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Abstract

Developing an in vivo enzyme evolution system

By creating mutations in the DNA sequence coding for a protein, the activity
of the protein can be modified. If there is insufficient information for the
use of rational design, random mutagenesis can be used. If this is done in
vitro, mutations are easily targeted at sequences, but the many required
cycles of transformation and DNA extraction are time-consuming. If random
mutagenesis is done in vivo, the process can be continuous, but the mutations
often affect the entire genome. It would be beneficial to be able to combine
the advantages of both in vivo and in vitro methods.

The purpose of this study is to construct a system capable of performing
random but region-specific mutations, using the CRISPR/Cas system. To
test the mutating system, it was targeted in yeast at the wax ester synthase
WS2, which synthesises fatty acid alkyl esters from fatty acids and alcohols.
Mainly alcohols with long carbon chains are used as substrate by WS2. In the
presence of oleic acid, which is toxic for yeast, mutations that favour the use
of alcohols with shorter carbon chains could be selected for. Together with
ethanol, produced naturally by yeast, oleic acid can be used to synthesise
oleic acid ethyl esters, which are less toxic than oleic acid.

Successful construction of vectors expressing WS2 and a dCas9-Mag]1 fusion
protein was achieved. The latter was to be targeted at a specific part of W52
with a gRNA molecule. The vectors were transformed to the yeast strain
Saccharomyces cerevisiae JV04, which showed increased resistance to oleic
acid in some colonies after induction of the mutating system with galactose.
Unfortunately, no mutations were observed in said colonies after sequencing

of WS2.



Sammanfattning

Genom att skapa mutationer i DNA-sekvensen som kodar for ett protein
kan proteinets aktivitet modifieras. Om tillracklig information om enzymets
struktur for rationell design saknas kan slumpméissig mutagenes anviandas.
Om denna utfors in vitro kan mutationerna létt riktas, men de manga cykler
av transformation och DNA-extraktion som behovs dr tidskravande. Utfors
slumpmaéssig mutagenes istéllet in vivo kan det utféras kontinuerligt, men
mutationerna paverkar ofta hela genomet. Det hade varit énskvért att kunna
kombinera fordelar fran bade in vivo- och in vitro-metoder.

Syftet med studien &r att konstruera ett system som kan utféra slump-
visa men till en specifik sekvens riktade mutationer, med utgangspunkt i
CRISPR/Cas-systemet. Som test av det muterande systemet riktades det
for att i jist mutera vaxestersyntaset WS2, som syntetiserar fettsyraalky-
lestrar av fettsyror och alkoholer. Det &r huvudsakligen alkoholer med langa
kolkedjor som WS2 anvinder som substrat. Vid nérvaro av oljesyra, som &r
toxiskt for jast, skulle mutationer som gynnar anvindandet av kortare alko-
holer, till exempel etanol, kunna selekteras. Oljesyra tillsammans med etanol,
som jasten sjilv producerar, kan med muterat WS2 bilda oljesyraetylestrar,
som &r mindre giftiga én oljesyra.

Lyckad konstruktion utférdes av vektorer som uttrycker WS2 och ett dCas9-
Mag]1-fusionsprotein, som med hjélp av en gRNA-molekyl skulle riktas till en
specifik del av WS2. Dessa vektorer transformerades till jaststammen Saccha-
romyces cerevisiae JV04, som efter induktion med galaktos av det muterade
systemet visade hogre resistens mot oljesyra i vissa kolonier. Dessvéarre kunde
inga mutationer hos kolonierna urskiljas efter sekvensering av WS2.
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1 INLEDNING

1 Inledning

Idag har mikroorganismer ett flertal applikationer inom olika industrier, ex-
empelvis for produktion av enzymer och andra proteiner [1]. Den 6kade an-
vandningen av mikroorganismer inom industrin beror pa flera faktorer, bland
annat att genmodifiering av metabola vigar &r mojlig men ocksa att det ar
mojligt att odla upp mikroorganismer i storskalig skala. P4 grund av 6kad
kunskap om mikroorganismer och deras metabola vigar sa har vissa orga-
nismer manipulerats med sa kallad “metabolic engineering”. Exempelvis har
jast modifierats till att omvandla enklare sockermolekyler till olika typer av
biobrénsle [2]. Metabolic engineering kan utnyttjas for att tillverka enzymer,
proteiner och metaboliter i 6nskade méangder. Da manipuleras de metabola
vigarna, exempelvis for att en onskad produkt ska bildas, eller fér att op-
timera hur mycket av den som bildas. Ett vanligt tillvigagangssatt for att
férbattra produktion ar att optimera aktiviteten hos ett enzym i de metabola
vigarna [3].

1.1 Bakgrund

Ett enzyms aktivitet kan &ndras genom att skapa mutationer i DN A-sekvensen
som kodar for enzymet i fraga. Mutationerna som introduceras kan ge 6ns-
kade egenskaper hos enzymet sdsom férdndring av temperaturoptimum eller
produkt- och substratspecificitet. Om det inte finns tillrackligt med informa-
tion om enzymets struktur for rationell design kan slumpméssig mutagenes
anvandas. Da skapas ett flertal olika mutationer som kan ge upphov till
olika fordndringar i enzymets struktur. I processen fér slumpméssig muta-
genes in vitro kravs efter varje mutationssteg transformation av plasmider
och screening av enzymernas nya egenskaper eller selektion fér de enzymen
med onskad aktivitet. De enzym som sedan selekterats gar dérefter igenom
mutagenesen igen for att forbéttras ytterligare [4]. Detta gor att det blir en
tidskrédvande process. En vanlig metod inom slumpméssig mutagenes in vitro
ar error-prone PCR [5]. Da utnyttjas Taq-polymeras, som har hogre felfre-
kvens &n andra polymeras och kan darfér anvindas for att utféra slumpmés-
siga mutationer pa en specifik sekvens. Dock har Taqg-polymeras en tendens
att mutera nukleotiderna adenin och tymin oftare &n guanin och cytosin,
varfor vissa mutationer dr svarare att astadkomma &n andra [6].

Om slumpmaéssig mutagenes istéllet utfors in vivo behdver inte processen
noédvandigtvis ske i cykler av transformation och DNA-extraktion, utan kan
istallet utforas kontinuerligt. Dock har flertalet metoder for slumpmaéssig
mutagenes in vivo nackdelen att de inte ar specifikt riktade till en viss gen,
utan istéllet paverkar hela genomet. Exempel pa metoder for slumpmaéssig
mutagenes in vivo ar behandling med kemikalier vid inkubering och att ut-
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nyttja stammar med mutationsframkallande gener. En nackdel med dessa
metoder ar att hur mycket en viss gen kan muteras begrénsas av att cellen
inte kan 6verleva om genomet i sin helhet far for manga eller for allvarliga
ogynnsamma mutationer [7].

I detta projekt vill vi skapa ett system som kombinerar fordelar med in vivo
och in wvitro slumpméssig mutagenes. Det ska fungera kontinuerligt in vivo
och didrmed inte behdva utforas i tidskrédvande cykler, men samtidigt kunna
riktas att mutera kring en specifik DN A-sekvens likt error-prone PCR.

1.2 Syfte

Syftet med rapporten ar att redogora for utvecklandet av ett system som
slumpvis ska kunna mutera DNA in vivo p& en valbar och dirmed specifik
del av ett genom.

2 Teori

Det system som ska konstrueras for att rikta mutationer in vivo behover dels
en muterande del som kan utféra slumpvisa mutationer, dels en lokaliserande
del som kan riktas mot specifika DNA-sekvenser. Den lokaliserande delen
baseras pa CRISPR!/Cas?-systemet. De delar som kriivs for att systemet ska
fungera kommer att sammanfogas i plasmider med Gibsonsammanfogning.
For transformation av dessa plasmider till jast, som ar den organism systemet
kommer att testas i, anvinds LiAc-metoden.

2.1 CRISPR/Cas-systemet

CRISPR/Cas-systemet finns i manga bakterier och anvéinds naturligt som ett
férsvar mot virus. Korta RNA-bitar uttryckta fran CRISPR-regioner bildar
komplex med Cas-proteiner, som &ar endonukleaser. RNA-bitarna kombineras
pa ett sddant vis att de kan baspara till nagon sekvens i virusets genetiska
material, och positionerar pa sa séitt Cas-proteinet for klyvning [8]. Det har
nyligen visats att CRISPR/Cas-systemet kan utnyttjas for att pa ett regions-
specifikt vis paverka uttrycket av gener i olika organismer. D& nukleasaktivi-
tet ej dr onskvird kan en katalytiskt inaktiv variant av endonukleaset Cas9,
kallat dCas9, paras ihop med gRNA3, en konstruktion som liknar CRISPR-
relaterat RNA, och sedan riktas mot specifika bassekvenser. gRNA har en

!Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
2CRISPR-associated protein
3guide-RNA
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tydligt definierad del som binder till dCas9, och en variabel del som basparar
till en DNA-sekvens pa malgenen. Genom att designa den variabla delen kan
gRNA-molekylen, och darmed det medféljande dCas9, riktas mot specifika
sekvenser [9]. Beroende pa om dCas9 &r lankat till ndgot annat protein eller
inte, och i sa fall vilket, kan olika funktioner uppnas, till exempel geninak-
tivering [9] och transkriptionsreglering [8]. I detta arbete ldnkas dCas9 till
ett muterande protein, se figur 1, for att uppna slumpvisa mutationer pa
malsekvensen.

Muterande protein

dCas9

Malgen I gRNA

Figur 1: dCas9, hiar sammanfogat med ett muterande enzym, riktas till en specifik del
av en gen. Detta sker med hjilp av en gRNA-molekyl, vars variabla del (rédmarkerad i
figuren) &r komplementér till mélsekvensen. Det muterande proteinet kan sedan utféra
slumpvisa mutationer pa denna.

2.2 Test av det muterande systemet

Malgenen som valts for att testa det muterande systemet in vivo kodar for
vaxestersyntas, och bendmns hidanefter WS. Vaxestersyntaser ar involvera-
de i syntesen av fettsyraalkylestrar, &ven kallade vaxestrar, fran alkoholer och
acyl-coenzym A. Om etanol skulle anvéindas som alkohol skulle den bildade
fettsyraetylestern kunna anvéndas som dieselbrénsle. Genom att da utnyttja
jastens egna fermentativa process, dér etanol ar en produkt, kan man skapa
ett biobrinsle om WS ar narvarande. Anledningen till att Saccharomyces ce-
revisiae utnyttjas som vardorganism ar att organismen har flera fordelar att
producera vaxestrar, till exempel dess korta generationstid samt den omfat-
tande kunskapen om dess fettsyrametabolism. WS tenderar att syntetisera
vaxestrar fran alkoholer med langre kolkedjor &n etanol. Dock kan WS fortfa-
rande bilda dessa produkter med etanol, men inte i lika stor méngd [10]. Det-
ta problem skulle kunna atgérdas genom att introducera mutationer sa att
WS blir mer substratspecifikt mot etanol. Fem vaxestersyntaser jaimfordes i
en studie av Shi et al., och dar visades att vaxestersyntaset fran Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, hidanefter bendmnt WS2, har hogst substratspecifi-
citet mot etanol [10]. Dérfor viljs WS2 1 denna studie.

I jaststammen JV04, som anvidnds under projektet och hérstammar fran S.
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Figur 2: Ett muterat vaxestersyntas gor att JV04, som saknar férméga till S-oxidation
samt att bilda lagringslipider, kan véxa vid tillsats av hoga koncentrationer av oljesyra.
Detta mojliggér bildandet av fettsyraetylestrar, som &r mindre giftiga &n oljesyra, av
acyl-CoA och etanol. Etanolen kommer fran jéstens egna fermentativa process.

cerevisiae CEN.PK 113-7D, har fem gener eliminerats. Fyra av dessa gener
ar ARF1, ARE2, DGAI1, och LRO1, vilka ger jasten egenskapen att natur-
ligt kunna inkorporera acyl-CoA i lagringslipider, se figur 2. Avsaknaden av
dessa gener leder till att egenskapen att kunna inkorporera acyl-CoA i lag-
ringslipider elimineras. Den femte genen som eliminerats, POX1, kodar for
ett enzym som bestdmmer flodet av S-oxidationen. I -oxidationen genereras
energi genom att bryta ner fettsyror [11|. For att analysera om det mute-
rande systemet har fungerat och om eventuella mutationer har uppstatt pa
WS2odlas jésten i nérvaro av oljesyra, C,gHg,O,. Detta leder till att méng-
den acyl-CoA 1 jasten kommer att oka, vilket &r giftigt for cellen, detta pa
grund av att acyl-CoA ej langre kan inkorporeras i lagringslipider [12], som
illustreras i figur 2. For att jasten ska kunna véxa i dessa forhallanden kravs
att den kan omvandla acyl-CoA tillsammans med etanol till mindre giftiga
fettsyraetylestrar, vilket katalyseras av WS2. Om jasten erhallit mutationer
som i tillrackligt hog grad okar anvidndandet av etanol som substrat, tillsam-
mans med acyl-CoA, for bildning av fettsyraetylestrar s& kommer cellerna
att vixa vid narvaro av oljesyra.

2.3 Design av den variabla delen i gRNA-molekylen

Den variabla delen av gRNA maste designas sa att dCas9-Magl-komplexet,
dar Magl ar det muterande proteinet, muterar W52, se figur 1. Precis bred-
vid den sekvens till vilken gRNA-molekylen ska binda behéver en PAM?-

4Protospacer-Adjacent Motif
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sekvens finnas, vilket &r antingen de tre baserna NGG eller NAG, dar N &r
en godtycklig bas. PAM-sekvensen utnyttjas av Cas9 (eller dCas9) for att
o6ppna DNA-spiralen, sa att gRNA-molekylen kan binda in [13]. NGG &ar att
foredra framfor NAG, d& den forstndmnda resulterar i hogre Cas9-aktivitet
[14], varfor en sekvens bredvid en NGG-PAM-sekvens valdes.

Troligtvis dr det mutationer i det aktiva sétet for WS2 som paverkar dess
aktivitet mest, och déarfor bor gRNA-molekylen ej binda dér. Aminosyrorna
i position 118, 140, 141, 145, 270 och 271 har visat sig vara viktiga for
enzymets aktivitet [15]. Mutationer av aminosyra 360 kan resultera i att
WS2 i storre utstrackning kan utnyttja kortare alkoholer som substrat [16].
Néarhet till kodonen for dessa aminosyror undveks darfér da den variabla
sekvensen valdes, eftersom gRNA-molekylen utgor ett steriskt hinder for det
muterande proteinet vid inbindningssekvensen.

