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Framsida: DNA-konstrukt fast mellan tva polystyrenkulor. DNA-handtag syns i svart, 6verlapps-
sekvenser i blatt samt kdrna i ljus- och morkrott.



Sammandrag

Mekaniska studier av enskilda DNA-molekyler i en optisk pincett har visat att vid ett
kraftintervall niara 65 pN genomgar dubbelstrangat DNA en fas av reversibel bistabilitet,
vilket innebér att dess konformation alternerar mellan B- och S-form. Kraftintervallet varierar
dock mellan métningar av olika “individer” av samma DNA-molekyl, vilket antas bero pa
att langden av de befintliga DNA-handtagen pa cirka 40 baser ar for kort. Nar dessa DNA-
handtag anvinds i den optiska pincetten formodas de orsaka sa kallade dndeffekter. Av den
anledningen var projektets syfte att tillverka DNA-handtag for att dels minimera eventuella
dndeffekter och dessutom studera den reversibla bistabiliteten. Ett cirkuldrt enkelstrangat
genom fran bakteriofagen ®X174 bestaende av 5386 baser anvindes som utgadngsmaterial till
DNA-handtagen.

Problemstéllningen bestod inledningsvis i att erhalla linjara DNA-molekyler fran det cir-
kuléra ®X174-genomet. Dessa skulle dérefter hybridiseras och ligeras till den dubbelstrangade
DNA-molekylen av intresse. Dessutom behévde de linjara DNA-molekylerna mérkas in med
affinitetstaggar for att kunna fastas till polystyrenkulor. Slutligen skulle det tillverkade kon-
struktet analyseras i den optiska pincetten.

Den slutgiltiga verifikationen av de framstéllda DNA-konstrukten visade att d& kraften
60 pN applicerades pa DN A-konstrukten gick kraften snabbt ner till 0 pN. Kraftminskningen
tyder pa att DNA-konstruktet inte lingre var sammanlidnkat mellan de bada polystyrenkulor-
na. Darmed kunde fenomenet reversibel bistabilitet inte studeras. Det kunde ddremot bekraf-
tas, da det gick att applicera en kraft pa konstruktet, att de tillverkade DNA-handtagen var
betydligt langre &n de tidigare anvinda.

Anledningen till att den reversibla bistabiliteten aldrig kunde studeras antas bero pa att
kdrnsekvensen inte hybridiserade. Att det &nda applicerats kraft pa langa enkelstrangade
DNA-molekyler i den optiska pincetten antas bero pa att DNA-handtagen hybridiserade med
varandra.



Design of DNA constructs using enzymatic methods

Abstract

Mechanical studies of single DNA molecules in an optical tweezer have shown that in an
interval close to 65 pN, double stranded DNA undergoes a phase of reversible bistability,
which means that its conformation alternates between B and S form. The force range varies
between measurements of different "individuals" of the same DNA molecule, probably due to
the fact that the length of the existing DNA handles of about 40 bases are too short. When
force is applied on these DNA handles in the optical tweezer, so called end effects are believed
to occur. The aim of this project was therefore to design long DNA handles in order to
minimize possible end effects and simultaneously investigate the reversible bistability. The
starting material used to create the DNA handles was the circular single stranded genome of
the bacteriophage X174, which consists of 5386 bases.

Initially, the assignment was to obtain linear DNA molecules from the circular $X174
genome. The linear DNA molecules were then hybridized and ligated to each end of the
double-stranded DNA molecule of interest. Furthermore, the linear DNA molecules had to be
tagged with affinity markers in order to become attached to polystyrene beads. Finally, the
construct was to be analysed in the optical tweezer.

The final verification of the DNA constructs obtained, showed that when a force of 60 pN
was used to stretch the DNA constructs, the force rapidly went down to O pN. The de-
crease in force suggests that the DNA construct was no longer interconnected between the two
polystyrene beads. However, since it was possible to excert a force on the DNA construct the
DNA handles could be proven to be longer than those previously used.

Due to the fact that the core sequences could not hybridize, the reversible bistability could
not be studied. Nevertheless, force was applied on long single stranded DNA molecules in
the optical tweezer and this result is perhaps explained by the hypothesis that the two DNA-
handles have hybridized with each other .
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Begreppslista
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Anti-digoxigenin. Antikropp med affinitet till antigenet DIG.
Ammoniumpersulfat, initiator i polymeriseringen av polyakrylamidgeler.
Digoxigenin. Antigen som binder med affinitet till antikroppen anti-DIG.
Deoxyribonukleinsyra. Organisk molekyl som innhéller den genetiska koden.

Oligonukleotidsekvens skapat utifran virusgenomet ®X174. DNA-hantaget
ar inméarkt med affinitetstaggar pa dess 3’-dnde. DNA-handtaget ar ocksa
komplementéar mot 6verlappssekvensen hos kdrnan vid dess 5’-dnde.

Tva DNA-handtag tillsammans med kérnan och éverlappssekvenser. Se Figur

=T

Deoxyribonukleotid trifosfat. Nukleotiden (N) utgérs av adenin(A), tymin
(T), cytosin (C), guanin (G) eller uracil (U).

Bendmning pa de biomolekyler som studeras med hjélp av en optisk pincett
som i detta projekt utgors av dubbelstringat DNA. Se vidare Figur [I-1]

Nikotinamidadenindinukleotid. Molekyl som fungerar som kofaktor till manga
enzym, till exempel DNA-ligas.

Polymeraskedjereaktion (Eng. Polymerase Chain Reaction). Metod for amp-
lifiering av DNA.

Enkelstrangad oligonukleotid som innehaller en kdrnsekvens komplementéar
till PCR-oligos karnsekvens och 6verlappssekvens som ar komplementér mot
ett av DNA-handtagen tillverkade med PCR-metoden.

Enkelstrangad oligonukleotid som innehaller en kdrnsekvens komplementér
till PCR-komplementets kdrnsekvens och 6verlappssekvens som &ar komple-
mentar mot ett av DNA-handtagen tillverkade med PCR-metoden.

Linjér DNA-sekvens komplementar till X174-genomet framtagen med hjélp
av PCR med Primerl.

Linjar DNA-sekvens komplementér till ®X174-genomet framtagen med hjalp
av PCR med Primer2.

Permutation definieras i detta projekt som tva olika linjira sekvenser som
kommer fran samma cirkuldravirusgenom.

Ett bakteriellt virus (bakteriofag) med enkelstrangat cirkuldrt genom.

Oligonukleotidsekvens (~20 baser) komplementar till enkelstrangat DNA for
att ange start for elongering av ett polymeras.

25 nukleotider lang primer som anvinds i PCR-metoden. For sekvens se

bilaga

25 nukleotider lang primer som anvinds i PCR-metoden. For sekvens se
bilaga [B]

25 nukleotider lang primer som, d& den hybridiserat till ®X174-genomet,
genererar en palindromsekvens for restriktionsenzymet Psil. For sekvens se

bilaga

Restriktionsenzym som kénner igen palindromsekvensen TTATAA. Klipper
jamna andar mitt i palindromsekvensen.

iii



RE Restriktionsenzym. Enzym som bryter fosfodiesterbindningar i DN A-stréangars
ryggrad. Se vidare avsnitt

RE-komplement Enkelstrangad oligonukleotid som innehaller en kdrnsekvens komplementér
till RE-oligos kiarnsekvens och ¢verlappssekvens som ar komplementéir mot
ett av DNA-handtagen tillverkade med RE-metoden.

RE-oligo Enkelstrangad oligonukleotid som innehaller en kdrnsekvens komplementar
till RE-komlementets kdrnsekvens och 6verlappssekvens som ar komplemen-
tdr mot ett av DNA-handtagen tillverkade med RE-metoden.

RE1 Linjar DNA-sekvens av ®X174-genomet framtagen med Psil-Primer.
RE2 Linjar DNA-sekvens av ®X174-genomet framtagen med Stul-Primer.

Reversibel bistabilitet Fenomenet nér dubbelstrangat DNA alternerar mellan B- och S-form, vilket
féorekommer da dubbelstrangat DNA strécks med krafter runt 65 pN.

Stacking Icke kovalenta interaktioner mellan aromatiska ringar sasom kvévebaserna i
DNA.

Stul-primer 25 nukleotider lang primer som innefattar, dd den hybridiserat till ®X174-
genomet, en palindromsekvens for restriktionsenzymet Stul. For sekvens se
bilaga

Stul Restriktionsenzym som kénner igen palindromsekvensen AGGCCT. Klipper

jdmna dndar mitt i palindromsekvensen.

Taq Thermus aquaticus. Organism med hog temperaturtélighet vars polymeras
(Tag-polymeras) ofta anvinds i PCR.

TBE Buffer innehéllande tris, borsyra och EDTA.

TEMED Tetrametyletylendiammin. Katalysator i polymeriseringen av polyakrylamidge-
ler.

Templat Enkelstrangad DNA-molekyl, vilken anviands som mall for DNA-polymeras

vid kopiering av DNA.
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1 Inledning

Ar 1953 foreslog J. Watson och F. Crick en modell fér den molekyléra strukturen av deoxyribonuk-
leinsyra, DNA [I]. Den beskrivna modellen byggde pa att tva spiralformade DNA-strangar ringlade
sig kring samma axel [2]. Strukturen accepterades av forskare virlden 6ver och bendms sedermera
dubbelhelix. Trots god kunskap om DNA-molekylens struktur dr det bara under de senaste 20 aren
som de mekaniska egenskaperna for en enskild DNA-molekyl har kunnat analyseras pa molekylar
niva Il [3]. Genom dessa analyser har forskare fatt en djupare forstéelse f6r hur bland annat de
enzym som interagerar med DNA verkar i cellerna. Forskare har ocksa applicerat krafter pa en
enstaka kromatinfiber och redan vid 6 pN sett en reversibel konformationsférandring av struktu-
ren [3]. Vid 20 pN har de observerat att nukleosomerna forflyttas, vilket mojliggor transkription
av DNA. Det har dven pavisats att DNA-interagerande enzym fungerar som molekylara motorer,
vilka omvandlar energi till mekaniskt arbete i biologiska processer i cellen.

Att dubbelhelixen &ar flexibel och kan anta olika former ar ytterligare information som erhallits
via mekaniska studier. T akvatiska losningsmedel dr DNA-helixen hogervriden [3] och sekundér-
strukturen kallas B-form, vilken &r den vanligaste strukturen fé6r en DNA-molekyl under cellulira
betingelser. Studier av dubbelstrangat DNA har dessutom visat att néir strukturen striacks genom
mekanisk paverkan 6kar DNA-helixens lingd, inom ett visst kraftintervall, med 70 % i forhallande
till B-formen [4]. Vid detta Gverstriackta tillstand antar DNA-helixen en annan struktur som kallas
S-form.

For att utfora mekaniska studier, sasom att dra i en biomolekyl, kan en optisk pincett anvéndas
[5]. Vid kraftmétningar i en optisk pincett krivs att biomolekylen ingér i ett DN A-konstrukt som
ar bundet till polystyrenkulor. I instrumentet styrs polystyrenkulornas position, vilket medfor att
molekylen striacks och en kraft kan métas. I ett DNA-konstrukt ingér en kirna, éverlappssekvenser
och DNA-handtag, vilket illustreras i Figur

B‘°""')_wm_(‘

Figur 1-1: DNA-konstrukt. DNA-konstrukt med kédrna (réd) och &verlappssekvens (bla). DNA-
handtagen bestér av en enkelstrangad DNA-sekvens (svart) och affinitetstaggarna biotin eller digoxigenin,
DIG. Affinitetstaggarna binder till ytbelagda polystyrenkulor. Endast en liten del av polystyrenkulorna
illustreras i utkanten av figuren. Figuren &r inte skalenlig dd& DNA-handtagen i verkligheten ar vésentligt
mycket storre a4n affinitetstaggarna.

Den studerade biomolekylen bendmns kirna och bestér i detta projekt av dubbelstrangat DNA.
I DNA-konstruktet sammanlidnkas kérnans tva 5-dndar med 6verlappssekvenser. Vidare hybridi-
seras DNA-handtagen till de tva 6verlappssekvenserna och de sammanléankas till kdrnans 3’-dndar.
De tvda DNA-handtagen ar enkelstrangade DNA-sekvenser som vardera har en specifik affinitets-
tagg i dess 3’-dnde. DNA-handtagens affinitetstaggar binder till polystyrenkulor ytbelagda med
protein som respektive tagg har hog affinitet till.

Nér dubbelstrangat DNA dras ut med en viss kraft i en optisk pincett alternerar DN A-helixens
sekundérstruktur mellan B- och S-form [4]. Fenomet kallas for reversibel bistabilitet och illustreras
i Figur [I-2] i intervallet 61-65 pN. Reversibel bistabilitet forekommer alltid vid strickningar av
dubbelstrangat DNA, men intervallet varierar mellan kraftmétningar av likadana DNA-konstrukt.
En anledning till att intervallet varierar kan eventuellt vara att sé kallade &ndeffekter uppstar vid
strackningen av DNA-konstrukten.
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Figur 1-2: Overstrickning av kirnsekvens. Overstrackning av kirnsekvensen med hjilp av DNA-
handtag med langden cirka 40 baser. Graf av kraft mot avstand under en cykel av utstriackning, bla, och
relaxation, rod. DNA-helixen uppvisar en reversibel bistabilitet mellan 61-65 pN. Den inskjutna bilden
visar Overgangen i detalj. Figuren &r hdmtad fran experiment utférda av Niklas Bosaeus, doktorand vid
institutionen for Fysikalisk kemi p&4 Chalmers Tekniska Hogskola (ej publicerad).

Flera typer av dndeffekter kan ligga bakom intervallskillnaderna mellan flertalet méatningar
av likadana DNA-konstrukt, exempelvis att polystyrenkulorna repellerar varandra eller sa kallade
vinkeleffekter. Repulsionen mellan polystyrenkulorna skulle vara en f6ljd av det korta avstandet
mellan kulorna i den optiska pincetten, vilket beror pa att de &r mycket storre &n DN A-konstruktet.
Vinkeleffekten kan till exempel uppkomma da kraften pa DNA-konstruktet i den optiska pincetten
appliceras med en vinkel. Detta sker till f6ljd av att DNA-handtaget kan binda in till olika bind-
ningssiten pa den icke-roterbara ytbelagda polystyrenkulan, vilket illustreras i Figur [I-3] nedan.

Sugpipett ) "

Infrarod
laserstrale

Figur 1-3: Vinkeleffekter. Vinkeleffekter pa ett DNA-konstrukt i en optisk pincett. Kraften appliceras i
x-riktning. Vinkeleffekten uppstar da bindningsvinkeln, «, 6verstiger noll, det vill sdga da DN A-konstruktet
inte férenar de tva kulorna ldngs med med x-axeln. Detta delar upp den applicerade kraften i komposanter.
Notera att sugpipetten till vinster halls stilla och att denna kula inte kan rotera medan laserstralen, som
kallas for den optiska fallan, flyttas. Figuren ar inte skalenlig d& polystyrenkulorna ar mycket storre i
forhallande till DN A-konstruktet i verkligheten. De strukturer pa pipettkulan mérkta med S symboliserar
streptavidin. De Y-formade strukturerna pa ytan av fiallkulan motsvarar antikroppar (anti-DIG).

Vid strackningar av DNA-konstrukt ar storleken pa polystyrenkulorna konstant mellan mét-
ningarna, darfér kommer bindningsvinkeln att paverkas av DNA-handtagens lingd. Vinkeleffekten
har storre paverkan pd ett DNA-konstrukt med korta DNA-handtag &n ett med lingre DNA-
handtag. Hur bindningsvinkeln skiljer sig i de bada fallen illustreras i Figur [I-4]

Ett exempel pa korta DNA-handtag ar de som anvands i Figur DNA-handtagen har syn-
tetiserats bas for bas vilket leder till en begriansning av hur ldnga DNA-handtagen kan vara [6].
Idag ar det mojligt att syntetisera DN A-sekvenser bas for bas i storleksordningen upp emot 150
baser med hog noggrannhet (minst 99,5 %) [7].
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(a) Langre handtag. (b) Korta handtag.

