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ABSTRACT

Combustion of fossil fuels has raised the average temperature on Earth. To counter this, there is a demand
for biofuels as a replacement for fossil fuels. In this project, the focus was on n-alkanes. There are already
strains of Saccharomyces cerevisiae, which can produce n-alkanes, but the efficiency is not yet high enough
for industrial scale. The possibility to create a biosensor for detecting n-alkanes was investigated, this to
further the development of n-alkane producing yeast. This project investigated if the n-alkane induced
transcription system from Yarrowia lipolytica could work in S. cerevisiae. This is because S. cerevisiae
does not have a naturally occurring n-alkane induced system.

The biosensor system consist of the n-alkane induced promotor ALK1 and the genes encoding for the
transcription factors Yasl, Yas2, Yas3 and the protein GFP (Green Fluorescent Protein). Yasl and Yas2
work as activators for Parx; and Yas3 represses the promotor by binding to Yas2 in abscence of n-
alkane The system was constructed by connecting GFP to Y. lipolytica’s n-alkane induced P 4 x; along
with various combinations of the other genes. The activity of P41 x; was then quantified by measuring
the fluorescence with a flow cytometer. The test showed an increased fluorescence with Yasl and Yas2
included. The fluorescence was increased further with the combination Yasl, Yas2 and Yas3, even though
Yas3 was thought to code for a protein which represses P 4 x;. If Yas3 increases the expression it might
be that there are unknown components in Y. lipolyticas alkane induced system. The system seems to
work differently in Y. lipolytica and S. cerevisiae. Further studies are needed to determine if it can be
used as an n-alkane sensor in S. cerevisiae.



SAMMANFATTNING

Forbranning av fossila bréanslen har hojt medeltemperaturen pa jorden. For att motverka detta finns det
en Okad vilja att tillverka biobrinslen som kan ersétta fossila brinslen. I detta projektet lag fokus pa
n-alkaner. Det finns redan stammar av Saccharomyces cerevisiae som producerar n-alkaner, men de &r
inte effektiva nog for produktion pa industriell skala. For att underldtta utveckling av dem undersoks
mojligheten att tillverka en biosensor som kan detektera n-alkaner. Under detta projekt undersoktes det
om det n-alkaninducerade transkriptionssystemet fran Yarrowia lipolytica kan fungera i S. cerevisiae.
Detta gors for att S. cerevisiae inte har ett naturligt n-alkaninducerat system.

Biosensorsystemet bestar av den n-alkaninducerade promotorn ALK och generna som kodar for tran-
skriptionsfaktorerna Yasl, Yas2, Yas3 och proteinet GFP (Gron Fluorescerande Protein). Yasl och Yas2
fungerar som aktivatorer for P 41 x; och Yas3 fungerar som en repressor for promotorn genom att binda
till Yas2 i franvaro av n-alkaner. Systemet konstruerades genom att koppla GFP till P41k, tillsammans
med olika kombinationer av generna. Aktiviteten hos P4 x; méttes med hjilp av fluorescens i en flo-
descytometer. Testerna visade att fluorescensen blev starkare med Yasl och Yas2 nérvarande. Det visade
dven att kombinationen med Yasl, Yas2 och Yas3 tillsammans gav en forstirkt uttryck, trots att Yas3
uttrycker ett protein som ska inhiberar P 4 5;. Att Yas3 gav ett starkare uttryck kan betyda att det finns
okdnda komponenter som &r kopplade till Y. lipolyticas n-alkaninducerade system. Systemet verkar fun-
gera annorlunda i Y. lipolytica gentemot S. cerevisiae. Ytterligare studier dr nodvéndiga for att faststélla
om det gar att anviinda den som en biosensor for n-alkaner i S. cerevisiae.



Innehall

[4.2.2  Restriktionsanalys| . . . . . . . ... o
[4.2.3  Sekvensering] . . . . . . ...

[6_Slutsatser]

6 F rda Studier
7 Referenser|

8 Bilaga A

8.1

Konstruktion av plasmider|. . . . . . . . . . . ...
BI1 Omfattande information om primrar och PCR:ernal. . . . . . v v v v v v oo v ..
[8.1.2  Gelextraktion-protokoll] . . . . . . .. ... o
RI3 PCRDPIOOKOI - « .« o o oo e e e e e e
[8.1.4  Gibsonkloning] . . . . . . .. .

[8.2.3  Plasmidrening] . . . . . . ...
IS‘S|2| ] &!2[ llll;ill l!zll ilk ‘il !2!2‘2’;' ----------------------------------

2. ermo Scientific’ ¥ FastDigest' “ Restriktions protokolll . . . . . . . . . ... ..
8.2.5 Th Scientific'™ FastD MR, k kolll

B2:6  SEKVEnSEIing] . . . . v v v v v e

18.3

O, CETEUISIAL] .« « . v v v o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

R

Flodescytometri]. . . . . . oL oL

8.4.1 Medium till 6vernattskulturenl . . . . . . . . ... . o L Lo

[8.4.2  Optisk Densitetsmétningar innan flodescytometrin| . . . . . . .. .. ... ... ..

S ot ot G



e
9.2 Restriktionsanalys| . . . . ... ... ... .....
9.2.1 Plasmidernas koncentrationl . . . . . . . ..
[9.2.2  Gelelektroforesbilderna for alla plasmidernal
[9.2.3  Gelelektroforesbild av felklyvningen| . . . .




1 Inledning
1.1 Bakgrund

Under de senaste decennierna har vi ménniskor blivit mer och mer medvetna om hur var livsstil paverkar
omvirlden och ett av de storsta klimathoten som vi star infor &r uppvérmningen av jorden. Klimatforskare
ar sikra pa att medeltemperaturen pa jorden har stigit med en halv grad Celsius under de senaste 100
aren och att vi ménniskor delvis éir ansvariga for det[I]. En av de huvudsakliga ménskliga aktiviteter som
ligger bakom detta &r férbranningen av fossila bréanslen for att till exempel driva fordon eller generera
elektricitet i kraftverk. Det &r dérfor av intresse att skapa fornybara brénslen som inte paverkar miljon
pa samma sitt och anvinda dessa som substitut for de fossila brénslena.

Det mest anvénda fornybara brinslet idag &r bioetanol och anvénds som substitut for bensin. En av de
negativa aspekterna av bioetanol dr att den bara har runt 2/3 av den energidensitet som finns i bensin[2].
Dessutom finns det restriktioner pa hur etanol och bensin kan blandas, vilket ytterligare framh&ver
behovet av att kunna framstélla andra typer av fornybara brinslen[3].

En typ av férnybara brénslen som &r av intresse dr n-alkaner, da de kan anvéndas som substitut for diesel
och fotogen. Genom att paverka jastarten Saccharomyces cerevisiaes metaboliska végar genom rationell
design, har det visats att produktion av n-alkan i denna mikroorganism dr mojlig[3]. Produktionen &r
dock alldeles for lag for att effektivt kunna anvindas pa industriell skala &nnu. Déarfér behovs det en
stam av S. cerevisiae som #r optimerad for n-alkanproduktion och en mojlighet att uppna detta ar att
infora slumpméssiga mutationer till jistens genom[4]. Denna process aterupprepas for att skapa ett stort
bibliotek av S. cerevisiae-stammar med olika mutationer. Detta leder férhoppningsvis till att en jaststam
med tillrickligt hog produktivitet for att 1onsamt kunna anvéndas pa industriell skala hittas.

De metoder som vanligen anvénds for att kvantifiera n-alkankoncentration, till exempel gaskromatografi-
masspektrometer, dr langsamma och kréver oftast bearbetning av provet. Dessa metoder lampar sig inte
i det héar fallet, da det ar alltfér manga olika mutationer som ska undersokas. Darfor finns det intresse av
att skapa en biosensor som snabbt och effektivt kan kvantifiera méngden n-alkan som de olika stammarna
har producerat[5]. Forskare har tidigare utvecklat biosensorer pa ett liknande sétt, exempelvis har en
biosensor som kvantifierar aminosyran treonin skapats[6]. Vid skapandet av en biosensor kan en organism
anvindas med formagan att metabolisera den molekyl vilket det finns intresse av att kvantifiera. I det
fallet da malet &r att kvantifiera n-alkaner finns det flera olika organismer som &r intressanta, déiribland
jastarten Yarrowia lipolytica, vars metabolism av n-alkaner har studerats. Forskare har identifierat ett
system av proteiner i Y. lipolytica som reglerar uttrycket av det enzym som &r involverad i det forsta
steget av metabolismen av n-alkaner. Detta system induceras av n-alkaner, dvs. enzymet uttrycks endast
da n-alkaner dr ndrvarande, och har saledes potential att fungera som en biosensor da vissa modifikationer
av systemet har gjorts[7].

Ett tidigare kandidatarbete har forsokt att skapa en biosensor genom att modifiera Y. lipolyticas n-
alkaninducerade system och sedan introducera det till S. cerevisiaes[§]. Tva modifikationer gjordes av
originalsystemet, den férsta var att originalpromotorn inte anvéndes, da det inte var sikert om den skulle
fungera i S. cerevisiaes. Den andra modifikationen som gjordes var att genen som systemet reglerar byttes
ut mot en gen som kodar for ett GFP (Gront Fluorescerande Protein). De lyckades med att konstruera
ett antal plasmider, vilka innehdll de vésentliga generna for det modifierade n-alkaninducerade systemet,
men det uppstod ett flertal mutationer i viktiga proteinkodande regioner. Da en o6nskad mutation inforts
i en viktig del av ett protein, kan det inte lingre garanteras att proteinet fungerar som det skall och alla
resultat som bygger pa anvindandet av ett sadant protein bor ifragaséttas. Darfor finns det intresse av
att skapa dessa plasmider igen med férhoppningen om att inga mutationer uppstar i nagra av de viktiga
proteinkodande regionerna.

1.2 Syfte

Syftet med projektet &r att med hjalp av Y. lipolyticas n-alkaninducerade system skapa en biosensor
och transformera in den i S. cerevisiae. Malet &r att da organismen producerar n-alkan ska ett GFP
uttryckas och med hjélp av en flodescytometer ska méngden n-alkan som produceras kunna kvantifieras.
Da detta projekt dr en fortséittning av ett dldre kandidatarbete &r det specifika syftet for det héir projektet



att anvénda Y. lipolyticas originalpromotor, ALK samt att lyckas konstruera alla plasmider utan att
odnskade mutationer uppstar(g].

1.3 Avgrinsningar

I tidigare forskning finns flera potentiella forbéttrings- och utvecklingsmojligheter [§], men pa grund av
begriansad tid och begrédnsade resurser har vissa avgransningar valts att goras.

Det finns olika typer av n-alkaninducerade system men som tidigaret ndmnts har systemet fran Y. lipo-
lytica valts for att skapa en biosensor i detta projekt. Detta pa grund av att Y. lipolytica &r en eukaryot
precis som S. cerevisiae och delar grundliggande mekanismer. Annu en anledning till att anviinda syste-
met fran Y. lipolytica dr for att detta system ér vilstuderat och har anviints i tidigare forsok till att skapa
en biosensor. Projektet kommer dven att avgrénsas till att testa en specifik promotor, &ven om flera olika
alternativ finns. Promotorn som kommer att anvindas dr orginalpromotorn fran Y. lipolytica, ALKI.

For inkorporering av gener i S. cerevisiae i projektet kommer tva olika metoder anvéndas, tva-vektorsystemet
och homolog rekombination. Andra metoder som skulle kunna anvéndas &r bland annat CRISPR/Cas9-
systemet, som eventuellt skulle kunna 6ka chansen for béttre inkorporering till genomet. CRISPR,/Cas9
beddéms dock i detta projekt vara for tidskrdvande och har darfor valts bort.



2 Teori

2.1 Y. lipolyticas n-alkaninducerade system

Det har visats att flera olika jéstarter kan bryta ned n-alkaner, ddribland Y. lipolytica. Hur nedbrytandet
av n-alkaner sker i Y. lipolytica har studerats och en omfattande bild om vilka protein som &r involverade
i regleringen av YIALK1 har skapats. Genen YIALKI1 kodar for proteinet P450ALK1 och uttrycks i
nérvaro av n-alkan. [7][9][10] [I1].

P450ALK1 &r ett cytokrom P450 som katalyserar det forsta steget i nedbrytningen av n-alkaner, dvs.
oxidationen av n-alkaner till langa kedjor av fettalkoholer[I2]. Genom att skapa ofullstéindiga fragment
av YIALK1s promotorregion, ALK, och sedan inkorporera dessa i plasmider som i sin tur introducerats
till stammen CXAU1 av Y. lipolytica, har en region av promotorn, som ir nodvindig for att genen ska
transkriberas, lokaliserats. Denna region doptes till ARR1 (alkane-responsive region). En néirmare under-
sokning av denna region gjordes dér tva viktiga element, ARE1 och ARE2 (alkane-responsive element 1
och 2), hittades[7].

