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Sammendrag
Rhizobiacea utgjgr en bakterieslekt der de fleste medlemmene er i stand til a innga symbioser

med diverse legumer. Slekten innbefatter Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium og Azorhizobium, og kollektivt omtales disse for rhizobia. Partnerskapet med
legumer er av mutualistisk karakter, der mikrosymbionten bidrar med fiksert nitrogen 1 form
av NHj, og planteverten sgrger for en kontinuerlig forsyning av karbon til sin bakterielle
partner. Grunnlaget for nitrogenfikseringen er enzymet nitrogenase, som er unikt for
nitrogenfikserende bakterier. Legum-rhizobia symbioser er spesifikke, og en type rhizobie
kan vanligvis kun innga symbioser med et fatall legumarter. Mengden nitrogen som blir gjort
tilgjengelig for planter ved denne typen symbiose er av stor betydning bade for kommersielt

landbruk og terrestrisk gkologi i sin helhet.

I jordsamfunn der miljgendringer bratt oppstar, er det essensielt at mikroorganismene kan
omstille metabolismen for a takle ulike typer stress. Trehalose er et velkjent molekyl med
mange stressrelaterte funksjoner. Disakkaridet er funnet i bakterier, sopp, insekter og planter,
samt noen invertebrater. I tillegg til funksjoner knyttet til miljgstress, brukes trehalose ogsa
som energikilde, og enkelte rhizobier er i stand til a utnytte sakkaridet som eneste
karbonkilde. Tidligere arbeid med Sinorhizobium meliloti har fgrt til identifisering og

karakterisering av gener involvert i utnyttelse og transport av trehalose, thuA og thuB.

Ved fullsekvensering av genomet til Mesorhizobium loti ble det funnet gener med homologi
til thuA og thuB; mli3105 og mli3104. Eksperimenter har vist at M. loti- og S. meliloti-
stammer med mutasjoner i thuA/mli3105 eller thuB/mli3104 ga redusert vekst pa ulike
medier, i forhold til villtypen. Funnene indikerer at mll3104 og mll3105 delvis har de samme
funksjonene 1 M. loti som thuAB i S. meliloti, men lokalisasjonen for operonet er endog noe
ulik mellom de to artene. I M. loti er operonet lokalisert proksimalt til gener involvert i
aminosyremetabolisme, men hittil er ikke mll3104 og mll3105 karakterisert i den grad at en
deltagende rolle under denne typen metabolisme kan bekreftes. Det er hittil ikke funnet
system for katabolisme og transport av trehalose hos M. loti, og eksperimenter utfgrt under

dette studiet, tar sikte pa a frembringe mer kunnskap om M. loti”s thuAB ortologer.
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Introduksjon

Nitrogenfiksering

Planters behov for nitrogen er stort, og tilgjengeligheten er begrenset. Atmosfarisk N, er ikke
anvendbart for planter, men noen plantegrupper tilegner seg likevel mengder nitrogen
indirekte gjennom symbioser med prokaryoter. Nitrogenfiksering er en egenskap som kun
finnes hos prokaryotene, med representanter bade fra Eubacteria og Archaebacteria (Fischer
1994). Nitrogenfikserende bakterier (diazotrofer) finnes som frittlevende celler og som
symbionter med landlevende planter (Engelhard 2004). Ngkkelen til nitrogenfiksering er
nitrogenase, et enzymkompleks unikt for diazotrofe bakterier. Pa grunn av fordelene
samarbeidet gir symbiontene, blir nitrogenfikserende bakterier ofte omtalt som PGPB -Plant
Growth Promoting Bacteria (Waisel 2002). Bruk av PGPB kalles biologisk nitrogenfiksering
(BNF), da ekstern tilsetning av nitrogengjgdsel og annen manipulering av nitrogentilsetning i
jorda kan reduseres. Dette har resultert 1 barekraftige gkonomiske og miljgmessige forhold

(Gurevitch, Scheiner et al. 2006).

Rhizobiaceae

Rhizobier er Gram negative a-proteobakterier i familien Rhizobiaceae, og kjente PGPB som
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium og Bradyrhizobium inkluderes
(Glenn 1980; Chandra, Choure et al. 2007). Rhizobier inngar symbioser med legumer, men

lever ogsa som saprofytter i rhizosferen, jorda som omgir plantergtter.

Leguminosae

Legumer tilhgrer familien Fabaceae, ogsa kalt Leguminosae, og deles videre inn i tre
underfamilier: Caesalpiniodeae, Mimososideae og Papilionideae. Familien bestar av rundt
750 genera og 20.000 arter, der de fleste kan innga nitrogenfikserende symbioser med
rhizobier. Bidraget nitrogen som blir gjort tilgjengelig ved legum-rhizobia symbioser utgjgr
30 % av arlig BNF, og er den vanligste gruppen nitrogenfikserende plantesymbioser (Sprent

2001)

Legum-rhizobia symbioser

Legum-rhizobia symbioser var de fgrste til a bli beskrevet, og fungerer i dag som
modellsystem for forskning og undervisning rundt fenomenet BNF. Endosymbiosen er
mutualistisk, der bakterier bidrar med NHj, og planteverten ofrer verdifulle karbonkilder.

Symbiosene er svert spesifikke, og som regel vil en type rhizobia kunne innga symbiose med

10
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et fatall legumarter (Townsend 2006). Det er rapportert at legumer kan skille ut substanser
som kompatible rhizobier metaboliserer bedre enn eksudater fra annen kompetitiv flora.
Eksempelvis vil betain frigjort fra spirende alfalfa-fr¢ fungere bade som nzringskilde og
osmoprotektant for Sinorhizobium meliloti, noe som kan indikere at tilstedevarelse av en

passende vertsplante gker jordpopulasjoner av kompatible rhizobier (Sprent 2001).

Noduldannelsens forskjellige steg

Rotnoduler ble fgrst observert pa 1500-tallet, og ble lenge ansett som sykdomstegn hos
planter. Allerede i 1888 demonstrerte Hellriegel og Wilfarth at rotnoduler kunne assosieres
med opptak av nitrogen, men det er i lgpet av de siste 35 arene at man har gjort de store
framskrittene nar det kommer til forstaelsen av de fysiologiske, biokjemiske og molekylare
egenskapene som inngar i BNF, inkludert dannelse av rotnoduler (Waisel 2002; Ampomah

2007).

Generelt inkluderes disse stegene under noduldannelse:

1) Gjenkjennelse av den korrekte partner for bade plante og bakterie, samt adhesjon til rothar.
2) Ekskresjon av Nod-faktorer fra bakteriene.

3) Invasjon i rothar og dannelse av infeksjonstrad.

4) Dannelse av bakteroider i plantecellers indre, og dannelse av rotnodul.

5) Fortsatt bakteriell og plantecelle-deling, og modning av rotnodulen.

(Madigan, Martinko et al. 2002)

Gjenkjennelse og adhesjon

Fgr rhizobier kan infisere legumer ma planten og dens kompatible bakterielle partner
gjenkjenne hverandre, deretter ma rhizobier kolonisere rotoverflaten og adhere til rotharet.
Det er flere komponenter i gjenkjennelsesprosessen, der partene resiprokalt signaliserer
hverandre (Gage 2004). Vanlige attraktanter for bakteriell kjemotaksis mot plantergtter er
flavenoider, isoflavoner, betainer og enkle fenoler. Plantens spekter av disse stoffene avgjgr
dens kompatibilitet med visse bakterier (Broughton, Jabbouri et al. 2000; Brencic and Winans
2005). Sekrerte plantesubstanser bindes til bakterielle transkripsjonsregulerende NodD-
proteiner med pafglgende induksjon av nod-gener (nod-, nol- og noe- gener) lokalisert i nod-

bokser. Planter utsondrer kontinuerlig basale niva av flavenoider, men konsentrasjonen er vist

11
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a gke i rhizosferen ved tilstedeverelse av kompatible rhizobier (Broughton, Jabbouri et al.

2000).

nod-gener koder for enzymer deltagende i biosyntese av vertsspesifikke noduleringssignaler
(lipochitooligosakkarider) kalt Nod-faktor (van Rhijn and Vanderleyden 1995).
Signalmolekylene sekreres ut og diffunderer til rotharet, med pafglgende systemisk respons i
planten, noe som induserer prosessen for noduldannelse. Bade epidermale, kortikale og

pericycle celler endres etter stimuli fra Nod-faktor (Saeki and Kouchi 2000).

Den grunnleggende strukturen til Nod-faktorer er ganske lik mellom forskjellige rhizobier, og
bestar generelt av et -1,4-koblet-N-acyl-D-glukosamin skjelett, med 4 eller 5 muligheter for
tilleggsgrupper. Mange rhizobier produserer mer enn en type Nod-faktor, og genene som
koder for syntese av Nod-faktor finnes hos Rhizobium spp. pa sakalte symbiotiske (Sym) gyer
i kromosomet (Whitehead NA 2001; Jones, Kobayashi et al. 2007).

Negativ regulering av Nod-faktor skjer via feedbackmekanismer i bakterier og fra etylen som
sannsynligvis produseres i pericycle planteceller (Guerts R 2002). Planterot-hydrolaser vil pa
sin side modulere konsentrasjonen av Nod-faktor i rhizosferen, og undertrykker dermed
forsvarsresponser som ville blitt stimulert pga de hgye nivaene av bakterielle signalstoffer

(Somers, Vanderleyden et al. 2004)

Invasjon i rothar og dannelse av infeksjonstrad

Det er kun rothar i vekstfasen som er mottakelig for invasjon av rhizobia, og initiell
penetrering av bakterier skjer via tuppen av disse (Bhuvaneswari, Turgeon et al. 1980). Den
vanligste maten for innpass er via invaginasjon av plantens plasmamembran, men skader i
plantens epidermis er ogsa arsak til infeksjoner (Sprent 2001). Kort tid etter stimuli fra Nod-
faktor sveller rotharet og videre vekst bgyes mot én side. Det bgyde rotharet fikk navnet
”sheperd’s crook™ av tidlige mikroskopister, og mikrokolonier med rhizobier entrer rotharet
fra denne lommen. Videre migrasjon mot rotens sentrum skjer intercellulert gjennom en
planteindusert tubuler struktur kalt infeksjonstrad (Sprent 2001; Madigan, Martinko et al.
2002) som ekskluderer bakterieceller fra plantecytoplasma. Simultant vil Nod-faktor
stimulere kortikale celler til mitose (figur 1) (Guerts R 2002; Jones, Kobayashi et al. 2007).
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Figur 1: Prosess mot dannelse av rotnoduler. A) Sekrerte flavenoider fra planten sanses av
narliggende rhizobier. Respons pa flavenoider fra korrekt plantepartner fgrer til induksjon av Nod-
faktor fra kompatible bakterier som da syntetiserer Nod-faktor. B) Som respons pa Nod-faktor vil
rothar deformeres, og danne en “shepard’s crook” der mikrokolonier fanges. C) Invaginasjon av
planteplasmamembranen med bakterieceller i lumen, kalles infeksjonstrad, og sgrger for at bakteriene
flyttes intercellulert mot rotas sentrum gjennom elongering av traden. D) Modne rotnoduler der
jevnverdig utveksling av nitrogen og karbon kontinuerlig skjer, vesikkelen med bakteroid omtales ofte
som et symbiosom. E) Endocytosen av bakterieceller i plantecellene fgrer til morfologiske endringer
av bakteriene, med terminal omdannelse til nitrogenfikserende bakteroider. Rotknoller kan observeres
med det blotte gye, og kan vare ut plantens livstid. (Long and Staskawitcz 1993).

Bakteroider, symbiosomer og nitrogenase

Det endelige malet for infeksjonstraden er de indre kortikale cellene. Herfra endocytteres
enkeltbakterier og forblir 1 cytoplasma i plantederiverte vesikler der videre celledeling skjer
(Gonzalez and Marketon 2003). Bakteriene endres morfologisk til bakteroider, med induksjon
av nif- og fix- gener, hvis genprodukt gir opphav til enzymkomplekset nitrogenase (Oke and
Long 1999). Enheten bakteroid og vertscellemembran refereres ofte til som et symbiosom, og
enkeltceller kan huse tusenvis av symbiosomer (se fig 1 D). Simultant med induksjon av nif-
og fix-genene, endres membranen som omgir bakteriene pa en slik mate at en balansert

utveksling av metabolitter skjer (Fischer 1994).
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Overlevelse og kolonisering av rhizobia i rhizosfaeren

Som saprofyttiske bakterier er rhizobia en del av et dynamisk og komplekst jordsamfunn, der
den kvalitative og kvantitative sammensetningen av mikrobiell flora raskt endres. Tabell 1
viser et eksempel p4 relative antall (m?/g) jordorganismer. Prgvene er tatt 18 cm under
overflaten i vanlig markjords plgyelag, og gir et bilde av et habitat der ulike mikroorganismer

lever i umiddelbar nrhet til hverandre og konkurransen om nering er stor.

Tabell 1: Relativt antall mikroorganismer i jord pr m*/g (Brady 1984).

Gjennomsnittlig antall i overflatejord

Per m’ Per g
Bakterier 10"-10" 10%-10°
Sopp 10'-10" 10°-10°
Actinomyceter 10'%-10" 10’-10°

Rhizobias kolonisering og overlevelse utenfor etablerte symbioser refereres til som
saprofyttisk kompetanse, og evnen varierer mellom ulike stammer. Som frittlevende bakterier
opptrer familien Rhizobiales hovedsaklig pa rhizoplanet (rotoverflaten), i rhizosfaeren, og til
en viss grad i non-rhizosferen (jord som ikke er kolonisert av plantergtter). @kning i
bakterielle populasjoner rundt rgtter der anvendbart roteksudat er tilstede, kalles
rotkolonisering, og evnen til & katabolisere et bredt spekter av tilgjengelige energikilder er

gker den saprofyttiske kompetansen.

Faktorer som influerer sammensetningen av jordmikrober kan vare type tilgjengelig
karbonkilde, temperatur og klima, vegetasjon, jord-pH, salinitet, samt fuktighet og terke.
Tilstedevarende organismers n@ringskrav, vekstrate, formering, enzymproduksjon (cellulaser
og kitinaser etc.), antibiotikaproduksjon og annen gjensidig pavirkning endres stadig, og
sammenfattet utgjer dette ustabile habitater der inhabitantene er utsatt for intens

naringskonkurranse i tillegg til ulike typer miljgstress (Jensen 1999)

For plutselige miljgendringer har bakterier og andre organismer evolvert verktgy i form av
organiske molekyler som gjgr dem i stand til a handtere stress. Et velkjent stress-relatert

molekyl som benyttes gjennom store deler av den biologiske verden, er disakkaridet trehalose.

14




Masteroppgave i Mikrobiell gkologi, L. J. Havdalen

2007
Trehalose

Forekomst
Trehalose er et disakkarid som forekommer i tre isomerer, der glukosemolekylene er bundet

av en 1,1-glykosid binding (fig 2).
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Figur 2; Struktur av den naturlig forekommende isomeren av trehalose, a,al,1-trehalose (Elbein, Pan
et al. 2003).

Trehalose er vanlig i gjer og sopp, der sakkaridet opptrer i sporer, fruktlegemer og vegetative
celler. I dyreriket finnes trehalose i insektsblod hos larver, pa puppestadiet og i voksne
insekter. Disakkaridet er 1 tillegg identifisert i rundormegg, i larver og voksen rundorm, i
reker, samt visse invertebrater (Shen 2006). Trehalose opptrer ogsa hos vaskulare planter, og
finnes akkumulert i symbiotiske organer (Farias-Rodriguez, Mellor et al. 1998). I sistnevnte
sammenheng er trehalose tenkt derivert fra mikrosymbionten, eksempelvis 1 mycorrhizargtter,
actinomycorrhizale noduler eller nitrogenfikserende rotnoduler (Engelhard 2004). Heller ikke
hos prokaryoter er trehalose et ukjent molekyl, familier som Streptomyces, Mycobacteria,
Corynebacteria og Rhizobiaceae er i stand til & syntetisere disakkaridet (Elbein, Pan et al.

2003).

Funksjoner

Man har tidligere ansett trehalose som en lagringsform av karbon, men nyere forskning viser
at disakkaridet har langt flere funksjoner enn som energikilde. Trehalose inngar i transport,
signalisering, regulering og som celleveggkomponent. I flere organismer stabiliserer og
beskytter trehalose membraner og proteiner, og omtales som et osmotisk aktivt stoff mot
stressfaktorer som varme, kulde, salinitet, dehydrering-rehydreringsskader, samt anoksi
(Elbein, Pan et al. 2003; Avonce, Mendoza-Vargas et al. 2006). Mange organismer produserer
og lagrer trehalose i mengder opptil 20 % av egen tgrrvekt (Shen 2006). Flygende insekter

bruker trehalose som energi for toraksmuskulatur under flyvning, mens planter anvender
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sakkaridet som stressprotektant. I Arabidopsis thaliana har trehalose vist seg a veare essensielt

for sukkersignalisering og embryoutvikling (Avonce, Mendoza-Vargas et al. 2006).

Industrielt har trehalose gjort suksess pa grunn av sine unike fysikalske egenskaper.
Molekylet har hgy hydrofilitet, kjemisk stabilitet og fraver av interne hydrogenbindinger, noe
som gjgr det egnet til stabilisering av proteiner (Engelhard 2004). Kommersielt brukes derfor
trehalose som tilsetningsstoff, stabilisator og sgtningsmiddel 1 mat-, kosmetikk- og

farmasgytisk industri (Shen 2006).

Forskning rundt trehalose konsentreres i stor grad rundt det faktum at trehalose bedrer
planters viabilitet og produksjon under stressforhold. Det er foreslatt at genetisk manipulert
trehaloseakkumulering i tobakksplanter kan bedre toleransen for salinitet og dehydrasjon, og
det er demonstrert at overproduksjon av trehalose kan brukes for utvikling av nye riskulturer

med gkt abiotisk stresstoleranse og avlingsproduktivitet (Lopez, Herrera-Cervera et al. 2006).

Biosyntese

Flere biosynteseveier for trehalose er beskrevet. Den mest utbredte er Ots/AB (figur 3A) som
danner trehalose-6-fosfat fra UDP-glukose og glukose-6-fosfat i en totrinns reaksjon som
katalyseres av trehalose-6-fosfat syntase (TPS) og trehalose-fosfatase (TPP). Utbyttet er fritt
trehalose, og syntesen er oftest beskrevet i sammenheng med beskyttelse mot stress (De Smet,
Weston et al. 2000). Ots/B-biosyntese finnes i Eubacteria, archaea, sopp, insekter og planter

(Elbein, Pan et al. 2003).

En andre syntesevei bestar av en enkel transglykolyserings reaksjon som gir trehalose fra
maltose, og kalles TreS- eller TS-pathway. Enzymet trehalose syntase (TS) som katalyserer
reaksjonen, ble fgrst rapportert hos Pimelobacter sp. Ortologer av proteinet er senere funnet i

andre eubakterier (figur 3B).

En tredje biosyntese av trehalose involverer konvertering av oligo/polymaltodextrin/glykogen
til trehalose i en totrinns reaksjon, og refereres til som MOTS-pathway (figur 3C) (Maruta
1995). MOTS-biosyntese er rapportert hos den termofile archea-familien Sulfolobus.
Organismene syntetiserer trehalose 1 to enzymatiske trinn som katalyseres av maltooligosyl

trehalose syntase (TreY) og maltooligosyl trehalose trehalohydrolase (TreZ).
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I tillegg finnes en biosyntese av trehalose som hittil kun er funnet hos visse sopparter, der
reversibel hydrolysering av trehalose skjer i n@rvar av uorganisk fosfat (figur 3D) (Avonce,

Mendoza-Vargas et al. 2006).

En siste syntesevei er beskrevet hos den hypertermofile archaeae-bakterien Thermococcus
litoralis (figur 3E og F). Trehalose glykosyloverfgrende syntase (TreT) katalyserer en
reversibel dannelse av trehalose fra ADP-glukose og glukose (Ampomah 2007).

A TPSITPP pathway

UDP-Glucose
+ - Trehalose B-phosphate

Glucose G-phosphate

— Trehaloss

Trehalose 6-Phosphate
Phosphatase (TPFP)

Trehalose 6-Phosphate
synthase [TPS)

E TS pathway Maltosze — Trehalose
Trehalose Synthase
(T5)
c Tre¥iMreZ pathway

Maltzoligosacchandes
Starch or glycogen

— Maltooliogosylirehalose

Maltooligosyl-Trehalose
Synthase [TreY)

— Trehalose

Maltocligosyl-Trehalose
Trehalohydrolase (TreZ)

D TreF pathway Gluzose 1-phosphate . Trehalose
+ M — —— +
Glucose F
Trehalose Phosphorylase
[TreP)
E TreT pathway ADP-Glucose Trehalose
+ e —— - T
Glucose ADF
Trehalose Glycosyliransferring
Synthase (TreT)
D-Glucose
F TreH pathway Trehalose — +
O-Glucose

Trehalase (TreH)

Figur 3: Biosynteseveier for trehalose. Se tekst for forklaring og forkortelser. Alle synteseveiene
bortsett fra D er funnet hos bakterier (Avonce, Mendoza-Vargas et al. 2006).
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Transport av trehalose

Det er dokumentert tre transporttyper for trehalose hos bakterier, henholdsvis ATP-bindings
cassette (ABC), fosfoenolpyruvat fosfotransferase (PTS) og galaktose permease
transportsystemer (Boos, Ehmann et al. 1990; Ampomah 2007).

Katabolisme av trehalose

Per dags dato er det funnet tre kataboliseringssystemer for trehalose hos mikroorganismer;

1. Trehalose hydrolyseres til to glukoseenheter av enzymet trehalase, et system funnet i
mange prokaryotiske- og eukaryotiske systemer.

2. Trehalose transport gjennom membraner ved hjelp av permeaser eller et PTS-system,
der trehalose entrer cella som T6P. Videre klgyvning involverer trehalase, T6P-
hydrolase eller andre enzymer.

3. Trehalose opptak via PTS-systemet som T6P, med videre klgyvning av enzymet
trehaose-6-phosphate-phosphorylase. Den enzymatiske klgyvningen etterlater et

fosforylert trehaloseprodukt som er vist benyttet av Lactococcus lactis (Jensen,

Ampomabh et al. 2005).

Trehalose hos rhizobia
Syntese og akkumulasjon av trehalose er detektert i forskjellige rhizobia som respons pa
miljgmessig og fysiologisk stress, osmotisk press, mikroaerobe forhold og ved inngangen til

stasjoner fase (Engelhard 2004).
To synteseveier for sakkaridet er kjent hos rhizobier:

1. MOTS-pathway
2. Ots/AB-pathway

I legumrotnoduler opptrer trehalose som en av de vanligste karbohydratene, og er tenkt
syntetisert av bakteroider. Mulig induksjonsfaktor kan vare det lave O,-nivaet internt i
rotnodulene. Akkumulert trehalose i rotnoduler gker resistensen mot tgrke i nodulerte
erteplanter, og det er derfor foreslatt at symbiotisk trehaloseproduksjon kan vere fordelaktig

for vertsplanten ved a gke resistens mot tgrke (Farias-Rodriguez, Mellor et al. 1998).
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Identifisering og karakterisering av trehaloserelaterte gener hos Rhizobia sp.

