5 %). Ragret med kolonnen sto i 1 minutt i romtemperatur far det ble sentrifugert
1 minutt ved 13000 rpm.

Pravene ble lagret ved -20 °C.

Oversikt over standardene brukt ved separering av DNA-fragmenter ved agarose

gelelektroforese er vist i appendiks A.

2.12. Rensing av DNA-fragmenter fra gel med QlAquick gel extraction kit

for mikrosentrifuge

QIAquick gel extraction kit kan brukes til & ekstrahere og rense DNA-fragmenter med
starrelser fra 70 bp til 10 kb fra agarosegel i TAE eller TBE buffer [42].

@nsket DNA-fragment ble skaret ut av agarosegelen med en ren og skarp skalpell og overfart
til et mikrosentrifugergr. 3 ganger volumet til gelbiten av buffer QG ble tilsatt, og raret ble
inkubert i 50 °C til gelen var helt opplast (ca 10 minutter). Under inkuberingen ble roret
vortexet hvert 2-3 minutt for at gelen letter skulle lgses opp. QG bufferen er ogsa tilsatt en
pH-indikator som farer til at lgsningen blir gul dersom den har en pH som er lavere enn 7,5.
Hvis pH er for hgy tilsettes 10 pl 3 M natriumacetat med pH 5. Dersom DNA-fragmentet er

mindre enn 500 bp eller hayere enn 4 kb tilsettes 1 gel volum av isopropanol til raret og for a
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gke kvaliteten pa DNA-fragmentene. Isopropanolen blandes godt med lgsningen far den
overfares til en QIAquick spin-kolonne som var plassert i et 2 ml oppsamlingsrar. For a binde
DNAet til kolonnen ble den sentrifugert i 1 min i ved 13000 rpm i romtemperatur. Det
maksimale volumet til kolonnen er 800 pl, sa dersom volumet til lgsningen oversteg dette ble
resten av lgsningen sentrifugert gjennom samme kolonne etter farste sentrifugering.
Oppsamlingsraret tammes mellom hver sentrifugering og alle sentrifugeringssteg ble gjort
ved 13000 rpm i romtemperatur.

For & vaere sikker pa at alle agaroserestene ble fjernet ble det tilsatt 500 pl QG buffer til

kolonnen fgr den ble sentrifugert i 1 minutt.

For & vaske kolonnen med DNA-fragmentet ble det tilsatt 750 pl PE buffer. Kolonnen sto i
romtemperatur i 2-5 minutter far den ble sentrifugert i 1 minutt. Kolonnen ble deretter

sentrifugert i nok et minutt for a fjerne alle rester av etanol fra PE bufferen.

Kolonnen ble deretter plassert i et 1,5 ml sterilt mikrosentrifugerar og tilsatt 30 pl fortynnet
ligasebuffer (5 %). Ragret med kolonnen sto i 1 minutt i romtemperatur fgr det ble sentrifugert
1 minutt.

Pravene ble lagret ved -20 °C.

2.13. Sekvensering

Ved sekvensering av en gnsket DNA-sekvens syntetiseres det fragmenter med ulik lengde
som avsluttes pa hver av de ulike basene i sekvensen.

Primere med komplementaer sekvens til gnsket startsete, DNA polymerase, deoksynukleotider
(dNTPs) og dideoxynukleotider (ddNTPs) brukes til & syntetisere den gnskede sekvensen.
ddNTP skiller seg fra INTP ved at den mangler 3'-hydroksylgruppe pa ribosedelen. Ved
innsetting av ddNTP i den voksende sekvensen er det ikke mulig for polymerasen & danne
fosfodiesterbinding mellom ddNTP og nytt dNTP eller ddNTP, og syntesen vil termineres.
Hver gang polymerasen setter inn ddNTP i den voksende sekvensen vil videre syntese
stoppes, og dette farer til at det dannes fragmenter med ulike lengde.

ddNTP er merket med fire ulike fluorescerende fargestoff, et for hver av basene. Fragmentene
blir separert ved gelelektroforese eller kapilleerelektroforese. DNA-fragmentene blir avlest
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med en laserstrale etter hvert som de beveger seg mot anoden og en datamaskin registrerer
fargestoffene som fluorescerer. Pa denne maten kan baserekkefglgen til DNA-sekvensen

avleses [35].

2.13.1. Sekvenseringsreaksjon
0,2 ml PCR-rgr ble satt pa is og tilsatt reaksjonsblandingen:

150-300 ng plasmid-DNA

1 pl primer (3,2 pmol/pl)

4 ul fortynningsbuffer

4 ul BigDye Terminator Ready reaction mix
SIV til 20 pl totalvolum

BigDye ble tilsatt blandingen sist.

Konsentrasjonen av plasmid-DNA ble malt med NanoDrop og mengden tilsvarende 150-300
ng ble regnet ut. For hvert plasmid ble det laget to reaksjonsblandninger; ett som inneholdt
forward primer, og ett som inneholdt reverse primer. Ferdige reaksjonsblandinger ble plassert
i en termosykler (VWR thermal cycler) nar temperaturen nsermet seg 96 °C. Tabell 2.4 viser

programinnstillingene pa termosykleren for sekvenseringsreaksjonen.

Tabell 2.4. Programinnstilling pa VWR thermal cycler for sekvenseringsreaksjonen.
Temperaturer og tid for innledende denaturering, denaturering, hybridisering, polymerisering
og avkjgling.

Temperatur | Tid
1 | Innledende denaturering | 96 °C 4 minutter
2 | Denaturering 96 °C 30 sekunder
3 | Hybridisering 50 °C 15 sekunder
4 | Polymerisering 60 °C 4 minutter
5 | Avkjgling 4°C Ubegrenset

Steg 2 til 4 ble repetert 24 ganger for steg 5.
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2.13.2. Rensing av sekvenseringsprodukt

Sekvenseringsproduktet ble overfart til et 1,5 ml mikrosentrifugerer. 2 pl NaAc og 50 pl 96
% etanol ble tilsatt blandingen for utfelling. Blandingen ble vortexet og plassert i
romtemperatur i 15 minutter, for sa a bli sentrifugert i 20 minutter ved 13000 rpm i
romtemperatur. Supernatanten ble deretter fjernet, og bunnfallet ble vasket med 250 pl 70 %
etanol. Blandingen ble vortexet og sentrifugert i 5 minutter ved 13000 rpm. Vaskeprosedyren
ble repetert for & sikre at alle rester av primerene og nukleotidene er fjernet. Supernatanten ble
fjernet, og rarene ble plassert i romtemperatur med apent lokk over natt for tarking.
Sekvenseringsproduktet ble deretter levert for separering. Separering av fragmentene fra

sekvenseringsreaksjonen og avlesing av sekvensen ble gjennomfart ved NTNU.

Sekvenseringsresultatene ble undersgkt og korrigert ved hjelp av Chromas versjon 2.33 far

sekvensen ble sammenlignet med den forventede sekvensen i Clone Manager 6 versjon 6.00.

2.14. Transformasjon av kompetente bakterieceller
Kompetente bakterieceller er celler som er i stand til a ta opp DNA ved transformasjon. Noen
typer bakterier er i stand til & gjagre dette naturlig, men de fleste er avhengig a fa en behandling

som endrer celleveggens struktur for a gjgre de kompetente [35].

Kjemisk transformasjon og elektroporering er to mater a transformere nakent DNA. Ved
kjemisk transformasjon kan DNA bli tatt opp ved at cellene blir behandlet med blant annet
kalsiumioner for a gjare cellene kompetente far de blir utsatt for et kort varmesjokk. Ved
elektroporering blir cellene utsatt for et elektrosjokk som danner sma porer i celleveggen som

DNA kan trenge gjennom [36].

2.14.1. Rubidiumklorid-kompetente celler

1 ml av en overnattskultur av E.coli DHSa dyrket i LB ble innokulert i 100 ml sterilt Psi-
medium og inkubert ved 37 °C i risteinkubator. OD ble malt med jevne mellomrom med
SpectraMax Plus384 fra Molecular Devices. Da ODgg var ngyaktig 0,4 ble kulturen inkubert
pd is i 15 minutter fer de ble hgstet ved sentrifugering i 5 minutter ved 4500 rpm i 4 °C.
Supernatanten ble fjernet, og cellene ble resuspender t i 40 ml kald TFB1 og inkubert paisi5
minutter. Cellene ble igjen hgstet ved sentrifugering i 5 minutter ved 4500 rpm i 4 °C.
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Supernatanten ble fjernet, og cellene ble resuspendert i 3 ml kald TFB2. Cellene ble fordelt i
mikrosentrifugerar med 100ul i hvert rgr og snapfryst pa terris og etanol. Alikvotene ble
lagret i -80 °C.

2.14.2. Elektrokompetente celler

5 ml av en overnattskultur av E. carotovora dyrket i SOB ble innokulert i 500 ml SOB og
inkubert i ved 30 °C i risteinkubator. OD ble malt med jevne mellomrom, og ved ODggo = 0,8
ble cellene hgstet ved sentrifugering i 15 minutter ved 4000 rpm i 4 °C. Supernatanten ble
fjernet, og cellene ble vasket ved at de ble resuspendert i 500 ml iskald 10 % glyserol og
sentrifugert i 20 minutter ved 4000 rpm i 4 °C. Vaskesteget ble repetert, supernatanten ble
fjernet og cellene ble resuspendert i 2 ml iskald 10 % glyserol fer de ble fordelt i

mikrosentrifugerar med 25 pl i hvert rer og snapfryst pa terris og etanol.

2.14.3. "Heat-shock”- transformasjon av RbCl-kompetente celler

RbCl-kompetente celler ble tint pa is og tilsatt 10 pl ligeringsmiks og blandet forsiktig ved
pipettering. 1 pl plasmid ble tilsatt ett rar med celler som positiv kontroll og ett rar med celler
uten tilsatt DNA ble brukt som negativ kontroll. Blandingene ble inkubert pa is i 30 minutter
for det fikk et "heat-shock™ i 42 °C vannbad i 45-55 sekunder. Blandingen ble deretter
inkubert pa is i 2 minutter far de ble tilsatt 1 ml SOC-medium som var forvarmet til 37 °C.
Blandingene ble inkubert i 37 °C risteinkubator i 1-2 timer. 200 ul av cellekulturene og 200 pl
konsentrerte celler ble platet ut pa LA med antibiotika som selekterer for det gnskede
plasmidet. Ved bla-hvit seleksjon ble LA platene tilsatt 40ul X-gal (20 pg/ml i DMSO) og 7
pl IPTG (20 %).

Platene ble inkubert i 37 °C varmeskap fra over natt til 2 degn.

2.14.4. Elektroporering

25 ul elektrokompetente celler ble tint pa is og tilsatt 1 pl DNA og blandet forsiktig ved
pipettering. Blandingen ble overfert til en 1mm elektroporeringskyvette (Bio-Rad) plassert pa
is. Cellene ble elektroporert ved hjelp av Gene Pulser Xcell fra Bio-Rad med falgende
innstilinger; 25 pF kapasitans, 1,8 kV spenning og 200 Q motstand. Etter elektroporering ble
kyvetten tilsatt 1 ml SOC som ble blandet med cellene ved pipettering og overfort til et
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mikrosentrifugergr. Ragrene ble inkubert i 30 °C risteinkubator i 40 minutter far de ble platet

ut pa LA med antibiotika for selektering.

