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Sammendrag

Pseudomonas fluorescens har evne til & produsere store store mengder alginat. Tidligere er det
laget en stamme, P. fluorescens SBW25 MS1 AalgC::TnKb61, hvor algD-operonet og algC er
satt under kontroll av Pm-promotor. Dette gjgr at den produserer alginat ved tilsats av m-
toluensyre. Denne stammmen har blitt mutert med transposon og effekten pa
alginatproduksjonen har blitt undersgkt. Ved transposonmutagenese ble det funnet 180

mutanter med endret alginatproduksjon, og insersjonspunktet for transposonet ble identifisert.

| to av disse mutantene var henholdsvis genene clpA og PFLU3927 inaktivert. clpA er en Clp-
protease, mens PFLU3927 er en protease som tilhgrer lon-proteasefamilien. | denne oppgaven
skulle disse genenes rolle i biosyntesen av alginat verifiseres. For & gjgre dette ble mutantene
komplementert ved a sette inn villtypevarianten av genet inn i mutanten. Innfaringen av genet

ble gjort ved bruk av transposon.

Siden algD-operonet var satt under kontroll av Pm-promotoren i stammen som ble benyttet,
skal denne stammen veere uavhengig av sigmafaktoren AlgU, som normalt er ngdvendig for
ekspresjon av algD-operonet. For a teste om stammen virkelig var uavhengig av AlgU, ble det
laget en mutant hvor AlgU ble inaktivert. Dette ble gjort ved a fjerne en del i algU ved bruk
av PCR. Videre ble villtypegenet erstattet med delesjonsgenet i P. fluorescens. Dette ble gjort

ved bruk av homolog rekombinering.

For a se hvilken effekt genene hadde pa alginatproduksjonen, ble det malt alginatproduksjon i
transposonmutantene og i de komplementerte stammene som ble laget i dette arbeidet.
Alginatmalingene gikk ikke som ventet, da det ikke kunne registreres alginat i de positive
kontrollene. Det var kun to stammer hvor det ble registrert alginatproduksjon, 3001 clpA og

3001 clpA::TnES4. Dette forsgket ble utfert gjentatte ganger, men med samme resultat.

Det er foreslatt at forskjellen i alginatproduksjon mellom mediene PIM og DEF3 i tidligere
forsgk pa clpA kan komme av forskjeller i fosfatmengde og/eller peptonmengde i mediene.
Det er ogsa foreslatt at PFLU3927 kan vaere et varmesjokkprotein og at proteinaktiviteten kan
gkes av ulike former for stress, og videre at dette kan fare til at alginatproduksjonen endres

som falge av det.



Innhold

Innhold
1 INErOAUKSION ..ottt 1
L1 AIGINGAL et bbb 1
1.2 Bruksomrader for alginat...........cccccoieiiiiicuiiieiiicceeee et 2
1.3 Pseudomonas fIUOIESCENS.........ccuiiiiiiiiieieise et 3
1.4 Biosyntese av alginat i P. flUOrESCENS ........ccveiiveieiie e 4
LT ¥ (o) (LY (0] go o] oo - 1Y/ o SRS SS SRS 8
1.6 Gener som pavirker biosyntesen av alginat............cceeveveeevevieeeieie s 9
0L 70 A 1 o | O SO USROS 9
1.6.2  PRLUSBOZT ...t 10
1.6.3  CIPA oottt s ettt 12
2 MBLOTET ...t bbbt 15
2.1 Medier 0g IFSNINQET ......ciiiieee bbbt 15
2.1 1 PSIEMEAIUM ..ottt bbb 15
2.1.2 TR B L bbb e 15
2.01.3 TR B et e 15
2.1.4  SOC-MEAIUM ..ottt ettt sttt 16
2.1.5 LU DBrOtN(LB) oo 16
2.1.6  LUM@AQAN(LA) oottt re s 16
2 O A o - Vo [ 14 To [ |- OSSPSR 16
2.1.8  Pseudomonas isoleringsagar (PIA) .......cccoveiiiieiie it 16
2.1.9  Pseudomonas isoleringsmedium (PIM) .......cccccoviiiiiiiii i, 17
2.1.10 50 X TAE-DUFTEE ..o 17
2.2  Bakteriestammer og plasmid brukt i 0ppgaven ... 18
2.3 Polymerase Chain REACTION.........cccuiiiiiiiiiieie e 20
2.4 Isolering av haykopitallSplasmid...........cccoiiiiiiiiiiee e, 22
2.5 Isolering av lavkopitallsplasmid..........ccccoiiiiiiicie e 23



Innhold

2.6 Kjemisk transformering av Escherichia Coli........ccccoviiiiiiiiie i, 23
2.7 AQarose GeleleKtrofOreSE .........ooiiiiiiiiieieiee e 25
2.8 RESIIKSJONSKULLING ...ttt 25
2.9 SEBKVENSEIING . ..eiiiiiii ettt sttt ettt et reenne e 27
2.10  KONJUGEBTING .ttt bbbttt nb bbbt 28
2.10.1 Konjugering for & overfare tranSpoSON ............cccovvvvveviisisieisieississsesssnsnas 28
2.10.2  HOmMOIOg reKOMDINEIING ...ocvviiiieieiie et 30
2.11  1SOIEIING AV G-lYASE ...t 31
2,12 AlIGINAIMAIING ..ottt ettt ettt rens 32

3 RESUIALET ...ttt 34
T8 A (1o (=T q [0 I YA C R N - OSSP 34
3.2 Komplementering aVv CIPA ........ooeiiiee et 35
3.3 Komplementering av PFLU3B927 ..........cooiiiiiie e 39
3.4 DeleSjon aV @lgU ........couiiiiiicie e 43
3.5  Maling av alginatprodUKSJON ........cccuiuiriueuiuircrereereeeeseseseesesee e 49

A DISKUSJON ...ttt bbbt b et bbbttt 54
5 KONKIUSJON ..o bbbt 61
(] o 1] TP PP PP R PRPRPRPPRPIR 62
Vedlegg A DINA-STANAAITUET ....c.eoiiiiieiiteiieeee ettt 1
Vedlegg B SEKVENSUALA........cuiiiiiiiitiitei e 2
VEdIEgQ C  PIIMEIE ..ottt bbbt 12
Vedlegg D PIaSIMIAKAIT...........coviiiiicie ettt reenre e sre s 13
Vedlegg E  1SOIErNG @V G-lYaSE .......eocveiieiiecie et 16

Vedlegg F

Radata fra alginatmaliNnger ...........ccoveveviivieeieeee e 19



Introduksjon

1 Introduksjon

1.1 Alginat

Alginat er en linezr kopolymer som bestar av 1,4-bundet B-D-mannuronsyre (M) og a-L-
guluronsyre (G) (Figur 1.1). B-D-mannuronsyre og a-L-guluronsyre er C-5 epimerer av
hverandre. Alginat finnes som strukturdannende komponent i celleveggen hos marine
brunalger, og skilles i tillegg ut av enkelte Pseudomonas sp. og Azotobacter sp.. Monomerene
i alginat er ikke tilfeldig fordelt, men finnes som blokker i polymeren (Figur 1.1-c) (Draget og
Taylor, 2011). Bakterielt alginat er O-acetylert i 2- og/eller 3-posisjon, noe som ikke er funnet
i alginat fra marine alger (Rehm, 2009). Bakterielt alginat fra Pseudomonader skiller seg fra
alginat fra Azotobacter sp. ved a mangle G-blokker (Skjak-Brak et al., 1986). Felles for all
syntese av alginat er at det farst syntetisert som mannuronsyre, mens guluronsyre-monomerer

blir dannet av mannuron C-5-epimeraser senere i syntesen (Valla et al., 2001)

B-p-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

-00C OH

MMMMGM GGGGGM GMGGGGGGGGMMGMGMGGIM

Ny e e e e S———— = —
M-block G-block G-block MG-block

Figur 1.1: Oppbygningen til alginat; a) monomerene i alginat. b) polymerens konformasjon. c) de ulike
blokkene av monomerer (Draget og Taylor, 2011)

Alginat er et polyanion ved fysiologisk pH. Alginsyre, som er protonert alginat, er ulgselig i
vann, men de fleste monovalente kationer gir vannlgselige alginater. G-blokker gir alginatet
evne til & danne gel sammen med multivalente kationer. Hayere innhold av G-blokker gir
sterkere geler. Arsaken til dette er at multivalente kationer katalyserer assosiasjoner mellom
G-blokker i par av enkeltkjeder, og stabiliserer disse assosiasjonene (Figur 1.2). Dette er kjent
som eggekartong-modellen (Smidsrgd og Moe, 1995). Alginat med hgyt G-innhold kan
utvinnes fra stivt algevev, som for eksempel stilk fra stortare (Laminaria hyperborea) (Draget
og Taylor, 2011).



Introduksjon
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Figur 1.2: Assosiasjon mellom multivalente kation og alginat (eggekartong-modellen). a) assosiasjon
mellom par av G-blokker. b) assosiasjon mellom kjeder som resulterer i geldannelse (Rehm, 2009).

1.2 Bruksomrader for alginat

Bruksomradene for alginat er mange og diverse. Alginatets viskositetsgkende, stabiliserende
og geldannende egenskaper, samt evne til & holde pa vann, er det som danner grunnlaget for
de fleste bruksomradene til alginat. Alginatets skjer-tynnende egenskaper gjer at det ofte blir
brukt til tekstil-trykk. Et annet stort bruksomrade for alginat er som tilsetning i mat. Til bruk i
mat er det de geldannende og viskositetsgkende egenskapene som er essensielle, da det ofte
brukes til & lage restrukturert mat (dyrefér, lgkringer, paprika i oliven etc.), samt som

viskositetsdanner i syltetay og gelé (Rehm, 2009).

Innenfor farmaseytisk industri finnes det flere applikasjoner for alginat. De tradisjonelle
bruksomradene innen medisin er som komponent i tannavtrykksmaterialer, i kapsler som gir
sakte frigivelse av medisin, i sarbandasjer, og i noen anti-refluks medisiner (f.eks. Gaviscon).
| tillegg til de tradisjonelle bruksomradene finnes det ogsa flere potensielle bruksomrader som
ikke er fullt utnyttet i dag (Draget og Taylor, 2011).

En av disse mulighetene er a bruke alginat til immobilisering av celler. Dette brukes i dag til &
forbedre produksjonen i klassiske bioprosesser, f.eks. produksjon av etanol og antibiotika.
Den kanskje mest spennende muligheten for alginat-immobiliserte celler, er & kunne bruke de
til transplantasjon av celler. Alginat med hgyt innhold av G-blokker virker da som en barriere
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mot vertens immunforsvar (Draget og Taylor, 2011). Alginat med hgyt M-innhold er
immunstimulerende, noe som er en ugnsket egenskap nar alginatet skal brukes til
transplantasjon av celler. P4 en annen side apner de immunstimulerende egenskapene for
andre applikasjoner. Immunstimulerende alginat brukes i dag blant annet som tilsetning i

fiskefor for & minske behovet for antibiotika (www.biomar.com).

Det er vist at oligomerer av guluronsyre modifiserer strukturen i mucin-nettverk og at de kan
bryte opp mucus i lungene hos pasienter som lider av cystisk fibrose (CF). G-blokkene virker
ved a interagere med interaksjonspunkter mellom mucin og andre makromolekyleere
komponenter i mucus. G-blokkenes ikke-immunstimulerende egenskap er ogsa viktig for a
bruke dem til dette formalet (Draget og Taylor, 2011). Kliniske forsgk pa mennesker er ferdig

med fase 1 for et slikt medikament (www.algipharma.com).

De nyere bruksomradene for alginat som er forklart her krever ikke bare mer utredning for &
kunne komme ut pa markedet, de krever ogsa mer av alginatet. For at de nye bruksomradene
skal kunne realiseres er det behov for & vite mer om lengde, blokkfordeling og renhet av
alginatet som skal brukes. Dagens kommersielt tilgjengelige alginat fra alger oppfyller ikke
disse kravene godt nok. Det kreves ofte mye nedstrems-prosessering for a fjerne
kontaminanter, og sammensetningen av alginatet er ofte for variabel. Dette dpner for
kommersiell produksjon av bakterielt alginat, da bakterier har stort potensial til & kunne
produsere alginater med hgy grad av renhet og med funksjonelle egenskaper som per i dag
ikke finnes. Dette betyr at selv om bakteriell produksjon av alginat ikke er lgnnsomt nok i
dag, kan de bli det i fremtiden som fglge av det okende behovet for “skreddersydde” alginater
(Rehm, 2009).

1.3 Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens er en gammaproteobakterie som finnes i terrestriske habitater. Den er
stavformet, gram-negativ, ikke-fermentativ, har multiple polare flageller, og bruker Entner-
Doudoroff-sporet til & metabolisere glukose (Madigan og Martinko, 2006). P. fluorescens
trives ved temperaturer fra 0 - 32 °C. Selv om bakterien normalt ikke vokser ved hgyere
temperaturer, og derfor normalt ikke er patogen for varmblodige organismer, er det funnet
stammer som kan vokse ved 37 °C i noen tilfeller av sykehusfremkalte sykdommer (Bodilis et
al., 2004).
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Genomet i P. fluorescens har hgy grad av diversitet mellom de ulike stammene som hittil har
blitt sekvensert. Bare 61 % av genene deles av de tre stammene SBW?25, PfO-1 og Pf-5. Den
starste graden av likhet finnes i omradet hvor replikasjonen starter, mens diversiteten mellom
stammmene gker mot termineringspunktet. Den store diversiteten i P. fluorescens skiller seg
fra andre arter av Pseudomonas. | Pseudomonas aerigunosa viser de ulike stammene som er
sekvensert stor grad av innbyrdes likhet. Dette kan imidlertid komme av et skjevt utvalg som
ble skapt av at P. aeruginosa som har blitt sekvensert, utelukkende er isolert fra kliniske
isolater. Gitt at dette er tilfellet, kan diversiteten hos P. fluorescens samsvare med diversiteten
innen slekten Pseudomonas. Pa den andre siden er diversiteten som er vist i de ulike isolatene
av P. fluorescens sa stor at det kan tenkes at de ikke tilhgrer samme art, men dette er noe som
kreves mer utredning for a fastsla (Silby et al., 2009).

Genomet hos P. fluorescens SBW25 er pa 6 722539 bp og inneholder 6 009 kodende
sekvenser. Det inneholder mange repeterte DNA-sekvenser og mange av disse ligner sma
invertert-repeterte transposable elementer. Stammen SBW25 skiller seg fra de andre
stammene som er sekvenserte ved at den inneholder starre omrader der man ikke finner
repeterte DNA-sekvenser, sakalte grkener. Disse grkenene kan skyldes det at disse omradene
inneholder essensielle gener, noe som gjerne farer til en renhetsskapende seleksjon. En annen
forklaring som heller ikke utelukker den foregaende er at disse fragmentene kan ha blitt

overfort fra en organisme med liten grad av repeterte DNA-sekvenser (Silby et al., 2009).

P. fluorescens kan bruke og omdanne mange ulike organiske stoffer. Det er vist at noen
stammer (SBW25 og Pf-5) virker positivt pa helse og ernzring hos planter (de Bruijn et al.,
2007; Rodriguez og Pfender, 1997). Stammen som ble brukt i denne oppgaven (SBW25) ble
farst isolert i 1989 fra et sukkerroeblad ved Oxford i Storbritannia (Rainey og Bailey, 1996).

1.4 Biosyntese av alginat i P. fluorescens

P. fluorescens er en av flere bakterier der det er pavist produksjon av alginat. Andre mye
brukte bakterier for studie og produksjon av alginat er Azotobacter vinelandii og P.
aeruginosa (Hay et al., 2010). En fordel ved a studere og bruke P. fluorescens fremfor P.
aeruginosa er at den generelt ikke er patogen for varmblodige dyr (Madigan og Martinko,
2006). P. fluorescens er nart beslektet med P. aeruginosa, og biosyntesen av alginat er derfor
veldig lik i disse organismene. Det er likevel mulig at reguleringen av syntesen er noe ulik i
de ulike Pseudomonas-stammene. Det er f.eks. vist at AIgR ikke regulerer algD-operonet i P.

syringae, noe den gjer i P. aerigunosa (Wozniak og Ohman, 1994). Inntil videre kan likevel

4
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Figur 1.3, som viser en oversikt over alginatsyntesen i P. aeruginosa, brukes som en modell
over alginatsyntesen i P. fluorescens. En oversikt over de viktigste genene som pavirker
alginatsyntese og genproduktenes funksjon er gitt i Tabell 1.1.

Cell wall stress Extracellular

/@/ : Periplasm
Epimerisation
RIP cascade (AlgG)
Misfelded proteins Acetylation
— (AlglJF)

A Pl — o

F GDP-mannuronate

H_)

Precursor

symhm c dfc;mp

——

Figur 1.3: Oversikt over alginatsyntesen i P. aeruginosa (Hay et al., 2010). Nye studier av
Keiski et al. viser at AlgK er et lipoprotein som er bundet til den ytre membranen og som
sammen med AIgE og sannsynligvis Alg44 og kanskje Alg8 tilrettelegger for transport av
alginat gjennom det periplasmiske rommet (Keiski et al., 2010). Med dette tatt i betraktning,
skulle nok AlgK hatt en tydeligere forbindelse til Alg44 og Alg8 i figuren.
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Tabell 1.1: Oversikt over gener og genproduktenes funksjon eller antatte funksjon i biosyntese
av alginat (Hay et al., 2010)

Gen Genprodukt

AlgD GDP-mannose-dehydrogenase involvert i syntese av
mannuronsyremonomerer

Alg8 Glykosyltransferase/polymerase involvert i transport av GDP-
mannuronsyre over plasmamembranen

Alg44 c-di-GMP-bindende regulering. Involvert i periplasmisk bro for
transport av alginat

AlgK Involvert i periplasmisk bro for transport av alginat

AlgE Porin i ytre membran. Transport av alginat ut av ytre membran

AlgX Periplasmisk protein med ukjent funksjon/bro/hindrer MucD

AlgL Alginat lyase

Algl O-acetylering

AlgJ O-acetylering

AlgF O-acetylering

AlgA Fosfomannose isomerase/GDP mannose pyrofosforylase (Syntese
av mannuronsyremonomerer)

AlgB Positiv regulator av algD-operon

AlgC Fosfomannomutase. Syntese av mannuronsyremonomerer

AlgR Responsregulator som positivt regulerer algD-operon i P.
aeruginosa.