Fortsatta undersokningar av ARE1ls funktion har visat att tre protein dr visentliga for regleringen av
promotorn. Tva av dessa proteiner ér bHLH(basic helix-loop-helix)-proteiner och fungerar som aktivato-
rer, de har dopts till Yasl och Yas2[I3]. De tva proteinerna binder till varandra i cellkéirnan och bildar
en heterodimer som sedan binder in till ARE1, vilket aktiverar ALK1. Detta resulterar i att YIALKI
transkriberas[d]. Det tredje viktiga proteinet dr Yas3 vilket &r en Opil-liknande transkriptionsfaktor och
i franvaro av n-alkan fungerar den som en repressor. Da Yas3 binder in till Yas2, forlorar heterodimeren
sin formaga att aktivera ALK1, vilket leder till att genen inte transkriberas[I0]. I nirvaro av n-alkan
forflyttas Yas3 fran cellkédrnan till det endoplasmatiska néitverket, vilket resulterar i att heterodimern
aterigen kan aktivera ALK1[I1]. De bakomliggande mekanismerna for forflyttningen dr inte faststillda,
men en teori som foreslagits forklarar fenomenet med att Yas3 binder till det endoplasmatiska nétverkets
membran genom interaktioner mellan fosfatidinsyror och fosfatidylinositoler[I0]. En schematisk bild éver
det regulativa systemet visas i Figur

(a) - Alkan (b) Alkan
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Figur 1: Schematisk representation av Y. lipolyticas n-alkaninducerade system i franvaro samt nérvaro av n-alkan.
(a) Bilden visar systemet i franvaro av n-alkan. Yas3 binder in till Yas2, vilket resulterar i att heterodimeren
av Yasl och Yas2 inte kan aktivera ARE1. Detta leder till att transkriptionen av YIALKI inte aktiveras. (b)
Bilden visar systemet i nirvaro av n-alkan. Yas3 forflyttas till det endoplasmatiska nétverket, vilket leder till att
heterodimeren av Yasl och Yas2 kan aktivera ARE1 som i sin tur aktiverar transkriptionen av YIALKI.

Tidigare forskning stédjer teorin om att det dr mdojligt att implementera Y. lipolyticas n-alkaninducerande
transkriptionsystem i S. cerevisiae. Genom att byta ut YIALKI mot en gen som uttrycker GFP &r det
forhoppningsvis mojligt att skapa en biosensor[8]. Det blir da detta projekts uppgift att konstruera en
sadan biosensor som tillimpar Y. lipolyticas system och som pa optisk vig ska kunna identifiera och
kvantifiera en enskild jéststams n-alkanproduktion. Detta illustreras i Figur 2]



(@) - Alkan ®) Alkan

. Cellkdrna

Cellkérna

Yasl Yas2 Yasl Yas2

Endoplasmatiska
nitverkets

Endoplasmatiska
nitverkets
) ) ) l g) ! )l! ) g}l membran/

o D )|

Figur 2: Schematisk representation av Y. lipolyticas n-alkaninducerade system i S.cerevisiae, dar YIALKI1 &r
utbytt mot en gen som uttrycker GFP.

Att anvénda sig av Y. lipolyticas originalpromotor ALK for uttryck av GFP i S. cerevisiae kan anses
vara fordelaktigt da denna naturligt i sin sekvens har de ARE-sekvenser pa vilka transkriptionsfakto-
rerna Yasl och Yas2 binder in till. Det behovs saledes inte designas en syntetisk promotor dir dessa
ARE-sekvenser ska finnas integrerade. Positionen av ARE1 och ARE2 i promotorn dr av betydelse i dess
aktivitet, vilket innebér att genuttrycket riskerar att minskas vid konstruktion av syntetisk promotor
gentemot P4 x;. Anledningen till att en syntetisk promotor kan vara fordelaktig &r att den kan designas
for anpassning i S. cerevisiae, till skillnad fran Payx; som &r helt anpassad for Y. lipolytica. Huruvida
Park; fungerar i S. cerevisiae eller inte har inte blivit forskningsmaissigt fastslaget, sa det ar av stort
intresse att underscka detta.

Det finns alltsa flera aspekter av Y. lipolyticas n-alkaninducerade system som &r av intresse att undersoka.
I detta projekt understks huruvida promotorn ALK har formagan att ge ett basuttryck eller ej da det
introduceras i S. cerevisiae, samt om transkriptionsfaktorerna Yasl och Yas2 ytterligare kan forstéirka
aktiviteten av P 4px;. Da repressorn Yas3 introduceras till systemet &r det av intresse att studera om
uttrycket minskar i S. cerevisiae som teorin foreslar, och dessutom om n-alkaner kan géra denna repression
reversibel.



3 Metod och material

Metoden har delats in i avsnitt som foljer kronologisk ordning enligt utférandet av projektet. Det forsta
avsnittet tacker plasmidkonstruktion, hur de har designats och hur de har konstruerats. Detta har gjorts
i flera steg men kan huvudsakligen delas upp i PCR och Gibsonkloning. Det andra avsnittet técker det
konstruktions- och verifikationsarbetet som gjordes med FEscherichia coli. 1 tredje avsnittet sa beskrivs
metoden for de skapade plasmidernas transformation in i S. cerevisiae. Det fjarde avsnittet beskriver
metoden flodescytometri som anvéndes for att ge det avslutande resultatet genom fluorescensmétning.

3.1 Konstruktion av plasmider
3.1.1 Biosensorkonstruktion

For tillimpning av Y. lipolyticas system med avsikt att detektera n-alkaner i S. cerevisiae valdes skyt-
telplasmider med formagan att uttrycka de nodvéndiga delarna av systemet. Tva ryggradsplasmider,
p413TEF och p416TEF, se Figur [3| anvindes som utgangspunkt for att konstruera alla slutgiltiga kom-
ponenter av mekanismen tillsammans med positiva och negativa kontroller.

Ryggradsplasmiderna inneholl bada replikationsstart for E. coli (pUCori) och S. cerevisiae (f1 ori), da det
forst var nédvéndigt for plasmiderna att effektivt odlas upp och kopieras i E. coli innan de transformerades
in i S.cerevisiae. Tva sorters markorer var nodvindiga for selektion da de transformerades in i E. coli
respektive S. cerevisiae. For E. coli fanns en AmpR-markor, som gjorde det mojligt for de celler som
tagit upp plasmiden att véxa i ampicillinrik miljo, och ddrmed sdkerhetsstélla att de 6verlevande cellerna
tagit upp plasmiden. For selektion av S. cerevisiae anvindes ett system med tva markorgener. p413TEF
inneholl genen HIS3 som dr nddvandig for histidinsyntes och p416TEF inneholl URAS som ér nédvandig
for att syntetisera RNA utan tillsatt uracil. Da den S. cerevisiae-stammen som anvindes, CEN.PK113-
11C (-URA3-HIS3), saknar HIS3 och URAS3 kan den inte viixa i ett histidin- och uracilfattigt medium.
Vixer de pa selektionsmediet betyder det att de har tagit upp plasmiderna.

En promotor- och terminatorregion, TEF! och CYC1, fanns i bada plasmider for integrering av alla
nodvandiga fragment. Denna specifika promotor har visat sig vara en stark promotor och fungerat vl
vid uttryck av bland annat GFP [g].

Slutligen innehdll plasmiderna regionen CENG6, vilken fungerade som en centromer vid celldelning av S.
cerevisiae. Denna gen kunde da bidra till stabilisering och dirmed 6ka chanserna till att det genetiska
materialet inte fordelades ojamnt mellan moder- och dottercell.

CEN/ARS CEN/ARS,
HIS3
AmpR /
p413TEF A"k p416TEF
/

f1 ori \ f1 ori

\

pUCorl pUC ori N

Tevci v - \'%' Teyc

PrEF1 Prir1

Figur 3: Illustration 6ver de tva ryggradsplasmiderna, p413TEF och p416TEF, med dess element som anvéindes
som grund for att konstruera de nédvindiga komponenterna i Y.lipolyticas n-alkaninducerade system.

Fragment innehallande de nédvindiga delarna av Y. lipolyticas system integrerades till p413TEF respek-
tive p416TEF. Tidigare projekt och forskningsarbete som undersckt detta omrade hade tagit fram lyckade
fragment[8]. Aven nya strategier anvindes for att fi systemet att fungera optimalt. De redan framtagna
fragmenten bestod av Yasl, Yas2 respektive Yas3 med promotor och terminator, vilka bendmndes som 4a,
4b och 4c. Dessa fragment illustreras i Figur |4} Forutom dessa anvéndes dven en GFP-gen for integrering.



Det var denna gen som slutligen forvintades att ge det visuella resultatet pa n-alkanernas verkan i sy-
stemet hos S. cerevisiae. En ny strategi grundade sig i att anvinda sig av Y. lipolyticas originalpromotor
ALK1, vilken fanns naturligt i Y. lipolytica. Férhoppningen var att Yasl,Yas2 och Yas3 skulle integreras
béttre och efterlikna systemet till sa hog grad som mojligt. Oséikerhet fanns i om P 4px; skulle fungera
pa samma sétt 1 S. cerevisiae, da denna tillhérde en annan art. Denna oséikerhet var en stor anledning
till att en konstgjord promotor anvindes vid tidigare {6rsok[§].

4a
200 400 600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800
Tcyer YAS3 PrEF1
200 400 600 800 1,000 1,200
Prex1 YAS1 TapH1
4c
500 1,000 1,500 2,000
Trocs YAS2

Figur 4: Illustration 6ver fragment 4a, 4b och 4c. Fragmenten bestar av YAS1, YAS2 respektive YAS3, som
tillsammans utgor delar av Y. lipolyticas n-alkaninducerade system.

Fragmenten integrerades till de tva ryggradsplasmiderna p413TEF och p416TEF vilket resulterade i fem
nya plasmider, som illustreras i Figur [5| Plasmiderna namngavs till pSense (plasmid Sense), tillsammans
med en siffra och/eller bokstav.

e pSense( innehdll p413TEF tillsammans med en GFP-gen, och kom saledes att fungera som en
positiv kontroll och forvintades ge fullt flourescerande uttryck oavsett om n-alkaner var nirvarande
eller ej.

e pSense6B skilde sig fran pSense0 endast i den aspekt att promotorn TEFI var utbytt mot Y.
lipolyticas originalpromotor ALK1. Plasmiden forvintades ge lagt eller inget uttryck eftersom den
var beroende av att Yasl och Yas2 skulle binda till P41 x; for att paborja transkriptionen av GFP.

e pSense5B var en pabyggnad av pSense6B, men innehsll dessutom YAST och YAS2 (fragment 4b
och 4c). Eftersom denna plasmid innehéll de bada transkriptionsfaktorerna som kunde binda till
Parki, sa forvintades flourescensuttrycket bli hogre dn pSense6B.

e pSense9 innehdll ryggradsplasmiden p416TEF tillsammans med YASS (fragment 4a). Da denna
plasmid transformerades tillsammans med pSense5B var Y. lipolyticas n-alkaninducerade system
fullsténdigt. I n-alkanfri miljo forvantades da uttrycket bli mycket lagt eller noll, da Yas3 forvintades
inhibera genen fran att transkriberas. Nér systemet exponerades av n-alkaner forvintades uttrycket
déremot oka.
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pSense0 pSense6B
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GFP

pSense9
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Figur 5: De designade plasmiderna som testas i projektet. Blatt representerar genen av intresse, gront den gen
som kodar det fluorescerande proteinet, beigt plasmidryggraden, rott terminatorn samt svart den promotor som
anvands.

Da alla plasmider var konstruerade och transformerade in i S. cerevisiae skulle de fluorescerande uttrycken
testas med hjalp av en flodescytometer. Forvintade fluorescensuttryck av samtliga plasmidkombinationer
visas i Tabell [

Tabell 1: Latt illustrativt hur S. cerevisiae-stammarna skapades genom kombinationer av plasmider som integreras
och vad kombinationen innebér samt vilket flourescensuttryck som foérvintas av kombinationen.

S c_e;c:;:lszae Plasmidkombination Typ av test Fluofeosi‘é?lrslfliiryck
Negativ kontroll p413TEF+p416TEF Negativ Kontroll Inget
Sense0 pSense0+p416TEF Positiv Kontroll Mycket starkt
Sense6B pSense6B+p416TEF Uttryck av P Ak Svagt
SensebB pSense5B+p416TEF Uttryck av system utan Yas3 Starkt

Svagt i franvaro av alkan
Sense(5B+9) pSense5B+pSense9 Uttryck av system med Yas3 Starkt 5 nArvaro av alken

Samtliga transformationer av dessa fem plasmider skedde i en S. cerevisiae-stam som ej pa egen Vig
kunde producera n-alkaner. Utover dessa, sa konstruerades parallellt en sjéitte plasmid bestaende av
en annan ryggradsplasmid, p2055, tillsammans med YASS, som anvéndes till den n-alkanproducerande
S. cerevisiage-stammen. Denna plasmid innehsll forutom YASS3, markorer for E. coli (AmpR) och S.
cerevisiae (KanMX ), sekvenser for homolog rekombination (X-2 UP/DOWN) samt replikationsstart for
E. coli (pUC ori). Strategin for denna plasmid var att via homolog rekombination integrera YASS med
kanMX direkt in i genomet till en ny S. cerevisiae-stam, da plasmiden for n-alkanproduktion inneholl
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URAS&-markor. Da integrering skett var strategin att dven transformera in pSense5B i S.cerevisiae-cellen
for att testa det n-alkaninducerade systemet i sin helhet. Illustration av p2055+ YASS illustreras i Figur
[6] samt forvintade flourescensuttryck visas i Tabell

X-2 DOWN

Trer

p2055+YAS3

KanMx

\ Prem X-2 UP
{A gossypii
N2
P Tapn1

Prer1
S. cerevisiae YAS3

Figur 6: Nlustration 6ver plasmiden p2055+ YAS8 vars genom innehaller YAS8 med promotor och terminator,
markorer for S.cerevisiae och E. coli (KanMX respektive AmpR), replikationsstart for E. coli (pUC ori) samt
sekvenser fér homolog rekombination (X-2 up/down).