Tidligere arbeid med Sinorhizobium meliloti har fegrt til identifisering og karakterisering av
trehalose-induserbare gener hos arten, thuA og thuB. S. meliloti er en rhizobie med evne til a
bruke trehalose som eneste karbonkilde for vekst, og arten inngar symbioser med legumen
Medicago sativa. Genproduktene fra thuAB gir opphav til henholdsvis ThuA og ThuB-
proteiner, som er vist & vaere involvert i katabolisme og transport av trehalose gjennom et
ATP- bindings “cassette” transport system (ABC-transport system) (Jensen, Bhuvaneswari et
al. 1999). thuAB-ortologer er funnet i flere medlemmer av familien Rhizobiaceae, blant annet
i Rhizobium leguminosarum, Mesorhizobium loti, R. etli og den plantepatogene

Agrobacterium tumefaciens (Ampomah 2007).

thuA og thuB’s genprodukter er ikke essensielle for infeksjonsprosessen for S. meliloti, men
det er indikasjoner pa at proteinene spiller en viktig rolle under kolonisering av rgtter, samt
konkurranse om noduler. Det er pavist induksjon av genene under rotkolonisering, i bgyde
rothar og i infeksjonstrader, noe som gir invaderende celler tilgjengelig trehalose tenkt
benyttet for a handtere hgy temperatur, sult, tgrke, osmotisk-, oksidativt- og etylenrelatert
stress. Eksperimenter har vist at trehalose kan syntetiseres og akkumuleres hos S. meliloti
under stress. [ tillegg kan trehalose under slike forhold bedre proliferasjon av cellene (Jensen,

Ampomah et al. 2005).

thuA og thuB inngar i thuEFGKAB-operonet som illustreres i figur 4. Operonet koder for et
ABC-transport system for trehalose, maltose og sukrose. Mutasjoner i thuA eller thuB gjorde
S. meliloti (Sm7023 og Sm7024) ute av stand til vekst med trehalose, maltitol, palatinose og
leukrose som hovedkarbonkilde, og trehalose ble funnet til a akkumuleres i cellene
(Ampomah 2007). Mutantstammene hadde darligere rotkolonisering enn villtypestammen,

men hadde like god eller bedre infeksjons- og noduleringsrate enn foreldrestammen.

~<ﬁmR — thuE ) thuF H thuK>— rhnA> t?'mB>—

Figur 4: Viser thuEFGK-operonet karakterisert i S. meliloti pa megaplasmidet pSymB. Operonet
inneholder gener med funksjoner involvert i utnyttelse og transport av trehalose. ThuR er den
regulatoriske enheten for trehalose transportsystem, ThuE et trehalose/maltose bindingsprotein, ThuF
et trehalose transporter permease protein, ThuG et trehalose transporter ATP-bindings protein, ThuA
og ThuB er trehalose utnyttelsesproteiner. Pil angir transkripsjonsretning av individuelle gener (Jensen
1999).
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Ved fullsekvensering av genomet til den nart beslektede Mesorhizobium loti MAFF303099,
ble det funnet apne leserammer med delvis homologi til thuA/thuB; mll3105 og mli3104.
Genene til M. loti’s thuA og thuB homologer er henholdsvis 71 % og 54 % identiske med S.
meliloti’s thuA og thuB gener (Ampomah 2007). Selv om funksjonene til mll3104 og mll3105
ikke er bekreftet, har man indikasjoner pa at de deltar i karbonmetabolisme hos M. loti. Ved
mutasjon i ml[3105 hos arten, viste mutantstammen redusert vekst med sukrose, maltose og
trehalose som karbonkilder, i1 forhold til villtypen. Ved et annet tilfelle ble mll3104- og
mll3105-gener satt inn i en S. meliloti med mutasjon i thuA, og mutanten gjenvant da evnen til
vekst med trehalose, palatinose og leukrose som karbonkilder. Resultatet indikerer en
komplementering som tilsier at mll3104 og mll3105 er involvert i trehalosemetabolisme i M.
loti. Selv om genene har vist seg a veare deltagende i karbohydratmetabolisme, er
lokalisasjonen av operonet noe annerledes enn 1 S. meliloti. mlI3104 og mll3105 1 M. loti er
funnet lokalisert proksimalt til gener for aminosyremetabolisme, sa det kan ikke utelukkes at

genproduktene har roller i denne typen metabolisme.

Da dette studiet ble pabegynt antok man at mil3104 og mli3105 er proteinkodende DNA, med
funksjoner i transport og katabolisme av karbohydrater. Det er hittil ikke identifisert egne
systemer for transport og utnyttelse av trehalose hos M. loti, sa studiets arbeid vil fokusere pa

a frembringe mer kunnskap om thuAB ortologene i M. loti.
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Hovedmal for studiet

Overordnet mal for dette studiet er forsgk pa a utrede funksjoner til M. loti’s antatte mll3104
og mll3105 proteiner. Det foreligger indikasjoner pa at genene kan vare ortologer av S.
meliloti’s ThuA og ThuB proteiner, selv om genlokalisasjon pa genomene er noe ulik mellom
de to artene. Per dags dato har ingen ekspresjonsstudier vert gjort for genene, og studiet tar
sikte pa a prgve ut velkjente metoder som fungerer for uttrykk og isolering av mlli3104 s og
mll3105°s respektive genprodukter. Eksperimenter gjennomfgres ved a bruke forskjellige

molekylargenetiske metoder som verktgy for:
e Identifisering og isolering av mll3104 og mlI3104 fra M. loti.

e Ligering av mll3104 og mll3105 1 passende vektor for transformasjon inn i
ekspresjonsstamme.

e Storskala ekspresjon og opprensing av hypotetiske M113104 og M113105 proteiner.

e Mulig karakterisering av funksjonen til uttrykte proteiner.
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Materiale

Bakterielle stammer

I dette studiet er Mesorhizobium loti MAFF303099 benyttet som referansestamme da denne er
positiv for mll3104 og mll3105. Arten danner determinante noduler, blant annet
modellegumen Lotus japonicus (Saeki and Kouchi 2000; Uchiumi 2004; Townsend 2006).
Stammen ble fullsekvensert i 2000, og bestar av et enkelt kromosom pa 7.036.071 bp, samt to
plasmider pa henholdsvis 351.911 bp og 208.315 bp (Hattori, Omori et al. 2002).

All data om referansestammen er hentet fra

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetail View&TermToSear

ch=173 og (Kaneko, Nakamura et al. 2000). Andre anvendte stammer er del av kommersielle

kit fra Invitrogen life technologies.

Tabell 2: Bakterielle stammer og plasmider brukt i studiet.

Bakterielle stammer og Relevante karakteristikker Kilde/referanse

plasmider

Bakterielle stammer

Mesorhizobium loti Positiv for mli3104 og mll3105 Hiroshi Taniguchi, Nat.

MAFF3030900 Institute of
Agrobiological
Sciences, MAFF GENE
BANK, Japan

One Shot Escherichia coli Elektrokompetente celler. Brukt for Invitrogen life

TOP10 generell kloning og pB-galaktosidase technologies

seleksjon uten IPTG.

Escherichia coli BL21 Star™  Kjemokompetent ekspresjonsstamme.  Invitrogen life
technologies

Plasmider

pCR2.1 TOPO Multiple kloningsseter, T7 promoter Invitrogen life

priming sete. Kanamycin og ampicillin  technologies
resistens. Seleksjon med X-gal. IPTG
indusert uttrykk

pUC19 Positiv kontroll plasmid Invitrogen life
technologies

pET101/D-TOPO T7lac promoter for IPTG indusert Invitrogen life
masseuttrykk av innsatt gen. technologies

C-terminalt plassert 6xHis markgr.
Ampicillin resistens for seleksjon.
pBR322 opprinnelse for lav-kopi
replikasjon og opprettholdelse i E. coli
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Det er noe ulik lagringsprosedyre for de ulike stammene. M. loti ble lagret i LB-medium med

15 % glyserol ved -20 °C. E. coli stammer fulgte med kit, og ble lagret ved -80 °C. Plasmider

ble lagret ved -20 °C. Ved behov for ferske bakterier, ble det foretatt utstryk pa agarplater

(se tabell 3) med inkubasjon over natt ved 37 °C. Bortsett fra S.0.C-mediet, er alle dyrknings-

og lagringsmedia selvprodusert.

Tabell 3: Vekstmedia brukt i dette studiet.

Medium
TY-medium

Luria Bertani agar
(LB)

Frysemedium for
E. coli-stammer
brukt i studiet

S.0.C-medium

Formal
Dyrkning av M. loti

Dyrkning av E. coli (TOP10 og

BL21 Star)

Lagring av stammer (stock)

Transformasjon av TOP10
elektrokompetente celler

Innhold

5 g Trypton, 3 g gjerekstrakt, 0.87 g
CaClLx2H,0, 17 g Bactoagar, 1000 ml
dH,O

10 g Trypton, 1000 ml dH,0, 5 g
gjerekstrakt, 10 g NaCl. Dersom fast
vekstmedium er gnskelig tilsettes 7 g
Bactoagar.

85 % LB-medium uten agarose, 15 %
glyserol

2 % trypton, 0.5 % gjerekstrakt, 10 mM
NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgS04, 20
mM glukose.

Tabell 4 viser forskjellige reagenser og kjemikalier brukt under studiet. Dersom en reagens er

en del av et kommersielt kit, vil kitet refereres til i sin helhet under tabell 5 som lister opp alle

kits og enzymer som er anvendt i eksperimenter under dette studiet.

Tabell 4: Kjemikalier og reagenser brukt i dette studiet.

Formal Kjemikalie/reagens

Seleksjon ved dyrkning Fosfomycin 50 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Ampicillin 50 pg/ml
X-Gal

Elektroforese av DNA 1XTBE

Agarose LE, Analytical Grade
Gel loading buffer x6

Ethidium Bromid (0.5 pg/ml)
GeneRuler ™ DNA Ladder Mix
0.5 pg/ul

Innhold/Produsent

Sigma P5396
Sigma-Aldrich K4000
Sigma A9518

Invitrogen life technologies
Kat.nr 15520-034

10.8 g/L Tris Base, 5.5 g/L
Borat, 0.93 g/LL EDTA, dH,0,
pH 8

Promega

MBI-Fermentas R0611
EuroClone

MBI-Fermentas

23



Masteroppgave i Mikrobiell gkologi, L. J. Havdalen

Ekspresjon av
mli31054/mli3105 i BL21 Star
E. coli celler

Indusert ekspresjon av BL21
Star celler

Protein ekstrahering

SDS-PAGE

Rensing av His-merkede
proteiner

2007

IPTG (Isopropyl-thio-2-D-
galactopyranoside)

Imidazole 1202

B-PER® Bacterial Protein
Extraction Reagent
Benchmark, protein marker
5x Tris-Glycin

Prestained SDS-PAGE
Standard, Broad range
Fosfatbuffer

dTM

ProBon Resin

Tabell 5: Kit og enzymer brukt under dette studiet

Metode
PCR

DNA ekstrahering fra gel

Transformasjon av TOP10 E.
coli celler

Plasmidrensing

TOPO Directional Kloning

DNA sekvensering

Reagenser, kits og enzymer

Dynazym Polymerase
Dynazym Buffer 10x

Pfx50 Polymerase

Pfx50 Buffer 10x
dNTP-miks

QIAquick Gel extraction Kit
(50

Kit

One Shot

Kit

QIAprep Miniprep kit (250)
Kit

Champion™ pET Directional
TOPO® Expression Kit

Kit

BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

24

Invitrogen life technologies
Kat. nr. 15529-019

Aldrich

PIERCE

Nr 78243

Invitrogen life technologies
Bio-Rad

KH,PO, 50 mM

NaCl0.5M
Invitrogen, 46-0019

Produsent

Finnzymes
Finnzymes
Invitrogen life technologies

kat nr 12355-012
Invitrogen life technologies

kat nr 12355-012
Invitrogen life technologies
QIAGEN

Kat.nr 28704

Invitrogen life technologies

Kat nr C4040-03

QIAGEN

Kat.nr 27106

Invitrogen life technologies
K101-01

Applied Biosystems
Kat.nr 4337455
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Tabell 6 viser hvilke primere som er brukt for DNA amplifisering under studiet. Forward og

revers primere for mll3104 og mll3105 er designet selv. Andre primere tilhgrende Kkit.

Tabell 6: Oligonukleotid primere brukt under dette studiet.

Primer Sekvens Produsent

mli3104-F (100 mM) 5-CACCATGCATCGCCTGCTCTTGCTC-3° EUROGENTEC S.A
mli3104-R (100 mM) 5°-TGCGCCCATCGAGATCGGCAGCCTG-3° EUROGENTEC S.A
mll3105-F (100 mM) 5-CACCATGCCGATAAAACGTGTTGTC-3° EUROGENTEC S.A
mli3105-R (100 mM) 5°-TGCACTCAACCCCTTGTCGCCATCG-3° EUROGENTEC S.A

T7-R (0.1 pg/ml)

T7-F (0.1 pg/ml)

5"-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3"

5-TTCCTTCGACGCTAACCTG-3"

Invitrogen life technologies

Invitrogen life technologies

Tabell 7 viser annet relevant eksperimentelt utstyr anvendt under dette studiet.

Tabell 7: Eksperimentelt utstyr brukt under studiet.

Utstyr
PCR-maskin

Elektroporator

Foto system
Spektrofotometer for maling
av protein konsentrasjon

Primer software

Maling av DNA
konsentrasjon
SDS-PAGE system

Sekvenserings software

DNA sekvensering

Fraksjonssamler

DNA EngineGradient Cycler
PTC-200

Pulse Controller Gene Pulser
Gel Doc 2000

SpectraMAX 250, SoftMaxPro
2.41 software

Oligo primer Analysis
Software, Version 6.71

Nano Drop 1000

Power Pac 300

Sequence Skanner Software
v1.0

3130x1 Genetic Analyzers
Model 201 Fraction controller
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Produsent

MJ Research

Bio-Rad
Bio-Rad

Molecular Biology insights, Inc.

Bio-Rad

Applied Biosystems Genetic
Analyzers

Applied Biosystems
GILSON
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Metoder

Metodene som er anvendt under studiet er som regel hentet fra leverandgrens manual. Det

angis referanse for hver metode dersom prosedyren er fra et kommersielt kit.

Primer design

Primere er oligonukleotidsekvenser som er designet for hybridisering med regioner av DNA
som flankerer malsekvensen. For at en primer skal binde effektivt til templatet er det visse
kriterier som bgr oppfylles. Den optimale primerlengden er mellom 18 og 25 nukleotider, og
GC innholdet bgr vere mellom 50 % og 60 %. For a unnga dannelse av "hairpin” (harnal)
strukturer bgr nukleotidrepetisjoner ikke forekomme, og designet ma vere av en slik karakter
at dannelse av primer-dimerer unngas. Det er en fordel om primerne har samme
smeltetemperatur (Ty,). Dersom T,, variasjonen er for stor (>5 °C), vil oligonukleotidene
kunne bindes til templatet ved ulike temperaturer, noe som kan fgre til for fa eller manglende

produkter, eller ugnskede amplifiserte segmenter. Ty, for egne primere er oppgitt i tabell 8.

Tabell 8: Viser smeltetemperatur (T,,) for primere brukt under studiet.

Primer Temperatur (°C)

mll3104-F 2AT+4 GC: 80 °C og % GC: 58,1 °C.
mli3104-R 2AT+4 GC: 84 °C og % GC: 60, 8 °C
mll3105-F 2AT+4 GC: 74 °C og % GC: 52, 6 °C
mli3105-R 2AT+4 GC: 80 °c og % GC: 57,5 °C

Malnukleotid-sekvensene (opprinnelig M. loti gener mll3104 og mll3105) som er
utgangspunkt for primerdesignet hentes fra sgkefunksjoner i NBCI. Systemet er tilgjengelig
ved: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html.

Originale malsekvenser limes inn i Olige Primer Analysis programvare. Programvaren angir
mulige primere, intern stabilitet, kalkulerer T, og varsler om potensielle harnalsformasjoner

og dannelse av primer-dimerer. Sekvensene av primerne brukt under studiet er angitt i tabell
6.

Primerne brukt under dette studiet ble designet med tanke pa amplifisering av malgener bade
fra M. loti genomsk templat, og for amplifisering av kloningsprodukter etter innsett i vektor.
Ved bruk av kommersielt kit fra Invitrogen, designes primeren pa en slik mate at

genproduktet ligeres inn i vektor pET101/D-TOPO med et 5"-CACC overheng etter vektor
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leverandgrens anvisning, og med startkodon (ATG) for formylmethionin direkte etter dette (se
figur 5). Malsekvensenes termineringskodon (TGA), ble endret ved at GC erstattet TG for a

unnga prematur terminering av produktet. Nye baser gir aminosyrene alanin eller tyrosin.

T7 promotenipriming site

T7 promoter
1
151 GEETIGARTECCG GOCLRCGRTGC GTICCGEGCIGTR GRGGATCGAG ATCTCGATCC CGCGRRATTR ATACGACTCR CTATAGGGER
lac operator REZ RBS
1 T 1 T 1
231 ATTIGTIGRAGCGE GATRACRRTT CCCCTCTAGR RRTRATTTTG TTTARCTITR AGRARGGAATT CAGGAGCCCT

CLC C o

Sac| BsB 1 W5 epitope
1 | I
306 ARG GGC GAG CTC RAT TCE RAG CTT GAR GGT RAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT CTIC GAT TICT
Lva Glv Glu Leu Asn Ser Lys Leu Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Lezu Leu Gly Leu Asp Ser
Agel Palyhistidine region
— | r 1
372 RCG CGT RCC GGT CAT CAT CAC CRT CARC CAT TGR GTTITGR TCCGGCTGCT ARCRRARGCCC GRARGGRAGC
Thr Arg Thr Glyv His His His His His His *%x

T7 reverse priming site

——————

U
441 TGRGTITGGCT GCTGCCRCCE CTGAGCRARTAR ACTRGCATAR CCCCITGGEEG CCTCTRARACG

Figur 5: Viser kloningssetet for pET101/D-TOPO. Start av innsett av egne fragmenter er markert i
sort ved basepar 292. Ved induksjon fra IPTG vil transkripsjon starte ved T7 promoter sete. Den
markerte polyhistidin regionen skal senere anvendes som markgr for rensing av det transkriberte
proteinet. Figur hentet fra (Invitrogen-life-technologies 2004).

PCR- Polymerase Chain Reaction
PCR tar utgangspunkt i vanlig DNA-replikasjon med forlengelse av DNAet, og anvendes pa

flere molekylaergenetiske omrader der kloning og annen DNA-manipulering er ngdvendig.

PCR kan kort beskrives som repetitiv kopiering av seksjoner med dobbelttradet DNA
(dsDNA), og metodens viktigste gevinst er muligheten for replikasjon av store mengder
spesifikke DNA-sekvenser pa kort tid som senere kan klones, sekvenseres og analyseres etc.

(Reece 2004).

I dette studiet er det brukt to forskjellige leverandgrer for PCR buffer og polymerase, der det
ene settet (Dynazym) er uten ngyaktig korrekturlesing (proofreading), se tabell 5 for detaljer.
Erfaringsmessig har det vist seg vanskelig a amplifisere genomisk templat fra M. loti direkte
ved bruk av Pfx50 polymerase og buffer, med proofreading aktivitet. Innledningsvis vil derfor
all amplifisering av M. loti templat forega ved bruk av Dynazym buffer og polymerase, med

hensikt a ligere PCR-produktene inn i vektor pCR2.1-TOPO.
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Etter innsett i vektoren vil genfragmentene amplifiseres videre ved bruk av Pfx50, som har en
basekorrigerende 3°—5°- cksonuklease aktivitet. Neste mal for amplifisering av
mll3104/mll3105-fragmenter vil vere etter ligering 1 ekspresjonsvektor pET101/D-TOPO. Ved
dette stadiet er det essensielt at basesammensetningen i innsettet er som originalsekvensen, da

mulige feil kan gjgre at senere uttrykk av genprodukter blir ufunksjonelle eller fravarende.
Prosedyre:
Standardoppsett for amplifisering av m/l3104 og mll3105 er fglgende:

1. mli3104-templat med tilhgrende primere
2. Negativ kontroll for mll3104 med dH,O og primere for mll3104
3. mli3105-templat med tilhgrende primere
4. Negativ kontroll for mll3105 med dH,0 og primere for mll3105

Oppsett for standard mastermiks gjengis i tabell 9, og PCR-program i tabell 10.

Tabell 9: Viser standard mastermiks for PCR med bruk av Dynazym enzymer. Volum ganges opp
med antall prgver. Mastermiks lages og holdes pa is til bruk.

Reagens Volum
Dynazym PCR buffer 10x Sul
Dynazym dNTP 1,5 ul
Dynazym DNA polymerase 1 ul
MgSO, (10 mM) 0,5 ul

5 ng/pl templat (mli3104 eller mli3105) 10 ul
Primere (mli3104/mll3105 forward eller revers) 0,75 ul
dH,O Til 50 pl

Tabell 10: Viser PCR-syklus for reaksjoner med Dynazym enzymer. Trinn 2-4 gjentas 30 ganger.

Reaksjon Temperatur Tid

1: Denaturering 95 °C 7 minutter
2: Denaturering 95 °C 1 minutt
3: Annealing 60 °C 1 minutt
4: Extension 72 °C 2 minutter
5: Extension 72 °C 5 minutter
6: Nedkjgling 4°C o0
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Standard mastermiks for reaksjoner med Pfx50 enzymer oppgis 1 tabell 11, og PCR program i
tabell 12.

Tabell 11: Standard mastermiks for PCR med Pfx50 (volum ganges opp med antall prgver).

Reagens Volum
Pfx50 PCR buffer 10x 5ul
dNTP 1,5 ul
Pfx50 DNA polymerase 1 ul
MgSO, (50 mM) 1 ul

5 ng/ul templat (mll3104 eller mli3105) 10 pl
Primere (mll3104/mli3105 forward eller revers) 0,75 ul
dH,0 Til 50 pl

Tabell 12: Viser PCR-program der Pfx50 enzymer brukes. Trinn 2-4 gjentas 30 ganger.

Reaksjon Temperatur Tid

1: Denaturering 95 °C 7 minutter
2: Denaturering 95 °C 1 minutt
3: Annealing 60 °C 1 minutt
4: Extension 68 °C 2 minutter
5: Extension 68 °C 5 minutter
6: Nedkjgling 4°C 00

Gel-elektroforese:

PCR produkter (5 ul) separeres pa 0.8 % agarosegel ved 80 V i ca 1.5 timer. Ved

elektroforese med hensikt a rense DNA fra gel, tilsettes 25 pl i brgnnene.

Agarosegeler tilsettes 1 ul/ml EtBr (0.5 pg/ml). Visualisering skjer ved bruk av Quantity One
Gel Doc 2000 (Bio-Rad). For alle geler blir GeneRuler™ DNA Ladder Mix (MBI-Fermentas)

brukt for a bestemme stgrrelse pa produkter.

Rensing av DNA fra agarosegel ved bruk av QIAquick Gel Extraction Kit
Metoden er designet for rask DNA opprensing, og ekstraherer DNA-fragmenter fra 70 bp til
10 kb fra agarosegeler 1 TAE- eller TBE-buffer, samt DNA renset fra enzymatiske reaksjoner.

QIAquick systemet benytter seg av spinkolonne-teknologi sammen med en silikagel membran
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der DNA absorberes vha hgy saltkonsentrasjon og riktig pH i bufferen, mens kontaminanter
faller gjennom kolonnen. Absorpsjonen av nukleinsyrer til silikagelmembraner skjer kun ved
tilstedevarelse av salter som endrer vannets struktur. DNA blir ytterligere renset ved bruk av
vaskebufferen som medfglger kitet. Prosedyren avsluttes ved at renset DNA elueres med egen

buffer eller dH,O. All sentrifugering gjgres ved 17 900 x g.
Prosedyre:

1.  Skjer DNA fragmentet fra agarosegelen med en ren skalpell, og minimer gelbiten sa
mye som mulig for a fjerne overflgdig agarose.

