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Development of alkane-induced biosensor in
Saccharomyces cerevisiae

Abstract

The increasing greenhouse effect requires new types of fuels and
new ways to produce these. Using microbes as factories to produce
fuels is a promising method and has been on the agenda for some
years. n-Alkanes have a high similarity with diesel, among others, and
can substitute todays fossil fuels. Strains of Saccharomyces cerevisiae
that can produce n-alkanes have been developed. These strains are far
from optimal and need improvement before they can be used on an
industrial scale.

The aim of this project is to create a biosensor that can be used as
a high throughput screening tool for optimizing the yield of n-alkanes
in S. cerevisiae. A transcription system from Yarrowia lipolytica is,
together with GFP, used to create the biosensor. The biosensor will
be able to sense the presence of n-alkanes with fluorescence as the
output signal. The system from Y. lipolytica is composed of three
genes and a promoter motif, YASI, YAS?2, YASS and ARE1. It has
been confirmed that the system activates transcription in the presence
of n-alkanes.

PCR-products were generated with success and were used to con-
struct plasmids containing combinations of YAS1, YAS2, YASS, ARE1-
sequences and GFP. Verification of the constructed plasmids confirmed
that the genes had been incorporated with few mutations. The biosen-
sor was introduced into S. cerevisiae with a two-vector system. Flow
cytometry was used to test the biosensor in both presence and absence
of decane and a difference in output was confirmed. The results provide
a proof of principle that indicates that the system from Y. lipolytica
is transferable to S. cerevisiae with the aim to create a biosensor for
n-alkanes.



Sammanfattning

Den okande halten av vixthusgaser i atmosfaren kraver en ut-
veckling av nya miljovénliga brénslen. Anvéndning av mikrober vid
bréansletillverkning &r en lovande metod som har varit aktuell i flera
ar. n-Alkaner har en hog likhet med bland annat diesel och kan dérfor
direkt ersdtta nuvarande fossila bréinslen. Stammar av Saccharomyces
cervisiae som kan producera n-alkaner har tagits fram. Dessa stammar
ar langt ifran optimala och behdver utvecklas innan de kan nyttjas pa
industriell skala.

Malet med detta projekt ar att skapa en biosensor som kan anvindas
som ett screeningverktyg for att optimera utbytet av n-alkaner i S. ce-
revisiae. Ett transkriptionssystem fran Yarrowia lipolytica tillsammans
med GFP anvénds for att skapa biosensorn. Systemet fran Y. lipolytica
bestar av tre gener, YAS1, YAS2 och YASS3, samt promotorsekvensen
AREL. Detta systemet aktiverar transkription i ndrvaro av n-alkaner.

PCR-produkter genererades med framgang och anvéndes for att
konstruera plasmider innehallande kombinationer av YAS1, YAS2, YASS,
AREl-sekvenser samt GFP. Verifikation av de konstruerade plasmider-
na bekriftade att generna inkorporerats med fa mutationer. Biosensorn
introduceradesi S. cerevisiae med ett tva-vektorsystem. Flodescytometri
anviandes for att testa biosensorn i nérvaro och franvaro av dekan och
en skillnad i uttryck bekriftades. Resultaten indikerar pa att det &r
mojligt att implementera systemet fran Y. lipolytica i S. cerevisiae med
malet att skapa en biosensor for n-alkaner.
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1 Inledning

Viéxthuseffekten okar och anvdndandet av fossila bréanslen anses vara en bi-
dragande orsak [1]. For att erséitta de fossila brénslena undersoks mojligheten
att producera n-alkaner med mikrober, framfoérallt med jasten Saccharomy-
ces cerevisiae som produktionsorganism [2]. n-Alkaner har en hog likhet med
bland annat diesel och kan dérfor direkt ersédtta nuvarande fossila brénslen
[3]. Vid framtagandet av en hogproducerande S. cerevisiae-stam saknas det
i dagsldget ett verktyg som effektivt kan kvantifiera méngden producerade
n-alkaner i slumpméssigt muterade stammar.

Projektets avsikt ér att skapa en biosensor i S. cerevisiae som fluorescerar
i ndrvaro av n-alkaner. Biosensorn baseras pa ett n-alkaninducerat transkrip-
tionssystem fran jésten Yarrowia lipolytica som overfors till S. cerevisiae. For
att erhalla en optisk signal &r systemet kopplat till GFP (Green Fluorescent
Protein).

1.1 Bakgrund

n-Alkaner ar en grupp av mittade kolvéiten som vanligen utvinns ur pe-
troleum och utnyttjas till bransletillverkning dér bensin, diesel och fotogen
ar de primédra malprodukterna. Petroleum &r en fossil brinslekéalla, vilket
innebér att anvindandet av den bidrar till en 6kad méngd koldioxid i at-
mosfiren [1]. Okningen av koldioxid bidrar till véixthuseffekten, vilket medfor
klimatforandringar [1].

Mycket forskning har lagts pa att hitta alternativ till anvindandet av pe-
troleum som bréanslekélla. Med héansyn till miljon och klimatet anses biobréns-
len vara de mest optimala erséttarna da de ar fornybara. I och med detta har
en mikrobiell produktion av férnybara biobrédnslen, med bland annat S. cere-
visiae som produktionsorganism [4], utvecklats under det senaste artiondet.
Produktion av etanol, med S. cerevisiae, har varit den mest framgangsrika
[5].

Etanol &r inget optimalt brénslealternativ pa grund av sin laga ener-
gitdthet [2]. Det finns en begransning av hur mycket etanol som kan blandas
in i vanlig bensin, vilket hindrar en vidare utveckling av att anvinda etanol
som biobrénsle [6]. Istdllet har intresse lagts pa att utveckla biobrénslen som
kan anvidndas som substitut till dagens brénslen. Dessa substitut gar under
bendmningen avancerade biobranslen.