Figur 1-4: Jamforelse av langa och korta DN A-handtag. Tva polystryrenkulor som férenas av ett
DNA-konstrukt. Notera att vinkeln [ &r mindre &n vinkeln «. Effekten av vinkeln 6kar da korta DNA-
handtag anvénds i jamforelse med langa DNA-handtag. Figuren &ar ej skalenlig da polystyrenkulorna &ar
betydligt storre &n DN A-konstrukten i verkligheten.

1.1 Syfte

Under projektet ska ett DNA-konstrukt med ldngre handtag &n de 40 baser langa som fér nuva-
rande anvands pa Chalmers Tekniska Hogskola tillverkas. DNA-konstrukten ska kunna anvindas
i en optisk pincett for att méta kraftintervallet da den reversibla bistabiliteten uppstar. Ett DNA-
konstrukt ska innehalla tva stycken cirka 5000 baser langa funktionella DNA-handtag skapade
utifrdn ett och samma virusgenom samt en dubbelstriangad DNA-kdrna med tillhérande 6verlapp-
sekvenser. Syftet med att tillverka de lingre DNA-handtagen &r att de eventuellt kan minska
andeffekterna déa DNA-molekyler striacks. Kraftintervallet d& DNA-helixen genomgar reversibel
bistabilitet kan ddrmed bestdmmas med hogre precision.

1.2 Problemstéillning

Problemet bestar av att skapa tva olika linjara enkelstrangade DN A-molekyler fran ett och samma
enkelstrdngade cirkuldra virusgenom, sa kallade permutationer. Dérefter ska 3’-d&ndarna hos de
enkelstrangade DNA-molekylerna som framstéillts méarkas in med varsin specifik affinitetstagg.
Till de tva DNA-handtagen ska sedan kdrnan ihopsatt med 6verlappssekvenserna hybridiseras och
ligeras. Rening och verifiering av produkter kommer att behéva genomforas efter vissa delmoment
och dessutom ska ett laborationsprotokoll utvecklas allt eftersom ovan stéllda problem Ioses.

1.3 Avgransningar

En av avgrénsningarna i projektet &r att DNA-handtagen kommer att framstéllas av genomet
hos bakteriofagen ®X174. Anledningen &r att virusgenomet ar enkelstringat, relativt litet da det
bestar av endast 5386 baser och dessutom &r det sekvenserat [8]. Storleken pa virusgenomet &r
dock avsevirt mycket storre dn de enkelstrangande DNA-sekvenser som kan skapas bas for bas pa
syntetisk vag.

For att framstélla DNA-handtag som i allt annat féorutom langden &r jamférbara med de syn-
tetiserade DNA-handtagen som anvinds pa Chalmers Tekniska Hogskola kommer samma affini-
tetskomplex att anvindas. De tva affinitetskomplex som uteslutande anvénds i projektet ar darfor
streptavidin och biotin samt digoxigenin och anti-digoxigenin.

Da fokus for projektet ar att minimera éndeffekterna och producera DNA-konstrukt kommer
arbetet begridnsas genom att striackningen i den optiska pincetten utférs av handledaren. Dock
kommer resultatet som genereras ligga till grund for valideringen av DNA-konstruktet.

Dessutom kommer de tva komplementéra oligonukleotiderna i kdrnan att bestéllas ligerade med
respektive dverlappssekvens. Dessa tva enkelstrangade DNA-molekyler kommer att bendmnas oligo
och komplement. Oligonukleotiderna kommer att vara konstanta under projektets géng eftersom
det ar DN A-handtagets och inte kidrnans ldngd som ska studeras.

2 Teori

DNA-molekylens egenskaper, sasom att tva komplementdra DNA-strangar binder till varandra,
kommer att utnyttjas vid tillverkningen av DNA-konstrukten. Aven enzymers egenskaper att mo-
difiera DNA-molekyler kommer att anvindas. Dessutom nyttjas olika tekniker i projektet for att



konstruera samt verifiera DNA-konstrukten. En av teknikerna som frekvent anvindes var gelelektro-
fores, dar DNA-molekyler separeras efter storlek, for att verifiera laborativa moment. I foljande
avsnitt forklaras darfér DNA-molekylens uppbyggnad foljt av for projektet viktiga enzymatiska
reaktioner samt teorin bakom de anvidnda metoderna.

2.1 DNA-molekylens uppbyggnad

DNA bestar av repeterande nukleotider som utgors av en deoxyribos, en fosfatgrupp och en av
kvivebaserna adenin (A), cytosin (C), tymin (T) och guanin (G) [9]. Deoxyribosmolekylen och
fosfatgruppen binds samman via fosfodiesterbindningar mellan fosfat- och hydroxylgruppen pa tva
narliggande nukleotider, och tillsammans utgor de ryggraden for en DNA-string. Uppbyggnaden
av DNA-molekylen illustreras i Figur 2-1}
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Figur 2-1: Detaljerna i en DN A-helixstruktur. DNA-helixen bestar av en negativt laddad ryggrad
(svart) hydrofoba kvévebaser (gront respektive blatt). Ryggraden bestar av en fosfatgrupp och en socker-
molekyl som sammanlidnkas via fosfodiesterbindningar. Det som sammanlédnkar tva olika ryggrader ar de
hydrofoba kvévebaserna adenin (A), tymin (T), cytosin (C) och guanin (G) som binder till varandra via
vatebindningar. Guanin och adenin (grént) &r puriner som bestar av tva heterocykler. Tymin och cytosin
(blatt) ar pyrimidiner vilka bestar av en heterocykel. Guanin binder till cytosin via tre viatebindningar och
adenin binder till tymin via tva vitebindningar.

De fyra olika kvivebaserna delas in i tva klasser, puriner och pyrimidiner [9]. Adenin och
guanin dr puriner som bestar av tva heterocykler. Tymin och cytosin &r pyrimidiner som bestar
av en heterocykel. Tva DNA-strangar sammanliankas via véatebindningar mellan en purin och en
pyrimidin enligt regeln adenin binder till tymin och guanin binder till cytosin, vilket kallas for
komplementédr basparning, se Figur Guanin binder starkare till cytosin adr vad adenin binder
till tymin. Anledningen till detta &r att guanin sammanlinkas med cytosin via tre vitebindningar
medan adenin sammanlidnkas till tymin via tva vitebindningar.

Det satt som nukleotiderna dr sammanlédnkade pé resulterar i att DNA-strédngen far en kemisk
polaritet [9]. Ena dnden, 3’-4dnden, har en hydroxylgrupp pa deoxyribosmolekylens 3’-kol och andra
dnden, 5’-dnden, har en fosfatgrupp pa 5’-kolet hos deoxyribosmolekylen. Per definition anges all-
tid riktningen hos en DNA-strang fran 5- till 3’-dnden, vilket dr den riktning som DNA-sekvenser
elongeras naturligt i cellen. Tva enkelstrdngade DNA-molekyler hybridiserar till varandra antipa-
rallellt via vétebindningar mellan respektive DNA-molekyls baser. Dessa bindningar och andra
typer av intermolekylar vaxelverkan ger upphov till den dubbelstrangade DNA-helixen.

De negativt laddade syreatomerna i fosfatgrupperna gor ryggraden hydrofil medan kviveba-
serna ar hydrofoba [9]. T vatten, ett poldrt medium, sker si kallad stacking dar den hydrofila



ryggraden vands mot 16sningen sa att den hydrofoba regionen skyddas. Detta ger upphov till den
karaktéristiska tredimensionella B-formen hos DNA-dubbelhelixen.

For enkelstrangade DNA-molekyler finns inte samma mdjlighet att skydda de hydrofoba baserna
[9]. Basparning kan istéllet forekomma inom DNA-molekylen, vilket resulterar i sekundérstruktu-
rer. Ett exempel pa en sekundérstruktur dr en harndl som uppstar nér en del utav en enkelstriangad
DNA-molekyl binder komplementért till en annan del inom samma molekyl. Regionen mellan de
komplementidra DNA-sekvenserna bildar en cirkel och hela strukturen bendmns harnal.

2.2 Modifieringar av DNA

For att skapa DNA-konstrukten anvéindes flera enzym vars uppgift var att pa olika sdtt modifiera
DNA. Viktiga enzym for projektet var restriktionsenzym, DNA-ligas samt DNA-polymeras. Med
hjalp av enzymatiska metoder kan exempelvis affinitetstaggar inkorporeras till DNA-sekvenser. En
beskrivning av ndmnda enzym foljer nedan.

2.2.1 Restriktionsenzym

Restriktionsenzym, RE, ar proteiner som klyver dubbelstrangat DNA genom att hydrolysera fos-
fodiesterbindningarna [9]. I bakterier 4&r RE hindrade av metylerade adenin och cytosin och ingar
i en intracelluldr férsvarsmekanism da de degraderar fraimmande virus-DNA som vanligtvis inte ar
metylerat. Enzymerna ar viktiga for analys av bland annat langa DN A-molekyler, genisolering och
for att generera nya DNA-molekyler [10].

Restriktionsenzym binder in till en specifik DNA-sekvens, ofta en dubbelstrdngad palindrom-
sekvens [10], bestdende av fyra till 4tta nukleotider [9]. Vid klyvning av DNA kréver enzymerna
magnesiumjoner och genererar fragment med 5’-fosfat- och 3’-hydroxylterminal. Dessa &ndar kan
vara ojamna, sticky ends, eller jaimna, blunt ends, beroende péa klyvningsstéille och enzym [I1].
Stul och Psil &r de restriktionsenzym som anvéndes i projektet och de klyver jémna &ndar vars
palindromsekvenser illustreras i Figur [2-2

ATTGCTGGAGGCCTCCACTAT ATTGCTGGAGG CCTCCACTAT
—

TAACGACCTCCGGAGGTGATA TAACGACCTCC GGAGGTGATA
(a) Stul

GTGTGAGGTTATAACGCCGAA GTGTGAGGTTA TAACGCCGAA

CACACTCCAATATTGCGGCTT CACACTCCAAT ATTGCGGCTT
(b) Psil

Figur 2-2: Restriktionsenzymklyvning. Stul och Psil ar restriktionsenzym som kommer att anvandas
i projektet. Deras palindromsekvenser (rott) visas i (a) respektive (b). Klyvningen genererar jimna éndar.

2.2.2 DNA-ligas

DNA-ligas ér ett enzym som spelar en viktig roll i alla levande organismer och medverkar i pro-
cesser sasom replikation, reparation och rekombination av DNA [12]. Enzymets funktion &r att
sammankoppla nukleotider genom att skapa fosfodiesterbindningar mellan 5’-dndens fosfatgrupp
och 3’-&ndens hydroxylgrupp hos tva nirliggande DNA-sekvenser [13]. DNA-ligas som anvinds
kommersiellt renas fran bakterien Fschericha coli, som infekterats av en T4-fag, och kan anvindas
for att ligera ihop tva skilda DNA-kedjor [14].

De bakteriella ligasen tillhor en grupp av ligas som kréaver kofaktorn nikotinamid adenin di-
nukleotid, NAD™, for att skapa fosfodiesterbindningarna [12]. Reaktionen sker i delsteg och kallas
ligering. Enzymet reagerar med NAD™T, vilket aktiverar enzymet som d4 binder AMP kovalent till
aminosyran lysin som dr placerad i enzymets aktiva site [I5]. DNA-molekylen blir darefter adeny-
lerad genom att DNA-molekylens 5’-dnde reagerar med AMP-molekylens nu aktiva fosfatgrupp.
Enzymet katalyserar reaktionen sa att DNA-molekylens hydroxylgrupp pa 3’-dnden attackerar
den aktiverade fosfatgruppen vilket leder till att AMP frigérs och en fosfodiesterbindning mellan
3’-dnden och 5H’-&nden bildas. I Figur nedan visas den NADT-drivna ligeringen.



R +DNA
—_——

NAD+ P
—_—

R=NAD+

Figur 2-3: NADT-beroende ligering. NAD -beroende ligering dir NAD+ krivs for att bilda den
nya fosfodiesterbindningen. Forst blir enzymet adenylerat genom att NAD™ klyvs, vilket bildar AMP och
pyrofosfat avges. AMP aktiveras genom att binda kovalent till lysins kolvitekedja som sitter vid ligasets
aktiva site. Enzymet dr nu aktiverat och AMP 6verfors till DN A-molekylens fosforylerade 5’-ande, varefter
fosfodiesterbindningen bildas och AMP avges.

2.2.3 DNA-polymeras

DNA-polymeras ar ett enzym som katalyserar bildningen av nukleotidkedjor [9]. Enzymet ar es-
sentiellt for att celldelning ska ske och utnyttjar deoxynukleotid trifosfat, ANTP, for att syntetisera
nya DNA-strangar. For att DNA-polymeraset ska verka krévs ett templat, det vill sdga en mall, i
form av en enkelstrdngad DNA-sekvens och ofta krivs en primer. En primer ar en oligonukleotid,
det vill sdga en kort sekvens enkelstrangat DNA, som DNA-polymeraset binder in till och déar
elongeringen startar.

Strukturen pa DNA-polymeras brukar liknas vid en hogerhand, se Figur dar handflatan,
fingrarna och tummen utgdr det aktiva sitet som omsluter den vixande nukleotidkedjan [9]. Nér
en dANTP komplementérbinder till templatet hardnar greppet och inkorporering sker. I detta steg
frigors dven pyrofosfat och den frigjorda energin bidrar till att greppet blir 16sare igen sa att kedjan
kan fortsatta byggas pa. Inom biotekniken utnyttjas DNA-polymeras formaga att amplifiera DNA
och det finns flera sorters DNA-polymeras med olika egenskaper, nedan kommer tva av dem att
beskrivas utforligare.
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Figur 2-4: Schematisk bild 6ver hur DNA-polymeras verkar. DNA-polymeras illusteras i gront
i form av en hogerhand, dér fingrarna, handflatan och tummarna utgér det aktiva sédtet som omfamnar
templat- och primerkomplexet. Nar en passande dNTP komplementarbinder till templatet hardnar greppet
och inkorporering sker. Efter ligeringen frigérs pyrofosfat och den frigjorda energin anvéinds for att latta
pa greppet igen for att processen ska kunna upprepas.

2.2.3.1 Thermus aquaticus polymeras

Thermus aquaticus (Taq) polymeras upptécktes i en varm kélla i nationalparken Yellowstone utav
mikrobiologen Thomas D. Brock [I6]. Det produceras naturligt av bakterien Tag och dess funktion
ar att amplifiera DNA inuti cellen under celldelningen. Tag-polymeras dr termofil och amplifierar
som effektivast vid en temperatur pa 74°C och ett pH pa 7,4 men kan behalla sin aktivitet i
temperaturer pa upp mot 95°C [I7]. For att Tag-polymeras ska kunna katalysera amplifieringen
av DNA optimalt beh6vs kofaktorer sdsom magnesiumjoner som hjalper Tag-polymeras att binda
in till templat- och primerkomplexet [I§].



2.2.3.2 Terminal deoxynukleotidyltransferas

Terminal deoxynukleotidyltransferas, nedan bendmnt terminaltransferas, upptécktes som en sido-
reaktion d& DNA-polymeras renades ur skoldkortlar fran kalvar [19]. Enzymet uttrycks endast i
odifferentierade lymfocyter och dess roll i cellen &r att skapa mangfald i immunsystemet. I proces-
sen da variationer skapas i genen avligsnas nukleotider av terminal exonukleas och déarefter fyller
terminaltransferaset dessa gap med nya nukleotider [I3].

Enzymet inkorporerar deoxynukleotider till fria hydroxylgrupper pa DNA-sekvensers 3’-dnde,
d& sekvensen ar tre baser eller langre [I3]. For att enzymet ska vara funktionellt kravs en kofaktor
i form av en tvavard katjon exempelvis kobolt eller magnesium [19]. Nukleotiderna som inkorpo-
reras till en DNA-sekvens kan vara modifierade med affinitetstaggar som tillexempel biotin eller
digoxigenin.