2. Vei gelbiten i eppendorfrgr og tilsett 3 volum QG buffer til 1 volum av gel (100mg ~
100ul).

For >2 % agarose, tilsett 6 volum av QG buffer. Maksimal gel mengde per
spinnkolonne er 400 mg. For gelbiter stgrre enn dette, bruk mer enn en QIAquick
kolonne.

3. Inkuberi 10 min ved 50 °C eller til gelen er fullstendig opplgst. For & bidra til hurtig
opplgsning av gelen, er det mulig a vortexe rgret hvert 2-3 minutt under inkubasjonen.
Viktig: Lgs opp agarosen fullstendig.

4.  Etter at gelen er opplgst, sjekk at fargen er gul. Dette indikerer en optimal pH (7.5).
Fargen skal vere lik QG buffer uten oppl@st agarose. Dersom fargen ikke tilsvarer
ovennevnte, tilsett 10 ul 3 M natrium acetat, pH 5.0, og miks.

DNA absorpsjon til QIAquick membranen er kun effektiv ved pH <7.5. QG buffer
inneholder en pH-indikator som er gul ved pH 7,5 og oransje eller fiolett ved hgyere
pH, noe som gir enkel pH bestemmelse for DNA-binding.

5. Plasser en QIAquick spinnkolonne i et 2 ml oppsamlingsrgr.

6.  Tilsett DNA-prgven i spinnkolonnen og sentrifugér 1 min. Dette for at DNA skal
bindes. Maksimal kapasitet til spinnkolonnen er 800 ul, for prgver stgrre enn dette,
sett pa mer prgve og spinn flere ganger.

7.  Kast vaeesken som har gatt gjennom kolonnen, og plasser spinnkolonnen tilbake i det
samme rgret.

8. Valgfritt: Tilsett 500 ul av QG buffer til kolonnen og sentrifugér 1 min. Dette trinnet
fjerner alle spor av agarosen, men er imidlertid kun ngdvendig dersom prgvematerialet
skal brukes for direkte sekvensering, in vitro transkripsjon eller mikroinjeksjon.

9.  For vasking: Tilsett 750 pl PE buffer til spinnkolonnen og sentrifugér 1 min.
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NB: Dersom DNA prgven skal brukes i saltsensitive reaksjoner som for eksempel
blunt-end ligering eller direkte sekvensering, la spinnkolonnen sta i 2-5 min etter
tilsetning av PE bufferen fgr sentrifugering.

Kast vaesken som har passert spinnkolonnen og sentrifugér 1 min.

Viktig: Rester av etanol fra PE bufferen vil ikke fjernes fullstendig med mindre

vasken fjernes fra rgret for den ekstra sentrifugeringen.

Overfgr prgven til et 1.5 ml mikrosentrifugergr.

For a eluere DNA-prgven, tilsett 50 ul av EB buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) eller
H,O0 til sentrum av QIAquick membranen og sentrifuger kolonnen i 1 minutt.
Alternativt, for hgyere DNA konsentrasjon, tilsett 30 ul elueringsbuffer til midten av
QIAquick membranen, la kolonnen sta i 1 minutt, og sentrifuger sa 1 minutt.

Viktig: Ver sikker pa at elueringsbufferen settes direkte pa QIAquick membranen for
fullstendig eluering av bundet DNA. Gjennomsnittlig elueringsvolum er 48 ul fra 50
ul buffer volum, og 28 ul fra 30 pl.

Elueringeffektiviteten er avhengig av pH. Maksimal effektivitet oppnas mellom pH
7.0 og 8.5. Ved bruk av vann, ver sikker pa at pH-verdien er innenfor denne skalaen,
og lagre DNA ved -20 °C ettersom DNA kan degradere ved fravar av et bufrende
virkestoff. Opprensede DNA kan ogsa elueres i TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH
8.0), men EDTA kan inhibere enzymatiske reaksjoner i ettertid.

(QIAGEN 2002)
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TOPO TA Cloning
TOPO TA Cloning er designet for innsett av Tag-polymerase-amplifiserte PCR-produkter i en

plasmidvektor som er supplert med:
- Et enkelt 3~ tymidin overheng for TA-kloningen

- En Topoisomerase 1 (top I) kovalent bundet til vektoren

Figur 6: Viser konseptet bak TA-kloning av PCR-produkter inn i vektoren (Invitrogen-life-
technologies 2004).

Tag polymerase har en templat-uavhengig terminal transferaseaktivitet som tilsetter en enkel
deoksyadenosine (A) til 3’enden av PCR-produktene. Den line@re vektoren har en enkel,
overhengende 3°deoksytymidin (T) enhet som gjgr at PCR innsettet ligeres effektivt med
vektoren (figur 6). Top I er opprinnelig hentet fra Vaccinia virus, og binder til dupleks DNA
ved spesifikke seter, og klgyver fosfodiester-delen etter 5-CCCTT i den ene traden. Salt (50
mM) tilsettes reaksjonen, dette forhindrer top I fra a danne potensielle kutt i DNA etter

ligering.

Etter ligering av mll3104 og mllI3105 1 vektor pCR2.1-TOPO, vil plasmidet transformeres i
elektrokompetente One Shot TOP10 E. coli celler som medfglger kitet. Et korrekt innsett vil
ligeres inn den a-peptid kodende regionen (amino-terminal del) av enzymet [-galaktosidase i
et lacZ-gen pa vektor. B-galaktosidase er det enzymet som spalter X-gal, og gir galaktose og
et 5-bromo-4-kloro-indoksyl derivat. Sistnevnte vil spontant dimerisere og oksidere, og
sluttproduktet er en ulgselig bla farge som kommer til uttrykk i form av bla kolonier. Et
innsett som sitter pa riktig sted, vil gjgre f-galaktosidasen ufunksjonell ved at a-peptidet ikke
inkluderes i proteinet. Resultatet er hvite kolonier som lett kan identifiseres (Reece 2004).
Som positiv kontroll brukes pUC19, som selekteres for etter transformasjon med ampicillin

(50 pg/ml).
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Tabell 13: Viser reaksjonsoppsett for ligering av egne genfragmenter i vektor pCR2.1-TOPO med

bruk av elektrokompetente celler som medfglger kit.

Reagens Volum
PCR produkt 0.5 pl til 4 pl
Saltlgsning 1pl

Fortynnet saltlgsning --

dH,0 til totalvolum 6 pl
TOPO vektor 1 pl
Totalvolum 6 ul

Prosedyre ligeringsreaksjon:

1. Reagenser (tabell 13) mikses forsiktig og inkuberes 5 minutter i romtemperatur (22-23
°C). For de fleste reaksjoner vil 5 minutter gi mange kolonier for analyse, men
inkubasjonstiden kan varieres fra 30 sekunder til 30 minutter. For store innsett (>1kb)
vil gkt inkubasjonstid gi flere kolonier.

2. Plasser miksen pa is for videre transformasjon. Dersom ikke transformasjon skal skje

samme dag, kan kloningsreaksjonen fryses ned over natt ved -20 °C.

Transformasjon av One Shot TOP10 elektrokompetente E. coli

Prosedyre:

1. Tilsett 2 pl av kloningsreaksjonen i et rgr med One Shot celler og miks forsiktig ved a
knipse pa rgret med fingeren. IKKE pipettér opp og ned, da genomisk DNA tilstede i
prgven kan kontaminere prgven.

2. Overfgr lgsningen forsiktig til en 0.1 cm kyvette, unnga bobledannelse.

3. Elektroporer prgvene ved bruk av egen protokoll for elektroporator (i dette studiet
brukes Gene Pulser (Bio-Rad) og elektroporering skjer ved 2.5 V, 200 OHMS og 25 p
FD)

4. Tilsett umiddelbart 250 pl romtemperert S.O.C. medium.

5. Overfgr Igsningen til 1.5 ml eppendorfrgr, og plasser rgrene pa risting 1 time ved 37

°C. Dette for uttrykk av antibiotika resistensgener.
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6. Spre ut 30 ul celler fra hver transformasjon pa en forvarmede agarplater (LB plater
med 40 mg/ml X-gal og 50 ug/ml kanamycin) med inkubasjon over natt ved 37 °C.

7. En effektiv kloningsreaksjon kan gi flere hundre kolonier. Plukk hvite kolonier for
analyse.

(Invitrogen-life-technologies 2006)

Ut fra dyrkningsresultater pa selektive plater velges hvite enkeltkolonier for videre dyrkning i
3 ml LB-medium tilsatt 50 pg/ml kanamycin (200 rpm ved 37 °C). Overnattkultur spinnes
ned og fordeles i 1.5 ml eppendorfrgr ved 4000 rpm i 1 minutt. Supernatanten fjernes fgr
plasmidrensing. Pelleter kan fryses ved -20 °C.

Plasmidrensing ved bruk av QIAprep Miniprep kit

Etter ligering 1 pCR2.1-TOPO skal mll3104 og mll3105-fragmenter amplifiseres fra vektor
ved bruk av en polymerase med korrekturaktivitet. Fgr PCR reaksjoner settes opp, skal
plasmid-DNA isoleres fra cellelysat. For enkelhets skyld vil vektor med ligert innsett
refereres til etter type innsett; pCRmlI3104 og pCRmll3105. All sentrifugering skjer ved
13.000 rpm.

Prosedyre:

1. Resuspender pellet med bakterieceller 1 250 pl P1 buffer, og overfgr til et
mikrosentrifugergr.

2. Tilsett 250 ul P2 buffer og miks rgret ved a vende det 4-6 ganger.

|9S)

Tilsett 350 ul N3 buffer og miks umiddelbart ved a vende rgret opptil 10 ganger.
Lgsningen skal bli blakket.

Sentrifuger 10 minutter.

Overfgr forsiktig supernatanten fra trinn 4 til en QIAquick spinnkolonne.

Sentrifuger 60 sekunder, kast vaeske som har strgmmet gjennom.

NS s

Vask spinnkolonnen ved & tilsette 750 ul PE buffer og sentrifuger 60 sekunder. Kast
vaske som har gatt gjennom kolonnen, og sentrifuger ytterligere 60 sekunder.

8. Overfgr spinnkolonnen til et rent 1.5 ml eppendorfrgr. For eluering: Tilsett 50 ul
dH,O til sentrum av kolonnen, og vent 1 minutt fgr sentrifugering 1 minutt som over.
Renset plasmid-DNA fryses ved -20 °C

(QIAGEN 2005)
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For a undersgke om plasmidrensingen er vellykket utfgres en gel-elektroforese. Avhengig av
hvilken tilstand plasmidet er i, forventes band av ulik stgrrelse. PCR med Pfx50 enzymer og
pafglgende DNA-rensing av PCR-produkter fra agarosegel utfgres som ved tidligere angitt

prosedyre.

Ligering av mll3104 og mli3105 PCR-produkter i pET101/D-TOPO
PCR-produktene amplifisert med Pfx50 polymerase, skal ligeres i ny vektor, pET101/D-
TOPO. Vektoren er konstruert for hgyt ekspresjonsniva av ligerte fragmenter, og hensikten
med ligeringsreaksjonen er a uttrykke mill3104 og mll3105 etter transformasjon i E. coli
ekspresjonsstamme BL21 Star™. Etter ligering med henholdsvis mil3104/mll13105-sekvenser,
vil vektor navngis etter innsett: pETmlI3104 og pETmlI3105.

Vektor og stamme inkluderes i samme kit. Oppsettet for ligeringsreaksjonen er lik som for

forrige ligering (TOPO TA Cloning).

Transformasjon av pET101/D-TOPO i E. coli BL.21 Star

BL21 Star er en kjemokompetent E. coli stamme som medfglger ekspresjonskitet (tabell 2).
Enkeltrgr med celler (et for hver transformasjon) tines pa is. Det settes opp 4 reaksjoner som
blandes pa is; pETmll3104, pETmlI3105, negativ kontroll (dH,O) og positiv kontroll
(pUC19). Reaksjoner inkuberes 5 minutter i romtemperatur fgr reaksjonen igjen settes pa is

(volum og type reagenser er som for tabell 8):
Prosedyre:

1. Tilsett 3 pl av kloningsreaksjonen i rgr med kjemokompetente celler, og miks forsiktig
ved a knipse pa rgret, IKKE pipettér opp og ned, cellene er sensitive!

Inkubér rgr pa is i 10 minutter.

Overfgr rgr til vannbad, 42 °C i 30 sekunder, og sett pa is igjen.

Tilsett 250 ul S.0.C.-medium i hvert rgr (nytt totalvolum 300 ul)

Inkubér rgr 1 time ved 37 °C og 200 rpm.

AN O

Plat ut 30 pl av kultur fra hver transformasjon pa LB-plater tilsatt 50 pg/ml ampicillin,
og dyrk over natt ved 37 °C. Enkeltkolonier med positive transformanter dyrkes videre

i 10 ml LB tilsatt antibiotika over natt, og spinnes ned. Pellet fryses ved -20 °C.
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DNA-sekvensering

Sekvenseringsreaksjonen utfgres for a bestemme den ngyaktige sekvensen av baser som
utgjgr mll3104- og mll3105-fragmentene amplifisert fra ekspresjonsvektoren. Reaksjonen
baseres pa at forhandsfargede dideoksynukleotid trifosfater (ddNTP) molekyler, sasmmen med
ordinere deoksynukleotid trifosfater (ANTP) inkorporeres i voksende DNA-kjeder som ved
vanlig DNA replikasjon. 3°- ddNTP-molekylene mangler en 3°-OH-gruppe ved
polymeriseringssetet, og vil derfor terminere DNA-syntesen. Fargestrukturene som er festet til
ddNTP-molekylene inneholder en donor- og en akseptorfarge, og kalles BigDye™™
terminatorer. Under DN A-syntese vil fragmenter av varierende stgrrelse produseres, som hver
korresponderer til punktet der ddNTP ble innsatt. En argon ione-laser vil under reaksjonen
eksitere donorfargen, og fargen vil effektivt viderefgre energien som utlgses under
eksitasjonen til en av de fire akseptorfargene, som har hver sitt distinktive emisjons spektrum.
Hvert av de 4 ulike ddNTP-molekylene er merket med egen akseptorfarge, si DNA-
fragmenter med forskjellig ddNTP vil fluorisere ved forskjellige bglgelengder.
Sekvenseringsreaksjonen utfgres i ett enkelt rgr, og produktene separeres pa et kapillerrgr
inneholdende en gelmatriks (kapiller elektroforese). Intensiteten og bglgelengden av den
fluorescente emisjonen males ettersom DNA-fragmentene beveges forbi laseren og en
fluorescent detektor, og informasjonen overfgres direkte til en computer med passende
software. Her vil de fluorescente mgnstrene konverteres til sekvenser med DNA-baser. Fgr
reaksjonen utfgres vil DNA prgvene felles ut og denatureres fgr de settes til
sekvenseringsapparatet, 3130x] Genetic Analyzers (Applied Biosystems) som separerer,
detekterer og analyserer de fluorescent-merkede DNA-fragmentene ved kapiller
elektroforese. Molekyler fra prgvene injiseres elektroforetisk til tynne silika-fuserte
kapillerer, og DNA-fragmentene migrerer mot kapillerens motsatte ende. Som ved annen

elektroforese vil korte fragmenter vandre raskest og dermed lengst (Reece 2004).
Prosedyre:

Ved dette studiet blir ABI PRISM™ BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Reaction
Kit brukt for sekvenseringen, sekvenseringsreaksjonen og utfelling utfgres ved

Universitetssykehuset i Nord-Norge. Reagenser og volum oppgis i tabell 14 og PCR-program
i tabell 15.
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Det settes opp 4 reaksjoner pa is:

a) Renset plasmid med mll3104-fragmenter og T7 forward primer
b) Renset plasmid med mli3104-fragmenter og T7 revers primer
c) Renset plasmid med mll3105-fragmenter og T7 forward primer

d) Renset plasmid med mll305-fragmenter og T7 revers primer

Tabell 14: Viser oppsett for standard volum av reagenser for DNA-sekvenserings reaksjon ved bruk
av Big Dye enzymer. Volum ganges opp med antall prgver.

Reagens Volum

Big Dye 3.1 4 ul

5x Big Dye Sequencing Buffer 2 ul

Primer (T7 revers/forward) 3.2 pmol

Templat 200-300 ng'

dH,0 til totalvolum 20 pl

1: Innledningsvis ble det brukt 200 ng templat, ved optimalisering gkte konsentrasjon av templat til 300 ng.

Tabell 15: Viser PCR-program ved bruk av Big Dye enzymer. Punkt 2-4 gjentas 25 ganger (ABI-
PRISM 2002)

Reaksjon Temperatur Tid

1: Denaturering 96 °C 1 minutt

2: Denaturering 96 °C 10 sekunder
3: Annealing 50 °C 5 sekunder
4:Extension 60 °C 4 minutter
5: Nedkjgling 4°C ')
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Pilotekspresjon av MII3104- og MII3105-proteiner med IPTG som
transkripsjonsaktivator

Dette eksperimentet utfgres for uttrykk av MIlI3104- og MII3105-proteiner. Forut for
ekspresjonseksperimentet er pETmll3104 og pETmlI3105 transformert inn i separate BL21
Star E. coli celler konstruert for ekspresjon av T7 promoter regulerte gener. Vektoren bruker
elementer fra bakteriofag T7 for a kontrollere ekspresjon av heterologe gener i E. coli. 1
pET101-TOPO vektorer vil uttrykk av det innsatte genet kontrolleres av en sterk bakteriofag
T7 promoter som inneholder en lac-operator sekvens plassert nedstrgms for T7 promoter, og
T7 RNA polymerase gjenkjenner spesifikt denne promoteren. Ved bruk av BL21 Star E. coli
celler vil T7 RNA polymerase fglge med stammen og sgrge for regulert uttrykk av klonede
gener. IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid) er en laktoseanalog som induserer
transkripsjon av gener bak lac-operatoren, vanligvis uttrykk av [-galaktosidase. Ved
induksjon med IPTG vil egne innsett transkriberes, da lokalisasjonen er 75 bp bak T7
promoteren. Det forventes at mengde uttrykt protein vil gke over tid, det tas derfor ut prgver

hver 2. time for a finne optimalt ekspresjonsniva.

Prosedyre:

1. Tin opp rgr med pETmII3104- og pETmlI3105-transformerte BL21 Star E. coli celler.
Foreta fortynningsutstryk pa agarplater med LB-medium tilsatt 50 pg/ml ampicillin
for transformantene.

2. Inkubér i varmeskap over natt ved 37 °C. Velg ut enkeltkolonier fra agarplatene for
henholdsvis mll3104- og mll3105-transformanter. Enkeltkoloniene lgses i Erlend-
Meyer kolber inneholdende 10 ml LB-medium (ampicillin som over). I tilfelle darlig
vekst kan det vaere fordelaktig a inokulere flere kolber for hver av transformantene.

3. Inokuleres over natt i inkubator ved 200 rpm og 37 °C.

4. Fra overnattkulturene overfgres 0.5 ml til nye Erlend-Meyer kolber med 10 ml
(ampicillin som over), og kolbene inkuberes ved 200 rpm og 37 °C.

5. Mal ODgy med jevne mellomrom, der fgrste maling gjgres etter 1 time. Splitt
kulturene ved ODg pa 0.5 for bade mli3104- og mli3105-transformeringskulturer.

6. Overfgr 5 ml kultur for hver transformant over i 2 nye kolber der en kolbe tilsettes
IPTG, og den andre dyrkes videre uten. Tilsett 1 ul IPTG per ml LB. Fortsett

inkubasjon som over.
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Overfgr 0.5 ml kultur fra hver av transformantene u/IPTG til eppendorfrgr. Spinn ned
rgrene ved 13.000 rpm i 3 minutter. Fjern supernatanten. Rgrene vil fungere som

0. time uttak av kulturene, der IPTG forelgpig ikke ville ha indusert ekspresjon fra lac-
operator. Rgret med pellet kan fryses ved -20 °C.

For hver 2. time, opp til 8. time, tas det ut nye 0.5 ml kultur som i forrige trinn.

Spinn ned rgr og fjern supernatanten som ved forrige trinn. Frys ned rgr ved -20 °C.

Storskala IPTG-indusert uttrykk av M113104- og M113105-proteiner

Etter eksperiment med pilotekspresjon, er tidspunktet for hgyest ekspresjonsniva etter IPTG-

induksjon bestemt. For senere rensing av uttrykt protein fra kultur, vil mengde inokulum for

henholdsvis mll3104- og mll3105-transformanter oppskaleres til 200 ml. Tidspunktet for

optimalt uttrykk av proteiner ble funnet til a vare etter 6 timers inokulasjon, derfor vil

kolbene dyrkes uavbrutt 1 6 timer fgr hgsting.

Prosedyre:

1.

[9S)

Inokulér separate kolber med 10 ml LB-medium tilsatt 50 pg/ml ampicillin med BL21
Star mll3104- og mll3105-transformanter. Dyrk over natt ved 37 °C og 200 rpm.
Inokuler 200 ml LB tilsatt ampicillin som over med 1 ml av overnattkulturen.

Dyrk kulturen ved 37 °C og 200 rpm til ODgg = ~0.5, cellene bgr da vere i mid-log

fase.

4. Tilsett 200 ul IPTG til kolbene, og dyrk kulturen 6 timer for optimalt uttrykk.

5. Fordel kulturen i 4 falconrgr (50 ml) og sentrifugér 15 minutter ved 6000 rpm.
6.
7
8
9

Fjern supernatanten og vask cellene med 40 ml PBS.

Spinn celler som i punkt 5.

. Fjern supernatanten og tilsett 40 ml PBS.

Spinn rgrene som i punkt 5.

10. Fjern supernatanten.

11. Frys rgr med pellet ved -80 °C.
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Proteinekstrahering ved bruk av B-PER® Bacterial Protein Extraction Reagent

B-PER Bacterial Protein Extraction Reagent muliggjgr enkel ekstrahering av proteiner fra
lyserte bakterier uten mekanisk pavirkning. Avhengig av type anvendelse kan
tilleggskomponenter (lysozymer, proteasechemmere, salter, reduserende stoff etc.) tilsettes.
Reagensen brukes bade for lgselig proteinekstrahering og rensing av inklusjonslegemer fra
bakterielle cellelysater. I dette studiet ble reagensen tilfgrt frosne pelleter av E. coli

ekspresjonsstamme BL21 Star.
Prosedyre:
Maxi-Scale Bacterial Protein Extraction (200 ml bakteriekultur, Aggo = 1.5-3.0)

1. Sentrifuger bakteriecellene ved 5.000 x g i 10 minutter.

2. Tilsett 15 ml B-PER reagens og 50 ul proteasehemmer til pelleten. Pipettér opp og ned
til Igsningen er homogen. Rist Igsningen forsiktig 1 10 minutter.

3. Overfor Igsingen til et sentrifugergr av passende stgrrelse. Sentrifuger ved 14.000 x g i
15 minutter.

4. Overfgr supernatanten til et nytt rgr. Pellet kan eventuelt fryses ned ved -20 °C,

dersom ekstraheringen er utilstrekkelig og skal gjentas.
(PIERCE)

SDS-PAGE (Polyakrylamid Gel-elektroforese)

Denne typen gel-elektroforese er en av de mest brukte analytiske metodene for a separere og
bestemme vekt pa proteinfragmenter. Vanligvis brukes den anioniske detergenten Sodium
Dodecyl Sulfat (SDS) for a denaturere proteiner i kombinasjon med et reduserende virkestoff,
og varme for denaturering, fgr proteinprgvene settes pa gelen. Denaturerte polypeptider
bindes sterkt til SDS og blir negativt ladet. Fordi mengde SDS bundet nesten alltid er
proporsjonal med den molekylere vekten av polypeptidet uavhengig av sekvens, vil SDS-
polypeptidkomplekser migrere mot anoden gjennom polyakrylamidgeler etter stgrrelsen. Ved
a bruke markgrer av kjent stgrrelse er det mulig a bestemme polypeptidkjedenes molekylere

vekt ved a estimere relativ mobilitet av fragmenter gjennom gelen.