En undergrupp inom de avancerade biobranslena dr medellanga och langa
alkaner, vilka har en hog likhet med fotogen och diesel [3]. Att kunna produ-
cera dessa n-alkaner pa mikrobiell viag dr av stort intresse da de mojliggor en
produktion av biobrénslen som direkt kan ersétta fossilt baserade transport-
brénslen [2].

Forskningsresultat har visat att det ar mojligt att skapa en jaststam med
formagan att producera n-alkaner [5], men for att kunna anvinda jéststammen
i storre skala behover den optimeras. For att uppna en hogre alkanproduk-
tion i S. cerevisiae har effekten av att dka prekursorer, minska eller eliminera



produktionen av biprodukter, eliminera aterbildningsreaktionsvigar samt in-
troducera nya reaktionsvigar undersokts [7]. Trots dessa modifikationer har
utbytet av n-alkaner i S. cerevisiae hittills varit lagt [7].

En mojlig utveckling for att oka utbytet av n-alkaner i S. cerevisiae &r
att kombinera tidigare modifikationer med slumpvis mutagenes. Detta skulle
resultera i en stor méngd prov som i dagsldget tar lang tid att analysera.
Att frystorka celler och analysera innehallet med hjélp av gaskromatogra-
fi och masspektrometri dr en analysmetod som anvénds idag. Processen &r
tidsddande och i praktiken n#st intill omdjlig att applicera pa ett stort an-
tal prover [2|. Darav soks det ett verktyg i S. cerevisiae som mojliggor enkel
kvantifiering av n-alkanproduktion.

1.2 Syfte

Syftet med projektet &r att utveckla en biosensor i S. cerevisiae som baseras
pa ett alkaninducerat system fran Y. lipolytica kopplat till GFP. Biosensorn
ska ge en optisk detekterbar signal vid ndrvaro av n-alkaner och méjliggora
en enkel analys av stora méangder prov.

2 Teori

Teorin bakom biosensorn bygger pa ett system i Y. lipolytica som aktive-
ras av n-alkaner. Systemet aktiverar transkription av gener som krévs for
n-alkanassimilering via tre interagerande transkriptionsfaktorer. De sekven-
ser som kravs for att systemet ska fungera introduceras i S. cerevisiae med
ett tva-vektorsystem.

2.1 Alkaninducerat transkriptionssystem i Y.lipolytica

Manga bakterier, svampar och jaster har tidigare visats kunna tillgodogora sig
n-alkaner [8]. En av de mest studerade jastarterna med formagan att viixa pa
hydrofoba kolkéllor &r Y. lipolytica [9]. Arten har patréffats i lipidrika miljéer
och varit av intresse pa grund av sin goda formaga att ansamla lipider inuti
cellen [9][10]. Ndamnda egenskaper, i kombination med att Y. lipolyticas genom
ar sekvenserat, har gjort att Y. lipolytica studerats som modellorganism for
nyttjandet av hydrofoba kolkallor [9].

Y. lipolytica har flera gener som kodar for n-alkanassimilerade proteiner.
De identifierade generna bendmns ALK1-12 [11]. ALK kodar for enzymet
cytokrom P450ALK1 som &r involverad i jéstens assimilering av n-alkaner
[12]. Y. lipolytica tillgodogor sig n-alkaner genom att cytokrom P450 i det
endoplasmatiska nétverket katalyserar hydroxylering av n-alkaner till fettsy-
raalkoholer. Fettsyraalkoholerna bryts vidare ner till fettaldehyder antingen
av ett dehydrogenas i det endoplasmatiska nétverket eller av ett oxidas i pe-
roxisomen. Dessa fettaldehyder bryts sedan ner i en serie reaktionssteg for att
slutligen anvéindas i syntesen av lagringslipider eller i S-oxidationen [9)].



Transkriptionen av ALK aktiveras i nirvaro av n-alkaner via en 24 bp
lang sekvens i promotorn kallad ARE1 (Alkane Responsive Element 1)'.
Sekvensen &r placerad uppstroms i promotorn fran ALK [13]. Tre gener,
YAS1, YAS2 och YASS (Yeast Alkane Signaling) kodar for tre proteiner som
paverkar transkriptionen av ALK genom interaktion med ARE1-sekvensen
i promotorn [11]. Transkriptionen aktiveras genom inbindning av ett hete-
rokomplex till AREl-sekvensen déir heterokomplexet bestar av de tva ba-
sic helix-loop-helix-transkriptionsfaktorerna Yaslp och Yas2p [12]. Yaslp och
Yas2p ar konstant lokaliserade i cellkdrnan [11].

YASS3 ger upphov till ett langt och ett kort protein (I-Yas3p respektive
s-Yas3p) beroende pa var transkriptionen initieras [11]. s-Yas3p har visats va-
ra mest framtradande i regleringen av ALK [11]. I franvaro av n-alkaner &r
Yas3p tillsammans med Yaslp och Yas2p lokaliserat i cellkdrnan. Det kortare
proteinet s-Yas3p fungerar dér som en repressor genom att interagera med
Yas2p i heterokomplexet. Interaktionen forhindrar aktivering av transkrip-
tion [11]. I nérvaro av n-alkaner delokaliseras s-Yas3p till det endoplasma-
tiska nétverkets membran. Komplexet av Yaslp och Yas2p kan da aktivera
transkription, vilket gor att ALK transkriberas [11]. Transkriptionssyste-
met har visats aktiveras av 2% v/v n-dekan och 2% v/v n-hexadekan [12]. En
illustration av systemet visas i Figur 1.
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Figur 1: Schematisk illustrering av det n-alkaninducerade systemet i Y. lipolytica utan
néarvaro av n-alkaner, A, respektive vid ndrvaro av n-alkaner, B. Utan nérvaro av n-alkaner
befinner sig s-Yas3p i cellkdrnan dir det interagerar med Yas2p i aktiveringskomplexet
bestaende av Yaslp och Yas2p. s-Yas3p fungerar dérmed som en repressor och ALK1
transkriberas ej. Vid nérvaro av n-alkaner delokaliseras s-Yas3p till det endoplasmatiska
nétverkets membran. Komplexet av Yaslp och Yas2p kan da aktivera transkriptionen av
ALK]1.