2.15. Bakteriell konjugering og homolog rekombinering

Bakteriell konjugering er overfagring av genetisk materiale fra en bakteriecelle til en annen.
Plasmidet som skal overfares ma inneholde et startpunkt for konjugativ overfaring, kalt oriT.
Donorbakterien ma kode for gener som styrer syntesen av pili som farer til direkte kontakt
mellom donor- og mottakercellen, og muliggjer overfaring av DNA via en konjugeringsbro
[35, 43]. Homolog rekombinering er overkrysninger som kan forega mellom DNA-molekyler
som har homologi i nukleotidsekvensen. @nskede mutanter kan dannes ved homolog
rekombinering mellom plasmidet som har blitt overfart ved konjugering og villtypegenomet
til mottakercellen [35].

3 ml av E.carotovora ::TnMS11 ble blandet med 3,5 ml E.coli S17.1 som inneholdt
rekombineringsvektorene (tilneermet samme konsentrasjon av begge bakteriekulturene) og
sentrifugert i 5 minutter ved 8000 rpm. Det meste av supernatanten ble fjernet, og cellene ble
resuspendert i resten. En drape av blandingen ble plassert pa en LA plate uten antibiotika og

inkubert i 30 °C varmeskap over natt for overfering av vektorene til E.carotovora ::TnMS11.

Bakteriecellene fra LA-platene ble overfart til mikrosentrifugergr og resuspendert i 400 pl
LB. De resuspenderte cellene ble platet ut pA LA med kanamycin og tetracyclin for a selektere
for de cellene som hadde fatt overfart og integrert plasmidene ved konjugering og homolog
rekombinering. Platene ble innkubert i 30 °C varmeskap.

Kolonier fra platen med transkonjuganter ble overfart til 10 ml LB med kanamycin og
inkubert i 30 °C risteinkubator over natt. 10 ul av overnattskulturen ble overfert til ny LB
med kanamycin og inkubert i 30 °C risteinkubator. Overnattskulturen ble ogsa fortynnet til
10" 0g 107 og platet ut p& LA med kanamycin og inkubert i 30 °C over natt. Kolonier fra
platen ble overfart til en LA-plate med kanamycin og en LA-plate med tetracyclin og inkubert
i 30 °C i to daggn. Prosedyren med overfgring av overnattskultur til ny LB og utplating pa LA
ble gjentatt til det ble observert kolonier som kun vokste pa kanamycin og ikke pa tetracyclin.
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Disse koloniene ble undersgkt ved hjelp av PCR for a finne ut om det har oppstatt gnskede

mutanter eller revertanter.

2.16. Utfelling og rensing av potensiell biopolymer
Utfelling av biopolymerer fra supernatant kan gjgres ved etanolfelling. Utfellingen kan sa
lgses i vann og dialyseres gjennom en semipermeabel membran for a fjerne mindre molekyler

og ioner (figur 2.1). Dialyserte produkter kan frysetagrkes. Her fjernes vann fra frossen tilstand

under vakuum.

Figur 2.1. Dialyse gjennom en semipermeabel membran. Rgde partikler er store molekyler som
ikke kan passere gjennom porene i membranen, og vil forbli pa innsiden. Bla partikler er sma
molekyler (for eksempel salter) som kan diffundere gjennom porene i membranen [44].

Supernatanten fra dyrking av E.carotovora villtype og mutant ble tilsatt 3 volumenheter
etanol og plassert i 4 °C over natt. Lgsningen ble deretter sentrifugert. Bunnfallet ble lgst i
ionefritt vann og overfart til en dialyseslange. Dialyseslangen med den Igste utfellingen ble
plassert i et kar med ionefritt vann i romtemperatur i 3 dager. Vannet i karet ble skiftet ut hver
dag. Det dialyserte produktet ble fryst i -80 °C og frysetarket.

2.17. Kjernemagnetisk resonans (NMR) spektroskopi

NMR spektroskopi gjar det mulig a avdekke atomstrukturen til makromolekyler i lgsning.
Noen atomkjerner er magnetiske og kan spinne rundt sin egen akse, og denne egenskapene er
utnyttet i NMR spektroskopi. Hydrogenkjernen (*H) bestr av et proton, og er et eksempel pa
atomkjerner med denne egenskapen.
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2.17.1. 1HNMR

Et proton vil vere i en bestemt energitilstand nar det plasseres i et magnetfelt. Nar det blir
utsatt for elektromagnetisk straling vil protonet eksiteres til en hgyere energitilstand, og
resonans oppstar. Et resonansspekter for et molekyl kan oppnas ved a plassere det i et
magnetisk felt som holdes konstant, og pafare ulike frekvenser av elektromagnetisk straling.
Kjerner med ulike omgivelser vil ha forskjellig resonans ved ulik styrke pa magnetfeltet eller
ved ulik stralingsfrekvens. Et resonansspekter vil derfor gi informasjon om omgivelsene til de

ulike protonene i molekylet [44].

Figur 2.2 viser et *H NMR-spekter av kitosan med 47 % deacetylerte enheter. Et 'H NMR-
spekter for kitosan har vanligvis topper pa ca 4,5 ppm og 4,85 ppm som indikerer H-1 pa
henholdsvis GIcNAc og GIcN, en topp pa ca 3,15 ppm som indikerer H-2 pa GIcN, og en topp
pa ca 2 ppm som indikerer acetyl-protonene pa GIcNAc. Topper mellom 3,5 og 4 ppm
indikerer H-3, H-4, H-5 og H-6 pa bade GIcNAc og GIcN, og H-2 pa GIcN. Intensiteten til
noen av toppene varierer med ulik acetyleringsgrad. Protoner fra vann har en topp pa ca 4,3

ppm.

@ b HOD d *
T L T
5 & om 3 3

Figur 2.2. 1H NMR-spekter av kitosan med 47 % deacetylerte enheter.
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Kitosan som skal undersgkes med *H NMR blir farst brutt ned med NaNO; i D,O/DCI.
Praven lgses i 99,9 % D,0 og tilsettes deretter DCI som senker pH i Igsningen. NaNO; lgst i
99,9 % D0 blir deretter tilsatt, og preven blir plassert mgrkt. Etter 4 timer justeres pH til
mellom 3 og 4 med NaOH i 99,9 % D0, og praven er da klar til NMR.

'H NMR ble utfart av pa frysetarket stoff fra dyrking av E. carotovora mutant av Marit
Syversveen. Ved preparering av prgven ble det antatt at stoffet var kitosan.
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3. Resultater

3.1. Dyrking av E.carotovora i acetatmedium og maling av

flokkuleringsaktivitet

Dyrkningsmedium med acetat som karbonkilde har blitt brukt for & dyrke fram bakterier som
produserer bioflokkulanter med kitosanlignende struktur og egenskaper [20, 45].
E.carotovora det ble derfor forsgkt dyrket i acetatmediet fra Jang et al.[45] for & undersgke
om dette initierer produksjon av bakteriell kitin.

1 ml overnattskultur av E.carotovora i LB ble inokulert i 1200 ml acetatmedium og inkubert i
30 °C i 36 timer. Bakteriekulturen ble sentrifugert i 20 minutter ved 6000 rpm for a fjerne
cellene. Deretter ble supernatanten testet for flokkuleringsevne som beskrevet i seksjon 2.5.

Resultatene (tabell 3.1) viste ingen flokkuleringsaktivitet.

Tabell 3.1. ODgy fra E.coli resuspendert i supernatanten fra E.carotovora, sammenlignet med
ODgy fra kontrollprgven etter 2 timer og over natt. Flokkuleringsaktiviteten (1) er regnet ut fra
gjennomsnittsverdien til de 3 prgvene og kontrollpraven.

ODey etter 2 timer ODgyo OVver natt
Kontroll 1,60 1,28
Prave 1 1,62 1,32
Prave 2 1,61 1,25
Prgve 3 1,60 1,21
Gjennomsnitt 1,61 1,26
Flokkuleringsaktivitet 0% 1,6 %
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3.2. Kloning av ECA2046 nedstrgms for PmDI-8 promotoren

ECA2046 ble klonet inn nedstrgms for Pm-promotoren fra pIB11 DI 8 for & kunne aktivere
transkripsjon av dette genet og eventuelt ECA2045, og undersgke om dette vil fare til
produksjon av bakteriell kitin. ECA2047 som ligger oppstrgms for ECA2046 i samme
genklynge ble klonet inn oppstrams for xylS for senere a kunne inkorporere XylS/Pm
kassetten i genomet til E. carotovora ved homolog rekombinering. Kloningsforlgpet er vist i
figur 3.1. Oversikt over PCR-produktene og plasmidkart av plasmidene brukt til konstruksjon

av pKNH25 er vist i appendiks B.
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Figur 3.1. Konstruksjon av plasmid for innsetting av PmDI-8 promotor foran ECA2046.
Enzymene de ulike plasmidene er kuttet med, og starrelsen pa fragmentene som blir brukt til
konstruksjon av nye plasmider er vist.

3.2.1. Konstruksjon av pKNH1

pIB11 DI-8 ble kuttet (se seksjon 2.8) med BstEIl og Acc651 og separert pa gel (se seksjon
2.10). Figur 3.2A viser de forventede fragmentstarrelsene pa 5,7 kb og 2,5 kb. pHE264 ble
kuttet med BstEll og BsiWI og separert pa gel. Figur 3.2B viser de forventede
fragmentstarrelsene pa 5,5 kb og 1,6 kb. 2,5 kb fragmentet fra pIB11 DI-8 og 5,5 kb
fragmentet fra pHE264 ble renset fra gelen (seksjon 2.12), ligert (seksjon 2.9) og transformert
til RbCl-kompetente E.coli DH5a (seksjon 2.14). Cellene ble selektert pa LA plater med

ampicillin.
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A st pIB11DI-8 B pHE264 std

Jkb»

2kb > <« 1,5kb

Figur 3.2. Restriksjonsanalyse av vektorene brukt til konstruksjon av pKNH1. A: pIB11 DI-8
kuttet med BstEIl og Acc651. Forventet stgrrelse pa fragmentene var 5,7 og 2,5. B: pHE264
kuttet med BstEIl og BsiWI. Forventet stagrrelse pa fragmentene var 5,5 og 1,6. For begge gelene
ble det brukt 1 kb DNA ladder (NEB) som standard.