Tabell 2: Léatt illustativt hur S. cerevisiae-stammen, Sense(5B+Alkan) skulle skapas genom att YAS$ via homolog
rekombination introducerats i den n-alkanproducerande S.cerevisiae-stammen, tillsammans med den transforme-
rade pSense5B. Det forvintade fluorescensuttrycket som kombinationen har samt vad de innebér.

S. cerevisiae

—stam Plasmidkombination Typ av test Forvantad Fluorescens
Uttryck av system . .
Sense(5B+Alkan) YAS3 med n-alkanproducerande Starkt om lzog n—alkanproduk.t o
(n-alkanproducerande stam) Svagt om lag n-alkanproduktion
jaststam
3.1.2 PCR

Forst designades primrar vars funktion var att under PCR (Polymeraskedjereaktion) skapa linjira frag-
ment av plasmiderna samt ldgga till en region som var homolog med kanterna av det fragmentet som
skulle inkorporeras in i plasmiden. En forklarande bild 6ver detta visas i Figur [7] For primersekvenser se

Tabell [6] i Bilaga A 811}

Primer 1 Fragment Primer 2
—— |

Figur 7: Nustrerande bild av produkt efter PCR.

Beroende pa fragmentens lingder anviindes tva olika polymeras i PCR:erna, dessa var TaKaRa PrimeSTAR®
HS DNA Polymerase (hirefter benimnd som PrimeSTAR) samt ThermoScientic™ Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase (hérefter bendmnd som Phusion). Bade Phusion och PrimeSTAR har en hog
korrekturlidsningsformaga och noggrannhet, ddremot sa skiljer de sig at nér det kommer till effektiviteten
for olika ldngder pa fragmentet som amplifieras. PrimeSTAR é&r effektivare for langre fragment dér for-
langningstiden i PCR uppskattas till 5 s/kb och for Phusion 15 s/kb [I4]. Da PrimeSTAR é&r dyrare &n
Phusion sa valdes Phusion till de kortare fragmenten och PrimeSTAR till de ldngre for att gora det sa
kostnads- och tidseffektivt som mdojligt. Kontroll att fragmenten var korrekta gjordes med gelelektrofores.
Stegen som anvéndes var en ThermoScientic™ GeneRuler 1 kb DNA Ladder och proven laddades pa en
1% agarosgel med 4% GelGreen. Vid lyckat resultat gjordes en gelextraktion, enligt protokoll i Bilaga A
for att rena fram fragmentet. Temperaturer och cykeltider for PCR av vardera fragment redovisas
i Tabell[7]i Bilaga [8.1.1] Koncentrationerna som anvéints i PCR:erna med PrimeSTAR och Phusion ater-
finns i Tabell [§] respektive Tabell [0]i Bilaga A For PCR-cykelns parametrar se Tabell [10]1 samma
Bilaga.
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3.1.3 Gibsonkloning

Gibsonkloning anvéndes vid plasmidkonstruktionen fér att sammankoppla DNA-fragment som tidiga-
re skapats med PCR. Fragmenten med éverlappande éndar (cirka 20 baspar) sammankopplades i en
isotermisk reaktion. De 6verlappande d&ndarna skapades med primrar i den féregaende PCR:en. Koncent-
rationen av fragmenten méttes med spektrofotometer for att sedan kunna berdkna volymen prov som
skulle blandas med Gibson mastermix. Molkvoten mellan ryggradsplasmiden och fragmentet var 1:4, vil-
ket redovisas i Bilaga A Gibson mastermix innehaller tre olika enzymer; endonukleas, polymeras
och ligas. Endonukleas klipper bort nukleotider pa 5-dndarna, vilket ger klistriga éndar som sedan kom-
plementért binder ihop fragmenten. Polymeras fyller gapet med nukleotider och ligas reparerar dérefter
DNA-ryggraden. Slutresultatet #ir en sammanfogad plasmid med fragmentet infogat i ryggraden [15], se

Figur[§

Bverlappande dndar genom PCR

Endonukleas klipper bort 5’-ande

Polymeras fyller gapet

Ligas reparerar

Figur 8: Gibsonkloning och dess tre olika enzymers funktion. Samma process sker f6r de réda primerparet for att
skapa en cirkulédr plasmid.

I den forsta Gibsonkloningen sa skapades pSense0 och pSense9. pSense0 anvindes sedan i PCR som
fragment for att fa komplementéira dndar sa att den dérefter kunde anviindas som templat i skapandet
av pSense6B. pSensebB skapades genom att fora samman tre fragment i en Gibsonkloning, se Tabell
For fullstindigt protokoll se Tabell [I1] Bilaga A

Tabell 3: Fragmenten som anvindes i Gibsonkloning fér att skapa plasmiderna.

Plasmidkonstruktion | Fragment
p413TEF
pSensel P
p416TEF
pSense9 “da (VASS)
pSensel
pSense6B utan Prer;
Parki
Ppoki
pSensebB 4b (YASI)
4c (YAS2)
p2055
p2055+ YAS3 “Ia (VASS)

3.2 E. colr
3.2.1 Transformation av E. col:

Efter att fragmenten sammanfogats genom Gibsonkloning transformerades plasmiderna in i F. coli med
hjilp av varmechock. Transformation in i E. coli gjordes for att enkelt kunna forvara plasmiderna samt
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for att amplifiera dem. Néar plasmiderna tagits upp av cellerna s fick de forst aterhdmta sig i LB-medium
innan de spreds ut pa en platta innehallande LB-Amp (LB-Ampicillin) medium, mediet forberedes enligt
Bilaga A Transformationen gjordes enligt protokoll i Bilaga A

3.2.2 Verifikation i E. coli

Verifikation av plasmiderna efter transformation gjordes med tre metoder. I den forsta metoden anvéndes
selektionplattor med ampicillin fér att verifiera att plasmiden tagits upp och inkorporerats av E. coli.
Endast de celler som tagit upp den cirkulédra plasmiden erh6ll ampicillinresistens och kunde dérmed véxa
pa en ampicillinplatta. I den andra verifikationsmetoden plockades kolonier fran selektionsplattorna och
fordes over till falcontuber innehallandes LB-Amp, de inkuberades sedan i en 37°C skakinkubator med en
skakhastighet pa 200 rpm 6ver en dag. Plasmiderna renades sedan fram med hjilp av ThermoScientic™
GeneJET Plasmid Miniprep Kit, for protokoll se Bilaga A De renade plasmiderna anvéndes i en
restriktionsanalys, vilka restriktionsenzym som anvindes till vilka plasmider ses i Tabell [I2]i Bilaga A
For fullstéindigt protokoll dver restriktionsanalysen se Tabell [I3]i Bilaga A Foér att bekrifta
lingden sa anvindes gelelektrofores, som beroende pa restriktionsenzym visar band av olika karaktér.
Ryggradsplasmiden anvindes som kontroll, fér att se till sa att fragmentet forts in pa réitt plats. I den
tredje verifikationsmetoden skickades de konstruerade plasmiderna in till Eurofins fér Sangersekvensering
for att kontrollera om nagra mutationer hade uppstatt. For sekvensering med hog séikerhet bor inte mer
dn 800 baspar sekvenseras i rad, darfér delades fragmentet som onskades sekvenseras upp i stycken.
Beskrivning av sekvenseringsstart och slut for vardera plasmid kan ses i Bilaga A Tillbaka fran
sekvenseringen erholls en analys som kunde jamforas i datahanteringsprogrammet Benchling med de
designade plasmiderna som templat.

3.3 8. cerevisiae
3.3.1 Transformation av S. cerevisiae

Innan transformationen odlades cellerna upp i YPD-medium. S. cerevisiae transformerades med LiAc
(Litiumacetat)-metoden. Den anvinder LIAC, PEG (polyetylenglykol), SS(enkelstréingat)-carrier DNA
och en viarmechock. PEG gor 16sningen hydrofob, vilket luckrar upp lipidlagret i cellmembranet. LiAC
neutraliserar DNA:ts negativa laddning, for att det inte ska stétas bort av cellmembranet. SS-carrier
DNA binder in i cellmembranet istéllet for plasmiden, vilket kar sannolikheten att plasmiden kommer
in i cellen, se protokoll och Tabell [14] for komponenter i Bilaga A Nér plasmiden har forts in spreds
cellerna ut pa en platta med selektionsmedium, SD(-HIS)(-URA). I Tabell [1] star de transformer som
gjordes och som sedan anvindes for verifikation och fluorescensmétning.

3.3.2 Verifikation i S. cerevisiae

For att verifiera att transformationen in i S.cerevisiae lyckats genomférdes en koloni-PCR. For att sé-
kerstilla att enbart en koloni underséktes gjordes tva utstrykningar pa selektionsplattor. Fyra kolonier
plockades fran plattan efter transformationen och odlades pa en ny selektionsplatta. Detta upprepades,
fast med kolonier fran den forsta utstrykningen. Efterat plockades tva kolonier fran den andra utstryk-
ningen och férberedes for koloni-PCR, se Bilaga A I forberedelserna infér koloni-PCR tvéttades
16sningen med LiAc och etanol for att fa ut plasmiderna. Tills sist anvindes supernatanten som templat
i koloni-PCR. Dérefter foljer koloni-PCR protokollet f6r Phusion i Tabell[J]i Bilaga A PCR cykeln
foljde Tabell [I5]1 Bilaga A [8:3:2]

3.4 Flodescytometri

Ett SD(-HIS)(-URA)-medium férberedes, se protokoll och komponenterna i Tabell [I6H{17]i Bilaga A
Kolonier plockades och forberedes for flodescytometern enligt Bilaga A Dérefter laddades proverna
pé en platta med brunnar och dess fluorescens mittes genom att anviinda en Guava® ecasyCyte flo-
descytometer. Tva métningar vid olika tidpunkter gjordes for att cellens metabolism, och ddrmed dess
fluorescens, kan skilja sig at i de olika vixtfaserna. Den forsta métningen gjordes nér cellerna var i
glukosfasen och den andra i etanolfasen.
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4 Resultat och diskussion

Utifran syftet att designa en biosensor genom att introducera Y. lipolyticas n-alkaninducerade system,
kopplat till ett GFP-uttryck i S. cerevisiae presenteras forst en kort aterkoppling till metoden, sedan
resultaten och avslutningsvis diskussioner kring resultaten.

Det forsta som gjordes i labbet var en restriktionsanalys for ryggradsplasmiderna p413TEF och p416TEF.
Detta gjordes for att sidkerstélla att de var korrekta innan de anvéndes som grund i skapandet av projektets
plasmider. Ryggradsplasmiderna klipptes med restriktionsenzymet Pstl och de férvintade storlekarna pa
fragmenten var 4400 bp och 1100 bp respektive 3600 bp och 1900 bp, vilket visas i Figur@] (a). 1 Figur@] (b)
visas att det erhallna resultatet, fran en gelelektrofores, matchar in med det forvéintade. For att verifiera
att inga mutationer hade uppstatt skickades ryggradsplasmiderna in for sekvensering. Sekvenseringen
visade att inga mutationer fanns vilket innebar att ryggradsplasmidera var korrekta och kunde anvéndas.

20.0kb

10.0 kb
7.0 kb

5.0 kb
4.0kb

3.0kb

2.0kb
15 kb
1.0 kb
700 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

75 bp

(a) Forvantat resultat. (b) Erhallit resultat.

Figur 9: Gelelektroforesresultatet for verifikation av ryggradsplasmiderna. Stegen som anvindes var GeneRuler ™
1kb. I brunn 1 &r ryggradsplasmiden p413TEF och i brunn 2 &r p416TEF. I (a) visas det férvintade resultatet
och i (b) syns resultatet fran restriktionsanalysen.

4.1 PCR

Elva stycken PCR:er kordes for att amplifiera fragmenten som sedan skulle sammanfogas med Gibsonklo-
ning for att konstruera respektive plasmid. Tva stycken PCR:er for 4a gjordes dér olika primrar anvindes.
Detta pa grund av att dess respektive klistriga d&ndar skulle vara anpassade fér 6verlappa till p416TEF
respektive p2055. De forviantade storlekarna pa fragmenten efter varje PCR presenteras i Tabell [4} For
de lingre fragmenten anviindes polymeraset PrimeSTAR samt en temperaturgradient (> 5000 bp), och
for de kortare anvéndes polymeraset Phusion.
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Tabell 4: Forvantade fragmentstorlekarna for varje PCR.