For att undvika att dCas9-Magl-komplexet blockerar promotorn valdes en
sekvens pa 3’-dnden av WS2 som mall fér den variabla sekvensen pa gRNA-
molekylen. Sekvensen som valdes &r TAAGGGAGCCAGCGTAAGAC.

2.4 Konstruktion av system

Systemet konstrueras av tva vektorer, innehallande nédvéndiga sekvenser for
att det muterande systemet ska fungera.

Den forsta vektorn, se figur 20 i appendix C, har som syfte att skapa ett
proteinkomplex som kan ta sig tillbaka in i cellkirnan och skapa riktade mu-
tationer. Vektorn bestar av fragmenten pGAL1, dCas9-NLS®, samt MAG1.
pGALI &r en inducerbar promotor som kan induceras vid nérvaro av galak-
tos. dCas9-NLS uttrycker dCas9 som med hjilp av gRNA kan riktas mot
WS2. dCas9 uttrycks tillsammans med NLS som méjliggor att det muteran-
de systemet, som uttryckt protein, kan ta sig in i cellkdrnan. MAGI kodar
for det muterande enzymet 3-metyladenin-DNA-glykosylas, som beskrivs i
en studie av Finney-Manchester och Maheshri [17|. Magl ar ett naturligt
forekommande protein i jast som normalt &r involverat i repareringssyste-
met for DNA. Nar Magl &r 6veruttryckt kan det skapa mutationer [17]. For
att Magl och dCas9 ska kunna veckas korrekt infogas en linker mellan dem
bestédende av fem glycinrester.

Den andra vektorn, se figur 21 i appendix C, innehéaller sekvensen som kodar
for WS2 och promotorn pKEX2. pKEX?2 ar en svag promotor som hindrar att
WS2 6veruttrycks, vilket ar viktigt d& det ar lattare att utskilja mutanter vid
lagre oljesyrakoncentrationer. Om WS2 6veruttrycks kan jésten fa en hogre
tillvixt i nérvaro av oljesyra utan att mutationer introducerats pa WS2.

®Nuclear Localization Sequence
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Nivan av uttryckt WS2 har utretts av Nacken et al. [18]. Pa vektorn finns
dven genen som kodar for gRNA, vars variabla del ar designad att baspara
med WS2. gRNA-kasetten har en SNR52-promotor och en SUP4-terminator,
vilket gor att gRNA:t ej modifieras och dédrmed inte ldmnar cellkdrnan efter
att det uttryckts [19]. Detta gor att det muterande systemet innehallande
gRNA, dCas9 och Magl bor kunna binda till WS2 och skapa slumpvis,
riktade mutationer pa genen.

Till den forsta vektorn anvéinds en plasmidryggrad tillhérande p413TEF, se
figur 18 i appendix B. Plasmiden p413TEF innehaller en gen, ampR, som ger
upphov till ampicillinresistens, samt en gen som uttrycker ett enzym som &r
involverad i biosyntesen av histidin, HISS. Till den andra vektorn anvands
en plasmidryggrad tillhérande p416TEF, se figur 19 i appendix B. Plasmiden
p416TEF innehaller, precis som p413TEF, genen ampR, samt en gen som
uttrycker ett enzym som &r involverat i biosyntesen av uracil, URAS. Dessa
tva plasmider ar centromeriska plasmider, vilket resulterar i en kopia per
transformerad cell [20].

Ampicillinresistens anviands for att selektera for Escherichia coli som tagit
upp plasmiderna genom att odla F. colt pa medium innehéllandes ampicillin.
For att senare kunna selektera for de jéastkolonier som inkorporerat bada
plasmiderna utnyttjades en jéststam som ej kunde producera uracil eller
histidin. Genom att odla transformerad jast pd medium med avsaknad av
uracil och histidin kan de jéastkolonier som inkorporerat béagge plasmiderna
selekteras fram.

2.5 Gibsonsammanfogning

For att konstruera de tva plasmiderna ovan utnyttjas Gibsonsammanfogning,
se figur 3, som &r en sa kallad “chew back and anneal”metod. Ett exonukleas
som verkar fran 5’-&nden angriper de dubbelstringade segmenten som ska
sammanfogas, tar bort ett antal baser pa den ena striangen, och exponerar pa
sa vis ett stycke enkelstrangat DNA. Segmentens sekvenser dr valda sé att
varje ande &r homolog till den &nde den ska sammanfogas med. Segmenten
basparar spontant s& att komplementéra dndar ansluts, varpa ett polymeras
ersitter de baser som exonukleaset tog bort innanfor de matchande regio-
nerna. Till sist reparerar ligaser alla jack. Eftersom exonukleaset bara kan
angripa fran dndarna &r sammanfogade segment sdkra fran odnskad klyv-
ning. Om Gibsonsammanfogning anvénds for att skapa cirkuléra produkter,
till exempel plasmider, kommer dessa darfor att kunna ansamlas utan risk
for angrepp, eftersom de saknar &ndar. Flera segment kan sammanfogas sam-
tidigt om varje &nde endast dr komplementér till den &nde med vilken den
ska sammanfogas [21].
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Exonukleas
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Figur 3: I Gibsonsammanfogning utnyttjas tre olika enzymer. Ett exonukleas avldgsnar
baser fran 5-anden av segmenten. Andar som ska sammanfogas &r homologa och basparar
darfor till varandra. Ett polymeras ersétter de baser som tagits bort utanfér de homologa
regionerna. Slutligen reparerar ett ligas jacken som aterstar. Figuren &r modifierad efter
en bild av New England Biolabs® [22].

For att erhalla de homologa dndar som &r nédvandiga pa segmenten som
ska anslutas med Gibsonsammanfogning anvinds PCR. Segmenten forlangs
med hjélp av primrar som basparar langst ut pa varje segment, och har en
del som &ar komplementér till den dnde som segmentet ska kopplas samman
med. For att erhéalla den linker bestaende av fem glycinrester som ska finnas
mellan Magl och dCas9 infogas den ldmpliga sekvensen i de primrar som
forlanger de relevanta d&ndarna, se figur 4.

Linker
5 — *_I — 31
| Plasmid MAG1 _ pGAL1 [Plasmid™
3! * 1 5'
Linker
5' 3
| Plasmid WS2 pKEX2 gRNA-kassett [[Plasmid™
3' 5'

Figur 4: Primrar for konstruktion av de homologa &ndar som &r nédvandiga i Gibsonsam-
manfogning for p413 (6verst) samt p416 (underst). Vilket segment som primrarna hor till
indikeras med streck mellan primer och segment, som &r fargkodade efter homologi. For
primrarna mellan MAG1 och dCas9 indikeras &ven sekvensen som behovs for att infoga
en linker av fem glycinrester.



3 PROJEKTETS AVGRANSNINGAR

2.6 Transformation med hjilp av LiAc-metoden

Transformation av en cell innebér upptag och inkorporering av for organis-
men frimmande genetisk material. Transformationsmetoden som anvinds
i projektet dr LiAcS-transformation. I metoden anviinds litiumkatjoner, till-
sammans med PEG7, for att DNA ska tas upp i jistcellerna. Alternativt hade
andra katjoner fran alkalimetaller kunnat anvindas, men litium har visats
vara mest effektiv for denna metod [23|. Cellerna utsétts fér en virmechock
for att stimulera upptaget av DNA. Metoden har visats vara mycket effektiv,
kréver ingen specialutrustning, samt ar ekonomiskt férmanlig att anvinda
[24]. T projektet anvinds denna metod for att transformera in plasmidkon-
struktionerna i jastcellerna.

3 Projektets avgransningar

Foljande avgransningar gjordes under projektet pa grund av begransad tid.
Jast med ett muterat vaxestersyntas har, som tidigare ndmnts, potential att
kunna anvindas inom produktion av biobransle. Detta var dock ett langsik-
tigt mal med projektet som det ej fanns tid till att undersoka. I projektet
anvindes WS2 enbart som en férscksgen som med férdel skulle kunna mute-
ras in vivo. Var fokus har darfor ej lagts pa att ta fram onskade egenskaper
hos WS2 utan pa att ta fram ett system som kan anvindas for att genomfo-
ra riktade mutationer in vivo. Den forsta avgransningen med projektet var
dérfor att endast forsoka pavisa att WS2 hade muterats av det muteran-
de systemet, men inte att karaktérisera sjdlva enzymet WS2 efter att det
muterats.

En andra avgriansning for projektet var att jastens genom ej modifierades.
For att forenkla inkorporeringen av gener anviandes plasmider istéllet for till
exempel homolog rekombination pa jéstens kromosomer.

Under projektet anvéindes enbart jésten S. cerevisiae som virdorganism for
det muterande systemet och systemet riktades endast mot WS2. Tanken &r
dock att systemet dven ska kunna riktas mot andra gener och anvéndas i
andra organismer. Da gRNA binder till en specifik sekvens blockeras det
nérliggande omradet fran modifiering, pa grund av steriska hinder. For att
man ska kunna mutera varje del av en gen behéver déarfor minst tva gRNA-
molekyler med olika sekvenser anviandas. Detta skulle leda till en forlangning
av det laborativa arbetet. Da tidsaspekterna for det laborativa arbetet var
begrdnsade under projektet, resulterade det i att bara en gRNA-sekvens
anvandes. gRNA:t antogs dven ha bundit in till malgenen WS2 och déarfor
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lades ingen fokus pa att undersoka eventuella ospecifika mutationer pa andra
platser i genomet. Da den variabla delen av gRNA designas véljs med fordel
en sekvens som inte aterkommer for ofta i organismens genom; detta for att
inbindningen ska bli s& specifik som majligt [25]. Eftersom malet med detta
projekt framst &r att visa att systemet fungerar har inte stor vikt lagts vid
att hitta en sekvens som ar unik.

For att avgora om mutagenessystemet fungerar som avsett borde en kontroll
av huruvida dCas9 med hjélp av gRNA binder in till malsekvensen ha utforts.
Utan en sadan kontroll &r det mojligt att Magl har muterande aktivitet som
ej ar riktad, vilket inte var malet med detta projekt. Kontrollen skulle till
exempel kunnat ha varit att testa systemet utan en gRNA-molekyl, eller
med fel gRNA-molekyl. PA grund av tidsbrist utférdes ej en sadan kontroll.

4 Metod

Foljande avsnitt beskriver de metoder och tillvigagangssatt som anvéandes i
studien. Avsnittet beskriver férst hur plasmider konstruerades samt hur frag-
ment sammanfogades med hjilp av Gibsonsammanfogning. Dérefter f6ljer en
beskrivning av hur plasmiderna transformerades till samt amplifierades i F.
coli och hur kontroll samt selektion for detta utfordes. Avsnittet beskriver
ocksd hur utvalda plasmider transformerades till jast med hjilp av LiAc-
transformation samt de selektionssteg som gjordes. Sista stycket behandlar
de avslutande stegen som utférdes i studien. Dessa steg innefattar inducering
av det muterande systemet, odling av kolonier samt selektering med selek-
tionstryck fran oljesyra. For processchema 6ver den laborativa delen se figur
17 i appendix A.

4.1 Plasmidkonstruktion

Segmenten for pGALI, MAG1 och pKEX2 amplifierades fran genomiskt
DNA. gRNA-kassetten bestélldes fran leverantéren GenScript medan WS2
erholls fran tidigare gjorda experiment. Vektorerna p413TEF och p416TEF,
samt en plasmid innehallandes dCas9 och NLS, erholls fran E. coli, som
inokulerades med LB-medium och tillsatt ampicillin. Cellerna inkuberades
vid 37 °C oOver natten i en skakinkubator. Plasmiderna extraherades med
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit enligt givna instruktioner, med undan-
taget att vatten anvéindes istéllet for elueringsbufferten. Plasmidkoncentra-
tionerna samt deras renhet méttes med en biofotometer.

For att linjarisera vektorn och isolera ryggraden av p413TEF och p416TEF
anvindes restriktionsenzymerna Sacl och Xhol. 700 ng av respektive vektor
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tillsattes till vardera reaktionsblandningen (0,5 pl Sacl och Xhol samt 2 pl
nedbrytningsbuffert) som spéaddes till en total volym av 20 pl med vatten.
Gelektroforesen (80 V, 50 min) kordes, varefter de storre fragmenten skars
ut ur gelen, se figur 5b, och renades fram med GeneJET™ Gel Extraction
Kit. Nanodrop 2000c anvindes for att méta koncentrationerna av de klippta
vektorerna.

Primrar tillhoérande varje fragment spéddes till en koncentration av 100 nM,
se tabell 6 och 7 i appendix H.1. Déarefter spaddes proverna 1:10. Komponen-
terna, forutom Phusion-polymeras, adderades enligt tabell 2 i appendix E till
en slutvolym av 50 pl. I sista steget innan PCR adderades Phusion-polymeras
till alla prover. Tva olika PCR-program kravdes, ett for dCas9 samt ett for
resterande fragment, da dCas9 hade en langre férlangningstid. Se tabell 4
i appendix E for PCR~schemat for dCas9. Det andra PCR-schemat kordes
for de Ovriga fragmenten, se tabell 3 i appendix E. Som en kontroll av frag-
mentldangderna efter PCR utfordes en gelelektrofores (80 V, 50 min) for alla
prover. Banden i gelen for varje fragment skars ut och gelen fotograferades, se
figur 5a och 5b. Fragmenten renades fram med GeneJET™ Gel Extraction
Kit och koncentrationerna méttes med Nanodrop 2000c.

Fragmenten sattes ihop i tva separata plasmider, p413TEF samt p416TEF,
med Gibsonsammanfogningsmetoden, se figur 4. Tva reaktionsblandning-
ar gjordes med WS2, pKEX2 samt gRNA-kassetten i p416TEF respektive
MAG1, dCas9 samt pGALI i p413TEF. Volymen av respektive fragment
baserades pa tidigare matta koncentrationer med Nanodrop 2000c, samt en-
ligt Gibson Assembly® Master Mix Instruction Manual. 10 pul 2XGibson
Assembly Master Mix tillsattes till vardera av reaktionsblandningarna till
en slutvolym av 20 pl och inkuberades vid 50 °C i 60 minuter.

4.2 Transformation till E. colt samt selektion

De erhallna plasmiderna fran Gibsonsammanfogningen transformerades dar-
efter till kompetenta E. coli-celler. Till de kompetenta E. coli-cellerna till-
sattes var for sig 4 pl konstruerad plasmid till tva olika tuber. En negativ
kontroll utférdes genom att transformera klippta p413TEF till E. coli. Trans-
formationerna utfordes med heat shock. De transformerade cellerna spreds
sedan ut pa en enskild agarplatta innehallandes ampicillin och inkuberades
vid 37 °C 6ver natten.