Plasmider ble isolert fra koloniene pa LA-platen (se seksjon 2.7), og kuttet med BamHI, som
skulle gi forventede fragmentstarrelser pa 5,7 kb og 2,3 kb ved separering pa agarosegel.
Transformant med forventet kuttemgnster er vist i figur 3.3. Plasmidet fra denne
transformanten ble kalt pKNH1 og ble brukt videre til konstruksjon av nye plasmider.

ctdd  PHNH1

G kb =

2.5kh =
2kb ™

Figur 3.3. Restriksjonsanalyse av pKNH1 kuttet med BamHI. Forventet fragmentstarrelse var
5,7 kb og 2,3 kb.

pKNH1 inneholder PmDI-8 promoteren og genet for XylS. Denne vektoren brukes til & sette
sammen gnskede fragmenter, og den gnskede sekvensen kan senere kuttes ut av vektoren ved
hjelp av enzymene Avrll og Notl og settes inn i pHE246 som er kuttet med Xbal og Notl.
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3.2.2. Konstruksjon av pKNH21 og pKNH23

ECA2046 og ECA2047 ble amplifisert ved hjelp av PCR (se seksjon 2.6) ved bruk av
primerparene ECA2046R + ECA2046F og oppECA2046R + oppECA2046F. PCR-
produktene ble analysert med agarose gelelektroforese, og figur 3.4A. viser at PCR-
produktene hadde de forventede starrelsene pa ca 1,4 kb for ECA2046 og ca 1,6 kb for
ECA2047.

pUC128 ble kuttet med restriksjonsenzymet EcoRV og separert fra ukuttet plasmid med
agarose gelelektroforese (figur 3.4B). EcoRV kutter pUC128 i genet for lacZ, og det er derfor
mulig & bruke bla-hvit seleksjon for & undersgke om DNA er blitt satt inn i plasmidet. Det
kuttete plasmidet hadde en forventet lengde pa ca 3,2 kb. DNA-fragmentet ble skaret ut og
renset fra gelen, og PCR-produktene som inneholder ECA2046 og ECA2047 ble renset (se
seksjon 2.11) og ligert inn i plasmidet. Siden det dannes butte ender ved restriksjonskuttingen

kan ligering av pUC128 og PCR-fragmentene gi to ulike ligeringsprodukter (A og B).

A std ECA2046 ECA2047

puci128  std

<+ 3 kb
1,5kh»

Figur 3.4. Analyse av PCR-produkter og kuttet pUC128 benyttet til konstruksjon av pKNH21
og pKNH23 A: PCR-produkter som inneholder ECA2046 og ECA2047. Forventet stgrrelse for
ECAZ2046 var 1,4 kb, og forventet starrelse for ECA2047 var 1,6 kb. B: pUC128 kuttet med
EcoRV. Forventet starrelse pa fragmentet var 3,2 kb. 1 kb DNA ladder (NEB) ble brukt som
standard for begge gelene.

Ligeringsblandingen ble transformert til RbCl-kompetente E.coli DH5a og platet ut pa LA
med ampicillin, X-gal og IPTG.
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Plasmider fra de hvite koloniene etter transformering av ble isolert og undersgkt ved
restriksjonskutting med BamHI og separering pa agarosegel (figur 3.5). Forventede
fragmentstarrelser for ligeringsprodukt A som inneholder PCR-produkt med ECA2046 er 3,6
kb og 1,0 kb, og forventede starrelser for ligeringsprodukt B er 4,2 kb og 0,4 kb. Forventede
fragmentstarrelser for ligeringsprodukt A som inneholder PCR-produkt for ECA2047 er 4,2
kb og 0,5 kb, og forventede starrelser for ligeringsprodukt B er 3,7 kb og 1,1 kb.
Transformant med forventet kuttemgnster for ligeringsprodukt B som inneholder PCR-
produkt med ECA2046 er vist i figur 3.5A, og transformant med forventet kuttemgnster for
ligeringsprodukt A som inneholder PCR-produkt med ECA2047 er vist i figur 3.5B.

A std pKNH21B B std pKNH23A

g Skb>

0.5kb > 05 KR

Figur 3.5. Restriksjonsanalyse av plasmidene pKNH21 og pKNH23 for a verifisere at det er
riktige plasmider. A: pKNH21 kuttet med BamHI. Forventede fragmentstarrelser for
ligeringsprodukt B var 4,2 kb og 0,4 kb. B. pKNH23 kuttet med BamHI. Forventede
fragmentstarrelser for ligeringsprodukt A var 4,2 kb og 0,5 kb. 1 kb DNA ladder (NEB) ble
brukt som standard for begge gelene

Det innsatte DNAet i plasmidene fra transformantene med riktige fragmentstarrelser ble
sekvensert (se seksjon 2.13) for & kunne undersgke om sekvensen er korrekt, eller om det har
forekommet noen mutasjoner under syntesen av DNA-tradene. Sekvensene ble sammenlignet
med de forventede sekvensene til pKNH21B og pKNH23A, og det viste seg at det ikke hadde
forekommet noen mutasjoner. Sammenlikningene av de sekvenserte produktene og forventet
sekvens for pKNH21B og pKNH23A er vist i henholdsvis appendiks C.1 og appendiks C.2.
De verifiserte plasmidene ble kalt pKNH21 og pKNH23.

3.2.3. Konstruksjon av pKNH22
pPKNH1 ble kuttet med restriksjonsenzymene Nsil og Ndel og separert pa gel (figur 3.6A), og
forventede fragmentstarrelser var 6,9 kb og 1,0 kb. pKNH21 ble kuttet med samme
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restriksjonsenzymer (figur 3.6B), og forventede starrelser pa fragmentene var 3,3 kb og 1,4
kb. 1,4 kb-fragmentet fra pKNH21 og 6,9 kb-fragmentet fra pKNH1ble renset fra gelen, ligert
og transformert til E.coli DHS5a. Fragmentet fra pKNH21 inneholder ECA2046 og ble ligert
inn nedstrgms for Pm-promoteren i fragmentet fra pKNH1. De transformerte cellene ble

selektert pa LA-plater med ampicillin.

Plasmider ble isolert fra koloniene pa LA-platene, og kuttet med HindlIl og Pstl for &
undersgke om det var gnsket plasmid. Forventede starrelse pa fragmentene var 5,9 kb og 2,3
kb. Transformant med forventet kuttemgnster er vist i figur 3.6C. Plasmidet fra denne

transformanten ble kalt pKNH22 og ble brukt videre til konstruksjon av pKNH24.
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Figur 3.6. Restriksjonsanalyse av plasmidene pKNH1 og pKNH21 brukt til konstruksjon av
pKNH22, og av ferdig konstruert pKNH22 for & verifisere at det er riktig plasmid. A: pKNH1
kuttet Nsil og Ndel. Forventede fragmentstarrelser var 6,9 kb og 1,0 kb. B: pKNH21 kuttet med
Nsil og Ndel. Forventede fragmentstarrelser var 3,3 kb og 1,4 kb. C. pKNH22 kuttet med

Hindl Il og Pstl. Forventet fragmentstgrrelse var 5,9 kb og 2,3 kb. GeneRuler™ DNA Ladder
mix ble brukt som standard alle tre gelene.

3.2.4. Konstruksjon av pKNH24

PKNH23 ble kuttet med HindlIl og Pstl og separert pa gel (Figur 3.7A). Forventede starrelser
pa fragmentene var 3,2 kb og 1,6 kb. 1,6 kb-fragmentet fra pKNH23 og 5,9 kb-fragmentet fra
Hindl11-Pstl-kuttingen av pKNH22 (figur 3.6C) ble renset fra gelen, ligert og transformert til
E.coli DH5a. Fragmentet fra pKNH23 inneholder ECA2047 og ble ligert inn oppstrems for
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xylS i pKNH22. De transformerte cellene ble selektert pa LA-plater med ampicillin. Plasmider
ble isolert fra koloniene pa LA-platene og kuttet med Avrll og Notl (figur 3.7B). Forventet
starrelse pa fragmentene var 4,8 kb + 2,7 kb. Transformant med forventet kuttemgnster er vist
i figur 3.7B. Plasmidet fra transformanten ble kalt pKNH24 og ble brukt videre til
konstruksjon av pKNH25.

A pKNH23  std B pknH2a  std
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Figur 3.7. Restriksjonsanalyse av plasmidet pKNH23 brukt til konstruksjon av pKNH24, og av
ferdig konstruert pKNH24 for a verifisere at det er riktig plasmid. A: pKNH23 kuttet med
Hindl11 og Pstl. Forventede starrelser pa fragmentene var 3,2 kb og 1,6 kb. 1,6 kb fragmentet
ble benyttet i videre konstruksjon av pKNH24. 1 kb DNA ladder (NEB) ble brukt som standard
ved separasjon av pKNH23. B: pKNH24 kuttet med Avrll og Notl. Forventede stgrrelser pa
fragmentene var 4,8 kb og 2,7 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard.

3.2.5. Konstruksjon av pKNH25

PHE?246 ble kuttet med Xbal og Notl og separert pa gel (figur 3.8A). De forventede
starrelsene pa fragmentene var 10,1 kb og 2,3 kb. 10,1 kb-fragmentet fra pHE246 og 4,8 kb-
fragmentet fra Avrll-Notl-kuttingen av pKNH24 (figur 3.7B) ble renset fra gelen, ligert og
transformert til E.coli S17.1. Fragmentet fra pKNH24 inneholder ECA2046, ECA2047, Pm og
xylS og fragmentet fra pHE246 inneholder oriV, oriT, lacZ og gen for resistens mot
tetracyclin og ampicillin. Cellene ble platet ut pa LA med ampicillin, og transformantene ble
overfart til en plate med LA med tetracyclin. Plasmider fra transformanter som vokste pa
tetracyclin ble isolert og kuttet med EcoRV som ville gi forventede fragmentstarrelser pa 8,8
kb, 4,0 kb og 2,0 kb, og HindIll som ville gi forventede stgrrelse pa 11 kb, 3,9 kb og 0,05 kb.
Transformant med forventet kuttemgnster er vist i figur 3.8B og 3.8C. 2 kb-fragmentet er noe
utydelig i figur 3.8B, og 0,05 kb fragmentet er ikke synlig i figur 3.8C. Plasmidet fra
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transformanten ble kalt pKNH25. Figur 3.9 viser plasmidkart av pKNH25 med

restriksjonssetene for EcoRV og HindllI.

A pHE246 g4 B std  pHNHZS C oxwzs  std
<10 kb
10 kb —
an.: —_—
 —
o —
dkbh» =
<+ 25kb e—
2kb» -—

Figur 3.8. Restriksjonsanalyse av plasmidene pHE246 brukt til konstruksjon av pKNH25, og av
ferdig konstruert pKNH25 for a verifisere at det er riktig plasmid. A: pHE246 kuttet med Xbal
og Notl. Forventede fragmentstarrelser er 10,1 kb og 2,3 kb. 10,1 kb fragmentet ble renset fra
gelen og brukt til konstruksjon av pKNH25. B. pKNH25 kuttet med EcoRV. Forventede
fragmentstarrelser var 8,8 kb, 4,0 kb og 2,0 kb. C: pKNH25 kuttet med Hindlll. Forventede
fragmentstarrelser var 11 kb, 3,9 kb og 0,05 kb. 0,05 kb fragmentet er ikke synlig pa bilde.
GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard for begge gelene.
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Figur 3.9. Plasmidkart for vektoren pKNH25 med restriksjonssetene for EcoRV og HindllIl.
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3.3 Kloning av ECA2048 nedstrgms for PmDI-8 promotoren

ECA2048 ble klonet inn nedstrgms for PmDI18-promotoren fra pIB11 DI 8 for & senere kunne
aktivere transkripsjon av dette genet og nedstremsgener, inkludert ECA2046 dersom de
tilherer samme operon, og undersgke om dette vil fare til produksjon av bakteriell Kitin.
ECA2049 som ligger oppstrams for ECA2048 i samme genklynge ble klonet inn oppstrams
for xylS for senere & kunne inkorporer XylS/Pm kassetten i genomet til E. carotovora ved
homolog rekombinering. Kloningsforlgpet er vist i figur 3.10. Oversikt over PCR-produktene

og plasmidene brukt til konstruksjon av pKNH35 er vist i appendiks B.