AmrZ Arc-lignende DNA-bindende protein. Positiv regulator av algD-
operon

AlgU Sigma-faktor som positivt regulerer transkripsjon fra algD-promotor

MucA Anti-sigma-faktor for AlgU

MucB Anti-sigma-faktor for Algu

MucC Regulator med ukjent mekanisme

MucD Protease med homologi til serin-protease DegP i E. coli. Negativ
regulator av Algu

AlgW Protease med homologi til serin-protease DegS i E. coli. Positiv
regulator av AlgU

MucR Alginatspesifikk diguanylat syklase
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Reguleringen av alginatsyntesen Pseudomonas er kompleks og foregar bade pa
transkripsjonsniva og post-translasjonsniva. | tillegg har noen regioner i genomet hos P.
aeruginosa meget hgy mutasjonsrate, noe som i mange tilfeller aktiverer alginatproduksjon.
Den viktigste faktoren som pavirker alginatsyntesen, er transkripsjonsraten fra algD-
promotoren som styrer ekspresjonen av algD-operonet. Transkripsjonen av operonet styres av
AlgU/MucA-balansen som er forklart i 1.6.1. Reguleringen av algD-operonet har hgy grad av
likhet med et operon som er sentralt i stress-respons hos E. coli. | E. coli reguleres operonet
positivt nar bakterien utsettes for stress som farer til misfoldinger i proteiner ved en regulert
intramembran-proteolyse (RIP). Mye tyder pa at reguleringen i Pseudomonas virker pa
samme mate, da alginatproduksjonen blir indusert av ulike typer stress (temperatur, terke,
osmotisk ubalanse etc.) (Hay et al., 2010).

Til na er det funnet minst 24 gener som er direkte involvert i alginatsyntesen i P. aeruginosa.
Flere av disse, og deres funksjon er presentert i Tabell 1.1. 12 av disse genene er samlet i

operonet algD. algD-operonet i stammen SBW25 er vist i Figur 1.4.

EBED I ESE EES I D D,
| |

1,101 Mb 1,085 Mb

Figur 1.4: algD-operonet i P. fluorescens SBW25
Biosyntesen av alginat i Pseudomonas skjer ved at fruktose-6-fosfat omdannes til alginat ved
en rekke trinn som vist i Figur 1.5. Alle genproduktene som deltar direkte i dette sporet

stammer fra algD-operonet, unntatt AlgC.
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fruktose-6-fosfat

fosfomannese isomerase
(AlgA)

mannose-6-fosfat
fosfomannomutase
l (AlgC)
Cytosol

mannose-1-fosfat

GTP : ‘ GDP-mannese fosforylase

PP; {AlgA)
GDP-mannose
NAD* GDP-mannose dehydrogenase
(AlgD)
NADH+H

GDP-mannuronsyre

Polymerisering
Modifisering

Figur 1.5: Syntese av alginat fra fruktose-6-fosfat i Pseudomonas

1.5 Motiv for oppgaven

P. fluorescens har evne til a produsere store mengder alginat. Tidligere er det laget en stamme
(SBW25 MS), hvor algD-operonet og algC er satt under konttroll av Pm-promotoren. Dette
gjer at den produserer alginat i naerveer av en inducer (m-toluensyre). Denne stammen har blitt
mutagenisert med et transposon, og det ble funnet over 180 mutanter med endret
alginatproduksjon. | disse mutantene ble insersjonspunktet funnet, slik at man vet hvilke

gener som har blitt inaktivert.

To av genene som ble funnet pa denne maten er clpA og PFLU3927. For a verifisere at den
endrede alginatproduksjonen skyldes inaktivering av genene, kan genene komplementeres.
Komplementering er ngdvendig for & kunne veere sikker pa at det ikke var andre faktorer som

farte til fenotypen.
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For & se pa effekten av a overprodusere genene som skal undersgkes, kan man sette inn en
ekstra kopi av genet i en stamme hvor genet ikke har blitt inaktivert. Dette skal gjgres pa en
mukoid mucA™-stamme hvor algC er satt under kontroll av Pm-promotor.

Siden algD-operonet er satt under kontroll av Pm-promotoren, skal alginatproduksjonen i
MS-stammen veare uavhengig av AlgU. Siden AlgU er en sigmafaktor som kan regulere mer
enn algD-operonet, skal algU inaktiveres for & se om dette har effekt pa alginatproduksjonen.
Dersom det viser seg at inaktivering av algU endrer alginatproduksjonen, vil det si at AlgU
regulerer alginatproduksjonen pa flere mater enn & regulere transkripsjonen fra algD-

promotoren.

1.6 Gener som pavirker biosyntesen av alginat

Som forklart i 1.5 er genene PFLU3927 og clpA sin rolle for alginatproduksjonen i P.
fluorescens undersgkt i denne oppgaven. Det er ogsa undersgkt om en stamme (P. fluorescens
SBW25 MS), hvor transkripsjonen av algD-operonet er underlagt Pm-promotoren, er
uavhengig av sigma-faktoren AlgU for produksjon av alginat. Videre fglger teori om disse

genene og det som er kjent om deres rolle i syntese av alginat.

1.6.1 alguU

Sigma-faktoren AlgU er kodet av genet algU, og er en positiv regulator for transkripsjon av
algD-operonet fra algD-promotoren. Transkripsjonen fra algD-promotoren styrer hele algD-
operonet og er normalt det hastighetsbestemmende leddet i syntesen av alginat. AlgU sin
positive effekt pa transkripsjonen av algD-operonet blir regulert av flere proteiner (Hay et al.,
2010). En oversikt over disse regulatorene og deres effekt pa AlgU er gitt i Figur 1.6
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_ MucDI

b
| AlgU |>+

Figur 1.6: Regulering av AlgU. + betyr positiv regulering. — betyr negativ regulering.

Som Figur 1.6 viser er MucA, MucB, AlgW og MucD de viktigste regulatorene av AlgU vi
kjenner til i dag. MucA er den eneste av regulatorene som direkte interagerer med AlgU,
mens de andre regulerer AlgU ved & pavirke mengden og aktiviteten til MucA. MucA er en
anti-sigmafaktor som binder seg til AlgU pa den cytosoliske delen av plasmamembranen
(Figur 1.3). MucB er ogsa en negativ regulator av AlgU og virker ved a binde seg til den
periplasmiske delen av MucA og beskytte MucA mot proteaser. AlgW regulerer AlgU
positivt, og er en protease som klgyver MucA pa periplasmisk side. Klgyvingen farer til
videre degradering av MucA pa cytosolisk side av proteasen YaeL. Regulatoren MucD sin
rolle pa AlgU er ikke fullt forstatt, men det virker som om MucD er en protease som
degraderer proteiner i periplasma som ellers ville ha aktivert AlgW. Foruten regulatorene

beskrevet over, er transkripsjonen av algU positivt regulert av AlgU (Hay et al., 2010).

Foruten & regulere alginatsyntese er det vist at AlgU er en del av bakteriers forsvar mot
ekstreme miljgpavirkninger, selv i stammer hvor alginatproduksjonen er slatt ut (Govan og
Deretic, 1996). | P. aeruginosa og Pseudomonas syringae gker AlgU toleranse mot osmotisk
stress, oksidativt stress, samt varme. | P. fluorescens er AlgU essensiell for toleranse mot
osmotisk stress og uttgrking, men ikke mot oksidativt stress og varme (Schnider-Keel et al.,
2001).

1.6.2 PFLU3927

PFLU3927 er et gen med en lengde pa 2397 basepar som koder for et protein pa 798
aminosyrer (www.ncbi.nlm.nih.gov). Proteinet er klassifisert som en DNA-bindende, ATP-
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avhengig protease La, og tilhgrer Lon proteasefamilien. Lon proteasefamilien tilhgrer
proteinsuperfamilien AAA™ (ATPaser assosierte med ulike cellulere aktiviteter). Felles for
proteiner i denne familien er deres generelle mekanisme; gjenkjenning og binding til substrat
farer til hydrolyse av ATP og utfolding av substratet. Videre blir det utfoldede substratet fart
til det proteolytiske kammeret hvor peptidbindingene blir brutt (Tsilibaris et al., 2006).

Tidligere er det gjort transposonmutagenese hvor PFLU3927 ble inaktivert ved
transposonmutagenese. Dette fgrte til at alginatproduksjonen i PIM ble redusert kraftig, nesten
eliminert. Mutanten hadde litt starre vekst en villtypen. (Helga Ertesvag, ikke publisert).

Et homologisgk med lon-protease fra E. coli som spgrresekvens viser at PFLU3927 er den
narmeste homologen til lon-protease i P. fluorescens SBW25 med en likhet pa 97 % i
aminosyresekvens. Et sgk etter konserverte omrader i polypeptidet til PFLU3927 gir treff pa
kjente motiver som finnes i Lon proteaser (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). En oversikt over

disse motivene og konserverte omrader er gitt i Figur 1.7.

Query seq
: ATP binding site

Malker R mabif Of arginine finger
Halker B mebif Jf

Specific hits
Superfanilies LON superfamily P-locp NTPase superfanily (Lon_C superfamily )

Hulti-domains Lon

Figur 1.7: Konserverte omrader og motiver i PFLU3927 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Felles for alle proteiner i AAA’- superfamilien er at de har motivene arginin-finger, ATP-
bindingssete og Walker A- og Walker B-motiv. Walker A-motivet er essensielt for at
proteinet skal kunne binde seg til ATP. Walker A motivet former en loop som binder seg til
alfa- og betafosfatgruppen pa nukleotidet. Walker B-motivet er viktig for interaksjon med
Mg**. Arginin finger motivet er spesielt for AAA*-motivet og virker ved at det detekterer
binding av ATP noe som gjer at motivet viderefgrer endringer i konformasjon hos proteinet

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Lon protease, den naermeste homologen til PFLU3927, ble farst isolert fra Escherichia coli.
Senere ble homologer til Lon funnet i flere organismer, bade prokaryoter og i organeller hos

eukaryoter (Tsilibaris et al., 2006). Krystallstrukturen til Lon protease fra Thermococcus
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onnurineus ble nylig bestemt og viser at Lon er en heksamer som bestar av seks identiske
subenheter (Cha et al., 2010). | Lon proteasefamilien er ATPase-domenet og det proteolytiske
domenet pd samme polypeptid, mens det imidlertid er fordelt pa forskjellige polypeptider hos
f.eks. Clp proteaser (Tsilibaris et al., 2006). Det er ikke funnet noen generelle
gjenkjenningsmenstre hos substratene til Lon proteaser, men det er funnet noen fellestrekk i
strukturen til proteinene som blir degradert av Lon. Det har vist seg at en ikke-globulaer
konformasjon er typisk for substratene til Lon (Tsilibaris et al., 2006).

Lon proteasen klassifiseres ofte som et varmesjokk-protein da transkripsjonen av genet gker
ved varmesjokk. Det er likevel flere Lon-lignende proteaser fra ulike organismer der
transkripsjonen ikke blir indusert av varme. Hos Bacillus subtilis er det vist at transkripsjon av
Lon protease-genet kan induseres ved pafgring av andre typer stress som f.eks. utterking ved
tilfarsel av etanol eller salt i vekstmediet (Tsilibaris et al., 2006). | E. coli er det vist at Lon-
mutanter danner mukoide kolonier pga. stabilisering av RcsA som er en positiv regulator for

kapsel-syntese (Torrescabassa og Gottesman, 1987).

1.6.3 clpA

ClpA er kodet av genet clpA og er en protease, som i likhet med Lon protease, hgrer til
protein-superfamilien AAA™. Den var den farste Clp-ATPase til & bli oppdaget (Zolkiewski,
2006). | et tidligere forsgk er det utfart transposonmutagenese pa P. fluorescens hvor clpA ble
inaktivert. Alginatproduksjonen ble undersgkt og det viste seg at den ble signifikant endret
som fglge av at clpA ble inaktivert. | to medier (DEF3 med glyserol/fruktose) gkte
alginatproduksjonen. I PIM med glyserol ble det observert en nedgang pa 40 % i
alginatproduksjon. Celleveksten var imidlertid 47 % stgrre (Helga Ertesvag, ikke publisert).

CIpA er et protein pad 756 aminosyrer og kodes av genet clpA pa 2271 nt
(http://www.genome.jp/kegg/). Siden CIpA tilhgrer AAA™- superfamilien, har ogsd CIpA
motivene motivene arginin-finger, ATP-bindingssete, samt Walker A- og Walker B-motiv.
Clp proteaser er funnet i alle prokaryoter, samt i mitokondrier og kloroplaster hos eukaryoter.
ClpA er en del av et stgrre proteinkompleks hvor CIpA er den ATP-bindende delen av
komplekset. CIpA danner kompleks sammen med peptidase-enheten ClpP, og sammen utgjar
de proteasen CIpAP. Som vist i Figur 1.8 danner CIpA en ringformet heksamer med et hull i
senter som har en diameter p& ca. 9 A pa det smaleste. Det smale hullet gjor at foldede
proteiner ikke kan passere gjennom, men ma foldes ut, som en hyssing gjennom et nalgye.

Utfoldingen og transporten av proteiner gjennom dette “néleyet” krever energi, noe som blir
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tilfart ved hydrolyse av ATP. Hydrolysen av ATP medferer konformasjonsendringer i CIpA
som igjen hjelper til & fa proteiner gjennom CIpA. Fra CIpA blir substratet fert mot
peptidaseenheten CIpP og degradert (Zolkiewski, 2006).

Figur 1.8: Mekanisme for hvordan ClpA folder ut og trekker substratet gjennom det smale
hullet i midten. Til venstre er hele heksameren bestaende av seks ClpA-enheter der hver har to
moduler, D1 og D2, vist. Til hgyre vises hvordan to CIpA enheter trekker substratet gjennom. De
fleksible lokkene (vist i oransje) driver translokasjonen av substratet ved hydrolyse av ATP
(Zolkiewski, 2006).

Det er vist at CIpA gjenkjenner SsrA-merking, som er et kvalitetskontroll-system for a velge
ut proteiner som skal degraderes. SsrA-merking virker ved & legge til et polypeptid pa C-
terminus pa substratet. Denne merkelappen gjenkjennes av CIpA. En SsrA-merkelapp betyr
likevel ikke at proteinet ngdvendigvis gjenkjennes av ClpA. Det finnes flere kofaktorer og
inhibitorer som i tillegg avgjer om CIpA vil binde SsrA-merkelappen. SsrA-merking er i
tillegg bare en av flere typer merking som farer til aktivering av ClpAP-proteasen. Likevel,
SsrA-merking er en av de sterkeste faktorene for degradering, og har vert sentrale for a

studere mekanismen til CIpA (Sauer et al., 2004).

Til na er ikke sammenhengen mellom ClpA og alginatproduksjon undersgkt mer enn det som
er funnet i transposonforsgket hvor det ble vist at inaktivering av clpA endret
alginatproduksjonen. | P. aeruginosa er det imidlertid vist at proteasen CIpXP er en positiv
regulator av alginatproduksjon nar mucA er mutert (Qiu et al., 2008). CIpXP er en protease
hvor ClpX er assosiert med ClpP i stedet for ClpA. Mekanismene for degradering og
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gjenkjenningsmenstre er veldig lik for CIpAP og ClpXP (Zolkiewski, 2006). | studien av Qui
et al. ble det pavist at ClpXP degraderte mutert MucA. MucA var mutert slik at leserammen
ble endret, noe som farte til en avkorting av proteinet pa C-terminal ende. Degraderingen av
den muterte versjonen av MucA farte videre til overproduksjon av alginat som fglge av MucA
sin rolle som en negativ regulator pa transkripsjon av algD-operonet. Det ble ikke funnet
signifikant korrelasjon mellom ClpXP og alginatproduksjon med villtype-MucA (Qiu et al.,
2008).
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2 Metoder

2.1 Medier og lgsninger

Dersom det ikke star spesifisert annet er det brukt destillert ionefritt vann

lzsningene/mediene.

2.1.1 Psi-medium

Forbindelse Konsentrasjon(g/l)
Gjeerekstrakt(Oxoid) 5

Trypton(Oxoid) 20

MgSQO, (magnesiumsulfat) 5

pH ble justert til 7.6 med KOH og mediet ble autoklavert.

2.1.2 TFB1
Forbindelse Konsentrasjon
KAc (kaliumacetat) 30 mM
RbCI (rubidiumklorid) 100 MM
CaCl,x2H,0 (kalsiumklorid) 10 mM
MnCl,x4H,0 (mangan(Il)klorid) 50 mM
Glycerol 15 % viv

pH ble justert til 5.8 med fortynnet eddiksyre og lgsningen ble sterilfiltrert.

2.1.3 TFB2
Forbindelse Konsentrasjon
MOPS 10 mM
CaCly,x2H,0 75 mM
(kalsiumklorid)
RbCI (rubidiumklorid) 10 mM
Glycerol 15 % viv

pH ble justert til 6.5 med fortynnet eddiksyre, og lgsningen ble sterilfiltrert.
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2.1.4 SOC-medium

Forbindelse Konsentrasjon
Trypton 20 g/l
Gjaerekstrakt 59/l

NaCl 0,59/l

KCI 2,5mM
Glukose 3,6 g/l

MgCl, 5,08 g/l

Mediet ble sterilfiltrert gjennom 0,22 um filter.

2.1.5 Luria broth(LB)

Forbindelse Konsentrasjon (g/l)
Trypton 20

Gjeerekstrakt 5
NaCl(natriumklorid) 0,5

Mediet ble autoklavert.

2.1.6 Luria agar(LA)

Det ble laget LB-medium (2.1.5), men mediet ble tilsatt 15 g/l agar fer autoklavering. Eventuell
antibiotika ble tilsatt etter nedkjeling til ca. 50°C.