Dérefter gjordes en inokulering av de erhallna kolonierna. Tolv tuber med
LB-medium och ampicillin férbereddes och kolonier fran p413 med insert
(p413ins) samt p416 med insert (p416ins) placerades pa en platta. Dérefter
tillsattes en koloni till varje tub, p413ins till tub 1-6 och p416ins till tub 7-12.
Tuberna sattes déarefter i en skakinkubator vid 37 °C 6ver natten.

10
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Dagen efter anvindes ett GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit for extraktion
enligt manualen pa tub 1-12, med undantaget att vatten anvéndes istéllet
for elueringsbufferten. Koncentrationerna och renheten for alla plasmider
uppskattades déarefter med Nanodrop 2000c.

For p413ins samt p416ins gjordes en restriktionsanalys med enzymet Pvull.
1 pl av de renade p413ins plasmiderna tillsattes till en korresponderande tub
tillsammans med 2 pl buffer, 0,5 ul av enzymet Pvull, samt vatten till en total
volym av 20 pl. P4 samma sétt forbereddes p416ins, men med undantaget
att 2 pl av plasmiden tillsattes. De tolv tuberna inkuberades déarefter i tio
minuter vid 37 °C for att restriktionsenzymet skulle verka. Darefter kordes
en gelelektrofores (80 V, 90 min) for alla de tolv plasmiderna, se figur 6
pa sida 16. Av de plasmider som uppvisade rétt antal restriktionsfragment
skickades de med hogst koncentration, en av p413ins och en av p416ins,
in for sekvensering hos foretaget Eurofins. For primrar som anvéndes till
sekvenseringen, se tabell 8 och 9 i appendix H.2.

4.3 Transformation till jast samt selektion

Plasmiderna p413ins och p416ins skulle tillsammans transformeras till jést-
stammen JVO04. Utifran resultatet fran restriktionsanalysen och sekvense-
ringen valdes vilka tva av de tolv plasmidkonstruktionerna som skulle an-
vindas for transformationen. Skapandet av kompetenta celler och sjilva
transformationen gjordes enligt appendix D. For att odla fram jéstceller
som kunde uttrycka det muterande systemet transformerades kombinationen
“p413ins och p416ins” till cellerna. For att studera transformationens effekti-
vitet gjordes tre kontroller dér olika kombinationer mellan de rekombinanta
plasmiderna och de ursprungliga plasmiderna transformerades in. Kombina-
tionerna for de tre kontrollerna var “p413ins och p416TEF”, “p413TEF och
p416ins”, samt “p413TEF och p416TEF”. Aven en kontroll gjordes dér trans-
formationsprotokollet foljdes men inget DNA transformerades in. Cellerna
odlades pa plattor med medium med avsaknad av uracil och histidin for att
selektera fram de celler som tagit upp plasmiderna. Jésten kultiverades se-
dan i tva dagar 30 °C. For analys av transformationen till jést se avsnitt 5.5
samt tabell 1.

Fyra kolonier av varje kombination av plasmider spreds ut i var sin sektor
pa nya plattor innehallandes medium med avsaknad av uracil och histidin.
F06r kolonierna med “p413ins och p416ins” stroks det totalt ut atta stycken
kolonier pa plattor. De nya plattorna inkuberades sedan i tva dagar vid 30
°C. Efter detta togs enskilda kolonier fran varje sektor och Gverfordes till
nya plattor. Dessa tva overforingar gjordes for att minimera risken att odla
grupper av kolonier istéllet for enskilda kolonier.

11
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Efter det utfordes en koloni-PCR, for att se om WS2 samt dCas9 var nér-
varande i plasmiderna med insert (och franvarande i de utan insert). Detta
gjordes pa hélften av kolonierna som erholls. Det valdes alltsa fyra kolonier
innehallandes bada plasmiderna med insert, tva kolonier med “p413ins och
p416TEF”, tva kolonier av “p416ins och p413TEF” samt tva kolonier med
“p413TEF och p416TEF”. Eftersom bade WS2 och dCas9 studerades ge-
nom koloni-PCR for de utvalda kolonierna behévdes 20 olika prov, varav 10
av dem inneholl flankerande primrar for WS2 och de 10 andra flankerande
primrar for dCas9. Tva positiva kontroller utférdes dven med plasmiderna
p416ins, innehallande WS2, och p413ins innehallande dCas9. For de positi-
va kontrollerna anvindes samma PCR-reaktionslosning som for kolonierna,
med undantaget att 0,25 nl templat anvéndes istéllet for 0,5 pl templat. For
férberedning av de 20 tuberna samt framstéllning av PCR-reaktionslosning
se appendix F.

De elva tuberna innehéllandes flankerande primrar till dCas9 kordes i PCR
enligt schema, se tabell 4 i appendix E. De resterande tuberna innehallandes
flankerande primrar fér WS2 sattes i en annan PCR-maskin enligt tabell 3
i appendix E. Efter PCR kordes en gelelektrofores (80 V, 50 min), se figur 8
och 9.

4.4 Selektion och sekvensering

Baserat pa resultatet fran den koloni-PCR som gjordes, valdes kloner ut till
forkulturer. Tva kloner av foljande kombination valdes; ”p413ins och p416ins”
och ”"p413ins och p416TEF”. Utover dessa s& valdes dven tva kloner ut fran
CEN.PK 113-7D, hadanefter bendmnt “wild type”, som fanns att tillga fran
tidigare gjorda experiment. Forkulturerna, en for klon 1 samt en fér klon 2,
inkuberades under omrorning i 30 °C 6ver natten i medium innehallande glu-
kos. Huvudkulturer forbereddes fran forkulturerna baserat pé ett énskat OD
pa 0,1 i huvudkulturer. De tva forkulturerna med “p413ins och p416TEE”
samt de tva forkulturerna av wild type 6verférdes till nytt medium inne-
hallande glukos. De tva forkulturerna med “p413ins och p416ins” delades
vardera upp i tre huvudkulturer som inneholl olika media. Det forsta medi-
et inneholl glukos, det andra inneholl galaktos och det tredje innehdll bade
galaktos och oljesyra. De tva sistndmnda media innehallande galaktos an-
vindes for att inducera systemet via promotorn pGALI. Huvudkulturerna
inokulerades och inkuberades sedan i 30 °C under omrorning. Ett prov togs
efter 5 timmar och ett togs efter 24 timmar.

For att testa tillvaxt av de olika kulturerna pa oljesyra forbereddes plattor
innehallande sex olika koncentrationer av oljesyra samt plattor med avsak-
nad av oljesyra. Koncentrationerna som anvandes var 0,3125 mM, 0,625 mM,
1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM, samt 10 mM. Férutom oljesyra inneholl mediet

12
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i plattorna 0,5 % tergitol, for att 16sliggora oljesyran samt mediumlosning.
For medium pa 200 ml blandas 4 g glukos, 4 g agar, 0,15 g CSM med av-
saknad av uracil och histidin samt 1,38 g kviavebaser utan aminosyror. For
att askadliggora tillvixten pa oljesyra utfordes droppanalys for alla koncent-
rationer oljesyra med alla tio huvudkulturer fér de tva induktionstiderna (5
respektive 24 timmar). De fyra huvudkulturer som inducerats med galak-
tos stroks aven ut pa plattor, med ca 10 000 celler per platta, for de tva
olika induktionstiderna for alla olika koncentrationer av oljesyra. Plattorna
inkuberades i 30 °C Gver natten.

Kloner fran dessa plattor fordes 6ver till nya plattor med 10 mM koncentra-
tion av oljesyra samt avsaknad av uracil och histidin, detta for att fa fram
ensamma kloner som kunde skickas in for sekvensering. Tolv kolonier ploc-
kades fran klon 1 respektive tolv fran klon 2, varav sex stycken var odlade
pa oljesyra och sex stycken utan oljesyra. Detta upprepades for plattorna
med de tva olika induktionstiderna fran dagen innan. De atta nya plattorna
placeras i 30 °C 6ver natten.

Tolv stycken kolonier fran plattorna valdes ut for att utféra koloni-PCR,
detta for att pavisa néarvaro av samt amplifiera WS2 for att kunna sekven-
sera genen och forhoppningsvis visa att mutationer skett. En positiv samt
negativ kontroll gjordes parallellt for att kunna bedéma palitligheten av
PCR-resultatet. Den positiva kontrollen bestod av P416ins och den negativa
kontrollen av vatten. En gelelektrofores utférdes och atta av de starkaste
banden for WS2 skars ut, se figur 13 och 14 péa sida 23. DNA:t renades fram
med hjilp av GeneJET™ Gel Extraction Kit. Nanodrop 2000c anvindes
for att méta koncentrationen av DNA i proverna. Proverna spaddes si att
slutkoncentrationen var 10 ng/pl. Sekvenseringsprimrar designades, se ta-
bell 10 i appendix H.2, och proverna skickades in till foretaget Eurofins for
sekvensering.

De atta kolonierna vars band var starkast pa gelen togs fran plattan och in-
kuberades i glukosmedium &ver natten. Som en negativ kontroll inkuberades
aven en koloni innehallande “p413ins och p416ins” respektive en koloni med
“p413ins och p416TEF”. Varje prov spaddes till fyra nya koncentrationer; OD
0,1, 0,01, 0,001, 0,0001. Dessa koncentrationer fran varje koloni droppades
pa atta plattor med oljesyrakoncentrationer fran 0-15 mM, se figur 15 pa
sida 25.

For de atta kolonierna som skickades in péa sekvensering och pavisat narvaro
av WS2 gjordes ytterligare en koloni-PCR. Denna gang gjordes det med
flankerande primrar for dCas9, se appendix F och tabell 4 i appendix E, med
undantaget att polymerisering kordes i 130 sekunder istéllet for 65 sekunder.
En positiv kontroll med p413ins och en negativ kontroll med vatten laddades
tillsammans med PCR-produkterna pé en gel (80 V, 45 min), se figur 16 pa
sida 26. Detta gjordes for att kontrollera att de kolonier som skickats in pa
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sekvensering inneholl bada plasmiderna.

5 Resultat och diskussion

Foljande avsnitt beskriver de resultat, samt diskussion kring dessa, som er-
holls under studien. Studien innefattade ett flertal olika kontroller och ve-
rifieringar, beskrivna i avsnitt 4, som gav indikationer pa hur ett visst steg
lyckats och som dérmed lag till grund for de val som behovde goras innan
nasta steg kunde utforas.

5.1 Restriktionsanalys for p413TEF samt p416TEF

Restriktionsenzymen Sacl och Xhol anvindes for att isolera plasmidernas
ryggrader av p413TEF och p416TEF. Deras klippsekvenser var bast lampade
for att klippa ut plasmidernas polylinkers som innehaller klippsekvenser for
andra restriktionsenzym [26], samt TEF1-promotorn som inte var nédvandig
i denna konstruktion, se figur 18 och 19 i appendix B. Gelelektroforesen som
utfordes bekraftade att ratt lingd pa de klippta plasmiderna hade erhallits. I
figur 5b ses resultatet av gelelektroforesen till hoger. Det 6versta bandet mot-
svarar ryggraden av plasmiderna som har en lingd pa 5123 bp for p413TEF
och 5051 bp for p416TEF vilket bekréftas av stegen till hoger. Det understa
bandet ar polylinkern samt TEF1-promotorn som ska ha en langd pa 478 bp
vilket &ven hér bekriftas av stegen. Eftersom langderna var korrekta kunde
banden for plasmidernas ryggrad anviandas vidare i projektet.

5.2 PCR-amplifiering av fragment

De fragment som behovdes for att konstruera systemet amplifierades enligt
PCR-scheman, se appendix E, tabell 3 och tabell 4. For att verifiera att bade
fragment och plasmider var av korrekta langder utfordes en gelelektrofores.
Fran figur 5a samt delar av figur 5b urskiljs att fragmenten klippts ut. Da
fragmenten var néra de férvintade lingderna (MAG1 891 bp, pGALI 665 bp,
WS2 1422 bp, pKEX2 488 bp, gRNA 99 bp, dCAS9 4101 bp, p413 ryggrad
5123 bp, p416 ryggrad 5050 bp) kunde fragmenten skéras ut, extraheras och
anvindas vidare i projektet. Se appendix 1.1, 1.2 samt B for de forvantade
laingderna pa fragmenten samt plasmidryggraderna.
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MAG1 MAG1 pGALL pGAL1 W52 WS2

dCas9 dCas9 p413TEF p416TEF

pKEX2 pKEX2 gRNA gRNA

7000 bp e
5000 bp ==

1500 bp ==

500 bp e

(a) Extraktion av segment (b) Extraktion av dCas9 samt plasmider

Figur 5: I (a) ses resultatet av PCR-amplifieringen och de fragment som skars ut efter
gelelektrofores av MAGI, pGAL1, WS2, pKEX2 samt gRNA. I (b) ses resultatet av PCR-
amplifieringen samt de fragment som skars ut av dCas9. Figur (b) visar dven resultatet
av isoleringen av plasmidryggraden av p413TEF och p416TEF med restiktionsenzymerna
Sacl samt Xhol. For korrekta langder pa fragment, se appendix 1.1 och 1.2. For korrekta
langder pa plasmider, se appendix B

5.3 Restriktionsanalys for p413ins samt p416ins

Efter konstruktionen av plasmiderna med Gibsonsammanfogning transfor-
merades plasmiderna till E. coli. En kontroll av klippta plasmider utférdes
for att méta eventuellt bakgrundsbrus av kolonier som kan ha tagit upp
oklippta, hela plasmider utan insert. Bakgrundsbruset av oklippta plasmider
var sapass lagt att det inte antas paverka resultatet méarkbart.

Sex stycken transformerade F. coli-kolonier valdes fran bada plasmiderna
med insert. Dessa plasmider isolerades varpa en restriktionsanalys av plasmi-
derna utfordes med restriktionsenzymet Pvull, se figur 6. Restriktionsenzy-
met Pyull valdes da enzymet har specifika klippsekvenser som ger olika stora
band beroende pa om plasmiden tagit upp insertet eller ej. I appendix G fi-
gur 22 kan man se att p413ins kommer ge upphov till fyra fragment (4895,
4522, 977 och 456 bp) medan p416ins kommer ge upphov till tre (4449, 2018
och 890 bp) da de klippts med Puvull. Figur 23 visar att p413TEF (4523
och 1078 bp) och p416TEF (4451 och 1078 bp) ger upphov till tva fragment
da de klipps med Puull. T figur 6 kan man urskilja att p416ins har klippts
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pd13ins 8 a
p416TEF p416ins

Figur 6: Resultatet av restriktionsanalysen med Puull fér plasmiderna med insert dar
1-6 ar p413ins och 7-12 &r p416ins. I brunnen ndrmast de bada stegarna &ar p413TEF
respektive p416TEF.

till tre fragment och att p416TEF endast har klippts till tva. p413ins har
klippts till fyra fragment, dér det 6versta och starkaste bandet pa gelen an-
tagligen ar tva band, medan p413TEF har klippts till tva fragment. Da de
flesta fragmenten var av forvintade langder verifierade det att Gibsonsam-
manfogningen av fragmenten skett korrekt, att inserten har infogats korrekt
samt att plasmiderna transformerats till £. coli. De extra banden i brunn 7
och 8 kan bero pa ofullstdndig klyvning med restriktionsenzymet, och dérfor
valdes dessa prover ej att ga vidare med i projektet.