2.2.4 Affinitetskomplex

Begreppet affinitet anvénds for att beskriva bindningsstyrkan mellan receptor och ligand eller
antikropp och antigen [I3]. Nér de tva enheterna &r bundna till varandra kallas strukturen for
affinitetskomplex. Affiniteten mellan digoxigenin och anti-digoxigenin samt biotin och streptavidin
kommer att utnyttjas i DNA-konstruktet.

2.2.4.1 Digoxigenin och anti-digoxigenin

Digoxigenin, DIG, syntetiseras naturligt i vixtarten Digitalis och anvinds for inméirkning av ex-
empelvis DNA [20]. Antikroppen till DIG kallas anti-DIG och binder med hog affinitet till DIG
(K4 = 1072M) [21]. Den hoga affiniteten mellan DIG och anti-DIG bygger frimst pa laktonringen
och sidoringar vid kol nummer 12 [22] och strukturen for DIG illustreras i Figur
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Figur 2-5: Strukturer fér DIG och biotin. (a) Struktur for DIG, som binder med hog affinitet till anti-
DIG via interaktioner med laktonringen och med sidoringar vid kol nummer 12 (K4 = 107°M). (b) Struktur
for biotin, som binder starkt till streptavidin, vilket delvis kan forklaras med att tre viatebindningar skapas
till karbonylsyret och en vitebindning till vardera NH-grupp (K4 = 10~ *°M).

2.2.4.2 Biotin och streptavidin

Streptavidin bestar av fyra likadana enheter och kan binda specifikt till biotin vid fyra séten.
Biotin, se Figur[2-5b] binder icke-kovalent till streptavidin med mycket hog affinitet (K = 10715M)
[21], vilket beror av en rad faktorer [23]. Bindningen utgors av fem samverkande véitebindningar,
tre véitebindningar till karbonylsyret och en till vardera NH-grupp pa biotin [24]. Den laddade
aminosyran aspartat, som finns i streptavidin, polariserar ureamotivet i biotin vilket ger upphov
till den samverkande vétebindningskraften. Styrkan i bindningen blir da stérre &n summan av
de enskilda vétebindningarna. Bindningen forstérks ytterligare av van der Waals-krafter fran fyra
tryptofan som finns néra bindningssitet. Dessutom &dndras streptavidins konformation nér biotin
binder in vilket bidrar till att stabilisera bindningen [25].

2.3 Grundliggande teori om metoder

I projektet anvandes olika metoder sasom optisk pincett for att stracka DNA-konstrukt och PCR
for att amplifiera en DN A-sekvens. Avsnittet behandlar teorin bakom metoder och instrument som
var viktiga for projektet.



2.3.1 Polymeraskedjereaktion

Polymeraskedjereaktion, PCR, &r en ofta anvind teknik inom molekylir biologi [26]. Metoden
uppfanns ar 1983 av Kary Mullis [I8] och foérenklade manga processer dir genkloning tidigare
anviants [27]. PCR mojliggjorde att en liten méngd DNA kunde amplifieras till storre méngder
DNA [28], vilket revolutionerade DNA-relaterad forskning dér ursprungsméngden DNA tidigare
varit ett problem.

Den sekvens, sa kallad templat, som anvands som mall vid amplifieringen under PCR bestar av
enkelstrangat eller dubbelstrdngat DNA i storleken 100-45 000 baser [18]. D& templatet amplifieras
behovs endast en liten méngd startmaterial. For att amplifieringen av DNA ska kunna initieras
behovs primrar. Vanligtvis anvinds tva primrar vilka ska vara komplementéra mot regioner pa
motsatt DNA-string och dessutom flankera den region som ska amplifieras, se Figur 2-6] Efter
att primrarna hybridiserat med templatet kommer deras 3’-dndar att vara riktade mot varandra.
Det ar fran 3’-dnden pa primern som DNA-polymeraset adderar nya baser, dNTP:s, till templatet
[9]. DNA-polymeraset bor kunna behdlla sin aktivitet vid temperaturer runt 95°C s& att nytt
DNA-polymeras ej behover tillsittas efter varje PCR-cykel och diarmed riskera att kontaminera
PCR-provet. Ett ofta anvint enzym éar Tag-polymeras [I7], se tidigare avsnitt

PCR utfors i en termocykler, dven kallat PCR-maskin, dér ett instdllningsbart program Gver
tider och temperaturer avgdr hur proverna inkuberas [27]. Programmet bestar av cykler innehallan-
de tre steg; denaturering, hybridisering och syntes [6]. Under det forsta steget denaturerar provet
vid 95°C och dérefter sdnks temperaturen till ungefir 55°C déar tva primrar hybridiserar till var
sin komplementéar stréng av templatet. Vid det tredje steget hojs temperaturen till det optimala
for DNA-polymeraset, vilket ar kring 74°C da elongering av produkter katalyseras. Dessa tre steg
pagar vanligtvis i ungefar 30 cykler [27] [6], se Figur
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Figur 2-6: Elongering av DNA. 1) Denaturering. Provet viarms upp till 95°C och DNA-strangarna
denatureras. 2) Hybridisering. Temperaturen sinks till ungefar 55°C och tva primrar hybridiseras till

respektive DNA-strang. 3) Syntes. Temperaturen hojs till 74°C, DNA-polymeraset binder in och baser
adderas vid primrarnas 3’-dnde.

Oftast anvénds lika proportioner utav de tva primrarna och det sker en exponentiell 6kning av
templatet [I7]. Det &r ocksd mojligt att utfora PCR med endast en primer, vilket skulle resultera
i linjar 6kning av DNA-sekvenser [29], vilket var den metod som tillimpades i projektet.

2.3.2 Gelelektrofores

Principen bakom gelelektrofores bygger pa den elektriska laddning som ménga molekyler har i
vattenlosning [27]. T fallet d& DNA studeras nyttjas det faktum att denna molekyl dr negativt
laddad och kommer vid placering i ett elektriskt falt saledes migrera mot den positiva elektroden.
Skalet till att 1ata DNA migrera genom en gel ar att separera DNA med avseende pa dess storlek.
Forhallandet mellan storlek och migrering géller savél enkelstrangade som dubbelstrangade DNA-
molekyler [30]. En liten molekyl kommer att migrera lingst i gelen da det dr lattare for denna
att forflytta sig jamfért med en storre molekyl. Hur fort migrering sker kan varieras genom att
dndra sammanséattningen hos gelen och nedan beskrivs strukturen fér polyakrylamid- respektive
agarosgelen.



2.3.2.1 Polyakrylamidgel

Polyakrylamidnédtverket utgors av langa kedjor av akrylamid, som &r huvudbestandsdelen i gelen,
vilka sedan sammanlénkas av tvirbindningsmonomeren bisakrylamidﬂ [31]. Overgéngen fran akry-
lamidmonomerer till akrylamidpolymerer sker syntetiskt och styrs av de tva initiatorerna ammo-
niumpersulfat, APS, och tetrametyletylendiammin, TEMED [32]. Porstorleken hos en polyakryla-
midgel &r omvént proportionell mot koncentrationen av monomererna akrylamid och bisakrylamid
[31]. Genom att ha en hog koncentration bisakrylamid kan polyakrylamidkedjorna sammanliankas
frekvent och dédrmed blir porstorleken liten. Om monomerkoncentrationen &r lag blir porstorle-
ken déremot stor. Om gelen har sma porer kan sma DNA-fragment separeras och om gelen har
stora porer kan storre DNA-fragment separeras. Cirkuldra DNA-fragment med storlek 6ver 1400
baspar migrerar inte pa en polyakrylamidgel [33]. Enkelstringade DN A-molekyler separeras ofta
under denaturerande forhéllanden, genom tillsats av urea, for att undvika effekter fran eventuella
sekundéarstrukturer [34].

2.3.2.2 Agarosgel

Agaroshelixen &r en alternerande 1,3-ldinkad S-D-galaktopyranos och 1,4-linkad 3,6-anhydro a-L-
galaktopyranos [35], B6]. Néar flera helixar binder till varandra bildas langa kedjor kallade fibrer
[37]. Fibrerna sammanlinkas sedan genom enstaka helixar och pa detta sitt bildas gelnétverket.
Agarosgeler har ofta stor porstorlek vilket tilliter separation av stora molekyler [35]. Dessutom
kan enstaka fibrer i gelnitverket agera som fria kedjor pa vilka stora cirkuldra DNA-molekyler i
storleksordningen 20-30 kilobaspar kan fangas [38].

2.3.2.3 Infiargning av DNA

DNA-molekyler som migrerat pa en gel varken absorberar eller emitterar ljus inom det synliga
spektrat och kan visualiseras forst da de fargats in med ett preparat som binder till DNA [9]. In-
fargning kan ske fore, alternativt efter, att gelelektroforesen utforts och med flertalet olika preparat
[39]. Ett exempel pa infarningspreparat dr Sybrgold, vilket binder till bade enkel- och dubbelstrang-
at DNA [40]. Detektionen bygger pa fluorescens, vilket innebér att det tillsatta preparatet emitterar
ljus vid en sérskild vaglangd da det exciteras.

2.3.3 Spektrometri

Vid UV-spektrometri uppvisar bade dubbel- och enkelstrangat DNA ett absorptionsmaximum vid
en vaglangd runt 260 nm [41]. Ur Beer-Lamberts laﬂ kan koncentrationen i en 16sning bestdmmas
med hog tillforlitlighet.

Det dr dven kédnt att hybridiserat DNA uppvisar ett omkring 30 % liagre absorptionsmaximum
an ifall motsvarande tva basparade DNA-strangar skulle vara denaturerade [41]. Sekundérstruktu-
rer eller basparning med komplementidr DNA-string kan upptéickas genom métningar av absorp-
tion under kontinuerlig 6kning av temperatur. Eventuella sekundéarstrukturer kan saledes bekréaftas
genom en O0kning av absorbans vid vaglangden 260 nm nér temperaturen ar tillrickligt hog.

2.3.4 Optisk pincett

For att studera mekaniska egenskaper hos dubbelstrangat DNA anviands en optisk pincett. Med
hjélp av instrumentet kan krafter upp till 100 pN och rorelser hos sma partiklar métas med hog
precision [4]. Det finns variationer pa hur en optisk pincett dr uppbyggd, nedan beskrivs den som
anvands i detta projekt.

Vid métningar pa kdrnan fasts DN A-konstruktet mellan tva polystyrenkulor. De tva polystyren-
kulorna kallas for pipettkula respektive fallkula. Pipettkulan fixeras av en mikropipett, medan
fallkulan fangas in av tvad motriktade infraréda laserstralar med ett gemensamt fokus [3]. Infang-
ningen sker da polystyren i fallkulan inte absorberar utan bryter det infraréda ljuset, vilket kallas
refraktion [42]. Brytningen medfor att en del av ljusets rorelseméngd Gverfors till kulan vilken d&

IDet kemiska namnet for bisakrylamid dr N,N’-bis-metylen-bis-akrylamid.
2¢ = A/el. c= molira koncentrationen i 18sningen, e= molira absorptiviteten av 16sningen och = lingden av
kyvetten.



paverkas av en kraft [43]. Intensiteten pa den infraréda lasern paverkar kraften vilket medfor gor
det mojligt att kontrollera hur hart kulan halls fast.

3 Material

For projektet bestélldes material fran ett antal olika foretag, vilka presenteras i bokstavsordning
nedan, for katalognummer péa de olika materialen se Bilaga [A]

De syntetiserade oligonukleotiderna, PsiIPrimer (5-fosforylerad, Primerl), StuIPrimer (5’-
fosforylerad, Primer2), PCR-oligo, PCR-komplement, RE-oligo och RE-komplement, kommer fran
Atdbio. For exakt design av sekvenserna se Bilaga [Bl Fran Bio-rad bestélldes 40 % akrylamid /bis
solution, TEMED och ammoniumpersulfat (APS). Av Fermentas bestilldes Long PCR Enzyme
Mix, O’'RangeRuler 500 bp DNA Ladder ready-to-use 500-6000 bp, 6X Orange DNA Loading Dye,
GeneRuler Ultra low Range DNA ladder, Ecol471 (Stul), Aanl (Psil), Terminal Deoxynucleoti-
dyl Transferase 500 u och T4 DNA Ligase. Infargningsimnet SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain
(10,000x Concentrate in DMSO) kommer fran Invitrogen. D1 AGAROSE LOW EEO kommer fran
Laboratorios CONDA. Fran New England Biolabs bestélldes virusgenomet $X174 bestaende av 85
% cirkuldrt och 15 % linjart enkelstrangat virusgenom. Av Roche bestélldes Digoxigenin-11-dUTP
och Biotin-16-dUTP. Streptavidininméirkta polystyrenkulor (0,5 %vikt per volym, diameter 2,1 pm,
5ml), anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (0,1 %vikt per volym, diameter 2,17 pm, 2 ml) bestall-
des fran Spherotech. Fran Qiagen bestélldes ANTP Set, PCR Grade 4x100 ul och QIAquick PCR
Purification Kit som anvéndes till bada metoderna. Ficoll 400 bestélldes fran Sigma. Dessutom
anvandes standardkemikalier som ej &r presenterade ovan.

De instrument som anvindes under projektet var PCR-maskinen Master Cycler Gradient, He-
raeus instruments Biofuge 28RS, Nanodrop Spectrophotometer 5069, Varian Cary 5000 spectropho-
tometer, Scannern GE Typhoon 9400 VMI med tillhérande programvara ImageQuant TL, optisk
pincett (byggd av Niklas Bosaeus, doktorand pd institutionen for Fysikalisk kemi vid Chalmers
Tekniska Hogskola) samt vertikala och horisontella elektroforesceller fran Biorad.

4 Metod

Standardutforande for olika metoder som anvénds i projektet kommer att presenteras nedan, f6ljt
av specifika metoder for tillverkning av DNA-konstrukten. DNA-handtagen kommer att tillverkas
med hjalp av tva olika metoder. Forberedande experiment gjordes for att utforma en del av de
tillvagagangssatt som anvandes till det projektspecifika metodprotokollet.

4.1 Standardutféranden

Agaros- och polyakrylamidgeler bereddes under projektet enligt standardutféranden. Aven hur
DNA-molekylerna infargades och detekterades samt hur DNA-prover renades presentaras nedan.

4.1.1 Beredning av denaturerande och icke-denaturerande polyakrylamidgel

Vid framstéllning av denaturerande polyakrylamidgeler méttes urea upp i ett 50 ml falconror.
Dérefter tillsattes milliQ och 10xTBE-buffert. Provréret virmdes i en mikrovagsugn tills urean
l6stes upp. Provet placerades i dragskap pé is dir 40 % akrylamid/bisakrylamid-16sning tillsattes.
Darefter behandlades vatskan med kvavgas i 30 sekunder vartefter TEMED och 10 % APS tillsattes.
Provet hélldes i en vertikal gjutform bestaende av tva glasskivor ihopsatta med parafilm. En kam
placerades i gelen varefter den fick stelna i tva timmar. Gelen placerades vertikalt i ett trag som
fylldes med 1xTBE-buffert. Kammen togs bort och dérefter utférdes pre-elektrofores i 20 minuter
med samma voltstyrka som applicerades efter att proverna laddats pa gelen. Brunnarna rengjordes
via pipettering av 1xXTBE-buffert innan provsatsning. Icke-denaturerande geler géts inte pa samma
sitt som denaturerande geler men inneholl samma kemikalier féorutom urea, vilket innebar att
upphettning inte behévdes. Gelen hélldes istéllet mellan en glasplatta behandlad med binding-
silane working solution och botten av en horisontell gjutform. Gelen placerades horisontellt i ett
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trag som fylldes med 1XTBE-buffert varefter faltstyrkan kontrollerades. For exakta méangder av
ingdende komponenter, se Bilaga [C]

4.1.2 Beredning av agarosgel

Vid beredning av agarosgel uppméttes 1xTBE-buffert och agarospulver vigdes upp i ett vagskepp.
De bada kemikalierna dverfordes till en E-kolv innehallandes magnetloppa varvid vikten noterades.
Agarosblandningen kokades under omrorning tills dess att en homogen suspension erholls. Dérefter
viagdes E-kolven och uppvarmt milliQ tillsattes for att justera vikten till den grund vikt 16sningen
hade innan virmning. Gelen tilldts svalna till cirka 70°C och 6verfoérdes till en gjutform dér en
kam placerades pa gelen. Da gelen stelnat i en timma togs kammen bort och gelen placerades
horisontellt i ett trag som sedan fylldes med 1xTBE-buffert till maxgrinsen. Faltstyrkan pa gelen
méttes med en voltmeter och justerades till 4 V/cm. For protokoll se Bilaga

4.1.3 Infargning med Sybrgold och gelscanning

Vid forinfiargning med Sybrgold gjordes en arbetslosning genom att spida stamlésningen 10 000x.
En 2x spidning av Sybrgold-arbetslosning adderades till proverna innan de laddades pa gelen.
Méngden Sybrgold som slutligen anvéndes till DNA-proven togs fram genom ett experiment, se
avsnitt I de fall da gelen efterfargades med Sybrgold lades den i ett trag med 0,01 % Sybrgold-
stamlosning i fem minuter. Scannern som anvindes i experimenten var GE Typhoon 9400 VMI
som kan detektera fluorescens genom exitation vid fyra olika vaglangder. Excitation vid 488 nm
valdes d& det &r ndra Sybrgolds absorbansmaxium pa 495 nm [44].