2.1.7 Loading dye

Forbindelse Konsentrasjon(% volum)
Glyserol 70

Bromfenolblatt 0,25

Ficoll 400 10

Sterilt ionefritt vann 19,75

2.1.8 Pseudomonas isoleringsagar (PIA)

Forbindelse Konsentrasjon
Pseudomonas Isolation Agar (Difco) 45 g/l
Glyserol 20 ml/l

Lasningen ble autoklavert
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2.1.9 Pseudomonas isoleringsmedium (PIM)

Forbindelse | Konsentrasjon (g/l)
Pepton 20

NaCl 5

MgCl, 14

K2SO4 10

Glyserol 20

Mediet ble autoklavert.

2.1.1050 X TAE-buffer

Forbindelse Mengde
Tris base 242,09
Eddiksyre (100%) 57,1 ml

EDTA (0,5M, pH8) | 100 ml

Destillert ionefritt vann | til 2000 ml totalvolum

Fortynnes med ionefritt vann for & lage 1 X TAE-buffer
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2.2 Bakteriestammer og plasmid brukt i oppgaven

En overstikt over alle plasmid som er brukt i forsgket er gitt i Tabell 2.1.0g en oversikt over

alle stammene som ble brukt er gitt i Tabell 2.2.

Tabell 2.1: Oversikt over plasmid brukt i oppgaven

Plasmid

Beskrivelse

Kilde

pUC128

pEM2

pPYQ1

pHE246

pHE179

pES1

pES2

PES3

pES4

pPES5

pPES6

Kloningsvektor med lacZ for bla-
hvit seleksjon og Ap" Haykopitall.
pLitmus28-derivat. Kloningsvektor
med Pm-promotor. Ap".
Haykopitall.

Pir-avhengig R6K-replikasjon.
Inneholder Tn5-basert
minitransposon. Ap', Apr".
Lavkopitall.

RK”-basert vektor med TrfA-
avhengig replikasjon. Inneholder
lacZ. . Ap', Tc'. Lavkopitall
pLitmus 28-basert kloningsvektor.
Ap', Tc".

Derivat av pHE179 med BamHI-
og Xbal-kuttet PCR-amplifisert
AalgU-fragment satt inn.

Derivat av pUC128. puC128
(EcoRV) med innsatt PCR-
amplifisert PFLU3927

Derivat av pEM2 med PCR-
amplifisert Ndel + Notl clpA-
fragment

Derivat av pYQ1 med BsrGl +
Notl clpA fra pES3

Derivat av pHE246 med BamH]I +
Xbal 4algU fragment fra pES1
Derivat av pYQ1 med Notl + Ndel
PFLU3927 fragment fra pES?2

(Keen et al., 1988)

E. Mellemseter, Masteroppgave

Yi-Qian Sun, Ikke publisert

Helga Ertesvag, Ikke publisert

Helga Ertesvag, Ikke publisert

Denne oppgaven

Denne oppgaven

Denne oppgaven

Denne oppgaven

Denne oppgaven

Denne oppgaven
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Tabell 2.2: Oversikt over stammer brukt i forsgket

Stamme

Beskrivelse

Kilde

P. fluorescens SBW25
MS1 AalgC::TnKb61
SBW25 MS1 AalgC
::TnKb60

SBW?25 mucA” HE230

SBW?25 mucA” HE230
1 TnES4

SBW25mucA HE230
::TnES6

SBW25 MS1
AalgC::TnKb61 3001
clpA”

SBW?25 MS1
AalgC::TnKb61 3001
clpA::TnES4

SBW25 MS1
AalgC::TnKb61 17P19
PFLU397

SBW25 AalgC::TnKb61

17P19
PFLU3927::TnES6
SBW25 MS1
AalgC::TnKb60
AalgU

E. coli DH5a.

E. coli S17.1 Apir

Stamme hvor algD-operonet er kontrollert av Pm-promotor.
algC er satt under kontroll av PmG5. Tc'

Stamme som ble brukt til & deletere det meste av algU. algC
er satt under kontroll av PmG5. Km'

mucA ™~ stamme av SBW25 der algC er kontrollert av PmG5

Variant av SBW25 mucA- HE230 hvor clpA underlagt Pm-

promotor er satt inn med Tn5-minitransposon fra pES4.

Variant av SBW25 mucA- HE230 hvor PFLU3927
underlagt Pm-promotor er satt inn med Tn5-minitransposon
fra pES®6.

Derivat av MS1 AalgC::TnKb61 hvor clpA er inaktivert ved

transposonmutagenese.

3001 clpA" hvor clpA underlagt Pm-promotor er satt inn

med Tn5-minitransposon fra pES4

Derivat av SBW25 MS1 AalgC::TnKb61 hvor PFLU3927

er inaktivert ved transposonmutagenese.

17P19 APFLU3927 hvor PFLU3927 underlagt Pm-
promotor er satt inn med Tn5-minitransposon fra pES6

SBW25 MS1 AalgC::TnKb60 hvor villtype-algU er
erstattet med AalgU ved homolog rekombinering fra pES5

Stamme som ble brukt til transformering. Mulighet for
bld/hvit-seleksjon
Stamme som ble brukt til transformering/konjugering. Vert

for pir-avhengige plasmid

Mona Senneset,
ikke publisert
Denne oppgaven
Helga Ertesvag,

ikke publisert

Denne oppgaven

Denne oppgaven

Mona Senneset,
ikke publisert

Denne oppgaven

Mona Senneset,

ikke publisert

Denne oppgaven

Denne oppgaven

(Hanahan, 1983)

(Simon et al.,
1983)
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2.3 Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en in vitro enzymatisk reaksjon som gir eksponentiell
amplifisering av korte (<7kb ved bruk av Tag-polymerase) DNA-sekvenser. PCR ble utviklet
1 1984 av Kary Mullins som mottok Nobelpris i kjemi for det i 1993 (Reece, 2004).

PCR ble utfart med Expand High Fidelity* PCR System fra Roche og mekanismene for
metoden er beskrevet videre.

Forst ble det laget en reaksjonsmiks som bestod av falgende komponenter:

o DNA templat(1 pL plasmid eller 2-4 ul cellekultur)

o 5l buffer (Roche, 2010). Denne bufferen har en saltkonsentrasjon og en pH som gir gunstige
surhets- og ioniske forhold for reaksjonen. Den inneholder ogsa magnesiumioner som er
kofaktor for Taqg DNA-polymerase (Roche, 2010).

e 1 ul av hver primer. Primerene er typisk 15-30 basepar lange og komplementere til hver sin
flanke av DNA-fragmentet som skal amplifiseres. Primere brukt i denne oppgaven er vist i
Vedlegg C.

e 0,5 ul enzymblanding. Enzymblandingen inneholder Tag DNA-polymerase samt et
termostabilt korrekturlesende protein uten polymeraseaktivitet Dette gjgr at enzymblandingen
skal gi en ngyaktighet som er 6 ganger bedre enn den opprinnelige Tag DNA-polymerasen, og
en feilrate pa ca. 1b per 50kb (Roche, 2010)

Reaksjonsmiksen ble videre satt inn PCR-maskinen. Betingelsene for PCR som ble brukt i
denne oppgaven er vist i Tabell 2.2. Mekanismen for PCR er vist i Figur 2.1 og forklart
videre. Primere som ble brukt i oppgaven er vist i Vedlegg C.
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Figur 2.1: De to farste syklusene i PCR

Tabell 2.2: Temperatur og varighet av de ulike trinnene i PCR. Fgr den farste syklusen ble det
gjort et trinn ved 95 °C i 5 min for & sikre denaturering. Trinn 1, 2 og 3 ble kjert i syklus 35 ganger.
Etter syklusen ble det utfart et ekstra elongeringstrinn ved 72 °C i 7 min for & sikre at alle fragmentene
bli fullstendig elongert.

Trinn Temperatur (°C) Varighet (s)
1 95 30

2 55 30

3 72 180

Figur 2.1 viser en oversikt over de 2 farste syklusene i PCR. Denatureringstrinnet farer til at
hydrogenbindingene mellom DNA-tradene brytes slik at det kun er enkelttradet DNA igjen i
reaksjonsmiksen. Etter denaturering ble reaksjonskomponentene avkjglt, noe som farer til
binding av primere (annealing). Temperaturen som brukes er tilpasset det spesifikke
primerpar som benyttes. Det siste trinnet, elongeringstrinnet, skjer ved temperatur som

tilsvarer optimumstemperaturen til Tag DNA-polymerase. De to ferste syklusene gir
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fragmenter med ulik lengde pa de komplementeare tradene. Det er farst i syklus 3 der 2/6
DNA-fragmenter vil ha butte ender. Etter 3. syklus vil mengde DNA-fragmenter med butte
ender gke, og som falge av den eksponentielle veksten PCR gir vil DNA med ulik lengde pa
tradene etter hvert bli ubetydelig (Berg, 2002).

2.4 lIsolering av hgykopitallsplasmid

For & kunne skille plasmid-DNA fra kromosomalt DNA benyttes en alkalisk lyseringsmetode
som farst ble brukt av Birnboim og Doly i 1979 (Birnboim og Doly, 1979). Denne metoden
baserer seg pa at lukkede sirkuleere DNA-molekyler er stabile ved alkalisk pH (mellom 12 og
12.5), i motsetning til lineere DNA-molekyler som vil bli degradert (Reece, 2004). For a
isolere plasmid ble Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system fra Promega

benyttet. Utfarelse og virkning av de ulike trinnene i metoden er som falger:

Lysering av celler

En kultur pa 1-3 ml ble sentrifugert (13000 rpm i 5 min) og supernatanten ble fjernet. Cellene
ble sa resuspendert i 250 pl resuspenderingsbuffer. Bufferen inneholder RNase og EDTA.
RNase vil degradere RNA som frigjeres i lyseringstrinnet. EDTA inhiberer DNaser ved a
binde divalente ioner som er kofaktorer for DNase (Reece, 2004). Videre ble cellene lysert
ved a tilsette 150 pl lyseringslgsning. Blandingen ble inkubert til det ble observert en klarere
blanding. Lyseringslgsningen inneholder natriumdodecylsulfat (SDS) og natriumhydroksid
(NaOH). SDS er en detergent som gdelegger cellemembranen og denaturerer proteiner. NaOH
tilsettes for a oppna alkalisk pH som farer til denaturering av kromosomalt DNA (Sambrook
og Russell, 2001).

Det ble sa tilsatt 10 pl alkalisk proteaselgsning og blandingen ble inkubert i 5 min. Proteasene
gker utbyttet av plasmid ved a degradere proteiner som kan pavirke plasmidet. Etter dette ble
det tilsatt 250 pl ngytraliseringsbuffer. Bufferen inneholder surt kaliumacetat. Bufferen farer
til renaturering av kromosomalt DNA, men det aggregerer og former et ulgselig kompleks.
Kaliumacetatet farer til utfelling av protein-SDS kompleks samt av. RNA med hgy
molekylvekt (Reece, 2004). Til slutt ble utfellingen fjernet ved sentrifugering (13000 rpm i 10

min).
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Isolering av plasmid DNA

Supernatanten ble overfgrt til en minikolonne og sentrifugert (13000 rpm i 1 min).
Minikolonnas matriks bestar av resin som binder DNA. Dette gjer at DNA forblir i kolonna
mens kontaminanter vaskes ut. Kolonna ble sa tilsatt 750 pl vaskebuffer, sentrifugert ( 13000
rpm i 1 min), og eluatet ble kastet. Videre ble trinnet repetert med 250 pl vaskebuffer. Til slutt
ble kolonna sentrifugert i 2 minutter for & fjerne rester av vaskebuffer. Hensikten med
vasketrinnet er & fjerne eventuelle kontaminanter i kolonna. Bufferen inneholder EDTA,
kaliumacetat og etanol. Etanol brukes for & hindre at DNAet skal lgse seg i vaskebufferen. Til
slutt ble plasmid-DNA eluert ved tilsats av 100 pl ionefritt vann og pafelgende sentrifugering
(13000 rpm, 1 min). Vannet senker saltkonsentrasjonen i kolonna, DNA lgses og kan elueres

ut sammen med vannet.

2.5 Isolering av lavkopitallsplasmid

For & isolere lavkopitallsplasmid ble det brukt mer kultur for & sikre nok utbytte. Dette farer

til noen endringer fra protokollen i 2.4 som er beskrevet her.
1: Det ble brukt 10 ml kultur dyrket i 100 ml kolbe over natt

2: Cellene ble resuspendert i 500 pl resuspenderingsbuffer og fordelt pa to eppendorfrer.
Prosedyren ble vider fulgt som beskrevet i 2.4 frem til overfgringen til minikolonna.
Supernatanten fra det ene raret ble overfert til kolonna og sentrifugert, og eluatet ble kastet.
Videre ble supernatanten fra det andre rgret overfert til den samme kolonnen og preven ble

sentrifugert.

2.6 Kjemisk transformering av Escherichia coli

Kjemisk transformering er en metode for a sgrge for at fremmed DNA kan bli tatt opp av
verten, Escherichia coli. Metoden er utviklet empirisk, og det er mye rundt mekanismene i
metoden som er ukjent (Reece, 2004). En skisse av trinnene i kjemisk transformering er vist i

Figur 2.2. Utferelse og virkning av trinnene er forklart under.
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Figur 2.2: Kjemisk transformering av E.coli (Reece 2004).

Produksjon av kompetente celler:

1 ml kultur av E.coli ble inokulert i Psi-medium (2.1.1) til ODgy = 0.4 og inkubert pa is i 15
min. Cellene ble hgstet ved sentrifugering (4500 rpm, 5 min). Supernatanten ble fjernet og
pelleten ble resuspendert i 40 ml kald TFB1(2.1.2), og blandingen ble inkubert pa is i 5 min.
TFB1 inneholder divalente kationer (Ca®*, Rb?* og Mn?*). De divalente ionenes virkning pa
celleveggen til verten er uklar, men det antas at de har en virkning pa strukturen i celleveggen

og at de muligens bidrar til a binde fremmed DNA pa celleveggen (Reece, 2004).

Videre ble cellene hgstet igjen ved sentrifugering (4500 rpm, 5 min). Supernatanten ble
fjernet og cellene ble resuspendert i 3 ml kald TFB2 (2.1.3). Denne lgsningen inneholder ogsa
divalente kationer, men er ogsa tilsatt neringsstoffer for & gke overlevelsesgraden til E.coli.
Kulturen ble til slutt fordelt i 1,5 ml sentrifugerar (&4 100 ul) og nedfryst hurtig pa en blanding
av etanol og tarris. Hurtigfrysingen er ngdvendig for at flest mulig celler skal overleve.
Cellene ble lagret ved -80 °C.

Heat-shock transformasjon:

Cellene ble tint pa is, fer plasmid (1 pl) eller ligeringsmiks (10 pl) ble tilsatt. Blandingen ble
inkubert pa is i 30 min. Videre ble cellene utsatt for varmesjokk ved 37 °C i 5 min eller 42 °C
i 45-55 sek. Varmebehandlingen stimulerer opptak av fremmed DNA. Cellene ble sa inkubert
pa is i 2 min far de ble tilsatt Iml SOC-medium (2.1.4), som var forvarmet til 37 °C. SOC-
medium er et vekstmedium som sgrger for at cellene kommer seg, noe som er ngdvendig
siden kompetente celler blir utsatt for harde pakjenninger for a gjere dem kompetente.
Cellekulturen ble sa inkubert ved 37 °C med risting i 1-2 timer. Til slutt ble cellene platet ut
pa LA (2.1.6) med antibiotikum som selekterte for plasmidet. Det ble farst platet ut 200 pl fra
kulturen. Deretter ble kulturen sentrifugert ved lav hastighet (ved bruk av liten bordsentrifuge
uten hastighetsmaler). Litt av supernatanten ble fjernet slik at det var ca 200 pl igjen i raret.
Deretter ble cellene resuspendert i supernatanten og platet ut pa ei ny plate. For a kontrollere
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transformasjonen ble det utfart positiv og negativ kontroll av metoden. Til negativ kontroll
ble det brukt kompetente celler uten tilsats av DNA. Til positiv kontroll ble 1ul plasmid tilsatt
de kompetente cellene.

2.7 Agarose Gelelektroforese

o

Agarose gelelektroforese er en enkel mate a separere DNA-fragmenter etter storrelse.
Teknikken baserer seg pa at DNA er negativt ladet ved pH til gelbufferen. Nar et elektrisk felt
pafares en gel vil DNA bevege seg i gelen fra den negative polen (katoden), mot den positive
polen (anoden). Ladningen til DNA er uavhengig av sterrelsen pa fragmentet, noe som gjer at
alle DNA-fragmenter ville vandret med lik hastighet dersom friksjon kunne neglisjeres. For &
kunne skille DNA-fragmentene blir det pafart friksjon ved a la DNA-fragmentene vandre i en
gel basert pad agarose. Nar agarose lgses i buffer i konsentrasjoner mellom 0,3 % - 4 % dannes
et porgst gitter, tettere jo hgyere agarosekonsentrasjon. Lange DNA-fragmenter vil vandre
saktere gjennom et slikt gitter enn korte fragmenter. Dette gjor at fragmenter i en blanding
kan separeres og lengden deres kan estimeres (Reece, 2004).

For a skille lange fragmenter er det hensiktsmessig a bruke lav agarosekonsentrasjon for at
fragmentene skal kunne vandre i gelen. For korte fragmenter brukes hgy
agarosekonsentrasjon (Berg, 2002). Siden DNA ikke er synlig i gelen alene ble GelRed fra
Gentaur brukt for & kunne visualisere DNA i gelen. GelRed binder seg til DNA og kan
visualiseres ved at DNA-GelRed-komplekset fluorescerer nar det blir utsatt for UV-lys.

| denne oppgaven ble det brukt 0,8 % agarose i 1x TAE buffer (2.1.10). For & fa DNA ned i
brgnnene i gelen ble det tilsatt loading dye (2.1.7). Dette ble tilsatt for & f4 DNA til & synke og
for & kunne visualisere hastigheten pa elektroforesen. For & kunne estimere lengden av DNA-
fragmentene ble det brukt DNA-standarder. En DNA-standard er en Igsning som inneholder
flere DNA-fragmenter med kjent starrelse, noe som gjar at disse kan brukes til a estimere
starrelse fragmentene som skal undersgkes. En oversikt over DNA-standardene er vist i
Vedlegg A.