5.4 Sekvensering av p413ins samt p416ins

Baserat pa vilka prov som hade hogst plasmidkoncentration valdes prov 1
for p413ins och prov 10 for p416ins for att sekvenseras, se figur 6. Detta gjor-
des for att kontrollera om Gibsonsammanfogningen lyckats. Det onskvérda
resultatet av sekvenseringen var att sekvenserna skulle 6verensstdmma med
de teoretiskt designade plasmiderna, se appendix I.

Resultatet for p416ins var tillfredstéllande medan det for p413ins var bristan-
de pa grund av nukleotidvariationer och lasramsskiften, hidanefter bendmnt
“frameshift”. Géllande p413ins upptécktes ett flertal avvikelser i promotorse-
kvensen for GAL1, vilket kunde forklaras som skillnader mellan jéststammen
JV04 som anvindes i projektet och den publicerade sekvensen for pGAL1
hos CEN.PK [27]. En fragestéllning géllande huruvida pGALI i JV04 funge-
rade likvardigt som pGAL! i den publicerade CEN.PK-sekvensen uppstod.
D4 tidsbrist radde var ej vidare undersékningar ett alternativ, sa det forut-
sattes att promotorn skulle fungera vél, alltsa att promotorn endast skulle
uttryckas vid narvaro av galaktos.

I dCas9-NLS-fragmentet identifierades en avvikelse i bérjan av genen vilket
hade lett till ett utbyte av en aminosyra. Detta var icke 6nskvart da detta
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kan leda till &ndrad struktur och funktion hos proteinet. Sekvensévergangen
mellan dCas9 och MAG1 innehdll tva avvikelser. En av dessa ledde till ett
frameshift vilket gjorde plasmiden oanvandbar eftersom detta skulle inne-
béra en felaktig avldsning av sekvensen. Vart att ndmna ar att bada dessa
mutationer identifierades i primerregionen, se figur 7, och var darfor ett {or-
modat fel som uppstatt vid primersyntetisering hos foretaget Eurofins. Med
alla de olika avvikelser, mutationer och frameshift for p413ins-provet fatta-
des beslutet att sekvensera de Ovriga proverna fér p413ins, prov 2-6, se figur
6. Prov 6 for p413ins visade inga mutationer och valdes darfér att ga vidare
med, medan prov 10 valdes fér p416ins.

900 910 920 930
M&lplasmid CCACCTCCACCTCCATCACCACCTAATTGAG
Sekvensering .......... R gevi i

Figur 7: p413ins som teoretisk konstruktion (ovan) jamfors med sekvenseringen av den
konstruerade plasmiden vid den sekvenseringsprimer som ligger vid 6vergangen mellan
MAG1 och dCas9. Prickar indikerar matchande sekvens, medan streck indikerar utebliven
bas. Numrering indikerar antal baser fran den férsta sekvenseringsprimern i sekvensen for
den teoretiska konstruktionen.

5.5 Effektivitetskontroll av transformation till jast

For att studera hur effektiv transformationen till jast var, gjordes tre kon-
troller dér olika kombinationer av plasmiderna med och utan insert transfor-
merades in. Det utfordes dven en kontroll utan DNA dér transformationspro-
tokollet f6ljdes, se appendix D. Dessa kolonier odlades pa plattor och antalet
kolonier ridknades, se tabell 1. Plattorna bestod av medium med avsaknad
av uracil och histidin, vilket resulterar i att de kolonier som har tagit upp
plasmider, med eller utan insert, kan 6verleva pa plattan. Detta bekraftades
utav kontrollen utan DNA dér inga kolonier vixte pa plattan. Flest antal
kolonier observerades pa plattan med “p413TEF och p416TEF”. Detta kan
bero pa att dessa plasmider dr mindre jamfort med de med insert, vilket kan
resultera i en mer effektiv transformation. I en artikel av Hanahan visades
att effektiviteten av transformationen minskar linjart med 6kad plasmid-
storlek; dock skedde hér transformationen till E. coli [28]. P4 plattan med
“p413TEF och p416ins” observerades fler kolonier jamfért med plattan med
“p413ins och p416TEF”. Da p416ins &r 7357 bp jamfért med p413ins som
ar 10850 bp kan samma resonemang for en effektiv transformation baserat
pa plasmidens storlek foras dven har. Pa plattan med “p416ins och p413ins”
fanns minst antal kolonier, vilket stdrker hypotesen om att transformatio-
nens effektivitet minskar med Okad plasmidstorlek. En alternativ hypotes
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till resultaten i tabell 1 &r att inserten ger en skadlig paverkan pa cellerna
och darmed minskar antalet 6verlevande kolonier som har plasmider med
insert.

Tabell 1: Visar antalet kolonier efter transformation till jast p& plattorna med; “p413ins
och p416ins”, “p413ins och p416TEF”, “p413TEF och p416ins”, “p413TEF och p416TEF”
samt kontroll utan DNA. Plattorna inneholl medium med avsaknad av uracil och histidin.

Platta Antal kolonier
p413ins + p416ins 9
p413ins + p416TEF 35
p413TEF + p416ins ca 170
p413TEF + p416TEF ca 250
utan DNA 0

5.6 Koloni-PCR som kontroll for nirvaro av p413ins samt
p416ins

Efter att kolonier samt kontroller hade odlats upp pa plattor utférdes koloni-
PCR. Detta gjordes for att kontrollera att WS2 samt dCas9 fanns med i ko-
lonier dér de forviantades att finnas med. Da WS2 &r specifik for p416ins och
dCas9 for p413ins har ndrvaro av dessa anvénts som indikation att hela inser-
ten finns med, da tidigare sekvensering har bekraftat att inserten ar korrekta.
I det forsta forsoket med koloni-PCR anvindes Taqg-polymeras d& det var bil-
ligare &n Phusion-polymeras. Tag-polymeras har dock vissa begransningar
jamfort med Phusion-polymeras, som att det saknar korrekturldsningsfor-
maga, vilket leder till en hogre mutationsfrekvens [6]. D& resultatet fran
forsta forscket med koloni-PCR. gav bristande resultat foér dCas9 samt inget
resultat for WS2 fattades beslutet att gora en ny koloni-PCR med Phusion-
polymeras. Resultatet av denna koloni-PCR ses i figur 8 och 9. I figur 8 ses
dCas9 som det 6versta bandet i den positiva kontrollen langst till hoger med
en langd pa ca 4100 bp. Alla kolonier som valdes till koloni-PCR, uppvisar ett
band av samma ldngd. Detta &ar resultatet som endast forvintades for prov
1-6. I prov 7-10 férvantas inga band for dCas9. Att prov 7-10 uppvisar band
for dCas9 samt att prov 2-5 uppvisar extra band kan bero pa kontaminering
med DNA i PCR, se figur 8 och figur 9. I figur 9 ses WS2 som det 6versta
bandet i den positiva kontrollen langst till hoger med en langd pa ca 1400
bp. Aven hir urskiljs ett band for WS2 for alla prover, vilket ej dr vad som
forvintades for proven som i figur 9 bendmns “dCas9” samt “inget insert”,
vilket dven i detta fallet kan bero pa kontaminering. Pa grund av begransad
tid valde vi, trots osékerheten, att ga vidare med prov nummer 3 och 4 for
kolonier med bada inserten. Prov 5 (- WS2 + dCas9) och 10 (- WS2 - dCas9),
se figur 8 och 9, valdes for att senare fungera som kontroller. Da resultaten
var tvivelaktiga bestélldes primrar for inserten, se appendix H.3, for att gora
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ytterligare en kontroll och att fa bekréftat om inserten finns nérvarande eller
ej. Denna kontroll gav dessvarre inga tolkningsbara resultat.

Inget
insert

al 2 3 4 5 6 7 8 L) 10
E—'w—-mm-u """""

dCas9 + W52 wsz

Figur 8: Koloni-PCR gjord med flankerande primers till dCas9. I brunn 1-4 finns DNA
fran kolonier med “p413ins och p416ins”, i 5-6 DNA fran kolonier med “p413ins och
p416TEF”, i 7-8 kolonier med “p413TEF och p416ins” och i 9-10 kolonier med “p413TEF
och p416TEF”. Langst till hoger i figuren &r en positiv kontroll fér dCas9, bestdende av
framrenad p413ins. dCas9 &r totalt 4101 bp langt.

Inget wsz2
ws2 insert kont.
[frmrmmec—

.h‘l-d‘. “

——— . A

Figur 9: Koloni-PCR gjord med flankerande primers till WS2. I brunn 1-4 finns DNA fran
kolonier med “p413ins och p416ins”, i 5-6 DNA fran kolonier med “p413ins och p416TEF”, i
7-8 kolonier med “p413TEF och p416ins” och i 9-10 kolonier med “p413TEF och p416TEF”.
Léngst till hoger i figuren ar en positiv kontroll for WS2 bestaende av framrenad p416ins.
WS2 ar totalt 1422 bp langt.

De primrar som anvéndes for koloni-PCR var samma primrar som tidiga-
re anvéints for Gibsonsammanfogning. I forséket med koloni-PCR for WS2
anvandes de primrar som tillhorde WS2 och for dCas9 anvéndes likval de
primrar som tillhérde dCas9, se figur 4. Viktigt att notera ar att dessa prim-
rar ej ar optimala for koloni-PCR, eftersom de &r langa pa grund av 6verlap-
pen till lankade fragment. Detta kan leda till att primrarna bildar sekundéra
strukturer.
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5.7 Test av kritisk koncentration oljesyra

Plasmiderna transformerades till jéast i tva olika kombinationer; “p413ins och
p416ins” samt “p413ins och p416TEF”. Med dessa kombinationer av plasmi-
der gjordes droppanalyser vid tva tillfallen, med ett dygns mellanrum, pa
plattor med de valda koncentrationerna for oljesyra, 0-10 mM, se avsnitt
4.4. Detta gjordes for att kunna urskilja vilken koncentration som &r kritisk
for tillviixt av de celler som har “p413ins och p416ins”. Jamforelse gjordes
med de andra kombinationerna av plasmider samt wild type. Det forvinta-
de resultatet var att wild type skulle ha den storsta tillvixten. Detta beror
pa att den, till skillnad fran resten, kan lagra oljesyra i form av acyl-CoA i
lagringslipider och oljesyran blir da ej giftig for cellen [12]. Denna teori kan
bekréftas i figur 10 dar wild type uppvisar hogre tillvixt &n de rekombinanta
klonerna vid nérvaro av oljesyra. Wild type véixte &ven béttre &n de and-
ra klonerna utan oljesyra, men skillnaden var mindre. D& resterande celler
som droppades pa plattan ar av jaststammen JV04, saknas egenskapen att
kunna bilda lagringslipider samt generera energi med [-oxidation [11], se fi-
gur 2. D& oljesyran inte kan inkorporeras i lagringslipider samt att cellerna
inte kan generera tillrackligt mycket energi kommer deras tillvixt att ham-
mas. Kombinationerna med avsaknad av WS2, “p413ins och p416TEFsamt
“p413TEF och p416TEF", &r de celler som forvintades ha den lagsta tillvax-
ten. Denna hypotes baseras pa att acyl-CoA och etanol inte kan omvandlas
till fettsyraetylestrar utan WS2 och acyl-CoA kan ej heller inkorporeras i
lagringslipider. Dessa kolonier utan WS2 véxer sannolikt sdmre &n da WS2
finns narvarande, da WS2 utan mutationer mojligen kan katalysera proces-
sen for bildning av fettsyraetylestrar. I figur 10 och 11 ses resultatet fran de
tva droppanalyser som gjordes. Tillvixten av kolonier med WS2 ar hogre
an kolonier utan WS2 vid nérvaro av oljesyra. Detta innebér sannolikt att
narvaro av icke-muterat WS2 okar cellernas formaga att vixa vid nérvaro
av oljesyra.

OoD: 10! 102103 10* OoD: 10t 102103 10*

(a) 0 mM oljesyra (b) 5 mM oljesyra (c) 10 mM oljesyra
Figur 10: Droppanalys #1 av kolonier pa olika koncentrationer av oljesyra. Wild type

jdmfors med oinducerade kolonier innehallandes i ena fallet bade dCas9 och WS2, i det
andra fallet enbart dCas9.

Da det fanns tillvaxt pa plattor innehallandes 10 mM oljesyra fattades beslu-
tet att till ndsta droppanalys dven odla kolonier pa 15 mM for att sdkerstélla
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(a) 0 mM oljesyra (b) 5 mM oljesyra (c) 10 mM oljesyra

Figur 11: Droppanalys #2 av kolonier pa olika koncentrationer av oljesyra. Wild type
jamférs med oinducerade kolonier innehallandes i ena fallet bade dCas9 och WS2, i det
andra fallet enbart dCas9.

att kritisk koncentration av oljesyra uppnas. Detta var viktigt att sdkerstalla
for att kolonier utan mutationer pa WS2 inte skulle kunna véxa.

5.8 Odling av kolonier dir systemet inducerats

For att det muterande systemet skulle kunna uttryckas behévde det indu-
ceras med galaktos. For att underscka effekten av olika induktionstider tes-
tades inducering i bade 5 och 24 timmar. Dessutom understktes huruvida
selektionstryck fran oljesyra under induktionen ger fler gynnsamma muta-
tioner.

De inducerade klonerna, innehallandes p413ins och p416ins, odlades pa plat-
tor med 0-10 mM oljesyra, se avsnitt 4.4. De kloner som odlades var prov 3
och 4 fran figur 8 och 9. Dessa valdes att ga vidare med baserat pa resul-
tat fran koloni-PCR, se avsnitt 5.6. Héir forvintades endast de kolonier som
klarade selektionstrycket fran oljesyran kunna véxa, bland dessa de kolonier
som mojligen fatt en gynnsam mutation pa WS2. For att hitta en kritisk kon-
centration av oljesyra, sett till tillvéixt, skulle droppanalysen optimalt utforts
innan uppodling av jast med ett inducerat system. Da hade det inducerade
systemet kunnat odlas endast vid den kritiska koncentrationen. Pa grund av
tidsbrist gjordes detta parallellt, och det inducerade systemet odlades dérfor
vid samma koncentrationer som droppanalysen. Genom att rdkna kolonier
som inducerats olika ldnge kunde en eventuell koppling mellan tillvixt och
induceringstid utredas. De inducerade kolonier som raknades var de som fatt
vixa pa plattorna med hogst koncentration, 10 mM, se figur 12.