4.1.4 Rening av DNA-prov

Vid rening av DNA-prov for att eliminera kontaminanter anvindes QIAquick PCR, Purification
Kit som innehéller affinitetskolonn, reningsbuffert och elueringsbuffert. Proven innehallande DNA
overfordes till 2 ml eppendorfror och reningsbuffert innehallande en pH-indikator tillsattes. For
att justera pH till 7,5 eller légreﬁ anviandes 3 M natriumacetat med pH 5. Losningen &verfordes
till nya 2 ml provror innehallande filterkolonn och centrifugerades med centrifugen Heraeus instru-
ments Biofuge 28RS 1 17900 g under en minut varefter supernatanten innehéllande kontaminanter
kasserades. Centrifugeringssteget upprepades tre ganger. Dérefter tillsattes ytterligare en renings-
buffert och proverna centrifugerades tva minuter i 17900 g varvid supernatanten kasserades efter
centrifugeringen. Filterkolonnerna innehallande DNA 6verférdes sedan till nya 1,5 ml eppendorf-
ror. Elueringsbuffert tillsattes och proverna centrifugerades i en minut i 17900 g varefter ytterligare
elueringsbuffert tillsattes och steget upprepades. Filterkolonnerna kasserades da DN A-molekylerna
nu overforts till supernatanten. For exakta méngder i reningssteget se Bilaga [F]

4.2 Forberedande experiment

Innan den projektspecifika metoden utformades, undersoktes lamplig koncentration pa Sybrgold
vid forinfirgning av DNA-molekylerna. Aven hur det enkelstringade cirkulira genomet migrerar
pa agaros- och polyakrylamidgel studerades. Metoden for de forberedande experimenten beskrivs
nedan.

4.2.1 Forinfargning och koncentrationsbestdmning av Sybrgold pa agarosgel

Sybrgold anviandes vid gelelektrofores eftersom fargdmnet dven binder till enkelstrangat DNA, till
skillnad fran exempelvis etidiumbromid som endast binder till dubbelstrdngat DNA. Polyakryla-
midgeler kan bade for- och efterinfiargas med Sybrgold, men agarosgeler kan inte efterinfargas med
Sybrgold da fargdmnet &dven binder in till sjdlva gelen. For att underséka huruvida DNA kan forin-
fargas och sedan detekteras i agarosgel utférdes en gelelektrofores. Under experimentet avgjordes
aven lamplig koncentration av fargamnet Sybrgold vid forinfargning av DNA. En 1 % agarosgel
framstélldes och i vardera brunnen laddades DN A-stegen O’RangeRuler 500 bp, 1xTBE och Sybr-
goldlésning med olika koncentration. Stamlésningen av Sybrgold spaddes forst till en arbetslésning

3Detta pavisades av att 16sningen blev gulaktig av den tillsatta pH-indikatorn.
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varefter denna spaddes 2x, 4x, 8x och 16x. For volymer laddade i respektive brunn, se Bilaga
Elektrofores utfordes i tva timmar med faltstyrkan 4 V/cm. Gelen scannades i GE Typhoon 9400
VMI vid vaglingden 488 nm och det givna resultat presenteras under resultat i Figur [5-1

4.2.2 Val av gel for att separera cirkulédrt fran linjart $X174-genom

Intressant for projektet var att kunna skilja pa cirkuldrt och linjart enkelstriangat DNA for att
senare kunna bekréfta att de tva metoderna som presenteras i avsnitt [£.3] producerat linjira DNA-
molekyler. Det faktum att provet med ®X174-genom innehéller 85 % cirkuldrt DNA och 15 %
linjart DNA utnyttjades for att se hur enkelstrangat DNA migrerar pa gel. Undersdkningen gjor-
des pd en 1 % agarosgel och en denaturerande 5 % polyakrylamidgel. Till polyakrylamidgelen
bereddes ett prov innehallande DNA-stegen O’range ruler 500 bp och formamid samt ett prov med
virusgenom (1 pg/ul), 6X Orange DNA Loading Dye och formamid. Proven laddades pa gelen och
déarefter utfordes gelelektrofores i tva timmar vid 150 V. Polyakrylamidgelen efterinfirgades med
Sybrgold och scannades. For agarosgelen inneholl ena provet DNA-stegen O’range ruler 500 bp,
1xTBE samt Sybrgold. Det andra provroret innehdll virusgenom (1 ug/ul), 15 % ficollosning och
6X Orange DNA Loading Dye. Protokollet f6r volymer av respektive komponent visas i Bilaga [E]
Proverna till agarosgelen forinfargades med Sybrgold och elektrofores utférdes under tva timmar
vid 4 V/cm. Gelen scannades och presenteras i Figur

4.3 Metoder specifika for projektet

Tva metoder for att skapa DNA-konstrukt har tagits fram vilka skiljer sig fran varandra anga-
ende hur det cirkuldra ®X174-genomet gors linjart och hur mycket produkter som bildas. I bada
metoderna binder primrarna till virusgenomen pa tva stéllen, vilket genererar tva olika permuta-
tioner av sekvensen som ska anvindas for de tva olika DNA-handtagen, se Figur [f-1} Anledningen
till att tva permutationer for respektive metod gjordes var for att bada DNA-handtagen av ett
DNA-konstrukt inte ska kunna binda in till samma polystyrenkula.

I den forsta metoden anvinds restriktionsenzymer som klyver DNA och denna metod bendmns
RE-metoden. Den andra metoden bendmns PCR-metoden och bygger pa att med hjilp av PCR
producera nya linjira DNA-fragment medan det cirkulédra substratet forblir intakt.

En viktig skillnad mellan metoderna &r hur mycket linjara produkter som bildas i det inle-
dande steget. I RE-metoden &dr det maximala antalet produkter begrdnsade till hur mycket av
®X174-genom som tillsdtts tillsammans med respektive restriktionsenzym, eftersom inget nytt
DNA tillverkas. I PCR-metoden beror antalet linjira DNA-molekyler bland annat pa hur manga
PCR-cykler som genomfors och méangden dNTP som tillsdtts. Av den anledningen méste den slut-
liga méngden DNA i PCR-metoden métas med hjélp av absorbans.

=

d_ — d—

(a) RE-metoden (b) PCR-~-metoden

Figur 4-1: Fran cirkulira sekvenser till linjira sekvenser med RE-metoden och PCR-metoden.
I figurerna illustreras virusgenomet (svart) samt inbindande primer (r6d). Notera att ytterligare en primer,
som inte visas i figuren, anvands for vardera metod for att skapa linjara permutationer av $X174-genomet.
(a) Schematisk bild 6ver 6ppningen med RE-metoden. Notera de kvarblivna primerresterna efter restrik-
tionsenzymklyvningen. Saxen representerar att restriktionsenzymet klyver genomet vid den dubbelstrang-
ade sekvensen. (b) Schematisk bild 6ver skapandet av komplementér linjir DNA-sekvens med ®X-genomet
som mall. I figuren visas DNA-polymeraset i brunt.
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4.3.1 Design av oligonukleotider

For RE-metoden designades tva primrar sa att vardera primer, da den hybridiserats till det enkel-
strangade ®X174-genomet, genererade en dubbelstridngad palindromsekvens for ett restriktionsen-
zym. Utifran sekvenserna pd primrarna kunde de 6verlappande sekvenserna, sammanldnkade till
kéarnan, bestammas da dessa skulle hybridisera till 5’-dnden av de linjara DNA-molekylerna.

For tillverkning av linjara DN A-molekyler utifran virusgenomet med PCR-metoden utformades
tva olika primrar. Primrarna valdes komplementéra till olika sekvenser i virusgenomet for att ge-
nerera tva sekvenspermutationer. D& polymeraset i PCR-metoden elongerar fran primerns 3’-dnde
kommer DNA-molekylerna som skapas att bli komplementéra till substratet. Overlappssekven-
serna valdes &ven i denna metod komplementér till 5’-&nden av det linjdra fragmentet skapat i
PCR-metoden.

Samma sekvenser pa primrar valdes for de bada metoderna och med fosforylerade 5-dndar da
detta krivs for PCR-metoden. Sekvenserna kan ses i Bilaga [B] For att erhélla primrar som band
in starktﬁ till dess komplement konstruerades de sa att cirka 50 % av det totala innehallet och att
tva av de tre sista baserna pa 5’- respektive 3’-dndarna bestod av cytosin och guanin.

4.3.2 Fran cirkuléart till linjart virusgenom

I RE-metoden klovs ®X174-genomet genom att de tva primrarna forst hybridiserades med det
cirkulédra enkelstrangande virusgenomet i tva separata provror. Ett overskott av primer tillsattes
for att erhalla maximalt utbyte. Efter hybridiseringen tillsattes restriktionsenzym for att pa sa sitt
erhélla linjara genomsekvenser.

For PCR-metoden anvindes en PCR-maskin for att tillverka linjira enkelstringade DNA-
molekyler som blir komplementara till det cirkulara enkelstrangade virusgenomet. En linjar amp-
lifikation av DNA forviantades da endast en primer anvindes per provror under PCR-programmet.
Det skulle ddrmed endast genereras linjira DNA-molekyler som var komplementéara till virusge-
nomet, vilket anvindes som templat. Cyklerna i PCR~programmet anpassades efter polymerasets
elongeringshastighet ldngs med hela det cirkuldra genomet.

4.3.2.1 RE-metoden

For hybridisering av primrar till virusgenomet tillsattes ®X174 (1 ug/pl) samt buffert innehéllande
NaCl, Tris-HCI och milliQ till tva olika eppendorfror. Psil-primer (100 M) tillsattes i ena roret
och Stul-primer (100 pM) i det andra. For protokoll se Bilaga Proven placerades pa varmeblock
under 40 minuter i 51°C, vilket 4r 10°C légre d&n primrarnas smélttemperatur, varefter de lades pa
is. Till eppendorfréret med Psil-primer tillsattes restriktionsenzymet Psil (10 u/ul) samt tillhoran-
de buffert. Detta prov kommer nedan att bendmnas RE1. Till provroret som inneholl Stul-primer
adderades enzymet Stul (10 u/ul) och dess tillhérande buffert och provet bendmns RE2 nedan.
Proverna inkuberades pa ett 37°C varmeblock i 18 timmar. Enzymerna inaktiverades dérefter
genom att proven placerades pa ett 80°C vérmeblock i 20 minuter. Se Bilaga [G] for protokoll.

4.3.2.2 PCR-metoden

Till fyra tunna PCR-ror tillsattes 10z long PCR buffert, nukleasfritt vatten och ANTP Mix (2 mM)
vilken bereddes enligt Bilaga Dérefter tillsattes Primerl (100 pM) till tva rér och Primer2
(100 M) till tva ror. Virusgenomet (1 pg/pl) tillsattes darefter i alla prover. Precis innan PCR-
kérningen tillsattes long PCR enzyme miz (5 u/ul) for att Tag-polymerasets aktivitet inte skulle
forsémras. Under samtliga beskrivna steg holls alla prover pa is. Fér méngder, se Bilaga[ll Proverna
placerades i en PCR-maskin 6ver natten enligt protokollet som aterfinns i Bilaga [} Produkterna
fran de tva prov som inneholl Primerl 6verfordes till ett nytt eppendorfror, vilket bendmns PCR1.
P& samma sétt 6verfordes produkterna fran de tva prov som inneholl Primer2 till ett annat eppen-
dorfror, vilket bendmns PCR2. Proverna renades och dérefter bestamdes koncentrationen DNA
via absorbans med Nanodrop spectrophotometer 5069. MilliQQ anvidndes som referensprov och 2
wl av PCR1 respektive PCR2 analyserades. Resultat fran koncentrationsbestdmning av PCR1 och
PCR2 finns tillgéngligt i Tabell [J-2

4Guanin binder till cytosin med tre vitebindningar medan adenin binder till tymin med tva& vitebindningar,
vilket visas i Figur E
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4.3.3 Verifiering av linjara DN A-sekvenser

Verifiering av att linjdra enkelstrangade DNA-sekvenser tillverkats med RE- och PCR- metoden
gjordes pa en denaturerande 5 % polyakrylamidgel. ®X174-genom (312 pmol DNA-bas), RE1
(256 pmol DNA-bas), RE2 (256 pmol DNA-bas), PCR1 (200 pmol DNA-bas) samt PCR2 (238
pmol DNA-bas) adderades till varsitt provror. Till de fem provroren tillsattes ocksa formamid och
6X Orange DNA Loading Dye. For volymer av respektive prov, se Bilaga [J] Proverna laddades
pa gelen och elektrofores utférdes vid 150 V i tva timmar. DNA-proverna efterinfargades med
Sybrgoldlésning och scannades. Resultat fran verifieringen av linjara DNA-sekvenser redovisas i
Figur Intensitetsanalys pa gelbilden genomférdes med programvaran ImageQuantTL for att
erhalla ett kvantitativt matt pa mangden DNA vid specifika positioner pa gelen. Resultatet visas

i Figur p-4
4.3.4 Inmarkning med biotin och DIG

Med terminaltransferas inmérktes de tva olika linjara sekvenspermutationerna fran virusgenomet
med tva olika affinitetstaggar, biotin och DIG for att skapa DNA-handtagen. Med biotin inmérktes
DNA-molekyler fran RE1 (4,95 pmol) samt DNA-molekyler fran PCR1 (5 pmol). Samma méngd
molekyler fran respektive metod inmérktes med DIG pa de tva resterande proverna, RE2 och
PCR2, innehallandes de linjira DNA-molekylerna. De fyra reaktionerna skedde i varsitt eppen-
dorfror tillsammans buffert, ANTP-mix, terminaltransferas, linjira DN A-molekyler, samt respekti-
ve affinitetstagg, BIOTIN-16-dUTP eller DIG-11-dUTP. Dérefter placerades eppendorfroren i ett
37°C varmeblock i 30 minuter. For exakta méngder se Bilaga[K] Fér inneh4ll i ANTP-mix se Bilaga

[

4.3.5 Tillagd rening av DNA-prov

Under experimentets gang framkom det att den buffert som anvéndes tillsammans med terminal-
transferas reagerade med den buffert som anvindes vid ligering av DN A-konstrukt. Under reaktio-
nen skapades en brunaktig fallning, troligen ett koboltsalt. Av denna anledning renades de biotin-
respektive DIG-inmérkta handtagen enligt avsnitt [1.1.4]

4.3.6 Titrering for att verifiera inmarkning av affinitetstaggar

For att verifiera att DNA-handtagen blivit inmérkta med biotin respektive DIG utférdes en titre-
ring med streptavidin- respektive anti-DIG-inmérkta polystyrenkulor. Storleken pa polystyrenku-
lorna hindrar kulorna fran att migrera in pa gelen. Med en 6kad méngd polystyrenkulor i brunnarna
kan storre andel DNA-handtag genom att binda till polystyrenkulorna hindras fran att migrera in
pa gelen.