PCR | Konstruktion Fragm[e;g]s torlek
1 4a (YAS3) 1923
2 p416TEF 5528
3 p413TEF 5591
4 GFP 738
5 Park: 600
6 Ppeki 750
pSensel

! (utan Prpr;) P85
8 4b (YAST) 1356
9 4c (YAS2) 2447
10 4a (YAS3) 1923
11 p2055 6071

Resultatet som erholls fran varje PCR presenteras i Figur I (a) visas en sammanstilld figur éver
PCR-produkterna for konstruktion 4a, p416TEF, p413TEF samt GFP. Bade p416TEF och p413TEF &r
nagot otydliga, vilket formodligen beror pa felladdning i gelen. Tydligare band for dessa finns i Figur
i Bilaga B I (b) visas gDNA samt PCR-produkten for P4k, Ppars och pSense0 utan Prgp;. For
pSense0 utan Prgp; visas resultatet i tva brunnar, da den testades att kora 6ver en temperaturgradient
sa visas produkten vid tva olika temperaturen i (b). Se Figur i Bilaga B for resultatet fran hela
temperaturgradienten for pSense0. gDNA &r det genomiska DNA:t som anvéndes for att amplifera upp
Parki, och dirmed inte en produkt fran PCR:en. I Figur (¢) och (d) visas PCR~produkten for 4b och
4c samt 4a och produkten fran temperaturgradienten fér p2055 som kordes. Resultatet fran varje PCR
stimmer 6verens med de forviintade fragmentstorlekarna i Tabell [

Stege 10 11
Y - o

-’/

(c) (d)

Figur 10: Gelelektroforesresultatet efter alla PCR-amplifieringar av fragmenten som anvidndes. Stegen som an-
viindes var GeneRuler™ 1 kb. Numret éver varje brunn svarar mot PCR-numret i Tabell
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Anledningen till att polymeraset Phusion valdes istéllet for PrimeSTAR till vissa PCR:er var for att den
var billigare. ThermoScientic ™™ DreamTaq™ som ocksa ér ett tillgingligt polymeras och som &r mycket
billigare &n Phusion anviandes dock inte, pa grund av dess mycket hogre felsekvens och darmed storre risk
for mutationer. Enligt Thermofisher™ [16] sa har Phusion en 52 ganger storre korrekturlisningsformaga
an DreamTaq™. For att sikerstélla att inte nagra felsekvenseringar skulle ske s& valdes de mer precisa
polymerasen.

4.2 Plasmidkloning och verifikation

De lyckade amplifieringarna av fragmenten sammanfogades med Gibsonkloning for att konstruera de
onskade plasmiderna. Plasmiderna amplifierades dédrefter genom att transformeras in i E. coli och renades
fram med ett Miniprep Kit. Verifiering av att réatt plasmid hade amplifierats skedde med tre metoder,
selektionsmedium, restriktionsanalys samt sekvensering som alla redovisas under det hér stycket.

4.2.1 Transformation av E. coli.

Gibsonprodukten for vardera plasmidkonstruktion transformerades in i F. coli, som fick vixa pa ett
ampicillinrikt selektionsmedium for att verifiera att plasmiden hade transformerats. En negativ kontroll
gjordes genom att transformera den linjdriserade ryggradsplasmiden till vardera plasmidkonstruktion,
se Tabell [[2) i Bilaga A for respektive plasmids kontroll. En liknande tillviixt férvéintades for alla
transformationer och fér de negativa kontrollerna forvintades ingen tillvixt alls.

Alla transformationer av respektive plasmidkonstruktion fick en forvantad tillvixt, dock sa visades en
tillvixt dven for de negativa kontrollerna. Det tros bero pa sjilvligering av de linjiriserade ryggrads-
plamiderna, da ampicillinresistensen sitter i ryggradsplamiderna. Dérfor valdes ett flertal kolonier som
plasmiderna skulle renas fram ifran, da det fanns en risk att transformationerna endast inneholl rygg-
radsplasmiden istéllet for den onskade plasmidkonstruktionen.

4.2.2 Restriktionsanalys

Efter att en tillvixt av F. coli pa agarplattorna konfirmerats, plockades ett flertal kolonier fran respek-
tive platta. Plasmiderna renades fram och koncentrationen mittes, se Tabell [I§] i Bilaga B [0.2.1] En
restriktionsanalys gjordes enligt Tabell [I2]i Bilaga A for att konfirmera att réitt plasmid hade trans-
formerats. En kontrollklyvning gjordes som referens for att bekrifta att det var rétt plasmid som hade
erhallits. Kontrollen bestod av ryggradsplasmiden som tidigare hade anvénts for att konstruera plasmiden
som transformerades. Samtliga resultat presenteras i Figur [T}

I Figur [L1j(a) visas de forvantade storlekarna for vardera band efter att plasmiderna kluvits. Gelelektro-
foresresultatet som visas i Figur (b) ar plasmiderna som skickades vidare for sekvensering, ihop med
en kontroll, samt innehallet av varje brunn. De band som passade in enligt det férvantade resultatet
bekriftades som lyckade transformationer. En lyckad transformation och amplifiering erholls for varje
plasmid. pSense6B ér i det hér fallet bade en kontroll av pSense5B samt den slutgiltiga plasmiden. Re-
sultatet fran alla de plockade kolonierna visas i Figur 27]i Bilaga B Storleken for respektive erhallet
band fran plasmiderna presenteras i Tabell [5l Av dessa valdes tva, om mojligt, som hade tydliga band
samt en hog koncentration att skickas in pa sekvensering, se Tabell [I8]i Bilaga for koncentrationen
samt vilka som skickades in pa sekvensering. Anledningen till att plasmider med en hogre koncentration
valdes var for att sannolikheten att S. cerevisiae transformationerna skulle lyckas &r storre med hogre
plasmidkoncentrationer.

Tabell 5: Den erhallna storleken pa respektive band fran plasmiderna som amplfierades.

Plasmid Forvintad storlek [bp]
pSensel ~4500 | ~400 ~400
pSense9 ~3300 | ~2000 | ~1300
pSense6B ~4000 | ~1600 | ~1000
pSensebB ~4500 | ~1300 | ~400
p2055+4+YASS | ~4100 ~3400
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Stege 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Stege

20.0 kb

10.0 kb
7.0 kb

5.0 kb
4.0 kb

3.0kb
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1.5 kb
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700 bp

500 bp
400 bp

300 bp
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75 bp

(a) Forviantat resultat.

Stege 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Stege

Stege GeneRuler 1kb

p413TEF (kontroll) - Pvull
pSense0 - Pvull

p416TEF (kontroll) - Kpnl, Sacl
pSense9 - Kpnl, Sacl

pSense0 (kontroll) - Kpnl
pSensebB (kontroll) - Kpnl
pSense5B - Kpnl

p2055 (kontroll) - Sacl
p2055+YAS3 - Sacl

O 00 N o B WM

(b) Erhallit resultat.

Figur 11: En restriktionsanalys 6ver alla designade plasmiderna. I (a) visas det férvéintade resultaten tillsammans
med kontrollerna. I (b) visas vilka plasmider som lyckades transformeras in, tillsammans med respektive kontroll,
samt vad varje brunn innehéll och vad de klyvdes med. Kontrollerna ligger till vinster om den sokta plasmiden
pSense0, pSense9, pSense6B, pSense5B och p2055+ YAS3. Dar pSense6B dr bade en kontroll till pSense5B samt
en slutgiltig plasmid.

I Figur [27] Bilaga B syns att flertal band fran kolonierna, med den transformerade plasmiden, som
ar identiska med kontrollen. Den linjériserade ryggradsplasmiden kan sjilvligeras och ddrmed aterga till
sin ursprungsstruktur, vilket skulle kunna forklarar varfor en del &r transformationer innehaller samma
plasmid som kontrollen.
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Tva olika restriktionsenzym var tvungna att anvindas fér p413TEF-serien, da skillnaden mellan pSense(
(kontroll) och pSense6B inte kunde klargoras med Pvull. For att visualisera alla lyckade transformationer
pa samma bild gjordes en ny gel, se Figur Efter gelelektroforesen med alla plasmiderna pa samma
gel visades nagra oviintade band for klyvningen av p416TEF och pSense9, se Figur 2§ i Bilaga B [0.2.3
Banden beror troligtvis pa att klyvningen inte har skett fullstindigt och lamnat nagra klyvningsstéllen.
Det som tyder pa en ofullstindig klyvning och inte att en felaktig plasmid &r ndrvarande dr att bandet som
dykt upp mellan de férvintade banden &dr mycket svagare. Da en gelelektrofores kors dér koncentration
av de laddade fragmenten #r samma, sa minskar ljusstyrkan pa banden ju ldngre ner fragmenten har
vandrat. Detta pa grund av att hos ett kortare fragment sa binder en mindre méngd av loading-dye in.
Det hér gjorde att restriktionenzymen fick bytas ut fran Sspl till Kpnl och Sacl. I samma figur sa &r
banden for p2055+ YASS lika stora. Det forklaras med att fel plasmid anvindes vid klyvningen.

4.2.3 Sekvensering

De plasmider som visades vara korrekta i restriktionsanalysen skickades in pa Sangersekvensering innan
de transformerades in i S. cerevisiae. Detta gjordes for att aterigen verifiera att genen inkorporerats pa
ritt stélle, samt sa att inga mutationer uppstatt i generna under PCR:en. De plasmider vars sekvensering
var korrekta anvindes sedan for transformation i S.cerevisiae. Resultaten presenteras nedan i figurer
innehallande den delen av plasmiden som sekvenserats. De delarna av plasmiden som sekvenserats ses
overst i figuren, under dem finns ett gratt streck som respresenterar templatet som sekvenseringen jamforts
med. De kortare sekvenserna under templatet &r resultatet fran sekvenseringen, dir roda markeringar
visar var sekvenseringen avviker fran templatet, vilket skulle kunna vara eventuella mutationer. Varje
sekvens técker ungefir 800 bp, for sekvensernas positioner se Bilaga A [8.2.6] Pa slutet av de sekvenserade
delarna minskar sekvenseringskvalitén, vilket medfor att frekvensen av avvikelser &r hogre dér, &ven om
det inte skett nagra mutationer. Om avvikelser avlises pa bada sekvenserna i en Gverlappande region sa
ar det med storsta sannolikhet en mutation. Om det bara finns en avvikelse pa en av sekvenserna i en
overlappande region ar det med storsta sannolikhet sekvenseringsfel. Samtliga sekvenser ér sekvenserade
fran vinster till hoger.

Resultatet av sekvenseringen fér pSense0 presenteras i Figur [I2]och bekréftar att inkorporeringen av GFP
var korrekt. Det finns nagra fa avvikelser i slutet av sekvenseringen samt en i mitten av promotorn P rgp;.
Avvikelserna i slutet av sekvenseringen kan bero pa forsdmrad sekvenseringskvalité. Avvikelsen som finns
i mitten av promotorn Prgp; kan bero pa att manga T ligger pa rad i den regionen vilket forsdmrar
kvalitén pa sekvenseringen. Da inga andra avvikelser observerades valdes plasmiden att anvindas for
transformation till S. cerevisiae.

3. Bee 4. 088

Figur 12: Sekvensering av pSense(. Sekvenseringen técker promotorn Prgr;, GFP samt terminatorn Tcycs

Resultatet fran sekvenseringen av pSense9 visas i Figur [13|och bekréiftar att YASS inkorporerats korrekt.
De fa avvikelser som syns befinner sig i slutet av sekvenseringarna, samt efter promotorn Prgp;. De
eventuella mutationerna som ligger efter promotorn har inte lika stor betydelse som om de hade befunnit
sig i promotorn, dirfor valdes plasmiden att anvindas for transformation till S. cerevisiae.
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Figur 13: Sekvensering av pSense9. Sekvenseringen ticker promotorn Prgr;, YASS samt terminatorn Tcyc:

Resultatet av sekvenseringen av pSense6B presenteras i Figur [14] vilket bekraftar att P opx; samt ARE1
och ARFE2 regionerna inkorporerats korrekt i plasmiden. Endast tva avvikelser visas i figuren och dessa
befinner sig i slutet av en sekvens, samt innan promotorn och efter T cyc;. Da ingen avvikelser observe-
rades i viktiga delar av plasmiden, sa valdes plasmiden att anvinda for transformation till S. cerevisiae.

| ARE1 || AREZ2 |
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Figur 1/4: Sekvensering av pSense6B. Sekvenseringen técker promotorn Park;, ARE1, ARE2, GFP samt termi-
natorn Tcyc:

I Figur [15] redovisas resultatet av sekvenseringen for pSense5B. Den bekréftar att YAS? och YAS2 har
inkorporerats korrekt. Alla avvikelsers som syns, férutom en som befinner sig i borjan av YAS1, befinner
sig i1 slutet av sekvensen. Da avvikelsen i YASI bara visas pa en av de tva sekvenserna i den 6verlappande
regionen beror det antagligen pa sekvenseringsfel. Avvikelsen som syns vid ~bp 7700 befinner sig i borjan
av YAS2 promotor P pgiy, vilket skulle kunna vara ett problem. Sekvenseringen visade dock pa lag kvalité
vid den regionen vilket kan forklara varfor den visar en mutation &ven om den kanske inte existerar och
dérfor valdes plasmiden for transformation till S. cerevisiae.
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Figur 15: Sekvensering av pSense5B. Sekvenseringen técker promotorn Ppgr; at bada hallen, YASI, terminatorn
Tapui, YAS2 och terminatorn Tppcs

Resultatet for sekvenseringen av p2055+ YAS3 presenteras i Figur [L6|och verifierar att YAS3 inkorpore-
rats korrekt. Nagra fa avvikelser finns i slutet av de olika sekvenserna samt en mutation som befinner sig
emellan de tva P rgp;-promotorerna. Da ingen annan mutation befann sig i nagon viktig gen anvindes
plasmiden for transformation till S. cerevisiae.

Promotor Promotor
S.cerevisiage A. gossypii

3,000 4.0e9¢ o, 000

Figur 16: Sekvensering av p2055+ YAS3. Sekvenseringen técker promotorn Prgri, for bade S. cerevisiae och A.
gossypii, YAS3, terminatorn Tapmy, samt storre delen av KanMX

4.3 Transformation och verifikation i S. cerevisiae

Plasmiderna med minst avvikelser i sekvenseringen valdes att transformeras in i S. cerevisiae. Sedan
gjordes méatningar av fluorescensen hos de nyskapade S. cerevisiae-stammarna: negativ kontroll, Sense0,
Sense6B, Sense5B och Sense(5B+9). For att verifiera att plasmiden hade tagits upp anviindes tva metoder,
selektionsmedium och koloni-PCR.