Fler kolonier observerades da induktionstiden var kortare. En hypotes kring
detta &r att ju kortare tid kolonierna induceras, desto farre mutationer ut-
fors av det muterande systemet. Fler mutationer kan ha resulterat i att WS2
blivit mer ineffektivt. Ju ldngre tid som systemet inducerats, desto storre
risk dr det ocksa att mutationer har skett pa andra delar av genomet som
skulle kunna ge en negativ paverkan pa tillvixt. Att farre kolonier bildades
da systemet inducerades i nérvaro av oljesyra beror sannolikt pa att jastens
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Figur 12: Antal kolonier pa plattorna efter att systemet inducerats i 5 eller 24 timmar
och med eller utan oljesyra.

tillvixt har hammats av oljesyran [12]. Kolonier fran dessa plattor 6verfor-
des till nya plattor med 10 mM oljesyra for att erhalla enskilda kloner som
mojligen inneholl mutationer pa WS2.

5.9 Koloni-PCR f{or amplifiering av WS2 till slutgiltlig se-
kvensering

Da enskilda kloner erhéllits pa 10 mM oljesyraplattor valdes 12 av dessa ut
for eventuell sekvensering med primrar for WS2. For att sikerstélla att de
kloner som valdes till sekvensering verkligen inneholl WS2 utférdes en koloni-
PCR for WS2 for dessa kloner. De primrar som anvéndes var de primrar som
tidigare anvants for Gibsonsammanfogning, se tabell 7 i appendix H.1, som
korresponderade till WS2. Resultatet av denna koloni-PCR fér WS2 visas i
figur 13 och 14. Alla de enskilda klonernas band jamférdes mot den positiva
kontrollen, som visade ett tydligt band for WS2 pa ca 1500 bp. Band for
alla kolonier utom en uppvisades och de prov med starkast band valdes och
skars ut. Den negativa kontrollen med vatten uppvisade inga band, vilket
gav oss beldgg for att vi hade rena prov utan kontamination. Dessa atta
kloner skickades pa sekvensering for WS2, for primrar se tabell 10 i appendix
H.2.
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Figur 13: Koloni-PCR pé gel 1 gjord med flankerande primers till WS2 for utvalda
kolonier infoér sekvensering. Till héger om prov 3 ses en positiv kontroll for WS2, bestaende
av framrenad p416ins, och bredvid prov 6 en negativ kontroll med vatten. WS2 har en total
langd pa 1422 bp.

Figur 14: Koloni-PCR pé gel 2 gjord med flankerande primers till WS2 {6r utvalda
kolonier infor sekvensering. Till héger om prov 9 ses en positiv kontroll for WS2, bestaende
av framrenad p413ins, och bredvid prov 12 en negativ kontroll med vatten. WS2 har en
total langd pa 1422 bp.

5.10 Droppanalys med inducerade, enskilda kloner

Annu en droppanalys utfordes for att undersoka hur vil de atta kloner som
valdes fran de ovan ndmnda plattorna, med 10 mM oljesyra, vixte jam-
fort med icke inducerade varianter, se figur 15. Det forvintade resultatet
var att kulturerna “p413ins och p416ins, icke inducerat” samt “p413ins och
p416TEF” skulle ge upphov till mindre kolonier pa plattorna foér alla valda
koncentrationer av oljesyra. Kolonierna med “p413ins och p416TEF” saknar
WS2 och kan darmed inte anvénda oljesyra for att syntetisera oljesyraety-
lestrar. Dérfor bor dessa kolonier vixa sémre dn resten. Hos kolonierna med
“p413ins och p416ins, icke inducerat” finns WS2, men da det muterande sy-
stemet ej har inducerats med galaktos borde inga mutationer, gynnsamma
eller ogynnsamma, paverka enzymets aktivitet. Aven utan gynnsamma mu-
tationer dr det sannolikt att nédrvaron av WS2 leder till att en viss del av
oljesyran kan omvandlas till oljesyraetylestrar [10].
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Som synes i figur 15 stdmmer de erhallna resultaten mestadels vél Gverens
med de forvintade. “p413ins och p416ins, icke inducerat” gav upphov till
storre kolonier dn “p413ins och p416TEF” vid en oljasyrakoncentration av
bade 5 mM, se figur 15b, och 15 mM, se figur 15c. Dock vixer kolonierna
med de bada kombinationerna av plasmider sdmre &n de atta inducerade
kolonierna vid nérvaro av oljesyra. Av de atta kloner som inneholl “p413ins
och p416ins, inducerat” visade manga mer tillvixt &n de icke inducerade,
men samtidigt syntes ibland storre tillvaxt vid lagre OD-vérde, vilket ej &r
rimligt. Detta kan bero pa oforsiktighet da spadningarna utférdes. Klon 1 och
3 visade bada mer tillvixt utan felaktig spddning. Anledningen till att dessa
har visat battre tillvixt kan vara att de har fatt fordelaktiga mutationer
for att motsta oljesyrans toxicitet, till exempel pa WS2. Alla atta kloner
sekvenserades med primrar for WS2 och resultatet for denna droppanalys
jamfordes mot sekvenseringsresultatet for att se vilka eventuella mutationer
pa WS2 som skett i respektive klon.

5.11 Koloni-PCR for dCas9 for enskilda kloner

For att kunna sékerstéilla att dCas9 fanns nérvarande i alla atta kloner, vil-
ket inte tydligt kunnat visas med tidigare forsok, utfordes en koloni-PCR for
dCas9 pa dessa kloner. Det var viktigt att bekréfta att dCas9 var nérvaran-
de, for om mutationer hade uppstatt skulle det innebéra att det muterande
systemet sannolikt fungerar. Om dCas9 didremot inte hade varit nérvaran-
de och mutationer dndéa uppstatt hade vi ej kunnat dra slutsatsen att det
konstruerade systemet varit det som orsakat mutationerna. Resultaten for
denna koloni-PCR visas i figur 16. Har framgar det tydligt att dCas9 finns
narvarande i sex utav atta kloner. Det &r trots detta fullt méjligt att &ven de
tva kloner som ej uppvisar band fér dCas9 innehaller detta fragment, med
tanke pa hur manga tidigare férsok med koloni-PCR, som inte har visat resul-
tat och behovts upprepas. I figur 16 askadliggors att den positiva kontrollen
for dCas9, utford med p413ins som templat, uppvisar ett nagot hogre band
an forvintat. Detta kan ha berott pa att plasmidkoncentrationen for temp-
latet var for hog. Det &r ocksa mojligt att PCR-reaktionen misslyckades, da
bandets h6jd motsvarar storleken pa plasmiden p413ins i den positiva kon-
trollen. Aven spar av kontaminering syns i form av tunna band i den negativa
kontrollen med vatten, men dessa band &r betydligt svagare &n de for dCas9
och darfor ansags inte dCas9-banden bero pa kontaminationen.

5.12 Sekvensering av WS2 efter induktion av systemet

Sekvenseringen visade pa att inga mutationer hade uppkommit pa WS2 for
nagon av de atta klonerna. Bada sekvenseringsprimrarna fér klon 8 och en av
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OD: 10! 102 103 10™*

+WS -WS
1 2
3 4
5 6
7 8
(a) 0 mM oljesyra
OD: 10t 102 103 10*
+WS '@' -Ws
1 2
3 4
5 6
7 8
(b) 5 mM oljesyra
10t 102 103 10
+WS 3 -Ws
1 |2
3 4
5 6
7 8

(c) 15 mM oljesyra

Figur 15: Droppanalys pa 0, 5 respektive 15 mM oljesyra for de oinducerade “p413ins och
p416ins” (+WS) och “p413ins och p416TEF” (-WS), samt de atta inducerade kloner som
valdes baserat pa koloni-PCR, for WS2. OD-beteckningen anger spadningen i dropparna i
respektive kolonn.

primrarna for klon 7 gav resultat med lag tillférlitlighet. Det &r inte omdjligt
att det beror pa mutationer har uppstatt dar primrarna binder in, men det
ar troligare att nagot fel har intréaffat, till exempel att DNA-koncentrationen
var for lag.
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Figur 16: Koloni-PCR gjord med flankerande primers till dCas9 for de atta utvalda
kolonierna for sekvensering av WS2. Bredvid prov 4 samt prov 8 ses en negativ kontroll
med vatten samt en positiv kontroll for dCas9, bestdende av framrenad p413ins. dCas9
har en total langd pa 4143 bp.

Att inga mutationer hittades betyder inte att inga finns. D& endast WS2
sekvenserades skulle mutationer kunna finnas pa andra sekvenser pa plasmi-
den, till exempel pa nagon promotor. Sddana mutationer skulle kunna leda
till 6kat uttryck av WS2 eller hogre kopietal av plasmiden, vilket skulle
kunna ge o0kad tillvaxt vid ndrvaro av oljesyra. Att gynnsamma mutationer
skulle kunna finnas understods av att manga av de inducerade klonerna i
droppanalysen med 5 mM och 15 mM, se figur 15b respektive 15¢, visar
mer tillvixt &n de som inte hade inducerats. Mutationer skulle &ven kunna
ha uppkommit pa andra delar av genomet, framférallt om inbindning till
WS2 med gRNA inte fungerade. Dessa mutationer skulle ocksd kunna vara
forklaringen till resultatet i figur 15b och 15c.

Det &r ocksa mojligt att mutationer uppkom pa WS2, men inte pa de kloner
som sekvenserades. Detta &r sérskilt troligt om 10 mM &r en for 1a4g koncent-
ration av oljesyra for att stoppa tillvixt av jast utan gynnsamma mutationer.
D4 skulle sannolikheten att vélja muterade kloner fran plattorna med indu-
cerat system kunna vara lag. En annan mdojlighet ar att mutationsfrekvensen
ar for lag for att kunna observeras i en sa liten population. Detta skulle i
sa fall ocksé forstarka problemen med att anvinda for 1lag oljesyrakoncent-
ration. Induktionstiden skulle ocksa kunna vara for kort i forhallande till
mutationsfrekvensen.

Enligt Finney-Manchester och Maheshri orsakar Magl bade frameshift-muta-
tioner och punktmutationer [17]. Om frameshift har uppstatt ar det osanno-
likt att tillvaxt har fortsatt, och darfor skulle sddana mutationer inte kunna
observeras pa plattorna.

Det ar sannolikt att nagon del av det muterande systemet inte fungerar eller
kanske inte ens uttrycks. Till exempel kan skillnaderna pa pGALI jamfort
med den publicerade CEN.PK-sekvensen, se avsnitt 5.4, innebéra att pro-
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motorn inte fungerar som den ska. For att kontrollera att alla steg under
projektet har lyckats skulle ytterligare kontroller kunna ha utforts. Detta
var dock ej méjligt inom tidsramen for detta projekt.

5.13 Utokade experiment och kontroller

Da plasmiderna med insert sekvenserades efter transformation till E. coli be-
kréaftades néarvaron av alla fragment i inserten. Baserat pa detta resultat har
det sedan under projektets gang tagits for givet att alla fragment i inserten
ar korrekta och nérvarande i plasmiderna. Efter transformation av p416ins
och p413ins till jast s& kan det dock ha uppstatt komplikationer, som kan
innebéra att jasten har avligsnat vissa fragment i inserten. De kontroller i
form av koloni-PCR som har gjorts under projektet har baserats pa att WS2
ar specifik for p416ins och dCas9 ar specifik for p413ins. Om dessa fragments
nérvaro har kunnat pavisas, s antogs resterande fragment pa insertet finnas
dér. For att kontrollera huruvida detta antagande stdmmer s& hade en PCR
med omvénd transkription kunnat utféras. En PCR med omvénd transkrip-
tion [26] hade kunnat pavisa att alla fragment finns med i inserten samt att
alla fragment transkriberas till RNA.

Ett andra antagande som gjordes under projektets gang var att det muteran-
de systemet uttrycktes korrekt till proteiner. Detta antagande kontrollerades
dock aldrig. For att undersoka huruvida sekvenser som kodar for systemet
har uttryckts till protein hade metoden Western blot kunnat anvandas. Det-
ta dr en metod d& proteiner separeras i en polyakrylamidgel, éverfors till
membran och exponeras for mérkta antikroppar vilket kan péavisa ett pro-
teins nérvaro [29]|. En alternativ metod for att undersdka om proteinet har
uttryckts ér att sammanfoga proteinet med ett fluorescerande protein. Om
sekvensen for det fluorescerande proteinet inkorporeras direkt efter sekven-
sen for proteinet som undersoks, sd kan man anta att om fluorescens kan
detekteras sa har proteinet uttryckts. Ett problem med detta kan dock vara
att det muterande systemet, uttryckt som protein, far en felaktig veckning
och eventuellt funktion om det kopplas till ett fluorescerande protein.

Den variabla delen for gRNA designades sé att det muterande systemet skulle
kunna binda specifikt till WS2. For att undersoka om det muterande syste-
met verkligen binder till WS2, kan metoden EMSA® anviindas. En blandning
av protein och DNA och kors sedan i gelelektrofores. Protein som interage-
rar med DNA vandrar generellt langsammare i gelen 4n det motsvarande
fria DNA:t [29]. P4 detta sétt skulle interaktionen mellan det muterande
systemet och WS2 kunna pavisas.

I projektet odlades jasten med det inducerade systemet pa oljesyra. Detta

8Electrophoretic Mobility Shift Assay
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antogs kunna pavisa vilka kolonier som hade fatt fordelaktiga mutationer pa
WS2 som mojliggdr en syntes av fettsyraetylestrar, se figur 2. Detta antogs
vara anledningen till att vissa kolonier hade en hogre tillvaxt &n andra pa
plattorna med oljesyra. Dock visade sekvenseringen av WS2, for nagra av
de kolonierna med hogst tillvaxt, att inga mutationer hade uppstatt. An-
ledningen till att kolonierna dnd& hade en hog tillvaxt, kan bero pa att vi
under projektet har selekterat for kolonier med en hog resistens mot oljesy-
ra, vilket inte méaste innebéra att mutationer pa WS2 har uppstatt. Detta
kan istéllet bero pa att andra fordelaktiga mutationer i jastens genom har
uppstatt vilket resulterat i 6kad tillvixt pa oljesyra. For att kontrollera om
sddana mutationer har uppstatt, skulle hela genomet for dessa kolonier kun-
na sekvenseras.