BSAEI SRS BstEIBsi PCR EcoRy
| [
) ]
15 14k 31 ’
N 5P / FCR
Nsilicted Patiicel
\'E\'EH’ ‘,1-515 1,613:
HindlPstl / EcoRY
HincllPsti [prnms2 | _
-\&m ]
L
Aserllblat] -m Hba/Notl
) o [ |
+ Rt

Figur 3.10. Konstruksjon av plasmid for innsetting av Pm-promotor foran ECA2048. Enzymene
de ulike plasmidene er kuttet med, og stgrrelsen pa fragmentene som blir brukt til konstruksjon
av nye plasmider er vist.

3.3.1. Konstruksjon av pKNH31 og pKNH33

ECA2048 og ECA2049 ble amplifisert ved hjelp av PCR ved bruk av primerparene
ECA2048R + ECA2048F og oppECA2048R + oppECA2048F. PCR produktet ble undersgkt
med agarose gelelektroforese, og figur 3.11 viser at produktet hadde den forventede lengden
pa ca 1,4 kb for ECA2048 (figur 3.11A) og 1,6 for ECA2049 (figur 3.11B).
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ECA
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Figur 3.11. Analyse av PCR-produkter som inneholder ECA2048 og ECA2049. A: ECA2048
amplifisert ved hjelp av PCR og undersgkt med agarose gelelektroforese. Forventet stgrrelse for
ECA2048 var 1,5 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard. B: ECA2049
amplifisert ved hjelp av PCR og undersgkt med agarose gelelektroforese. Forventet stgrrelse for
ECA2049 var 1,5 kb. 1 kb DNA ladder (NEB) ble brukt som standard. PCR-produktene ble
benyttet til konstruksjon av pKNH31 og pKNH33.

PCR-produktene for ECA2048 og ECA2049 ble renset og ligert inn i pUC128 kuttet med
EcoRV (figur 4B). Som beskrevet i seksjon 3.2.2 kan det dannes to ligeringsprodukter (A og
B) nar PCR-fragmentene ligeres inn i pUC128.

Ligeringsblandingen ble transformert til RoCl-kompentente E.coli DH5a og platet ut pa LA
med ampicillin, X-gal og IPTG.

Plasmider fra de hvite koloniene etter transformering ble isolert og undersgkt ved
restriksjonskutting og separering pa agarosegel. Plasmidet som hadde fatt ligert inn PCR-
produktet med ECA2048 ble kuttet med restriksjonsenzymet Xmnl (figur 12A). Forventede
fragmentstarrelser for ligeringsprodukt A er 2,9 kb og 1,8 kb, og forventede starrelser for
ligeringsprodukt B er 2,4 kb og 2,3 kb. Plasmidet som hadde fatt ligert inn PCR-produktet
med ECA2049 ble kuttet med restriksjonsenzymet Pstl (figur 3.12B) Forventede
fragmentstarrelser for ligeringsprodukt A er 3,2 kb og 1,5 kb, og forventede starrelse for
ligeringsprodukt B er 4,8 kb og 0,02 kb. Transformant med forventet kuttemgnster for
ligeringsprodukt A som inneholder PCR-produkt med ECA2048 er vist i figur 3.12A, og
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transformant med forventet kuttemgnster for ligeringsprodukt B som inneholder PCR-produkt
med ECA2049 er vist i figur 3.12B.

A PKNH31A std B sta  prunse

Figur 3.12. Restriksjonsanalyse av plasmidene pKNH31 og pKNH33 for a verifisere at det er
riktige plasmider. A: pKNH31 kuttet med Xmnl. De forventede fragmentstarrelser for
ligeringsprodukt A er 2,9 kb og 1,8 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard
B. pKNH33 kuttet med Pstl. De forventede fragmentstarrelser for ligeringsprodukt B er 4,8 kb
og 0,02 kb. 0,02 kb fragmentet er ikke synelig pa bilde. 1 kb DNA ladder (NEB) ble brukt som
standard.

Det innsatte DNAet i plasmidene fra transformantene med riktige fragmentstarrelser ble
sekvensert for & kunne undersgke om PCR-sekvensen er korrekt, eller om det har forekommet
noen mutasjoner under syntesen av DNA-tradene. Sekvensene ble sammenlignet med de
forventede sekvensene til pPKNH31A og pKNH33B, og det viste seg at det ikke hadde
forekommet noen mutasjoner. Sammenlikningene av de sekvenserte produktene og forventet
sekvens for pKNH31A og pKNH33B er vist i henholdsvis appendiks C.3 og appendiks C.4.
De verifiserte plasmidene ble kalt pKNH31 og pKNH33.

Problemer ved konstruksjon av pKNH31
Det oppsto noen problemer ved konstruksjon av pKNH31. | farste omgang stemte ikke

kutteproduktene overens med de forventede produktene. Ved kutting med Xmnl viste
separasjonen pa gelen et produkt med en starrelse pa ca 5 kb. Sekvensering av det innsatte
DNAet i plasmidet viste at det ikke inneholdt ECA2048, men hadde samme sekvens som den
forventede sekvensen til PCR-produktet med genet ECA2049. Kutting av dette plasmidet med
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Xmnl vil da gi et forventet kutteprodukt med starrelse 4,7. Figur 3.13 viser fem plasmider
isolert fra hvite kolonier og kuttet med Xmnl. Det var i utgangspunktet forventet a veere
plasmider som hadde fatt ligert inn PCR-produktet med ECA2048. Plasmid 2 og 4 har en
fragmentstarrelse pa ca 3,2 og antas a veere pUC128 som har blitt ligert uten innsatt fragment.
Plasmid 1, 3 og 5 har en fragmentstarrelse pa ca 5, noe som da tyder pa at det er plasmid som
har fatt satt inn PCR-produkt med genet ECA2049 amplifisert med primerparet
ECA0pp2048F + ECA0pp2048R.

1 2 3 4 5 std

< 5kb
“3kb

Figur 3.13. Restriksjonsanalyse av plasmider med PCR-produkt som inneholder ECA2049, og
pUC128 uten innsatt fragment. Plasmidene er kuttet med Xmnl. Forventet fragmentstgrrelse for
plasmid som inneholder PCR-produkt med ECA2049 var 4,7 kb, og er visti brenn 1, 3 og 5.
Forventet fragmentstarrelse for puC128 uten innsatt PCR-produkt var 3,2 kb, og er vist i brann
2 og 4. Plasmidene var forventet & inneholde PCR-produktet med ECA2048, og forventede
fragmentstarrelser ville da veert 2,9 kb og 1,8 kb (A), eller 2,4 kb og 2,3 kb (B). 1 kb DNA ladder
(NEB) ble brukt som standard.

Primerparet som skulle amplifisert ECA2048 var altsa identisk med primerene ECAopp2048F
og ECAopp2048R som amplifiserer produkt med genet ECA2049. Det gikk derfor med mye
tid til & konstruere og undersgke plasmider som var forventet & inneholde PCR-produkt med
genet ECA2048. Det ble bestilt nye primere, og med disse gikk konstruksjon av pKNH31

(beskrevet over) uten problemer.

3.3.2. Kontruksjon av pKNH32

PKNH31 ble kuttet med Pstl og Ndel og separert pa gel (figur 3.14A). Forventede starrelser
pa fragmentene var 3,2 kb og 1,5 kb. 1,5 kb-fragmentet fra pKNH31 ble renset fra gelen og
ligert sammen med 6,9 kb-fragmentet fra pKNH1 (figur 3.6A) far ligeringsblandingen ble
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transformert til E.coli DH5a. Fragmentet fra pKNH3 1 inneholder ECA2048 og ble ligert inn
nedstrgms for Pm-promoteren i fragmentet fra pKNH1. De transformerte cellene ble selektert
pa LA-plater med ampicillin.

Plasmider ble isolert fra koloniene pa LA-platene, og kuttet med HindlIl og Pstl for &
undersgke om det var gnsket plasmid (figur 3.14B). Forventede starrelser pa fragmentene var
6,1 kb og 2,3 kb. Transformant med forventet kuttemgnster er vist i figur 3.14B. Plasmidet fra
denne transformanten ble kalt pKNH32, og ble brukt videre til konstruksjon av pKNH34.

std PKNH32

A std  pKNH31 B

3kb» 25kb»

—— —

1,5kh »

———

Figur 3.14. Restriksjonsanalysen av pKNH31 brukt til konstruksjon av pKNH32, og av ferdig
konstruert pKNH32 for & verifisere at det er riktig plasmid. A: pKNH31 kuttet med Pstl og
Ndel. Forventede fragmentstgrrelser var 3,2 kb og 1,5 kb. 1,5 kb fragmentet ble benyttet til
videre konstruksjon av pKNH32. B. pKNH32 kuttet med Hindll1 og Pstl. Forventet
fragmentstarrelse var 6,1 kb og 2,3 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard
for begge gelene.

3.3.3. Konstruksjon av pKNH34

PKNH33 ble kuttet med HindlIl og Pstl og separert pa gel (figur 3.15A). Forventede
starrelser pa fragmentene var 3,2 kb og 1,5 kb. 1,5 kb-fragmentet fra pKNH33 og 6,1 kb-
fragmentet fra HindI11-Pstl-kuttingen av pKNH32 (figur 3.14B) ble renset fra gelen, ligert og
transformert til E.coli DH5a. Fragmentet fra pKINH33 inneholder ECA2049 og ble ligert inn
oppstrems for xylS i pKNH32. De transformerte cellene ble selektert pa LA-plater med

ampicillin. Plasmider ble isolert fra koloniene pa LA-platene og kuttet med Avrll og Notl.
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Forventet starrelse pa fragmentene var 4,9 kb + 2,7 kb. Transformant med forventet
kuttemgnster er vist i figur 3.15B. Plasmidet fra denne transformanten ble kalt pKNH34, og
ble brukt til videre konstruksjon av pKNH35.

A std  pKNH33 B sta pKNH34

5kb»
Jkb»

Jkb-»

1.5kb »

Figur 3.15. Restriksjonsanalysen av pKNH33 brukt til konstruksjon av pKNH34, og av ferdig
konstruert pKNH34 for & verifisere at det er riktig plasmid. A: pKNH33 kuttet med Hindl11 og
Pstl. Forventede sterrelser pa fragmentene var 3,2 kb og 1,5 kb. 1,5 kb fragmentet ble benyttet i
videre konstruksjon av pKNH24. B: pKNH34 kuttet med Avrll og Notl. Forventede stagrrelser
pa fragmentene var 4,9 kb og 2,7 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard for
begge gelene.