Mekanismen for hur systemet kédnner av nérvaron av n-alkaner, det vill
sdga orsaken till delokaliseringen av s-Yas3p, ar i dagslidget okénd. En teori har
foreslagits dar s-Yas3p binder till det endoplasmatiska nétverkets membran
via association med fosfatidinsyror och fosfatidylinositoler [14].

LCACATGCTGTTGTCATCGCACAAG



2.2 Konstruktion av biosensor

Biosensorn ska baseras pa det n-alkaninducerade transkriptionssystemet fran
Y. lipolytica dar ALK1 ersatts med GFP. I ndrvaro av n-alkaner ska tran-
skriptionen av GFP aktiveras och ge en optiskt detekterbar signal. Detta
illusteras i Figur 2.

A B

- Endoplasmatiska natverkets membran

T n-Alkaner

— |-

Cellkéarna Cellkarna

Yasip @ Transkription
—

Ingen transkription

GFP

Figur 2: Det n-alkaninducerade systemet fran Y. lipolytica introducerat i S. cerevisiae. Utan
néirvaro av n-alkaner, A, fungerar s-YAS3p som en repressor och forhindrar transkription
av GFP i biosensorn. I nérvaro av n-alkaner, B, delokaliseras s-YAS3p och transkription
av GFP initieras i biosensorn.

De olika delarna av transkriptionssystemet konstrueras pa tva skyttel-
plasmider, p413TEF och p416TEF, som visas i Figur 3. Plasmiderna in-
nehaller transkriptionsorigin f6r Escherichia coli (PUCqogr1) och S. cerevisiae
(H4agrs) samt selektionsmarkorer for respektive art. E. coli selekteras med
hjalp av ampR, vilket &r en gen som ger resistens mot ampicillin.

S. cerevisiae selekteras med hjélp av ett HIS/URA-system, dér p413TEF
innehaller genen HIS3 och p416TEF innehaller genen URAS3, se Figur 3.
Detta innebar att de S. cerevisiae-celler som tar upp ndmnda plasmider har
formagan att syntetisera histidin (HIS3) och uracil (URAS3). Den S. cere-
visiae-stam som systemet introduceras i har en his3/ura3-bakgrund vilket
medfor att den inte har férmagan att véxa i ett medium utan histidin och
uracil. Vid transformation av S. cerevisiae anvinds medium utan histidin
och uracil och enbart de S. cerevisiae-celler som tagit upp bada plasmiderna
kommer att vixa.

H4rs dr ej stabil vid celldelning in vivo. Skyttelplasmiderna innehaller
dérfor dven en sekvens (CENG6) som i jast fungerar som en centromer. Se-
kvensen kénns igen av jéstcellerna pa samma sétt som kromosomerna kanns
igen och stabiliserar 6verforingen av plasmiderna vid celldelning. Plasmiderna
replikeras da pa samma sétt som det kromosomala DNA:t vid celldelning och
det sikerstélls att varje jastcell far en kopia av varje plasmid.
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Figur 3: Schematisk bild 6ver det genetiska innehallet av p413TEF och p416TEF. Bada
plasmiderna innehéller PUCoRy, ampR, CENG, H4aRs, promotorn P rgpr; och terminatorn
Tever. p413TEF innehéller HISS och p416TEF URAS.

Prer1

Innan projektet paborjades genomfordes liknande studier vilket medfor
att det sedan tidigare fanns en strategi samt konstruktioner tillgéngliga som
startmaterial [15]. Transkriptionssystemet fran Y. lipolytica fanns som fyra
olika konstruktioner, 4a-c och 5, vilka illustreras i Figur 4. Konstruktionerna
var syntetiserade av GenScript® och kodonoptimerade for Y. lipolytica. I Fi-
gur 4 illustreras dven konstruktion 6 som innehaller GFP. Konstruktion 4a-c,
5 och 6 anvinds som templat vid PCR-amplifiering och sammanfogas i olika
kombinationer till 6nskade plasmider enligt Figur 5. Forutom konstruktioner-
na fanns dven tidigare konstruerade plasmider att tillga, dock ej fullstandigt
verifierade.
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Figur 4: Schematisk bild 6ver det genetiska innehallet i konstruktion 4a-c, 5 och 6. 4a in-
nehaller YAS3 (P rgr; som promotor och T ¢y som terminator) samt promotorn Ppai; .
4b innehaller YASI (Ppgk; som promotor och T 4py; som terminator) samt promotorn
Tppos. 4c innehaller YAS2 (Ppgi; som promotor och Tppeg som terminator). 5 in-
nehaller promotorn Prgricore, 3x AREl-sekvenser och promotorn Ppgg;. 6 innehaller
GFP och promotorn Pcoyp;. Under varje sekvens finns ungefirliga lingder givna inom
parentes.

Tva plasmider, pSenseb och pSense9, konstrueras for att fora in YASI,
YAS2, YAS3 och GFP under kontroll av tre ARE1-sekvenser i S. cerevisiae.
Den forstndmnda, pSenseb, anvinder p413TEF som utgangsplasmid och in-
nehaller tre ARE1-sekvenser, en minimal P rgp;cpe-promotor, GFP (T cyc;
som terminator), samt generna YAS! (Ppgg; som promotor, Tapy; som
terminator) och YAS2 (Ppgk; som promotor, Tppes som terminator) vil-
ka kodar for respektive transkriptionsfaktor. Den andra, pSense9, anvéinder
p416TEF som utgangsplasmid och innehaller YAS3 (Prgp; som promotor,
Teyer som terminator). Plasmiderna visas i Figur 5.