For att 6ka chansen att det muterande systemet skapar mutationer pa WS2
kan flera bindningssiten for det muterande systemet skapas. I vart projekt
skapades endast ett bindningsséte for systemet, genom den variabla delen péa
gRNA. En hypotes till att mutationer inte uppstod pa WS2 var att syste-
mets mutationsfrekevens var for 1ag. For att erhalla en 6kad mutationsfre-
kvens skulle fler bindningsstédllen kunna introduceras. I en studie av Finney
Manchester och Maheshri [17] studeras ett fusionsprotein innehéallande Magl
for att astadkomma riktade mutationer in vivo i jast. I studien anvénds flera
bindningsséten for fusionsproteinet vilket resulterar i mutationer pa malse-
kvensen. Detta tyder pa att flera bindningssdten skulle vara av relevans att
testa i framtiden &ven i detta projekt.

En annan férdndring av det muterande systemet som hade varit av relevans
att studera ar att undersoka om andra muterande enzym kan ge férbéttrade
resultat. Detta skulle kunna innebéra att ersidtta det muterande enzymet
Magl med ett analogt enzym fran en annan organism. Alternativt skulle
Magl kunna ersattas av ett enzym med andra muterande egenskaper, till
exempel ett DNA-metylas.

6 Slutsatser

Syftet med studien var att skapa ett muterande system genom att utnyttja
CRISPR/Cas-systemet, detta for att skapa slumpvisa men till en specifik
sekvens riktade mutationer in vivo.

En lyckad konstruktion av det muterade systemet skapades med hjilp av
vektorer som uttrycker WS2 och ett dCas9-Magl-fusionsprotein. Dessa vek-
torer transformerades till jaststammen S. cerevisiae JV04, som sedan hos
nagra kolonier visade hogre resistens mot oljesyra efter att det muterande
systemet hade inducerats med galaktos. Det muterande systemet har dock
inte kunnat visas mutera WS2 efter sekvensering av genen. Det gar inte att
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helt sikerstélla att det inte fungerar utan ytterligare experimentella férsok.
Ytterligare experimentella forsok skulle bland annat vara att sekvensera fler
kolonier, att sekvensera hela p416ins-plasmiden for att se om mutationer
skett pa annan plats, att ha ldngre induceringstid, att ha ett okat selektions-
tryck samt studera huruvida gRNA binder in till WS2.

Andra experimentella forsok som skulle vara av relevans ar att sekvensera alla
fragment i inserten for att pavisa deras narvaro, att studera att de ingaende
fragmenten korrekt uttryckts till proteiner, att skapa fler bindningsséten for
systemet samt att byta systemets muterande enzym mot ett annat.
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Figur 17: Processchema for det laborativa arbetet. Varje aktivitet skrivs i fetstil med
relevanta metoder under i normal text.



B Originalplasmider med restriktionsfragment for
Sacl och Xhol

5123 bp

p413TEF
5601 bp

Xhol

(2335)
Sacl /

313 478 bp

Figur 18: Genkarta 6ver p413TEF med restriktionsfragment for Sacl och Xhol marke-
rade. Bilden genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.

(2263)
Sacl /

@) 478 bp

Figur 19: Genkarta 6ver p416TEF med restriktionsfragment for Sacl och Xhol marke-
rade. Bilden genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.



C Plasmidkonstruktioner

xo’

p413ins

10 850 bp

Cre1 termina

Figur 20: Genkarta 6ver p413ins med GALI-promotor, SV40 NLS, dCas9 och MAG1

infogat. ampR ger ampicillinresistens och HIS3 mojliggdr produktion av histidin. Bilden
genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.

p416ins

7357 bp

Figur 21: Genkarta &ver p416ins med WS2, pKEX2 och integrationskassett for gRNA

infogat. ampR ger ampicillinresistens och URAS3 mdjliggér produktion av uracil. Bilden
genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.



D

Forberedelse av och transformation till kompe-
tenta jastceller

Forberedelse av kompetenta jastceller

1. Spéad en jastkultur 6ver natten i 50 ml YPD till en ODggo pé ungeféar 0,25.

2. Inkubera kulturen vid 30 °C pa en skakinkubator tills den nar en ODgoo pa cirka
1,0 (ungefér 4-5 timmar)

3. Centrifugera cellerna i 5 minuter pa 1000 g och kasta supernatanten.

4. Los upp cellerna i 10 ml LTE-buffer.

5. Repetera steg 3.

6. Los upp cellerna i 0,5 ml LTE-buffer.

7. Fordela 50 pl av de uppldsta cellerna till varsitt Eppendorfror (ett for varje trans-
formation).

Transformation

1. Tillsatt det DNA som ska transformeras, ungefar 1 pg av varje plasmid.

2. Tillsatt 50 pl ssDNA med en koncentration av 2 mg/ml.

3. Tillsatt 300 pl av transformationsblandningen. Blanda vil genom att pipettera upp
och sedan ner upprepande ganger.

4. Inkubera i 30 minuter vid 30 °C.

5. Inkubera i 15 min vid 42 °C.

6. Tillsatt innehallet i varje tub till en lamplig platta. Sprid ut 16sningen forsiktigt pa
plattan och lat den torka tills all vitska absorberats.
LTE-buffer Transformationsblandning
0,1 M LiAc 40 % PEG 3350
10 mM Tris-HC1 (pH 7,5) 0,1 M LiAc
1 mM EDTA 10 mM Tris-HCL (pH 7.5)

1 mM EDTA



E PCR

Tabell 2:

Volym av respektive komponent i en 50 ul PCR-reaktion.

Komponent 50 pl reaktion
H,O spad till 50 pl
5x Phusion HF Buffer 10 nl
10 mM dNTPS 1yl
10 pM Forward primer 2,5 nl
10 pM Reverse primer 2,5 ul
DNA-templat 0,5 nl
Phusion-polymeras 0,5 nl

Tabell 3: PCR-schema for MAGI1, pGALI1, gRNA, pKEX2 samt WS2.

Antal cykler

Steg i cykeln Temperatur (°C) Tid
Initial denaturering 98,0 30 sek.
Denaturering 98,0 10 sek.
Hybridisering 61,3 30 sek.
Polymerisering 72,0 30 sek.
Slutlig polymerisering 72,0 10 min
15,0 %)

1

35

Tabell 4: PCR-schema for dCas9.

Antal cykler

Steg i cykeln Temperatur (°C) | Tid
Initial denaturering 98,0 30 sek.
Denaturering 98,0 10 sek.
Hybridisering 63,0 30 sek.
Polymerisering 72,0 65 sek.
Slutlig polymerisering 72,0 10 min
15,0 00

1

35




F Laborationsinstruktioner for koloni-PCR

Forberedelse av koloni-PCR.

1.
2.

g

® N> ok

Forbered Eppendorfréren med 25 pnl av en 20 mM NaOH-16sning.
Tillsatt nagra fa glasparlor till varje tub.

Overfor en liten bit av kulturen till tuben med en steril pipettspets och resuspendera
jastcellerna i 16sningen.

Koka provet vid 97,5 °C i 15 minuter.

Blanda 16sningen med en vortex mixer i 15 sekunder.
Centrifugera ner 16sningen under maximal hastighet i 1 minut.
Overfor 0,5 pl av 16sningen till 24,5 ul PCR-reaktionslésning.

Anviand atminstone 35 cykler for att fa bra band.

Forberedelse av PCR-reaktionslésningen

Tabell 5: Volym foér respektive komponent i en 25 nl PCR-reaktionslésning fér koloni-

PCR.

Komponent Volym (ul)
Phusion-buffer 5
dNTPs 0,5
Forward primer 1,25
Reverse primer 1,25
Phusion-polymeras 0,25
DNA-templat 0,5
Vatten Spad till 25 pl




G Klyvningsstallen Pvull, p413 och p416

4522 bp 4449 bp

p413ins

p416ins

10 850 bp 7357 bp g Pvull

4895 bp 2018 bp

Figur 22: Storlek av restriktionsfragment med Puvull for p413ins (vénster) och p416ins
(héger). Bilden genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.

4523 bp 4451 bp

p413TEF
5601 bp

p416TEF
5529 bp

1078 bp

Figur 23: Storlek av restriktionsfragment med Poull f6r p413TEF (vénster) och p416TEF
(héger). Bilden genererades med SnapGene® software [30] och bearbetades.



H DNA-sekvenser for primrar
H.1 Primrar for forlangning av segment infér Gibsonsammanfogning

Tabell 6: Tabell med primrar for Gibsonsammanfogning av p413ins.

MAG1-segmentet

dCas9—Linker—MAG1 GTGGTGATGGAGGTGGAGGTGGAATGAAACTAAA
AAGGGAGTATGATG
Plasmid— MAG1 ATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGACTCGA

GTTAGGATTTCACGAAATTTTCTTC

dCas9-segmentet

MAG1—Linker—dCas9-NLS | GTTTCATTCCACCTCCACCTCCATCACCACCTAA
TTGAGACAAG

pGAL1—dCas9-NLS GGAGAAAAAACTATAATGTCTAGAGCCCCAAAGA
AG

pGALI1-segmentet

dCas9-NLS—pGAL1 TGGGGCTCTAGACATTATAGTTTTTTCTCCTTGA
CGTTAAAG
Plasmid—pGAL1 CCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCTTTC

AAAAATTCTTACTTTTTTTTTIGG




Tabell 7: Tabell med primrar fé6r Gibsonsammanfogning av p416ins.

gRIN A-kassetten
Plasmid—gRNA | CCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCTCTTTGAAAAGATAA
TGTATGATTATGC

pKEX2—gRNA | CATCAGAGCCGCTGAAGACATAAAAAACAAAAAAAGCAC

pPKEX2-segmentet
gRNA—pKEX2 | TTGTTTTTTATGTCTTCAGCGGCTCTGATGTAGAT

WS2—pKEX2 ACCTAATCTCTTCATCTGATAATGGGTTTGTAGTTTATAATTATG
TG

WS2-segmentet
pKEX2— WS2 CAAACCCATTATCAGATGAAGAGATTAGGTACTCTAGACG

Plasmid— W52 ATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGTTACTTTCTA
GTACGGGCACG

H.2 Primrar for sekvensering

Tabell 8: Primrar for sekvensering av insertet i p413ins. Samtliga primrar gar i samma
riktning och ar avskiljda med ca 800 bp, d& detta ar langden inom vilket sekvenseringsre-
sultatet dr som sékrast.

Primer # | Sekvens
GGGGAGGGCGTGAATGTAAG
CATGTCTAGCAATATATTTCTCAGG
AGTTGGAGAATCAAAACCAC
ACCTCTATTCTTATCGGATCTAG
AGGCATTGAATCTATCTTCGAC
GAGCCTTAGTAATTTCGGTGTTG
AAAACCTTGAACTTCTTGGATG

N O TR W N

Tabell 9: Primrar for sekvensering av insertet i p416ins. Samtliga primrar gar i samma
riktning och &r avskiljda med ca 800 bp, da detta &r lingden inom vilket sekvenseringsre-
sultatet dr som sakrast.

Primer # | Sekvens
1 TTTTCGGTTAGAGCGGATGTG
2 CAGGGTGTCTGACAGAATG
3 GGCTTATGACAGAATTATGCATATG




Tabell 10: Primrar for sekvensering av WS2. Primrarna sitter pa 6verlappen och ar darfor
motsatt riktade.

Primerriktning | Sekvens
Forward CGTGACATAACTAATTACATGACTC
Reverse CCATTATCAGATGAAGAGATTAGG

H.3 Primrar ytterligare kontroll av insert

Tabell 11: Primrar f6r kontroll av inserten p413ins och p416ins.

Primer Sekvens

p413 forward 1 | GGAGGGCGTGAATGTAAGC
p413 forward 2 | GATGTTCCCTCCACCAAAGG
p416 forward GGAAGCATATTTGAGAAGATGC
Reverse CCTCACTAAAGGGAACAAAAGC




I DNA-sekvenser for konstruerade plasmider

1.1 p413ins

bp 2086-2333
bp 2340-3230
bp 3231-3245
dCas9 bp 3246-7346
SV40 NLS  bp 7356-7376
bp 7393-8057

Q
~

1 TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA

61 CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGCGTG
121 TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC
181 ACCATAAATT CCCGTTTTAA GAGCTTGGTG AGCGCTAGGA GTCACTGCCA GGTATCGTTT
241 GAACACGGCA TTAGTCAGGG AAGTCATAAC ACAGTCCTTT CCCGCAATTT TCTTTTTCTA
301 TTACTCTTGG CCTCCTCTAG TACACTCTAT ATTTTTTTAT GCCTCGGTAA TGATTTTCAT
361 TTTTTTTTTT CCCCTAGCGG ATGACTCTTT TTTTTTCTTA GCGATTGGCA TTATCACATA
421 ATGAATTATA CATTATATAA AGTAATGTGA TTTCTTCGAA GAATATACTA AAAAATGAGC
481 AGGCAAGATA AACGAAGGCA AAGATGACAG AGCAGAAAGC CCTAGTAAAG CGTATTACAA
541 ATGAAACCAA GATTCAGATT GCGATCTCTT TAAAGGGTGG TCCCCTAGCG ATAGAGCACT
601 CGATCTTCCC AGAAAAAGAG GCAGAAGCAG TAGCAGAACA GGCCACACAA TCGCAAGTGA
661 TTAACGTCCA CACAGGTATA GGGTTTCTGG ACCATATGAT ACATGCTCTG GCCAAGCATT
721 CCGGCTGGTC GCTAATCGTT GAGTGCATTG GTGACTTACA CATAGACGAC CATCACACCA
781 CTGAAGACTG CGGGATTGCT CTCGGTCAAG CTTTTAAAGA GGCCCTACTG GCGCGTGGAG
841 TAAAAAGGTT TGGATCAGGA TTTGCGCCTT TGGATGAGGC ACTTTCCAGA GCGGTGGTAG
901 ATCTTTCGAA CAGGCCGTAC GCAGTTGTCG AACTTGGTTT GCAAAGGGAG AAAGTAGGAG
961 ATCTCTCTTG CGAGATGATC CCGCATTTTC TTGAAAGCTT TGCAGAGGCT AGCAGAATTA
1021 CCCTCCACGT TGATTGTCTG CGAGGCAAGA ATGATCATCA CCGTAGTGAG AGTGCGTTCA
1081 AGGCTCTTGC GGTTGCCATA AGAGAAGCCA CCTCGCCCAA TGGTACCAAC GATGTTCCCT
1141 CCACCAAAGG TGTTCTTATG TAGTGACACC GATTATTTAA AGCTGCAGCA TACGATATAT
1201 ATACATGTGT ATATATGTAT ACCTATGAAT GTCAGTAAGT ATGTATACGA ACAGTATGAT
1261 ACTGAAGATG ACAAGGTAAT GCATCATTCT ATACGTGTCA TTCTGAACGA GGCGCGCTTT
1321 CCTTTTTTCT TTTTGCTTTT TCTTTTTTTT TCTCTTGAAC TCGACGGATC TATGCGGTGT
1381 GAAATACCGC ACAGATGCGT AAGGAGAAAA TACCGCATCA GGAAATTGTA AACGTTAATA
1441 TTTTGTTAAA ATTCGCGTTA AATTTTTGTT AAATCAGCTC ATTTTTTAAC CAATAGGCCG
1501 AAATCGGCAA AATCCCTTAT AAATCAAAAG AATAGACCGA GATAGGGTTG AGTGTTGTTC
1561 CAGTTTGGAA CAAGAGTCCA CTATTAAAGA ACGTGGACTC CAACGTCAAA GGGCGAAAAA
1621 CCGTCTATCA GGGCGATGGC CCACTACGTG AACCATCACC CTAATCAAGT TTTTTGGGGT
1681 CGAGGTGCCG TAAAGCACTA AATCGGAACC CTAAAGGGAG CCCCCGATTT AGAGCTTGAC
1741 GGGGAAAGCC GGCGAACGTG GCGAGAAAGG AAGGGAAGAA AGCGAAAGGA GCGGGCGCTA
1801 GGGCGCTGGC AAGTGTAGCG GTCACGCTGC GCGTAACCAC CACACCCGCC GCGCTTAATG
1861 CGCCGCTACA GGGCGCGTCG CGCCATTCGC CATTCAGGCT GCGCAACTGT TGGGAAGGGC
1921 GATCGGTGCG GGCCTCTTCG CTATTACGCC AGCTGGCGAA AGGGGGATGT GCTGCAAGGC
1981 GATTAAGTTG GGTAACGCCA GGGTTTTCCC AGTCACGACG TTGTAAAACG ACGGCCAGTG