Polyakrylamidgeler er sammensatt av kjeder med akrylamid som kryssbindes med N,N’-
metylen-bis-akrylamid. Effektiviteten av separeringen pa gelen vil avhenge av

konsentrasjonen av akrylamid brukt under stgping av gelen, samt mengde kryssbindinger.

40




Masteroppgave i Mikrobiell gkologi, L. J. Havdalen

2007

Kryssbindingene vil sgrge for rigiditet og elastisitet i gelen, og sgrger at det dannes porer der
SDS-polyakrylamidkomplekser ma vandre. Gelens egenskaper bestemmes av porenes
stgrrelse, som vil vere en funksjon av akrylamid konsentrasjon og mengde bisakrylamid
brukt under stgping av gelen. TEMED fungerer som en initiator for
polymeriseringsprosessen, og mengden tilsatt vil innvirke pa hvor raskt gelen polymeriseres

(Sambrook and Russel 2001).
Prosedyre:
Tillaging av SDS-polyakrylamid Geler

1. Sett sammen glassplater etter leverandgrens instruksjoner.

2. Bestem volum gelmengde (denne informasjonen er vanligvis gitt av leverandgren).
Tilbered det passende volum av lgsning med gnsket konsentrasjon av akrylamid for
separerings gel. Komponentene mikses i rekkefglgen vist i tabell 16, og blandes i
Erlendmeyer kolbe eller et engangs plastrgr. Polymerisering vil starte sa snart TEMED

er tilsatt. Vend lett pa miksturen, og fortsett til neste trinn.

NB: Konsentrasjonen av ammonium persulfat er hgyere enn det som vanligvis brukes.
Dette eliminerer ngdvendigheten med a fjerne opplgst oksygen (som hemmer

polymeriseringsprosessen) ved avgassing.

3. Hell akrylamidlgsningen i apningen mellom glassplatene. Etterlat nok rom for stacking
gelen (lengden av tenner pa kammen + 1 cm). Bruk en Pasteurpipette til a forsiktig

legge lag med 0,1 % SDS. Plasser gelen i vertikal posisjon ved romtemperatur.

Topplaget med 0,1 % SDS vil hindre oksygendiffusjon inn i gelen, noe som reduserer
polymeriseringen. Isobutanol lgser opp plasten som noen av minigel-apparaturene er

laget av.

4. Etter polymerisering er fullstendig (ca 30 minutter), hell av laget med 0.1 % SDS fra
gelen. Drenér bort sa mye vaske som mulig fra toppen av gelen, og fjern det resterende
vannet ved hjelp av en papirkant som holdes inntil &pningen mellom glassplatene.

5. Tilbered running gel som fglgende: I et engangs Falconrgr tilberedes passende mengde
lgsning som inneholder gnsket konsentrasjon av akrylamid. Miks komponentene i den
rekkefglgen som er vist i tabell 16. Polymerisering vil begynne sa snart TEMED er

tilsatt. Uten forsinkelser vendes miksturen lett.
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6. Tgm stacking gel lgsningen direkte pa overflaten av den polymeriserte separerings
gelen. Umiddelbart etter settes en plastkam (evt. teflon kam) i stacking gel Igsningen,
unnga at det setter seg luftbobler mellom tennene. Tilsett mer gel for a fylle opp
rommet til kammen fullstendig. Plassér gelen i vertikal posisjon ved romtemperatur.

Kammer bgr rengjgres i H>O, og skylles med etanol like fgr bruk.

Tabell 16: Viser reagenser og volum for SDS-PAGE geler benyttet under studiet.

Running gel (12%) Mengde (ml) Separerings gel (12%) Mengde (ml)
X 2 volum x2 volum

dH20 3.29 dH20 2.92

40 % Akrylamid 2.55 40 % Akrylamid 0.5

Tris 1.5 M 2.5 Tris 1.5 M 0.5

SDS 10 % 0.08 SDS 10 % 0.04

10 % Ammonium persulfat  0.08 10 % Ammonium persulfat  0.04
TEMED 0.004 TEMED 0.006
Totalvolum 8.504 Totalvolum 4.006

Tillaging av proteinprgver og kjgring av gel:

7. Mens stacking gel polymeriseres, tilberedes 2 X SDS gel-loading buffer som oppgitt i
tabell 17.

Tabell 17: Viser reagenser og volum for 2x SDS gel-loading buffer.

Reagenser Volum/vekt
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 (lysis og denaturering av prgver) 2.5 ml
Glyserol 100 % (tyngde til prgver) 2 ml
Bromofenolbla (visualisering av prgver) 0,02 g

SDS (lysis og denaturering av prgver) 04¢g

dHS,0 tilsettes til totalvolum 10 ml
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Fortynn adekvat mengde 2x SDS samplebuffer til 1x SDS.

Hvert prgvergr tilsettes:

40 ul 1 X SDS samplebuffer

16 ul DTT

24 ul dH,O

Totalvolum 80 pl.

Mengden ganges opp med antall proteinprgver. Tilsett 80 ul samplebuffer til hver
proteinprgve.

(Invitrogen-life-technologies 2004)
Prgvene med loadingbuffer og fraksjoner kokes i 5 minutter for proteindenaturering.

8. Etter polymeriseringen er fullstendig (ca 30 minutter) fjernes plastkammen forsiktig.
Plassér gelen i elektroforeseapparatet. Tilsett Tris-Glycin elektroforese buffer til toppen
av glassplatene. Viktig: Ikke sett elektrisitet til gelen for prgvene er tilsatt, dette vil
gdelegge buffersystemene.

9. Tilsett 10 ul av hver prgve til bunnen av brgnnene. Dette gjores med vanlig gul
pipettespiss (kan alternativt utfgres ved bruk av Hamilton microliter syringe).

10. Fest elektroforeseapparatet til en elektrisk tilkobling kjgr gelen pa 90 V til det
bromofenolbld nar bunnen av gelen.

11. Fjern glassplatene fra elektroforese apparatet og bruk en ekstra gelspacer for a skille
dem fra hverandre. Gelens orientering kan merkes ved a kutte et hjgrne av gelen.

12. Gelen farges og fikseres med Coomassie Brilliant Blue fargelgsing.
(Sambrook and Russel 2001)

Rensing av polyhistidin-merkede MI13104- og MI13105 proteiner

Ved transkripsjon av ligerte sekvenser fra vektor pET101/D-TOPO 1 BL21 Star E. coli celler,
vil priming fortsette forbi punkt for innsett. Dette fordi primere for ml/l3104/mll3105 ble
designet til a fjerne det opprinnelige stopkodonet i de respektive genene. T7 primer vil ga
forbi den innsatte malsekvensen, og prime nedstrgms for innsettet. 72 bp etter innsettet i
pET101/D-TOPO finnes en 6xHis region som blir transkribert sammen med malgenene, og
stopkodon er plassert rett nedstrgms for polyhistidin regionen. Resultatet er translasjon av

ligerte sekvenser inneholdende en polyhistidin markgr.
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ProBond™ er nikkel-ladete resiner som brukes for affinitetsrensing av uttrykte proteiner med
en polyhistidin (6xHis) sekvens. Bindingskapasiteten til nye resiner er 1-5 mg protein per ml
resin. Proteiner med affinitet til resin, forblir bundet til resinet i affinitetskolonnen, mens
proteiner uten affinitet for resinets nikkel-ioner vaskes ut med fosfatbuffer. Lysat av BL21
Star celler med IPTG-indusert uttrykk av malsekvenser, pafgres kolonnen. Cellelysering skjer
ved tidspunkt for maksimalt uttrykk av proteiner. For opprensing av bundne proteinfraksjoner
1 etterkant, vaskes kolonnen med imidazole i fosfatbuffer. Imidazole (CsH4N») er et aromatisk
alkaloid med en histidin-sidegruppe. Ved pafgring av buffer med imidazole i kolonnen vil
His-merket protein bundet til resin frigjgres, da imidazole har stgrre affinitet til resinet. I dette
studiet er 50, 100, 150, 200 og 300 mM konsentrasjoner av imidazole prgvd ut for optimal
opprensing. Etter pafgring av lysat med pafglgende vask med imidazole ble kolonnen
klargjort for ny fraksjonsoppsamling ved vask med 50 ml fosfatbuffer og 50 ml 500 mM
imidazole. Proteinkonsentrasjon bestemmes ved protein assay og SDS-PAGE separerer

proteinfragmenter og angir stgrrelse pa fraksjoner (Hengen 1995).
Prosedyre:

Eksperimentet utfgres ved 4 °C, som er oppbevaringstemperatur for resinet. Resuspender
flasken ProBond™ resin fgr bruk ved & vende flasken noen ganger. Tilbered en kolonne (ca
15 ml volum) med filter i bunnen (Whatman filter er brukt ved dette studiet). Tilsett resin
sakte, og la resinet bunnfelle (5-10 minutter) fgr ytterligere tilsetning. Fyll kolonnen helt opp

med resin, for a fortrenge O,. Resiner mister funksjonen ved tgrke.

Fglg instrumentleverandgrens anvisning for programmering til oppsamling av 60 draper i
totalt 60 rgr (fraksjoner). Etter hver vask med imidazol, gjennomfgres et protein assay for
bestemmelse av proteinkonsentrasjon i fraksjoner. Dersom konsentrasjonene er tilstrekkelig

kjores SDS-PAGE for relevante fraksjoner.

1. Ralysat tilfgres kolonnen direkte fra oppbevaringsrgr. Etter gjennomstrgmming i
kolonne kan lysatet samles opp for senere SDS-PAGE.

Vask med 50 ml fosfatbuffer (0.5 M K;HPO,4, 50 mM NaCl)

Vask med 50 ml 50 mM imidazol, samle opp fraksjoner maskinelt i glassrgr.

Vask med 50 ml fosfatbuffer.

Evt: Vask med 50 ml 150 mM imidazole, samle opp fraksjoner maskinelt i glassrgr.
Vask med 50 ml fosfatbuffer.

A O S i
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7. Evt: Vask kolonnen med 50 ml 200 mM imidazole, samle opp fraksjoner maskinelt i
glassrgr.

8. Vask kolonne med 50 ml fosfatbuffer.

9. Evt: Vask kolonnen med 50 ml 300 mM imidazole.

Bio-Rad Protein Assay

Bio-Rad Protein Assay er et fargebindings assay, der differensielle fargeendringer i
proteinlgsninger skjer som respons til variasjoner i proteinkonsentrasjoner. Sammenlikning
med standardkurve (bovin serum albumin, BSA) sikrer en relativ maling av
proteinkonsentrasjonen (figur 7). All malinger skjer spektrofotometrisk ved 595 nm

(SpectraMax 250).
Prosedyre:

1. Preparer fargereagens ved a fortynne 1 del Dye Reagent konsentrat med 4 deler dH,O.
Den fortynnede fargelgsningen har en holdbarhet pa 2 uker oppbevart i
romtemperatur.

2. Den lineare rekkevidden av BSA er 0.2 til 0.9 mg/ml.

Preparer 5 fortynninger av standard proteinlgsning representativt for proteinlgsningen
som skal males.

0.0 mg/ml dH20
0.1 mg/ml BSA
0.2 mg/ml BSA
0.4 mg/ml BSA
0.8 mg/ml BSA

Standardkonsentrasjoner lages i eppendorfrgr og bevares ved -20 °C.

Mal absorbans ved ODsos.
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Figur 7. Vanlig standardkurve for bovin gamma globulin (IgG) og bovin serum albumin (BSA).
Hentet fra Bio-Rad Protein Assay manual.

Prosedyre for mikrotiterplate assay:

3. Pipettér 10 ul av hver standard proteinlgsning (BSA) i separate mikrotiterplate-
brgnner.

4. Tilsett 200 ul av fortynnet fargereagens til hver brgnn. Miks prgvene forsiktig ved a
pipettere opp og ned, unnga skumdannelse. Bytt pipettespiss for hver prgve.

5. Tilsett 10 pl av hver ukjente proteinfraksjon i separate mikrotiterplate-brgnner, som
ved forrige punkt.

6. Mal absorbans ved 595 nm.
(Bio-Rad Protein Assay Kit instruksjonshefte)

Q-TOF MS/MS

Moderne massespektrometri (MS) har utviklet seg til et av de viktigste verktgyene for studier
av proteiner. Med MS kan molekylvekt (MW) av intakt protein males med stor ngyaktighet,
etter enzymatisk hydrolyse kan MW av de lett frigjorte peptidenen males, og hel eller delvis
aminosyresekvens av petider kan lett oppklares ved hjelp av MS. Flere ulike
massespektrometriske teknikker kan benyttes. Den teknikken som gir mest informasjon om
peptider, er Nano UPLC (Nano Ultra Performance Liquid Chromatography) og MS med Q-
TOF konfigurasjon. NanoUPLC er en miniatyrisert HPLC-teknikk, der analyser utfgres ved a

bruke kolonner med en indre diameter mellom 10-150 um. Navnet refererer til flow-raten til
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prévematerialet, og oppgis som nanoliter per minutt. Fordelen ved bruk av kolonner med sa

liten indre diameter at mindre prgvemateriale trengs for analyse (Jensen 2007).

For mulig proteinidentifisering vil analysert peptidmasse sgkes gjennom offentlige databaser
for kjente hypotetiske proteiner. I dette studiet ble proteinsekvenser sgkt opp i Mascot, et
proteinidentifiserings-system fra Matrix Science. Sgkefunksjonen tillater identifisering av

hypotetiske proteiner ut fra peptidmasse og aminosyresekvenser.

Institutt for farmasi har laboratorier med ovennevnte fasiliteter, og utfgrer rutinemessig Q-
TOF MS/MS. Etter SDS-PAGE av ukjente proteinfraksjoner fra ekspresjonseksperimenter,
ble relevante band skaret ut fra gelen og sendt til analyse ved denne laben. Da vi kun fikk
uttrykt mll3105-proteiner fra BL21 Star cellene, er det resultater for denne analysen som

presenteres 1 appendiks VII.
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Resultater

I dette kapitlet vil alle resultater som er oppnadd under arbeidet bli presentert. Dette arbeidet
involverer genotypisk identifikasjon av malgener og primerdesign spesifikk for disse,
amplifisering av genene, DNA-rensing, kloning og transformasjon til to ulike plasmider, og i
to ulike E. coli stammer. I tillegg vil resultater fra DNA-sekvensering etter innsett av
malgener i ekspresjonsvektor pET101 presenteres. Resultater fra ekspresjonseksperimenter og
SDS-PAGE geler med uttrykte malproteiner gjennomgas, og resultater fra Nano UPLC med
Q-TOF MS/MS vil ogsa bli presentert.

Primerdesign

For a bekrefte at referansestammen, M. loti MAFF303099 var positiv for genene mll3104 og
mli3105, matte spesifikke primere designes. All informasjon om M. loti’s mll3104 og mlI3105
gener er hentet fra NCBI gjennom Genbank sgkesystem. Systemet er tilgjengelig ved:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html.

For amplifisering av malgensekvenser er det ngdvendig med forward og revers primer.
Anbefalt lengde pa primere bgr vere mellom 18 og 25 baser, og ved dette studiet ble det
designet 25 basers primere. Sekvenser er oppfgrt i tabell 6, og kriterier for designet er
beskrevet under metodedel for primerdesign. For a undersgke om egne primere fungerte og
utviste spesifisitet for mll3104 og mil3105 ble det satt opp PCR-reaksjoner med pafglgende
agarosegel-elektroforese. Figur 8 viser et eksempel pa en gel-elektroforese der egne primere
ble anvendt. Resultatet er tydelige enkeltband av omtrentlig stgrrelse for bade mll3104 og
mll3105. Bandene bekrefter av baseparsammensetning i primersekvensene var funksjonelle
og spesifikke for de respektive gener. Det ble derfor ikke gjort endringer for optimalisering,
og primerne er brukt videre i alle eksperimenter der formalet er a amplifisere mil3104- og

mll3105-fragmenter.
Sekvenslikhet mellom thuB og mli3104 og mellom thuA og mli3105

thuB og mll3104

Appendiks II viser en sekvensoppstilling mellom genene utfgrt 1 softwareprogram BLASTN
(NCBI). Homologi mellom thuB (Sinorhizobium meliloti) og mli3104 (Mesorhizobium loti)
strekker seg over en enkelt region. Den totale prosentvise likheten mellom de to potensielle
ortologene ble funnet & vaere 76 %. Det er kun 27 baser forskjell i totallengde mellom de to

genene. Homologien mellom sekvensene og den totale stgrrelsen pa gensekvensene indikerer
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at det kan dreie seg om et hypotetisk protein med like funksjoner mellom de to artene, eller at

sekvensene er deler av konserverte regioner.

thuA og mll3105

Appendiks I viser sekvensoppstilling mellom thuA (S. meliloti) og mli3105 (M. loti). Sgket er
utfgrt med samme programvare som over, og viser at det finnes 3 regioner med homologi for
genene. Totalt er det 72, 79 og 81 % likhet mellom de 3 regionene, og det er 48 basepar
forskjell i total basepar lengde mellom genene. Artene er nrt beslektet, det kan derfor tenkes
at M. loti’s mlI3105 har samme funksjon som thuA i S. meliloti, eller at sekvensene er deler av

konserverte regioner.

Genotypisk identifisering av trehalose assosierte gener; mll3104 og mli3105 fra
M. loti MAFF303099 templat

Eksperimentet viste at egne designede primere fungerte, i tillegg til amplifisering av malgener
fra M. loti genomisk DNA. Figur 8 viser amplifiserte produkter av henholdsvis ml/l3104 pa
~1050 basepars lengde i brgnn 2, og mll3105 pa ~786 bp lengde i brgnn 3. Stgrrelsen pa
produktene er som forventet i forhold til stgrrelser pa mil3104/mil3105 i GenBank. Parallelt
med amplifisering av malsekvensene ble det utfgrt en negativ kontroll der dH,O erstattet
templat, og med primerbruk som for m//3105 amplifisering. Den negative kontrollen er blank,

og uten kontaminasjon.

Figur 8: 0.8 % agarosegel-elektroforese etter amplifisering av mll3104 og mll3105 fra M. loti
genomisk DNA som templat. Brgnn 1: GeneRuler DNA Ladder Mix (0.5 pg/ul). Brenn 2: mll3104-
produkt, av ~1050 bp stgrrelse. Bregnn 3: mll3105-produkt av ~780 bp stgrrelse. Brgnn 4: Negativ
kontroll (dH,O og primer for mll3105)
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Kvantitativ amplifisering av malgener mll3104 og mli3105

Det ble utfgrt repetitive eksperimenter med vellykket amplifisering av ml[314 og mlI3105 ved
bruk av spesifikke primere, der formalet var a kutte ut DNA fra agarosegelen. Figur 9 viser en
gel der amplifiseringen ga forventet stgrrelse pa bandene. Det ble kjort 3 prgver for hvert gen,
med hensikt a arbeide videre med hgyest mulig DNA-konsentrasjon etter opprensing fra
gelen. PCR-produktene ble skaret ut under UV-belysning, og renset ved bruk av kommersielt
gel-ekstraherings kit (QIAquick Gel extraction Kit, QIAGEN). Brgnn 8 viser negativ kontroll
med primerbruk som for forrige figur. Denne er uten kontaminasjon, noe som bekrefter at

amplifiseringsproduktene er rene og kan benyttes i videre arbeid.

1200 bhp —

1031 bp —

500 bp

Figur 9: Agarosegel-elektroforese etter amplifisering av mll3104 og mil3105. Brgnn 1: GeneRuler
DNA Ladder Mix. Brenn 2-4: amplifisert m//3104. Brgnn 5-7: amplifisert m//3105. Brgnn 8:
Negativ kontroll med dH,0 og primer for mil3105. Band ble skaret ut og brukt til DNA-ekstrahering.

Ekstrahering av amplifisert genomisk DNA fra M. loti etter agarosegel-
elektroforese

DNA-ekstrahering fra gel ble utfgrt ved bruk av QIAquick Gel extraction kit, og det ble
rutinemessig foretatt gel-elektroforese med formal a undersgke om ekstraheringen var
vellykket. Figur 10 viser amplifiserte produkter fra mll3104 og mll3105- M. loti genomisk
templat renset fra gel. Produktstgrrelsen er som ved tidligere forsgk, noe som indikerer at
DNA-ekstraheringen var vellykket. Det ble derfor besluttet a benytte DNAet for senere
ligeringsreaksjoner. Ved ligeringsreaksjoner er det vanlig a benytte DNA-konsentrasjoner

som samsvarer med konsentrasjon av vektor for best mulig kloningsresultat.
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Konsentrasjonen pa ekstrahert DNA som ble bevart for ligering ble malt pa NanoDrop 1000

software:
-mll3104: 56,8 ng/ul

-mll3105: 38, 2 ng/ul

1200 bp
1031 bp —
200 bp

Figur 10: Agarosegel-elektroforese etter DNA-ekstrahering fra mil3104 og mli3105 PCR-produkter.
Brgnn 1: GeneRuler DNA Ladder Mix 0.5 pg/ul. Brgnn 2: m/[304 DNA ekstrakt. Brgnn 3: mll3105

DNA ekstrakt. Bandene har omtrentlig stgrrelse som forventes etter amplifikasjon av malgenene.

Ligeringsreaksjon med ekstraherte mli3104 og mli3105 PCR-produkter i vektor
pCR2.1 TOPO og transformasjon i E. coli TOP10 celler

Ligering av amplifiserte templat i vektor pCR 2.1-TOPO ble gjennomfort etter leverandgrens
protokoll (Invitrogen) som oppgis under metodedel. Positivt innsett ble undersgkt ved a dyrke
30 ul av transformasjonsmiks over natt pa agarplater med LB-medium tilsatt selektivt
antibiotika (50 pg/ml kanamycin) og X-gal (40 mg/ml). Positiv kontroll (pUC19) har
ampicillinresistens som seleksjonsmarkgr, og ble dyrket pa agarplater med 50 pg/ml
ampicillin. I negativ kontroll er templat er erstattet med dH,O (tabell 9). Et korrekt innsett

skal gi lysbla eller hvite kolonier, dette pa grunn av en ikke-funksjonell B-laktamase. Etter
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gjentatte darlige resultater som fglge av feil templat:plasmid ratio, ble det utprgvd fortynnede
lgsninger av kloningsreaksjonene, noe som ga bedre resultater. I forsgkene ble det benyttet 4
plater til dyrkning etter hver transformasjon, bortsett fra positiv kontroll (2 plater). Tabell 18
viser et eksempel pa resultat etter elektroporetisk transformasjon av pCR2.1 D-TOPO i E. coli
TOP10 celler inkubert over natt pa agarplater (LB-medium) med antibiotika ved 37 °C.
Overskuddsplater inneholder all overskuddsmengde S.O.C-medium med transformerte celler,
160 pl. Erfaringsmessig har det vist seg at 30 ul kan gi darlig vekst. Ved a dyrke
overskuddsplater far man utnyttet alle cellene fra transformasjonsmiksen, noe som kan gi

bedre vekst av transformanter.

Tabell 18: Viser et eksempel pa resultat etter transformasjon av pCR2.1 i E. coli TOP10 celler dyrket
pa agarplater tilsatt antibiotika og X-gal. Plate 1-3 ble tilsatt 30 ul transformasjonsmiks, bortsett fra
overskuddsplaten (160 pl).