2.8 Restriksjonskutting

Restriksjonsenzymer av klasse Il kutter DNA pa spesifikke basesekvenser. Basesekvensene
som gjenkjennes av restriksjonsenzymene varierer i lengde o0g basesammensetning.
Restriksjonsenzym med korte gjenkjenningssekvenser, eksempelvis 4 basepar, vil kutte oftere

(gj.snitt hvert 4* bp) enn et restriksjonsenzym med en gjenkjenningssekvens p& 12 (gj.snitt
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hvert 4'2 bp). Gjenkjenningssekvensene er ofte palindromer (Figur 2.3), som vil si at

sekvensen er den samme pa begge trader i 5°-3’ retningen

-

- —
>
e ——
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b

Figur 2.3: Palindrom gjenkjenningssekvens for restriksjonsenzymet EcoRI (Reece 2004).

Restriksjonsenzymer blir oftest brukt i kloning til & kutte DNA-fragmenter som skal klones ut
fra plasmidet, kromosomet eller PCR-produktet hvor fragmentet er. Vektoren genet skal
klones inn i blir ogsa behandlet med restriksjonsenzym. Vektoren blir som regel behandlet
med restriksjonsenzymer som gir like kuttemgnster pa vektor og insert slik at de klebrige
endene” pa fragmentet og vektoren er komplementaere. For a hindre at restriksjonsfragmentet
ligeres tilbake til det opphavelige plasmidet, kan restriksjonsfragmentene separeres ved
gelelektroforese. Restriksjonsenzymer blir ogsa brukt for & sjekke vellykket kloning. Dette
gjores ved at vektoren blir isolert fra verten og behandlet med restriksjonsenzym som

identifiserer vektoren(Reece, 2004).

Restriksjonskutting ble utfart som beskrevet under:

Reaksjonsmiks ble laget:

3-17uL DNA
2uL 10 X NEB (New England Biolabs) buffer type 1-4 avhengig av enzym
0,5uL NEB BSA

Sterilt ionefritt vann til 19,5l

0,5-1,5puL NEB enzym

Bufferen falger med enzymene og tilrettelegger for at enzymet skal virke. BSA tilsettes for &
stabilisere enzymet utover det bufferen gjer. Ved bruk av flere enzymer ble det brukt en

buffer som passer alle enzymene.

Restriksjonsmiksen ble inkubert ved enzymenes optimale temperatur (oftest 37°C) i 1 time til
over natt, avhengig av hvilke enzym som ble brukt. Videre ble fragmentene separert ved

agarose gelelektroforese.
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2.9 Sekvensering

DNA-sekvensering er en metode som blir brukt for & kunne bestemme nukleotidsekvensen i
DNA. Sekvensering av DNA er et omrade med stor utvikling av nye metoder, som gir bade
hgyere hastighet og sterre ngyaktighet enn tidligere mulig. 1 denne oppgaven ble den
tradisjonelle Sanger-metoden brukt for a sekvensere DNA. Metoden baserer seg pa a benytte
dideoksy-nukleotider sammen med deoksynukleotidene slik at DNA-polymerase noen ganger
setter inn en dideoksy-nukleotid i stedet for deoksynukleotid. Dideoksynukleotidet farer til at
syntesen av fragmentet stopper. Mange slike reaksjoner farer til at man til slutt har DNA-
fragmenter med dideoksynukleotider som representerer alle nukleotidene i DNA-fragmentet.
Tidligere matte man kjere 4 reaksjoner, en for hver base, for & kunne bestemme sekvensen
(Sanger et al., 1977). Sanger-metoden er i dag gjort enklere ved at de ulike
dideoksynukleotidene er merket med hvert sitt fluorescerende stoff slik at man kan bare

trenger a kjare en reaksjon, samt at separeringen av fragmentene gar mye raskere.

| denne oppgaven ble det sekvensert for & verifisere PCR-amplifisert DNA hadde den riktige
sekvensen. Da det kan oppsta feil i PCR-reaksjonen eller under kloningsarbeidet, er
sekvensering essensielt for at resultatene skal representere de forskjellene som skal testes, og

ikke komme av feil i forsgket.

Separering av sekvenseringsprodukter ble utfgrt ved Institutt for biologi pd NTNU.
Sekvensering og rensing av sekvenseringsprodukter ble utfert og prosedyre for sekvensering

og rensing av sekvenseringsprodukter er vist under.
Sekvensering
Det ble laget en sekvenseringsmiks som bestod av komponentene vist i Tabell 2.3.

Tabell 2.3: reaksjonsmiks til sekvensering. BigDye ble tilsatt til slutt.

Komponent Mengde

Plasmid DNA 150 — 300 ng

Primer 1 ul (3,2 pmol/ul)
Fortynningsbuffer 4 ul

Sterilt ionefritt vann Slik at totalvolum ble 20 pl
BigDye 4ul
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Videre ble et sekvenseringsprogram Kjgrt pa en PCR-maskin med program vist i Tabell 2.4.

Tabell 2.4: Reaksjonsbetingelser for sekvensering. Fer trinn 1 ble miksen varmet opp til 96 °C og

holdt i 4 min. Trinnene i tabellen ble utfart i syklus 25 ganger.

Trinn Temperatur (°C) Varighet (s)
1 96 30

2 50 15

3 60 240

Rensing av sekvenseringsprodukter

Blandingen ble overfart til 1,5 ml sentrifugergr. Utfelling av DNA ble gjort ved tilsats av 2 pl
natriumacetat (NaAc) og 50 pl etanol (96 %). Blandingen sto ved romtemperatur i 15 min far
den ble sentrifugert (13000 rpm i 20 min). Videre ble supernatanten fjernet og bunnfallet ble
vasket ved tilsats av 250 pl 70% etanol, miksing, og pafglgende sentrifugering (13000 rpm i 5
min). Supernatanten ble fjernet og rarene ble satt med lokket apent til tarking over natt, far de

ble sendt inn for separering av sekvenseringsproduktene.

2.10Konjugering

Konjugering er direkte overfgring av DNA fra en bakteriecelle til en annen, og er en vanlig
metode for & overfare DNA mellom ulike stammer og arter av gram-negative bakterier (Dale
og Park 2010). I denne oppgaven ble konjugering brukt for a overfare DNA fra E. coli til P.
fluorescens (Dale og Park, 2010). Det ble brukt to ulike mater for & inkorporere det overfarte

DNA-et inn i P. fluorescens. Disse matene er forklart videre.

2.10.1 Konjugering for a overfgre transposon

Transposon er mobile genetiske elementer som kan forflytte seg fra et sted til et annet i DNA.
| denne metoden ble det brukt plasmid med transposon for & overfare DNA fra E. coli til
kromosomet i P. fluorescen (Reznikoff, 2003). Plasmidene som ble brukt, som er derivater av
pPY Q1 inneholder gener som koder for transposase, men disse sitter ikke pa selve transposonet
(Figur 2.4). Plasmidet som ble brukt i denne oppgaven er ogsa avhengig av proteinet pir for a
replikere fra Ori R6K, noe som gjer at plasmidet ikke vil replikeres i P. fluorescens, da den
ikke produserer II-protein. En skjematisk skisse av hvordan transposon blir satt inn i

kromosomet er vist i Figur 2.5.
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Figur 2.4: Skisse av plasmid med minitransposon som ble brukt i oppgaven.
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Figur 2.5: Mekanisme for innsetning av transposon. | trinn 1 skjer en assosiering av transposase slik at det
dannes en loop. | trinn 2 kuttes DNA-et pa dette punktet. | trinn 3 setter transposase-DNA-komplekset seg pa
mal-DNA. | trinn 4 introduseres det nye elementet til mal-DNA (Reznikoff, 2003).
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For & konjugere plasmid til P. fluorescens ble fgrst 1% kulturer av donor (E. coli) og
mottaker (P. fluorescens) inkubert ved henholdsvis 37 og 30 °C til eksponentiell fase
(OD=0,4) ble nadd. Videre ble tilnaermet lik mengde bakterier blandet til totalvolum 6 ml.
Kulturen ble sentrifugert (5000 rpm i 5 min) og supernatanten ble helt av. Pelleten ble
resuspendert i den resterende vasken (= 0,1 ml), suspensjonen ble plassert pa LA og inkubert
over natt ved 30 °C. Videre ble suspensjonen skrapt av platen og en fortynningsserie ble laget.
100 pl av fortynningene (102, 10 og 10°®) ble platet ut p& PIA med Apr og inkubert ved 30
°C i 48 timer. Kolonier som kunne sees pa PIA med apramycin, bestemt til & ha Tn5-

elementet integrert i kromosomet og ble lagret ved -80 °C.

2.10.2 Homolog rekombinering

Konjugasjon ble ogsa brukt til & overfgre plasmid som skulle integreres i kromosomet til P.
fluorescens ved homolog rekombinering. Rekombinering er en mekanisme hvor DNA kan
overfares til et annet DNA-fragment ved & kutte bade donor-DNA og mottaker-DNA, Kkrysse
de, og knytte dem sammen pa nytt. En slik mekansime krever at det finnes homologe regioner
pa DNA-molekylene som skal rekombineres. Dette kalles homolog rekombinering.. (Dale og
Park, 2010). Overfarselen av DNA pa plasmidet i denne oppgaven til kromosom skjer ved to

rekombineringer og en skjematisk tegning er vist i Figur 2.6.

Konjugeringen ble utfert pd samme mate som beskrevet i 2.10.1 frem til utplating av
fortynningsserie. 100 ul av fortynningene (10, 10 og 10°®) ble her platet ut pd PIA (2.1.8)
med X-gal og Tc og inkubert ved 30 °C i 48 timer. Det ble videre tatt to bla kolonier som ble
inokulert i nytt LB-medium 1-2 ganger per dag i 2-4 dager. For hver ny inokulering ble det
tatt ut prgve fra kulturen og en ny fortynningsserie ble laget, og 100 pl av fortynningene 10
og 107 ble platet ut p& PIA med X-gal. Platene ble inkubert i to dager, far hvite kolonier ble
overfart til plater med og uten Tc. Kolonier som vokste pa PIA uten Tc, men ikke med, ble
testet ved PCR-analyse for a identifisere stammer hvor genvarianten med delesjon, og ikke

villtypen hadde blitt igjen i kromosomet.
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Figur 2.6: Skisse av homolog rekombinering mellom plasmid med AalgU og kromosomalt DNA
med AlgU. De bla og oransje boksene illustrerer flankene av AlgU. Den rgde boksen er den delen av
AlgU som er tatt bort i 4a/gU. | trinn 3 kan det ogsa skje en ny rekombinering mellom de bla boksene.
Dette vil fore til en revertering til det opphavelige kromosomet/plasmidet (Heintz, 2001).

2.11Isolering av G-lyase

Alginat lyaser er enzymer som bryter bindinger i alginat. Genet alyA fra Klebsiella
pneumoniae koder for en lyase (AlyA) som bryter G-G og G-M bindinger i alginat
(Tandervik et al., 2010). G-lyase ble isolert for a bruke til alginat-malinger i oppgaven.
Produksjonen og isoleringen av G-lyase ble gjort i henhold til Tgndervik et al. (2010) som
beskrevet videre.
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E.coli rv308 med plasmid pAT77 ble inokulert i 3 ml 3X LB med 200 pg/ml ampicillin ved
30 °C over natt. Kulturen (3 ml) ble overfart til 400 ml 3X LB med 200 pg/ml ampicillin i en
2000 ml kolbe med stremningsbrytere og inkubert ved 30 °C i 3 timer. Ekspresjon av
lyasegenet ble indusert ved tilsats av m-toluensyre til 0,5 mM, med videre inkubering i 4
timer. Etterpa ble cellene hgstet ved sentrifugering (7000 rpm i 10 min), supernatanten ble
fjernet og cellene ble frosset ved -80 °C (nedfrysning her er ikke ngdvendig, men ble gjort av
praktiske hensyn). Cellene ble tint og resuspendert i 40 ml 20mM Na;HPO,, 1mM CaCl,, pH
6,8 og sonikert i 10 min. Videre ble prgven sentrifugert og filtrert (0,2 pum). Proteinet ble
renset ved bruk av 5-ml HiTrap HP SP kolonne ekvilibrert med 20 mM Na,HPQO4, 1mM
CaCly, pH 6,8. Proteinet ble eluert ved a bruke en trinnvis NaCl-gradient mellom 0 og 1 M.
Programmet var stilt inn slik at det ga en sakte gkning i saltkonsentrasjon fra O til 0,25 M da

det var ventet at G-lyasen ville bli eluert i dette intervallet.

Enzymaktiviteten til alginat lyase ble bestemt ved & male gkning i A3 som skyldes dannelse
av umettede uronsyrer nar lyase bryter bindinger i alginat. Malingene ble gjort i 1 ml
reaksjonsmiks. Reaksjonsmiksen bestod av 50 pl alginat (20 mg/ml), 950 ul buffer (50 mM
Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 1 mM CaCly, pH 7,5) og 10 pl G-lyase. A3 ble malt i 10 min med
avlesning hvert 10. sekund pa kinetikkprogram. 1 enhet enzymaktivitet (u) for lyaser er
definert som den mengden enzym som gker Az med 1 per minutt. Aktiviteten ble bestemt

ved a finne stigningstallet i det omradet hvor gkningen i A,z var lineer.

For en initiell vurdering av hvilke pragver som inneholdt AlyA (G-lyase) ble det farst utfart en
nedskalert maling i 200 pl prgve. Det ble utfert pa samme mate som beskrevet under, men
ved a bruke 1:5 av alle reagenser, og ble malt pa en 96-brgnns UV-plate.

2.12 Alginatmaling

Alginatmalingene ble gjort etter metoden utarbeidet av Kjetill @stgard (Dstgaard, 1993).
Alginat lyase bryter bindinger i alginat ved B-eliminasjon og gir umettede uronsyrer pa den
ikke-reduserende enden. De umettede uronsyrene absorberer mye lys ved 230 nm. Ved tilsats
av G- og M-lyase vil mengden umettede uronsyrer i forhold til den initielle mengden vere
proporsjonal med A,zy. Metoden baserer seg pa & male gkningen i Az i provene, og ved a
sammenligne denne gkningen med gkninger av Kkjente konsentrasjoner av alginat kan
alginatkonsentrasjonen bestemmes (@stgaard, 1993). Alginatmalingene ble utfert som

beskrevet under.
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En forkultur av bakterien ble inkubert over natt i PIM (2.1.9) ved 30 °C. 0,1 ml av kulturen
ble overfert til 9,9 ml PIM tilsatt proteaser (0,15 ml/l av Alkalase 2,4L og Ngytrase 0,5L fra
Novozymes). Proteasene ble tilsatt for a hindre enzymatisk aktivitet som kan pavirke

alginatmengden i forsgket. Kulturen ble inkubert i 48 timer og ODggp ble malt.

1,00 g kultur ble tatt ut og fortynnet med 4 ml 0,2 M NaCl og mikset godt. 3 ml ble tatt ut og
fordelt pa to 1,5 ml sentrifugerer. Rgrene ble sentrifugert (13000 rpm i 10 min) og 1 ml
supernatant ble overfart til nye rer. 33 pl natriumhydroksid (NaOH) ble tilsatt og prevene ble
frosset ved -20 °C.

Prgvene ble tint og deacetylert ved risting i 1 time og videre sentrifugert (13000 rpm i 10
min). 100 pl supernatant ble overfert til nytt rer og 300 ul buffer (0,05 M Tris-HCI, 0,2 M
NaCl, ImM CaCly, pH 7,5) ble tilsatt.

Til standardkurve med kjente konsentrasjoner av alginat ble alginat (LF 10/60) lgst i destillert
vann og standarder med konsentrasjoner fra 0,0 til 0,5 g/l brukt. Til malingen ble det brukt en
96-brgnns UV-plate fra Costar. 150 pl buffer (0,05 M Tris-HCI, 0,2 M NaCl, 1mM CacCl,, pH
7,5) ble tilsatt hver brgnn og 75 pl av preve eller standard, med 3 paralleller for hver prave.
Ao ble malt. Videre ble det tilsatt 0,008 u av M-lyase og G-lyase og prgvene ble inkubert
ved romtemperatur. Az ble malt etter 3 og 4 timer. Da det ikke ble observert gkning i Axsg

fra 3 til 4 timer, ble det antatt at reaksjonen er ferdig og forsgket ble avsluttet.
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3 Resultater

3.1 Isolering av G-lyase

Enzymene G-lyase og M-lyase er ngdvendige for & kunne utfgre alginatmalinger som
beskrevet i 2.11. Siden G-lyase ikke var tilgjengelig, ble enzymet produsert som beskrevet i
2.12. Figur 3.1 viser resultatet av FPLC-kromatografi og viser hvordan forsgket gikk med
hensyn pa hvor, og ved hvilke saltkonsentrasjoner, protein ble eluert. Programmet som ble
brukt ga ferst en sakte gkning i saltkonsentrasjon opp til 0,25 M NaCl (Dette er vist med
grenn stiplet linje frem til 100 ml eluert preve). Konsentrasjonsgkningen fra 0,25 M til 1 M
NaCl var over et kortere intervall, da det var forventet at AlyA skulle bli eluert fgr 0,25 M
NaCl ble nadd. Som Figur 3.1 viser, er det en topp i Ay i intervallet A8 til A9. Det lokale
maksimumet, der mest protein ble eluert i denne toppen ut tilsvarer en saltkonsentrasjon pa
ca. 0,19 M NacCl.

mAL m3icm

300

108

Figur 3.1: FPLC av AlyA (G-lyase). Bla linje viser absorbans ved 280 nm. Grgnn linje viser
konsentrasjon av NaCl. Brun linje viser konduktivitet og de rgde strekene markerer fraksjonene som
eluatet ble delt opp i.
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Alle prgvene ble farst testet for lyaseaktivitet med en nedskalert maling. Data fra disse
malingene er vist i Vedlegg E. Det ble pavist enzymaktivitet i pravene A8, A9, A10, All og i
Al1-2 (void). Al1-2 ble ikke brukt videre pga. at void-prgver ikke er rene nok. Pravene A8, A9,
A10 og All ble testet videre for enzymaktivitet ved bruk av 1 ml-maling. Ut fra disse
malingene som er vist i Vedlegg E ble konsentrasjon av AlyA bestemt. Konsentrasjon og

mengde av AlyA i de ulike prgvene er vist i Tabell 3.1.