4.3.1 Transformation av S. cerevisiae

Den forsta bekréftelsen att transformationen av S. cerevisiae lyckades gjordes genom att se ifall en tillvaxt
hade erhallits pa ett uracil- och histidinfattigt medium. En tillviixt dr féorvintad om transformationen
lyckats, da plasmiderna ger cellen formaga att 6verleva utan tillsatt histidin och uracil. Resultatet visade
att alla plasmidtransformationer lyckades. Alla stammar gav ungefir en liknande tillvéixt i antal kolonier
(~100) forutom Sense(5B+9), dir ett firre antal kolonier syntes (~20). Det hir indikerar att bada
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plasmiderna tagits upp under transformationen, da transformationen med endast pSense5B gav en mycket
tydligare tillvixt. Nagot hade rubbat tillvixten i den gemensamma transformationen, troligtvis pSense9.
Négot annat som tyder pa att bada plasmiderna tagits upp var att cellerna 6éverlevde pa selektions-mediet.
Utan bada plasmiderna hade inte cellerna inte dverlevt. For att vara siker pa om alla plasmider tagits
upp korrekt gjordes en koloni-PCR.

4.3.2 Koloni-PCR

For att verifiera att ritt plasmid tagits upp gjordes en koloni-PCR. Plasmiderna fran S. cerevisiae-
transformationen renades fram och specifika primrar valdes for att kunna amplifiera upp en del och
sikerstélla att ratt plasmid var nirvarande.

Resultatet fran koloni-PCR:en presenteras i Figur Kontrollen fungerade som en positiv kontroll,
vilket innebar att om koloni-PCR:en visade samma som kontrollen sa var ritt plasmid nérvarande i S.
cerevisiage-stammen. Ett test av en transformation med P pgi; utfordes ocksa med en positiv och negativ
kontroll. Till den positiva kontrollen anvéindes primrar som borde binda in till plasmiden. Till den negativa
kontrollen anvéandes primrar som inte borde binda in till plamsiden. I resultatet fér den positiva kontrollen
forvantades ett band synas medan inga band forvintades synas for den negativa kontrollen. Anledningen
till att testet utfordes var for att faststéilla att potentiella fel som kunde uppsta berodde pa koloni-PCR:en
och inte andra faktorer sdsom rening, ineffektivt polymeras eller for laga/hoga koncentrationer.

Alla kontroller visade ett band vid den forvéintade lingden, vilket innebar att koloni-PCR:en lyckades for
dessa. Alla plasmider fran de olika stammarna visade ocksa band vid forviantad ldngd, forutom pSense9
i Sense(5B+9), dir endast ett nagot svagare ovéntat band syntes vid 750 bp. P& grund av det fanns
det en mojlighet att transformationen av pSense9 inte lyckades. Samtidigt borde ingen tillvixt ha skett i
detta fall, da den stammen skulle sakna féormagan att overleva utan tillsatt uracil. Andledningen till att
resultatet inte blev som forvintat kan bero pa att ena primern, F, som anvindes och skulle binda in till
pSense9 &dven kunde binda in till pSense5B, som var nirvarande da de transformerades ihop. Detta skulle
kunna ha stort PCR:en och ddrmed &ven forklara bandet som syns vid 750 bp. For att kunna verifiera
att pSense9 var nirvarande hade tva nya primrar behovs bestéllas som endast binder in till pSense9.
Bandet som syns for SenseQ dr nagot svagare dn dess kontroll vilket troligtvis beror pa en nagot ligre
koncentrationen. Kontrollen fér Sense6B (pSense6B) visar ett tydligt band vid 600 bp vilket férviintas.
Den visar &ven nagra ovéntade band vid 2000-3000 bp vilket kan beror pa att annat verblivet cellmaterial
fran plasmidreningen finns med.

8 9 10 11 Stege

Stege  GeneRuler™ 1kb
pSense0 (Kontroll)
Sense0

pSense6B (Kontroll)
SensebB

Prak1 (Positiv kontroll)
Prax1 (Negativ kontroll)
pSense5B (Kontroll)
Sense5B

Sense(5B+9)

10 pSense? (Kontroll)

11 Sense(5B+9)

W o~ OO B WM

Figur 17: Resultatet fran koloni-PCR for alla transformationer tillsammans med en kontroll. Stegen som anvéndes
var GeneRuler 1 kb och vad varje brunn innehéll presenteras hoger om gelelktroforesbilden.
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I Figur [29]i Bilaga B[9.2.4] syns det forsta resultatet, och utifran det valdes de PCR:er som misslyckades,
Sense0 och Sense9, att géras om. Figur [17] visar en sammanstélld gelelektroforesbild 6ver de transforma-
tionerna som lyckades, da tva tester kordes for varje transformation. Transformationen i den alkanpro-
ducerande stammen med p2055+ YAS3 valdes att inte fortsidttas med efter jiasttransformationen, da fel
fragment blev transformerad. Detta upptécktes under restriktionsanlysen, se Figur 28] Bilaga B [0.2.3] da
banden pa p2055 och p2055+ YASS var identiska. Det som transformerades till S. cerevisiae var p2055
utan YASS3. Vid gelextraktionen borjade misstankarna uppsta da banden ansags vara for néra varandra
vilket de inte forvintades vara men transformationen genomfordes och en tillvixt erholls dven for dessa.
Detta beror antagligen pa att p2055 utan YASS ocksa innehdll en KanMX-markor, vilket gjorde att den
kunde vixa pa selektionsplattan. Nagra vidare studier for den alkanproducerande stammens fluorescens,
samt en verifikation med koloni-PCR gjordes inte pa grund av tidsbrist.

4.4 Flodescytometri

En flédescytometer anvindes for méta fluorescensen hos de fem olika S. cerevisiae-transformationerna:
Negativ kontroll, Positiv kontroll (tidigare bendmnt som Sense(), Sense6B (test av Park;), SensebB
(kontroll av systemet utan Yas3) och Sense(5B+9) (kontroll av systemet med Yas3). Forst forbereddes en
overnattskultur for respektive kultur, och tva kolonier plockades for att se om det fanns nagon signifikant
skillnad mellan varje kultur. Dérefter gjordes tva fluorescensmétningar, en under glukosstadiet och en
under etanolstadiet, for att jamfora dess metabolita paverkan for P 4 x; och systemet med Yasl, Yas2
och Yas3. Det forviintade uttrycken redovisas i Tabell [I]i Metod och material

Den forsta absorbansmétningen av dvernattningskulturerna gav ingen tillvixt for kulturen Sense(5B+9).
Den visade tidigare sédmre tillvixt jamfort med de andra transformationerna, vilket pSense9 skulle kunna
vara anledningen till. Detta diskuteras i det tidigare avsnittet i [Resultat och diskussion|[4.3] Kulturen
Sense(5B+9) fick fortsitta sin tillviixt och visade en mérkbar tillvixt forst efter 4 dagar. I Figur [1§| visas
resultatet fran den forsta métningen under glukosstadiet for alla transformationer, férutom Sense(5B+9).
X-axeln visar fluorescenensen i logaritmisk skala. Ju ldngre at hoger pa axeln, desto mer fluorescens har
cellerna. Y-axeln motsvarar antalet celler som uttrycks vid just den fluorescensen, alltsa ju hégre amplitud
desto fler celler med den fluorescensen dr nérvarande. Da proverna forbereddes spiddes de till samma
totala cellantal i varje prov, vilket arean indikerar, da den uppskattningsvis 4r samma for alla métningar.
Den negativa kontrollen har ett uttryck vid 10!, vilket inte innebér att den har ett fluorescensuttryck, utan
antas vara bakgrundsbrus och sédtts som nollpunkt. Resultatet bor betraktas med relativa virden med
avseende pa den negativa kontrollen snarare &n med absoluta vérden. Intresset lag i att se om Sense6B
och SensebB ger ett hogre uttryck &n den negativa kontrollen.

Bade den negativa kontrollen (a), Sense6B (b) och Sense5B (c) visar smalare pikar vilket indikerar att
manga av cellerna i de proverna gav ett liknande fluorescensuttryck. Den positiva kontrollen (d) gav inte
en lika hog pik som de andra, utan dess celler har en mycket hogre varians. I ett optimalt fall borde
den positiva kontrollen gett en liknande pik, dock vid en hogre fluorescens. Den tidigare toppen kan dels
bero pa doda celler, samt att alla cellerna kanske inte ger ett uttryck pa grund av mediet eller andra
omgivningsfaktorer. Darmed kan det ldgre uttryck troligtvis férsummas och antas som bakgrundsbrus.
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Figur 18: Forsta fluorescensmétningarna under glukosstadiet illusterad i 5 olika bilder for respektive plasmid
transformation. Kulturen Sense(5B+9) saknas i den hir métningen.

En skillnad i fluorescens dr noterbar mellan negativa kontrollen och Sense6B (test av P41,k ) och Sense5B
(kontroll av systemet). I (e) syns overlappningen dér det gar att se att fluorescensen tkar med Sense6B
och ytterligare med Sense5B. I Figur[19]visas ett medelvirde 6ver fluorescensuttrycken fran resultatet fran
Figur [18| presenterat i stapeldiagram. I (a) sa syns alla métresultaten, och visar en klar skillnad mellan
positiva kontrollen och de resterande. I (b) visas resultat utan den positiva kontrollen, for att tydligare
se skillnaden mellan de olika mé#tningarna. Precis som i Figur (e) syns en mycket klarar bild av att
fluorescensen 6kar med stammarna Sense6B och Sense5B. Dock i jamforelse med positiva kontrollen sa
ar det med inte nagon markant skillnad.
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Figur 19: Tva stapeldiagram 6ver den forsta fluorescensmétningarna under glukosstadiet. I (a) illusteras skillnaden
med den positiva kontrollen och i (b) utan den positiva kontrollen foér att tydliggora skillnaden mellan den negativa
kontrollen, Sense6B och Sense5B. Inga métningar for Sense(5B+9) erholls under forsta forsoket. Fluorescensen &r
enhetslos (arbitrary unit, a.u.)

I Figur [20] visas flddescytometriresultatet for forsta forssket under etanolstadiet. Resultatet foljer samma
monster som i Figur [18] Det verkar finnas en nagot stérre varians hos cellerna i (a), (b) och (c) jAmfort
med innan, da pikarna inte &r lika smala som innan. Den positiva kontrollen (d) visar liknande resul-
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tat. I jamforelse med glukosstadiet syns en tydligare skillnad i 6verlappningen (e). Detta skulle kunna
indikera pa att syntetiseringen &r mer optimal under etanolfasen. Dock sé& finns det en risk att forsta
miéitningarna under glukosstadiet skedde for tidigt, alltsa att cellerna befann sig till viss del i lag-fasen.
P& grund av de misstankarna sa fick cellerna viixa ytterligare nagra timmar i det andra férsoket innan
glukosstadiemétningarna gjordes.
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Figur 20: Forsta fluorescensmétningarna under etanolstadiet illusterad i 5 olika bilder for respektive plasmid
transformation. Kulturen Sense(5B+9) saknas i den hir métningen.

I stapeldiagrammet, Figur syns precis som innan en klarare skillnad. En mer markant skillnad syns
mellan negativa kontrollen, Sense6B och SensebB, dir Sense5B har 6kat mest i skillnad. Skillnaden mel-
lan negativa kontrollen och Sense6B samt Sense5B var ~12.5% respektive ~40% mer fluorescens #n i
glukosstadiet. I etanolstadiet #r skillnaden mellan den negativa kontrollen och Sense6B ~25% och for
SensebB var fluorescensuttryck dubbel sa starkt.
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Figur 21: Tva stapeldiagram 6ver den forsta fluorescensmiétningarna under etanolstadiet. I (a) illusteras skillnaden
med den positiva kontrollen och i (b) utan den positiva kontrllen for att tydliga géra skillnaden mellan den negativa
kontrollen, Sense6B och Sense5B. Inga métningar f6r Sense(5B+9) erhélls under forsta forséket. (arbitrary unit,
a.u.)

P& det andra forsoket 1dt tillvixten ske under en ldngre tid, i 5 timmar istéllet for 3, for att verkligen
siikerstilla att log-fasen hade uppnatts. Detta gjorde fiven att en tillviixt av cellerna fran Sense(5B+9)
syntes. Resultatet under glukosstadiet visas i Figur Den negativa kontrollen (a), Sense6B (b), Sen-
se5B (c) och positiva kontrollen (d) visar precis som innan ett liknande resultat. En nagot hogre varians
i fluorescensspektrat dn forra glukosstadiet &r noterbart, samt den positiva kontrollen verkar ha ett ligre
bakgrundsbrus én tidigare. Foér kulturen Sense(5B+9) (e) forvéntas resultatet vara lik den negativa kon-
trollen, da Yas3 enligt teorin bor fungera som en repressor. Resultatet forvintades dock inte vara exakt
lika lagt som den negativa kontrollen, da en fullstindig inbinding av Yas3 inte forvintas och dérmed en
viss fluorescensuttryck &r mojlig. Det som syns i (e) avviker enligt vad som forviintades. Fluorescensen ér
mycket hogre dn de andra konstruktionerna, férutom den positiva kontrollen, vilket motséiger det teorin
foresprakar. Precis som den positiva kontrollen sa har dven den hér en vildig hég varians i fluorescensut-
tryck. Vid absorbansmétningarna, Tabell [[9}24] i Bilaga B [0.3] sa var koncentrationen mycket ligre for
cellerna fran Sense(5B+9), vilket den har varit i de tidigare fallen ocksa, vilket har indikerat pa att pSen-
se9 kan vara nérvarande. Vad som &dr mojligt till det hdr oviantade resultatet dr att Yas3 har fungerat som
en aktivator istéllet for repressor i systemet. I Y. lipolytica kanske systemet dr mer komplext dn det som
testas i systemet med Yasl, Yas2 och Yas3. Kanske kriavs det fler interagerande proteiner for att Yas3
ska fungera som en repressor. I och med att P ., ar en relativt starkt promotor, jamfért med de andra
promotorerna som anvands sa dr koncentrationen av Yas3 troligtvis mycket hogre an Yasl och Yas2. Av
den anledningen kan det ha paverkat dess interaktioner i cellen. Flodescytometrimétningarna tog betyd-
ligt lingre tid for just de cellerna, och spridningen var mycket hogre, da dven den positiva kontrollen
visade en tydligare pik. Vid granskning av den &verlappande figuren (f), syns en tydligare skillnad mellan
den negativa kontrollen, Sense6B och Sense5B &n under det forsta forsoket, vilket troligtvis innebér att
cellerna med hogre sannolikhet &r inom log-fasen vid den hér métningen.
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Figur 22: Andra fluorescensmétningarna under glukosstadiet illusterad i 6 olika bilder fér respektive plasmid-
transformation.