2041 AGCGCGCGTA ATACGACTCA CTATAGGGCG AATTGGGTAC CGGCCGCHAN TTANAGCCTT
2101 CGAGCGTCCC AAAACCTTCT CAAGCAAGGT ATGTTACATG CGTACACGCG
2161 TCTGTACAGA AAAAAAAGAA AAATTTGAAA GTTCTTAATA CTAACATAAC
2221 TATAAAAAAA TAAATAGGGA CCTAGACTTC ACTCCTTCCT TTTCGGTTAG
2281 AGCGGATGTG GGGGGAGGGC GTGAATGTAA ACTAATTACA TGACTCGAGT



2341 TAGGATTTCA CGAAATTTTC TTCTGCCTTC ATCATGGCAT CTGTATTTGT GCTCGCGAGC
2401 CTCCAAAGTA TGAACATAAA CACAGACCTA TACGGAGAAA ATGTTTCAGA GCATTTTTCC
2461 ATTATGTCGT CGTCATATAT TTTCCAGTTG TATTTCTTAT GCTTAATCTT ACTCTTTTTA
2521 ACTACTTTTC TTTCACGCAT TAATTCTTTT TCCAATTCTG GCTTATCTGA AAGGTATTTT
2581 GAAAAACCCC TAGCAATACC TAGATCTTCA GGAGCAAATA CATCCATTCT TTTCAATCCG
2641 GAGATCAAGA ACATTTTGGC ACTCCATGGG CCTATACCTT TTACATTCGT AACTAAACTT
2701 TCAATCACTT CCTCATCATT ATCTTTTTGA CCGAAGAGCT TTTCGATATC CTTATATTTT
2761 TCAGTAAAAT AGACAGCAAG AGACTCTAGA TATATCATTT TCCTTTTACT CAATCCACAT
2821 TTTGCGATTT CTGCACATTT TGCTGGGTCT TTGAAGTCTT CGAAAAGGAT TTTGTAATCA
2881 GGAAATGCAC CGCCATAAAG ACTGACAACC CTTGCCTTGA TGCTTTCAGC TGCTTGGCCA
2941 CTGATCTGTT GAGACAAAAT TGTGCTTGCA AGCCTAATAA AATAATCTTC GAGTGTATTA
3001 GGGACTTGAG TCTCCTTCAA GTACAACGTA AATTCATTAT TCTTAAGTAT GGGAAAAAGT
3061 GATGGATCTT TCTCTAAAAT GTGTTCGCAA GCCATATTGA ACTTTTCTTC ATGTCTAGCA
3121 ATATATTTCT CAGGAAGAGC AACCTCTAGA GGTCGAGACC CTAATTCTTT TGCTATTTCC
3181 TTAACAGCGT CTGCTTTTAT TAACTCATCA TACTCCCTTT TTAGTTTCAT
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521



5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761

Q
Q
<«

CTAGACATTA

TTGGCGTAAT
CACAACATAG
CTCACATTAA
CTGCATTAAT
GCTTCCTCGC
CACTCAAAGG
TGAGCAAAAG
CATAGGCTCC
AACCCGACAG
CCTGTTCCGA
GCGCTTTCTC
CTGGGCTGTG

TA

GAG
CATGGTCATA
GAGCCGGAAG
TTGCGTTGCG
GAATCGGCCA
TCACTGACTC
CGGTAATACG
GCCAGCAAAA
GCCCCCCTGA
GACTATAAAG
CCCTGCCGCT
ATAGCTCACG
TGCACGAACC

C

CTCCAGCTTT
GCTGTTTCCT
CATAAAGTGT
CTCACTGCCC
ACGCGCGGGG
GCTGCGCTCG
GTTATCCACA
GGCCAGGAAC
CGAGCATCAC
ATACCAGGCG
TACCGGATAC
CTGTAGGTAT
CCCCGTTCAG

@
@«
|
Q

T

TGTTCCCTTT
GTGTGAAATT
AAAGCCTGGG
GCTTTCCAGT
AGAGGCGGTT
GTCGTTCGGC
GAATCAGGGG
CGTAAAAAGG
AAAAATCGAC
TTTCCCCCTG
CTGTCCGCCT
CTCAGTTCGG
CCCGACCGCT

w

AGTGAGGGTT
GTTATCCGCT
GTGCCTAATG
CGGGAAACCT
TGCGTATTGG
TGCGGCGAGC
ATAACGCAGG
CCGCGTTGCT
GCTCAAGTCA
GAAGCTCCCT
TTCTCCCTTC
TGTAGGTCGT
GCGCCTTATC

GGCT

AATTGCGCGC
CACAATTCCA
AGTGAGGTAA
GTCGTGCCAG
GCGCTCTTCC
GGTATCAGCT
AAAGAACATG
GGCGTTTTTC
GAGGTGGCGA
CGTGCGCTCT
GGGAAGCGTG
TCGCTCCAAG
CGGTAACTAT



8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801

1.2 p416ins

CGTCTTGAGT
AGGATTAGCA
TACGGCTACA
GGAAAAAGAG
TTTGTTTGCA
TTTTCTACGG
AGATTATCAA
ATCTAAAGTA
CCTATCTCAG
ATAACTACGA
CCACGCTCAC
AGAAGTGGTC
AGAGTAAGTA
GTGGTGTCAC
CGAGTTACAT
GTTGTCAGAA
TCTCTTACTG
TCATTCTGAG
AATACCGCGC
CGAAAACTCT
CCCAACTGAT
AGGCAAAATG
TTCCTTTTTC
TTTGAATGTA
CCACCTGGGT
AAATATATAA
TTCCGAAGAT
TTCCTGCTCT
CGAAAATCCT
GCTTTTCTTG
TTTGTTTATT
ATCCAAATAC
TTAAAAGATA
TATCATGACA

WS2
pKEX2

gRNA-kassett

61
121
181
241
301
361
421

TCGCGCGTTT
CAGCTTGTCT
TTGGCGGGTG
ACCATACCAC
GGTTTCTTTG
AGCACAGACT
CAGTATTCTT
CGAAAGCTAC

CCAACCCGGT AAGACACGAC
GAGCGAGGTA TGTAGGCGGT
CTAGAAGGAC AGTATTTGGT
TTGGTAGCTC TTGATCCGGC
AGCAGCAGAT TACGCGCAGA
GGTCTGACGC TCAGTGGAAC
AAAGGATCTT CACCTAGATC
TATATGAGTA AACTTGGTCT
CGATCTGTCT ATTTCGTTCA
TACGGGAGGG CTTACCATCT
CGGCTCCAGA TTTATCAGCA
CTGCAACTTT ATCCGCCTCC
GTTCGCCAGT TAATAGTTTG
GCTCGTCGTT TGGTATGGCT
GATCCCCCAT GTTGTGCAAA
GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA
TCATGCCATC CGTAAGATGC
AATAGTGTAT GCGGCGACCG
CACATAGCAG AACTTTAAAA
CAAGGATCTT ACCGCTGTTG
CTTCAGCATC TTTTACTTTC
CCGCAAAAAA GGGAATAAGG
AATATTATTG AAGCATTTAT
TTTAGAAAAA TAAACAAATA
CCTTTTCATC ACGTGCTATA
ATTAAAAATA GAAAGTAAAA
GTAAAAGACT CTAGGGGGAT
CAGGTATTAA TGCCGAATTG
GTGATTTTAC ATTTTACTTA
TCTAATAAAT ATATATGTAA
TTTTTTTCTT CATTCCGTAA
AAAACATAAA AATAAATAAA
CGAGGCGCGT GTAAGTTACA
TTAACCTATA AAAATAGGCG

bp 2014-2261
bp 2268-3689
bp 3690-4177
bp 4178-4565

CGGTGATGAC GGTGAAAACC
GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA
TCGGGGCTGG CTTAACTATG
AGCTTTTCAA TTCAATTCAT
AAATTTTTTT GATTCGGTAA
TAGATTGGTA TATATACGCA
AACCCAACTG CACAGAACAA
ATATAAGGAA CGTGCTGCTA

TTATCGCCAC
GCTACAGAGT
ATCTGCGCTC
AAACAAACCA
AAAAAAGGAT
GAAAACTCAC
CTTTTAAATT
GACAGTTACC
TCCATAGTTG
GGCCCCAGTG
ATAAACCAGC
ATCCAGTCTA
CGCAACGTTG
TCATTCAGCT
AAAGCGGTTA
TCACTCATGG
TTTTCTGTGA
AGTTGCTCTT
GTGCTCATCA
AGATCCAGTT
ACCAGCGTTT
GCGACACGGA
CAGGGTTATT
GGGGTTCCGC
AAAATAATTA
AAAGAAATTA
CGCCAACAAA
TTTCATCTTG
TCGTTAATCG
AGTACGCTTT
CTCTTCTACC
CACAGAGTAA
GGCAAGCGAT
TATCACGAGG

TCTGACACAT
GACAAGCCCG
CGGCATCAGA

TGGCAGCAGC
TCTTGAAGTG
TGCTGAAGCC
CCGCTGGTAG
CTCAAGAAGA
GTTAAGGGAT
AAAAATGAAG
AATGCTTAAT
CCTGACTCCC
CTGCAATGAT
CAGCCGGAAG
TTAATTGTTG
TTGCCATTGC
CCGGTTCCCA
GCTCCTTCGG
TTATGGCAGC
CTGGTGAGTA
GCCCGGCGTC
TTGGAAAACG
CGATGTAACC
CTGGGTGAGC
AATGTTGAAT
GTCTCATGAG
GCACATTTCC
TAATTTAAAT
AAGAAAAAAT
TACTACCTTT
TCTGTGTAGA
AATGTATATC
TTGTTGAAAT
TTCTTTATTT
ATTCCCAAAT
CCGTCCTAAG
CCCTTTCGTC

GCAGCTCCCG
TCAGGGCGCG
GCAGATTGTA

CACTGGTAAC
GTGGCCTAAC
AGTTACCTTC
CGGTGGTTTT
TCCTTTGATC
TTTGGTCATG
TTTTAAATCA
CAGTGAGGCA
CGTCGTGTAG
ACCGCGAGAC
GGCCGAGCGC
CCGGGAAGCT
TACAGGCATC
ACGATCAAGG
TCCTCCGATC
ACTGCATAAT
CTCAACCAAG
AATACGGGAT
TTCTTCGGGG
CACTCGTGCA
AAAAACAGGA
ACTCATACTC
CGGATACATA
CCGAAAAGTG
TTTTTAATAT
AGTTTTTGTT
TATCTTGCTC
AGACCACACA
TATTTAATCT
TTTTTAAACC
ACTTTCTAAA
TATTCCATCA
AAACCATTAT

GAGACGGTCA
TCAGCGGGTG
CTGAGAGTGC

CATTTTTTTT
TCTCCGAACA
TATGTAGTGT
AAACCTGCAG
CTCATCCTAG

TTATTCTTTT
GAAGGAAGAA
TGAAGAAACA
GAAACGAAGA
TCCTGTTGCT

TTTTGATTTC
CGAAGGAAGG
TGAAATTGCC
TAAATCATGT
GCCAAGCTAT



481 TTAATATCAT GCACGAAAAG CAAACAAACT TGTGTGCTTC ATTGGATGTT CGTACCACCA
541 AGGAATTACT GGAGTTAGTT GAAGCATTAG GTCCCAAAAT TTGTTTACTA AAAACACATG
601 TGGATATCTT GACTGATTTT TCCATGGAGG GCACAGTTAA GCCGCTAAAG GCATTATCCG
661 CCAAGTACAA TTTTTTACTC TTCGAAGACA GAAAATTTGC TGACATTGGT AATACAGTCA
721 AATTGCAGTA CTCTGCGGGT GTATACAGAA TAGCAGAATG GGCAGACATT ACGAATGCAC
781 ACGGTGTGGT GGGCCCAGGT ATTGTTAGCG GTTTGAAGCA GGCGGCAGAA GAAGTAACAA
841 AGGAACCTAG AGGCCTTTTG ATGTTAGCAG AATTGTCATG CAAGGGCTCC CTATCTACTG
901 GAGAATATAC TAAGGGTACT GTTGACATTG CGAAGAGCGA CAAAGATTTT GTTATCGGCT
961 TTATTGCTCA AAGAGACATG GGTGGAAGAG ATGAAGGTTA CGATTGGTTG ATTATGACAC
1021 CCGGTGTGGG TTTAGATGAC AAGGGAGACG CATTGGGTCA ACAGTATAGA ACCGTGGATG
1081 ATGTGGTCTC TACAGGATCT GACATTATTA TTGTTGGAAG AGGACTATTT GCAAAGGGAA
1141 GGGATGCTAA GGTAGAGGGT GAACGTTACA GAAAAGCAGG CTGGGAAGCA TATTTGAGAA
1201 GATGCGGCCA GCAAAACTAA AAAACTGTAT TATAAGTAAA TGCATGTATA CTAAACTCAC
1261 AAATTAGAGC TTCAATTTAA TTATATCAGT TATTACCCTA TGCGGTGTGA AATACCGCAC
1321 AGATGCGTAA GGAGAAAATA CCGCATCAGG AAATTGTAAA CGTTAATATT TTGTTAAAAT
1381 TCGCGTTAAA TTTTTGTTAA ATCAGCTCAT TTTTTAACCA ATAGGCCGAA ATCGGCAAAA
1441 TCCCTTATAA ATCAAAAGAA TAGACCGAGA TAGGGTTGAG TGTTGTTCCA GTTTGGAACA
1501 AGAGTCCACT ATTAAAGAAC GTGGACTCCA ACGTCAAAGG GCGAAAAACC GTCTATCAGG
1561 GCGATGGCCC ACTACGTGAA CCATCACCCT AATCAAGTTT TTTGGGGTCG AGGTGCCGTA
1621 AAGCACTAAA TCGGAACCCT AAAGGGAGCC CCCGATTTAG AGCTTGACGG GGAAAGCCGG
1681 CGAACGTGGC GAGAAAGGAA GGGAAGAAAG CGAAAGGAGC GGGCGCTAGG GCGCTGGCAA
1741 GTGTAGCGGT CACGCTGCGC GTAACCACCA CACCCGCCGC GCTTAATGCG CCGCTACAGG
1801 GCGCGTCGCG CCATTCGCCA TTCAGGCTGC GCAACTGTTG GGAAGGGCGA TCGGTGCGGG
1861 CCTCTTCGCT ATTACGCCAG CTGGCGAAAG GGGGATGTGC TGCAAGGCGA TTAAGTTGGG
1921 TAACGCCAGG GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGAG CGCGCGTAAT