Tabell 3.1: Aktivitet av AlyA

Prove Konsentrasjon av AlyA- | Volum prave (ml) | Aktivitet AlyA (u)
aktivitet (u/ml)

A8 34,8 5 174

A9 64,8 5 324

A10 4,2 5 21

All 2,4 1 2,4

Totalt ble det isolert 521,4 u AlyA fra den opprinnelige kulturen pa 400 ml, noe som er nok til
a male gkning i Ay i ca. 65 tusen prgver (0,008 u per prgve).

3.2 Komplementering av clpA

Ved et tidligere forsgk er det utfagrt en transposonmutagenese hvor clpA ble inaktivert. Dette
farte til en signifikant gkning av alginatproduksjonen i 2 medier (DEF3 glyserol/fruktose), og
en signifikant reduksjon i PIM. For & verifisere at muteringen av clpA var arsaken til den
endrede alginatproduksjonen, ble villtype-clpA satt tilbake i den muterte stammen for a se om
dette resulterte i alginatproduksjon som villtypen. For & gjgre dette matte villtype-clpA
overfares til P. fluorescens, og et plasmid med clpA som kunne overfgres matte konstrueres.

En oversikt over hvordan dette plasmidet ble konstruert er vist i Figur 3.2.

Det ble utfart PCR for & amplifisere clpA fra P. fluorescens SBW25 med primerene CIpAF og
CIpAR (Vedlegg C). PCR-produktet clpA og pEM2 ble videre kuttet med Ndel og NotHF og
separert pa gel som vist i Figur 3.3. clpA-fragmentet og pEM2-fragmentet (3,9 kb) ble isolert
fra gelen og clpA ble ligert inn i pEM2-fragmentet. Ligeringsblandingen ble transformert til
E. coli. Plasmidet ble isolert fra 4 transformanter og sjekket med restriksjonsenzymer som vist
i Figur 3.4. Brgnn 2 og 4 ble antatt & inneholde det riktige plasmidet og ble tatt med videre til

verifisering ved sekvensering.
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Figur 3.2: Kloningsskisse for komplementering av clpA

Ved sekvensering av prgven fra brgnn 4 ble det pavist en punktmutasjon ved 576 nt i forhold
til det forventede plamidet. Punktmutasjonen endret aminosyreprodukt fra glutamin til
arginin. Sekvenseringen av prgven fra brgnn 2 viste imidlertid korrekt sekvens, som vist av
sekvensdata i Vedlegg B. Prgven ble derfor bestemt til & inneholde pES3.
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4 kb
3kb

2 kb

Figur 3.3: Kloning av clpA. clpA (hgyre) og pEM2 (venstre) er kuttet med Ndel og NotHF. Dette
skulle gi pEM2-fragmenter pa 3,9 kb + 1,2 kb og clpA-fragment pa 2,3 kb.
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Figur 3.4: Restriksjonsanalyse av ligert pEM2-fragment og clpA-fragment kuttet med EcoRV og
Notl.. Kuttingen skulle gi fragmenter pa 4,9 kb og 1,4 kb.

Videre ble clpA kuttet ut av pES3 og ligert inn i pYQL. Kuttingen av pES3 og pYQ1 er vist i
Figur 3.4 A. Fragmentet pa 2,4 kb fra kuttet pES3 og 8,2 kb fra kuttet pYQ1 ble isolert fra
gelen og brukt videre. pES3-fragmentet og pYQ1-fragmentet ble ligert og transformert til E.
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coli. Plasmid ble isolert fra 4 transformanter. Figur 3.5B viser restriksjonsanalyse av antatt
PES4. Av Figur 3.4 3.5 B kan det se ut som det mangler et fragment (kun 6 pa bildet). Det kan
se ut som om fragmentene pa 2,2 kb og 2,0 kb har gatt inn i hverandre. Prgven i brgnn 3 ser ut
til & inneholde pYQ1, siden fragmentene pa 1,1 og 0,5 mangler. pYQ1(6,2 kb + 2,2 kb + 0,89
kb + 0,86 kb) skal heller ikke gi fragmentet pa 2,0 kb. Ved & sammenligne bandene pa rundt 2
kb kan det observeres at bandene i de andre brgnnene har vandret noe lengre enn det i brenn
3. Dette tyder pa at fragmentene i de andre brannene ikke har blitt separert godt nok, men at
de inneholder fragmentet pa 2,0 kb. Alle fragmentene stemmer heller ikke helt i stgrrelse i
forhold til standarden. Det er en tendens til at de virker stgrre enn hva som skal veere tilfelle.
Da disse resultatene ble utarbeidet, ble metoden for farging av gel endret, noe som viste seg a
fare til en del usikkerhet i DNA-fragmentenes vandring i gelen. Det ble derfor gatt ut fra at

starrelsen pa fragmentene var riktig.

Bandene som skal vaere 0,86 kb og 0,89 kb er for godt separert pa gelen til at det kan vaere sa
liten forskijell i stgrrelse pa fragmentene. Ved a se pa plasmidkartet for pES4 kan man se at
disse fragmentene er resultat av kutting i vektoren, og ikke i clpA. P& grunnlag av dette ble det
konkludert med at vektoren ikke var helt som den skulle. Plasmidet ble likevel brukt videre

siden restriksjonsanalysen viste at clpA var i vektoren, og ble kalt pES4.

Figur 3.5 A: Kloning av pES3 (3,9 kb + 2,4 kb) (brenn 3) og YQ1 (8,2 kb + 1,2 kb + 0,5 kb)
(brgnn 2) kuttet med BsrGl og NotHF. B: Restriksjonsanalyse av Pstl-kuttede transformanter.
Forventede fragmenter var pa: 3,2 kb + 2,2 kb 2 kb + 1,1 kb + 0,89kb + 0,86 kb + 0,5 kb.
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Videre ble pES4 konjugert til P. fluorescens 3001. pES4 er et plasmid med minitransposon
som beskrevet i 2.10.1 og ved bruk av transposon ble villtype-clpA satt inn i P. fluorescens
3001 hvor dette genet var inaktivert. Det ble utfgrt alginatmalinger som beskrevet i 2.12 pa
clpA” —stammen og den komplementert med villtype-clpA. Hensikten med dette var a se om
ClpA hadde en effekt pa alginatproduksjonen, som har blitt pavist ved tidligere forsgk. pES4
ble ogsa konjugert til P. fluorescens mucA™ . Grunnen til at pES4 ble konjugert til denne
mutanten var for & se om overuttrykk av clpA hadde effekt pa denne stammen.

3.3 Komplementering av PFLU3927

Pa samme mate som for CIpA beskrevet i 3.2 ble PFLU3927 komplementert. En skjematisk
beskrivelse av kloningsarbeidet er gitt i Figur 3.6.
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Figur 3.6: Kloningsskisse for komplementering av PFLU3927
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Farst ble det utfert PCR for a amplifisere genet PFLU3927 med primerne PFLU3927 F og
PFLU3927 R. pa P. fluorescens SBW25. PCR-produktet ble sjekket pa gel som vist i Figur
3.7. PFLU3937 skulle settes inn i pUC128 og pUC128 ble derfor kuttet med ECORV som vist
i Figur 3.8. PFLU2927 og kuttet pUC128 ble sa ligert og transformert til E. coli. 4
transformanter ble sjekket ved kutting som vist i Figur 3.9. Prgvene i brgnn 1 og 4 sa ut til a

veere riktige og ble derfor sendt inn til sekvensering.

Sekvenseringen viste at prgven fra brgnn 1 inneholdt en punktmutasjon som ville resultert i
endring av aminosyre. Sekvensdata fra brgnn 4 viste ogsa en punktmutasjon pa 325 nt i
forhold til 128PFLU3927A (Vedlegg B). Pa denne posisjonen var en tymin endret til cytosin.
Denne mutasjonen viste seg a vere en stille mutasjon som ikke ville endre aminosyre (lysin).

Det ble derfor konkludert med at plasmidet kunne brukes, og plasmidet er heretter referert til

som pES2.
3 kb e —

Figur 3.7: PCR-amplifisering av PFLU3927. PCR-produktet skulle veere 2,5 kb.
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4 kb
3kb

Figur 3.8: pUC128 kuttet med EcoRV. Forventet fragment var pa 3,2 kb.

6 kb
5kb

1kb
0,5 kb

Figur 3.9: Restriksjonsanalyse av transformanter kuttet med Smal. Forventede fragmenter er pa
5,1 kb + 0,7 kb.

PES?2 ble brukt videre for & overfare PFLU3927 til pYQL. For & kunne overfgre PFLU3927
fra pES2 og inn i pYQL i ett trinn ved bruk av enzymene Notl og Ndel, ble det gjort en
partiellkutting med Ndel, siden Ndel har gjenkjenningssekvens inni PFLU3927.
Partiellkuttingen ble utfart ved & lage en fortynningsgradient av enzym mellom prgver som
allerede var fullstendig kuttet med Notl, slik at det var stor sjanse for at en av disse hadde
fragmenter som kun var kuttet pa enden av PFLU3927, og ikke i genet. De forventede
fragmentene av kuttingen er vist i Figur 3.10.
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Figur 3.10: Partiellkutting av pES2. pES2 ble kuttet fullstendig med Notl slik at det ble dannet et
linezert fragment som vist i figuren. Partiellkuttingen ga fragmenter som vist, og det gnskede
fragmentet er vist med bla klamme.

Resultatet av partiellkuttingen er vist i Figur 3.11. Det var tydelig mest av det gnskede
fragmentet pa 2,5 kb i brgnn 3 og 4 og bandet ble kuttet ut av gel fra disse brgnnene.
Kuttingen av pYQ1 hadde forventede fragmenter pa 8,4 kb og 1,7 kb og fragmentet pa 8,4 kb

ble isolert fra gel og brukt videre i kloningen.

8 kb
6 kb
5kb

4 kb

35kb
kb

25kb
2 kb
1,5kb

Figur 3.11: Partiellkutting av pES2 (brgnn 3-5) og kutting av pYQ1 (brgnn 2) med Notl og
Ndel. Forventede fragmenter for pYQ1 var pa 8,4 kb og 1,7 kb. Forventede fragmenter for pES2 er
vist i Figur 3.10. I brgnn 1 er det en prgve med forventede fragmenter pa 3,9 kb og 2,3 kb (ikke med

under konstruksjon av pES6)

42



Resultater

Til slutt ble partiellkuttet pES2 og kuttet pYQL1 ligert sammen til pES6. Kontrollkutt av pES6
er vist i Figur 3.12. Av figuren kan det se ut som om det starste fragmentet har vandret for
kort til & veere pES6. Det samme hadde imidlertid skjedd i bregnn 1 og 2 med en et annet
plasmid, hvor det var forventet fragmenter pa 5,5 kb og 0,9 kb. Det ble derfor konkludert med

at plasmidet var riktig.

10 kb
8 kb

2 kb
1,5 kb
1kb

Figur 3.12: Restriksjonsanalyse av ligert PFLU3927 fra pES2 og pYQ1 transformert til E. coli
kuttet med Ncol og (brgnn 3-5). Forventede fragmenter var pa 9,3 kb + 1,6 kb. | brgnn 1 og 2 er det
plasmid med forventede fragmenter pa 5,5 kb og 0,9 kb (ikke relevant for konstruksjon av pES6).

Videre ble pES6 konjugert til P. fluorescens 17p19 hvor PFLU3927 var inaktivert. pES6 er et
plasmid med minitransposon. Ved bruk av mekanisme beskrevet i 2.10.1ble PFLU3927 satt
inn i P. fluorescens 17P19 hvor PFLU3927 var inaktivert. pES6 ble ogsa konjugert til til P.
fluorescens mucA™ for & se om overuttrykk avPFLU3927 ville pavirke alginatproduksjonen i

denne stammen.

3.4 Delesjon av algU

I tidligere arbeid er det laget en stamme av P. fluorescens hvor algD-operonet er satt under
kontroll av Pm-promotoren, slik at alginatproduksjonen ikke lenger er avhengig av
AlgU/Muc-balansen. For a vise at alginatproduksjonen i denne stammen virkelig er
uavhengig av AlgU, ble laget et plasmid som inneholdt de flankerende genene til algU, men
der det meste av algU var fjerna. Plasmidet ble brukt til 4 erstatte villtype-algU med deletert

algU ved homolog rekombinering. En skisse av kloningsarbeidet er vist i Figur 3.13.
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Figur 3.13: Kloningsskisse for innfgring av delesjon i algU.

Innfgringen av delesjon i algU ble gjort ved & farst amplifisere flankene av algU fra P.
fluorescens. Fragmentene ble kalt OppAlgU og NedAlgU. OppAlgU ble amplifisert ved bruk
av primerene OppAIlgUF og OppAIgUR. NedAlgU ble amplifisert ved bruk av primerene
NedAlgUF og NedAlgUR. Videre ble det gjort en ny PCR med en blanding av OppAlgU og
NedAlgU og primerene OppAlgUF + NedAlgUR . Siden primerene som ble brukt innad i
algU er komplementare til hverandre som vist i Figur 3.14, vil endene pa OppAlgU og
NedAlgU hybridisere og ved PCR bli til ett fragment. Denne sammenfgyingen gir et fragment
der start- og stoppkodon fremdeles er i samme leseramme, men det innfgres en stor delesjon i
genet. Fragmentet ble kalt 4algU. Agarose gelelektroforese av de PCR-amplifiserte flankene
av algU er vist i Figur 3.15. Opp AlgU skulle ha lengde pa 0,9 kb og NedAlgU 1,1 kb. Dette
passer med Figur 3.15A og fragmentene ble brukt videre. Forventet lengde pa AalgU var 1,9
kb og stemmer med Figur 3.15B, og 4algU ble brukt videre i kloningsarbeidet.
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OppalglR= : 37 GAAGAGGATCAGCAGCTGLTCCGLGAAGCCA &7

NedilglF : &7 CAGCAGCTGLTCCGLGAAGCCATCGATALAGT 37

Figur 3.14: Komplementere primere

A B
1 kb = Y -
\: | 2 kb —
o - 1,5 kb
0,5 kb -

Figur 3.15: PCR-amplifisering av DNA som flankerer algU. A: OppAlgU (venste brgnn) og
NedAlgU (hayre brenn) B: AalgU

AalgU ble videre ligert inn i pHE179 ved a ferst kutte med Xbal og BamHI. Kutteproduktet
av dalgU ble renset ved bruk av spin-protokoll, mens kutteproduktet av pHE179 ble separert

pa gel som vist i Figur 3.16, hvor fragmentet pa 2,8 kb ble isolert fra gelen og renset.
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Figur 3.16: pHE179 kutte med XBal og BamHI. Forventede fragmenter pa 2,8 kb + 2,3 kb.

Kutteproduktene av AalgU og pHE179 ble ligert sammen og transformert til E. coli.

Plasmider ble isolert og sjekket ved restriksjonskutting som vist i Figur 3.17.

4 kb

3 kb
2 kb

1kb
0,5 kb

Figur 3.17: Restriksjonskutting av plasmid som skulle inneholde AdalgU med Pstl. Forventede
fragmenter var pa 3,8 kb + 0,9 kb.

Fragmentene i Figur 3.17 stemte med forventede band for brgnn 2,3 og 5. Disse ble sendt
videre til sekvensering. Prgven i brgnn 3 viste korrekt sekvens og den ble derfor bestemt til &
vaere pES1, og ble brukt videre i kloningsarbeidet. Sekvenseringsresultatet av pES1 er vist i
Vedlegg B.
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For & overfare delAlgu til P. fluorescens ble dalgU ligert inn i pHE246, et konjugativt
plasmid som kan overfgres til P. fluorescens. For & gjegre dette ble farst pHE246 kuttet med
Xbal + Bglll, og pES 1 med Xbal + BamHI + Dral. Resultatet av kuttingen er vist i Figur
3.18. Fragmentene i figuren stemte med de forventede. Fragmentet pa 10,2 kb fra pHE246 og
fragmentet pa 1,9 kb (4algU) fra pES1 ble isolert fra gelen og brukt videre.
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Figur 3.18: Kutting av pES1 og pHE246. pESL1 ble kuttet med Xbal + BamHI + Dral (brgnn 1) med
forventede fragmenter pa 1,9 kb + 1,4 kb + 0,8 kb + 0,6 kb. Kutting av pHE246 med Xbal og Bglll
(brgnn 2) med forventede fragmenter pa 10,2 kb + 2,3 kb.

Videre ble 4algU —fragmentet ligert sammen med pHE246 —fragmentet og transformert til E.
coli. pHE246 ble brukt fordi det kan overfares til P. fluorescens. Plasmid ble isolert fra
transformanter og restriksjonsanalyse ble utfgrt som vist i Figur 3.19. Fragmentene i praven
stemte med de forventede, og preven ble bestemt til & veere pES5. Det var veldig lite av

fragmentene i praven, noe som kommer av at plasmidet er lavkopitallsplasmid.

PES5 ble sa konjugert til P. fluorescens SBW25 MS1 AalgC::TnKb60 og overfert til
kromosomet ved homolog rekombinering. For a sjekke om AalgU var blitt overfart til
kromosomet og hadde erstattet villtype-algu ble PCR utfgrt pa 4 stammer med primerene
OppAIlgUF og NedAlgUR som amplifiserer villtype-algU/4algU. De PCR-amplifiserte
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fragmentene ble separert pa gel som vist i Figur 3.20. Analysen viste at alle koloniene hadde

AalgU varianten i kromosomet.