I stapeldiagrammet, Figur syns den stora skillnaden mellan Sense(5B+9) och negativa kontrollen,
Sense6B och Senseb5B. I jamf{orelse med den positiva kontrollen &r skillnaden fortfarande liten. Fluoresce-
nesen dr nagot lagre i dessa métningarna jamfort med det forsta méatningsforsoket under glukosstadiet.
Anledningen till det skulle kunna vara mediet, annan koncentration vid métningen eller andra faktorer.
Intressanta dr dock férhallandet mellan de olika kulturerna. I forsta forsoket sa hade Sense5B ~40% mer
fluorescens én den negativa kontrollen, i det andra sa var det ~60% mer fluorescens. Likadant fér Sense6B,
da den i forsta forsoket hade ~13% mer fluorescens én den negativa kontrollen och i andra forsoket sa
var det ~30% mer, alltsa en mycket klarare skillnad. Det hir kan beror pa att i andra forsoket méttes
fluorescensen 2 timmar senare under glukosstadiet &n den forsta métningen. Det kan har gjort att den
har kommit lingre in i log-fasen.
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Figur 23: Tva stapeldiagram 6ver den andra fluorescensmétningarna under glukosstadiet. I (a) illusteras skillnaden
med den positiva kontrollen och i (b) utan for att tydliga gora skillnaden mellan den negativa kontrollen, Sense6B,
Sense5B och Sense(5B+9). (arbitrary unit, a.u.)

Jamfort med de tidigare figurerna fér resultaten (a), (b), (c) for lddescytometrin avviker inte Figur
Miétningen for Sense(5B+9) (d) verkar var nagot forskjuten till vénster, alltsa nagot ldgre fluorescensut-
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tryck. Den positiva kontrollen (e) har en nagot hogre topp vid 10! #n i de tidigare fallen. Overlappningen
i (f) liknar 6verlappningen hos de andra métningarna och en skillnad ses mellan de olika stammarna.
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Figur 24: Andra fluorescensmétningarna under etanolstadiet illusterad i 6 olika bilder for respektive plasmidtrans-
formation.

Till skillnad fran glukosstadiet sa verkar Sense(5B+9) inte vara sa markant mycket hogre dn den negativa
kontrollen, Sense6B och Sense5B vilket syns i Figur Vid nédrmare titt av datan sa &r skillnaden
mellan negativa kontrollen och Sense6B, Sense5B och Sense(5B+9) ~30%, ~60% respektive ~600% i
glukosstadiet. I etanolstadiet sa &r skillnaden ~30%, ~90% samt ~300%. Sense(5B+9) har néstan halverat
sitt uttryck i forhallande till den negativa kontrollen under etanolstadiet. En annan noterbar sak ar att
absorbansen for Sense(5B+9), Tabell i Bilaga B [9.3] &r inte ldgst utan hogst av alla. Det hér skulle
kunna bero pa att fler kolonier plockades till det mediet fran Sense(5B+9) jamfor med andra. Som tidigare
observerat sa har den behovt en liangre tillvixt och ddrmed kanske inte hunnit komma in i log-fasen som
de andra kulturerna. Didrmed kanske en del celler fortfarande befann sig i lag-fasen under métningen i
glukosstadiet och med det paverkat fluorescensuttrycket.
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Figur 25: Tva stapeldiagram 6ver den andra fluorescensmétningarna under etanolstadiet. I (a) illusteras skillnaden
med den positiva kontrollen och i (b) utan for att tydliga gora skillnaden mellan den negativa kontrollen, Sense6B,
Senseb5B och Sense(5B+9). (arbitrary unit, a.u.)
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5 Slutsatser

Fran resultatet kan ett antal slutsatser dras. Ryggradsplasmiderna, vilka anvindes som grund i skapandet
av alla plasmider, visades med hjilp av restriktionsanalys och Sangersekvensering vara korrekta. Alla 6ns-
kade plasmider skapades utan att nagra mutationer uppstod i viktiga delar av dem, &ven detta verifierades
genom Sangersekvensering. Transformationen in i F.coli bekréiftades med selektionsplattor och tillvixt
fanns pa samtliga. Koloni-PCR visade att transformationen in i S. cerevisiae lyckades for alla plasmider
utom pSense(5B+9). Da andra faktorer tydde pa en lyckad inkorporering av pSense9 drogs slutsatsen att
sjalva koloni-PCR:en, och inte transformationen, misslyckats. Det kunde dock inte sékerstéllas att det
faktiskt var pSense9 som inkorporerats.

Resultatet fran flddescytometrin indikerar att Y. lipolyticas n-alkaninducerade system inte fungerar exakt
likadant i S. cerevisiae som det gor i originalorganismen, samt att det till olika grader gar att inducera
originalpromotorn ALK1. I de tidigare studierna som gjorts angaende det regulativa systemet i Y. lipo-
lytica visade det att Yas3 fungerade som en repressor samt att Yasl och Yas2 fungerade som aktivatorer.
Eftersom att de celler som tagit upp pSensebB, vilken innehdll generna som kodar fér Yasl och Yas2,
visade ett hogre uttryck av fluorescens én de celler som inkorporerat pSense6B tyder det pa att de tva
tidigare ndmnda proteinerna fungerar som aktivatorer dven i S. cerevisiae. Vad som déremot inte verkar
ha samma funktion i S. cerevisiae dr Yas3, da de celler som tagit upp bade pSense5B och pSense9 visade
ett hogre uttryck av fluorescens dn de som tagit upp pSense5B samt en ryggradsplasmid. Detta tyder pa
att under de forhallanden som métningarna gjordes vid, fungerar dven Yas3 som en aktivator i S. cerevi-
siae. Fenomenet kan kanske forklaras av att det mdjligen finns ett antal viktiga proteiner i Y. lipolytica,
som &r visentliga for att Yas3 ska fungera som en repressor, vilka saknas i S. cerevisiae.

Da transformationen av pSense5B, samt inkorporeringen av YAS3 genom homolog rekombination, in till
den n-alkanproducerande stammen inte lyckades, fanns det begrinsade mojligheter att testa hur systemet
fungerade i nérvaro av n-alkan. Eftersom n-alkan har svarigheter att diffundera in till cellkdrnan valdes
det att inte utféra nagra experiment déir n-alkan tillsattes externt, vilket resulterade i att systemet aldrig
testades da n-alkan var nérvarande.

Da resultatet tyder pa att originalpromotorn induceras av Yas3 skulle det kunna vara mojligt att fa ett
fluorescensskifte vid tillsatts av n-alkan, men da inga fluorescensmétningar gjordes i nérvaro av n-alkan
kan inget definitivt séigas om hur vidare det gar att anviinda den modifierade versionen av Y. lipolyticas
n-alkaninducerade system, vilken skapades i projektet, som en biosensor i S. cerevisiae.
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6 Framtida Studier

Fortsatta studier krdvs for att kunna skapa en fungerande biosensor i S. cerevisiae med hjilp av det
n-alkaninducerade systemet fran Y. lipolytica. Intressanta aspekter att studera i framtiden &r andra
plasmidkombinationer, fluorescensmétningar i néarvaro av n-alkan, proteininteraktioner samt proteinlo-
kalisering.

Fluorescensmétningarna av plasmidkombinationen pSense5B-+pSense9 gav ett annat uttryck édn det for-
véantade, vilket innebér att framtida studier av pSense9 hade varit av intresse. Da det inte kunde bekréftas
via koloni-PCR att pSense9 hade transfomerats in i S. cerevisiae tillsammans med pSense5B hade det
varit intressant att testa metoden igen med andra primrar, tider samt temperaturer fér att se om nagot
resultat fas. Det hade dven varit av intresse att testa plasmidkombinationen pSense6B+pSense9. Detta
pa grund av att undersoka hur Yas3 skulle interagera med P 4 x; utan Yasl och Yas2.

P& grund av tidsbrist gjordes inga métningar i nirvaro av n-alkan. Dérfor hade det varit av intresse att
utféra méatningar med tillsats av n-alkan externt samt métningar med en n-alkanproducerande jéststam
for undersoka hur systemet reagerar i ndrvaro av n-alkaner. For att det ska vara mojligt att géra méatning-
ar med en n-alkanproducerande jiststam behover systemet implementeras. Det innebér att YASS fran
konstruktionen p2055+ YASS behover integreras korrekt med hjialp av homolog rekombination, for att
sedan transformeras in i den n-alkanproducerande jéaststammen tillsammans med plasmiden pSense5B.

Da systemet ursprungligen kommer ifran Y. lipolytica &r det okéint hur det fungerar i S. cerevisiae. Dérfor
behovs fler studier av systemet utforas i S. cerevisiae. Interaktion mellan Yasl, Yas2 och Yas3 hade varit
intressant att studera, vilket skulle kunna géras med FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). I
Y. lipolytica lokaliseras Yas3 till det endoplasmatiska nétverkets membran vid nérvaro av n-alkan medan
Yasl och Yas2 &r lokaliserade i cellkéirnan. Genom att koppla Yasl, Yas2 och Yas3 med GFP och gora
ett sa kallat fusionsprotein, hade det varit mojligt att undersoka proteinernas lokalisering i S. cerevisiae
vid nérvaro och franvaro av n-alkan.
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8 Bilaga A

Bilaga A innehaller de bilagor som &r kopplade till Metod och material.

8.1 Konstruktion av plasmider

8.1.1 Omfattande information om primrar och PCR:erna

Tabell 6: Sekvenser for de primrar som anvinds for att konstruera respektive plasmid.

Namn \ Primer \ Primrar Eurofins

pSense0
A GFP TTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTGCTATG
B p413TEF | ATGCGAATCCCCGGGTTAATTAAC
C p413TEF | CTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
D GFP TCATGTAATTAGTTATGTCACGC
pSense9
E 4a GGCCGGTACCCAATTCG
F p416TEF | GCAAATTAAAGCCTTCGAGC
G p416TEF | CAAAATGTTTCTACTC
H 4a GAGCTCCAGCTTTTGTTC
pSense6B
I Parki GAGCTCCAGCTTTTGTTC
J pSense0 CAGTGATGAGGACACACTC
K pSense0 AGTGCAGGAGTATTCTGGG
L Park: ATGCGAATCCCCGGGTTAATTAAC
pSense5B
M pSense6b | ACGCACAGATATTATAACATCTGC
N pSense6b | CATGCCGGTAGAGGTGTG
0] 4b ACGCACAGATATTATAACATCTGC
P 4b CATGCCGGTAGAGGTGTG
Q 4c TTGACGTGGCTGAACAAC
R 4c ATGCACTTATCCCATCCTC
S Ppaki TTTGTTATATTTGTTGTAAAAAGTAGATAATTAC
T Ppaki ACGCACAGATATTATAACATCTG
p2055+ YAS3
a 4a GTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAG
b p2055 TCAGGCGTCACCCATTTC
c p2055 ATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTAC
d 4a GATCGCGTCAGCTGAAGCTTC
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Tabell 7: En 6vergripande tabell éver alla PCR-amplifieringar som gjordes for att skapa konstruktionerna. Med
primrar, polymeras, temperatur, tid samt férvéntade storleken kopplad till varje konstruktion. Temperatur och
tid dr hybridiseringstemperatur och férlingningstid.

PCR | Konstruktion | Primer | Polymeras | Temperatur Tid Fragm[e};g]s torlek
1 p413TEF é PrimeSTAR | Gradient 53-65°C | 6 min | 5591
2 p416TEF }EI PrimeSTAR | Gradient 57-72°C | 6 min | 5528
3 GFP g Phusion 67°C 1 min | 738
4 4a g Phusion 54°C 2 min | 1923
5 (utglsleﬁiesm) i PrimeSTAR | Gradient 58-68°C | 7.5 min | 5855
6 Parki IL]( Phusion 56°C 1 min | 600
7 4b 1\1\}[ Phusion 61°C 2 min | 1356
8 4c 8 Phusion 59°C 2min | 2447
9 Pprok: ?{ Phusion 60°C 2 min | 750
10 p2055 3 PrimeSTAR | Gradient 65-75°C | 6 min | 6071
11 4a E Phusion 60°C 2 min | 1923

8.1.2 Gelextraktion-protokoll

Extraktion av plasmider ur gel gjordes med hjilp av ThermoScientic™ GeneJET Gel Extraction Kit.