Tre olika plasmider, namngivna pSense0, pSense6 och pSensel0 konstrue-
ras for att utgora kontroller. Den férstndmnda, pSense0, baseras pa p413TEF
och innehaller GFP (P rgp; som promotor, T cye; som terminator) och kon-
strueras i syfte att utgora kontroll for nollutslaget, det vill siga hur stort
uttryck av GFP P pgp;-promotorn ger. Den andra kontrollplasmiden, pSen-
se6, baseras pa p413TEF och innehaller tre AREl-sekvenser, en minimal
P 78F1core-promotor och GFP ( T cyc; som terminator). Med denna méts hur
stort uttryck den modifierade P 7gp;icore-promotorn tillsammans med de tre
AREl-sekvenserna ger. Detta anvinds for att etablera ett basuttryck.



Den sista kontrollen, pSensel0, baseras pa p416TEF och innehaller YASS
(Peoyp; som promotor, Teoye; som terminator). Konstruktionen anvinds for
att styra uttrycksnivan av Yas3p genom tillsats av kopparsulfat da Popyps
ar en kopparinducerad promotor. Pa sa sitt fas data pa hur médngden Yas3p
paverkar uttrycket av GFP. Konstruktionerna for samtliga plasmider illustre-
ras i Figur 5 och forvantat fluorescensuttryck av valda plasmidkonstruktioner
redovisas i Tabell 1.

A GFP TEFL B GEP Preracors
pSense0 \ pSenseb N 3x ARE1

pa13TEF p413TEF
TCYCI TCYCJ. \

GFP Prericore
’ v 3x ARE1
Tever \
c Y 4
pSense5 Peoca
p413TEF
YAS2
Pegk: \ ,
a Teocs
YAS1 Taouz
D Press E Peuer
YAS3 - YAS3 \
pSensel0

pSense9d

p416TEF p416TER
TCYCJ
TCYCI

Figur 5: Illustration av de olika plasmidkonstruktionerna dar A visar pSense0 inhallande
GFP, B visar pSense6 med 3 ARFE1-sekvenser, en minimal TEF1-promotor och GFP, C
visar pSenseb som innehaller samma komponenter som pSense6 samt YAS? och YAS2,
D visar pSense9 med YASS och E visar pSensel0 med YASS under en kopparregle-
rad promotor. Figuren visar simplifierade versioner av de konstruerade plasmiderna utan
utgangsplasmidernas innehall.



Tabell 1: De olika plasmidkombinationerna och deras férvintade fluorescensuttryck.

Plasmidkombination Innehall Fluorescens-

uttryck
4134416 p413TEF, p416TEF Inget

0+416 p416TEF, pSense( Maximalt

6+416 p416TEF, pSense6 Basuttryck
54416 p416TEF, pSenseb Hogt
5+9 pSensebd, pSense9 Lagt
5+10 pSenseb, pSensel( Hogt

0+416 +Cu p416TEF, pSense0, Cu Maximalt
549 +Cu pSenseb, pSense9, Cu Hogt
5+10 +Cu pSenseb, pSensel(, Cu Lagt

3 Avgransningar

Det finns n-alkaninducerade system i andra organismer én det i Y. lipolytica
som skulle kunna ha utnyttjats i syfte att skapa en biosensor i S. cerevisi-
ae. I projektet anvéindes endast systemet fran Y. lipolytica. Valet av system
grundades pa att Y. lipolytica &r en eukaryot precis som S. cerevisiae och de
tva organismerna delar darav grundliggande mekanismer for produktion av
proteiner.

Gener som #r nodvandiga for systemets funktion infordes i S. cerevisiae
med hjélp av ett tva-vektorsystem, d&ven om andra metoder for inforandet har
varit tillgdngliga. En annan mojlighet hade varit att inféra generna direkt i
det kromosomala DNA:t med hjilp av ett CRISPR-system. Med en sadan
metod hade ett stabilare uttryck av generna erhallits. Metoden kraver dock
mer komplicerade vektorer och har darfor valts bort.

Som tidigare ndmnt &r orsaken till varfor s-Yas3p delokaliseras vid nérvaro
av n-alkaner okénd. I ramen for detta projekt har det inte ingatt att undersoka
detta vidare. Antagandet har saledes varit att det antingen finns en liknande
mekanism hos S. cerevisiae eller att det ar s-Yas3p sjalvt som kénner av
néarvaron av n-alkaner.

Syftet &r att biosensorn i framtiden ska kunna implementeras i en al-
kanproducerande stam av S. cerevisiae. I projektet har dock biosensorn som
skapats introducerats och testats i en icke alkanproducerande stam av 5. ce-
revisiae. Biosensorn har dérav testats genom extern tillsats av n-alkaner, i
motsats till att jasten skulle producera dessa.



4 Metod och material

Det n-alkaninducerade systemet fran Y. lipolytica kopplat till GFP fordes
ini§. cerevisiae med ett tva-vektorsystem. Som utgangsplasmider till tva-
vektorsystemet anvéandes skyttelplasmiderna p413TEF och p416TEF. Utifran
utgangsplasmiderna konstruerades totalt fem plasmider med syfte att skapa
en S. cerevisiae-stam innehallande biosensorn samt kontroller.

De fem plasmiderna konstruerades med Gibsonkloning och selekterades
i E. coli. Sekvenserade plasmider transformerades till S. cerevisiae och ge-
ner verifierades med koloni-PCR. Fluorescensmétning av erhallna kolonier
genomfordes med flodescytometri. Biosensorn funktionstestades genom att
dekan tillsattes till mediumet. De centrala metoderna som anvindes forklaras
nedan.