8 kb

6 kb
Skb
4 kb

3,5kb
3kb
1,5 kb
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1kb

Figur 3.19: pES5 kuttet med Hindl11 og Ncol. Forventede fragmenter var 6,9 kb + 3,9 kb + 1,2 kb.
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Figur 3.20: PCR-analyse av P. fluorescens AalgU rekombinanter. Brgnn 1-4 er kolonier hvor
AalgU har blitt konjugert og forsgkt rekombinert til P. fluorescens. Brgnn 5 er PCR av villtype-algU.
Lengde pa dalgU er 1,9 kb, pa villtype-algu 2,4 kb.
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3.5 Maling av alginatproduksjon

Malet med oppgaven var a se pa effekten av mutasjonene pa alginatproduksjon. For a gjere
dette ble stammene dyrket i PIM med proteaser i 48 timer. ODgqo ble malt etter 48 timer (Figur

3.22) og praver ble tatt ut til maling av alginatproduksjon. Prgvene ble malt etter metode
beskrevet i 2.12.

Resultatene av alginatmalingene er vist i Figur 3.21 og Figur 3.23. Som figurene viser er det
kun registrert alginat i 3001-stammene. | de andre kulturene er det beregnet negative
alginatkonsentrasjoner, som indikerer at det ikke er alginat i prevene. Negative verdier
skyldes at absorbansen gikk ned i disse prevene. Det ble ogsa malt ODggo i disse pravene.

Resultatene av OD-malingene er vist i Figur 3.22.

EPf mucA EPf mucA::TnES4

OPf MS1 EPf MS1 AalgC::TnKb60 Aalgu

EPf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA::TnES4 OPf MS1 AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3927::TnES6
B Pf MS1AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3929 B Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA

B Pf MS1AalgC::TnKb60 O Pf SBW25 mucA::ThnES6

0,6

0,5 F

0,4

0,3 T
0,2

0,1

0,0

-0,1

Konsentrasjon av alginat (g/l)

-0,2

-0,3

-0,4

Figur 3.21: Konsentrasjon av alginat i kulturer etter 48 timer inkubering. Det er vist 3 biologiske
replikat per stamme. Usikkerheten som er vist er standardavviket til gjennomsnittet av de tekniske
replikatene i alginatmalingen. Absorbansdata er vist i Vedlegg F. Alginatkonsentrasjon er beregnet ut

fra standardkurve 1 vist i vedlegg F. Alle kulturene er tilsatt m-toluensyre til 0,2 mM ved start av
forsgk.
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B Pf mucA- B Pf mucA-::TnES4
OPf MS1 B Pf MS1 AalgC::TnKb60 + del-algU
@ Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA::TnES4 OPf MS1 AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3927::TnES6
W Pf MS1 AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3927 @ Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA
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Figur 3.22: Maling av celletetthet etter 48 timer inkubering

Som Figur 3.22 viser er det minst vekst i mucA-mutantene, mens det er mest vekst i 3001-
stammene 17p19-stammene. | tillegg til forseket som er presentert i Figur 3.21 og Figur 3.22,
ble det ogsa gjort flere forsgk med de samme stammene. Et av disse forsgkene er vist i Figur
3.23. | dette forsgket er det vist et variabelt antall biologiske replikater for hver stamme.
Resultatene fra dette forsgket viser samme tendens som i Figur 3.21. Den viser ogsa en
alginatproduksjon i underkant av 0,5 g/l i 3001 clpA. Den viser ogsa produksjon i 3001
clpA::TnES4, men noe mindre enn i det andre forsgket. I likhet med det andre forsgket er det

ikke registrert alginat i noen av de andre prgvene.

For & sammenligne produksjon av alginat, gir alginat produsert per celle et godt
sammenlignbart mal pa alginatproduksjonen. Ved a kun se pa forskjeller i total
alginatproduksjon, kan det hende at forskjellene bare representerer forskjeller i vekst mellom
kulturene. Ved & sjekke opp mot OD far man et mal som viser hvor mye alginat en kultur med
en konsentrasjon pa en gitt cellemengde produserer. En sammenligning mellom 3001-
stammene, de eneste som produserte alginat, er gitt i Figur 3.24.
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EPf mucA- B Pf mucA-::TnES4
OPf MS1 EPf MS1 AalgC::TnKb60 + del-algu
BPf MS1 AalgC::TnKb61 3001 AclpA::TnES4 OPf MS1 AalgC::TnKb61 17p19 APFLU3927::TnES6
B Pf MS1 AalgC::TnKb61 17p19 APFLU3928 EPf MS1 AalgC::TnKb61 3001 AclpA
®m Pf MS1 AalgC::TnKb60 OPf mucA-::TnES6
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Figur 3.23: Konsentrasjon av alginat produsert av ulike stammer etter inkubering i 48 timer.
Feilfelt som er indikert viser usikkerheten i gjennomsnittet av tekniske replikater i alginatmaling.
Radata er vist i Vedlegg F. Alginatkonsentrasjon er beregnet ut fra standardkurve 2 i Vedlegg F. Alle
kulturene er tilsatt m-toluensyre til 0,2 mM ved start av forsgk.
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Figur 3.24: Alginatkonsentrasjon per OD

Som alle figurene som er presentert her viser, er det heyere alginatkonsentrasjon i P.

fluorescens 3001 AclpA enn i AclpA::TnES4 som er komplementert med villtype-clpA.
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Tabell 3.2: Alginatkonsentrasjon og ODgq i mediet etter 48 timer inkubering

Stamme Delforsgk [ Parallell | Alginat (g/l) | OD 600 etter 48 t
1 -0,310 2,170
Pf mucA- 2 2 -0,115 2,556
3 -0,347 2,512
1 -0,311 2,780
Pf MS1 mucA-::TnES4 2 2 -0,110 2,407
3 -0,357 2,696
1 -0,217 3,697
Pf MS1 1 2 -0,329 3,070
3 -0,183 3,122
1 -0,244 3,028
Pf MS1 AalgC::TnKb60 AdalgU 1 2 -0,355 3,087
3 -0,229 3,096
1 0,137 4,409
Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA::TnES4 1 2 0,294 4971
3 0,260 3,981
1 -0,269 4,231
Pf MS1AalgC::TnKb61 PFLU3927::TnES6 2 2 -0,272 4,365
3 -0,252 3,854
1 -0,102 4,412
Pf MS1 MS1AalgC::TnKb61 PFLU3927 2 2 -0,473 3,850
3 -0,188 3,870
1 0,344 3,756
Pf MS1 MS1AalgC::TnKb61 3001 clpA 1 2 0,370 3,284
3 0,305 3,319
1 -0,136 3,296
Pf MS1 MS1AalgC::TnKb60 1 2 -0,197 3,349
3 -0,267 3,185
1 -0,200 2,594
Pf mucA-::TnES6 2 2 -0,341 2,997
3 -0,182 2,552

For & undersgke om varmesjokk hadde en effekt pA PFLU3927, og dermed en effekt pa
alginatproduksjonen, ble det utfgrt et forsek hvor kulturene ble utsatt for varmesjokk.
Kulturene ble grodd ved 30 °C i PIM i 48 timer som i vanlig maling, men pa 2 tidspunkt ble
cellene utsatt for varmesjokk ved a overfare kulturene til 37 °C vannbad i 1 time. Pa grunn av
mislykket maling av alginatproduksjon kunne det ikke registreres alginat i kulturene. Etter
hvert varmesjokk og ved endt forsgk ble celleveksten malt. Celleveksten ble ogsa malt i
kultrene som ikke ble utsatt for varmesjokk. Resultatene av malingene er presentert i Figur
3.25. Som figuren viser, blir celleveksten hemmet av varmesjokkbbehandlingen. Det er ogsa
storre vekst i PFLU3927-stammen enn i PFLU3927::TnES6, uavhengig av

varmesjokkbehandlingen. Det ser ut til at stammene reagerer likt pa varmesjokkbehandlingen.

52



Resultater

B

c

o

@ o5t

)]

(@) m24t
m48t

Pf MS1AalgC::TnKb61 Pf MS1 Pf MS1 Pf MS1
17p19 PFLU3927-  AalgC::TnKb61 17p19 AalgC::TnKb61 17p19 AalgC::TnKb61 17p19
= TnES6 PFLU3927- PFLU3927-::TnES6 HS PFLU3927- HS

Figur 3.25: ODgy-malinger gjort under forsgk pa 30 °C og ved varmesjokkbehandling. HS-kulturene har
blitt utsatt for varmesjokk. Alle kulturene er tilsatt m-toluensyre til 0,2 mM ved start av forsgk.
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4 Diskusjon

| dette arbeidet ble flere nye mutanter av P. fluorescens SBW25 laget for a studere genenes
effekt pa alginatproduksjon. For a undersgke clpA, ble genet komplementert til en stamme
hvor clpA var inaktivert. | tillegg ble clpA overfert til en mukoid stamme som er mucA" og
hvor algC er satt under kontroll av Pm-promotor. Dette ble gjort for & se pa effekten av a gke
uttrykket av clpA i denne stammen. Samme prosedyre ble brukt pa genet PFLU3927, som ble
overfort til stamme med inaktivert PFLU39270g til mucA". Genene ble overfart til P.
fluorescens ved bruk av transposon. For & undersgke om algU har effekt pa
alginatproduksjonen i stammen hvor algD-operon er satt under kontroll av Pm-promotor, ble
villtype-algU erstattet med en delesjonsvariant av algu som ble satt inn i P. fluorescens ved
homolog rekombinering. Videre skulle alginatproduksjonen males i stammene som ble laget.
Til tross for gjentatte forsgk pa & male alginatproduksjon, kunne ikke malingene gi rimelige
resultater. Den ferste delen av forsgket, som var a konstruere klonene som skulle testet for
alginatproduksjon, gikk som ventet. Disse stammene er klare til & bli testet for

alginatproduksjon, eller andre eventuelle forsgk for a studere de undersgkte genene.

Det var noen avvik i kloningsarbeidet som bgr tas hensyn til i videre arbeid med stammene.
Ved sekvensering av PFLU3927-fragment fra pES2 ble det funnet en stille punktmutasjon.
Det ble ogsa funnet en aminosyreendrende punktmutasjon pa et av clpA-fragmentene som
ikke ble brukt videre. | falge produsent av PCR-komponentene, skal polymerasen som ble
brukt ha en feilrate pa ca. 1 b per 50 kb. Antallet mutasjoner som ble funnet var altsa noe i

overkant av det som var forventet.

PFLU3927-fragmentet som inneholdt en stille mutasjon ble brukt videre i kloningen. Dette
ble gjort fordi den ikke vil fare til noen endring i aminosyresekvens og dermed ikke endring i
proteinaktivitet. Likevel er det mulig at en stille mutasjon endrer ekspresjonsnivaet til genet.
Dette kommer av at organismer har foretrukne kodon for aminosyrer. Det er ofte slik at
ekspresjonsnivaet av foretrukne kodon er hgyere enn andre kodon. Dette kan ha flere arsaker,
f.eks. tilgjengelighet av t-RNA med antikodon og sekundarstruktur av mRNA. | dette tilfellet
var en tymin endret til cytosin i PFLU3927. Siden kodonet sitter pa den komplementaere
traden til den som ble sekvensert, var det en adenin som ble endret til guanin pa 3. posisjon i
lysin-kodonet, dvs. at kodonet ble endret fra AAA til AAG. | P. fluorescens er kodonet AAG
oftere brukt enn AAA (http://www.kazusa.or.jp/). | falge undersgkelser som er gjort pa

kodonbruk i P. aeruginosa er det vist at AAA blir brukt oftest i gen med lavt ekspresjonsniva,
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mens AAG blir brukt oftest i gen med hgyt ekspresjonsniva (Carbone et al., 2005). Siden det
er klare forskjeller i kodonbruk for gener med hgyt og lavt ekspresjonsniva i P. aerigunosa,
og det er forskjeller i kodonbruk hos P. fluorescens kan det bety at ekspresjonsnivaet endres
som falge av den stille mutasjonen. Den stille mutasjonen bar derfor tas hensyn til ved videre

forsgk med mutanten som ble laget i denne oppgaven.

Ved kloning av clpA hadde pES4 noen uventede restriksjonsfragmenter. Fragmenter som
skulle veere 0,86 kb og 0,89 kb viste usannsynlig stor separasjon pa gel. Grunnen til at
plasmidet ble tatt med videre i kloningen var at de uventede fragmentene sa ut til & stamme fra
vektoren, og ikke fra clpA. Ved pafelgende konjugering og transponering av clpA viste det
seg at plasmidet bade kunne overfares til P. fluorescens, og indusere apramycinresistens i
konjugantene. Dette er sterke indisier pa at plasmidet var av den riktige typen. De andre
restriksjonsfragmentene var riktige, noe som ogsa forsterker teorien. Ut fra dette er det mest
sannsynlig at sekvensen som ble gitt av pYQL1 ikke stemmer helt med plasmidet. Selv om det
virker som om pYQ1-varianten har de elementene som er gnsket, bgr plasmidet og datafilen
for plasmidet sjekkes for a finne hva som ikke samsvarer. Dette bar gjgres for 4 unnga at det
blir tatt feil konklusjoner i andre forsgk med dette plasmidet.

Produksjonen av G-lyase var vellykket, med en total enzymaktivitet pa 521,4 u. Dersom man
gnsker a gke renheten av G-lyase kunne det vert gunstig a gke saltgradienten enda saktere der
G-lyase ble eluert (0,15-0,25 M NacCl), spesielt der hvor det meste av proteinet ble eluert (ca.
0,19 M NaCl). Grunnen til dette er at ved & eluere lenge over sma intervaller i
saltkonsentrasjon minsker sjansen for at det gnskede proteinet blir eluert ut sammen med
andre proteiner. Til alginatmalingene som G-lyasen skulle brukes til i dette forsgket er ikke
renheten vanligvis avgjgrende for kvaliteten pa malingene. Kvaliteten pa G-lyasen ble ogsa
bekreftet god nok ved at det ble oppnddd ngyaktige standardkurver, altsd et forventet

proporsjonalt forhold mellom gkning i Ax3p 0g konsentrasjon av alginat.

Resultatene fra alginatmalingene kunne ikke forklares ut fra forventet alginatproduksjon.
Verken P. fluorescens SBW25 MS1 eller SBW25 mucA™ viste tegn til alginatproduksjon.
Forsgket ble gjort flere ganger ganger pa begge stammene med flere biologiske replikater for
hvert forsgk. Det ble ikke registrert alginat i kulturene fra disse stammene etter 48 inkubering
med tilsatt m-toluensyre. Disse stammene skal produsere alginat ved tilsats av m-toluensyre,
og ble brukt som positive kontrollstammer i forsgket. Sett bort fra stamme 3001, viste ingen
av de andre stammene heller tegn pa alginatproduksjon. Det er 3 mulige arsaker til denne

55



Diskusjon

observasjonen; 1) Stammene produserte ikke alginat i forsgket, og viste derfor ikke tegn til
alginatproduksjon. 2) Alginat ble produsert, men ble degradert far malingene ble gjort, slik at
det ikke kunne males noen gkning i Az3. 3) Det var alginat i prevene, men alginatmalingene

kunne ikke registrere dette.

Det ble sjekket om arsak 1 kunne vere den riktige. Det ble utfgrt en kvalitativ test som viser
om det er alginat i en preve. Denne viste en antydning til utfelling av alginat i positiv kontroll,
men ikke sa sterk som ventet. Pragven matte sentrifugeres for & verifisere at det hadde skjedd
en utfelling. Ved betydelige mengder alginat, skal det veere mulig a se en klar utfelling av
alginat ved bruk av denne metoden. Siden det ikke kunne males alginat i de prositive
kontrollene, var det ikke ventet at det skulle males alginat fra de andre stammene. | P.
fluorescens SBW25 MS1 3001, bade i clpA” og i den komplementerte stammen, ble det
imidlertid registrert alginatproduksjon. Denne stammen skal ikke produsere mer alginat enn
mucA’, og det er derfor vanskelig & forklare at det blir malt alginat i denne stammen, men ikke

i positiv kontroll.

Arsak 2 ble ansett som en mulig forklaring siden det ble observert relativt hay
bakgrunnsabsorbans i pravene, noe som kan skyldes at alginatet har blitt degradert av lyaser.
For & sjekke om dette kunne vare tilfelle ble det malt absorbans i mediet (PIM) som ble brukt.
Det ble pavist Ay pa ca. 0,3 i tilsvarende konsentrasjon som i alginatmalingene, sa
bakgrunnsabsorbansen kan ikke utelukkende forklares av dette. Alginatmalinger er ogsa gjort
tidligere fra kulturer med PIM (Konradsen, 2009). | Konradsens forsgk la
bakgrunnsabsorbansen pa 0,5 - 0,7, mens den 13 pa 1,1 — 1,4 i forsgkene som er gjort i denne
oppgaven. Disse forskjellene tyder pa at noe av bakgrunnsabsorbansen i dette forsgket kan
komme fra nedbrutt alginat. Den svakt positive kvalitative testen pa alginat forsterker ogsa
denne teorien. Dersom alginatet allerede hadde blitt nedbrutt, tyder det pa at det har veert
aktive alginat lyaser i mediet. | forsgket ble det tilsatt proteaser i mediet for & hindre nettopp
lyaseaktivitet. Dersom det skal ha vaert lyaser i mediet, kan ikke proteasene ha fungert som de
skal. Proteasene er kommersielle enzymer som skal vare testet godt, og sannsynligheten
anses som liten for at disse ikke skal ha fungert. Det kan tenkes at de har veert for gamle og at
de dermed ikke hadde den gnskede aktiviteten. Den hgye bakgrunnsabsorbansen som
indikerer mulig nedbrutt alginat, gjgr at det kan veere hensiktsmessig a sjekke aktiviteten til
proteasene i PIM ved 30 °C. For a finne ut om det er aktive lyaser i mediet, kan man tilsette
alginat til cellekulturen hvor man mistenker lyaseaktivitet se om A3y gker med tiden. En

gkning av Ay tyder pa at det er aktive lyaser i mediet.
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Siden det andre forsgket med alginatproduksjon i PIM (Konradsen, 2009) med glyserol hadde
vesentlig lavere bakgrunnsabsorbans, ble det forsgkt & bruke et gjennomsnitt av den lave
bakgrunnsabsorbansen som bakgrunnsabsorbans i dette forsgket. Dette er en grov og
muligens feil antagelse, men ble likevel gjort for & se om det viste noen forskjeller som ikke
hittil var sett. Resultatene viste da naturlig nok hgy alginatproduksjon pa mellom 3-6 g/I. Den
viste imidlertid ingen klare forskjeller som ikke var sett far. Den viste ogsa hgy produksjon i
stammen med inaktivert PFLU3927. Denne var forventet til a produsere neglisjerbare
mengder alginat. Denne metoden kunne altsa ikke forklare om nedbrutt alginat var arsaken til
mislykket alginatmaling. |1 Konradsens forsgk var det heller ingen klar korrelasjon mellom
total absorbans i slutten av forsgket og konsentrasjon av alginat i prgven. Dette er fordi at
absorbansen i de tekniske replikatene har hgy variasjon mellom seg, men at de gker tilnsermet

like mye i absorbans.