3.3.4. Konstruksjon av pKNH35

4,9 kb-fragmentet fra Avrli-Notl-kuttingen av pKNH34 (figur 3.15B) ble renset fra gelen og
ligert sammen med 10,1 kb-fragmentet fra pHE246 (figur 3.8A) far ligeringsblandingen ble
transformert til E.coli S17-1. Fragmentet fra pKNH34 inneholder ECA2048, ECA2049,
PmDI8 og XylS. Cellene ble platet ut p LA med ampicillin, og koloniene som vokste pa LA-
platen ble overfart til en LA-plate med tetracyclin. Plasmider fra koloniene som vokste pa
tetracyclin ble isolert og kuttet med EcoRV som ville gi forventede fragmentstarrelser pa 8,9
kb, 4,0 kb og 2,0 kb. Transformant med forventet kuttemgnster er vist i figur 3.16. Plasmidet
fra denne transformanten ble kalt pKNH35. Figur 5.17 viser plasmidkart av pKNH35 med

restriksjonssetene for ECORV.
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stid PENH35

Figur 3.16. Restriksjonsanalyse av pKNH35 for a verifisere at det er riktig plasmid. pKNH35 ble
kuttet med EcoRV, og forventede fragmentsterrelser var 8,9 kb, 4,0 kb og 2,0 kb. GeneRuler™
DNA Ladder mix ble brukt som standard.
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Figur 3.17. Plasmidkart for vektoren pKNH35 med restriksjonsseter for ECORV.

3.4. Overfgring av pKNH25 og pKNH35 til E.carotovora
Rekombineringsvektorene pKNH25 og pKNH35 kan brukes til & kontrollere ekspresjon av
gener nedstrems for PmDI-8 promotoren. Dette kan gjgres ved overfgring av vektorene til
E.carotovora og rekombinering mellom homologe sekvenser. VVektorene er avhengig av TrfA
for & kunne replikere, og kan derfor replikere i E. coli $17.1 som uttrykker dette proteinet,
men de kan ikke replikere i E.carotovora uten a ha blitt integrert i kromosomet. pKNH25

inneholder ECA2046 og ECA2047 fra E.carotovora, og gnsket mutant etter rekombinering
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med pKNH25 har fatt innkorporert PmDI-8 og xylS oppstrems for ECA2046, og samtidig
mistet resten av plasmidet (figur 3.18A). pKNH35 inneholder ECA2048 og ECA2049 fra
E.carotovora, og gnsket mutant etter rekombinering med pKNH35 har fatt inkorporert PmDI-
8 og xylS oppstrems for ECA2048 i tillegg til & ha mistet resten av plasmidet (figur 3.18B).
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Figur 3.18. Genkart som viser gnskede mutanter etter rekombinering. A: E.carotovora
rekombinert med pKNH25. Pm er inkorporert oppstrgams for ECA2046 (merket AT/CHS).
Primersetene for ECPm2046F/R er vist med grgnne piler. B: E.carotovora rekombinert med
pKNH35. Pm er inkorporert oppstrems for ECA2048. Primersetene for ECPm2048F/R er vist
med grgnne piler.

3.4.1. Dyrking av E. carotovora pa LA med X-gal
Det var gnskelig a undersgke om bla-hvit seleksjon kunne benyttes for a selektere for celler
som har fatt overfert og inkorporert pKNH25 eller pKNH35, og senere mistet deler av

plasmidet ved videre rekombinering. Disse vektorene inneholder genet for B-galactosidase
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(lacZ) som spalter X-gal, og det blir dannet bla kolonier. Dersom dyrking av E.carotovora pa

LA med X-gal gir hvite kolonier, kan bla-hvit seleksjon benyttes.

Overnattskultur av E.carotovora ble platet ut pa LA med 60 pl X-gal og inkubert i 30 °C.
Etter et dagn ble det observert bla kolonier pa platen. Dette tyder pa at E.carotovora
produserer [3-galactosidase. Sgk i NCBI databasen med lacZ i genomet til E.carotovora
bekrefter at bakterien inneholder dette genet som koder for f-galactosidase (YP_049595.1).

Det kan ikke benyttes bla-hvit seleksjon for a selektere bakterier som har fatt overfart
pKNH25 eller pKNH35. Vektorene inneholder ogsa genet som koder for tetracyclinresistens,
sa det er mulig & benytte dette til seleksjon.

3.4.2. Elektroporering

pKNH25 og pKNH35 ble forsgkt overfort til elektrokompentente E.carotovora celler ved
elektroporering (se seksjon 2.14) og platet ut pa LA med tetracyclin. Det ble ikke observert
vekst pa platene. Dette kunne skyldes darlig overfaringsfrekvens, darlig
rekombineringsfrekvens, eller for hgye konsentrasjoner av tetracyclin.

3.4.2.1. Undersgke hvilken tetracyclinkonsentrasjon som egner seq best til selektering

Plasmidet pHE145 ble overfort til elektrokompentente E.carotovora celler ved
elektroporering. pHE145 inneholder genet for tetracyclinresistens, og er et bredspektret
plasmid som skal kunne replikere i E. carotovora. 200 ul elektroporerte cellene ble platet ut
pa LA med ulike konsentrasjoner av tetracyclin for & undersgke hvilken konsentrasjon som
egner seg best til & selektere elektroporerte E.carotovora celler. Konsentrasjonene av
tetracyclin pa de ulike platene var 1 pug/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml og 15 pg/ml. Det ble
ogsa laget negative kontrollplater med E.carotovora uten pHE145. Platene ble inkubert i 30

°C varmeskap.

Etter et degn var det vekst pa platene med elektroporerte celler med
tetracyclinkonsentrasjonene 1 pg/ml, 2,5 pg/ml og 5 pg/ml. 1 tillegg var det vekst pa
kontrollplatene uten plasmid, med konsentrasjonene 1ug/ml og 2,5ug/ml tetracyclin. Etter 2

dagn var det ogsa vekst pa platen med celler med pHE145 og tetracyclinkonsentrasjon 10
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ug/ml, og noen fa kolonier pa platen med 15 pg/ml. Antall kolonier med pHE145 pa platen
med 10 pg/ml tetracyclin var 1063. Ut ifra disse resultatene ble 10 pg/ml tetracyclin brukt
videre for selektering av E.carotovora celler som har tatt opp pKNH25 og pKNH35 ved

elektroporering.

3.4.2.2. Overfgring av pKNH25 ved elektroporering

pPKNH25 ble overfart til tre paralleller av elektrokompetente E.carotovora celler ved
elektroporering. Elektroporerte celler ble inkubert i 30 °C risteinkubator i 40 minutter, 3 timer
og over natt. 100 pl cellekultur fra de tre parallellene med ulik inkuberingstid ble platet ut
ufortynnet og konsentrert pa LA med tetracyclin og inkubert i 30 °C varmeskap.
Overnattskulturen ble i tillegg fortynnet 1:1 og 1:10.

Det ble ikke observert vekst pd noen av platene etter inkubering i 5 dager.

3.4.3. Konjugering

Resultatene tydet pa lav elektroporeringsfrekvensen ved elektroporering til E.carotovora, som
gjer det lite sannsynlig med rekombinering mellom vektorene og genomet til E.carotovora.
For 4 lgse dette var det gnskelig & forsgke a overfgre vektorene via konjugering mellom E.
coli S17.1 som inneholder vektorene, og E. carotovora. For & kunne benytte seg av
konjugering var det ngdvendig & kunne selektere mellom E. carotovora og E. coli. Det ble
derfor laget kanamycinresistente E. carotovora-celler ved a sette inn et gen for

kanamycinresistens pa et transposon.

3.4.3.1. Tillaging av kanamycinresistente E.carotovora-celler for bruk til konjugering

Plasmidet pMS11 som inneholder genet for kanamycinresistens pa et transposon ble overfart
til elektrokompentente E.carotovora celler ved elektroporering. Cellene ble platet ut pa LA

med kanamycin og inkubert i 30 °C varmeskap.

Etter to dager ble det observert 3 kolonier pa platen. Den ene ble benyttet videre til
konjugering med E.coli, og ble kalt E.carotovora ::TnMS11,
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3.4.3.2. Overfgring av pKNH25 og pKNH35 ved konjugering
100 pl overnattskultur av E.carotovora ::TnMS11 ble inokulert i 10 ml LB med kanamycin

og inkubert i 30 °C risteinkubator i ca 5 timer. 100 pl av overnattskultur av E.coli S17.1 med
PKNH25 eller pKNH35 ble innokulert i 10 ml LB med tetracyclin i 37 °C risteinkubator i ca

2 timer.

Konjugering mellom E.carotovora ::TnMS11 og E.coli S17.1 ble gjennomfart som beskrevet

i seksjon 2.15.

Koloniene som vokste pa platene med bade kanamycin og tetracyclin var E.carotovora-celler
som sannsynligvis hadde fatt overfart og integrert pKNH25 eller pKNH35, og dermed genet
for tetracyclinresistens. Det ble observert flere kolonier (>50) av tetracyclinresistente
bakterier som trolig hadde fatt overfart pkKNH25, og en koloni som trolig hadde fatt overfart
pKNH35.

3.4.4. Videre rekombinering for a fa dannet gnskede mutanter

Koloniene som vokste pa bade tetracyclin og kanamycin er E.carotovora ::TnMS11 som har
fatt integrert hele plasmidet ()KNH25 eller pKNH35) i genomet ved homolog rekombinering.
For & fa dannet mutantene vist i figur 3.18 er det ngdvendig med videre rekombinering.
Bakteriene med de integrerte plasmidene ble derfor dyrket videre, og det ble selektert for
mutanter som har mistet det integrerte plasmidet slik at enten villtypekromosomet eller
kromosom med mutasjon foran ECA2046 eller ECA2048 var blitt dannet. Disse mutantene har
blant annet mistet genet for tetracyclinresistens, sa selektering av disse kan gjeres ved a
undersgke om det har blitt dannet noen kolonier som ikke vokser pa tetracyclin. Kolonier uten
tetracyclinresistens kan undersgkes ved PCR for & finne ut om PmDI-8 og xylS har blitt

integrert.

Videre rekombinering ble gjennomfart som beskrevet i seksjon 2.15.

Kolonier uten tetracyclinresistens ble undersgkt ved PCR, og PCR-produktene ble separert
med agarose gelelektroforese. Primerparet ECPm2046F + EcPm2046R ble brukt for &
undersgke mutanter som hadde fatt integrert pKNH25, og ville gitt et fragment med starrelse

2,2 kb for gnsket mutant etter videre rekombinering, og et fragment med starrelse 0,4 kb for
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villtype eller revertant. Primerparet ECPm2048F + EcCPm2048R ble brukt for & undersgke
mutanter som hadde fatt integrert pKNH35, og ville ogsa gitt et fragment med starrelse 2,2 kb
for gnsket mutant etter videre rekombinering, og starrelse 0,4 kb for villtype eller revertant.