1981 ACGACTCACT ATAGGGCGAA TTGGGTACCG GCCGCANATT AAAGCCTICE AGCCTCCCHAN
2041 AACCTTCTCA AGCAAGGTTT TCAGTATAAT GTTACATGCG TACACGCGTC TGTACAGAAA
2101 AAAAAGAAAA ATTTGAAATA TAAATAACGT TCTTAATACT AACATAACTA TAAAAAAATA
2161 AATAGGGACC TAGACTTCAG GTTGTCTAAC TCCTTCCTTT TCGGTTAGAG CGGATGTGGG
2221 GGGAGGGCGT GAATGTAAGC GTGACATAAC TAATTACATG ACTCGAGTTA CTTTCTAGTA

2281 CGGGCACGCT TCTTTGGTGG CAGAATTAGA GATTCGAGTT CATCCAATGC TTCACCAGTA
2341 TAGACTGCTA ACTTTTGCAT TGATGGTAAA GTATCACGAC AACCGGTAAA CCCAAAGTTA
2401 AGGGAGCCAG CGTAAGACAG GCATGTGATG TTCAAGGCAC CACCGTGGGC GATAAGGGAA
2461 ACTGGGTACA TGGCTTCCAA TCTAGCTCCT TCGTAATACA ATGTCCCCTC AGGCCCAGGG
2521 ACATTGCTTA TAGTAACATT GAAAACTGGC CTCATTCTAC CTCCCAATCC GCTCATCAAT
2581 TGTAAGATGT AAGGTGACAT CAGCAGCATT GTGTATTGTG TTAGTGCTGA CTTAGGCAAC
2641 TTTTGGAGAT GCTCCTTCGC CCTTCGTGTT GAGGTTTTGA TCTGTTGTAA TCTATTGAGA
2701 GGATCAGCTT CGTCAGTAGC CAAACTAGCA ATCATGAATG AGATTTGTGT TCCGGTGCCT
2761 TCGTCATCAG CTGGTCTGAT ATTCACTGGA ATTCCTGCCG TTAAAGGTGT GTCAGGCAAG
2821 TTATTCTGCT CAGCCAAAAA CCTTCTCAAG GCAGTACCAC ATAAGTAAAG CACTATATCA
2881 TTCAGTGAAC CACCACTGGC ATGCGCTAAG TTTTTCAATC TATCTAGTTG GTAGTGTTGA
2941 GTAGCGAATC TTCTCTGCGC TGTAACTCTA TGGTTAAGGA CAGACACTGG ACCGGTGAAT
3001 GGAGCTGTTA AGCCATCCTC AGGGTGTCTG ACAGAATGTA CTAGACGATT GCCAGCTTGC
3061 CATAGTCTAG GGGCCATATC CGCTTGGAGC TTCAAGGCGT CCATTGCTTG AGAAACCGCA
3121 GCAGGCACAG AAGCCTCTTT ATCTGTTTTA GCTCCTCTTC TCTGGTGAGG TCTAACTGTC
3181 CATGGAGGAG GCATGTTACA TCTCTCTGGG TCAGTGGTCA ATACTCTTTG CATCAATCTT
3241 ACTCCAGATA TCCCATCAAT CATAGAGTGA TGCATCTTAG TATACAGTGC AAATCTGTTG
3301 TTTTCAAGAC CTTCAATGAC ATGGCATTCC CATAGTGGTC TAGAGAAATC TAAAGGGTTG
3361 GAGTGTAATC TAGAAACAAG TATCCCTAGC TCTCTTTCAC CACCTGGTCT TGGCAATGCA
3421 CTATGTCGGA CATGATAATC CAAATCGATA TCTTTGTCTA CCTTCCAGGC AGGAGCAATA
3481 ACCCTGCCAA GGAAACCGGA CCATGCGAGC TTGTAACCCC ATGGTGGGGC AACATCTCCT
3541 GCCTCTTTCA TCCTTGTAAC CATATCACGT AGAAATGTCT CTGGAGCACC TTCTGGTAAT
3601 GAGAAGATTT GGAGAGTGCC CACGTGCATT GGCGTATCTT CGGATTCGAC TGCAAGCCAA
3661 CTAGCGTCTA GAGTACCTAA TCTCTTCATC TGATAATGGG TTTGTAGTTT ATAATTATGT

ot



3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901

GATGAGGCCA
TATGTGGAAT
TTATGACAGA
CTTGTTTGCC
AGTATCAGCT
TTATTTTTTT
AATAATAATA
CATATCGAGA
CCACCGACTC
TTTCTAGCTC
AAGTTTCGAA
TTTTGAACAG
GCACTACAAA
AAGAAAACAT
AAAGAGAGCT
TGGTCATAGC
GCCGGAAGCA
GCGTTGCGCT
ATCGGCCAAC
ACTGACTCGC
GTAATACGGT
CAGCAAAAGG
CCCCCTGACG
CTATAAAGAT
CTGCCGCTTA
AGCTCACGCT
CACGAACCCC
AACCCGGTAA
GCGAGGTATG
AGAAGGACAG
GGTAGCTCTT
CAGCAGATTA
TCTGACGCTC
AGGATCTTCA
TATGAGTAAA
ATCTGTCTAT
CGGGAGGGCT
GCTCCAGATT
GCAACTTTAT
TCGCCAGTTA
TCGTCGTTTG
TCCCCCATGT
AAGTTGGCCG
ATGCCATCCG
TAGTGTATGC
CATAGCAGAA
AGGATCTTAC
TCAGCATCTT
GCAAAAAAGG
TATTATTGAA
TAGAAAAATA
TTTTCATCAC
TAAAAATAGA
AAAAGACTCT

AAAAACAACG
AGATTTCTCT
ATTATGCATA
TTTAGAAAAT
CAGTTATTTA
TCCATTTACC
TACACGTTAT
TGCGTGTATC
GGTGCCACTT
TAAAACGTCT
CGCCGAAACA
AACATTGTAG
ATCTAGAGTT
CAAGTTTCTG
CCAGCTTTTG
TGTTTCCTGT
TAAAGTGTAA
CACTGCCCGC
GCGCGGGGAG
TGCGCTCGGT
TATCCACAGA
CCAGGAACCG
AGCATCACAA
ACCAGGCGTT
CCGGATACCT
GTAGGTATCT
CCGTTCAGCC
GACACGACTT
TAGGCGGTGC
TATTTGGTAT
GATCCGGCAA
CGCGCAGAAA
AGTGGAACGA
CCTAGATCCT
CTTGGTCTGA
TTCGTTCATC
TACCATCTGG
TATCAGCAAT
CCGCCTCCAT
ATAGTTTGCG
GTATGGCTTC
TGTGCAAAAA
CAGTGTTATC
TAAGATGCTT
GGCGACCGAG
CTTTAAAAGT
CGCTGTTGAG
TTACTTTCAC
GAATAAGGGC
GCATTTATCA
AACAAATAGG
GTGCTATAAA
AAGTAAAAAA
AGGGGGATCG

GGATTAGTTT
TTTGCAAAAC
TGAAACGAGA
GTTTCGGTTT
ATATGCTAAC
GTTTTTTGCG

ATCCTTAGTA
GGGATATTTA
GAAAGAACAC
CAATACTGTT
CTTTCCTTTG
TTTCAGAAAA

CATTTTTTAT
TACATCAGAG
TTTCAAGTTG
TACGCTGGCT
TGCGCACCAA
GGTGTGAAAA
GTACTTCAAA
TATAAATATG
TTCCCTTTAG
GTGAAATTGT
AGCCTGGGGT
TTTCCAGTCG
AGGCGGTTTG
CGTTCGGCTG
ATCAGGGGAT
TAAAAAGGCC
AAATCGACGC
TCCCCCTGGA
GTCCGCCTTT
CAGTTCGGTG
CGACCGCTGC
ATCGCCACTG
TACAGAGTTC
CTGCGCTCTG
ACAAACCACC
AAAAGGATCT
AAACTCACGT
TTTAAATTAA
CAGTTACCAA
CATAGTTGCC
CCCCAGTGCT
AAACCAGCCA
CCAGTCTATT
CAACGTTGTT
ATTCAGCTCC
AGCGGTTAGC
ACTCATGGTT
TTCTGTGACT
TTGCTCTTGC
GCTCATCATT
ATCCAGTTCG
CAGCGTTTCT
GACACGGAAA
GGGTTATTGT
GGTTCCGCGC
AATAATTATA
AGAAATTAAA
CCAACAAATA

TTCTTTTATG
CCGCTGAAGA
ATAACGGACT
CCCTTAGATC
CTTTCACTTC
AATGCGCACC
CGTACATGTA
AGTGAAAGCA
TGAGGGTTAA
TATCCGCTCA
GCCTAATGAG
GGAAACCTGT
CGTATTGGGC
CGGCGAGCGG
AACGCAGGAA
GCGTTGCTGG
TCAAGTCAGA
AGCTCCCTCG
CTCCCTTCGG
TAGGTCGTTC
GCCTTATCCG
GCAGCAGCCA
TTGAAGTGGT
CTGAAGCCAG
GCTGGTAGCG
CAAGAAGATC
TAAGGGATTT
AAATGAAGTT
TGCTTAATCA
TGACTCCCCG
GCAATGATAC
GCCGGAAGGG
AATTGTTGCC
GCCATTGCTA
GGTTCCCAAC
TCCTTCGGTC
ATGGCAGCAC
GGTGAGTACT
CCGGCGTCAA
GGAAAACGTT
ATGTAACCCA
GGGTGAGCAA
TGTTGAATAC
CTCATGAGCG
ACATTTCCCC
ATTTAAATTT
GAAAAAATAG
CTACCTTTTA

TGGTAGCCGA
AGCCAGGAAA
GTCCAGCAAA
CTCTTCAGCG
TTTGTTTTCT
TGACCCTCAT
TATATATAGT
CATAAAAAAC
AGCCTTATTT
ATTTATCTTT
TACAGCGTTT
TTTACCGCTA
ATCACCTTGT
TAATCATACA
TTGCGCGCTT
CAATTCCACA
TGAGGTAACT
CGTGCCAGCT
GCTCTTCCGC
TATCAGCTCA
AGAACATGTG
CGTTTTTCCA
GGTGGCGAAA
TGCGCTCTCC
GAAGCGTGGC
GCTCCAAGCT
GTAACTATCG
CTGGTAACAG
GGCCTAACTA
TTACCTTCGG
GTGGTTTTTT
CTTTGATCTT
TGGTCATGAG
TTAAATCAAT
GTGAGGCACC
TCGTGTAGAT
CGCGAGACCC
CCGAGCGCAG
GGGAAGCTAG
CAGGCATCGT
GATCAAGGCG
CTCCGATCGT
TGCATAATTC
CAACCAAGTC
TACGGGATAA
CTTCGGGGCG
CTCGTGCACC
AAACAGGAAG
TCATACTCTT
GATACATATT
GAAAAGTGCC
TTTAATATAA
TTTTTGTTTT
TCTTGCTCTT

ATGAATGAAA
AAGAACAGGC
TATGGAGTAC
ATGCTGTTGA
TTTTCTATCT
TGATTATATG
AAAAATAAAA
AAAAAAAGCA
TAACTTGCTA
CACTGCGGAG
GACCAAAATC
GCCCAAGAGG
ATATACTCGA
TTATCTTTTC
GGCGTAATCA
CAACATAGGA
CACATTAATT
GCATTAATGA
TTCCTCGCTC
CTCAAAGGCG
AGCAAAAGGC
TAGGCTCCGC
CCCGACAGGA
TGTTCCGACC
GCTTTCTCAT
GGGCTGTGTG
TCTTGAGTCC
GATTAGCAGA
CGGCTACACT
AAAAAGAGTT
TGTTTGCAAG
TTCTACGGGG
ATTATCAAAA
CTAAAGTATA
TATCTCAGCG
AACTACGATA
ACGCTCACCG
AAGTGGTCCT
AGTAAGTAGT
GGTGTCACGC
AGTTACATGA
TGTCAGAAGT
TCTTACTGTC
ATTCTGAGAA
TACCGCGCCA
AAAACTCTCA
CAACTGATCT
GCAAAATGCC
CCTTTTTCAA
TGAATGTATT
ACCTGGGTCC
ATATATAAAT
CCGAAGATGT
CCTGCTCTCA



6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

GGTATTAATG
GATTTTACAT
TAATAAATAT
TTTTTCTTCA
AACATAAAAA
AGGCGCGTGT
ACCTATAAAA

CCGAATTGTT
TTTACTTATC
ATATGTAAAG
TTCCGTAACT
TAAATAAACA
AAGTTACAGG
ATAGGCGTAT

TCATCTTGTC
GTTAATCGAA
TACGCTTTTT
CTTCTACCTT
CAGAGTAAAT
CAAGCGATCC
CACGAGGCCC

TGTGTAGAAG
TGTATATCTA
GTTGAAATTT
CTTTATTTAC
TCCCAAATTA
GTCCTAAGAA
TTTCGTC

ACCACACACG AAAATCCTGT
TTTAATCTGC TTTTCTTGTC
TTTAAACCTT TGTTTATTTT
TTTCTAAAAT CCAAATACAA
TTCCATCATT AAAAGATACG
ACCATTATAT CATGACATTA
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