Tva 1 % agarosgeler tillverkades och l6sningar forbereddes for att laddas pa gelerna. Forst
tillsattes DNA och inmérkta polystyrenkulor till eppendorfrér som inkuberades i rumstemperatur
i tio minuter innan Ovriga dmnen adderades. Fér RE-metoden forbereddes totalt 13 prover. Till
ett av proven tillsattes REl-molekyler (0,24 pmol) och till ett annat adderades RE2-molekyler
(0,24 pmol), i dessa provror tillsattes inga kulor. Till ytterligare fem eppendorfror tillsattes RE1-
handtag (0,1 pmol DNA-molekyler) och en 0,5 % vikt per volym-losning av streptavidininméarkta
polystyrenkulor med 6kande volym fér varje prov. I fem andra eppendorfror tillsattes RE2-handtag
(0,1 pmol DNA-molekyler) tillsammans med en 0,1 % vikt per volym-losning av anti-DIG-inmérkta
polystyrenkulor med 6kande volym for varje prov. Till det sista eppendorfroret adderades DNA-
stegen O’RangeRuler 500 bp. Till samtliga prover tillsattes Sybrgoldlosning, 6X Orange DNA
Loading Dye och 15 % ficollosning. For volymer se Bilaga En gelelektrofores utférdes med
faltstyrkan 4 V/cm i tvA timmar och dérefter scannades gelen. Resultatet redovisas i Figur
Dessutom utférdes en intensitetsanalys av gelen for att kvantifiera andelen DNA som fanns
kvar i brunnen. Médngden DNA i brunnen normerades mot den totala mingden DNA i banan
och resultatet visas i Figur [5-6] En titrering med polystyrenkulor utfordes dven for prover fran
PCR-metoden. For protokoll se Bilaga [

Utifran resultatet frén experiment beskrivna i avsnitt [£.3.3] och [£.3.6] som redovisas i resultatav-
snitten samt [5.3] bestdmdes att resterande experiment endast skulle utforas med DNA-handtag
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tillverkade med RE-metoden.

4.3.7 Hybridisering av DN A-konstrukt med RE-handtag

For att skapa DNA-konstrukten utifran DNA-handtagen tillsattes i ett eppendorfror RE1-handtag
(0,678 pmol DNA-molekyler), RE2-handtag (0,678 pmol DNA-molekyler), RE-oligo (1 pmol DNA-
molekyler), RE-komplement (1 pmol DNA-molekyler), 10xT4 DNA-ligasbuffert och milliQ. For
volymer av respektive komponent, se Bilaga [M] Provet blandades, centrifugerades varsamt, virm-
des i fem minuter i 70°C och hybridiserades i rumstemperatur éver natten. Uppvarmningen till
70°C var for att denaturera hybridiserade primerrester, se vidare Figur samt eventuella se-
kundéarstrukturer. Detta for att DNA-handtagen skulle kunna hybridisera korrekt till respektive
kérnssekvens.

4.3.8 Ligering av DN A-konstrukt

For att ligera ihop det hybridiserade DNA-konstruktet, se Figur tillsattes T4 DNA ligase
med tillhérande buffert till provroret. Darefter vortexades och centrifugerades provet under nagra
sekunder. For volymer se Bilaga Provet ligerades i rumstemperatur i tva timmar och ligaset
inaktiverades genom virmning i 70°C i fem minuter. Slutligen adderades EDTA-16sning (0,2 M)
for att eventuella DNA-nedbrytande enzym skulle inaktiveras.

Lz T T T T ‘

Figur 4-2: Icke-ligerat konstrukt. Ett konstrukt dér alla fyra delar har hybridiserat. Notera de oran-
gefirgade cirklarna vilka markerar de omraden dér ligering ska ske.

4.3.9 Striackning av DN A-konstrukt

Strackning av DNA-konstrukt utfordes av handledare med hjilp av en optisk pincett. DNA-
konstrukten undersoktes i en 16sning bestdende av NaCl (1 M), tris (10 mM), pH 7,4 samt EDTA
(1 mM), resultatet presenteras i Figur

4.3.10 Analys av sekundérstrukturer i DN A-handtagen

Verifiering av sekundéarstrukturer i de linjaira DNA-handtagen utfordes pa en icke-denaturerande
5 % polyakrylamidgel. For volymerna av ingidende komponenter i provsatsningen, se Bilaga
DNA-stegen O’RangeRuler 500 bp, Sybrgold (2x) och formamid adderades till ett eppendorfror.
Dérefter adderades intakt ®X174-genom (312 pmol DNA-bas), RE1 (256 pmol DNA-bas), RE2
(256 pmol DNA-bas) till var sitt eppendorfror. Till dessa tre tillsattes ocksa formamid, Sybrgold
(2x) och 6X Orange DNA Loading Dye. Proverna laddades pa gelen varefter elektroforesen pagick
under tva timmar med faltstyrkan 8 V/cm. Dérefter scannades gelen, for resultat se Figur

4.3.10.1 Undersokning av hybridisering

Hybridiseringen av RE-oligo och RE-komplement, det vill siga DN A-konstrukt utan handtag, un-
dersoktes via en sméltkurvsanalys med spektrofotometern Varian Cary 5000 spectrophotometer.
Detta gjordes med RE-oligo (100 uM), RE-komplement (100 zM) samt RE-oligo (100 M) blandat
med RE-komplement (100 M) i en NaCl-16sning (100 mM). Proverna forflyttades till kvartsky-
vetter for méatning av absorbansspektra och DNA-koncentration. Efter att absorbansmétningar
gjorts, spaddes proverna till 1,05 uM foér att erhalla virden inom det tillforlitliga absorbtions-
spektr&uﬂ RE-oligo (100 pM), RE-komplement (100 M) samt RE-oligo (100 pM) blandat med
RE-komplement (100 M), adderades till var sin kyvett tillsammans med 100mM NaCl-16sning for
att erhalla slutkoncentrationen pa 1,05 uM. Se Bilaga [N]| for volymer.

5Det vill siiga en absorbans under 1.
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Kyvetterna placerades i ett tempererat block i spektrofotometern, varpa denna stélldes in for
att méita absorbans vid 260 nm. Temperaturen i blocket stélldes in till att 6ka fran 15°C till 90°C
med hastigheten 1°C per minut. Vid 90°C hélls temperaturen konstant i fem minuter for att sedan
minska, med samma hastighet som 6kningen, tillbaka till 15°C. Temperaturen holls pa 15°C i
fem minuter varpa cykeln upprepades en gang till. Erhallna data konverterades och en graf Gver
forloppet erholls, for resultat se Figur [5-10}

5 Resultat och diskussion

Inledningsvis redovisas resultat fran de experiment som utférdes under projektet. En diskussion
foljer dar resultatens betydelse och relevans faststélls. Avslutningsvis presenteras en slutsats och
aven forslag pa hur projektet hade kunnat fortskrida.

5.1 Metodutvecklande steg

De tvad metodutvecklande stegen, infargning med Sybrgold och gelbestamning beskrivs nedan.
Resultatet fran experimentet dir DNA forinfargades med olika koncentrationer av Sybrgold och
DNA-molekylerna migrerade i en agarosgel visas i Figur [5-1} Fran gelen i figuren kan det bekréftas
att DNA-molekyler kan forinfargas med Sybrgold och dérefter visualiseras pa en agarosgel. Alla
banor pa agarosgelen innehéller samma méngd av DNA-stegen O’range ruler 500 bp, men med en
minskande méangd av tillsatt Sybrgold.

w
N
ul

10 -

e

Figur 5-1: Koncentrationsgradient for Sybrgold. En koncentrationsgradient i en 1 % agarosgel dar
DNA-molekylerna forinfargades med Sybrgold. Samtliga banor innehaller samma méngd av DNA-stegen
O’range ruler 500 bp (0,5 pug/pl). DNA-molekylerna i stegen forinfirgades med olika méngd av Sybrgold.
Stamlésningen Sybrgold spidddes enligt rekommendation fér bana 1. Denna 16sning spdddes sedan 2x for
bana 2, 4x for bana 3, 8x for bana 4 och 16x fér bana 5.

Distinkta DNA-band kan visualiseras pa gelen vilket indikerar att DNA har migrerat pa gelen,
samt att fargdmnet inte binder till gelen vid forinfargning. Koncentrationerna i bana 1 (1x) och 2
(2x) var tillfredstéllande eftersom tydliga band kunde observeras i bada banorna. Den inférgnings-
koncentration som anvéandes i bana 2 tillimpades vid resterande experiment dar DNA forinfargades,
da den dels gav ett tydligt resultat och dessutom var koncentrationen av Sybrgold ldgre dn i bana
1. Koncentrationerna i bana 3 (4x), 4 (8x) och 5 (16x) ansigs for laga vid forinfargning av DNA i
en 1 % agarosgel.

Resultatet som visar hur linjart och cirkuldrt ®X174-genom migrerar pa en denaturerande 5
% polyakrylamidgel respektive 1 % agarosgel visas i Figur m Det kan tydligt observeras att en
viss méngd av DNA-provet fastnat i brunnen pa polyakrylamidgelen, se Figur vilket inte ar
fallet i agarosgelen, se Figur da alla DNA-molekyler migrerat fran brunnen. Bana 1 pa de
béada gelerna innehaller DNA-stegen O’range ruler 500 bp och bana 2 pa bada gelerna innehaller
®X174-genom.
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Figur 5-2: Linjart och cirkulart DNA pa polyakrylamid- respektive agarosgel. Gelelektrofores
for att jamfora hur cirkulért enkelstrangat ®X174-genom migrerar i en polyakrylamid- respektive agarosgel.
Bana 1 innehaller DNA-stegen O’range ruler 500 bp (0,5 ug/ul) och bana 2 det enkelstrangade virusge-
nomet (9,4 uM DNA-bas). Brunnarna dr markerade med rétt i bide (a) och (b). Notera hur en viss mangd
DNA fastnar i brunnen i polyakrylamidgelen till skillnad fran agarosgelen. (a) Denaturerande 5 % poly-
akrylamidgel som efterinfargades med Sybrgold. (b) 1 % agarosgel dir DNA-molekylerna férinfargades
med Sybrgold.

Slutsatsen ar att det DNA som fastnat i brunnen pa polyakrylamidgelen, ar de 85 % av ®X174-
genomet som bestar av cirkuldra DNA-molekyler och det DNA som migrerat in pa gelen utgors av
det resterande 15 % som ér linjaira DNA-molekyler. P& agarosgelen syns bara ett band pa gelen,
vilket betyder att bade de linjara och cirkuldra DNA-molekylerna vandrat in pa gelen.

Anledningen till att DNA-proverna migrerar olika péa gelerna ar troligtvis en f6ljd av gelernas
strukturella uppbyggnad. Att det cirkulira virusgenomet fastnar i brunnen pa en polyakrylamidgel
beror pa de tvirbundna polymerkedjorna i gelen, vilka gor porstorleken relativt liten i forhallande
till agarosgelens porstorlek, se stycke I agarosgelen migrerar daremot det cirkuldra virusge-
nomet, vilket kan férklaras med den storre porstorleken. Baserat pa resultatet i Figur [5-2| anvén-
des en polyakrylamidgel i de fall déar linjira DNA-sekvenser behévde urskiljas fran det cirkuldra
®X174-genomet.

5.2 Fran cirkulart till linjirt DNA

I bade RE- och PCR-metoden erhélls linjira DNA-molekyler med cirkulart virusgenom som start-
material. Verifieringen av de linjara DNA-molekylerna presenteras pa en denaturerande 5 % po-
lyakrylamidgel i Figur [5-3] Bana 1 innehéller ®X174-genom. Bana 2 och 3 visar de linjara DNA-
fragmenten av ®X174-genomet som klyvts med enzymerna Psil, RE1, respektive Stul, RE2. Bana
4 och 5 innehaller de linjara DNA-fragmenten tillverkade i PCR med Primerl, PCRI1, respektive
Primer2, PCR2.
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Figur 5-3: Verifiering av linjira DNA-molekyler. En denaturerande 5 % polyakrylamidgel som
efterinfargades med Sybrgold for att bekrifta att det utifran cirkulirt ®X174-genom skapats linjara DNA-
molekyler. 1: ®X174-genom dar 85 % &r cirkulart och 15 % &r linjart (31,2 uM DNA-bas). 2: RE1 (25,26
uM DNA-bas). 3: RE2 (25,26 uM DNA-bas). 4: PCR1 (22,8 uM DNA-bas). 5: PCR2 (22,8 uM DNA-bas).
Notera att bana 1 har en hogre koncentration av DNA-baser.

Da DNA-molekylerna i bana 2-5 har migrerat in pa gelen indikerar det att DN A-molekylerna &ar
linjdra. En jimforelse kan goras med bana 2, dir de cirkuldra ®X174-genomen fastnat i brunnen.
Avsaknaden av DNA i brunnarna hos bana 2-5 tyder pa att proven endast innehaller linjara DNA-
sekvenser.

Figur [5-3| ger ocksa en indikation av storleken pa DNA-fragmenten. De 15 % linjara fragmenten
av ®X174-genomet i bana 1 har migrerat pa gelen och kan déarfér anvindas som storleksmarkor
for 5386 baser. DN A-sekvenserna i bana 2-5 har migrerat lika langt som det linjdra bandet i bana
1. Resultatet tyder pa att bade RE- och PCR-metoden genererade linjira DNA-fragment av en
uppskattad lingd pa 5386 baser.

Proverna framstéallda med PCR-metoden verkade innehalla en storre variation av langder pa de
linjira DNA-fragmenten jamfort med de RE-baserade proverna i Figur [5-3] Denna observation be-
kréaftades med intensitetsanalys av bana 2-5 i Figur I figurerna plottas antalet DNA-molekyler
mot strickan som de har migrerat pa gelen, dar brunnen &r vid 0 mm pa den horisontella axeln.
Figur och [5-4b] visar intensitetskurvorna f6r DNA-molekylerna framstéillda med RE-metoden.
Figur[5-4doch[5-4d] visar intensitetskurvorna fér DNA-molekylerna framstéllda med PCR-metoden.
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Figur 5-4: Intensitetsprofiler. Intensitetsprofiler baserade pa bana 2-5 i Figurfbr att kunna jamfora
storleksfordelningen av DNA. Grafen visar antalet DNA-molekyler som en funktion av strickan DNA-
molekylerna migrerat i gelen. Banan som intensitetsprofilen ar baserad pa syns under respektive graf med
jamférbar langdskala. Brunnen for de fyra banorna dr vid 0 mm. Notera de skarpa topparna vid 15 mm for
DNA-sekvenser skapade med RE-metoden jamfoért med de mindre och bredare topparna fér PCR-metoden.

I Figur uppvisar RE-metoden skarpa och tydliga intensitetstoppar vid 15 mm fér bade
och vilket bekraftar att storre delen av DNA-molekylerna i proverna &r av samma léngd.
PCR-metoden diaremot uppvisar en markant skillnad med en bred kortare topp vid 15 mm som
sakta avtar, vilket betyder pa att DNA-fragmenten dr av mer varierande lingd &n fragmenten
i RE-metoden. De varierande ldngderna pa fragmenten i PCR-metoden kan komma att paverka
analysen av dndeffekterna i den optiska pincetten, d& det &r av stor vikt for projektet att de linjéara
fragmenten ar av fullingd. De DNA-handtag som blir av fel ldingd kommer méjligtvis bidra till ett
missvisande véirde pa denna dndeffekt.

En tankbar anledning till att fler korta DNA-fragment skapats med PCR-metoden jamfort med
RE-metoden kan vara att Tag-polymeraset dissocierat fran templatet innan syntesen var slutford.
En annan forklaring kan vara att de 15 % ursprungliga linjara DNA-molekylerna i X174-provet
ocksa fungerat som templat. Det skulle betyda att sekvensen komplementér till primern kan finnas
mitt i slumpméssigt linjariserade ®X174-genom, vilket genererar fragment av varierande langder.