Primersetene er merket med grgnne piler i figur 3.18.

Det ble funnet 7 kolonier av mutantene som hadde fatt integrert pKNH25 (PmDI-8 foran
ECA2046) som ikke vokste pa tetracyclin etter videre rekombinering. Ved analyse av PCR-
produktene fra disse koloniene pa agarosegel viste det seg at en av koloniene hadde den
forventede fragmentsterrelsen fra den gnskede mutanten. Denne ble kalt E. carotovora
KNH25, og er vist i figur 3.20.

For mutanten som hadde fatt integrert pKNH35 (PmDI-8 foran ECA2048) ble det funnet 26
kolonier som ikke vokste pa tetracyclin. Disse ble undersgkt ved PCR, og ingen av koloniene
hadde den forventede fragmentstarrelsen til den gnskede mutanten. Analyse av PCR-produkt
for en av mutantene som viste seg a ha forventet kuttemgnster for revertanter er vist i figur
3.20 (merket KNH35%).

KNH35" std KNH25

2,5kbh »
2 kb >

Figur 3.20. Analyse av PCR-produkter fra videre rekombinering av mutanten som hadde fatt
integrert pKNH35 (merket KNH35%*), og fra mutanten E.carotovora KNH25. Forventet stgrrelse
pa fragmentene for begge de gnskede mutantene var 2,2 kb, og forventet stgrrelse for
revertanter var 0,4 kb. GeneRuler™ DNA Ladder mix ble brukt som standard.
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3.5. Aktivere transkripsjon fra PmDI-8 og analyse av produsert stoff

Det var gnskelig a aktivere transkripsjon fra PmDI-8-promotoren i E.carotovora KNH25 for &
undersgke om ekspresjon av ECA2046 og eventuelt ECA2045 farer til produksjon av
bakteriell kitin. For & aktivere PmDI-8 ble induseren m-toluat tilsatt ved dyrking av mutanten.
For & undersgke om det var blitt produsert bioflukkulanter ble flokkuleringsaktiviteten malt
som beskrevet i seksjon 2.5. Produsert stoff ble ogsa felt med etanol, dialysert og frysetarket.
Det frysetorkede produktet ble undersgket ved *H NMR.

3.5.1. Dyrking av bakteriekultur i medium med m-toluat

50 pl overnattskultur av E.carotovora KNH25 i LB ble overfart til 50 ml LB tilsatt 2 %
glukose og m-toluat til konsentrasjonene 0,1 mM, 0,25 mM og 0,5 mM og inkubert i 30 °C
risteinkubator i to degn. Bakteriekulturen ble sentrifugert i 20 minutter ved 6000 rpm for &

fjerne cellene.

3.5.2. Madling av flokkuleringsaktivitet

Supernatanten fra dyrkingen av mutanten i 0,1 mM og 0,5 mM m-toluat ble brukt til & male
flokkuleringsevne som beskrevet i seksjon 2.5. Resultatene (tabell 3.2) viste ingen
flokkuleringsaktivitet. Dette tyder da pa at det ikke er produsert noen bioflokkulanter fra

mutanten, eventuelt er det produsert i sveert sma mengder som ikke er malbare.

Tabell 3.2. ODgy fra E.coli resuspendert i supernatanten fra E.carotovora KNH25 dyrket i 0,1
mM og 0,5 mM m-toluat, sammenlignet med ODs;,, fra kontrollprgven etter 2 timer og over natt.
Flokkuleringaktiviteten (1) er regnet ut fra gjennomsnittsverdien til parallellene og verdiene til
kontrollpreven.

ODey etter 2 timer ODgyo OVver natt
0,1 mM m- 0,5 mM m- 0,1 mM m- 0,5 mM m-
toluat toluat toluat toluat
Kontroll 2,58 2,38
Prgve 1 2,50 2,71 2,06 2,46
Prave 2 2,49 2,60 2,41 2,24
Prgve 3 2,63 2,47 2,27 2,48
Gjennomsnitt 2,54 2,59 2,25 2,39
Flokkuleringsaktivitet | 1,5 % 0 55% 0
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3.5.3. Etanolfelling, dialyse og frysetgrking
Supernatanten fra E.carotovora KNH25 dyrket i 0,1 mM, 0,25 mM og 0,5 mM m-toluat, og
supernatanten fra villtypen dyrket i acetatmedium ble felt med etanol og dialysert som

beskrevet i seksjon 2.16. Alle fire pravene felte ut med etanol.

Etter dialyse ble det observert udefinerbare klumper i dialyseslangene med de opplgste

utfellingene fra supernatanten fra dyrkingen i 0,25 og 0,5 mM m-toluat (figur 3.21).

A

Figur 3.21. Observasjoner fra dialyseslangene med utfellingene fra supernatanten fra
E.carotovora KNH25 dyrket i 0,5 mM m-toluat (A) og 0,25 mM m-toluat (B).

De dialyserte produktene ble frysetarket over tre netter. Det frysetarkede stoffet ble veid, og
det var 36 mg stoff fra preven dyrket i 0,1 mM m-toluat, 32 mg fra prgven dyrket i 0,25 mM
m-toluat, 34 mg fra prgven dyrket i 0,5 mM m-toluat og kun 1 mg fra villtypen dyrket i

acetatmedium.

3.5.4. 1H NMR analyse av frysetgrket stoff (utfert av Marit Syversveen)

33 mg av stoffet fra prgven dyrket i 0,5 mM m-toluat ble tilsatt 3,3 ml 99,9 % tungtvann
(D,0). Kitosan kan veere vanskelig a lgse, dette er avhengig av kjedelengde og
acetyleringsgrad. Stoffet lgste seg straks det ble tilsatt D,0O, og dette tyder pa at dersom stoffet
er kitosan har det sannsynligvis kort kjedelengde. I dette tilfellet er det ikke ngdvendig a bryte
ned stoffet med NaNO, far NMR.
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Da pH skulle senkes for klargjgring til NMR felte prgven ut ved pH 4,2. Dette tyder pa at
stoffet sannsynligvis ikke er kitosan. Lasningen ble oppjustert til ca 5 og analysert ved *H
NMR. NMR-spekteret er vist i figur 3.22.

Et '"H NMR-spekter for kitosan er vist i figur 2.2. Kitosan har vanligvis topper pa ca 4,5 ppm
0g 4,85 ppm som indikerer H-1 pa henholdsvis GIcNAc og GIcN, en topp pa ca 3,15 ppm
som indikerer H-2 pa GIcN, og en relativt stor topp (sammenlignet med de andre toppene) pa
ca 2 ppm som indikerer acetyl-protonene pa GIcNAc. Topper mellom 3,5 og 4 ppm indikerer
H-3, H-4, H-5 og H-6 pa bade GIcNAc og GIcN, og H-2 pa GlIcN [46, 47]. Disse toppene er
typisk for polysakkarider.

Spekteret i figur 3.22 viser mange uliker topper, og det tyder pa at det er en blanding av flere
ulike stoffer. Det likner ikke et typisk kitosan-spekter, men det kan likevel ikke utelukkes at
det er sma mengder kitosan til stede grunnet sma topper ved de nevnte omradene. Det kan
derimot se ut til at det kan vaere en annen polymer til stede i stoffet som felte ut med etanol,

grunnet tydelige topper mellom 3,5 og 4 ppm.

Det var gnskelig a fjerne stoffene som felles ut ved senking av pH, og undersgke om det var
andre stoffer igjen praven som var lgselige ved lav pH, og da gjere en ny NMR-analyse for &

se om det ville gi et mer tydelig spekter.

66 mg av det frysetgrkede stoffet som var igjen fra pravene dyrket med m-toluat til stede ble
lgst i 5 ml ionefritt vann og pH ble senket til 3,5 med 0,1 M HCI. pH til lgsningen etter den
var lgst i ionefritt vann var 4,45, og ved pH 4,31 begynte prgven a felle ut (20 pl 0,1 M HCI
tilsatt). Lesningen med pH 3,5 ble sentrifugert ved 6000 rpm i 30 minutter for a fjerne
utfellingen. Supernatanten ble fryseterket og stoffet ble veid, og det viste seg at det var 35 mg
igjen etter at utfellingen var fjernet (53 % av den totale mengden stoff). Stoffet ble klargjort
for NMR og analysert (se seksjon 2.17). *H NMR-spekteret er vist i figur 3.23.
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Figur 3.22. 'H NMR-spekter av frysetarket stoff som ble felt ut med etanol fra supernatanten til
E.carotovora KNH25.
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Figur 3.23. "H NMR-spekter av frysetarket stoff som ble felt ut med etanol fra supernatanten til
E.carotovora KNH25 etter a ha fjernet stoffer som felles ut ved pH 3,5-4,3.
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Det ble ikke observert betydelige forskjeller pa NMR-spektrene i figur 3.22 og 3.23, men
spekteret i figur 3.23 er noe renere. Proteiner har ofte mange topper fordelt pa hele spekteret
grunnet protonene pa de ulike aminosyrene [44], sa det kan tyde pa at det er proteiner som har
blitt felt ut.

3.5.5. Sammenlikning av villtype og mutant

Det var gnskelig & undersgke om det ogsa ble produksjon av stoffer som kan felles med etanol
fra villtypen, eller om dette var kun tilfellet fra mutanten E. carotovora KNH25. Det var ogsa
interessant og finne ut om det var aktiveringen av PmDI-8 promotoren, og dermed ECA2046
og eventulet ECA2045 ved tilsetting av m-toluat som farte til produksjon av det observerte

stoffet, eller om dette ble produsert ogsa uten induser til stede.

25 pl overnattskultur av E. carotovora KNH25 og villtypen ble inokulert i 25 ml LB tilsatt 2
% glukose. En kolbe med villtypen og en med KNH25 ble tilsatt 0,25 mM m-toluat, mens en
kolbe med hver av stammene ble dyrket uten induser. Prgvene ble inkubert i 30 °C
risteinkubator i to degn. Bakteriekulturene ble sentrifugert i 20 minutter ved 6000 rpm for &
fjerne cellene. Stoffer fra supernatantene ble felt med etanol, dialysert og frysetarket som
beskrevet i seksjon 2.16. | dette tilfellet ble det ikke observert klumper i noen av
dialyseslangene. Det tgrkede stoffet ble veid og resultatene (tabell 3.3) viser at det blir
produsert tilneermet like mye stoff som felles med etanol fra bade villtypen og mutanten,

uavhengig av om induser var tilsatt.

Tabell 3.3. Mengde frysetarket stoff fra villtype og mutanten KNH25 dyrket i samme medium
med og uten m-toluat.