Arsak 3, at prevene inneholdt alginat, men ikke kunne males, er kanskje den mest sannsynlige
forklaringen pa at det ikke ble registrert alginatproduksjon i den positive kontrollen. Siden
standardkurvene var gode, kan det utelukkes at lyasene ikke var aktive, eller feil med
bufferen. Ved feil i selve malingen, ma avviket ligge i forholdene i praven, og at disse gjar at
enzymreaksjonen ikke gar som den skal. En av arsakene til at dette kan skje, er at alginatet
ikke har blitt deacetylert. Det er vist at O-acetylert alginat kan forstyrre enzymreaksjoner, slik
det gjer med mannuron-C5-epimerase (Skjak-brek et al., 1985). Fgr malingene ble det tilsatt
NaOH for & deacetylere alginatet. Dersom NaOH-tilsetningen ikke har fart til fullstendig
deacetylering, kan dette vare arsaken til mislykket enzymreaksjon. Utover dette kan det ikke
pekes pa noen konkret grunn til mislykket alginatmaling, men alginatmaling ved & bruke en
slik enzymreaksjon er falsom, og det er derfor ikke alltid mulig a finne arsaken til feil. Det er
kjent at alginatmalinger flere ganger har veert mislykkede av ukjente arsaker ogsa ved
tidligere forsgk (Helga Ertesvag, personlig kommunikasjon). Det som gjgr denne arsaken
vanskeligere & godta, er at det ble malt alginat i samtlige av 3001-stammene. Dersom det
skulle vaert noe galt med selve malingen, skulle ikke denne gitt sa stabile og positive resultater
for akkurat disse stammene. Dersom mislykket deacetylering skal veere arsaken til feil i
maling, ma det enten vere en forskjell i NaOH sin virkning pa denne stammen sammenlignet
med de andre, eller at det ble produsert sa mye alginat i denne stammen at det likevel ble malt

alginat i den.

Dersom man neglisjerer de uforklarlige resultatene kan man se pa de som produserte alginat,
3001 clpA og 3001 clpA::TnES4. Resultatene viste starst vekst i clpA::TnES4, og starst
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alginatproduksjon i 3001 clpA. Sammenlignet med transposonscreenet som er gjort tidligere,
viser ikke dette forsgket samme tendens. | det forsgket var det starst alginatproduksjon i
villtypen, mens det var starst vekst i 3001 clpA. Siden det ikke ble malt alginat i Pf SBW25
MS1, er det vanskelig & sammenligne disse forsgkene. Ut fra dette forsgket ser det ut til at
inaktiv clpA farer til hgyere alginatproduksjon enn den komplementerte. Motsatt effekt ble
observert i PIM ved tidligere forsgk, men da sammenlignet med utgangsstammen SBW25
MS1. Siden alginatmalingene av de andre kulturene var til dels uforklarlige, kan det ikke

konkluderes med noe sikkert om effekten av & komplementere clpA.

Ved a se generelt pa vekstresultatene, ser det ut til at 3001, som det ble registrert produksjon
av alginat pa, har relativt hgy vekst sammenlignet med de fleste andre som ikke produserte
alginat. Denne observasjonen var ikke ventet, siden produksjon av alginat bruker karbonkilde
som ellers kunne blitt brukt til vekst. Likevel er tilgjengeligheten pa karbon en veldig
teoretisk antagelse, hvor det blir antatt at karbonkilden er begrensende faktor for forholdet
mellom cellevekst og produksjon av alginat. Siden det heller ikke kan fastslas om de andre
kulturene produserte alginat, kan det ikke trekkes konklusjoner om dette ut fra
vekstresultatene.

Siden PFLU3927 tilhgrer lon-proteasefamilien og lon-protease er et varmesjokk-protein, ble
det forsgkt & gjore et varmesjokk-eksperiment pa 17P19 PFLU3927 og pa 17P19
PFLU3927::TnES6. Dette ble gjort for & se om alginatproduksjonen ble endret av
varmesjokk-behandling, som falge av en eventuell endring i transkripsjon av PFLU3927, eller
aktivitet av proteinet. Om det skulle vise seg at det er en forskjell, vil det tyde pa at proteinet
er et varmesjokkprotein. For a sjekke dette ble det brukt samme prosedyre som for det vanlige
eksperimentet, men 2 ganger ble cellene utsatt for varmesjokk ved & overfare kulturene til 37
°C vannbad i 1 time. Ved 37 °C vil ikke kulturen vokse, men cellekulturen blir heller ikke
gdelagt. Da det ikke kunne males alginatrpoduksjon (forsgket er ikke vist i resultater), kunne
ikke hypotesen om at PFLU3927 er et varmesjokkprotein bekreftes eller avkreftes.
Varmesjokk sa ikke ut til & pavirke PFLU3927 med hensyn pa vekst. Varmesjokk reduserte
vekst, men veksten sa ut til & bli like mye redusert i stammen med inaktivert PFLU3927 og
den komplementerte. Dette betyr at ved varmebehandlingen i dette forsgket, virker det ikke
som om PFLU3927 har en sentral rolle i cellenes evne til & overleve varmesjokket. Det kan
tenkes at PFLU3927 virker som et varmesjokkprotein, men at det blir komplementert av andre
varmesjokkproteaser nar PFLU3927 er inaktivert. For videre undersgking av.om PFLU3927

pavirker cellevekst ved varmesjokk, kan det gjeres endringer i forsgket som gjer at
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behandlingen blir hardere pa cellene. Cellene kan utsettes for hyppigere varmesjokk, og det
kan preves a gke temperaturen noe. Dette vil gjegre at aktiviteten til varmesjokkproteiner vil
veere viktigere for overlevelse, enn ved betingelsene som ble brukt i dette forsgket.

| videre forskning pa alginatproduksjon i P. fluorescens, er slike varmesjokkforsgk en type
forsgk som kan benyttes for a studere mulige varmesjokkprotein, ikke bare PFLU3927, men
ogsa andre lignende protein. Et slikt forsgk kan ogsa brukes til & se pa andre parametere enn
alginatproduksjon (vekst, andre sekundermetabolitter, etc.). Pafgring av stress for &
karakterisere gener som pavirker alginatproduksjon er brukt tidligere i P. aeruginosa, og har
fort til gkt forstaelse av hvordan stress kan regulere alginatproduksjon (Wood og Ohman,
2009).

Som nevnt tidligere, forte inaktivering av clpA i et tidligere forsgk til en gkning av
alginatproduksjon i DEF3 med glyserol/fruktose som karbonkilde. Veksten var uforandret
med glyserol som karbonkilde, men var vesentlig sterre med fruktose. Det ble imidlertid
registrert nedgang i alginatproduksjon og ekt vekst i PIM med glyserol som karbonkilde

(Helga Ertesvag, ikke publisert materiale).

For & finne arsaken til forskjellen i alginatproduksjon som var observert mellom PIM og
DEF3, kan man se pa den generelle sammensetningen av mediene. PIM er et medie som
inneholder mindre fosfat enn DEF3 (Helga Ertesvag, Personlig kommunikasjon). Siden clpA
avhenger av ATP for proteolyse, kan det tenkes at celler som vokser i DEF3, som er rikt pa
fosfat, har mer tilgjengelig ATP, og dermed mer clpA-aktivitet. Hvis dette er tilfellet, og det
antas at ClpA-aktiviteten er hgyes i DEF3-medium, fgrer det til en konklusjon som pa at,
sammenlignet med inaktivert CIpA virker hgy ClpA-aktivitet negativt pa alginatproduksjon,
mens lav ClpA-aktivitet virker positivt pa alginatproduksjon. Dette er bare en av mange
muligheter for arsaken til den observerte forskjellen i mediene. Som en generell konklusjon
kan det sies at forskjellen i forsfatmengde kan gi en forskjell i ClpA-aktivitet som kan veere

med pa a forklare forskjellen i fenotype i de ulike mediene.

| tillegg til forskjell i fosfatmengde, er PIM rikt pa pepton, en komponent som inneholder mye
aminosyrer. Det kan tenkes at det hgye nivaet av nitrogenforbindelser i PIM kan ha en
pavirkning pa aktiviteten av ClpA, som ikke skjer i DEF3-medium. Forskjellen i
aminosyremengde i mediene, kan tenkes a utgjgre en forskjell pa proteinsyntese i mediene.

Forskjeller i proteinsyntese, som f.eks. hastighet, kan fare til forskjeller i hvordan proteinene
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blir foldet. Siden det er kjent at CIpA i starst grad deltar i degradering av misfoldede proteiner
kan det tenkes at forskjellene i effekten av clpA kan forklares ut fra det. Dvs. at proteiner som
positivt pavirker alginatproduksjonen blir degradert av CIpA fordi de er misfoldet pga. lavt

aminosyre-/nitrogeninnhold i mediet.

ClpX som er en homolog av CIpA, og som i likhet med ClpA binder seg til peptidaseenheten
ClpP, kan ogsa tenke seg a spille en rolle i de observerte effektene av inaktiveringen av clpA.
Det kan tenkes at ClpX i fraveer av CIpA, har stgrre sjanse for & binde seg til ClpP og
degradere substrat enn nar ClpA ikke blir syntetisert. Det er fullt mulig at den registrerte
effekten av CIpA pa alginatproduksjonen egentlig representerer forskjell i aktivitet av ClpX,
som fglge av at CIpA ikke blir syntetisert. For & undersgke dette, ville det vert interessant a
lage en mutant hvor bade clpA og clpX er slatt ut, og se pa alginatproduksjonen i den. Ved a
sammenligne en slik mutant opp mot mutantene hvor bare ett av genene er slatt ut kan man se
pa om CIpA og ClpX komplementerer hverandre nar den ene blir slatt ut. Siden det ble
observert forskjell pa effekt i DEF3 og PIM, kan det ogsa hende at komplementeringen bare
skjer ved gitte forhold, representert av ulikheter i sammensetningen av mediene.
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5 Konklusjon

| dette studiet ble det laget 5 nye mutanter av P. fluorescens. Det er laget en mutant hvor
villtype-clpA er komplementert til mutant med inaktivert clpA og en mutant hvor villtype-
PFLU3927 er komplementert til mutant med inaktivert PFLU3927. Villtype-genene er ogsa
overfort til en mukoid stamme som er mucA” og algC er under kontroll av Pm-promotor, noe
som farer til gkt uttrykk av genene som blir satt inn. 1 tillegg er det laget en mutant hvor en
deletert versjon av algU har erstattet villtype-algU. Studiet legger til rette for a studere

genenes rolle i alginatsyntesen ved bruk av stammene som er laget.

Det ble forsgkt gjentatte ganger & male alginat fra kulturene, uten at det kunne registreres
alginat i stammer som tidligere har produsert alginat. Det ble kun malt alginat i stammen
3001. Pa grunn av tidsmangel kunne ikke arsaken til mislykkede alginatmalinger undersgkes
videre, noe som ber gjeres for a finne eventuelle avvik i stammene som ble brukt, eller avvik i

prosedyren som har fart til mislykkede alginatmalinger.

Det er foreslatt at forskjellen i alginatproduksjon mellom mediene PIM og DEF3 i tidligere

forsgk pa clpA kan forklares ut fra forskjeller i fosfatmengde og/eller peptonmengde i

mediene. Det er ogsa foreslatt at PFLU3927 er et varmesjokkprotein og at proteinaktiviteten
kan gkes av ulike former for stress og at dette kan fare til at alginatproduksjonen endres som

folge av det.
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Vedlegg A

Vedlegg A DNA-standarder

DNA-standarder er lgsninger av. DNA med Kkjente sterrelser. Nar disse lgsningene separeres ved
gelelektroforese kan de sammenlignes med lgsninger av DNA med ukjent stgrrelse og starrelsen pa de
ukjente kan da bestemmes. | denne oppgaven ble det brukt flere DNA-standarder som var passende for a
bestemme starrelsen pd DNA-fragmenter mellom 0,5 — 10 kb som var aktuelt for denne oppgaven. DNA-

standardene er vist i Figur A.1.

A B C
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Figur A.1: DNA-standarder. A er NEB 1 kb DNA-standard (http://www.neb.com/). B er Generuler 1kb plus DNA
ladder (http://www.fermentas.com/). C er Generuler 1kb DNA ladder mix (http://www.fermentas.com/).



Vedlegg B

Vedlegg B Sekvensdata

For a verifisere at PCR og kloning var vellykket ble de delene hvor det var satt inn PCR-fragmenter pa de
konstruerte plasmidene sekvensert. For a sjekke om sekvensdata stemte ble det gjort en multippel
sammenstilling av sekvenseringsresultatene mot det gnskede plasmidet. Videre folger resultatene fra den

multiple sammenstillingen.

Sekvensdata for pES1:

pES1 2311 atgtaatgtgagttagctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggectcgtatgttg
NedAlguF: 1201 ---------------m - nnnnnnnnc.cn.nnnnnnn. .nnnnnnntnnnnnnnnn.nnnnnnnnnn
OppAlguR: e e e L L T L LR
M13 F : I e e
M13 R : R ettt i
pES1 2381 tgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagctacttg
NedAlguF: 1151 nnnnnnnnnnnnnnhnNNnnNNNNNNNNn. hNNNNN.NNNNN. .Nhn.N.hn.Nn.nnNNNchacnnnnn
OppAlguR: I bt e
M13 F : I e e e
M13 R 1 —-mmmm e nnntnnnntnnnnnn.nnnn.nn...
pES1 2451 cggccgcaagtaatacgactcactagtgggcagatcttcg aatgcatcgcgcgcaccgtacgtctcgag
NedAlguF: 1081 nnn.gnn.n...n........ nN..N.N.AN..NANNN.N.N. v vvieeennn. n-nn....nnn...
OppAlguR: R e e e L L L L e e e e
M13 F : 1204 ------cmmmmmmmm e e e e e e -
M13 R : - Nttt iiieneeanens S eteeeseestssssssstseccennns
pES1 2520 gaattcctgcaggatatctggatccagcgcacgtgaggg-tgcatcacgtgaattgecccaagectgegac
NedAlguF: 1012 Nevvvviiininnennns NeeNNuenennennnnnnns Nevevnennns [ nnnn.....
OppAlguR: R e e L L L L e E e e
M13 F : I e e e
M13 R : 5 R R
pES1 2589 gagggtgccgctgacacattgtgtacgaccgtccaaccgcacgacttcctgggeggaaccgtcgagttge
NedAlguF: 942 i i n.n..... n.Nn..... TP [
OppAlguR: I et e
M13 F : 1204 --------mmmmm e e e e e e e e e — - -
M13 R : T
pES1 2659 aagagccgctcacggacttgaccattctggacacgatgccagatgtcatgggtagaaaaactgecgttac
NedAlguF: 237 o o
OppAlguR: R e e L L L e T T
M13 F : I e
M13 R : 5 T g
pES1 2729 gttcgtaaacgaacgtaccttgaaagctctgctgctgctctgcacgcccaagtcgagtcagccaatcttg
NedAlguF: 52 o
OppAlguR: I et e
M13 F : 1204 --------mmmmm e e e e e e e e e — - -
M13 R : ]
pES1 2799 ggcttcatcggcecgtgggcggggagtgcaaaccaactactgagcaaaagecgtaaggageggtatggetcege
NedAlguF: 75 7P
OppAlguR: R e e
M13 F : I e e e T T
M13 R : L



Vedlegg B

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

2869
662

1204
446

2939
592

1204
516

3009
522

1164
586

3079
452

1141
656

3149
382

1141
726

3219
312

1141
796

3289
242

1141
866

3359
172

1110
936

3427
104

1042

1006 ....

3497

35 .

972 .

1071

atagagctccttacggattagcggttttccagacttgectgecgecgagegtatggcagagegetttcagtgce

......................................................................

......................................................................

......................................................................

......................................................................

............................................. n..n..n..n...n.....n..t..



Vedlegg B

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

pES1

NedAlguF:
OppAlguR:

M13 F
M13 R

3635

28

57

834
1086

3705
28
127
764
1086

3775
28
197
694
1086

3845
28
267
624
1086

3915
28
337
554
1086

3985
28
407
484
1086

4055
28
477
414
1086

4125
28
547
344
1086

4195
28
617
274
1086

134

ggcttgcaaacatagactcggtcttttcgcaaaagttctcccccttcaagcaagtttccggecacgecactg

......................................................................

......................................................................

......................................................................

......................................................................



Vedlegg B

pES1
NedAlguF:
OppAlguR:
M13 F
M13 R

pES1
NedAlguF:
OppAlguR:
M13 F
M13 R

pES1
NedAlguF:
OppAlguR:
M13 F
M13 R

pES1
NedAlguF:
OppAlguR:
M13 F
M13 R

4405
28
827
64
1171
4475
28
897
1171
4545
967
1171

4615

1034 .

1171

atacctaggtgagctctggtaccctctagtcaaggccttaagtgagtcgtattacggactggecgtegtt

ttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggecgttacccaacttaatcgecttgecagcacatcccectttceg
——————————————————————————————————————— ...nNNNNNNN.nNn.n..nnnNNNNNNN - - -

Figur B.1: Multippel sammenstilling av sekvensdata fra 4algU satt inn i pHE179. Sekvensdata er sammenlignet

med gnsket plasmid (pES1). Prikk betyr riktig base. Strek betyr ingen base. n betyr ukjent base. Sekvensfragmentene

er navngitt etter primerene som er brukt for a lage fragmentene.