For verifikationen av de linjira DNA-fragmenten, se Figur [5-3] behévdes DNA-provernas kon-
centration. Koncentrationen av produkter for RE-metoden beriknas genom att anta att maximalt
utbyte erhallits, se avsnitt [£.3] Slutkoncentrationen av produkter for PCR-metoden bestiamdes via
absorbansmétning och antalet genererade DNA-fragment redovisas i Bilaga [J} Vid enhetsomvand-
lingen fran vikt till antal DNA-molekyler antogs alla produkter vara av fullingd. Resultatet fran
koncentrationsbestéamningen visar en minst tiofaldig 6kning av méangden DNA-molekyler av PCR-
produkterna. Detta antyder att primern har bundit in till virusgenomet och att varje templat har
gett upphov till ungefir tio produkter.

Antagandet att linjara molekyler erhallits for de bada metoderna bekraftas av intensitetsanaly-
sen da provet limnat brunnen dven om mindre andel av PCR-metodens fragment var av fullingd.
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5.3 Verifiering av biotin- och DIG-inmarkning

Resultatet fran titreringen av restriktionsenzymsbaserade DNA-handtag med polystyrenkulor for
att verifiera att terminaltransferaset inkorporerat biotin och DIG redovisas i Figur[5-5] I experimen-
tet var méngden DNA konstant i samtliga banor medan méngden polystyrenkulor varierades. De
biotininméarkta DN A-molekylerna i bana 3-7 ansags motsvara forviantningarna att DNA-handtagen
ackumulerades med 6kande méngd polystyrenkulor, vilket var ett resultat som inte var lika tyd-
ligt for de DIG-inmérkta DNA-molekylerna i bana 9-13. Observera att da kraftpaverkan under
gelelektroforesen endast uppgick till 0,3 pN testades inte bindningarnas styrka, utan endast ifall
DNA-handtagen blivit inmérkta, for berdkning av kraften se Bilaga [R] I bana 1 visas DNA-stegen
O’range ruler 500 bp, bana 2 och bana 8 innehdller RE1- respektive RE2-molekyler som ej ar
inmérkta med affinitetstaggar. Till dessa tre prover tillsattes inga polystyrenkulor. Bana 3-7 och
bana 9-13 innehéller samma méangd DNA som bana 2 och 8. Skillnaden &r att bana 3-7 och bana
9-13 innehéller RE1- respektive RE2-handtag samt 6kande méngd polystyrenkulor.

8 910111213

7
e R e |

28 45 6

Figur 5-5: Polystyrenkulgradient. Titrering av DNA-handtag med polystyrenkulor fér att underséka
om DNA-handtagen fran RE-metoden blivit inmérkta. Bana 1 innehaller DNA-stegen O’range ruler 500
bp (0,5 pug/ul). Banorna 3-7 innehéller samma méngd biotininméarkta DNA-handtag (53,9 uM DNA-bas)
och en 6kande méngd streptavidininmérkta polystyrenkulor dar bana 3 har minst méangd kulor och bana
7 storst mangd kulor. Banorna 9-13 har samma méngd DIG-inméarkta DNA-handtag (53,9 M DNA-bas)
och en 6kande méngd anti-DIG-inmérkta polystyrenkulor, ddr bana 9 har minst médngd kulor och bana
13 storst méangd kulor. Bana 2 och 8 innehaller RE1- respektive RE2-molekyler (53,9 uM DNA-bas) samt
inga kulor. Figuren visar en 1 % agarosgel dar DN A-molekylerna forinfargades med Sybrgold.

Motsvarande titrering utférdes for PCR-metodens DNA-handtag, dven dessa inmérkta med
biotin och DIG. Dock kunde inget resultat tydas fran detta forsok dd DNA-handtagen, i banorna
utan polystyrenkulor, ej kunde observeras pa agarosgelen (data visas ej). Resultatet i kombina-
tion med att DNA-molekylerna verkade forekomma i varierande lingder, se Figur [5-4] motiverade
beslutet att utesluta PCR-metodens DNA-handtag fran vidare studier.

En observation fran agarosgelen i Figur [5-5| var att trots DNA-handtagens ackumulation i brun-
narna med 6kande méngd polystyrenkulor ansags fortfarande DNA migrera ut i banorna. For att
vidare analysera gelen utférdes en intensitetsjimforelse av brunnarna 3-7 samt 9-13 och resultatet
av denna métning visas i Figur[5-0] I grafen plottas de normerade virdena av DNA-molekylerna for
respektive bana mot den tillsatta volymen polystyrenkulor. I Figur visas sambandet mellan
DNA-handtag inmérkt med biotin och méngd polystyrenkulor inmérkta med streptavidin. I Figur
visas motsvarande dar DNA-handtagen &r inmérkta med DIG och polystyrenkulorna med
anti-DIG.

20



90 70
[ ]
65

85 "
_ n _ 60
g . g
c c 551
c c
S sof E
= = 50
o ° L]
i=2 j=2
& - g 451 "
" sl :
k| S a0f
3 ¢

[ ]
701 35
n 30 Ll
65 i i i i i i 25 i i i i i i i
0 0.5 1 15 2 25 3 35 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Antal polystyrenkulor Antal polystyrenkulor
(a) Biotininméirkt DNA (b) DIG-imérkt DNA

Figur 5-6: Intensitetsjamforelse. Intensitetsjimforelse av den DNA-méngd som &r kvar i brunnarna i
Figur Relativ mangd DNA-molekyler i brunn normerat mot total mangd migrerat prov syns pa y-axeln
och tillsatt volym polystyrenkulor syns pa x-axeln. Antalet kulor i bana 3-6 motsvarar antalet kulor i bana
9-13. Koncentrationen streptavidininmérkta polystyrenkulor var 5 ganger hogre &n koncentrationen anti-
DIG-inmaérkta polystyrenkulor, dirav skillnaden i laddad volym. (a) Interaktionen mellan biotininméarkta
DNA-handtag och streptavidininmérkta polystyrenkulor. Observera att matdtatan avtar efter tillsats av
cirka 1,5 ul polystyrenkulor. (b) Interaktionen mellan DIG-inmérkta DNA-handtag och anti-DIG-inmérkta
polystyrenkulor. Notera att matdatan inte avtar inom detta intervall.

Méatdata for de biotininmérkta DNA-handtagen och streptavidininmérkta polystyrenkulorna
tenderar till att konvergera mot 85 % av provet i brunnen efter tillsats av 1,5 ul polystyrenkulor.
Detta tyder pa att alla DNA-molekyler som kan fastna pa polystyrenkulorna har gjort det, reste-
rande 15 % av DNA-molekylerna har antagligen inte blivit inmérkta med biotin. En misstanke om
att DNA-handtagen &r steriskt hindrade av kulorna kan uppsta eftersom redan vid 0,5 pl tillsatta
kulor aterfinns drygt 65 % av DNA-handtagen i brunnen. Misstanken kan dock avfirdas vid en
jamforelse av méatpunkterna, eftersom vid samma méngd DNA och med lika méanga kulor ater-
finns bara 30 % av DNA-handtagen pa de anti-DIG inmérkta polystyrenkulorna i brunnen. For
exakta méngder av DNA-molekyler per brunn se Bilaga [[] Férhallandet mellan DNA-molekyler
och polystyrenkulor som férekommer i brunnarna pa gelen i Figur redovisas i Tabell

Matdata for de DIG-inméarkta DNA-handtagen konvergerar inte men antyder att minst 67 %
av DNA-handtagen har blivit inmérkta. Att ingen konvergens observeras kan bero pa att de anti-
DIG-inmaérkta polystyrenkulorna har farre anti-DIG inkorporerade &n vad de streptavidininmérkta
polystyrenkulorna har streptavidin. En annan foérklaring kan vara att DNA-handtagen har for fa
DIG inkorporerade for att vara jamforbara med de biotininmérkta DNA-handtagen. Detta styrks
av att affiniteten dr svagare for DIG och anti-DIG (K, = 107°M) &n biotin och streptavidin
(K4 = 1075M), se vidare 2.2.4]

Tabell 5-1: DN A-molekyler per polystyrenkula. Antal DNA-molekyler per polystyrenkula baserat
pd de méngder som laddades pa gelen i Figur [5-5] Bana 3-7 visar DNA-molekyler inmérkta med biotin
per polystyrenkula mérkt med streptavidin och bana 9-13 visar motsvarande dar DNA-molekylerna &r
inméarkta med DIG och polystyrenkulorna med anti-DIG. Notera att antalet DNA-molekyler tillsatt ar
samma for bada typer av kulor.

Bana 3 4 | 5|6 |7 9 |10 11 |12 | 13
Antal DNA- | 123 | 61 | 41 | 31 | 20 | 123 | 61 | 41 | 31 | 20
molekyl/

polystyrenkula

(10%)

5.4 Strackning av DNA-konstrukt i optisk pincett

Resultatet fran strickningen av DNA-konstruktet i den optiska pincetten presenteras i Figur [5-7}
Grafen tyder pa att funktionella DNA-handtag har tillverkats eftersom det har varit mojligt att
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applicera kraft pa4 DNA-konstruktet. Dessutom kan det bekréftas att DN A-konstrukten har ldngre
DNA-handtag &n de korta befintlign DNA-handtagen. Grafens trendbrott vid 60 pN i Figur [5-7
gor dock att den reversibla bistabiliteten i Figur [1-2] inte kunde studeras. I Figur |5-7] presenteras
den kraft som applicerades pa DNA-konstruktet som en funktion av det relativa avstandet mellan
kulorna.

RE konstrukt i 1M NaCl (10mM Tris pH 7.4, 1mM EDTA)
70 T T T

60 b

501 b

40r .

301 b

Force (pN)

201 b

10 N

or- R —

_ | | | | |
%00 -3800 -3600 -3400 -3200 -3000 -2800
Trap position (nm)

Figur 5-7: Kraftpaverkan pa det framstidllda DNA-konstruktet. Den applicerade kraften syns
pa y-axeln och den optiska féillans absoluta position pa x-axeln. Notera det tydliga trendbrottet vid om-
kring 60 pN, vilket motsvarar den kraft d& DNA-molekylen inte ldngre &r sammanldnkad mellan de tva
polystyrenkulorna.

Trendbrottet tyder pa att DNA-konstruktet inte langre ar sammanlédnkat mellan de bada po-
lystyrenkulorna. Dock har det varit mojligt att applicera kraft pa DN A-konstruktet, vilket styrker
det tidigare resultatet, se Figur [5-6] att affinitetstaggarna har bundit in till de ytbelagda poly-
styrenkulorna. Dérmed kan det bekréiftas att det DNA-handtaget som dr DIG-inmérkt ar fést
till en anti-DIG-inmérkt polystyrenkula och att det biotininmérkta DNA-handtaget fast till en
streptavidininmérkt polystyrenkula. Resultatet faststéller &ven att terminaltransferaset har inkor-
porerat tillrdckligt manga affinitetstaggar pa respektive DNA-handtag for att strackning i en optisk
pincett ska vara mojlig.

Kraftmétningen i Figur [5-7] bekriftar dessutom att DNA-konstruktet har lingre DNA-handtag
an de korta befintlign DNA-handtagen. Resultatet stirks av tidigare kraftmétningar som gjorts
pa enkelstringat DNA och ett exempel illustreras i Figur [5-8] dér det applicerats kraft pa en
lang enkelstrangad DNA-molekyl (bla kurva, ssDNA). Om trendbrottet inte hade intraffat for det
tillverkade DNA-konstruktet s& hade det kunnat undersokas om DNA-konstruktet undergar en
reversibel bistabilitet, det vill siga dar DNA-molekylen vixlar mellan B- och S-form, vid 65 pN.
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Figur 5-8: Enkelstrangat DN A under kraftpaverkan. Graf som visar hur langt enkelstrangat DNA
(ssDNA) beter sig under kraftpaverkan i en optisk pincett. Figuren &r lanad fran artikeln Ten years of
tension: single-molecule DNA mechanics av C. Bustamante m fl. [3].

Det ar dven av intresse att jamfora den experimentella lingd av DN A-konstruktet som uppnad-
des under dragning mot den teoretiskt maximala lingd som DNA-konstruktet kan ha da kidrnan
befinner sig i B-form. Det borde inte vara niagon storre langdskillnad mellan det teoretiska och det
experimentiella virdet, eftersom kraften pa 60 pN da trendbrottet sker i Figur ar nara 65 pN
déar reversibel bistabilitet uppstar. Fran Figur kan man se att DN A-konstruktet har en langd av
cirka 1 pm. Den teoretiskt maximala ldngden som berdknats &r ddremot 4,3 pm, for berdkningar
se Bilaga 5

Skillnaden mellan DNA-konstruktets teoretiska och experimentiella lingd kan bero pa att det
forekommer sekundarstrukturer inom DNA-handtagen. Den icke-denaturerande 5 % polyakryla-
midgel som bekriftade sekundérstrukturer, visas i Figur Bana 1 visar DNA-stegen O’Range
ruler 500 bp, bana 2 visar startprovet med ®X174-genom dér 85 % ar cirkuldrt och 15 % ar linjart,
bana 3 visar RE1 och bana 4 visar RE2. Slutsatsen ar att de restriktionsbaserade proverna har
fastnat i brunnen till f6ljd av sekundéarstrukturer i DNA-handtagen.

Figur 5-9: Undersokning av sekundérstrukturer inom DNA-handtagen. Bana 1-4 innehéller, i
ordning; DNA-stegen O’Range ruler 500 bp (0,5 ug/pl), ®X174-genom dir 85 % ar cirkulart och 15 % &ar
linjart (31,2 uM DNA-bas), RE1 (25,26 uM DNA-bas), RE2 (25,26 uM DNA-bas). Icke-denaturerande 5
% polyakrylamidgel dar DNA-molekylerna forinfirgades med Sybrgold.

Observera att de restriktionenzymsbaserade proverna, RE1 eller RE2, inte migrerar pa den icke-
denaturerande polyakrylamidgelen, vilket tyder pa sekundérstrukturer jamfért med DNA-stegen
i bana 1. DNA-stegen anvindes for att sidkerstéllla att linjira sekvenser utan sekundéarstrukturer
kunde migrera pa gelen. De linjara DNA-molekylerna i virusgenomet i bana 2 migrerar inte heller ut
pa gelen vilket tyder pa sekundéarstrukturer redan i ursprungsgenomet. Den tidigare observationen
att DNA-handtagen ar kortare &n den teoretiska langden tyder pa sekundéarstrukturerna som finns
i ®X174-genomet.
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5.5 Analys av kidrnan med Overlappssekvenser

Resultatet fran de absorbansmétningar som utférdes i temperaturintervallet 15-90°C for att veri-
fiera hybridisering av kérnsekvenserna tyder pa att hybridisering av kérnsekvensen inte har skett,
se Figur Nerkylningen fran 90°C till 15°C samt den upprepande cykeln visade samma resul-
tat (visas €j i figur). I graferna presenteras den uppmétta absorbansen fér proverna innehéllandes
DNA-sekvenserna RE-komplement, RE-oligo samt provet innehéllandes bada enkelstriangarna som
funktion av temperaturen.

1251

RE Oligo
RE Komplement
RE Oligo + RE Komplement

1.2

Absorbans

1.051

0.95-

09 1 1 1 1 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Figur 5-10: Absorbansmitning under temperaturintervallet 15-90°C. Absorbansen plottad mot
temperaturen fér prov innehallandes RE-oligo, RE-komplement samt RE-komplement tillsammans med
RE-oligo. Notera att proven innehallandes RE-oligo, RE-komplement samt provet innehallandes bade RE-
oligo och RE-komplement har samma kurvatur.