4.1 PCR

Primer designades for att skapa overlapp till Gibsonkloning utefter sekven-
ser fran konstruktionerna som visas i Figur 4 i Teori 2.2. Primer designades
med de internetbaserade programmen Benchling fran redBenchling Inc.© och
NEBcutter® fran New England BioLabs Inc.©. Sekvenser for primer och en
illustration 6ver inbindningspositioner &r bifogat i Tabell 7 och Figur 23 i
Appendix 9.1.

I Tabell 2 visas vilka konstruktioner och primer de olika PCR-produkterna
amplifierades med. Samtliga PCR:er genomférdes med ThermoScientific™
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymeras, TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA
Polymeras eller ThermoScientifict™DreamTaq™DNA Polymeras. De nyttja-
de polymerasen samt beréiknade inbindningstemperaturer och forlagningstider
for de tio olika PCR-produkterna redovisas i Tabell 22 i Appendix 9.2.5.

PCR:erna utférdes enligt tillverkarnas protokoll som aterfinns i Appen-
dix 9.2.1-3. For verifikation laddades PCR-produkterna tillsammans med
GeneRu-ler™1 kb DNA-stege pa agarosgel. Efter rening med GeneJetT™Gel
Extraction Kit fran ThermoFisher™Scientific méttes koncentration och ren-
het med Nanodrop 2000™. Koncentrationen anviindes till att bestimma, vil-
ken volym som behovdes i senare reaktioner.

Anledningen till att olika polymeras anvindes vid PCR &r att deras egen-
skaper skiljer sig at. Till exempel spelar fragmentens ldngd samt primernas
inbindningsstyrka en viktig roll for vilket polymeras som &r ldmpligast.

PCR 4 och 5 samt PCR 6 och 7 fogades samman med hjilp av fusions-
PCR for att underliatta Gibsonkloning for pSenseb da den innehaller flest
fragment. PCR 4 och 5 sammanfogades i en fusions-PCR i tva steg med
TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras. PCR 6 och 7 sammanfogades
i ett steg med ThermoScientific™DreamTaq™DNA Polymeras. Protokoll
bifogas i Appendix 9.2.4.



Tabell 2: Tabell 6ver vilka konstruktioner och med vilka primer de olika PCR-produkterna
amplifierades med.

Framat- | Bakat- | Beriknad
PCR | Konstruktion | primer | primer langd

[bp]
1 6 0-1-fw 0-1-rv 785
2 6 0-1-fw 6-1-rv 775
3 5 6-2-fw 6-2-rv 292
4 6 5-1-fw 5-1-rv 789
5 5 5-2-fw 5-2-rv 1062
6 4c 5-3-fw 5-3-rv 2139
7 4b 5-4-fw 5-4-rv 1663
8 4a, 9-1-fw 9-1-rv 1316
9 4a 9-1-fw 10-1-rv 1305
10 6 10-2-fw | 10-2-rv 436

4.2 Plasmidkonstruktion

Plasmiderna p413TEF och p416TEF ympades fran E. coli-stammar till LB-
medium (Luria-Bertani-medium) och inkuberades i 37 °C i skakinkubator
over natten. Plasmiderna renades fram med GeneJETT™Plasmid Miniprep
Kit. Koncentration och renhet méttes med Nanodrop 2000™. Linjérisering av
p413TEF och p416TEF genomférdes med FastDigest Green Buffer och enzym
Xhol och Xbal eller Xhol och Sacl enligt Tabell 3. Restriktionsenzymen som
anvindes var ThermoScientificT™™ FastDigest™-enzymer och restriktionerna
utfordes enligt tillverkarens instruktioner, se Appendix 9.3.

I Tabell 3 visas dven forvintade lingder samt bonusfragment. Bonusfrag-
ment dr sekvensen mellan restriktionsenzymen som i Gibsonkloningen ersétts
av onskat fragment. De fem linjariserade plasmiderna i kombination med
PCR-produkterna bildar samtliga konstruktioner enligt Tabell 4.

For Gibsonkloning av plasmiderna tillsattes 50 ng linjériserad plasmid och
150 ng av vardera PCR-produkt till 10 pl Gibson Assembly Master Mix (2X)
for respektive plasmid. Till kontroller, p413TEF och P416TEF, tillsattes 10 jl
autoklaverat vatten till 50 ng linjariserad plasmid och 10 ul Gibson Assembly
Master Mix (2X) for vardera. Proven inkuberades i 50 °C pa véirmeblock i
45-60 minuter. For fullstédndigt protokoll se Appendix 9.4.
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Tabell 3: Tabell 6ver vilka restriktionsenzym respektive utgangsplasmid linjiriserades med,
de forvintade fragmentlangderna samt bonusfragmentens ldngder. Bonusfragment &r se-
kvensen mellan restriktionsenzymen som i Gibsonkloningen erséitts av onskat fragment.

Forvantad Langd
Restriktion | Plasmid | RE 5’ | RE 3’ langd bonusfragment
[bp] [bp]
R1 p413TEF | Xhol | Xbal 5528 63
R2 p413TEF | Xhol Sacl 5113 478
R3 p413TEF | Xhol Sacl 5113 478
R4 p416TEF | Xhol | Xbal 5465 63
R5 p416TEF | Xhol Sacl 5050 478

Tabell 4: Tabell 6ver vilka PCR-produkter och linjiriserade utgangsplasmider som bildar
pSense0, pSenseb, pSense6, pSense9, pSensel0 samt kontroller.