Plate 1 Plate 2 Plate 3 Overskuddsplate
mli3104 - - 1 bla koloni 15 bla kolonier
(56.8 ng/ul)
mll3104 >700 bla Teppevekst 4 hvite og 2 bla 21 hvite og 8 bla
fortynnet 1:4 kolonier kolonier kolonier
(14,2 ng/ul)
mli3105 2 bla kolonier 3 hviteogS5bla 6 hvite og 4 bla 7 hvite og 4 bla
(38,2 ng/pl) kolonier kolonier kolonier
mll3105 74 hvite 2 bla Shvite og 14bla  Hyvit teppevekst
fortynnet 1:3 kolonier kolonier og 4 bla kolonier
(12,6 ng/ul)

Negativ kontroll 1 bla - 3 bla 2 bla
Positiv kontroll Teppevekst Teppevekst

Positive transformanter ble dyrket videre i 3 ml LB tilsatt antibiotika, og plasmid ble renset ut

fra cellekulturene.
Konsentrasjonene av plasmid-DNA ble malt med NanoDrop 1000:
-mll3104 plasmid-DNA: 31,2 ng/ul

-mll3105 plasmid-DNA: 23,1 ng/ul
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Amplifisering av mli3104 og mll13105 med Pfx50 polymerase fra vektor pCR2.1-
TOPO

Amplifisering av mll3104 og mll3105 med Pfx50 polymerase fra genomisk DNA isolert fra
M. loti ga darlige resultater, det ble derfor besluttet a amplifisere gensekvensene med denne
polymerasen etter innsett av fragmentene i vektor pCR2.1-TOPO. Det ble foretatt PCR som
oppgitt under metodedel, og agarosegel-elektroforese ble utfgrt for a undersgke om
amplifiseringen var vellykket. Figur 11 viser en agarosegel der band i brgnn 2 ser ut til & vere
produkt fra amplifisering av mll3105, og brgnn 4 viser produkt fra mll3104, begge amplifisert
ved bruk av Pfx50 polymerase og tilhgrende buffer. Brgnn 3 og 5 utgjgr negative kontroller
for de respektive gener, der dH,O ble benyttet i stedet for templat. Da produktene hadde
forventet stgrrelse sammenliknet med originale stgrrelser pa malgenene, ble bandene kuttet ut
fra gel ved bruk av QIAgen Gel Extraction kit (QIAGEN), for videre ligering i
ekspresjonsvektor pET101/D-TOPO.

1200 bp
200 bp

Figur 11: Viser produkter etter amplifisering av malgener fra vektor pCR2.1-TOPO ved bruk av
Pfx50 polymerase og tilhgrende buffer. Brgnn 1: GeneRuler DNA Ladder Mix. Brenn 2: ml/3105
amplifiseringsprodukt. Bregnn 4: ml[3]04-amplifiseringsprodukt. Brgnn 2 og 5: Negative kontroller
for malgener.

Ligering av mll3104- og mll3105 fragmenter i vektor pET101/D-TOPO
Ligeringsreaksjoner med ekspresjonsvektor pET101/D-TOPO og mll3104/mll3105- PCR-
produkter ble utfgrt. For enkelhets skyld vil respektive innsett av eget ml/3104-fragment i
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pET101/D-TOPO heretter refereres til som vektor pETmlI3104, og innsett av mll3105 i
samme vektor refereres til som pETmlI3105. For & undersgke om innsettene sto i riktig

leseretning, ble det satt opp PCR med ulike primerkombinasjoner.

T7 forward og revers primer inkluderes i ekspresjonskitet fra Invitrogen, og i tillegg brukes
egne primere (tabell 6). Dersom ligering har gitt innsett 1 riktig leseretning, skal amplifisering
gi produkter ved bruk av T7 revers primer og mll3104/mll3105 forward primere. Figur 12
viser et PCR-oppsett som nevnt over, med ulike primerkombinasjoner. Resultatet viser at
enkelte innsett plassert i riktig leseretning, der bruk av T7 revers primer og mli3104/mll3105
forward primer kan ha gitt band av omtrentlig forventet stgrrelse. Av tre ulike kulturer for
mll3104, er det kun kultur C som viser et tilsynelatende korrekt innsett (brgnn 7). For
mll3105-ligering ser det ut som riktig innsett i alle 3 kulturer (brgnn 8, 11 og 13). Brgnn 4

viste seg a vare en feil da forsgket ble repetert, og ekskluderes.

For a avgjgre leseretningen til et innsett er det ngdvendig a kombinere en vektor-primer
(forward eller revers), og en av egne primere (forward eller revers). Dersom en bare benytter
seg av T7-primere, vil det resultere i et produkt der det ikke kan avgjgres om innsettet er
korrekt. Ved utelukkende bruk av egne primere, vil man ogsa fa et produkt som ikke gir

informasjon om hvilken retning innsettet sitter i vektoren.

Ved kloning i ekspresjonsvektor er det essensielt at innsettene ligeres i riktig leseretning
dersom IPTG-indusert transkripsjon av malsekvensene skal translateres til funksjonelle
proteiner. Tilsetning av IPTG 1 vekstmediet, fgrer til at T7 promoter binder til T7-
promotersete og aktiverer transkripsjon. mll3104- og mli3105-malsekvenser er ligert inn

nedstrgms for promotersetet, og transkriberes ved IPTG-indusert aktivering av lac-operonet.
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Figur 12: Agarosegel-elektroforese etter amplifisering av m/l3104 og mlI3105 fra innsett i pET101/D-
TOPO® renset fra 3 forskjellige flytekulturer (A, B og C) av TOP10 E. coli-celler. I alle brgnner med
prgvemateriale og brgnn for negativ kontroll det brukt primer T7-R 1i tillegg til en egendesignet primer
for mil3104/mll3105-fragmenter. Brgnn 1 og 15: GeneRuler DNA Ladder Mix. Brgnn 2: Kultur
mll3104-A; forward primer for mll3104 . Brgnn 3: Kultur ml[3104-A; Primer mll3104-Rev. Brgnn 4:
Kultur mll3104-B; Primer mli3104-R. Brgnn 5: Kultur ml[3104-B; Primer for mll3104-Forw. Brgnn
6: Kultur mll3104-C; Primer mli3104-Rev. Breonn 7: Kultur ml[3104-C; Primer mll3104-Forw. Brgnn
8: Kultur mll3105-A; Primer mll3105-Forw. Brgnn 9: Kultur ml/I3105-A; Primer mil3105-Rev.
Bregnn 10: Kultur ml[3105-B; Primer mli3105-Rev. Bregnn 11: Kultur m/[3105-B; Primer mll3105-
Forw. Brgnn 12: Kultur ml/I3105-C; Primer mll3105-Rev. Brenn 13: Kultur mll3105-C; Primer
mli3105-Forw. Bregnn 14: dH20 og primer mll3/05-Forw.

Plasmid-DNA ble renset ut som oppgitt i metodedel (QIAGEN), og konsentrasjonen ble malt
pa NanoDrop 1000:

-mll3104-C plasmid-DNA: 37 ng/ul
-mll3105-A plasmid-DNA: 44 ng/ul
-mll3105-B plasmid-DNA: 26 ng/ul

-mll3105-C plasmid-DNA: 21 ng/ul

Transformasjon av pET1017D-TOPO i BL.21 Star E. coli celler
Oppsettet er som for tidligere transformasjoner, og 30 ul transformeringsreaksjoner med
BL21 Star E. coli elektrokompetente celler ble sadd ut pa LB-plater tilsatt 50 pg/ml

ampicillin. Det ble sadd ut transformasjonsmiks pa 4 plater (3x 30 ul og en overskuddsplate)
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for henholdsvis pETmlI3104 og pETmlI3105. Veksten var lik pa alle platene, resultatet var
over 900 kolonier per plate. Positiv kontroll hadde 5 kolonier, mens negativ kontroll var

blank.

Videre ble det valgt ut 4 enkeltkolonier for pETmlI3104- og pETmll3105-transformanter.
Disse ble dyrket i kolber med 10 ml LB (m/ ampicillin), og det ble laget stock-lgsning av
kulturene (200 ul i eppendorfrgr). Fgr ekspresjon av innsatte fragmenter fra vektor i BL21
Star cellene, var det ngdvendig med DNA-sekvensering for a avgjgre om baserekkefglgen i
fragmentene var korrekte. Oppsettet er angitt under metodedel for PCR med Big Dye

enzymer.

DNA sekvensering av malsekvenser (mll3104 og mll3105) etter Kkloning i
pET101/D-TOPO

Sekvenseringreaksjonen ble utfgrt ved Universitetssykehuset i Nord-Norge. For a undersgke
sekvensene, ble softwareprogrammene Sequence Scanner v1.0 og BLAST (”Blast two
sequences”’-funksjon) benyttet. Prgvene ble initialt vurdert i Sequence Scanner for a
bestemme produktlengde og mengde ukjente baser. Dersom mengde ukjente baser var stor

eller totallengden pa produktet for kort, ble prgvene forkastet.

For a bestemme antall ukorrekte base-innsett, ble sekvensen sammenliknet med den
opprinnelige sekvensen presentert for det enkelte gen i Genebank eller NCBI. BLAST har en
funksjon der to sekvenser kan stilles opp mot hverandre for a bestemme prosentvis homologi,

og for & finne mulige enkeltbaser som er feil ved sammenlikning med originalsekvensen.

Totalt ble det utfgrt 5 sekvenseringsreaksjoner for begge genene der man brukte bade T7
forward og revers primer enkeltvis i reaksjoner. Et gjennomgaende problem ved resultatene
var rester av overskudds templat-DNA/primer-DNA (figur 13). Mengden av overskudds-
DNA ved felling gjorde at baser plassert 65-75 bp etter primer-start kom i bakgrunnen, og

dermed ikke kunne identifiseres med sikkerhet.
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Figur 13: Viser eksempel pa utdrag av en DNA-sekvensering, der rester av templat-DNA og primer-
DNA kommer til uttrykk rundt 65-75 basepar etter sekvenseringsstart. DNA-toppene var et
gjennomgaende problem for innsendt materiale, og gjorde det umulig a fastsla basesammensetningen
rundt ligeringspunktet for egne innsett.

Det var av den grunn vanskelig a avgjgre om starten for innsett av egne fragmenter var
korrekt. Tidligere studier av malgenene har veart gjennomfgrt, der man etter DNA-
sekvensering fant korrekte innsett. For kontinuitet av studiets individuelle eksperimenter, ble

det antatt at innsettene var korrekte.

Det ble senere byttet kit for DNA-presipitering ved sekvenseringslaben, og endringer for a
oppna bedre resultater ble foreslatt. For a fastsld om resultatet ville endre seg ved
optimalisering av reaksjonen, ble det sendt inn mll3105-sekvenser. Prgvematerialet var
amplifisert fra pETmlI3105 ved bruk av T7 forward og revers primer enkeltvis. Resultatet var
vesentlig bedre enn ved tidligere sekvenseringsreaksjoner, og toppene med overskudds-DNA
var fravaerende i en enkelt prgve. Appendiks VI viser sekvensen etter at nytt fellings-kit for

DNA i sekvenseringsreaksjoner ble innfgrt.

Sekvensering av mll3104-innsett i pETmI113104

Det var kun to av sekvenseringsreaksjonene for innsettet som ble beholdt, andre ble forkastet
pa grunn av hgy mengde ukjente baser. Appendiks III viser et sekvenseringsresultat der T7
forward primer ble benyttet for amplifisering av mll3104-sekvensen fra vektor pETmlI3104.
Det er ikke funnet ukorrekte baseinnsett i sekvenseringsresultatene, men ukjente baser gjgr at
det ikke er mulig a fastsla om innsettene i sin helhet er korrekte. Det andre resultatet er

tilsvarende, og angis ikke i appendiks.

Sekvensering av mlI3105-innsett i pETmlI3105

For mlI3105 var resultatene bedre. Det viser seg at 4 enkeltbaser er feil innsatt ved
sammenlikning av innsatt mll3105-sekvens og det opprinnelige mll3105-genet fra Genbank.
Resultatet gar igjen i alle sekvenseringsreaksjoner for mil3105-innsettene, bade med bruk av

forward og revers T7 primer (appendiks, IV, V og VI).
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SDS-PAGE av proteinfraksjoner vasket med ulike imidazole konsentrasjoner

MI113104-pilotekspresjons forsgk

Et eksperiment med pilotekspresjon av M1l13104-proteiner ble fgrst giennomfgrt ved at IPTG
ble tilsatt en kultur med E. coli ekspresjonsstamme BL21 Star med innsatt plasmid i LB-
medium. Ved gitte tidspunkt (hver 2. time) ble det tatt ut 0.5 ml prgver. En kontrollkultur uten
tilsatt IPTG ble gitt de samme vekstbetingelsene. Prgver fra begge kulturer ble fryst ned, og
resultatet foreligger som band i en SDS-PAGE gel vist i figur 14. Lysatet inneholder samtlige
proteiner representert i cellene ved lyseringstidspunkt, og man forventet derfor mange band.
MI113104-proteiner har en molekylvekt pa ~42.5 kDa, og ved IPTG-indusert uttrykk skal
proteinene synes i brgnn 3, 5 og 7. Ingen av brgnnene har synlig induksjon, noe som
imidlertid ikke betyr at IPTG ikke aktiverte transkripsjon fra mll3105-innsett. Det kan tenkes
at relevante proteiner ligger skjult i band med proteiner av samme stgrrelse.M113104-
produktstgrrelse estimeres ut fra fglgende: 1 kb DNA = 37 kDa. Data fra GeneBank angir
lengde pa mil3104-gen til 1050 bp. Etter innsett i pETmlI3104 vil tilleggsbaser fra
kloningssetet til termineringskodon (99 bp) inkluderes i det endelige produktet:

mll3104-produkt: 1050 bp + 99 bp som gir 1149 bp.

1149 x 0.037 kDa = endelig produkt pa ~42.5 kDa

Figur 14: SDS-PAGE med pilotekspresjon av antatt mll3104 ved bruk av IPTG. Brgnn 1: Prestained
Protein Standard Broad Range, Invitrogen. Brgnn 2: 0. time uten IPTG. Brgnn 3: 2. time med IPTG.
Brgnn 4: 2. time uten IPTG. Brgnn 5: 4. time med IPTG. Brgnn 6: 4. time uten IPTG.

Brgnn 7: 6.time med IPTG. Brgnn 8: 6.time uten IPTG. Brgnn 9: 8.time med IPTG. Brgnn 10:
8.time uten IPTG.
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Eluering av Ml13104-fraksjoner med ulike konsentrasjoner av imidazole

Proteinekstrahering av M113104-proteiner ga jevnt over darlig resultat, og figur 15 viser en
SDS-PAGE gel der ukjente proteinfraksjoner er vasket ut fra affinitetskolonne med 200mM
imidazol. Det ble utfgrt vasking av kolonnen med henholdsvis 50, 150, og 200 mM imidazol.
Samtlige vaskeprosesser for rensing av proteinet ga darlig resultat, uten noen band av
forventet stgrrelse. Proteiner av interesse burde ha ligget midt mellom 56.2 og 35.8 kDa, men
ingen band av slik stgrrelse kan synes pa gelen. Da resultatet er likt for andre vaskeprosesser

med imidazole, blir kun et enkelt bilde presentert her.

—
—

56.2 kDa -

35.8 KDa —a
29 kDa—=

Figur 15: Viser eksempel pa SDS-PAGE med MI13104-proteinekstrakt vasket med 200 mM
imidazol. Bregnn 1: Markgr (Prestained SDS-PAGE Standard, Bio-Rad). Brgnn 2-10: Ukjente

proteinfraksjoner.

Et enkelt unntak for vask av M113104-proteiner er en SDS-gel der ralysatet ble samlet opp og
kjgrt pa gel sammen med ukjente fraksjoner. I dette eksperimentet ble ralysat fra
ekstraheringsprosessen (figur 16, brgnn 2) samlet opp etter pafgring i affinitetskolonnen, og
dette ble kjgrt pa SDS-PAGE sammen med ukjente fraksjonsprgver (brgnn 3-10). Ved dette
ene tilfellet ses et band i brgnn 2 som skiller seg ut. Bandet er meget markant og indikerer en
hgy konsentrasjon av proteiner. Av stgrrelse ser det ut til at proteinet har en molekylvekt pa ~
42 kDa, noe man kan forvente av M113104-proteiner. Det er ingen andre interessante band for
noen av de ukjente fraksjonsprgvene, noe som er gjennomgaende for alle SDS-PAGE kjgrt

med M113104-proteiner.
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56,2 kDa

358 kDa

Figur 16: Viser en SDS-PAGE med antatte M113104 proteinfraksjoner og raekstrakt etter vask med
200mM imidazol. Brgnn 1: Prestained SDS PAGE Standard, Invitrogen. Brgnn 2: Lysat oppsamlet
etter pafgring i kolonne. Omtrentlig stgrrelse pa 42,5 kDa. Brgnn: 3-10: Ukjente fraksjonsprgver.

MII3105-pilotekspresjons forsgk

Pilotekspresjonsforsgk ble utfgrt etter prosedyre angitt i metodedel. Forventet resultat er som
for pilotekspresjonsforsgket med MLL3104-proteiner. SDS-gelen pa figur 17 viser brgnner
tilsatt 10 ul ralysat fra BL21 Star med pETmlI3105, etter induksjon med IPTG (brgnner 3, 5,
7 og 9) sammen med kontrollkultur uten IPTG induksjon (brgnner 2, 4, 6, 8 og 10). Som
forventet er det uttrykt store mengder proteiner i cellene. Formalet med dette eksperimentet
var a identifisere MI113105-proteiner, og resultatene tyder pa at et mulig relevant protein er

tilstede.

Produktstgrrelse til et potensielt M113105-protein estimeres ut fra fglgende: 1 kb DNA = 37
kDa. Formodet lengde pa mil3105-gen er 786 bp (data fra GenBank). Etter innsett i
pETmII3105 vil tilleggsbaser fra ligeringspunkt til termineringskodon (99 bp) inkluderes i1 det
endelige produktet:

mll3105-produkt: 786 bp + 99 bp som gir endelig produkt pa 885 bp.
885 x 0.037 kDa = endelig produktstgrrelse pa ~32.7 kDa

Synlige band i brgnnummer 3, 5 og 7 antyder at tilsatt IPTG har indusert spesifikke
sekvenser, noe som har resultert i band tilsynelatende unike for disse brgnnene. Bandene av

interesse er markert med sorte sirkler, og er ~ 32 kDa.
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Figur 17: Viser en SDS-PAGE etter pilotekspresjonseksperiment med IPTG-indusert uttrykk av
MI113105-proteiner fra ralysat av BL21 Star celler. Brgnn 1: Markgr (Prestained SDS-PAGE Standard,
Invitrogen. Brgnn 2-10: Ukjente proteinfraksjoner. Brgnn 3 (2 timer), 5 (4 timer), 7 (6 timer) og 9 (8
timer) er tilsatt IPTG. Sorte sirkler i brgnner med IPTG-indusert uttrykk indikerer potensielle M113105
proteiner av stgrrelse ~32 kDa.

Eluering av Ml13104-fraksjoner med ulike konsentrasjoner av imidazole
Etter bruk av ulike konsentrasjoner av imidazole under vaskeprosessen 1 affinitetskolonnen,
ble det utfgrt protein assay. Det ble utfgrt forsgk med de samme imidazolkonsentrasjonene

som for eksperimenter med MI13104-protein uttrykk, med variable resultater.

Imidlertid ble det besluttet at 200 mM imidazol under vaskeprosessen, ga hgyest protein
innhold ved protein assay. Figur 18 viser en SDS-PAGE gel utfgrt med 200 mM imidazole.
Béandene av interesse er tilstede i brgnn 2-10, og stgrrelsen er ~32 kDa. Det ble utfgrt
repetitive forsgk med denne konsentrasjonen av imidazole under vaskeprosess, og band ble

skaret ut og sendt til Q-TOF MS ved Institutt for farmasi (UIT).
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Figur 18: SDS-PAGE med antatte M113105-proteiner preparert fra proteinekstrahering BL21 Star E.
coli celler. Brgnn 1: Prestained Protein Standard markgr (Benchmarker, Invitrogen). Brgnn 2-9:
Ukjente fraksjons prgver. Bandstgrrelse pa ukjente prgver er ca 32 kDa.

Da resultatene var sa ulike for fraksjonssamlinger i affinitetskolonnen, ble lgsninger fra ulike
trinn samlet og pafgrt i kolonnen (figur 19). Det ble tatt prgve av supernatanten fra ralysat
etter B-PER proteinekstrahering for a undersgke proteininnhold i lgsningen, og brgnn 2 viser
supernatanten fra proteinekstraherings prosessen av BL21 Star celler med vektor
pETmlI3105. Som ventet er det flere band som er fremtredende i brgnn 2, bandet som antas a
inneholde MI1I3105-proteiner har stgrrelse ~32 kDa. Brgnn 3 inneholder supernatant samlet
opp etter pafgring i affinitetskolonnen. I brgnnen er det aktuelle bandet fraverende, noe som
indikerer at proteinene fra brgnn 2 har hatt affinitet til kolonnematerialet. Det er imidlertid
flere band tilstede i brgnn 2, som etter pafgring i kolonnen ikke finnes i brgnn 3. Brgnn 4
viser en prgve der man samlet opp proteinekstraktet etter vask med 50 mM imidazole. Det
nederste bandet har om lag samme stgrrelse som bandet av interesse i brgnn 2, og det kan
indikere at det er samme protein. Det er flere ulike proteiner som har blitt vasket ut, men de
andre har feil stgrrelse ut fra estimert produktstgrrelse, og disse blir derfor ikke tatt med i

videre betraktning.
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Figur 19: SDS-PAGE av antatte MII3105 proteinprgver preparert fra ekstrahering av BL21 Star.
Proteinet av interesse kan sees som nederste band i brgnn 2 og 4, og har en omtrentlig stgrrelse pa 32
kDa. Brgnn 1: Prestained protein markgr (Benchmarker, Invitrogen). Brgnn 2: Supernatant fra
protein ekstraheringsprosess. Brgnn 3: Supernatant samlet opp etter pafgring i kolonne. Brgnn 4:
Lgsning samlet opp etter vask med 50 ml 50mM imidazol.

258 KDa

Q-TOF MS analyser

Etter analyser av innsendte MI1I3105-proteinprgver, ble molekylare masse estimert for hver
prove, og sgkt opp gjennom programvare (MASCOT) som sammenlikner kjente proteiners
molekylmasse mot ukjente analyseresultater. Tabell 19 viser en oversikt over de treff som ble

gjort da innsendt prgve M113105 a, b og c ble analysert.
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Tabell 19: Viser treff etter Mascot (Matrix Science) sgkefunksjon for proteinidentifikasjon. Tre ulike
prgver (MI13105 a, b og c) er presentert i tabellen, og det angis enzymnavn og artsopprinnelse for
enzymet. Proteintreff star oppfert med synkende sannsynlighet for treff. Alle proteintreff viser
enzymer av bakteriell opprinnelse, bortsett fra trypsinforlgper, som er funnet i gris.

Proteintreff i Mascot MII3105 a MII3105 b MII3105 ¢
database (NCBI)
1 B-laktamase TEM-26B B-laktamase [-laktamase
Escherichia coli Klebsiella oxytoca E. coli
(gil208244) (gil149169) (gil208244)
2 ES-B-laktamase ES-B-lactamase ES-B-lactamase
E. coli E. coli E. coli
(gil2765071) (gil2765071) (gil2765071)
3 B-laktamase B-laktamase Trypsin forlgper
Erwinia amylovora E. amylovora Sus scrofa
(gil27228440) (gil27228440) (eukaryotisk
opprinnelse)
(gil136429)
4 Glykosyltransferse Glykosyltrasferase
Ralstonia eutropha R. eutropha H16
Hi6 (gil113868842)
(gil113868842)
5 Trypsin forlgper
Sus scrofa
(eukaryotisk
opprinnelse)
(gil136429)

Proteinene som ble funnet er ikke de man forventet ved analyse av M113105-produkter. Et
produkt fra mll3105-genet kan i teorien utgjgre et protein med funksjon for utnyttelse eller
transport av trehalose, dersom det antas a ha samme funksjoner som thuAB i S. meliloti. De
fleste treff indikerer at innsendt materiale er en -laktamase, et enzym som har sitt opphav fra
bla-gener 1 E. coli. Enzymet er uttrykt fra resistensgener mot penicilliner, som for eksempel
ampicillin og brukes i vektorer. pET101/D-TOPO er designet med resistens for ampicillin, og
antibiotikumet brukes som markgr for transformanter. Det er derfor naturlig at det finnes [3-

laktamaser 1 lysat fra cellene. Arsaken til at B-laktamase har hatt affinitet til kolonnematerialet
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er usikkert, og vil bli diskutert under neste seksjon. Imidlertid er en mulighet at enkelt-

histidiner kan ha bundet seg til kolonnematerialet.