E.carotovora Med 0,25 mM m-toluat Uten m-toluat
Villtype 14 mg 14 mg
KNH25 14 mg 13 mg

Ut ifra disse resultatene ser det ikke ut til at aktivering av ECA2046 og eventuelt ECA2045
farer til gkt produksjon av noe stoff i supernatanten som kan felles ut med etanol.
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5. Diskusjon

Ved overfgring av pKNH25 og pKNH35 til E. carotovora ved elektroporering var trolig
elektroporeringsfrekvensen sveert lav, og det var dermed lite sannsynlig at plasmidene kunne
integreres i genomet ved homolog rekombinering. Vektorene ble derfor forsgkt overfert ved
konjugering mellom E.coli S17.1 og E. carotovora ::TnMS11, noe som viste seg a vare
vellykket. Ved videre rekombinering ble det dannet en gnsket mutant, kalt E. carotovora
KNH25 som hadde fatt satt inn PmDI-8 og xylS oppstrams for. Ingen gnskede mutanter med
PmDI-8 og xylS oppstrems for ECA2048 ble funnet, og det var derfor ikke mulig & undersgke
om aktivering av hele det antatte operonet ville fgre til produksjon av bakteriell kitin.
Sannsynligheten for a finne gnskede mutanter hadde nok veert starre ved bruk av et annet
seleksjonsystem. Mye tid gikk med til & overfare kolonier til plater med og uten tetracyclin, i
tillegg til at disse matte innkuberes i to dggn far man kunne observere om koloniene vokste
eller ikke. Det var i utgangspunktet tenkt & bruke bla-hvit seleksjon med X-gal som substrat
for & unnga dette problemet, da ville aktuelle kolonier veert hvite ved utplating pa LA med X-
gal grunnet tap av lacZ genet. Dette var ikke mulig da det viste seg at dyrking av E.
carotovora pa plater med X-gal ga bla kolonier. Sgk i NCBI databasen bekreftet ogsa at
genomet til E.carotovora inneholder lacZ. En lgsning kunne vert og undersgkt om det hadde
veert mulig & benytte seg av bla-hvit seleksjon med X-gluc som substrat. | dette tilfellet kunne
rekombineringsvektorene inneholdt genet som koder for B-glukuronidase som hydrolyserer
X-gluc og danner et blatt produkt [48]. Et annet alternativ kunne veert sjekke om SacB-
systemet ville fungert. sacB genet koder for enzymet levansucrase, som har vist seg a fare til
lysering av ulike gram negative bakterier eller inhibering av vekst dersom det dyrkes pa
medium som inneholder 5 % sukrose [49]. Ved & konstruere rekombinerinsvektorer som
inneholder sacB kunne celler som hadde mistet de gnskede delene av plasmidet ved videre
rekobinering selekteres ved a plate ut kulturen pa et medium som inneholder 5 % sukrose.
Dersom en av disse seleksjonsmetodene kan benyttes i E. carotovora ville det veert sveert
tidsbesparende sammenliknet med tetracyclin-seleksjon, og det ville gitt muligheten til &

undersgke mange flere kolonier med PCR.

E. carotovora villtypen ble forsgkt dyrket i medium med acetat som karbonkilde, da dette har
vist seg a vere effektivt for produksjon av kitosanlignende bioflokkulanter i andre bakterier

[20, 21]. Resultatene fra malingene av flokkuleringsaktiviteten viste ingen aktivitet, noe som
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tyder pa at det ikke er noen produksjon av bioflokkulanter.. Undersgkelser av supernatanten
fra mutanten E. carotovora KNH25 hvor transkripsjon fra PmDI-8 var aktivert viste heller
ingen flokkuleringsaktivitet. Dette tyder da pa at det heller ikke har blitt produsert kitosan
eller noen annen bioflokkulant fra mutanten, og at aktivering av kun ECA2046 og eventuelt

ECA2045 da mest sannsynlig ikke farer til produksjon av en funksjonell kitin syntase.

Det ble utfgrt etanolfelling av supernatanten fra E.carotovora KNH25 dyrket med
tilstedeveerelse av ulike konsentrasjoner av m-toluat, og fra supernatanten fra villtypen dyrket
i acetatmedium for & undersgke om det ga utfelling. Det ble observert utfelling fra alle
prevene. Etter dialyse av det utfelte stoffet ble det observert klumper i dialyseslangene med
utfellingen fra E.carotovora KNH25 dyrket i 0,25 og 0,5 mM m-toluat. Det er vanskelig a
identifisere hva disse klumpene kan vaere, men det kan se ut som sopp. Som bildene i figur
3.20 viser er det dannet mest i preven fra dyrkingen i 0,5 mM m-toluate, mens klumpen fra
0,25 mM m-toluat er vesentlig mindre. Ut ifra disse observasjonene kan det se ut til at
konsentrasjonen av m-toluat pavirker dannelsen av disse udefinerbare klumpene, men dette
kan selvfalgelig ogsa veere tilfeldigheter. Etter dyrking av villtypen og mutanten pa nytt i
samme medium med og uten m-toluat (0,25 mM) ble det ikke observert dannelse av klumper
ved dialyse. Disse resultatene tyder da pa at klumpene ikke er reproduserbare, og at de farste
observasjonene mest sannsynlig var tilfeldig. For a bekrefte dette ber mutanten og villtypen
ogsa forsgkes og dyrkes pa nytt med 0,5 mM m-toluat for & undersgke om denne
konsentrasjonen vil gi dannelse av klumper, og om det i sa fall kun vil vaere fra mutanten eller

ogsa fra villtypen.

Ved veiing av det frysetgrkede stoffet fra E. carotovora KNH25 dyrket med ulike
konsentrasjoner av m-toluat viste det seg at det var liten variasjon av mengde stoff som kan
felles ut med etanol (fra 32-36 mg). Dette tyder da pa at produksjonen av dette stoffet ikke
blir pavirket av ulike konsentrasjoner av m-toluat. Etter dyrking av bade villtypen og
mutanten i samme medium, og med og uten m-toluat viste det seg at det ble produsert like
store mengder stoff som kan felles ut med etanol fra bade mutanten og villtypen, uavhengig
av tilstedeveaerelsen av m-toluat. Dette indikerer da at aktivering av transkripsjon fra PmDI-8 i
E. carotovora KNH25 ikke ga noen gkt produksjon av stoffer som kan felles ut med etanol

sammenliknet med villtypen.
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Det frysetgrkede stoffet fra mutanten ble undersgkt ved *H NMR. Da pH skulle senkes for
klargjering til *H NMR felte praven ut. Kitosan er lgselig ved lav pH, sé stoffet som feller ut
er sannsynligvis ikke kitosan eller en kitosanlignende polymer. pH ble oppjustert for at stoffet
skulle lgses for det ble gjennomfart *H NMR-analyse. Etter fjerning av stoffene som felles ut
ved pH ned til 3,5 fra resten av det frysetarkede produktet viste det seg at 53 % av den totale
mengden etanolfelt stoff var lgselig ved pH 3,5, og dette stoffet ble ogs& undersgkt med *H
NMR. NMR-spekterene i figurene 3.22 og 3.23 viser ingen stor forskjell etter fjerning av
stoffene som felles ut ved lav pH, men spekteret i figur 3.23 som viser stoffet som kun var
lzselig ved lav pH er noe renere. Det er sannsynlig at det er proteiner som kan ha blitt felt ut
siden disse kan ha topper fordelt utover hele spekteret grunnet protonene pa de ulike
aminosyrene. NMR-spekterene viste mange ulike topper, og det er vanskelig a identifisere
hvilket stoff som er til stede, mest sannsynlig er det en blanding av flere stoffer. NMR-
spekteret lignet ikke et typisk NMR-spekter for kitosan om er vist i figur 2.2. Resultatene fra
NMR-analysen, og det faktum at ingen aktivitet ved maling av flokkuleringsaktivitet ble
observert, virker det sveert lite trolig at det er blitt produsert kitosan eller kitosanlignende
polymerer. Det er derimot sannsynelig at det kan ha blitt produsert en annen polymer som
felles med etanol og er lgselig ved pH 3,5. Toppene i NMR-spekteret mellom 3,5 ppm og 4
ppm er typisk for mange polysakkarider, grunnet protonene pa sukkermonomerene. Selv om
det ikke tyder pa at det er kitosan til stede hadde det vert interessant a undersgke produktet

narmere, og preve a identifisere en mulig polymer.

Som nevnt tyder ikke malingene av flokkuleringsaktiviteten eller *H NMR-analysen pa at det
er produsert en kitosanlignende polymer. Nar det heller ikke forekommer noen gkning i
produsert stoff ved aktivering av ECA2046 og eventuelt ECA2045, er det ut ifra disse
resultatene lite sannsynlig at aktivering av disse genene alene farer til en funksjonell kitin
syntase. Det ser heller ikke ut til at produksjonen av en eventuelt annen polymer kommer av
aktivering av transkripsjon fra PmDI-8 i E. carotovora KNH25. Selv om resultatene ikke
indikerer noen tilstedeveerelse av kitin syntase kan enzymet likevel ha blitt dannet, men at
enzymaktiviteten er avhengig av produktene fra ECA2047 og/eller ECA2048, eller eventuelt
produkt fra andre co-regulerte gen i samme genklynge eller andre steder i genomet som ikke
er uttrykt. Dersom ekspresjon eller aktiviteten til den eventuelle kitin syntasen er avhengig av
ECA2047 og/eller ECA2048 kan dette undersgkes med samme metoder benyttet i denne

oppgaven dersom man far laget mutanten med PmDI-8 foran ECA2048. Det kunne ogsa veert
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interessant a forsgke & aktivere ECA2046 in vitro, og undersgke om dette vil fare til
produksjon av en aktiv kitin syntase. Det har vist seg at CSl i S. cerevisiae er den Kitin
syntasen med starst aktivitet in vitro, mens den ikke har noen stor aktivitet in vivo [19]. Dette
kan ogsa veere tilfelle for den antatte kitin syntasen i E. carotovora. CSlI!I er den Kitin
syntasen i S. cerevisiae som star for produksjonen av over 90 % av celluler kitin, men
aktiviteten til dette enzymet er avhengig av produktene til flere andre gener [19]. Dette
forsterker ogsa sannsyneligheten for at aktivering av kun ECA2046 og eventuelt ECA2045

ikke er tilstrekkelig for at det antatte enzymet er aktivt in vivo.
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6. Konklusjon

Dannelsen av mutanten som inneholder PmDI-8 og xyIS oppstrems for ECA2046 var
vellykket og mutanten ble kalt E. carotovora KNH25. Aktivering av transkripsjon fra PmDI-8
promotoren i mutanten farte ikke til produksjon av bioflokkulanter, og *H NMR-analyser av
stoffet som ble felt ut med etanol viste ikke noe tydelig spekter som er typisk for kitosan, men
tyder pé at det kan vzre en blanding av ulike stoffer. ‘H NMR-spektrene tyder derimot pa at
det kan vaere en annen polymer til stede. Det er likevel lite trolig at denne mulige polymeren
blir produsert grunnet aktivering av transkripsjon av ECA2046 og eventuelt ECA2045 da det
blir produsert like store mengder stoff som kan felles ut med etanol fra bade villtypen og

mutanten, uavhengig av tilstedeveaerelse av m-toluat.