Konstruktion PCR | Restriktion
pSense( 1 R1
pSenseb 2,3 R2
pSenseb 4,5,6,7 R3
pSense9 8 R4
pSensel( 9,10 R5

Kontroll p413TEF - R3
Kontroll p416TEF - R5

4.3 Transformation

Transformation till F. coli utférdes med varmeschock. Till 50 pl kompetenta
E. coli-celler adderades 11l-12 1l Gibsonprodukt. F. coli-cellerna placerades
pa is i 15 minuter, foljt av 40 sekunders virmeschock i 42 °C innan de place-
rades pa is i ytterligare 2 minuter. 1 pul LB-medium tillsattes till cellerna och
de placerades i 37 °C i 30 minuter. Renstrykning skedde pa plattor med LB-
medium och ampicillin (100 mg/1). Innehallet i LB-Amp-plattorna redovisas
i Tabell 25 i Appendix 9.5.1.

S. cerevisiae-celler gjordes kompetenta och transformerades med Frozen-
EZ Yeast Transformation II Kit™fran Zymo Research enligt tillverkarens
protokoll. Till 50 pl kompetenta celler adderades 500-1000 ng av varje plasmid
enligt kombinationerna i Tabell 5. S. cerevisiae-cellerna stroks ut pa SD-URA-
HIS-plattor och inkuberades i 30 °C i 2-4 dygn. Innehallet i SD-URA-HIS-
plattorna redovisas i Tabell 26 i Appendix 9.5.2. Tre kolonier fran varje trans-
formation ympades och stroks ut pa nya plattor. Ytterligare en renstrykning
fran vardera koloni genomférdes.

Vid transformation med pSenseb anvindes en sedan tidigare tillgénglig
plasmid samt en nykonstruerad. De namngavs pSenseb respektive pSenseb.1.
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Tabell 5: Plasmidkombinationer for transformation av jést.

Plasmidkombination i jast | Plasmid 1 | Plasmid 2
5+9 pSenseb pSense9
5+10 pSensed pSensel0
o+416 pSenseb p416TEF
0+416 pSensel p416TEF
64416 pSenseb p416TEF

4134416 p413TEF p416TEF

4.4 Verifikation

For att bekrifta att E. coli tagit upp produkterna fran Gibsonkloningen ge-
nomfordes en verifikation med restriktionsenzym. En eller tva av de plasmider
som var korrekta enligt restriktionsverifikationen valdes ut for sekvensering
hos Eurofins Genomics.

Verifikation genom restriktion utfordes med tva restriktionsenzym vars
specifika klippsekvens endast forekommer en gang per plasmid. Varje restrik-
tion gav upphov till tva fragment av olika lingd. Restriktionsenzymen som
anvindes var ThermoScientificT™™FastDigest™-enzymer och restriktionerna
utfordes enligt tillverkarens instruktioner, se Appendix 9.3.

Plasmid, restriktionsenzym och férvintade fragmentlangder redogors i Ta-
bell 6. Vilka sekvenser i respektive plasmid som valdes fér sekvensering anges
i Appendix 9.6.

Tabell 6: Tabell 6ver de restriktionsenzym som anvéndes for verifikation av firdiga kon-
struktioner samt de forvintade fragmentliangderna.

Plasmid | Restriktionsenzym | Fragmentlingder
[bp]
pSensel Pacl, Pstl 1872, 4394
pSense6 Pacl, Pstl 1872, 4282
pSenseb | Eco32I/EcoRV, Pstl 6381, 4223
pSenseb Pacl, Pstl 8738, 2357
pSense9 Beul, Pstl 4031, 2703
pSensel( Sall, Pstl 3873, 2851

4.5 Koloni-PCR

Tre jéstkolonier per plasmidkombination innehallande pSense5, 5+9, 5410
och 5+416, undersoktes med koloni-PCR. Samma kombinationer undersoktes
aven for pSenseb.1. For negativ kontroll ympades en jédstkoloni med plasmid-
kombinationen 413+416. Tva Eppendorfror forbereddes per renstrykt jastkoloni
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for att kunna verifiera férekomsten av generna i de tva olika plasmiderna se-
parat. For att verifiera YASI och YAS2 i pSenseb samt pSenseb.1 anvéndes
primer 5-3-fw och 5-4-rv. For att verifiera YASS i pSense9 och pSensel(
anvéindes primer 9-1-fw och 9-1-rv, alternativt primer 9-1-fw och 10-2-rv, se
Figur 23 i Appendix 9.1. Primersekvenserna redovisas i Tabell 7 i Appendix
9.1. Forvantad fragmentlangd for YAST och YAS2 berédknades till ~3700 bp
och forvantad fragmentlingd for YASS berdknades till ~1700 bp.

25 pl natriumhydroxid (20 mM) tillsattes tillsammans med glaskulor i Ep-
pendorfror, till vilka jastkolonier ympades. Eppendorfréren inkuberades pa
varmeblock i 96 °C under 15 minuter och omrérdes i en vortexblandare for
att mekaniskt, termiskt och kemiskt sonderdela cellerna. Proven centrifugera-
des och 1pl supernatant tillsattes i PCR-ror tillsammans med komponenter
enligt Tabell 14 i Appendix 9.2.3. Som positiv kontroll anvandes 0.5l av
vardera ren plasmid; pSense5 eller pSenseb.1 tillsammans med pSense9. PCR
initierades enligt PCR-schema i Tabell 13 i Appendix 9.2.3 med 39 cykler
istallet for 30.

4.6 Fluorescensmitning

Fluorescensmiétningar utfordes med en Guava®easyCyte flddescytometer fran
Merck Millipore. Flowcytometern later cellerna floda i en smal kapilldar ge-
nom en laser kopplad till en detektor. Kapillaren &ar designad sa att cellerna
passerar genom lasern en och en, vilket mojliggor enskild métning av varje
cell. Totalt méts 5000 celler fran varje prov. Infér varje métning ympades
1-6 kolonier per plasmidkombination till 5 ml Delftmedium och kolonierna
inkuberades i 30 °C 6ver natten. Delftmedium forbereddes enligt Appendix
9.5.3.