Sammenlikning av aminosyrer mellom eget innsett og opprinnelig sekvens av
mli3105

For sammenlikning av aminosyrer ble den opprinnelige aminosyresekvensen for mll3105 (M.
loti) anvendt sammen med egen innsatt mll3105-sekvens fra den optimaliserte

sekvenseringsreaksjonen (figur 20).

Sammenlikningen ble utfgrt ved & importere innsatt M. loti mlI3105-sekvens i programvaren

Web Map References (http://pga.mgh.harvard.edu/web_apps/web_map/start), for deretter a

bestemme hvilke aminosyrer som er ulike mellom de to sekvensene. Appendiks VIII viser
resultatet av egen sekvens importert i Web Map References. Sekvensanalysen viser i tillegg til
aminosyresekvensen at det finnes et enkelt stopkodon tilstede i sekvensen, og dette er
lokalisert pa rett sted. Totalt fremkommer 4 aminosyresubstitusjoner i eget m/[3105-fragment,
disse markeres i gult. Aminosyrene som er byttet ut, kan vare utslagsgivende for proteinets

funksjon:

1. Lysin i opprinnelig sekvens er erstattet med prolin i eget innsett.
Glutamat i opprinnelig sekvens er erstattet med glysin i eget innsett.

Tyrosin 1 opprinnelig sekvens er erstattet med cystein 1 eget innsett.

Sl

Aspargin i opprinnelig sekvens er erstattet med aspartat i eget innsett.

MPIKAVVWGE NVHEQTNAAV RDLYPLTMHG TIAAALNQDK GIEATTATLQ EPEHGLSEKR
MPIKAVVWGE NVHEQTNAAV RDLYPLTMHG TIAAALNQDK GIEATTATLQ EPEHGLSEPR

LAATDVLLWW GHAAHGEVKD EIVERVQKRV WEGMGLIVLH SGHY SKIFKR LMGTPCSLKW
LAATDVLLWW GHAAHGEVKD EIVERVQKRV WEGMGLIVLH SGHY SKIFKR LMGTPCSLKW

REAGERERVW AINRGHPIAQ GIGECLEIGE TEMYGEPFAV PEPMETVFVS WYEGGEVFRS
REAGERERVW AINRGHPIAQ GIGECLGIGE TEMYGEPFAV PEPMETVFVS WCEGGEVFRS

GLTYQRGAGR IFYFSPGHET YPIYHNEGVQ QVLRNAVHWA LNPAPAWSGI TNAPNVPTDK
GLTYQRGAGR IFYFSPGHET YPIYHNEGVQ QVLRDAVHWA LNPAPAWSGI TNAPNVPTDK

AKEKIVQKGL RLHADGDKGL S
AKEKIVQKGL RLHADGDKGL S

Figur 20: Viser aminosyresekvenser av henholdsvis det opprinnelige m/[3105 genet fra M. loti
(gverste sekvens) hentet fra Genbank, og egen sekvens av m/[3105 etter en optimalisert
sekvenseringsreaksjon (nederste sekvens). Aminosyrer som er byttet ut er markert i gult.
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Diskusjon

Ampicillin som seleksjonsmarkgr

En sentral faktor for vellykkede ekspresjons-eksperimenter, er seleksjon etter transformasjon
ved bruk av antiobiotika. Ampicillin er et semisyntetisk penicillin-derivat som ofte anvendes
som seleksjonsmarkgr 1 genkloning og ekspresjonseksperimenter av protein i E. coli og andre
bakterier (Madigan, Martinko et al. 2002). Det er imidlertid visse begrensninger for bruk av
markgren, og dette kan gi problemer under seleksjonsprosessen.

Grunnlaget for ampicillinseleksjon er hydrolyse av antibiotikumet ved katalytisk B-laktamase,
uttrykt fra det plasmidbarne bla-genet. Ved tilstedevarelse av ampicillin vil transkripsjonen
av bla-gener induseres, med pafglgende syntese av P-laktamase. Resultatet blir en
ekstracelluler oppbygning av B-laktamase i kulturmediet som raskt kan inaktivere tilsatt
ampicillin. Dette vil kunne fjerne seleksjonspresset, og gi forhold der celler uten plasmid kan
fa vekstbetingelser lik transformantenes. Resultatet kan da bli en kultur der mange av cellene
mangler plasmidet, og med pafglgende darlig opprensing av eventuelle plasmidpreparasjoner
eller senere proteinekstrakt.

Et alternativ for ampicillin dersom man opplever problemer rundt seleksjonen, kan vare a
bruke karbencillin som seleksjonsmarkgr. Denne typen antibiotika vil inaktiveres pa samme
mate som ampicillin, men over en lengre tidsperiode. Karbencillin er ikke prgvd ut i
eksperimenter under dette studiet da man ikke kunne forutse eventuelle problemer ved bruk
av ampicillin, i tillegg er karbencillin et mer kostbart alternativ.

En mulig arsak til at det kunne oppstatt non-selektivt forhold i kulturen kan vere bruk av
gammel antibiotika, som kunne vert delvis degradert og inaktivt. Denne muligheten kan

imidlertid ekskluderes da det ble laget ferske ampicillinpreparater for dette studiet.

Et mulig problem ved gjennomfg@relsen av mine eksperimenter kan vare for hgy celletetthet 1
flytekulturer, det anbefales ODggo under 3.0 (i LB-medium). Det ble ikke foretatt maling av
ODygo etter vekst over natt for ekspresjonsstammen. Derfor er det ikke mulig & utrede om
dette kan vare en aktuell feilkilde for manglende uttrykk av innsatte gener, men muligheten
kan ikke utelukkes. Dersom cellene har entret lag-fase, vil uttrykk av proteiner vare pa et

betydelig lavere niva.

I eksperimentene ble det brukt standard antibiotikakonsentrasjoner pa 50 ug/ml, etter

anbefaling fra kit-manual. En hgyere konsentrasjon av ampicillin 1 mediet ville forlenget tiden
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for inaktivering av ampicillinet, noe som ville forbedret seleksjonen. Dette ble ikke prgvd for
eksperimentene, sa det er ikke mulig & avgjgre om for lav antibiotikakonsentrasjon kunne
vert arsak til et non-selektivt forhold i kulturene, med pafglgende plasmidtap og darlig
proteinuttrykk (Bennett and Chopra 1993; Invitrogen-life-technologies 2004).

Amplifiserings resultater av genomisk M. loti DNA

Innledningsvis under amplifisering fra templat ble det benyttet en polymerase uten
korreksjonslesing (Dynazym polymerase). Det kan ikke utelukkes at ukorrekte baser ble satt
inn under dette trinnet. Dersom dette er tilfelle ville alle forsgk videre bevart sekvensen med
substituerte baser. Senere bruk av polymerase med eksonuklease korrekturaktivitet (Pfx50
polymerase) ville derfor ikke kunne rette opp de ukorrekte basene. For fremtidige
eksperimenter bgr det vurderes om man kun bgr benytte den sistnevnte polymerasen, selv om

det innebarer problemer med amplifiseringen fra genomisk M. loti-templat.

DNA-molekylene utgjgr ikke stabile strukturer, og ved UV-bestraling er det essensielt a
minimalisere stralingstiden for a unnga skader pa DNA “et. Dannelse av pyrimidin-dimerer,
tap av baser, brutte sukker-fosfat bindinger eller intertrad DNA-DNA kryssbindinger er
vanlige UV-relaterte skader, og man ma i tillegg ta med i betraktning de baseutbyttene som
kan forekomme under senere replikasjon, der DN A-reparerings system kan sette inn ukorrekte
baser for a unnga terminering av sekvenser. En forskningsrapport viser at den korte tiden (20-
40 sekunder) man eksponerer DNA-bandene for UV-lys for a kutte band fra en agarosegel, er
nok til a gjore ekstensiv skade pa DNA-molekylene. Forfatterne foreslar tilsetning av 1
mmol/L. guanosin eller cytidin i buffer, bade ved laging av agarosegel og ved kjgring av
gelen. Guanosin har en struktur som vil absorbere UV-stralingen, og dermed gjgre DNA-
fragmenter i gelen mindre utsatt for stralingsskader. Det er uvisst under hvilket trinn av
studiet man fikk introdusert baseutbyttene pa, men det er velkjent at DNA-skader lett kan
oppsta under UV-straling (Grundemann and Schgmig 1996). Dersom tilsetning av guanosin
eller cytidin 1 agarosegeler kan redusere problemet, og bgr dette vurderes benyttet i

eksperimenter som utsetter DNA-molekylene for denne typen skadelige fotoreaksjoner.
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Aminosyreendringer i mll3105-sekvens etter innsett i vektor, og mulige
konsekvenser for proteinfunksjon

Etter DNA-sekvensering av mll[3105-fragmentet, viste det seg at 4 baser var substituert. De
samme substitusjonene gar igjen for alle sekvenseringsresultater, sa man kan anta at dette ikke
er et enkelttilfelle. Basesubstitusjoner trenger i utgangspunktet ikke a ha betydning for
aminosyresekvensen, da flere ulike base-tripletter kan kode for samme aminosyre. En
forskyvning av leserammen, ved addisjon eller delesjon av enkeltbaser under replikasjon,

ville fatt stgrre konsekvenser.

Etter at mlI3105-sekvensen ble eksportert inn 1 Web Map References, fant programvaren
startkodon, stopkodon, samt aminosyrerekkefglge ved translasjon. Funnene viste at
leserammen ikke var endret. Startkodon var ved -CACC-overhenget designet for ligering i
ekspresjonsvektor pET101/D-TOPO. Stopkodon ble funnet direkte etter 6xHis-sekvensen.
Histidin-sekvensen er vektor-DNA derivert, og utgjgr delen av proteinet med affinitet til
nikkelladede resiner ved rensing av proteinfraksjoner. Videre viste analysen at totalt 4
aminosyrer var endret:

1. Opprinnelig lysin ble erstattet med prolin.

2. Opprinnelig glutamat ble erstattet med glysin.
3. Opprinnelig tyrosin ble erstattet med cystein.
4

Opprinnelig aspargin ble erstattet med aspartat.

Dette har fort til en endring i aminosyrerekkefglgen (primerstrukturen) i proteinet. I tillegg
vil sekunderstruktur en pavirkes, dersom de nye aminosyrene har andre egenskaper enn de
opprinnelige. Proteiners sekundarstruktur sgrger for stabile arrangementer av aminosyrene,
og deles blant annet inn i “o-helikser”, ”B-sheets” og “turns”. Videre kan proteinfoldingen
(tertizerstruktur) pavirkes, tertirstrukturen blir spesielt affisert dersom de nye aminosyrene
har egenskaper ulikt fra de opprinnelige. Utfallet kan i ytterste konsekvens vere at proteinet
taper funksjonen, eller ikke kan interagere med andre proteinsubenheter under

kompleksdannelse. Kort sagt bestemmes peptidegenskapene av de fysiokjemiske egenskapene

til enkelte aminosyrer og bindinger.

Det potensielle M113105-proteinet er ikke karakterisert tidligere. Man vet derfor lite om det
bade nar det gjelder funksjon, stabilitet, bindinger og tredimensjonal struktur. Aminosyrenes

struktur er i utgangspunktet ganske lik, alle innehar en karboksylgruppe og en aminogruppe
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bundet til samme karbonatom. Av 20 standard aminosyrer har 19 sidegruppene sine bundet
opp til a-karbonet, og forekommer i kjedeform. Unntaket er prolin, som har en syklisk
struktur. Generelt males de enkelte aminosyrers egenskaper etter den funksjonelle gruppen
som varierer 1 stgrrelse, struktur og elektrisk ladning. I tillegg vil den funksjonelle gruppen
avgjgre om aminosyren er lgseligheten i vann. For a undersgke mulige konsekvenser av

aminosyresubstitusjonene, ble de enkelte aminosyrers egenskaper vurdert.
Lysin — prolin substitusjon

Lysin er en positivt ladd hydrofil aminosyre, mens prolin er en ikke-polar hydrofob syre. En
aminosyres lgselighet forteller noe om hvordan molekylet star vendt i senere folding. En
hydrofob aminosyre vil vende seg innover 1 molekylet, mens lgselige aminosyrer vendes ut.
Prolin har i tillegg en syklisk struktur, som gjgr at polypeptider inneholdende prolin far en lite
fleksibel struktur. Den rigide konfirmasjonen gjgr at peptider med prolin er stabile strukturer.
Lysin og prolin er aminosyrer med helt forskjellige egenskaper. Det kan derfor tenkes at
substitusjonen er avgjgrende for o-heliks struktur, og dermed foldingen, og endelig

funksjonen av proteinet.
Glutamat — glysin substitusjon

Glutamat er en hydrofob aminosyre med negativt ladd sidegruppe. Glysin er ikke-polar og
med en alifatisk sidegruppe, og av hydrofob natur. Glysin er den minste og enkleste
aminosyren av de 20 standard aminosyrene, og skaper fleksibilitet i peptidkjedet pa grunn av
et H-atom som sidegruppe. Glysin vil imidlertid kunne indusere en knekk i a-heliks, og
dermed endre foldingen. Glutamat er et vesentlig stgrre molekyl, pd grunn av en ekstra
karboksylgruppe. De to syrene har sveart forskjellige egenskaper, og substitusjonene kan

tenkes a endre proteinfolding og funksjon.
Tyrosin — cystein substitusjon

Tyrosin har en aromatisk sidegruppe, og er relativt hydrofob. En hydroksylgruppe i tyrosin
utgjor en viktig egenskap, hydroksylgruppen kan danne hydrogenbindinger, en viktig
egenskap i noen enzymer. Cystein er hydrofil, med uladde sidegrupper. Cysteinets sulhydryl-
gruppe gjor at aminosyren oksiderer lett, og danner en kovalent bundet dimerisk aminosyre
kalt cystin, der to cystiner bindes gjennom en disulfidbro. Disulfidbindinger er sterkt

hydrofobisk, og spiller ofte en rolle i mange proteiner ved & danne kovalente bindinger
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mellom deler av enkeltprotein og mellom ulike proteinkjeder. Substitusjonen kan tenkes a

endre foldingen, spesielt dersom det finnes andre cysteiner i kjeden.
Aspargin — aspartat substitusjon

Disse to aminosyrene har relativt lik stgrrelse, og begge er polare. Aspartat er egentlig
aspargin hydrolysert av en syre eller base, med en negativt ladd sidegruppe. Den ervervede
OH-gruppen kan ha sentrale funksjoner for proteinet. Aspargin har god lgselighet i vann, pa
grunn av sidegruppen som kan danne hydrogenbindinger med vann. Aspartat er ogsa lgselig,
og er sammen med glutamat en av to sure aminosyrer. Selv om disse aminosyre er relativt like
i oppbygning, stgrrelse og lgselighet, kan man ikke utelukke at den totale funksjonen av det
foldete proteinet endres (Nelson 2000).

Totalt sett kan det ikke utelukkes at aminosyresubstitusjonene har hatt konsekvenser for
proteinfunksjonen. Det er svart vanskelig a forutsi endringer da man ikke vet hvor pa
proteinet endringene vil komme til uttrykk. Er det endringer i kritiske punkter, for eksempel i
en o-heliks, er det ikke usannsynlig at foldingen blir annerledes eller at proteinet taper
funksjonen. En annen faktor som ma tas hensyn til, er den endelige foldingen av et potensielt
funksjonelt protein. Dersom 6xhistidin-markgren vender innover i den hydrofobe delen av

proteinet, vil dette kunne pavirke affiniteten til resinene.

Rensing av M113104 og M113105 ved bruk av affinitetskolonne

Fraksjonssamling av kolonneseparerte proteiner er en ofte anvendt metode som baserer seg pa
at proteinet av interesse tilfgres en kolonne som mikstur fra et raekstrakt. Kolonnen er fylt
med polymerer med en ligand spesifikk for proteinet som skal opprenses, og der proteinet
bindes opp i kolonnematerialet. Ugnskede proteiner uten affinitet til nikkelladde resiner,
vaskes ut av kolonnen, mens det gnskede proteinet elueres ved bruk av en ligand-lgsning med

stgrre affinitet til kolonnematerialet enn malproteinet.

I dette studiet ble imidazol av forskjellige konsentrasjoner brukt for eluering av malproteinet
etter pafgring i kolonnen. Imidazole er en ligand med sterkere affinitet til nikkelladde resiner

enn malproteinet, og vil fortrenge MI113104/M113105 fra kolonnen ved adekvat konsentrasjon.

Det er flere trinn under prosessen som kan vare avgjgrende for om opprensingen blir
vellykket. Dersom man antar at malproteinet i utgangspunktet er uttrykt, men man ikke far

resultater etter fraksjonssamling, er det naturlig a begynne med batchen av resiner. Denne er
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ladd med Ni **. Indikator for om resinene fungerer er en bla farge, og resinene som ble brukt
under dette studiet var lys bla. Dette utelukker imidlertid ikke at produksjonen av resiner
fungerer som den skal, da det ikke ble utfgrt en positiv kontroll med proteiner man har god
kunnskap om, og som er utprgvd ved tidligere anledninger. Av ukjent arsak tok hver
fraksjonssamling lang tid (>24 t), og da studiet hadde en tidsbegrensning, valgte man a ikke
prgve ut om systemet fungerte med en positiv kontroll. Det har tidligere vart gjennomfgrt
vellykket fraksjonssamling med homologer av malproteinene (ThuA og ThuB fra S. meliloti),
og det ble derfor antatt at resinene fungerte. I ettertid er det klart at en positiv kontroll
innledningsvis kunne avgjort om resinene fortsatt fungerte optimalt, og dette bgr tas med i
betraktning for fremtidige eksperimenter, uavhengig om det er samme batch eller en ny som
anvendes. Det kan ogsa veare en fordel & sammenlikne fargen pa den anvendte resin-batchen
med en nyere batch. Eventuelt burde man antatt at resinet hadde redusert ladning, og ladet
resinene pa nytt med NiCl, forut for eksperimentene. Produsenten (Invitrogen life
technologies) oppgir at resinet kan opplades pa nytt opptil 3 ganger, noe som indikerer at det

kan vere fordelaktig med oppladning etter en tids bruk.

Fgr fraksjonssamling i kolonnen tok til, burde det vert utfgrt et Western blot med anti-his
antistoff for a avgjgre om malproteinet var uttrykt, og for a bestemme om histidin-markgren
var tilstede og ikke klgyd av proteinet. Det finnes ulike kommersielle antistoffer, avhengig av
om his-markgren er lokalisert ved N- eller C-terminal. Ved dette studiet har man ikke utfgrt
denne kontrollen, sa det kan ikke utelukkes manglende utrykk av malproteinene, eventuelt et

uttrykk uten histidin-sekvensen.

Dersom man tar utgangspunkt 1 at proteinene uttrykkes med histidin-markgren intakt, er et

o

mulig problem med de darlige resultatene for darlig denaturering. En Igsning kan vere

o

gjennomfg@re lyseringsprosedyren av ekspresjonsstammen i LB en ekstra gang ved
resuspendere pellet, tilsette lyseringsmiks, og sentrifugere en ytterligere en gang. Alternativt

kan det vurderes om koketid av prgvene kan forlenges.

Pa samme mate som manglende degradering av proteiner kan utgjgre problemer, kan ogsa
proteiner degraderes i for stor grad. En lgsning for dette kan vare a gke mengde
proteasehemmer 1 proteinekstraheringsmiksen, eller prgve en annen proteasehemmer i tilfelle

at den anvendte ikke fungerer optimalt.
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Et annet mulig problem kan vare at tidspunktet for optimalisert uttrykk ikke er korrekt.
Dersom man stopper kulturen for tidlig, vil ikke uttrykket veere optimalt, og det samme
gjelder for cellelysis av en kultur med for lang vekstperiode. Det siste er spesielt viktig

dersom proteinet er ustabilt og degraderes etter kort tid.

Det ble antatt at malproteiner ble optimalt uttrykt, og at his-markgren ikke var klgyvd. De
fleste resultater etter fraksjonssamling var endog uten tilstedevaerende proteiner. Dette kan
tyde pa at malproteiner ikke ble bundet opp initialt, eller at gnskede fraksjoner har for lav
affinitet til kolonnematerialet. Resultatet vil da vare at fraksjoner vaskes ut for tidlig, noe som
kan indikeres i figur 16. I denne gelen er det satt pa prgve etter pafgring i kolonnen (brgnn 2),
og det er et spesielt intensivt band som skiller seg ut. Bandet har en omtrentlig stgrrelse av det
man forventer av et estimert M113104-protein, men det er vanskelig a avgjgre noe da man fikk

gjennomgaende darlige resultater for alle fraksjonssamlinger med M113104-proteiner.

For MI13105-proteiner kan figur 19 indikere at et protein har hatt affinitet til resinene i
kolonnen. Brgnn to viser en prgve av raekstraktet fra lyseringsprosessen. Det er et band av en
stgrrelse man kan forvente av M113105-proteiner som skiller seg ut. Brgnn 3 viser oppsamlet
lgsning etter pafgring pa kolonnen, og bandet som skiller seg ut i brgnn to er fravaerende.
Dette tyder pa en affinitet for kolonnematerialet, selv om det ikke er ensbetydende med et
MI113105-protein. Et band av samme stgrrelse er tilstede i brgnn 3, der man har vasket
kolonnen med 50 mM imidazole. Bandet er ikke sé intenst, men det kan se ut som om det har
riktig stgrrelse. Ved et annet tilfelle (figur 18) ble et protein av samme stgrrelse renset ut fra
kolonnen. Det er ikke mulig a fastsla at det er et M113105-protein, men ut fra stgrrelsen er det

en mulighet.

At man finner igjen proteinprgver i supernatant etter pafgring pa kolonnen, kan tyde pa for
mye tilsatt prgvemateriale. Dette kan vere aktuelt for M113104 (figur 19, brgnn 2), og man
kan da redusere mengde tilsatt prgve pa kolonnen. For mye prgvemateriale er noe
usannsynlig, da rensingen generelt ga darlige resultater, men det kan likevel ikke utelukkes,

siden man fant proteiner etter pafgringen.

Da det viste seg at de antatte M113105-malproteiner var en f-laktamase, ma man anta at det
finnes flere histidiner 1 aminosyresekvensen. Normalt skal ikke enkeltvise histidiner gi
affinitet til kolonnematerialet, men i dette tilfellet har en B-laktamase klart hatt affinitet til

resinene. En P-laktamase etter vaskeprosess kan tyde pa at vaskeprosedyrene ikke er
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stringente nok, en lgsning for & gjgre resultatene bedre da er a senke pH i vaskebufferen, samt
gke volum av buffer. Dette vil kunne fjerne ugnskede proteiner fra kolonnen. Alternativt kan
en eluere prgvematerialet en gang til pa samme kolonne, eller anvende et annet

kolonnesystem.