1.

Geldelen innehallandes DNA-fragmentet fran gelelektroforesen skérs ut med hjélp av en steril skal-
pell och placeras i en forvigd 1,5 ml tub. Vig och notera massan pa den utskurna geldelen. Da
DNA:t sedan ska anvéndas till Gibsonkloning dr det viktigt att gelen inte utsétts for UV-ljus som
kan forstora det.

. Tillséitt 1:1 volym av Binding Buffer (volym:vikt)

. Inkubera gelmixen pa 50-60°C i 10 min tills gelen 16sts upp helt och hallet. Vortexa och for sedan

over 16sningen till en GeneJET purification column. Lésningen ska vara gul for att indikera optimalt
pH.

. Centrifugera i 1 min. Sling det som flodat igenom. Om gellésningens volym oéversteg 800 ul sa

upprepades detta steg.

. Tillsétt 700 pul Wash Buffer och centrifugera i 1 min. Slang det som har flodat igenom.

. Centrifugera ytterligare 1 min for att se till sa att all Wash Bufer ar borttagen.

Overfor GeneJET purification column till en ren 1,5 ml tub och tillsitt 50 pl Elution Buffer till
mitten av kolumnen utan att nudda membranet. Centrifugera i 1 min.

. Sléng GeneJET purification column och foérvara det renade DNAt i -20°C.

8.1.3 PCR-protokoll

Koncentrationen av DNA for primers samt templatet i bada protokollen bor ligga mellan 10-20 ng/ul for
bésta resultat. Spiadningar har ddrmed gjorts for att uppna énskad koncentration.
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Tabell 8: Matt for en TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymerase PCR-reaktion.

Komponent | Volym
Vatten 31.5 ul

5x PCR buffer 10 pl

2.5 mM dNTP 4ul

Primer 1 1.5 pl
Primer 2 1.5 pl
Templat 1 pl

PrimeSTAR 0.5 pl

Tabell 9: Matt for en ThermoScientic™ Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase PCR-reaktion.

Komponent Volym
Vatten 32,5 pl
5x Phusion HF buffer 10 pul
10 mM ANTP 1l
10 pl Primer 1 2,5 pl
10 pl Primer 2 2,5 ul
Templat 1 pl
Phusion DNA Polymeras | 0,5 pul

Tabell 10: Tid och temperatur for PCR-reaktionerna. Varialbelvirden for vardera reaktion kan ses i Tabell under
temperatur och tid.

Temp Tid
Initial: 98°C 3 min
98°C 10 s
Cykel: | Variabel 30 s
72°C Variabel
Final: 72°C 10 min

8.1.4 Gibsonkloning

Fragmentet har molkvoten 4:1 mot ryggradsplasmiden. Volym for tillsatt ryggradsplasmidlésning ber#k-
nas fran koncentrationen, enligt

Vryggradsplasmid = % (1)
Cryggradsplasmid
dér Vyyggradsplasmia [1tl] &r volymen ryggradsplasmidlésning som behévs for att fa 100 ng ryggradsplasmid
vid koncentrationen, Cpyggradspiasmid [mol/pl]. Volym for tillsatt fragmentlosning &r beroende av mol-
méngden av ryggradsplasmidlésningen och berdknas som en kvot av molmassan mellan fragment och
ryggradsplasmid och koncentrationen av fragmentlosningen, enligt

4 % 100ng . [antal bpi fragment]
Ctragment lantal bpiryggradsplasmid]

(2)

Vfragment =

d&r Viagment (1] &r volymen fragment som behovs for att fa 100 ng fragment vid koncentrationen,
Cfragment [mol/pl]. 4:an &r molkvoten.

Protokoll fér Gibsonkloning redovisas i Tabell
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Tabell 11: Matten som anvindes for Gibsonkloningarna.

Komponent Volym
Gibson mastermix (2x) 10 pul
Fragment Berdknad volym
Vatten Fyll till 20 pl
Totalvolym 20 pl

Losningen tillreds pa is. Sedan inkuberas den i 50°C under 1h. Primers spéddes ut till att inneha en DNA
koncentration inom intervallet 10-20 ng/pul.

8.2 E. colr
8.2.1 Komposition LB-Amp medium

Miéngden ampicillin i LB-Amp mediet berdknades enligt

CAmp * VAmp =CLB * (VAmp + VLB) (3)

d&r camp [mg/ml] dr koncentrationen pa ampicillinet som tillsétts, V 4, [ml] dr volymen ampicillin som
behovs tillsdttas for att for att uppna koncentrationen crp [mg/ml] och (Vamp+Vrp) [ml] dr den totala
volymen pa LB-mediet. Ekvation (4) #ir berikningen med virden for respektive.

(0,1mg/ml % 300ml)
100mg/ml — 0,1mg/ml

Vamn = ¢ = 0,3ml (4)

Mediet forberedes i steril miljo.

8.2.2 Transformation av E. col:

Metod for att transformera F. coli med hjélp av virmechock.

1. Tillsétt 6 pl Gibsonprodukt och 3 ul av en uppklippt ryggradsplasmid utan insert (for kontroll) till
varsin 16sning med kompetenta celler.

2. Inkubera cellerna pa is i 30 min och for sedan 6ver till en virmeplatta pa 42°C i 1 min, i detta steg
inkorporeras plasmiderna in i E.coli.

3. Tillsatt 500 pl LB-medium till cellerna. Inkubera pa 37°C i 1.5 h, detta for att cellerna ska fa tid
till att aterhdmta sig.

4. Stryk ut cellerna pa varsin selektionsplatta, LB-Ampicillin (LB-Amp), och odla éver natten i 37°C.

8.2.3 Plasmidrening

Plasmiderna renades fram fran E.coli med hjilp av ThermoScientic™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit.

1. Resuspendera cellpelleten i 250 pl av Resuspension Solution. Overfor cellldsningen till en micro-
centrifugtub, vortexa eller blanda genom pipettering tills alla cellklumpar &r upplosta.

2. Tillsatt 250 ul Lysis Solution, blanda 16sningen genom att invertera tuben 4-6 ganger tills 16sningen
blir viskts och latt genomskinlig.

Tillsdtt 350 pl Neutralization Solution och blanda omedelbart genom att invertera tuben 4-6 ganger.
Centrifugera i 5 min for att samla cellmaterial och kromosomalt DNA i en pellet.

Overfor supernatanten till en GeneJET spin column.

Centrifugera i 1 min. Sldng det som flodat igenom.

Tillsétt 500 pul Wash Solution och centrifugera i 1 min. Sléng det som flédat igenom.

® N o o e W

Repetera steg 7. Centrifugera ytterligare 1 min for att fa bort all Wash Solution.
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9. Overfor GeneJET spin column till en ny microcentrifugtub. Tillsétt 50 pl Elution buffer till mitten
av spinnkolumnen utan att nudda membranet. Inkubera i 2 min i rumstemperatur och centrifugera

déarefter 1 2 min.

10. Sling spinnkolumnen och forvara den renade plasmiden i - 20°C.

8.2.4 Verifikation av E. coli

Restriktionsenzym som anvéndes med dess forvéntade storlek for respektive plasmid.

Tabell 12: Tabell 6ver restriktionsenzymerna som anvints for vilka plasmider och férvintad fragmentstorlek efter

klipp.
Plasmid Restriktionsenzym | Fragmentstorlek [bp]
p413TEF (kontroll) Pvull 4513, 1078
pSense0 Pvull 4513, 1325, 422
p416TEF (kontroll) Sspl 3464, 2064
pSense9 Sspl 3322, 2064, 1345
pSense0 (kontroll) Kpnl 5306, 954
pSense6B Kpnl 3941, 1567, 954
pSense6B (kontroll) Kpnl 3951, 1567, 954
pSensebB Kpnl 5433, 3941, 1567

8.2.5 Thermo Scientific™ FastDigest™ Restriktions protokoll

1. Forbered reaktionsblandningen vid rumstemperatur enligt foljande ordning:

Tabell 13: Thermo Scientic™ FastDigest™ protokoll éver volymer och komponenter som anvindes.

Komponent Volym

Plasmid DNA | Orenat PCR produkt | Genomiskt DNA
MilliQ vatten* 15 pul 17 pl 30 pl
10X FastDigest®)
buffer
eller 10X 2 pl 2 pl** 5 pl
FastDigest®)
Green buffer
DNA* (upp %ﬂ’fll ) 10 g1l (~0.2 pig) 10 41l (5 pg)
FastDigest@®) enzym 1 pl 1l 5 ul
Total volym 20 pl 30 pl 50 pl

2. Blanda forsiktigt och centrifugera ner med en bordcentrifug.

3. Inkubera vid 37° C i ett viirmeblock eller en vattentermostat i 1 h. ***

4. Inaktivera enzymet (valfritt). ***

Notera:

* Vattenméngden bér korrigeras for att halla den angivna totala reaktionsvolymen. Volymen av DNA
kan skalas upp till 10 ul eller ner till 0.5 ul beroende pa DNA-koncentrationen.

** Endast 2 pl 10X FastDigest@®)-buffert kriivs for renad PCR-produkt i en reaktionsvolym av 30 pl.

***Se analyscertifikatet for enzym- och substratspecifik inkubationstid och enzyminaktiveringsforhallan-

den.
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8.2.6 Sekvensering

Beskrivningen av positionen for varje sekvens samt dess riktning. pSense0
1. Start vid bp ~2300 i riktning med P rgp; .

2. Start vid bp ~2900 i riktning med GFP.

Sekvenseringen téacker Prgr;, GFP och Teoyeg .-

pSense9

1. Start vid bp ~2300 i riktning mot Toyc;.

2. Start vid bp ~2900 i riktning mot YASS.

3. Start vid bp ~3500 i riktning mot P rgp;.
Sekvenseringen técker T oycr, YASS och Prgp;.

pSense6B

1. Start vid bp ~2900 i riktning med Pp k-

2. Start vid bp ~3600 i riktning med GFP.

Sekvenseringen téacker, Parx;, ARE1, ARE2, GFP och Teyeg.

pSense5B
. Start vid bp ~3200 i riktning med Ppgg; -
. Start vid bp ~4000 i riktning med YASI.
. Start vid bp ~4600 i riktning mot Tppcs.

. Start vid bp ~6200 i riktning mot YAS2.
. Start vid bp ~6900 i riktning mot Ppgk; -

1
2
3
4. Start vid bp ~5400 i riktning mot YAS2.
5
6
S

ekvenseringen tacker Ppaky, YASZ, Tapui, Pepcs, YAS2 och Ppak;.

p2055+YAS3

1. Start vid bp ~2800 i riktning mot YASS3.

2. Start vid bp ~3600 i riktning mot YASS3.

3. Start vid bp ~4300 i riktning Prgp; .

Sekvenseringen ticker T opp;, YASS, Prgrp; och KanMX.

8.3

S. cerevisiae

8.3.1 Transformation av S. cerevisiae

Metod for att transformera S. cerevisiae enligt "High-efficiency yeast transformation using the LiAc/SS
carrier DNA/PEG method”.

1.

2.

S.cerevisiae odlas i 3 ml YPD-losning (yeast extract peptone dextrose) éver natt i 30°C.

Spéd ut cell-16sningen till ODgpg = 0.1 med en slutvolym pa 50 ml.

. Odla cell-16sningen i 30°C tills den nar ODggp = 0.6-1.0 (logfasen).

4. Centrifugera tuben i 1000 g i 5 min och avlidgsna supernatanten.

e ®» 3@

Tvétta pelleten i 25 ml och resuspendera i 1 ml 0.1M LiAc (litiumacetat).
For over till 1.5 ml microcentrifugror.

Centrifugera 16sningen igen i 1000 g i 5 min och avligsna supernatanten.
Tillsdtt 0.1M LiAc for att slutvolymen skulle bli 0.5 ml.

Transformationslésningen blandas i ordning enligt:
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Tabell 14: Transformationslésning infor varmechock.

Komponent Volym
YPD-16sning 50 pl

PEG 3350 50% w/v (polyetylenglykol) | 240 ul
LiAc 1M 36 pl
SS-carrier DNA 25ul

DNA + vatten (0.1-10ug) 50 pl

10. Skaka l6sningen kraftigt och sétt i ett 42°C vattenbad i 30 min.

11. Centrifugera 16sningen i 15 s pa 6000 rpm och pipettera bort supernatanten.

12. Resuspendera peletten i 1 ml YPD och inkubera i 30°C i 90 min (recovery).

13. Centrifugera 16sningen igen i 15 s pa 6000 rpm och pipettera bort supernatanten.

14. Resuspendera pellet i 200 pl och for 6ver till selektionsmedium.

8.3.2 Verifikation i S. cerevisiae

Forberedelse for koloni-PCR beskrivs i stegen nedan:

1. Los upp ett antal kolonier i 100 ul 0.2M LiAc. Tillsétt 300 pl 96% etanol och blanda lsningen
noggrant.

2. Centrifugera 16sningen i 20000 rpm i 3 min och avligsna supernatanten.
3. Resuspendera pelleten i 100 ul 70% etanol och centrifugera igen.

4. Avlidgsna supernatanten och torka tuben i 37°C i 10 min.

5. Resuspendera pelleten i 100 pl vatten och centrifugera igen i 1 min.

6. Supernatanten anvinds som templat till koloni-PCR.

Tabell 15: Tid och temperatur for koloni-PCR. Variabelvirdet for pSense0, Ppgk: och pSense6B &dr 1 min da
dessa fragment &r kortare. For pSense5B och pSense5B+pSense9 dr variabelvirdet 2,5 min.