Siden verken mélingene av flokkuleringsaktiviteten eller 'H NMR-spekteret gir noen
indikasjon pa at det er kitosan til stede, og det heller ikke viser seg noen gkning i produsert
stoff som felles med etanol ved aktivering av PmDI-8 promotoren i mutanten, er det lite som
tyder pa at aktivering av transkripsjon av kun ECA2046 og eventuelt ECA2045 farer til
produksjon av en aktiv kitin syntase eller et annet aktivt enzym som katalyserer dannelsen av

en eventuell polymer som felles ut med etanol.
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A. DNA-standarder

1kb DNA ladder fra New England Biolabs (NEB) (figur A.1A) og GeneRuler™ DNA Ladder
Mix fra Fermentas (figur A.1B) ble brukt som standard ved separasjon av DNA-fragmenter

med agarose gelelektroforese.

B
A Kilobases Mass (na) e :
_100: 42 GeneRuler™ DNA Ladder Mix
22 ;_"i 0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
Sh %5 ready-to-use
o
_ 40 33 bp ng/0.5 pg Yo
10000 180 36
8000 180 36
3.0 125 6000 18.0 36
5000 180 36
4000 180 38
3000 800 120
20 48 2500 160 32
200 160 32
= / 1500 160 32
) Z /1200 160 32
15 36 = / 1000 600 120
% /900 170 34
o kel 800 170 34
2 700 170 34
- R
=k . 2 — 400 200 40
o W0 200 40
L — 20 200 40
= — 100 200 40
=
2
~05 42 &
0.5 pg/lane, & cm kngth gel,
1XTAE, 7 Viem, 45 min

Figur A.1. Oversikt over standarder brukt ved separering av DNA-fragmenter med agarose
gelelektroforese. A. 1kb DNA ladder fra NEB B. O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix fra
Fermentas.
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B. PCR-produkter og plasmidkart

Genene som er blitt amplifisert ved PCR og brukt til konstruksjon av pKNH25 er ECA2046
(merket AT/CHS) og ECA2047 og er vist i figur B.1, og genene som er amplifisert og brukt til
konstruksjon av pKNH35 er ECA2048 og ECA2049 og er vist figur B.2.

Vektorene pHE264 og pIB11 DI-8 brukt til konstruksjon av pKNH1 er vist i figur B.3.
pKNH1 brukes for a sette sammen gnskede fragmenter for bade pKNH25 og pKNH35 og er
vist i figur B.4A. Den gnskede sekvensen blir senere kuttet ut av vektoren og satt inn i
pHE?246 vist i figur B.4B.

pKNH21B, pKNH23A, pKNH22 og pKNH24 blir brukt under kloningsforlgpet av pKNH25
og er vist i figur B.5. pKNH31A, pKNH33B, pKNH32 og pKNH34 blir brukt under
kloningsforlgpet av pKNH35 og er vist i figur B.6.

PCR-produkt for ECA2046 1575 s PCR-produkt for ECA047 1503

Figur B.1. A. PCR-produkt for ECA2046 (merket AT/CHS) med restriksjonssetene for Ndel og
Nsil. B. PCR-produkt for ECA2047 med restriksjonssetene for Hindl11 og Pstl.

PCR-produkt for ECAZ048 (1501 1 PCR-produkt for ECADMY (1504 1x

Figur B.2. A. PCR-produkt for ECA2048 med restriksjonssetene for Ndel og Pstl. B. PCR-
produkt for ECA2049 med restriksjonssetene for Hindl 11 og Pstl.
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Figur B.3. Vektorer brukt til konstruksjon av pKNH1 A. Plasmidkart for pHE264 med

restriksjonssetene for BstEll og BsiWI. B. Plasmidkart forpIB11 DI-8 med restriksjonssetene
for BstEIl og Acc65i
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Figur B.4. Vektorer brukt under konstruksjon av bade pKNH25 og pKNH35 A. Plasmidkart for
pKNH1 med restriksjonssetene for BamHI, Ndel og Nsil. B. Plasmidkart for pHE246 med
restriksjonssetene for Xbal og Notl.

A3



Appendiks

A i B
o b
"l “‘k.‘ | 658
N\
\
o ECANMT \n‘
| PKNH21B “ pKNH23A !
- S - o ;,/g !
</
Wing3! 168
C D Al 7495
r " e o N
/ N /f Y
/ 3 g 7 Y
J Y /o \

PatiBde0. _f
|
|

s
A%
\ 8

- |

| o 3en ATICHE B |
< oA |

x0 a6 ot | i )
- 8255bps ' N 533 hos - |
V. 1 it Xy J
\ 75 | wos |
f f

f3on & g /

/ \ -y y /

. 2 /

Hed 8137

Figur B.5. Plasmider som blir brukt under kloningsforlgpet av pKNH25. A. Plasmidkart for
pKNH21B med restriksjonssetene for BamHI, Nsil og Ndel. B. Plasmidkart for pKNH23A med
restriksjonssetene for Hindl 11, Pstl og BamHI. C. Plasmidkart for pKNH22 med
restriksjonssetene for Hindll1 og Pstl. D. Plasmidkart for pKNH24 med restriksjonssetene for

Notl og Avrll.
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Figur B.6. Plasmidene som blir brukt under kloningsforlgpet av pKNH35. A. Plasmidkart for
pKNH31A med restriksjonssetene for Xmnl, Pstl og Ndel. B. Plasmidkart for pKNH33B med
restriksjonssetene for Hindl 11 og Pstl. C. Plasmidkart for pKNH32 med restriksjonssetene for
Hindl Il og Pstl. D. Plasmidkart for pkKNH34 med restriksjonssetene for Notl og Avrll.
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C. Sekvenssammenstilling

Det innsatte DNAet i pKNH21B, pKNH23A, pKNH31A og pKNH33B ble sekvensert. Disse
plasmidene inneholder sekvensene for henholdsvis ECA2046, ECA2047, ECA2048 og
ECA2049 som ble amplifisert ved PCR. Sekvenseringsprimerene som ble benyttet var M13(-
40)F og M13R for pKNH21B (figur C.1), pKNH23A (figur C.2) og pKNH33B (figur C.4), og
pGEM/plitseqF og M13R for pKNH31A (figur C.3). Sekvenseringsresultatene ble undersgkt
og korrigert ved hjelp av Chromas versjon 2.33 far sekvensen ble sammenlignet med den

forventede sekvensen i Clone Manager 6 versjon 6.00.

128ECA2046B 1700 ----aggtcgacggtatcgataagcttgatcacgcttcatatgcagaaaacaatgacacc
PKNHZ21B f S Z O @ il
PKNH21B r 1000 —=======—————
128ECA2046B 1644 aagccatcctccgacaacgacagacatgacagacagcaaaaactggcagatgttggcaaa
PKNH21B f L0 ittt e e e e e e e e e e e e e et e e e
PKNH21B r 1000 --==--—--————— -
128ECA2046B 1584 aatccgtcaatcttgtcgtgataatatccatatcagtggagagctccccaccggacaaac
PKNH21B f 280 O
PKNH21B r 1000 —===—=——— ="
128ECA2046B 1524 cgatattctggtttgcctcacgctgtataacgaacctgcgcccatgcttgeccgatacget
PKNH21B f 2 S O
PKNH21B r 1000 —===————— ="
128ECA2046B 1464 ggcggggctggtgcgtaaccagcaagagttaaccgcaacgtttgeccgatcgtccgeccaa
PKNH21B f 2
PKNH21B r 1000 —===—=——— ="
128ECA2046B 1404 catcatcatttgcatcctgcttgatggcaccaacagtgctcacccatcaaccgtttcact
pKNH21B f 380 ittt e e
PKNH21B r 1000 —===———=— =
128ECA2046B 1344 tttagggtcgctagggttgctgccaatgcaaatgcccagagecggatagccagaataatte
pKNH21B f QA0 ot e
PKNH21B r 1000 —===———=— =
128ECA2046B 1284 actgacgcttcaggtcagcgaacagcccgcectcgcatattcectgegetgetgegatcaate
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PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNH21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B £
PKNHZ21B r

128ECA2046B
PKNH21B f
PKNHZ21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNHZ21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNH21B r

128ECA2046B
pKNH21B f

pKNH21B r

128ECA2046B

1224
560
1000

1164
620
950

1104
680
890

1044
740
830

984
800
770

924
840
710

864
840
650

804
840
590

744
840
530

684

840

470

624

acggcgctgggtcaacagtactattgccgctcgettgcactcactgtcccgattgectge

A7




Appendiks

PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B_ f
PKNH21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNH21B r

128ECA2046B
pPKNH21B f
PKNH21B r

128ECA2046B
PKNH21B £
PKNHZ21B r

564
840
350

504
840
290

444
840
230

384
840
170

324
840
110

Figur C.1. Sekvensen til det innsatte DNAet i pKNH21B sammenliknet med den forventede

sekvensen (128ECA2046B). pKNH21B_f er sekvensen amplifisert med primeren M13(-40)F, og

pKNH21B_r er sekvensen amplifisert med primeren M13R. De merkede delene av sekvensen
indikerer flankene pa PCR-produktet. Prikker (.) indikerer at sekvensen hadde samme

nukleotid som 128ECA2046B, og streker (-) indikerer at det ikke er noe nukleotid i den aktuelle

posisjonen.
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C.2. pKNH23A

1280ppECA204
pKNH23A R
pKNH23A_F
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pKNH23A_R
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pKNH23A_F

1280ppECA204
pKNH23A R
pKNH23A_F

128o0ppECA204
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Figur C.2. Sekvensen til det innsatte DNAer i pKNH21B sammenliknet med den forventede
sekvensen (1280ppECA2046A). pKNH23A _F er sekvensen amplifisert med primeren M13(-
40)F, og pPKNH23A R er sekvensen amplifisert med primeren M13R. De merkede delene av
sekvensen indikerer flankene pa PCR-produktet. Prikker (.) indikerer at sekvensen hadde
samme nukleotid som 1280ppECA2046A, og streker (-) indikerer at det ikke er noe nukleotid i
den aktuelle posisjonen.
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C.3. pKNH31A

128ECA2048A
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pKNH31A_F
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Figur C.3. Sekvensen til det innsatte DNAet i pKNH31A sammenliknet med den forventede
sekvensen (128ECA2048A). pKNH31A F er sekvensen amplifisert med primeren
pGEM/plitsegF, og pKNH31A_R er sekvensen amplifisert med primeren M13R. De merkede
delene av sekvensen indikerer flankene pa PCR-produktet. Prikker (.) indikerer at sekvensen
hadde samme nukleotid som 128ECA2048A, og streker (-) indikerer at det ikke er noe
nukleotid i den aktuelle posisjonen.
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C.4. pKNH33B
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1280ppECA204 1467 ggataatctactatcatgcatctgcagttaa-
pKNH33BF 1070 ---------mmem oo
pKNH33B_R 1 t

Figur C.4. Sekvensen til det innsatte DNAet i pKNH33B sammenliknet med den forventede
sekvensen (128oppECA2048B). pKNH33BF er sekvensen amplifisert med primeren M13(-40)F,
og pKNH33B_R er sekvensen amplifisert med primeren M13R. De merkede delene av sekvensen
indikerer flankene pd PCR-produktet. Prikker (.) indikerer at sekvensen hadde samme
nukleotid som 1280ppECA2048B, og streker (=) indikerer at det ikke er noe nukleotid i den
aktuelle posisjonen.
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