DNA-sekvensering

Alle sekvenseringresultater for ml[3105, viste at 4 enkeltbaser var byttet ut, og man kan derfor
anta at dette er et riktig resultat. Dette ville bare ha konsekvenser for senere proteinuttrykk
dersom basesubstitusjonene fgrte til endringer i leserammen eller at triplettene kodet for nye
aminosyrer. Ved bruk av en programvare som analyserer basesekvenser, kom det fram at
baseutbyttene hadde hatt en konsekvens for proteinet ved at 4 aminosyrer var endret i forhold

til originalsekvens.

Hovedproblemet med  sekvenseringsresultatene var en  fellingsprosedyre  ved
sekvenseringslaben, som ikke fungerte optimalt. Under studiets gang ble type kit for
presipitering endret, og det nye skulle fjerne de DNA-toppene som kom etter ca 70-80 bp.
Dette forte til at nyere innsendte prgver fikk et bedre sekvenseringsresultat. Hadde man fatt et
bra resultat ved de innledende sekvenseringer, ville man ikke gatt videre til ekspresjonsforsgk,
men heller amplifisert templatet til innsettet ble korrekt. Et av omradene det hersket
usikkerhet rundt, da man fikk sa darlige resultater etter fraksjonssamlinger av antatt MI11315-
protein, var om —CACC overhenget ikke var korrekt. Startkodonets baserekkefglge hadde
gjennomgaende vert vanskelig a lese, pa grunn av overskudds-DNA fra
sekvenseringsreaksjonen rundt 70-80 bp. Etter en optimalisering av sekvenseringsreaksjonene
fikk vi bekreftet at -CACC ved innsettsstart var korrekt. Et manglende eller ufullstendig

uttrykk av malproteiner, stammer da fra baseutbyttene.

For mll3104-sekvenser som ble sendt inn til sekvensering, var resultatene langt darligere. Det
ble ikke funnet enkeltbaser som var byttet ut, men det utelukker ikke muligheten for at det har
skjedd en feil under amplifiseringen. Alle sekvenseringsresultatene for mil3104 hadde for
hgyt antall ukjente baser til & kunne trekke konklusjoner. Etter at sekvenseringslaben endret
fellingsprosedyren, ble det kun sendt inn pr@ver fra mll3105-amplifisering. En optimalisert
sekvenseringsreaksjon burde vert gjennomfgrt for mll3104 ogsa, spesielt da senere

ekspresjons eksperimenter ga sa darlige resultater.
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Konklusjon

Et av hovedmalene med dette studiet var om mulig a karakterisere hypotetiske MI113104- og
Ml13104-proteiner fra Mesorhizobium loti. Tidligere arbeid med en nart beslektet stamme,
Sinorhizobium meliloti, fgrte til identifisering og karakterisering av genene thuA og thuB,
involvert i transport og utnyttelse av trehalose.

Pa grunn av laboratoriske problemer i kombinasjon med tidsbegrensninger, kom man ikke sa
langt som til karakterisering av proteinene. Dette studiet var et pilotprosjekt pa en sadan mate
at tidligere arbeid med disse genene og deres produkter ikke har vert gjort. De samme
metodene som fungerte under arbeid med thuA og thuB, viste seg a ikke fungere for
ortologene mll3104 og mil3105. Selv om de fleste metodene som ble anvendt ikke viste seg a
fungere optimalt, har dette studiet bidratt til en innledende forstaelse av hvilke prosedyrer som
ma modifiseres for at man skal frembringe resultater. Ved fremtidige eksperimenter er
designede primere for amplifisering av mll3104 og mll3105-sekvenser fullt anvendbare, selv
om type polymerase som benyttes under amplifikasjon bgr vurderes. I tillegg bgr man ikke ga
videre med kloningsdel fgr et riktig innsett av egne sekvenser er bekreftet av repetitive
sekvenseringreaksjoner. Det bgr vurderes om man bgr ga over til et annet kit for lysering av
ekspresjonskultur, da det ikke kan utelukkes at lyseringsprosedyrene ikke denaturerte
proteiner tilstrekkelig for fraksjonssamling tok til. Resiner bgr vare nyladede, og det bgr
definitivt utfgres en positiv kontroll med et allerede kjent fungerende protein parallelt med
fraksjonssamlingen av ukjent prgvemateriale. Det kan vurderes om man bgr gke mengde
vaskebuffer etter pafgring av prgvemateriale pa kolonnen, eller evt a senke pH i kolonnen.

Begge alternativer kan pavirke eluering av bade gnskede og ugnskede proteinfraksjoner.
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Appendiks I

Resultat etter dobbel oppstilling av DNA-sekvenser av genene thuA (Sinorhizobium meliloti)
og mll3105 (Mesorhizobium loti MAFF303099). Region med homologi er illustrert i blatt, og
homologe sekvenser er angitt med ’I” mellom basene. Totalt er regionen 76 % identisk (437
av 570 baser er like). Basepar angis etter posisjon i de komplette sekvensene: thuA base

2007

lokalisasjon oppgis i "Query”, og mll3105 base lokalisasjon i ”’Sbjct”.

Sequence 1: thud
Length=2813 (1. 813

Sequence 2: mll3105
Length =786 (1 .. 786)

—
—_—

Jcore =

329 bhits (171), Expect = le-36

Identities
dtrand=Flus/Minu=

Query

Shict

ouery

Shict

ouery

Shict

ouery

Shict

Query

Shict

Query

Shict

Query

Shict

Query

Shict

ouery

Shict

ouery

Shict

118

696

437/570 (76%), Gaps = 0/570 (0%)

ACGATCGCAGCCGCACTCAATTCCGACCCGGGGATCGATGUGACGACGGCGACGC TGCAG

FEEEEEEE rrree teee R R N A
ACGATCGCGGCCGCGCTCAMCCAGGACAAGGGCATCGAGGCGACCACCGCCACCTTGCAG

GAGCCGGALCACGGGCTGAGCGAGACACGGCTCGCCGCCGUCGACGTGCTGUTGTGETGG

e rere e reeerrrrrr re re o rrrrrr reerrrrrrtr rrrrrnd
GRACCCGAGCACGGCCTGAGCGAGLAAGCGCCTGGCCGCCACCGACGTGCTTTTGTGSTGG

GECCACAAGGATCATGGCGCCGTCGATGACGCCATCGTAGAGCGCGTCGCCALACGCGTT

NERRN N e A RN RN [
GECCACGCCGCACACGGCGAGETCAAGGACGAGATCGTCGAGCGCGTGCAGALGCGGGTC

TEGGAAGGCATGEGTCTAATCGTTCTCCATTCCGGUCATTTCTCCALGGTGTTC AAGC GG

Frerrrerrrrerr e reere e rrererrrrer e rrr ree b rrrrrrn
TGGGAAGGCATGGGGCTGATCGTGCTGCATTCCGGCCACTACTCGARGATC TTCARGCGG

CTGATGGGCACGCCCTGCGCGC TTAAATGGCGCGAGGCGGEAGAGCGCGAACGCGTCTGG

Freerrerrrrreereer eeee e rerrerrrerr et rerrrerr rr el
CTGATGGGCACGCCC TG TCGC TARAGTGGCGCGAGGCGGECGAGCGCGAGCGGGTCTGG

GTCGTCAATCCGCGCCACCCGATCGCCGAAGGAC TCGGTGAGAACTTCGTCATCGAGALC

I I Freeereereert et el N R I
GUGATCAACCGCGGCCACCCGATCGUGCAAGGCATCGGCGAATGCC TGGAGATCGGCGAG

GAGGAGATGTATGGCGAGCAATTCTCGGTGCCGGAGCCGCTCGAGACGGTATTCATCTCC

e rreereerrerre rer rreerrerrrerer o rrrrr et ree rrend
ACGGAAATGTATGGCGAGCCCTTCGUGGTGCCGGAGCCGATGGAGACGGTGTTCGTCTCC

TEETTTGCCGECGGCGAAGTCTTCCGGTCGGGCCTCACCTGGCGHCGCGGCGCEEGCALT

N e e N A R N AR RN RN
TEGTACGAGGGCGGCGAGGTGTTCCGUTCGGGGC TEACC TACCAGCGCGGCGUGGEGECCGT

ATCTTTTACTTCCGCCCCGGGCATGAGMC TTACCCGACC TATCACGACGCGACCGTACAC

FEeer et 0 T T T I 1 1 O A I
ATCTTCTATTTCTCGCCCGGCCACGAGACC TATCCGATC TATCACAATGAGSGTGTGCLG

AAGGTGCTGCGGAACGC GG TGRAAATGGGCE 687

Freeerrere re rerer o rrrend
CAGGTGCTGCGFCAATGCCGTGCACTGGGCG 127

177

237

577

297

517

357

457

417

397

477

337

537

277

597

217

657

157

79
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Appendiks I1

Resultat etter dobbel oppstilling av DNA-sekvenser av genene thuB (Sinorhizobium meliloti)
og mll3104 (Mesorhizobium loti MAFF303099). 3 regioner med homologi illustreres i blatt,
og homologe sekvenser er angitt med ”I” mellom basene. Regioner er henholdsvis 72, 79 og
81 % identiske. Basepar angis etter posisjonen i de komplette sekvensene: thuB-base
lokalisasjon oppgis i "Query”, og mll3104-base lokalisasjon i ”Sbjct”.

Sequence 1: thuB
Length = 1098 {1 .. 10%8)

Sequence 2: mll3104

Length = 1050 (1 .. 1050)

Score = 73.7 bits (38), Expect = Ze-09
Identities = 148/203 (72%), Gaps = 0/203 (0%)
Strand=Plus/Minus

JE—
I

Query 1584 GCGATCGCCTGGGGAGAATTCGACGCGGCCACCAACGTGACGCCCGACAAGGCGCATCAC 243

T T e e O I Y I A B A [
Sbhijct 879 GCGATCGCCTGGGGCGATTTCGACGCCGCCATCAACGCCACTCCGEACGGAGTGCACALG  S20

Query 244 CCGACAACCTTGGCGCTCATCGUCGCCGGUAAGCATGTGCTGTGCOAARAGCCGCTGGCC 303

R e e e e A e R RN RN AR AR
Shict 819 GCOGACGACGCTGGCGCTGCTGGCTGCGGEARAACATGTCTTTTGCGARLAGCCGCTGGCA 760

Query 304 GRAAACTATGAGAAGGCCGUCGAGATGGCGGCCGCAGCCGAGUGGECCGGCCTCGTCACT 363

e I Il N AR FErrrrrrrrrer |
Shjct 759 CCGAACCATGCCGATGUGCTTGUCATGACCGAGGCCGCCGAGGUCGCCGGCCTCETCAAC 700

Query 364 ATGGTCAATCTGACCTATCGCAL 356
CEEErerrrrr e reirl
Shijct 699 ATGGTCAATCTCACCTACCGCAL 677

Score = 58.4 bits (30), Expect = 6e-05
Identities = 64/81 (79%), Gaps = 0/81 [(0%)
Strand=Plus/Minus

Query 3517 ARATGGUTATGGCGGCTGTCGACGARACACGGATCGLATGGCGTGCTTGGCGACGTCGGC 576

CEEEErer rrerr rerrrnl Frrer eeer e et rerrr e
Shict 546 ARATGGCTGTGGCGATTGTCGACCCGGCACGEGTCGACCGGGETTCTGGGCGATGTCGEC 457

Query 577 ATCCACATTCTCGACTTCGCC 597

FEerr e e rerrrrrtd
Shjct 486 ATCCATATCCTGGALCTTCGCC 466

3core = 46.85 bits (24), Expect = 0.18
Identities = 44/54 (81%), Gaps = 0/54 [0%)
Strand=Plus/MNinus

Query 666 CAACCGTATCGGCGAGTACGACCTCGACGUCAATGACAGCTTCGCCATGACGGC 718

freerrreeeerrr e e rr rrrrrerrerrrrr r e rrrrrrrd
Sbjct 397 CAACCGGATCGGCGACTATGTGCTGGACGCCAATGACAGTGTGGCGATGACGGS 344
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Eksempel pa resultat etter dobbel oppstilling av referansesekvens av M. lotis gen mll3104 fra
Genebank, og opprensede mll3104-fragmenter etter kloning i ekspresjonsvektor pETmlI3104.

29 99

Totalt er sekvensene 98 % homologe, med 20 ukjente baser. Sort ”.” angir homologi, og "N
angir ukjente baser. “Query” er sekvens 1 base lokalisasjon, “Sbjct” er sekvens 2

baselokalisasjon.

Sequence 1: mil=104
Length = 1045 (1 . 1050)

Sequence 2: mll32104 seloy 150407, T7-F

Length = 1129 (1 .. 1130)
Soore = 1853 bits (979) Expect = 0.0
Identities = 999/1019 (98%), Gaps = 0/1019 (0%)
Strand=Flus/Minus

Query 24 TGCTCGCCGAACTC TCGAAGGCAGCGTCGATCAGCTTCTGCATGTCGGCGGCACGCCGEA 83
Shiject 1096 ..H........ HHH.H..... H..H...... H..H..... H. . H.H..H.. H.H..... 1037

Cuery 54 AGGACGGATCGCCATTCTGCCCGGCATCCAGCGCGTCGACARARACGCCGGGCGTTGCGCT 143
Shijct 1036 ..HHW........ oooolifoocoonooooooooconooonoo0000000000000000000000 Q77

Cuery 144 TGACATCCGGCAGGGCCAGCTCTCGCCAGAGCTGAACATCGACGTCCTCTCCCAGGCACG 203
E9J8% ©%E 0000000000000 00000000000000000000000000000000000000000000000 917

Cuery 204 CCGACAGCCGCGUTGCCTTGCCATCGGTTTCGACCTTGAGCGCGCCCTTGGTGCCATGCL 263
988 9ILB oco0oo000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 857

Cuery 264 GCGCCAGCGACAGGTCATTGCCATGGCCGGTTGTGTAGCGGCTCGCCATGATCGTCGCCA 323
E9J@% B850 oco0oo000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 =i

Cuery 324 GCGCGCCGEATGCCAGCCGTGCCGTCATCGCCACACTGTCATTGHCGTCCAGCACATAGT 383
E9JB% T9® 0000000000000 0000CDN000000N0D0N000N0D00D000000000000000000000 73T

Cuery 3854 CGCCGATCCGGTTGCCTTC GG TTCGGEAACGTCACCAGATCGGCGTGCAGGCCGACAL 443
S9J8% TIF 0000000000000 00D0CDD00000DN0DDNO00N0D00ND000000000000000000000 67y

Query 444 TATCCTGGGCGFCGCCATAGGTGGCGAAGTC CAGGATATGGATGCCCGACATCGCCCAGAL 503
S9)8% B7® ©o00o0000000D000000000N0000CODN000N00N0000N0000C0000000000000000 617

Query 304 e GETCGACCCGTECCGGGTCGACLATCGCCACAGCCATTTGTCCTCGACGCGCCAGT 563
S9)8% Bil® ©co00000000000000000000000000D0N000N00000000000C0000000000000000 o557

Query 364 CACCCCAGGAC TTGC TGACCAGCCAGCTCTGCTTGTAGCTCGCCTCGACATGGCGCAATT 623
S998E S55® c00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 497

Query 624 CGCCGATCGCTCCCGCCAACACCAGACGCCGTGCTTCCTGGATCGCCGGTGAATTGCGET 683

S9)EE %8B c000000000000000000000000000000000000000000000000000050000000 437
Query 654 AGGTGAGATTGACCATGTTGACGAGGCCGGCGGCCTCGGCGGCCTCGGTCATGGCALGCG 743
St 8® oc00o000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 377
Query 744 CATCGGCATGGTTCGGTGCCAGCGGCTTTTCGCARAAGACATGTTTTCCCGCAGCCAGCL 803
S9JB% JTPE oc000000000000000C00000000CODN000N0000000000000000000000000000 317

Cuery 504 GCGCCAGCGTCGTCGCCTTGTGCACTCCGTCCGGAGTGGCGTTGATGGCGGCGTCGAALT  §a3
S938% JABE  c000000000000000C00000000CODN00000000000000000D0000000000000 257

Query 264 CGCCCCAGGCGATCGCCGC TTCAAGGC TC TCGAAGGAAGC GCCGATCTCGTTGECAGCGE 923
S9I8% &S 000000000 0D00000CN0D0N000NCODNO00N00N00000000000D0000000000000 197

Query 924 CALACGCCGCCGUGCEGCC GG AGTTGATCGACACAGGCGACAATGCTGCAGCCAGGLL 933
S2938% dA8E 000000000000 000C00000N000CODNO00N00000000000000D0000000000000 137

Query 954 CCTTTGCGALCTCTTCGATATGATGTCCGGCGATCCAGCCGETGCCGAGCAAGAGTAGG 1042
S@I8% dIB 000000000 D0000DC00DDN0N00N0ONON000N00N0000000000N000000000000000 T
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Resultat etter dobbel sekvensoppstilling mellom referansesekvens for mll3105 (sekvens 1) fra
Genbank og mll3105-fragmenter (sekvens 2), begge fra M. loti MAFF303099. Sekvensering
etter kloning i ekspresjonsvektor pETmlI3104. Totalt er sekvensene 99 % homologe, med 4
ukorrekte baser. Sort ”.” angir homologi, ”A” og ”C” angir ukorrekte baseinnsett under
sekvenseringsreaksjonen. “Query” er sekvens 1 base lokalisasjon, ”Sbjct” er sekvens 2

baselokalisasjon.

Sequence 1: putative mil3105
Length =786 (1 .. 786)

Sequence 2. mll3105-T7F-110407

Length = 1181 ¢1 .. 11813

Goeore = 1471 bits (765), Expect = 0.0
Identities = 773/777 (99%), Gaps = O/777 (0%)
Strand=Flus/MNinus

Cuery 4 ACTCALCCCCTTGTCGCCATCGGCATGTAGGCGCAGGCCCTTCTGAACGATCTTTTCCTT 63
Ho9)®% E%9Y coo0o0oo0000000000000D000C0000000C0000000000D000000000000000D000 720

Cuery 64 GECCTTGTCCGTCGGCACGTTCGGCGCATTGETGATGCCCGACCATGCGGGUGCGGGATT 123
W)@ P99 coooccoo0o000000000000000000000000000000000000000000000000 A.... 730

Cuery 124 GAGCGCCCAGTGCACGGCATTGCGCAGCACCTGCTGCACACCCTCATTGTGATAGATCGS 183
W®E T&S ocoooocoooooooooooooo (Booooooo0co0000000C0000000000000000000000 670

Cuery 184 ATAGGTCTCGTGGCCGGGCGAGARATAGALGATGCGGCCCGCGCCGCGITGGTAGGTCAG 243
H9)®5E B35 coooooooo000000000D000C0000000C0000000000D000000000000000D000 610

Cuery 244 CCCCGAGCGGAACACCTCGCCGCCCTCGTACCAGGAGACGARACACCGTCTCCATCGGCTC 303
W@ @0F cooococoooooooooocoooococoooooooo (Yoooooooocooooooocoooooooooooooo 550

Cuery 304 CGGCACCGCGAAGGGCTCGCCATACATTTCCGTCTCGCCGATCTCCAGGCATTCGCCGAT 363
SHm@E 588 cooocococooococoooococooscoccoooocoooocooooocooonoo00o (oocoooooooooooonoo 4320

Cuery 364 GCCTTGCGCGATCGGGTGGCCGCGETTGATCGCCCAGRCCCGCTCGCGCTCGCCCGCCTC 423
Ho3eEe 4859 cocoococooooocooo00000000000000000000000000000000000000000000000 430

Query 424 GUGCCACTTTAGCGAGCAGGGCGTGCCCATCAGCCGCTTGAAGATCTTCGAGTAGTGGCC 483

S9393E %% 0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000 370
Query 484 GGAATGCAGCACGATCAGCCCCATGCCTTCCCAGACCCGCTTCTGCACGIGCTCGACGAT 543

H9)®% &BY coooooo000000000000D000C0000000C0000000000D000000000000000D000 310

Cuery 544 CTCGTCCTTGACCTCGCCGTGTGCGGCGTGGCCCCACCACARAAGCACGTCGGTGGCGGE 603
H93)®% &0Y coooooo000000000000000C0000000000000000000000000000000000D000 250

Cuery 604 CAGGCGCTTCTCGCTCAGGCCGTGCTCGGETTCCTGCAAGGTGGCGGTGSTCGCICTCGAT 663
H9)®%E &8BY coo00000000000000D0D000C0000000C0000000000D000000000000000D000 120

Cuery 664 GCCCTTGTCCTGGTTGAGCGCGGCCGCGATCGTACCATGCATGGTCAAGGGATAGAGGTC 723

H9)®%E 189 cooooooo00000000000000C0000000C0000000000D000000000000000D000 130
Cuery 7i4 GUGGLACGGCGGCATTGGTCTGTTCATGGACATTCTCGCOCCCAGLACRAACAGCTTTTAT 780
F9)8% 189 0000000000000 0D00000000000000000000000000000000000000000 73
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Resultat etter dobbel sekvensoppstilling mellom referansesekvens for mll3105 (sekvens 1) fra
Genbank og mli3105-fragmenter (sekvens 2), begge fra M. loti MAFF303099. Sekvensering (3/5-07)
etter kloning i ekspresjonsvektor pETmlI3104. T7-forward primer er anvendt. Totalt er sekvensene 99
% homologe, med 4 feile baser. Sort ”.”” angir homologi, "A” og ”C” angir ukorrekte baseinnsett under
sekvenseringsreaksjonen. Query” er sekvens 1 base lokalisasjon, ’Sbjct” er sekvens 2

baselokalisasjon.

Sequence 1: putative mil=105
Length =786 (1 .. 786)

Sequence 2: ml2105-T7F, 030507
Length = 1132 (1 . 1132)
Seore = 1469 bits (764), Expect = 0.0

Identities = 772/776 (99%), Gaps = 0/776 (0%

Sdtrand=Plus/MNinus
Query 4 ACTCAACCCCTTGTCGCCATCGECATGTAGGCGCAGGCCCTTCTGAACGATCTTTTCCTT 63
= e e 79z

Query 64 GECCTTGTCCGTCGGCACGTTCGGUGUATTGGTGATGCCOCGACCATGCGGGCGCGEGATT 123
S)E% T cooooooooccoooo0o0o00000000000000C000000000000C000000000000 A.... 732

Query 124 GAGCGCCCAGTGCACGGCATTGCGCAGCACCTGCTGCACACCCTCATTGTGATAGATCGSE 183
SHA)@% P81 ocoooooococcooooocooooo ®ooooooocoooooooooo00000D0000000000000000 672

Query 184 ATAGGTCTCGTGGCCGGGCGAGAAATAGAAGATGCGGCCCGCGCCGCGCTGGTAGSTCAG 243
Ho9JB8 BFl ocoocoooocococococooooco00000000000000000000000000000000000000000000 612

Query 244 CCCCGAGCGGAACACCTCGCCGCCCTCGTACCAGGRAGACGLACACCGTC TCCATCGSCTC 303
SIN@E @1 coococococococcococoocococcoooooccoooooo (Booooococcoooooooooooocooooocoonooo 552

Query 304 CGGCACCGCGAAGGGCTCGCCATACATTTCCGTCTCGCCGATCTCCAGGCATTCGCCGAT 363
SW)@% &8 ocooocooooocococooooooooo0o0oo0o000D000CODDOO0000000G ®ocoooooooooonoooo 49z

Query 364 GCCTTGCGCGATCGGGTGGCCGCGETTGATCGCCCAGACCCGUTCGCGCTCGCCCGCCTC 423
H9JFE ®91 0000000000000 0C00D000000000C0D00000000000000000000000000000 432

Query 424 GOGCCACTTTAGCGAGCAGGGCGTGCCCATCAGCCGCTTGAAGATC TTCGAGTAGTGGCC 4583
Ho93®8 @31l ocoocoooococococooo000000000000000000000000000000000000000000000000 37e

Query 454 GGAATGCAGCACGATCAGCCCCATGCCTTCCCAGACCCGCTTCTGCACGCGCTCGACGAT 543
H3J8E IFld ocoocoooococococoooooco0000000000000000000000000000000000000000000 312

Query 544 CTCGTCCTTGACCTCGCCGTGTGCGGCGTGGCCCCACCACLAALAGCACGTCGGTGGCGGC 603
H99J&% &Fid ocooooooo00000000C00D000000000C0D00000000000000000000000000000 252

Query 604 CAGGCGCTTCTCGCTCAGGCCGTGUTCGGGTTCCTGCRAAGGTGGCGGTGGTCGCCTCGAT 663
H9J&% &8I oco0o0o00000000D000C00DD000000000C0DN0000000000000000000000000000 192
ouery 664 GCCCTTGTCCTGGTTGAGCGCGGCCGUGATCGTACCATGCATGGTCAAGGGATAGAGSTT 723
H939&% 151l cocooo00000000000000D000000000C000000000000000000C000000000000 132

Query Y24 GCGGACGGCGGCATTGGTCTGTTCATGGLCATTCTCGCCCCAGACARCAGCTTTTA 779
H39)@8E LIl  ccocoo000000000000000000000000000000000000000000000000000.G0 Th
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Resultat etter dobbel sekvensoppstilling mellom referansesekvens for m/[3105 (sekvens 1) fra
Genbank og mli3105-fragmenter (sekvens 2), begge fra M. loti MAFF303099. Sekvensering
(19/9-07) etter kloning i ekspresjonsvektor pETmll3105. Formél for sekvensering er
optimalisering av reaksjonen, tilsatte 100 ng/ul DNA mer enn ved tidligere
sekvenseringsreaksjoner. Totalt er sekvensene 99 % homologe, med 4 ukorrekte baser. T7-
forward primer er brukt. Sort ”.” angir homologi, ”A” og ”C” angir feil baseinnsett under
sekvenseringsreaksjonen. "Query” er sekvens 1 base lokalisasjon, ”Sbjct” er sekvens 2

baselokalisasjon.