Temp Tid
Initial: | 98°C 3 min
98°C 10 s

Cykel: | 60°C 30 s
72°C | Variabel
Final: 72°C 10 min

8.4 Flodescytometri
8.4.1 Medium till 6vernattskulturen

Instruktionerna nedan ér for SD(-HIS)(-URA) medium

Tabell 16: Foljande tillsattes i 1 L-flaska.

Komponent Mingd
YNB without aa 6.7¢g
CSM -HIS, -URA 0.7¢g

MilliQ vatten 500 ml

39



Tabell 17: Foljande tillsattes i 1 L-flaska.

Komponent | Mingd
Glukos 20 g
MilliQ vatten | 500 ml

Flaskorna autoklaverades och glukosmediet fordes 6ver till YNB-mediet (innehallande CSM -HIS, -URA).
Detta gjordes for att undvika Maillardreaktionen (aminosyror reagerar med glukos for att bilda ett kom-
plex) under uppvarmingen.

8.4.2 Optisk Densitetsmitningar innan flédescytometrin

1.

Overfor cirka en koloni av odlade celler med upptagna plasmider till 5ml YNB-medium i falcontuber.
Duplikat gors for alla plasmidkombinationer.

. Inkubera falcontuberna i 30°C pa skakinkubator (200 rpm) 6ver natten for att viixa forbi lag-fasen.

. Gor OD-métningar av alla prov ndstkommande morgon.

Utifran OD bestdms en volym av vardera falcontub som 6verfors till E-kolvar med en slutgiltig
volym pa 10ml och OD pa 0.1. Volymen som 6verfors bestidms enligt.

0.1 % 10ml

Vceller = W (5)

Inkubera E-kolvarna i 30°C pa skakinkubator (200 rpm) mellan fyra och sju timmar.

. Annu en OD-miitning genomfors. Cellerna ér nu i log-fasen.

Utifran OD bestdms en volym av vardera E-kolv som 6verfors till brunnar som anvénds vid flodes-
cytometrin med en slutgiltig volym pa 200ul och ett OD pa 0.02. Volymen som 6verfors bestdms
enligt

0.02 % 0.2ml

V;:e er —  ~+—~ 6
. ODceller ( )

Inkubera E-kolvarna éver natten i 30°C pa skakinkubator (200 rpm).

. Genomfor énnu en OD-métning néstkommande dag och upprepa steg 7. Cellerna befinner sig nu i

etanolfasen.

Dessa steg genomfordes vid tva olika tillfdllen, dér bland annat inkuberingstiderna varierade mellan de
tva. Tillfillena och dess data visas i Tabell och [24]i Bilaga B[0.3
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9 Bilaga B

Bilaga B &t till for bilagorna kopplade till resultatet.

9.1 PCR

En temperaturgradient éver p413TEF, p416TEF och pSense0 gjordes vid PCR~amplifieringen. De fem
forsta banden visade som forvintat for p413TEF. De tva forsta banden for p416 TEF och alla for pSense0
visade forviantad langd, dock sa &r de forsta fran pSense0 nagot tydligare.

(a) p413TEF (b) p416TEF

(c) pSense0 utan Prrr;

Figur 26: Resultatet f6r p413TEF (a) brunn 1-8, p416TEF (b) brunn 1-8 och pSense0 utan Prgr; (c) brunn 1-8
med en temperaturgradient. Stegen som syns dr GeneRuler™ 1kb

9.2 Restriktionsanalys
9.2.1 Plasmidernas koncentration

De uppmaétta koncentrationenerna fran varje plasmidrening presenteras i Tabell Proverna svarar mot
gelbilderna i Figur Anledningen till att koncentrationen varierar beror pa hur lyckad miniprepen var,
samt inockuleringen i LB-mediet.
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Tabell 18: Koncentrationerna, ¢, 4r uppméitta med en spektrofotometer efter varje plasmidrening. Koncentrationen
dr mitt i ng/ul. Dar data har utlimnats dr pa grund av att ingen koncentration méttes i dessa provréren. Det
som &r inringat dr de plasmiderna som skickades pa sekvensering.

pSense0 pSense9 pSense6B pSense5B pP2055+YAS3
Prov | ¢ [ng/upl] | Prov | ¢ [ng/ul] | Prov | ¢ [ng/ul] | Prov | ¢ [ng/upl] | Prov | c [ng/ul]
172,0 1 134,5 1 139,0 © 1716 1 60,7
152,3 2) 292.6 2 - 2 303,3 2 55,3
3 169,6 3 100,6 @ 328,0 3 512,4 3 39,5
4 128,8 4 402,8 4 - 4 571,3 4 62,1
5 - 5 136,2 5 27,0 5 150,5 @ 91,6
6 - @ 252,2 6 - 6 184,7 6 58,7
7 - - - 7 - 7 43.5 7 53,3
8 . - - 8 161,0 228.1 164,9

Vid den sammanstillda gelelektroforesbilden berdknades en volym sa att varje brunn skulle laddas med
lika mycket DNA. Berikningen gjordes enligt Ekvation

100ng

Cplasmid

Vplasmider - (7)
d&r Vpiasmider [pl] 8r volymen plasmider som skall tillséttas och Cplasmia [ng/pl] dr koncentrationen pa
plasmiden som tillséitts. Da en volym under 0.5 ul erhélls vid ett flertal fall sa avrundades dess upp till
0.5 ul, da en lidgre volym skulle innebéra en oséikerhet i pippeteringen.

9.2.2 Gelelektroforesbilderna for alla plasmiderna

I Figur [27] presenteras gelelektroforesresultaten for alla proverna som testades for alla plasmider. Varje
prov bestod av en koloni som ympats fran de olika agarplattor med respektive plasmidtransformation gjord
pa. I (a) och (b) laddades ingen kontroll pa gelen, utan resultatet jimfordes direkt med det forvéntade
resultatet enligt Benchling. I den sammanstéllda gelen visas dédremot en kontroll for att ldttare illustrera
skillnaden.

Stege 1 2 2 4 2 6 7 8 Stege

S —

(a) Atta testprover med transformation av pSen- (b) Sex testprover med transformation av pSense9
se0 (1-8). (1-6).

Stege K K K KStegel 2 3 4

-

(c) Atta testprover med transformation av pSen-
se6B (1-8). Kontrollen, K var pSense0.

(d) Atta testprover med transformation av pSen-
sebB (1-8). Kontrollen K var pSense6B.
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(e) Atta testprover med transformation av
p2055+ YAS3 (1-8). Kontrollen, K var p2055.

Figur 27: Restriktionsanalys resultatet fér alla plasmiderna. Plasmiderna som sedan skickades pa sekvensering
och inte hade fatt nagon fordndring sammanstélldes och kérdes pa en gemensam gel som presenteras i resultatet,
dir dven det forviintade resultatet visas. Till alla geler anviindes stegen GeneRuler™ 1 kb.

9.2.3 Gelelektroforesbild av felklyvningen

En felklyvning uppstod da alla plasmiderna kordes 6ver samma gel. Ett nytt restriktionenzym fick an-
véindas for att fa ett tydligt resultat som matchar mot det férvintade.

Figur 28: Alla plasmiderna klippt med restriktionsenzym enligt Figur (b) med undantag fér p416TEF och
pSense9 som &r klippta med restriktionsenzymet som anvindes vid forsta klyvningen, Sspl. Ett vagt band &r
synligt mellan de férvintade banden samt nagot ldgre ner. Se pilarna i figuren. Observera att p413TEF och
pSense0 dr klippta med HindIII i den hir figuren det pa grund av att oklara band dék upp mellan de férvintade.
Forsoktet gjordes om med de gamla plasmiderna och problemet férsvann.

9.2.4 Gelbilder 6ver alla tester for koloni-PCR:en

Tva olika kolonier plockades for att se ifall det finns nagon signifikans skillnad mellan kolonierna. Sense(
och Sense(5B+49) vid test av pSense9 verkar inte ha fungerat.
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Stege GeneRuler™ 1kb
1 Sense0 (Koloni 1)
2 Sense0 (Koloni 2)
3 pSense0 (Kontroll)
4 Sense6B (Koloni 1)
5 Sense6B (Koloni 2)
6 pSense6B (Kontroll)
7 PrGK1 (Positiv kontroll)
8 PrGK1 (Negativ kontroll)
9 Sense5B (Koloni 1)
10 Sense5B (Koloni 2)
11 Sense(5B+9) (Koloni 1)
12 Sense(5B+9) (Koloni 2)
13 pSense5B (Kontroll)
14 Sense(5B+9) (Koloni 1)
15 Sense(5B+9) (Koloni 2)
16 pSense9 (Kontroll

Figur 29: Forsta Koloni-PCR forsoket. Vad varje gel innehaller star beskrivet under gelbilden.

9.3 Flodescytometri

I Tabell 19-24 presenteras alla absorbansmétningarna infér flodescytomerimétningarna.

Tabell 19: Tabell 6ver OD-métningarna vid lag-fasen, tillfille 1. pSense9+pSense5B visade ingen eller minimal
tillvaxt, sa valdes att inte 6verforas till E-kolvar. p2055+ YASS inkuberades i felaktigt medium, och vixte ddrmed
inte.

Plasmidkombination | OD, Volym[ml] lag-fas | Inkubationstid lag-fas [h]
p413TEF+p416TEF 2.66, 0.5 17
pA13TEF+p416TEF 2.14, 0.5 17
pSense0+p416TEF 2.3,0.5 17
pSense0+p416TEF 2.69, 0.5 17
pSense6B+p416TEF 2.2,0.5 17
pSense6B+p416TEF 2.1,0.5 17
pSensebB+p416TEF 2.4,0.5 17
pSense5B+p416TEF 2.7, 0.5 17
pSensebB+pSense9 0, - 17
pSensebB+pSense9 0, - 17

p2055+ YAS3 0, - 17
p2055+ YASS3 0, - 17
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Tabell 20: Tabell 6ver OD-métningarna vid lag-fasen. Tillfdlle 2. Léngre tillvixttid pa pSense9+pSense5B med-
forde tillvaxt. p2055+ YAS3 inkuberades separat vid annat tillfialle och togs dérfor inte med i denna métning.

Plasmidkombination | OD, Volym[ml] lag-fas | Inkubationstid lag-fas [h]
pA13TEF+p416TEF 2.4, 0.344 175
pA13TEFp416TER 2.7, 0.476 175
pSense0+p416TEF 2.5, 0.4 17.5
pSense0+p416TEF 2.4, 0.42 17.5
pSense6B+p416TEF 2.3, 0.435 17.5
pSense6B+p416TEF 2.7, 0.37 17.5
pSense5B+p416TEF 1.8, 0.56 17.5
pSensebB+p416TEF 2.0, 0.5 17.5
pSense5B+pSense9 0.1,5 21.5
pSense5B+pSense9 0.55, 1.8 21.5

Tabell 21: Tabell 6ver OD-métningarna vid log-fasen. Tillfille 1.

Plasmidkombination | OD, Volym|ul] log-fas | Inkubationstid log-fas [h]
pAI3TEF 4 pAl6TER 0.35, 11 1
p413TEF+p416TEFR 0.35, 11 4
pSense(0+p416TEF 0.262, 15.27 4
pSense0+p416TEF 0.309, 12.9 4
pSense6B+p416TEF 0.4, 10 4
pSense6B+p416TEF 0.357, 11.2 4
pSensebB+p416TEF 0.25, 16 4
pSensebB+p416TEF 0.35, 11 4

Tabell 22: Tabell 6ver OD-métningarna vid log-fasen. Tillfille 2.

Plasmidkombination | OD, Volym|[ul] log-fas | Inkubationstid log-fas [h]
pAI3TEF+p416TEF 0.46, 9 7
pAI3TEF 4 pAl6TER 0.66, 6 7
pSense0+p416TEF 0.54, 7 7
pSense(0+p416TEF 0.67, 6 7
pSense6B+p416TEF 0.51, 8 7
pSense6B+p416TEF 0.6, 7 7
pSense5B+p416TEF 0.64, 6 7
pSensebB+p416TEF 0.66, 6 7
pSensebB+pSense9 0.52, 7.7 7
pSense5B+pSense9 0.37, 1.8 7

Tabell 23: Tabell 6ver OD-métningarna vid etanolfasen. Tillfalle 1.

Plasmidkombination | OD, Volym|ul] etanolfas | Inkubationstid etanolfas [h]
pA13TEF | p416TEF 54, 0.7 20
pA13TEF+pd16TEF 5, 0.8 20
pSense0+p416TEF 3.42,1.2 20
pSense0+p416TEF 3.64, 1.1 20
pSensc6B+ pA16TEF 5.36, 0.8 20
pSense6B+p416TEF 4.66, 0.9 20
pSensebB+p416TEF 4,1 20
pSense5B+p416TEF 3.6, 1.1 20
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Tabell 24: Tabell 6ver OD-métningarna vid etanolfasen. Tillfalle 2.

Plasmidkombination

OD, Volym[ul] etanolfas

Inkubationstid etanolfas [h]

pA13TEF+pd16TER 14,1 21
pA13TEF+p416TEF 12,1 21
pSense0-+p416TEF 44,1 21
pSense0+p416TEF 5.4, 0.7 21
pSense6B+p416TEF 5.6, 0.7 21
pSense6B+p416TEF 4,1 21
pSensebB+p416TEF 5.6, 0.7 21
pSense5B+p416TEF 5, 0.8 21
pSense5B+pSense9 74, 0.5 21
pSense5B+pSense9 2, 2 21
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