Experimentet tyder pa att hybridisering av kidrnsekvensen inte har skett da de tre smaltkurvor-
nas utseende inte skiljer sig ndmnvért at. Provet innehallandes bide RE-komplement och RE-oligo
uppfor sig pa samma sitt under temperaturintervallet som de bada enkelstradngarna var for sig.
Absorbansen for de tre proverna okar med ungefir 10-20 % under temperaturdkningen, vilket kan
forklaras med att det finns sekundérstrukturer i sekvenserna fér RE-oligo och RE-komplement.
Det ska dven podngteras att sméltkurvsanalyserna inte utforts under samma betingelser, se avsnitt
377 som vid hybridiseringen av proverna vid framstéllningen av DNA-konstrukten. Losningen
som anvindes i sméltkurvsanalysen i Figur [5-10] inneholl farre komponenter men da proverna inte
hybridiserat under dessa férhallandena i smélkurvsanalysen sia antas de inte heller hybridisera i
l6sningen som DNA-konstrukten skulle framstéllas i.

5.6 Analys av design av oligonukleotider

D& smaltkurvorna tydde pa att ingen hybridisering skett undersoktes sekvenserna hos kérnan for
att kontrollera sa att de fran borjan var korrekt designade. Vad som da uppdagades var att kdrnans
sekvenser var parallellt komplementéra istéllet for antiparallellt komplementéira. Karnsekvensen i
RE-komplementet har designats felvind men bestéllts syntetiserad med den korrekta Overlapps-
sekvensen, se Figur Upptéackten betydde i sin tur att kdrnsekvenserna hos RE-oligo och
RE-komplement ej kunnat hybridisera och dédrmed har inte ett korrekt DNA-konstrukt kunnat
skapas. Slutsatsen paverkar dock inte de tidigare analyserna som utfoérts pa DNA-handtagen.
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5’-CTACGCGATTTCATAGTGGAGGTAGTTGTCTCGGTGAAACC
GGGCGACCAGCGGCGATAGCTGTCCGAGTTACGACCTCCCA-3’

(a) RE-komplement

5’ -CTACGCGATTTCATAGTGGAGGACCCTCCAGCATTGAGCCTGTCGATAGCGGCGACCAGC
GGGCCAAAGTGGCTCTGTTGA-3’

(b) Korrekt RE-komplement

Figur 5-11: RE-komplement. (a) Bestilld felkonstruerad RE-komplementsekvens. I svart visas hur
overlappssekvensen till DNA-handtaget ser ut, vilken ar korrekt. I blatt visas hur kédrnsekvensen ser ut.
Denna har dock visat sig vara felvind vilket medfor att den ej kan hybridisera antiparallellt med den
komplementéra kirnssekvensen i RE-oligo. (b) RE-komplementsekvensen som den borde sett ut for att
kunna resultera i ett korrekt DN A-konstrukt. I svart visas hur 6éverlappssekvensenen till DN A-handtagen ser
ut, vilken ar korrekt. I Blatt visas hur karnssekvensen borde sett ut for att kunna hybridisera antiparallellt
till kdrnsekvensen i RE-oligo.

Vad som sedan tidigare bekriftades var att det existerar hybridiserat DNA mellan de tva poly-
styrenkulorna da det har kunnat appliceras en kraft, se Figur Det har ocksa visats att det som
sammanlédnkats mellan de tva polystyrenkulorna mestadels bestar av enkelstrangat DNA. Detta
tillsammans med att kidrnsekvensen ej kunnat sammanlénka DNA-handtagen leder till antagandet
att DNA-handtagen hybridiserat med varandra.

Det som skulle gora det mojligt for de tva DNA-handtagen att hybridisera till varandra &r
om de intramolekyldra sekundérstrukturer som existerar bildar till exempel harnalar. I sa fall
skulle harnals-sekvenserna fran de tva olika DNA-handtagen kunna hybridisera intermolekylart,
eftersom DNA-handtagen dr permutationer av ®X174-genomet. Antagandet styrks av Shlomai
och Kornberg som 1980 foreslog att det atminstone finns en férhallandevis stabil harnél i ®X174-
genomet som involverar 44 baser, varav 16 hybridiserar [45]. Dock har det visats att det réacker
med en komplementér sekvens pa cirka 15 baser inom DNA-molekylen for att sekundéarstrukturer
ska kunna bildas under betingelserna NaCl (1 M) och 25°C [46]. Det var dven dessa betingelser
som radde under verifieringen av de tillverkade DNA-konstrukten. Beroende pa vart pa DNA-
handtagen hybridisering sker kan ett betydligt kortare DNA-komplex erhallas, som dr i samma
storleksordning som det i Figur [5-7]

Om de fardigstallda DNA-konstrukten designats ratt och direfter fungerat som tankt, hade ett
flertal DN A-konstrukt testats pa samma sitt som i Figur Kraftintervallet dar den reversibla
bistabiliteten uppkommer hade anvénts for att berdkna ett medelvirde av kraften for varje test.
Forhoppningen hade da varit att variansen mellan de olika medelvirdena skulle vara légre i fallet
med de langre DNA-handtagen én med de kortare DNA-handtagen och att kraften i y-led i Figur
[[=3] varit férsumbar.

5.7 Slutsats

I projektet har langa enkelstrangade DNA-handtag framstéllts, tva metoder for att astadkomma
detta har kunnat jamforas och dessutom har det applicerats krafter pa DNA-molekyler i den
optiska pincetten.

Av de tva metoderna som studerades anses RE-metoden vara mer effektiv nir det géller att
framstéilla DNA-handtag av fullingd. Med hjilp av denna metod har langa enkelstrangade DNA-
sekvenser tillverkats och de har blivit inmérkta med biotin respektive DIG. Forsta delen av syftet
har séledes uppfyllts da de tillverkade DNA-handtagen dven kunde anvéndas i den optiska pin-
cetten. Det tillverkade DNA-konstruktet kan dock inte klassas som funktionellt d& den reversibla
bistabiliteten vid 65 pN inte kunde studeras.

DNA-handtagen har troligtvis hybridiserat med varandra pa grund av harnalar eller liknan-
de sekundérstrukturer som finns i ®X174-genomet. Hybridiseringen har méjliggjort att man har
kunnat stricka DNA-handtagen i den optiska pincetten med en kraft pa 60 pN men inte kunnat
studera reversibel bistabilitet.

Om projektet hade fortskridit hade det fortfarande varit av intresse att studera den reversibla
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bistabiliteten med hjilp av lingre DNA-handtag. Genom att skapa en kdrnsekvens som kan hy-
bridisera och déar ligering sedermera kan ske, sa ges mojligheten att kunna studera den reversibla
bistabiliteten. Dessutom &r det av intresse att studera vilka sekundarstrukturer som existerar inom
DNA-handtaget for att vidare férsta de odnskade interaktionerna mellan DNA-handtagen. Genom
att hybridisera tvdi DNA-handtag och sedan applicera krafter pa dem i den optiska pincetten skulle
interaktionerna kunna studeras. Utover detta experiment hade de intramolekylédra sekundarstruk-
turerna dven varit av intresse att studera, vilket hade kunnat genomféras genom att dra i ett
DNA-handtag &t gangen i den optiska pincetten.
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A Forbrukningsmaterial

Material som anvinds under det laborativa arbetet redovisas i Tabell [A=]]

Tabell A-1: Forbrukat material. Material samt fabrikat och katalognummer.

Material Fabrikat Katalognummer
X174 ssDNA New England Biolabs N30238S
Long PCR Enzyme Mix Fermentas KO0181
dNTP Set, PCR Grade 4x100 pul Qiagen 201912
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 28104
Psil-Primer (5’-fosforylerad), (4ven kallad Pri- atdbio B2583
merl)

Stul-Primer (5’-fosforylerad), (dven kallad atdbio B2584
Primer2)

PCR-oligo atdbio B2585
PCR-komplement atdbio B2586
RE-oligo atdbio B2587
RE-komplement atdbio B2588
O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder, ready-to- Fermentas SM0643
use, 500-6000 bp

6X Orange DNA Loading Dye Fermentas R0631
GeneRuler Ultra low Range DNA ladder Fermentas SM1213
SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (10,000X Invitrogen S-11494
Concentrate in DMSO)

Ficoll 400 Sigma, F2637-10G
D1 AGAROSE LOW EEO Laboratorios CONDA 8008
Ecol1471 (Stul) Fermentas ER0421
Aanl (Psil) Fermentas ER2061
40% akrylamid/bis solution Bio-rad 161-0146
TEMED Bio-rad 161-0800
Amoniumpersulfat (APS) Bio rad 161-0700
T4 DNA Ligase Fermentas EL0014
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 500u Fermentas EP0161
Digoxigenin-11-dUTP Roche 11573152910
Biotin-16-dUTP Roche 11093070910
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B Sekvenser

Primersekvenser

I Figur [B-T] visas sekvensen for den primer som kallas for Psil-primer i RE-metoden och Primerl
i PCR-metoden. Primern &r fosforylerad i 5’-dnden.

5’-ccgcttcggegttataacctcacac-3’

Figur B-1: Psil-primer/Primerl.

I Figur [B-2] visas sekvensen for den primer som kallas for Stul-primer i RE-metoden och Primer2
i PCR-metoden. Primern &r fosforylerad i 5’-dnden.

5’-cgatttcatagtggaggcctccagc-3’

Figur B-2: Stul-primer/Primer2.

Karnsekvenser

I Figur samt visas kdrnans komplementéra sekvenser. Dessa sekvenser erhélls fran hand-
ledare.

5’-ATCAACAGAGCCACTTTGGCCCGCTGGTCG
CCGCTATCGACAGGCTCAATGCTGGAGGGT-3’

Figur B-3: Karnsekvens

5’-ACCCTCCAGCATTGAGCCTGTCGATAGC
GGCGACCAGCGGGCCAAAGTGGCTCTGTTGAT-3’

Figur B-4: Komplement till kdrnsekvens

Karna med overlappssekvens for RE-metoden

I Figur [B-5|och [B-0] visas kirnsekvenserna fran Figur [B-3|och [B-4|med respektive éverlappssekvens.
Héar ar 6verlappssekvenserna anpassade for att hybridisera till DNA-handtagen tillverkade med
RE-metoden och syns i svart. De blda sekvenserna utgdr kiarnan.

5’ -TTTTTACCGCTTCGGCGTTAATCAACAGAGCCACTTTGGC
CCGCTGGTCGCCGCTATCGACAGGCTCAATGCTGGAGGGT-3’

Figur B-5: RE-oligo
5’ -CTACGCGATTTCATAGTGGAGGTAGTTGTCTCGGTGAAACC

GGGCGACCAGCGGCGATAGCTGTCCGAGTTACGACCTCCCA-3’

Figur B-6: RE-komplement
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Karna med o6verlappssekvens for PCR-metoden.

I Figur [B-7]och [B-§] visas kirnsekvenserna fran Figur [B-3|och [B-4| med respektive éverlappssekvens.
Héar ar 6verlappssekvenserna anpassade for att hybridisera till DNA-handtagen tillverkade med
PCR-metoden och syns i svart. De blaa sekvenserna utgdr kdrnan.

5’ -GTGTGAGGTTATAACGCCGAAGCGGATCAACAGAGCCACTTTG
GCCCGCTGGTCGCCGCTATCGACAGGCTCAATGCTGGAGGGT-3’

Figur B-7: PCR-oligo

5’ -GCTGGAGGCCTCCACTATGAAATCGTAGTTGTCTCGGTGAAAC
CGGGCGACCAGCGGCGATAGCTGTCCGAGTTACGACCTCCCA-3’

Figur B-8: PCR-komplement

De blda sekvenserna utgér kirnan da de dr hybridiserade till varandra. Overlappsekvenserna
syns i svart.
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C Geler och tillbehor

Fojlande ingredienser anvandes for denaturerande 5 % polyakrylamidgel, icke-denaturerande po-
lyakrylamidgel med tillhérande binding-silane working solution samt 1 % agarosgel. Ingredienser
skrivna i fetstilt tillsattes i dragskap.

Denaturerande 5 % polyakrylamidgel
e 6,31 g urea
e 6,5 ml milliQ)
e 1.5 ml 10xTBE
e 1,875 ml 40 % akrylamidlosning
e 104 41 10 % APS
e 5,3 u1l TEMED

Icke-denaturerande 5 % Polyakrylamid gel
e 11,515 ml milliQ

e 1.5 ml 10xTBE

e 1,875 ml 40% akrylamidlésning
e 104 41 10% APS

e 5,3 ul TEMED

Binding-silane working solution

e 6 ml Etanol

1,350 ml milliQ

150 ul Attiksyra

3,75 pl Bind silan

1 % agarosgel

— 1 g agaros
— 100 g 1xTBE
— milliQ f6r viktkorrigering
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D Forinfiargning med Sybrgold
I Tabell visas innehéllet i de prover som laddades pa en 1

Tabell D-1: Koncententrationsgradient med Sybrgold.

Provnummer | Innehall

1 5 pl O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 ug/ul)
15 ul 1xXTBE
1 pl Sybrgold (2x)

2 5 pl O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 ug/ul)
15 ul 1xXTBE
1 pl Sybrgold (2x)

3 5 ul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 pg/pl)
15 ul 1xTBE
1 pl Sybrgold (4x)

4 5 ul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 ug/ul)
15 ul 1xXTBE
1 ul Sybrgold (8x)

5 5 ul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 pg/ul)
15 ul 1xXTBE
1 ul Sybrgold (16x)
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E Forberedande experiment: Bestimning av agaros
polyakrylamidgel.

I Tabell visas de prov som laddades pa den denaturerande 5 % polyakrylamidgelen.

Tabell E-1: Prov som laddades pa denaturerande 5 % polyakrylamidgel.

Provnummer | Innehall

1 4 pl O’range ruler 500bp DNA-stege 0,5 ug/pl
6 pl formamid
2 1 pl ®X174 DNA 1 ug/ul

1 pl 6X Orange DNA Loading Dye
8 pl formamid

I Tabell visas de prov som laddades pa den 1 % agarosgelen.

Tabell E-2: Prov som laddades pa 1 % agarosgel.

eller

Provnummer | Innehall

1 5 pl O’range ruler 500bp DNA-stege 0,5 ug/ul
15 pl 1IxTBE
1 ul Sybrgold (2x)

2 1 pl X174 1 pg/ul
1641 ficoll

1 ul Sybrgold (2x)
2 pl 6X Orange DNA Loading Dye
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F Rening av DNA
Reningen utfors med QIAquick PCR Purification Kit. Tillsdtt foljande till vardera prov:

e 5 volymer Buffer PB innehéllandes pH-indikator till 1 volym prov som ska renas.

e Om provet dr orange eller violett, tillsdtt 10 pul 3M natriumacetat pH 5,0 &t gangen tills dess
att provet ar gult, vilket d& innebér ett pH pa mindre eller lika med 7,5.

0,75 ml Buffer PE.

50 pl Buffer EB + ev. 50 pl Buffer EB.
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G Oppning av cirkulidrt genom med restriktionsenzym

Hybridisering RE-metoden
I Tabell visas innehallet i den buffertlosning som anvéndes vid hybridisering.

Tabell G-1: Hybridiseringsbuffert.

Komponent | Mangd

NaCl 0,29229 g
Tris-HCl 2,5 ml
MilliQ 22,5 ml

Total volym 25 ml

I Tabell visas de tva prover vilka bereddes for hybridisering av primer till virusgenomet.

Tabell G-2: Hybridisering av virusgenom till primer.

Prov Innehall
Hybridisering 1 | 7,5 pl hybridiseringsbuffert
1 pl Psil-primer (100pM)
8,5 ul ®X174 (1 pg/pl)
Hybridisering 2 | 7,5 pl hybridiseringsbuffert
1 pl Stul-primer(100.M)
8,5 ul ®X174 (1 pg/pl)

I Tabell visas de prover i vilken de cirkuldra virusgenomen klyvdes till linjira DNA-
molekyler.

Klyvning

Tabell G-3: Restriktionsenzymklyvning av genomet hos®X174.

Prov | Innehall

REL | 2 pl buffer Tango (fran Aanl (Psil))
2 pl Psil

17 pl Hybridisering 1

RE2 | 2 ul buffer B (fran Ecol471 (Stul) )
2 pl Stul

17 pl Hybridisering 2
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H Beredning av dNTP-mix

I Tabell visas de ingaende komponenterna i ANTP-mixen. Slutlig koncentration for respektive
dNTP uppgar till 2 mM.