Sequence 1. putative mi3105
Length =786 (1 . 736)

Sequence 2: mll3105-T7F optimaksenng(300 ng DRAY 120907
Length = 1160 (1 .. 11807

Soore = 1483 hits (771), Expect 0.0
Identitie= = 779/733 (99%), Gaps = 0783 (0%)
Strand=Flus/MNinus

Query 4 ACTCAACCCCTTGTCGCCATCGGCATGTAGGCGCAGECCCTTCTGAACSATCTTTTCCTT 63
Slm)®e BE%E cooooocoo0000000000000000000000000000000000000000000000000000 7E9

Query 64 GGCCTTGTCCGTCGGCACGTTCGGCGCATTGETGATGCCCGACCATGUGGGCGCGGGATT 123
Sin)@s FEE cooooocooo00000000000000000000000000000000000000000000000 A.... 779

Query 124 GAGCGUCCAGTGCACGGCATTGCGCAGCACCTGCTGCACACCCTCATTGTGATAGATCGG 183
)@ FBE coooocooooooooocoooooo (Pooocoooo000000000000000000000000000000000 669

Query 184 ATAGGTCTCGTGGCCGGGCGAGAARTAGAAGATGCGGCCCGCGUCGCGCTGGTAGGTCAG 243
F9)®% GEE cooo000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 609

Query 24494 CCCCGAGUGGAACACCTCGCCGCCCTCGTACCAGGAGACGAACACCGTCTCCATCGGCTC 303
)@ @B cooooccoocooooocooooooocoooooooo (ooocooooooocooooooooooooooooooo0oa 549

Query 304 CGGCACCGCGAAGGGCTCGCCATACATTTCCGTCTCGCCGATCTCCAGGCZATTCGCCGAT 363
E)mle 588 coooocoooo00000000000000000000000000000000000 Booocooooooooooooao 459

Query 364 GCCTTGCGCGATCGGGTGGCCGCEGTTGATCGCCCAGACCCGCTCGCGCTCGCCCGICTC 423
Slm)®E @86 cooo0o0o0000000000000000000000000000000000000000000000000000000 4z9

Query 424 GCGCCACTTTAGCGAGCAGGGCGTGCCCATCAGCCGCTTGAAGATCTTCGAGTAGTSGCC 453
Slm)®e 8B co0o0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 3ng9

Query 454 GGAATGCAGCACGATCAGCCCCATGCCTTCCCAGACCCGCTTCTGCACGCGCTCGACGAT 543
Slm)®8 &EE cooo0o00000000000000000000000000000000000000000000000000000000 309

Query 544 CTCGTCCTTGACCTCGCCGTGTGCGGCGTGECCCCACCACAARAGCACGTCGGTGGCGGC 603
F97®% 8OE cooooocoo00000000000000000000000000000000000000000000000000000 249

Query 604 CAGGCGCTTCTCGCTCAGGCCGTGCTCGGGTTCCTGCAAGGTGGCGGTGETCGCCTCGAT 663
F9)®% &®E oco00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 159
Query 664 GCCCTTGTCCTGETTGAGCGCGGUCGCGATCGTACCATGCATGGTCARGGGATAGAGGTC 723
Sl39®% dEE cooo0o0oc000000000000000000000000000000000000000000000000000000 129

Query 724 GCGGACGGCGGCATTGGTCTGTTCATGGACATTCTCGUCCCAGACAACAGCTTTTATCG: 783
Sl39)®% d&E cooo00oc000000000000000000000000000000000000000000000000000000 69

Query 784 CAT 786
Zbjct 68 coo 1]
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Eksempel pa ett av tre resultater etter Q-TOF analyse for innsendte M113105-fraksjonsprgver.
Innsendt materiale ble kuttet fra SDS-PAGE gel. "Protein hits” angir hvilke 4 treff man fikk
etter sgk 1 Mascot (etter proteiner med hgyest mulig masselikhet som 1 innsendt prgve
"mll3105 a”). Diagram “Probability Based Mowse Score” antyder sannsynlighet for
proteinmatch, hgyere verdi gir stgrre sannsynlighet for eksakt treff under sgk. Proteiner angis
kronologisk med hgyest sannsynlighet for eksakt treff under sgk fgrst, med synkende

rekkefglge for sannsynlige match.

2007

Severs Mascot Search Results

User : toril anne grsnset
Email : Toril-Anne.GronsetiEfarmasi.uit.no

Search title
M5 data file

Databhase

Timestamp

Protein hits D ogi|208244
qgi|2765071

gi| 27228440

: 3105 protein a
: E:\071025 3103a.pkl
: HCBInr 20071019 (5565793 sequences;
: 29 0ct 2007 at 09:10:34 GMT

h-lactamase

ES-heta-lactamase [Escherichia coli]
beta lactamase [Erwinia amylovoral]
Hgi|113868842 Glycosyltransferase, probably involved in lipopolysaccharide biosynthesis

Probability Based Mowse Score

T
250

Peptide Summary Report

Format As

Peptide Surnmary

T
1]
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Significance threshold p= 0.05
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Select All
1. qi| 208244
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Fortsettelse appendiks VII

Proteins matching the same set of peptides:

gqi| 509142 Mass: 39814 Score: T84 Queries matched: 14
beta-lactamase, human IgG3 hings fuszion [synthetic construct]
gi| 546375 Mass: 29031 Score: 784 Queries matched: 14

TEM-2 heta-lactamase {Val-2Z37 for Ala substitution! [Ezcherichia co
gi| 4557168 Mass: 31623 Score: 784 Queries matched: 14
inhibitor resistant beta lactamase TEM-54 [Ezcherichia coli]

gqi|617E542 Mass: 31567 Score: 7384 Queries matched: 14
inhikiteor-resistant beta-lactamase TEM-79 [Escherichia coli]
qi|77EEB56E Mass: 258987 Score: 784 Queries matched: 14

Chain A, £235a Mutant Of Teml Beta-Lactamase

gi| 8562629 Mass: 28999 Score: 704 Queries matched: 14
Chain &, X-Ray Crystal Structure Of Tem-1 Beta Lactamase In Complexn
gi| 8565630 Mass: 25003 Score: 7804 Queries matched: 14
Chain A, ¥X-Ray Crystal Structure Of Tem-1 Beta Lactamase In Complex

gi|10855180 Mass: 21666 Score: 784 Queries matched: 14
beta-lactamase [Neisseria gonorrhoesas]
gi| 12018137 Mass: 31594 Score: 704 Queries matched: 14

TEM-derived extended spectrum beta-lactamase [Escherichia coli]
gqi| 13562035 Mass: 31&08 Score: 704 Queries matched: 14
TEM-90 beta-lactamase [Ezcherichia coli]

gi| 15149326 Mass: 321585 Score: 784 Queries matched: 14
inhibitor resistant TEM beta-lactamase [Escherichia coli]
91115148330 Mass: 315654 Score: T84 Queries matched: 14

TEM beta-lactamase [Ezcherichia coli]
qi| 15624079 Mass: 31695 Score: 704 Queries matched: 14
extended-sgpectrum beta-lactamase TEM-71 [Klebsiella pneumcniae]

gi| 16798376 Mass: 31667 Score: 784 Queries matched: 14
inhibitor-resistant beta-lactamase TEM-54 [Escherichia coli]
gqi|20530259 Mass: 31608 Score: T84 Queries matched: 14

beta-lactamaze TEM-%96 [Ezcherichia coli]

gi|21465759 Mass: 29017 Score: 704 Queries matched: 14
Chain &, Crystal Structure Of G238a Mutant Of Tem-1 Beta-Lactamase
qi|24158842 Mass: 28534 Score: 704 Queries matched: 14
Chain A&, Crystal Structure Of Tem-30 Beta-Lactamase At 2.0 Angstrom

gi|25%00617 Mass: 31597 Score: 784 Queries matched: 14
beta-lactamase [Escherichia coli]
qi|=27374443 Mass: 31670 Score: T84 Queries matched: 14

beta-lactamasze [Proteus mirabilis)
qi| 29650764 Mass: 31730 Score: 704 Queries matched: 14
beta-lactamase TEM-120 [Klebsziella oxuytocal

gqi| 37575400 Mass: 60561 Score: 784 Queries matched: 14
REDfusion [Ribosome display vector pRDV]

qi| 40737710 Mass: 31643 Score: T84 Queries matched: 14
beta-lactamase TEM-127 [Escherichia coli]

gl | 40737712 Mass: 31680 Score: 784 Queries matched: 14

beta-lactamaze TEM-128 [Ezcherichia coli]

qi| 46370383 Mass: 31715 Score: 704 Queries matched: 14
beta-lactamaze [Egcherichia coli]

gl | 46370393 Mass: 31715 Score: 7G4 Queries matched: 14
beta-lactamase [Escherichia coli]

qgi| 61967136 Mass: 31667 Score: 704 Queries matched: 14
beta-lactamasze TEM-141 [Enterobacter cloacae]

gi| 81365635 Mass: 31665 Score: 784 Queries matched: 14
TEM-145 [Escherichia coli]
gqi| 81365640 Mass: 31643 Score: T84 Queries matched: 14

TEM-144a [Ezcherichia coli]

gi| 83031783 Mass: 31738 Score: 7G4 Queries matched: 14
beta-lactamaze TEM-55 [Ezcherichia coli]

gqi| 85112911 Mass: 31648 Score: 784 Queries matched: 14
TEM-1 beta lactamase gene [Neisseria gonorrhoeas]

gi| 112785108 Mass: 321636 Score: 784 Queries matched: 14
TEM extended-spectrum beta-lactamase [Escherichia colil
gi|114881106 Mass: 31BAA Score: T4 Queries matched: 14

Beta Lactamase [Pseudomonas aeruginosal
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Fortsettelse appendiks VII

2. gi|2765071

ES-beta-lactamase

31729
[Ezscherichia colil]

Mass: Score: 729 Queries matched: 14

Ocheck to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm Miss Score Expect Rank Peptide

2 494,7338 987.4530 987.4558 -2.78 0 35 2.3 1 R.FPMMETFE.V

4 536.7736 1071.5326 1071.5309 1.65 il 77 0.00018 1 R.VDAGQEQLGR. R

5 544.3182 1086.8218 1086.6219 -0.0% il =N 0.o008% 1 E.VLLCGAVLER. WV

7 571.83%0 1141.8634 1141.6706 -6.30 il 55 0.02z2 1 R.QIAEIGASLIK.H

8 425.8880 1274.8422 1274.661% -15.45 il 51 0.068 1 E.ILESFREEER.F

9 B6308.33%4 1274.68642 1274.6619 1.87 0 (24) 31 3 E.ILEZFREEER.F

10 6/38.3415 1274.6684 1274, 6659 1.9% il =13 0.0023 1 E.3ALPAGWEIADE. &
11 643.8856 1285.7586 1285.7605 -3.0z2 il 85 1.8=-05 1 E.LLTEELLTLASR. 2
12  /9%0.33%6 1378.6646 1378.6585 4,449 il 58 0.01z 1 E.DTTHMPAAMATTLR.

13 856.4117 1710.8088 1710.7849 14.0 il 51 0.047 1 E.WEPELNEATEFNDER
14 §92.45Z0 1782.868%4 17G6Z2.G6644 14.0 0 3 3.1le-05 2 R.IVVIYMTGGOATMD
1le 900.452Ze 1758.89%06 1795.8594 17.4 il (57) 0.015 2 R.IVVIYMTGEOATMD
17 674.6648 Z0Z0.5720 Z020.9742 -1.0% il 75 0.000zZ4 1 R.IHYS0NDLVEY3EV
18 888.117e Z2661.3310 Ze58l1.3353 -1.64 il 33 1.9 1 R.ELCSAATTMSONTA

3. qi|27228440 Mass: 31263 Score: 555 Queries matched: 11
beta lactamase [Erwinia amylowvoral
Ocheck to include this hit in error tolerant search

5 63§.33%4 1274.6642 1274.661°9 1.87 0 (24) 31 3 K.ILESFRPEER.F

10 638.3415 1274.6684 1274.6659 1.9%9 ] 1] 0.0023 1 R.3ALPAGWEIADE. &
11 543.8856 1285.7586 1285.7605 -3.0z2 ] 85 1.8e-05 1 E.LLTZELLTLASR. O
12 6%0.33%6 1378.6646 13758.6585 4,48 ] 23 40 2 R.DTGMPVAMATTLR.E +
13 856.4117 1710.8088 1710.7849 14.0 ] 51 0.047 1 R.WEPELNEAIEFNDER.D
17 &74.66d46 2020.5720 Z020.974=2 -1.0%9 0 75 0.00024 1 R.IHYEQNDLVEYSPVTEE
19 8B88.117e Z2661.3310 Ze8l1.3353 -1.64 ] 33 1.9 1 R.ELCSAATTMSDNTAANT

4. gi|113858842 Score: 53 Queries matched: 1

Glycosyltransferase,

Ocheck to include this hit in error tolerant =search

Query Observed
£43. 8856

11

Mr (calc)
1285.7904

Mr (expt)

1285.75686 -26.24 1 53 0.0z8

2

probakly invelved in lipopolyszsaccharide biosynthesis [Ralstonia eutrs

ppm Miss Score Expect Rank Peptide

—-.MRILLLTTGLE.L

Peptide matches not assigned to protein hits:

Query Observed Mr (expt) Mr(calc) ppm Miss Score
= 9 £38.3394 1274.6642 1274.6765 -9.60 1 36 z
= 3 525.2502 1048.4858 1048.4309 52.14 0 29 9.6
= 15 897.9185 1793.8224 1793.8229 -0.26 0 26 16
= 1= 563.3333 1124.6520 1124.6593 -6.49 1 24 23
= 1 412.7549 B823.4952 823.4916 4.48 0 18 12
= 1s 726.6973 2177.0701 2177.0350 16.1 0 10 5.1e+02
= 20 1024.8198 3071.4376 3071.2316 67.1 1 3 1.6e+03

{no detaills means no match)

Expect Rank

e e

Peptide

EMEATHVLIER + Oxids
ESSEPDTER
DPSMFTIPCWIGHTR
FYNLKLSLK

APATSLPR
TGSAFYAPASSATEMAEAFLE
SEGGSSMSEGSSQERSGVGSFR

Search Parameters

Type of search

Enzyme
Fixed modifications

MHass ralues
Protein Mass

Peptide Mas=z Tolerance :
Fragment Mazs Tolerance:
01
: ESI-QUAD-TOF
20

Max Missed Clearages
Instrument type
Humber of gueries

: MS/MS Ion Search

: Trypsin

: Carbamidomethyl {C)
Variable modifications :

Dxidation (M)

: Monoisotopic
: Unrestricted

+ 100 ppm
+ 0.1 Da
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Appendiks VIII

Viser basepar (1-1035 angitt til venstre), restriksjonsseter (markert over sekvens i rgdt og
blatt) og aminosyrer for hver basetriplett (grgnne bokstavkoder under sekvens, fra bp 41 til bp
923) av mll3105-sekvens innsatt i vektor pETmII3105. Sekvensen er hentet fra en optimalisert
sekvenseringsreaksjon, og limt inn i analyseprogrammet (Web Map References). Programmet
er tilgjengelig fra http://pga.mgh.harvard.edu/web_apps/web_map/start. Hele sekvensen ble
funnet 4 tilhgre en enkelt ORF.

Zmnl
EcoR1 Sphon
| |
TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAATTCAGGAGCCCTTCACCATGCCGATARAMAGCTGTTGTCTGGGGCGAGALTGTCCATGAACAGACCAATGCCGCCGTC

1 ; + ; + ; + + + + + 100
AR A AR AT TGARATTC TTCC TTAAGTCCTCGGGAAGTGETACGGC TATTTTCGACALCAGACCCCGCTCTTAC AGGTACTTGTC TGGTTACGGCGGCAG
> M P I E A ¥V ¥ W G E N YV HE @ T N AL & ¥
Hotl
H=il Eagl
EfrE1l | Pwvul |

CGCGACCTCTATCCCTTGACCATGCATGGTACGATCGCGGCCGCGCTCAMCCAGGACAAGGGCATCGAGGCGACCACCGCCACCTTGCAGGLACCCGAGT
101 z00

GCGCTGGAGATAGGGAMCTGGTACGTACCATGC TAGCGCCGGUGUGAGTTGGTCCTGTTCCCGTAGC TCCGCTGGTGGCGGTGGAACGTCCTTGGGCTCG

>R I L Y P L T M H ¢ T I & & & L N Q@ D K G I E 4L T T & T L Q E P E H

BBl
Epull ilel | Drdl

| | |
ACGGCCTGAGCGAGAAGCGCCTGGCCGCCACCGACGTGC TTTTGTGGTGGGGCCACGCCGCACACGGCGAGGTC AAGGACGAGATCGTCGAGCGCGTGCA
Z01 300
TGCCGGACTCGCTCTTCGCGGACCGGCGGTGGC TGCACGARLACACCACCCCGGTGCGGEGTGTGCCGC TCCAGTTCCTGC TCTAGCAGC TCGCGCACGT
> ¢ L % E K R L 4L & T0DVV L L W W & H AL LHGEUY¥ EDEI VY E RV Q

Zmnl
Sploo Bsgl Bsmi Bglz | EstiP

| I |
GARAGCGGGTCTGGGAMGGC ATGGGGC TGATCGTGC TGCATTCCGGCCACTACTCGLAGATC TTCAAGC GGCTGATGGGCACGCCCTGC TCGCTARAGTGG
301 + t + t + t t t t + 400
CTTCGCCCAGACCCTTCCGTACCCCGAC TAGCACGACGTAAGGCCGGTGATGAGC TTCTAGAAGTTCGCCGACTACCCGTGCGGGACGAGCGATTTCACT
> E R ¥ WE G M % L I ¥ L HS3 ¢ HY % KIF EKZRILMXGT?P C 3 L K W

EsrEl gacs Pvul Eowml BsomBl
| | | |
CGCGAGGCGGGCGAGCGCGAGCGEETCTGGGCGATC AACCGCGGCCACCCGATCGC GO LAGGC ATCGGCGAATGCC TGGGGATCGGCGAGACGRALATGT
401 500
GCGCTCCGCCCGCTCGCGOTCGCCCAGACCOGCTAGTTGGCGCCGETGGGE TAGCGCGTTCCGTAGCCGC TTACGGACCCCTAGCCGCTCTGCCTTTACE
>R E & ¢ E R E R ¥ ¥ L I ¥ R G HP I & o ¢ I ¢ E ¢ L ¢ I ¢ ETE N T

EsmE1l Bsaib
BsaXa | BswB1 | BsrB1
(. | | |
ATGGCGAGCCCTTCGCGGTGCCOGAGCCGATGGAGACGGTGTTCGTCTCCTGGTGCGAGGGCGGCGAGGTGTTCCGC TCGGGGCTGACCTACCAGCGCGG
501 + + + + + + + + + + 600
TACCGCTCGGGAAGCGCCACGGCCTCGGCTACCTCTGCCACARGC AGAGGACCACGCTCCCGCCGCTCCACLAGGCGAGCCCCGACTGGATGGTCGCGCT
> G E P F A ¥ P E P M ETVWV F ¥V 3 W CE GG E Y F R I G L T Y o R G

EzpMl E=t AP
Ess51 Efuil AluN1 Apall
Esal | Larl BstiP | Bsgl | BtgZl

[ | (. (.
CGCGGGCCGCATCTTCTATTTCTCGCCCGGCCACGAGACCTATCCGATC TATCAC AATGAGGGTGTGCAGC AGGTGC TGCGCGATGCCGTGCACTGGGCG
601 t t t t t + t + t + 700
GCGCCCGGCGTAGARGATAAMAGAGCGGGCCGGTGCTCTGGATAGGCTAGATAGTGTTACTCCCACACGTCGTCCACGACGCGCTACGGCACGTGACCCGE

> L R I F Y F 8 P ¢ H E T Y PF I Y HN E ¢ VvV 0 0 ¥ L R D AL ¥V H W &

Emrl
|
CTCAATCTCGCGCCCGCATGETCGGGCATCACCAATGCGCCGAACGTGCCGACGGACALGGCCALGGAARAGATCGTTCAGAAGGGCCTGCGCCTACATG
701 800
GAGTTAGAGCGCGGGCETACCAGCCCGTAGTGGTTACGCGGCTTGCACGGC TGCC TGTTCCGGTTCCTTTTCTAGC AAGTC TTCCCGGACGCGGATGTAC
»L W L A P A W 5 & I T M L P W ¥ P T D K A K E K I ¥ Q0 K G L R L H &L

Hind3
SaclBstBE1 | EseR1 Bsal Mlul bgel
| [ | | | |
CCGATGGCGACALGGGGTTGAGTGCALAGGGCGAGCTCAATTCGALAGC TTGAANGTAAGCCTATCCCTALCCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTAC
+ + + + + + + + + + 900
GGCTACCGCTGTTCCCCALCTCACGTTTCCCGC TCGAGTTAAGE TTCGLAC TTNC ATTCGGAT AGGGATTGGGAGAGGAGCCAGAGC TALGATGCGCATG
» D ¢ D K ¢ L % » K ¢ E L N % KL E X K P I P N P L L G L DD 3 TER T

801

CGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTGATCCGGCTGC THAC ANNCCCGARAGGAAGC TEANTNGGC TGC TGCCNCNN TGAGC ANAN TAGC AMNINANC C

o011 ' ' ' ' ' ' ‘ ' ‘ + 1000
GCCAGTAGTAGTGGTAGTGGTAACTC AAACTAGGCCGACGANTGTHNNGGGC TTTCCTTCGACTNANC CGACGAC GEGNGNN ACTCGTNTHATC G TN TNGG
> ¢ H H H H H H *

CHINMGGGNNN T A ANGGNNNNNNNGGNN TTTGH TH.L
1001 1035
GNNNC CCHNNN AT THC CNNNNNNNC CHNALACHNANT
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