For kolonier innehallande pSensel0 forbereddes tre prover av vardera kom-
bination. Till ett av proverna tillsattes kopparsulfat till en slutkoncentration
pa 0,4 mM och till ett annat till en slutkoncentration pa 0,2 mM. Métning
av OD utférdes pa alla prover dagen dérpa och ympning skedde till nytt me-
dium sa att OD 0,1 erholls. S. cerevisiae tillats vixa i 30 °C i 3 timmar innan
fluorescens mittes i Guava®easyCyte flodescytometer. De kolonier som gav
forvintat fluorescensuttryck testades igen enligt samma metod. Efter denna
mitning tillsattes 2 % v/v dekan och fluorescens mittes i Guava®easyCyte
flodescytometer efter 3 timmar.
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5 Resultat och diskussion

Med mal att fora in transkriptionssystemet fran Y. lipolytica kopplat till GFP
i 8. cerevisiae beskrivs nedan resultat fran delmomenten som presenterats i
avsnittet Metod och material. Foér att konstruera korrekta PCR-produkter
genomfordes de 10 reaktionerna med olika polymeras, forlingningstider och
inbindningstemperaturer. Produkterna sammanfogades med Gibsonkloning
till plasmiderna pSense0, pSense6, pSenseb, pSense9 och pSensell, se Figur
51 Teori 2.2, innan de transformerades till E. coli. For att verifiera de slut-
giltiga konstruktionerna skickades plasmiderna pa sekvensering. Plasmider-
na transformerades till jast och de resulterande kolonierna studerades med
flodescytometri.

5.1 PCR

10 PCR-produkter skapades enligt de forhallanden som redovisas i Tabell 22 i
Appendix 9.2.5 for att konstruera plasmiderna i Figur 5 i Teori 2.2. Samtliga
reaktioners innehall beskrivs i Tabell 8, 10 och 12 i Appendix 9.2. I Tabell 2
i Metod och material 4.1 visas fragmentens beréknade langder som anvéndes
for att verifiera att rdatt PCR~produkter erholls.

ThermoScientificT™Phusion™HighFidelity DNA har minst felfrekvens av
de tillgéngliga polymerasen och var avsett att anviandas i samtliga reaktioner.
Dock fungerade inte detta trots att inbindningstemperaturer och férlangnings-
tider justerades. Att primerna ej band in specifikt till templaten och att
vissa av fragmenten kan ha varit for langa dr mojliga anledningar till att
det inte fungerade. Andra polymeras anvindes dérav for att uppna bra re-
sultat for samtliga PCR:er. De polymeras som &dven anviandes var TaKaRa
PrimeSTAR® HS DNA Polymeras och ThermoScientific"™ DreamTaq™.

Samtliga PCR:er genomférdes forst med ThermoScientific™ Phusion ™ Hi-
ghFidelity DNA Polymeras. Av dessa reaktioner lyckades PCR 1-3 samt 8,
PCR-program aterfinnes i Tabell 9 i Appendix 9.2.1 och framrenade produk-
ter visas i Figur 6. Resterande PCR:er testades med TaKaRa PrimeSTAR®
HS DNA Polymeras utan resultat.

ThermoScientific™DreamTaq™testades direfter med framgang fér PCR
4-7 samt PCR 9-10. PCR-program anvindes enligt Tabell 13 i Appendix
9.2.3 och framrenade produkter visas i Figur 6. Fusions-PCR anvéndes for
att sammanfoga PCR 4 och 5 till PCR 4/5 samt PCR 6 och 7 till PCR 6/7.
Fusions-PCR genomfordes enligt redovisade tabeller i Appendix 9.2.4. PCR
4/5 lyckades med TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras medan PCR
6/7 lyckades med ThermoScientifict™DreamTaq™. Resultaten visas i Figur
6.
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Figur 6: Bild fran gelelektrofores tagen under UV-exponering. Framrenade PCR-produkter
1-10 markeras i bilden under respektive brunn. GeneRuler™1 kb DNA-stege visas till
vanster.

Flertalet forsok for varje PCR kravdes for att erhalla en produkt. Att re-
sultaten fran PCR:erna inte var korrekta kan ha berott pa primernas affinitet.
Andra justeringar av PCR-parametrar én de som gjordes kunde ha testats, till
exempel justering av saltkoncentration eller utbyte av buffer. Mojligtvis hade
alla produkter da kunnat erhallas med ThermoScientific™ Phusion™ HighFi-
delity DNA Polymeras. Justeringarna begriansades pa grund av projektets
tidsram. Att primerna hybridiserade till varandra istéllet for till templatet ar
ocksa en mojlig, men mindre trolig, orsak till felaktiga resultat.

5.2 Verifikation

PCR-produkter och linjériserade utgangsplasmider sammanfogades med Gib-
sonkloning, se Tabell 4 i Metod och material 4.2, innan transformation till £.
coli. Plasmiderna renades fram och verifierades genom restriktion. Plasmider
fran lovande kolonier sdndes for sekvensering och de mest korrekta plasmi-
derna transformerades till S. cerevisiae.

5.2.1 Verifiering av transformation till E. coli

Produkterna fran Gibsonkloningen transformerades till E. coli enligt avsnitt
4.3 1 Metod och material. For att verifiera att kolonierna inneholl 6nskade
plasmider genomfordes restriktioner enligt Tabell 6 i Metod och material 4.4.
Resultat fran samtliga konstruktioner visas i Figur 7-11. Att resultaten visar
tva band av forvintad storlek tyder pa att plasmiderna innehaller valda re-
striktionsstéllen och ddrmed de onskade generna. For de restriktionsresultat
som inte visar tva tydliga band blir det svarare att dra slutsatser. Genom
att sdnka koncentrationen pa agarosgelen hade banden separerats mer och
resultaten hade blivit lattare att tyda.
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Figur 7: Bild fran gelelektrofores tagen
under UV-exponering. Restriktioner av
pSense0 fran koloni 1-5 samt pSense9 fran
koloni 1-2. GeneRuler™1 kb DNA-stege
visas till vénster.

plo:1 pl0:2 p10:3 plo:4

) () ) ()

Figur 8: Bild fran gelelektrofores tagen un-
der UV-exponering. Restriktioner av pSen-
se6 fran koloni 1-6 samt pSense9 fran ko-
loni 3. GeneRuler™1 kb DNA-stege visas
till vénster.