Sekvensdata for pES2:

128PFLU3927A 47 agctgtcaaggaagcccccaggctccagcacattaatgegtgetaattegttccttggaatcagactcegce
M13 R I e
M13 F dA L i e e ettt i e e ettt e
3927 739 : I et L E L L
3927 1759: 1182 -----mmmmmmme e e e e e e e e e — - -
128PFLU3927A 117 gtttttcgtccttcgegactatctccggageccacatccggecaagggectccggegegtattgecagegeaat
M13 R R e e
M13 F g
3927 739 : e e it
3927 1759: N et
128PFLU3927A 187 ttgcaggacctcgtcaatccatttaaccggtttaatctgaagatcctgettgatattgtcaggaatctcc
M13 R 1128 --------mmmmmmeeeeo nnn..nnnnnnhnnnncnn.nNnNNnhNNhnnhNNNNNN. nnnnnnhnnhnnnhnn
M13 F -
3927 739 : I et L E L L
3927 1759: R e L L L L
128PFLU3927A 257 ttcaagtcgcgaacattctcttcaggaatgatcacggtcttgataccgccccggtgtgecgecaageaatt
M13 R 1077 NNNNNNNNNNNN . NNNNNNN . = === = = = = = = = = = = = — e e o e e e e e e e e e - ..
M13 F 1 c.
3927 739 : R L E L
3927 1759: 1182 nnnNNNNNNN.N.NN. . NNNNNN . == = === = = = = = = = e e e e e e e e e e oo mmmm oo mmm oo o
128PFLU3927A 327 tctctttcaggccaccgatggccaatacctggccacgcagggtgatttccccggtcattgegacategge
M13 R 1054 nnnn. .NNNN.NNNNNNNNN ., = === = = = == = = = = = — — e e e e e e e e e o m o mmmmommm oo o
M13 F L
3927 739 : R et e e T e
3927 1759: R e L e L L L LT
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Multippel sammenstilling av sekvensdata fra PFLU3927 satt inn i pUC128. Sekvensdata er

sammenlignet med gnsket plasmid (128PFLU3927A). Prikk betyr riktig base. Strek betyr ingen base. n betyr ukjent

base. Sammenstillingen viser at sekvensen som ble undersgkt inneholder en mutasjon pa 325 nt i forhold til

128PFLU3927A hvor en t er endret til c. Mutasjonen er likevel en stille mutasjon som fremdeles gir lysin som

aminosyre, og fragmentet kunne derfor brukes videre. Sekvensfragmentene er navngitt etter primerene som er brukt

for & lage fragmentene.
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Sekvensdata for pES3:

PES3 1 ctaccgctatcgggagcaagccccctcccacattggegeccgecagetatcgatcaggecatttcagetgtggtttcgaac
M13R I e e ENNNNNNNNNNNNNNNNN. Lo i it ittt it tiianenstennnenansanas
264R Y R b e e e e T
ClpA 1714 1 T 1 L S s
ClpA 721 1
PES3 81 tcgaaggtcagctcgccatccttgaggtcgatgtgcaccacgeccaccatggtcggagagctcgecgaacaggatctcettce
M13R P
264R 1 5
CIpA 1714 1139 —-- - o m oo m oo oo oo o oo oo e mememmme oo
ClpA 721 1
PES3 161 ggccaatggccgcttgatcttgtcctggatcagacgtgccattggacgtgegeccattgecgegtcgtagecaccctegg
M13R dd 2 i i i i i ettt ettt
264R 1 1L o e e N e N e .
ClpA 1714 1139 - - - - o m oo oo oo oo oo oo oo
ClpA 721 1
PES3 241 cgatccaactgcgcgecgecttcggagacttccagttgecacgegettgtcttccaactgegectgaagetcggtgaggaac
M13R 2
264R 1 5
CIpA 1714 1139 —- - - o m oo oo oo oo oo o oo e memememe—o -
ClpA 721 1
PES3 321 ttgtccaccacgcttttgatgacctcatggctgaggcgaccaaactggataatggtatccaggeggttgecggaactecegg
M13R 302 e ettt ettt ettt
264R 1 T L .
ClpA 1714 1139 —- - - oo oo oo oo oo oo
ClpA 721 1
PES3 401 cgtgaagctcttcttgatcacttccatggcatcggaagagtgatcttgatgactgaageccgatcgaageccgegeagecg
M13R N
264R 1 5
CIpA 1714 1139 —- - - o m oo oo oo oo oo o e eemememe oo --
ClpA 721 1
PES3 481 tttcggcaccggegttggtggtcatgatcacgatcacattgecggaagtccgecttgegeccgttgttgtecggtcagggtg
M13R AB 2 i e ettt ettt
264R 1 1 L s
ClpA 1714 1139 ---- - mm e e nnnnnnn.n.nnnnnnNNnnNNNNNNNNhnNNNnNn
ClpA 721 1
PES3 561 ccgtggtccatcacctgcagcagcaggttgaagacttcggggtgagecttctcgatttcatcgag-cagcaatacgcagt
M13R T R
264R 1 5

ClpA 1714 1104 nn.nnnnnnnnnnnnnn.nn..n..ncnnnhnnnannnnnnnnnnnnnNnntngn.n.n.nnnnnnn..n..nnnnn. . ..
ClpA 721 I e
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Vedlegg B
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Vedlegg B

264R 1 12 = I N S s
ClpA 1714 g
ClpA 721 S N
PES3 1760 ccgcccctggegegecagttegttgaggttgetggcataggecatccagtggattgcccgaagaagaagactcaccgecect
M13R 887 m oo oo o mm oo oo e e
264R 1102 < 2
ClpA 1714 R
ClpA 721 L
PES3 1840 cgtcgtcctgecatttcctgctcaccctecggaatgatcgecgtgeccaggecactttggagataccgtgggegatgtaattg
M13R 887 mmmmmmmm oo meoeeeoooooeoooooo- nAAANN.ANN.ANNN. . A== == === - -
264R 1062 ----------- Lot 11 T £ T
ClpA 1714 e
ClpA 721 1094 ittt e nANANANANANANAN.N. . ANANAN.N.N.NANANANANA == == == = = = = = = =
PES3 1920 acgacatcaatacgggcaacgctctgctgtttgagcaggaacactgectggetttcctgttcgectgaaaatggeccacaag
M13R L= 7
264R 1SS
ClpA 1714 g
ClpA 721 1 T = 3 s
PES3 2000 cacattggcgcccgtgacttcacgcttaccggagctctgaacgtggaaaacagecgegetgcaatacccgetgaaagecca
M13R [ A T N S e
264R 15
ClpA 1714 R
ClpA 721 <3
PES3 2080 gggttggctgggtttcacggtcctcgtcgtgcacggggatcagtggegtggtggagtcgataaactcctgecaggtcegtgce
M13R L= 7
264R 3
ClpA 1714 e
ClpA 721 1 T = 3 s
PES3 2160 ttgagtttgtcgaggttggcgccgcacgcacgtagaacggtggeggecagettegttatccaaaagtgccagecagecaggtg
M13R [ 7 T N S e
264R 751 T
ClpA 1714 R
ClpA 721 T <3
PES3 2240 ttcgacggtcatgaattcatgacgcttcgaacgggcctccttgaaggcaagattgagggtgacttcgagetegeggttta
M13R [ ] A S N S e
264R L
ClpA 1714 e
ClpA 721 1 T 3 S
PES3 2320 acatatgttcatgacttcattattattgtacatgttgcatagagcctcaggggtaggtctttctagagatageccattttt
M13R 907 -------mmmm e oo

264R 593 i

ClpA 1714 O —--mmmmmm o

ClpA 721 1161 ------mmmmmemm-

Figur B.3:Multippel sammenstilling av sekvensdata fra CIpA satt inn i pEM2. Sekvensdata er
sammenlignet med gnsket plasmid (pES3). Prikk betyr riktig base. Strek betyr ingen base. n betyr ukjent
base. Sammenstillingen viser at det er riktig sekvens, med dekning over hele ClpA-fragmentet i pES3.

Templat er pES3. Sekvensfragmentene er navngitt etter primerene som er brukt for & lage fragmen
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Vedlegg C

Vedlegg C

Primere

Tabell C.1: Primere brukt i oppgaven

Primer Sekvens

ClpA 721 5' ATCAGGCGCGATACCGTGTG 3

ClpA 1714 5' CGCGTCGTCGCAAGAACAAC 3'

C|pA R 5' ATTGCGGCCGCTACCGCTATCGGGAGCAAG 3'
ClpAF 5' TAATCATATGTTAAACCGCGAGCTCGAAGTC 3'
OppAIgU R 5' TGGCTTCCCGGACCAGCTGCTGATCCTCTTC 3'
OppAIgU F 5' TAATCTAGAATTCGAAGCCGCCGTCGTC 3'

NedAlgU R 5' CAATGACGGCCAGTTCGTAG 3

NedAIgU F 5' CAGCAGCTGGTCCGGGAAGCCATCGATAAAGC 3!
PFLU3927 R 5' ATTGCGGCCGCTGGCCTACAGACACTTAAGAG 3'
PELU3927 F 5' GAGGCGAACATATGAAGACAACCATCGAATTGC 3'

PFLU3927 1759

5' GCCACAACGAAATCGAAGAG 3'

PFLU3927 739 5' AGGCCATAGCGGAATTTACG 3'

M13 F 5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3

M13 R 5'" AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3'
pHE264R 5' GTAGCGCCGATGGTAGTGTG 3'
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Vedlegg D

Vedlegg D Plasmidkart

For & overfare genetiske elementer til P. fluorescens ble det brukt plasmider som vektorer

plasmidene som ble brukt i oppgaven er gitt under.

\
3000

s
500

__ pucizs

2500
3234 bps

2000
7
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Vedlegg D
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Figur D.7: pHE179 Figur D.8: pES1
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Vedlegg D
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Vedlegg E

Vedlegg E Isolering av G-lyase

For & sjekke hvilke prever som hadde lyase-aktivitet ble det utfgrt en nedskalert maling.
Denne malingen er vist i Figur E.1. | de pravene hvor det ble pavist enzymaktivitet, ble det
gjort enzymaktivitetsmaling som ble beregnet ut fra stigningstallet til trendlinjen i kurven til

de respektive malingene. Disse malingene er vist i Figur E.2-4.

3,5
3 WM = AL2
A5

€2,5 A6
c 2 x A7
8 e A8
S15 +A9
o= - A10
S 1 All
(@]
20,5
<

0

00:00 02:24 04:48 07:12 09:36 12:00
Tid (mm:ss)

Figur E.1: Nedskalert enzymaktivitetsmaling av flere prover
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Vedlegg F

A8 y = 0,0058x + 1,337
R2 = 0,9998
3
=5
c
o
o
&
(a)
© 3
05
0
0 50 100 150 200 250 300
Tid (s)

Figur E.2: Absorbansgkning for prgve A8. Trendlinjen ble brukt til & beregne konsentrasjon av
AlyA i praven.
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Figur E.0.1: Absorbansgkning for prgve A9. Trendlinjen ble brukt til & beregne konsentrasjon av
AlyA i praven.
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Vedlegg F
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Figur E.0.2: Absorbansgkning for prgve A10. Trendlinjen ble brukt til & beregne konsentrasjon av

AlyA i prgven.
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Figur E.0.3: Absorbansgkning for prgve All. Trendlinjen ble brukt til & beregne konsentrasjon av

AlyA i prgven.
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Vedlegg F

Vedlegg F

Tabell F.1: Radata for alginatmalinger

Radata fra alginatmalinger

A23O

Far tilsats av enzym

Etter 4 t enzymreaksjon

Stamme

)
©
2
=k

o

1

2

3

1

2

3

Pf mucA

N

1,174
1,173
1,275

1,188
1,236
1,249

1,207
1,218
1,149

1,160
1,159
1,253

1,166
1,208
1,220

1,195
1,291
1,136

Pf mucA::TnES4

N

1,176
1,240
1,308

1,209
1,212
1,204

1,225
1,316
1,209

1,162
1,221
1,271

1,188
1,263
1,188

1,213
1,318
1,195

Pf MS1

1,203
1,241
1,170

1,182
1,316
1,180

1,284
1,303
1,162

1,207
1,229
1,195

1,174
1,289
1,163

1,278
1,287
1,158

Pf MS1 AalgC::TnKb60 AalgU

1,129
1,390
1,185

1,153
1,290
1,183

1,199
1,174
1,220

1,132
1,361
1,177

1,149
1,268
1,182

1,179
1,159
1,214

Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA::TnES4

1,129
1,440
1,316

1,155
1,318
1,303

1,242
1,306
1,376

1,183
1,491
1,375

1,201
1,405
1,368

1,275
1,364
1,433

Pf AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3927::TNES6

1,305
1,297
1,261

1,395
1,312
1,304

1,377
1,347
1,331

1,313
1,302
1,262

1,373
1,300
1,301

1,360
1,321
1,310

Pf AalgC::TnKb61 17p19 PFLU3927

1,367
1,143
1,202

1,275
1,143
1,222

1,204
1,144
1,305

1,356
1,045
1,223

1,304
1,138
1,229

1,221
1,133
1,280

Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA

1,300
1,188
1,264

1,185
1,223
1,461

1,170
1,269
1,494

1,369
1,268
1,344

1,254
1,291
1,513

1,249
1,348
1,562

Pf MS1 AalgC::TnKb60

1,212
1,216
1,331

1,229
1,226
1,278

1,197
1,256
1,150

1,227
1,210
1,295

1,229
1,238
1,272

1,204
1,248
1,161

Pf mucA::TnES6

(A)I\)I—‘(A)I\)I—‘C\)NI—‘(A)I\)I—‘OOI\)HOOI\JHQ)I\JHQ)I\JI—‘Q)I\)HCA)I\)Hl

1,191
1,277
1,320

1,190
1,279
1,238

1,236
1,424
1,251

1,211
1,247
1,324

1,183
1,278
1,236

1,219
1,394
1,253
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Vedlegg F

Tabell F.2: Radata for alginatmalinger Aoz
Etter 4 t
For tilsats av enzym | enzymreaksjon
Delf
orsg
Stamme Kk Parallell |1 2 3 1 2 3
Pf mucA 2|1 1,193 1,253 1,200]1,168 1,228 1,181
2 1,229 1,335 1,234|1,240 1,326 1,225
Pf mucA::TnES4 2|1 1,246 1,244 1,356|1,227 1,223 1,320
Pf MS1 111 1,252 1,323 1,219(1,213 1,307 1,202
2 1,254 1,237 1,255|1,234 1,217 1,238
Pf MS1 AalgC::TnKb60 AalgU 111 1,239 1,400 1,227]1,228 1,377 1,213
2 1,692 1,218 1,245|1,338 1,216 1,265
Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA::TnES4 111 1,441 1,476 1,509|1,477 1,493 1,550
Pf MS1 AalgC::TnKb61 17p19
PFLU3927::TnES6 2|1 1,432 1,268 1,347]1,407 1,262 1,385
Pf MS1 AalgC::TnKb60 17p19 PFLU3927 2|1 1,205 1,233 1,230(1,198 1,226 1,224
2 1,230 1,233 1,368[1,221 1,221 1,348
111 1,230 1,325 1,217]1,297 1,401 1,293
Pf MS1 AalgC::TnKb61 3001 clpA 2 1,354 1,270 1,347|1,427 1,339 1,417
3 1,305 1,443 1,278|1,375 1,517 1,344
Pf MS1 AalgC::TnKb60 111 1,428 1,211 1,251]1,326 1,216 1,258
Pf mucA::TnES6 2|1 1,186 1,235 1,239]1,182 1,230 1,224
3 1,411 1,240 1,325]1,393 1,223 1,318

Tabell F.3: Radata for standardkurver

Ay far enzym Aoz etter 4 timer
Alginatkonsentrasjon

(g/l) 1 2 3 1 2 3
- (0,0 0,224 0,234 0,198 |0,238 0,248 0,212
2101 0,210 0,205 0,209 |0,504 0,501 0,504
E 0,2 0,219 0,226 0,233 |0,763 0,788 0,820
?5 0,3 0,242 0,203 0,208 1,043 0,949 0,955
2104 0,226 0,229 0,233 |1,204 1,214 1,266
Zlos 0,247 0281 07242 |1,648 1852 1,539
«~ | 0.0 0,226 0,236 0,216 |0,246 0,258 0,225
2101 0,203 0,283 0,224 |0,504 0,578 0,519
20,2 0,227 0,238 0,211 |0,757 0,834 0,741
% 0,3 0,244 0,202 0,204 11,058 0,962 0,996
2104 0,207 0,205 0,210 |1,213 1,208 1,237
Zlos 0,243 0206 07241 |1,650 1,450 1,587
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Vedlegg F

Tabell F.4: Vekstmalinger under varmesjokkeksperiment. HS indikerer

varmesjokkbehandling

Stamme ODggg 5t |ODggp 24t | ODggo 48 t

3,917 3,917 4,727
17p19 PFLU3927-::TnES6

3,621 3,621 4,972
17p19 PFLU3927-::TnES6

3,462 3,462 4,796
17p19 PFLU3927::TNES6

3,734 3,734 4,517
17p19 PFLU3927-

3,749 3,749 5,545
17p19 PFLU3927-

3,835 3,835 5,642
17p19 PFLU3927-

3,095 3,095 4,027
17p19 PFLU3927-::TnES6 HS

3,170 3,170 4,581
17p19 PFLU3927-::TnES6 HS

3,299 3,299 4,487
17p19 PFLU3927::TnES6 HS

3,252 3,252 4,367
17p19 PFLU3927- HS

3,316 3,316 4,980
17p19 PFLU3927- HS

3,217 3,217 4,786
17p19 PFLU3927- HS

y=2,6911x - 0,0119
R2 =0,9607
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Figur F.1: Standardkurve 1
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F
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Figur F.2: Standardkurve 2
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