Tabell H-1: Ingdende komponenter i ANTP-mixen.

Komponent Mingd
dATP (100 mM) 0,1 pl
dTTP (100 mM) 0,1 pl
dGTP (100 mM) 0,1 pl
DCTP (100 mM) 0,1 pl
MilliQ (100 mM) 4,6 pl
Total volym 5 pl
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I Oppning av cirkulirt genom med PCR

Komponenter for PCR

I Tabell [I-1| visas de ingdende komponenterna i tvd PCR-prov. I det ena provet anvindes Primerl
och produkten kallades sedan PCR1. I det andra provet anvindes Primer2 och produkten kallade

sedan PCR2.

Tabell I-1: PCR-prover

Komponenter Mingd
10X long PCR buffer med 15 mM MgCl, 5 pl
dNTP Mix (2 mM per bas) 5 pl
Primer (100 pM) 0,5 pl
Template DNA (1000 pg/ml) 1 pl
Long PCR enzyme mix (5 u/pul) 0,5 ul (2,5 u)
Nukleasfritt vatten 38 ul

PCR-program
I Tabell [-2] visas protokoll f6r PCR.

Tabell I-2: PCR-program

Steg Temperatur Tid | Antal cykler
Initial denaturering 94°C 180s | 1
Denaturering 95°C 20 s 10
Inbindning/Elongering 68°C 225 s

Denaturering 94°C 20 s 99
Inbindning/Elongering 63°C 225 s + 2 s/cykel

Slutgilting elongering 68°C 600s | 1
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J Verifikation for att linjara DN A-molekyler erhallits fran
virusgenom

I Tabell visas innehall i de olika brunnarna pa denaturerande 5 % polyakrylamidgel vid verifi-
kation av att linjara DNA-molekyler erhallits. Proverna RE1, RE2, PCR1 och PCR2 &r prov fran
Bilaga [G] samt Bilaga [Tl

Tabell J-1: Foljande prov laddades pa en denaturerande 5 % polyakrylamidgel.

Provnummer | Innehall

1 1pl @X174 (312 pmol DNA-bas)
1pl 6X Orange DNA Loading Dye
8 pl formamid
2 0,2 ul RE1 (256 pmol DNA-bas)
1 pl 6X Orange DNA Loading Dye
8,8 ul formamid
3 0,2 pl RE2 (256 pmol DNA-bas)
1 pl 6X Orange DNA Loading Dye
8,8 ul formamid
4 0,28 ul PCR1 (200 pmol DNA-bas)
1 pl 6X Orange DNA Loading Dye
8,72 ul formamid
5 0,38 ul PCR2 (238 pmol DNA-bas)
1 pl 6X Orange DNA Loading Dye
8,62 ul formamid

Koncentrationsbestimning av PCR-produkt

For verifikationen av de linjara DNA-fragmenten behévdes DNA-provernas koncentration, dessa
presenteras i Tabell

Tabell J-2: Koncentration innan och efter PCR. Koncentrationer av DNA som uppnéaddes fran
de tvda PCR-proverna, dér det cirkuldra $X174-genomet anvidndes som templat med vardera Primerl
och Primer2. Notera att cirka tio linjara produkter per substrat skapades under radande betingelser.
Startkoncentrationen av ®X174-genom erhélls av tillverkaren (1000 ug/ml).

Komponent Miangd DNA Beridknad Beridknad
(ng/pd) mangd mangd
DNA- DNA-bas
molekyler (pmol/pul)
(pmol /1)
Koncentration DNA innan PCR 20 0,01 62
PCR produkt Primerl 229,15 0,13 715
PCR produkt Primer2 201 0,12 627
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K Inmarkning

I Tabell visas de ingdende komponenterna som kravs for inmérkning med affinitetstaggar pa
de linjara DNA-molekylerna.

Tabell K-1: Inméarkning med affinitetstaggar pa skapade linjara DNA-molekyler.

Prov Innehall
REl-handtag | 11,7 pul (5x)Reaktionsbuffert for terminaltransferas
20,8 pl RE1 (4,95 pmol DNA-molekyler)
0,5 pl Biotin-16-dUTP (500 pmol molekyler)
4,5 pl ANTP-mix (4500 pmol baser)
2 pl terminaltransferas
10,5 pl milliQ
RE2-handtag | 11,7 pl (5x)Reaktionsbuffert for terminaltransferas
20,8 pl RE2 (4,95 pmol DNA-molekyler)
0,5 ul Digoxigenin-11-dUTP (500 pmol molekyler)
4,5 pl ANTP-mix (4500 pmol baser)
2 pl terminaltransferas
10,5 pl milliQ
PCRI1-handtag | 11,7 pl (5x)reaktionsbuffert for terminaltransferas
38,46 ul PCR1 (5 pmol DNA-molekyler)
0,5 ul Biotin-16-dUTP (500 pmol molekyler)
4,5 pl ANTP-mix (4500 pmol baser)
2 pl terminaltransferas
1,34 pl milliQ
PCR2-handtag | 12 pl (5x)Reaktionsbuffert for terminaltransferas
41,2 pl PCR2 (5 pmol DNA-molekyler)
0,5 pul Digoxigenin-11-dUTP (500 pmol molekyler)
4,5 pl ANTP-mix (4500 pmol baser)
2 pl terminaltransferas
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L Titrering av DNA-handtag med polystyrenkulor

Titrering av DNA-handtag skapade med RE-metoden
I Tabell visas innehall i de olika brunnarna pa den 1 % agarosgelen.

Tabell L-1: Prover som laddades p&d 1 % agaros.

Provnummer

Innehall

1

5 pul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 ug/pl)
1 pl Sybrgold (2x)
12 ul 15 % ficollosning

1 pl RE1 (539 pmol DNA-bas)

1 pl Sybrgold (2x)

16 ul 15 % ficollosning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE1-handtag (539 pmol DNA-bas)

0,5 ul streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 um 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

15,5 ul 15 % ficollésning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE1-handtag (539 pmol DNA-bas)

1 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor(2,1 pm 0,5% w/v)
1 ul Sybrgold (2x)

15 ul 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE1-handtag (539 pmol DNA-bas)

1,5 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pum 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

14,5 pl 15 % ficollosning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE1-handtag (539 pmol DNA-bas)

2 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pm 0,5% w/v)v 1 ul Sybr-
gold (2x)

14 ul 15 % ficollosning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE1-handtag (539 pmol DNA-bas)

3 ul streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pm 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

13 ul 15 % ficollésning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

1 pul RE2 (539 pmol DNA-bas)

1 ul Sybrgold (2x)

16 ul 15 % ficoll-losning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

1 pl RE2-handtag (539 pmol DNA-bas)

2,5 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

13,5 ul 15 % ficoll-16sning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

10

1 pl RE2-handtag (539 pmol DNA-bas)

5 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

11 pl 15 % ficoll-16sning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye
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11 1 pl RE2-handtag (539 pmol DNA-bas)

7.5 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

8.5 ul 15 % ficoll-16sning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

12 1 pl RE2-handtag

10 gl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pum 0,1% w/v)
1 ul Sybrgold (2x)

6 pl 15 % ficoll-16sning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

13 1 pl RE2-handtag (539 pmol DNA-bas)

15 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

1 pl 15 % ficoll-16sning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

Tabell redovisar utridknade viarden pa den relativa méngden DNA-molekyler i respektive
brunn efter ovan utférda gelelektrofores.

Tabell L-2: Utrdknade virden pa den relativa mangden DN A-molekyler i respektive brunn

Bana 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13
Relativ 67,8 | 75,7 | 82,8 | 84,0 | 85,7 | 29,3 | 35,8 | 45,1 | 48,7 | 66,8
mingd DNA-

molekyler

i brunn (%)

Titrering av DNA-handtag skapade med PCR-metoden
I Tabell visas innehéll i de olika brunnarna pa den 1 % agarosgelen.

Tabell L-3: Prover som laddades pa 1 % agaros.

Provnummer | Innehall

1 5 ul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5 pg/ul)

1 pl Sybrgold (2x)

14 ul 15 % ficollosning

2 0,6 ul PCR1 (539 pmol DNA-bas)

1 pl streptavidinkulor (2,1 pm 0,5% w/v)

1 pl Sybrgold (2x)

15,4 pl 15 % ficollosning2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

3 0,6 pl PCRI1-handtag (539 pmol DNA-bas)

0,5 ul streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pum 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

15,9 ul 15 % ficollésning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

4 0,6 ul PCRI1-handtag (539 pmol DNA-bas)

1 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pm 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

15,4 ul 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

5 0,6 pul PCR1-handtag (539 pmol DNA-bas)

1,5 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pum 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

14,9 pl 15 % ficollosning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye
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0,6 pul PCR1-handtag (539 pmol DNA-bas)

2 ul streptavidininméarkta polystyrenkulor (2,1 pm 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

14,4 ul 15 % ficollésning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

0,6 ul PCR1-handtag

3 ul streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pm 0,5% w/v)
1 ul Sybrgold (2x)

13,4 ul 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

0,6 pul PCR1-handtag (539 pmol DNA-bas)

4 pl streptavidininmérkta polystyrenkulor (2,1 pum 0,5% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

12,4 pl 15 % ficollosning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

0,6 ul PCR2 (539 pmol DNA-bas)

1 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pum 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

12,4 ul 15 % ficollosning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

10

0,6 pl PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

0,5 ul Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pum 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

15,9 ul 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

11

0,6 ul PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

1 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pum 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

15,4 pl 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

12

0,6 pul PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

1,5 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

14,9 pl 15 % ficollosning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye

13

0,6 ul PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

2 ul Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 pl Sybrgold (2x)

14,4 ul 15 % ficollosning

2 pl 6X Orange DNA Loading Dye

14

0,6 ul PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

3 ul Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 ul Sybrgold (2x)

13,4 ¢l 15 % ficollésning

2 pul 6X Orange DNA Loading Dye

15

0,6 ul PCR2-handtag (539 pmol DNA-bas)

4 pl Anti-DIG inmérkta polystyrenkulor (2,17 pm 0,1% w/v)
1 ul Sybrgold (2x)

12,4 ul 15 % ficollésning

2 ul 6X Orange DNA Loading Dye
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M Hybridisering av DN A-konstrukt

Volymer tillsatta for att erhalla ett prov med hybridiserade RE-konstrukt:

6,78 pl biotininmérkt RE 1 (0,678pmol DNA-molekyler) 0,1 uM

6,78 pl DIG-inmérkt RE 2 (0,678 pmol DNA-molekyler) 0,1uM

1 pl RE-oligo (1 mM)

1 pl RE-complement (1 mM)

2 pl 10xT4 DNA-ligasbuffert

1,04 pl MilliQ
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N Smaltkurvsanalys

Smaéltkurvsanalys utférdes med proverna som visas i Tabell nedan.

Tabell N-1: Provinnehall i

Prov

Innehall

RE oligo smaltmikroskopi

10,5 ul Re oligo
489,5 pl NaCl (0,1 M)

RE komplement sméltmikroskopi

10,5 pl Re komplement
489,5 ul NaCl (0,1 M)

RE komplement+RE oligo sméltmikroskopi

5,25 ul Re komplement
5,25 pl Re oligo
489,5 pl NaCl(0,1 M)

Referensprov

1000 pl NaCl (0,1 M)
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O Ligering

Volymer tillsatta provet hybrisirerat RE-konstrukt for ligering:
e 2 ul 50% PEG4000 solution
e 0,4 ul T4 DNA ligase
e 1 ul EDTA (0,2 uM)

EDTA tillsattes forst efter ligering och inaktivering.

P Undersokning av sekundarstrukturer i DNA-handtag

I Tabell presenteras de prover som laddades pa icke-denaturerande 5 % polyakrylamidgel av
anledning av verifiera eventuella sekundarstrukturer hos DNA-handtagen.

Tabell P-1: Prover for att verifiera sekundérstrukturer hos DNA-handtag.

Provnummer | Innehall

1 4 ul O’RangeRuler 500 bp DNA Ladder (0,5
pg/pl)
1 pl formamid
1 pl Sybrgold (2x)
2 1 11 ®X174 (312 pmol DNA-bas)
0,5 pl 6X Orange DNA Loading Dye
4,4 pl formamid
1 pl Sybrgold (2x)
3 0,2 ul RE1 (256 pmol DNA-bas)
0,5 pl 6X Orange DNA Loading Dye
4,3 pl formamid
1 pl Sybrgold (2x)
4 0,2 ul RE2 (256 pmol DNA-bas)
0,5 pl 6X Orange DNA Loading Dye
4,3 pl formamid
1 pl Sybrgold (2x)

Q Beridkning av DN A-molekyler/polystyrenskula i kulgra-
dient (Matlab)

Foljande skript skrevs i Matlab for att berdkna antalet DNA-molekyler per polystyrenkula.

clc

%% ps kulorna

r=1.05e-6; % m

vkula=4*pi*r~3/3; % m~3

rps=1.05; % g/cm”3

wkula=rps*le6*vkula; 7% gram

vsolbs=[0.5e-6 le-6 1.5e-6 2e-6 3e-6] % volym kullsg. bs=biotin/streptavidin
vsoldad=[2.5e-6 5e-6 7.5e-6 10e-6 15e-6] ¥ volym kullsg. dad=DIG/Anti-DIG
wsolbs=vsolbs*le3 J gram antagit att lsg. &r 1kg/liter
wsoldad=vsoldad*1e3

wbskulortot=wsolbs*0.005 % Xg*0.005 (w/v)

wdadkulortot=wsoldad*0.001

Npskulorbs=wbskulortot/wkula

Npskulordad=wdadkulortot/wkula
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%% dna molekylerna

ndna=0.1e-12 % mol molekyler
NA=6.02214129%10723 % avogados tal
Ndna=NA*ndna % antal molekyler

%% Dnamolekyler/PSkula
kvotbs=Ndna./Npskulorbs
kvotdad=Ndna./Npskulordad

R Elektroforetisk kraftpaverkan

For att berdkna den kraft som paverkar konstruktet under elektrofores anvindes féljande samband:
F=e-FE-n (1)

dir e motsvarar enhetsladdningen (1.6x10719C), E den elektriska filtstyrkan (V/m) och n antalet
laddningar. I fallet for enkelstrangat ®X174 motsvarar n antalet fosfatgrupper i molekylen, det vill

sidga lika manga som den totala ldngden hos genomet, 5386 baser. Féltstyrkan som anvindes var
400V /m. Kraften beriknades enligt ekvation till 0,3 pN.

S Teoretisk langd av DN A-konstrukt

Foljande Matlab-skript anvindes for att berdkna konstruktets totala langd. En l&ingd motsvarande
4 A anviinds for avstandet mellan baser hos enkelstringat DNA. Motsvarande siffra for dubbel-
strangat DNA var 3,4 A.

clc;

ssBaselLength = 4e-10;
dsBaseLength = 3.4e-10;
totGenome = 5386;
overlaplAT = 11;
overlaplGC = 9;

overlapltot = overlaplAT+overlaplGC;

overlap2AT 11;
overlap2GC = 11;
overlap2tot = overlap2AT+overlap2GC;

core = 60;

ssTot = 2*%totGenome - overlapltot - overlap2tot;
dsTot = overlapltot + overlap2tot + core;
totLength = ssTot*ssBaselLength+dsTot*dsBaseLength;

disp([’Construct length: ’, num2str(totLength), ’ m’]);

Ovanstaende skript gav resultatet:
Construct length: 4.3267e-006 m

Det vill sdga ungefar 4,3 pm.
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T Virusgenom

Nedan illustreras det cirkuldra virusgenomet samt vart de tva restriktionsenzymerna Psil och Stul
klipper i forhéallande till varandra.

Stul

Psil

Figur T-1: Cirkuldra genomet hos $X174. De palindromsekvenser som kénns igen av restriktionsen-
zymen Psil och Stul &r markerade i rott.
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