Figur 9: Bild fran gelelektrofores tagen
under UV-exponering. Restriktioner av
pSensel0 fran koloni 1-4. GeneRuler™1
kb DNA-stege visas till vénster.

Figur 10: Bild fran gelelektrofores tagen
under UV-exponering. Restriktioner av
pSenseb.1 fran koloni 1 klippt med tva
olika enzymer till p5.1:1.1 samt p5.1:1.2.

GeneRuler™1 kb DNA-stege visas till
vanster.
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Figur 11: Bild fran gelelektrofores tagen under UV-exponering. Restriktioner av koloni 1-6
fran pSense5 samt GeneRuler™1 kb DNA-stege till vinster.

Flertalet kolonier av pSense0 och pSense6, se Figur 7 och 8, visar tydliga
band med ldngderna ~4000 bp respektive ~2000 bp, vilket stimmer Gverens
med de forvintade ldngderna i Tabell 6 i Metod och material 4.4. Koloni 1 och
2 fran pSense( respektive pSense6 skickades pa sekvensering. Kolonierna av
pSense9 visar nagot otydliga resultat, da det &r svart att urskilja tva band. De
forvintade langderna var ~4000bp och ~2700bp vilket skulle kunna stdmma
overens med bilderna pa restriktioner fran koloni 1 och 3 som visas i Figur
7 och 8. Dessa kolonier skickades déarav pa sekvensering. Forvintade lingder
for pSensel0 var ~3900 bp och ~2900 bp vilket &r nagot svart att urskilja
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fran figur 9. Koloni 1 och 2 ansags mest korrekta och skickades darav pa
sekvensering.

Resultaten i Figur 10 motsvarar pSenseb.1 dér plasmider fran en koloni
studerades men verifierades med tva olika enzymkombinationer, se Tabell 6 i
Metod och material 4.4. p5.1:1.1 visar ingen tydlig restriktion medan p5.1:1.2
visar tva band som kan motsvara de korrekta, ~8700 bp samt ~2350 bp.
p5.1:1.2 beslutades dérav att sekvenseras. Restriktion av plasmider fran koloni
1-6 fran den sedan tidigare tillgdngliga plasmiden pSenseb visas i Figur 11.
De forvantade langderna for fragmenten var ~4200 bp och ~6300 bp vilket
kan urskiljas fran samtliga kolonier av pSense5. Koloni 1 skickades vidare pa
sekvensering.

5.2.2 Sekvensering

Framrenade plasmider fran tva kolonier vardera av pSense(, pSense6, pSense9
och pSensel0 samt fran en koloni vardera av pSenseb och pSense5.1 skickades
pa sekvensering. Sekvenseringsresultaten visas i Figur 12-16. Varje figur in-
nehaller en schematisk bild av den del som sekvenserats hos plasmiden. Overst
i varje figur finns en representation av de gener som aterfinns i templatet.
Under denna foljer en linje som representerar templatet och de néstfoljande
linjerna representerar sekvenseringsresultaten. De roda partierna som syns pa
de sistndmnda linjerna ar partier av sekvenser som inte stdmmer 6verens med
templatet. Roda partier i slutet av sekvenserna kan bero pa att sekvenserings-
metodens kvalitet avtar mot slutet av den del som sekvenserats.

Resultatet fran sekvensering av pSense0 redovisas i Figur 12 och be-
kréaftade att GFP inkorporerats. Som syns i Figur 12 hade pSense( koloni
2 en mutation i slutet av P rgp;-promotorn. Koloni 1 hade, precis som koloni
2, mutation i primer-regionen. Koloni 1 saknade daremot, till skillnad fran
koloni 2, mutation i slutet av P pgp;-promotorn vilket gjorde att koloni 1 fran
pSense0 anvéndes for transformation till S. cerevisiae.

\ @
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Figur 12: Sekvensering av pSense(:1 och pSense0:2. Samtliga sekvenser &r sekvenserade
fran hoger till vinster. Sekvenseringen téicker slutet av promotorn Prgpr;, GFP och borjan
av terminatorn T ¢cyc;. Roda partier visar pa avvikelse fran templatets sekvens.
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Resultatet fran sekvensering av pSense6 redovisas i Figur 13 och be-
kriftade att GFP och de tre ARE1-sekvenserna inkorporerats hos pSense6:2.
Det stora roda partiet som syns hos pSense6:1 beror pa att de tre ARE1-
sekvenserna saknas. Troligtvis hade ARE1-sekvenserna forsvunnit med dele-
tion pa grund av homolog rekombination. pSense6 fran koloni 2 var dérav den
plasmid som anvéndes for transformation till S. cerevisiae.

PreFicore 3x ARE1
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Figur 13: Sekvensering av pSense6:1 och pSense6:2. Samtliga sekvenser &r sekvenserade fran
hoger till vanster. Sekvenseringen técker de tre ARE1-sekvenserna, promotorn P rgricore,
GFP och borjan av terminatorn T cyc;. Roda partier visar pa avvikelse fran templatets
sekvens.

Resultatet fran sekvensering av pSense9 redovisas i Figur 14 och be-
kraftade att YASS inkorporerats. Figur 14 visar att koloni 1 och 3 har ungefér
lika stort antal mutationer. pSense9 fran koloni 3 valdes for transformation
till S. cerevisiae pa grund av att mutationen i stopkodonet fér YASS som
finns i koloni 1 inte finns i koloni 3.
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Figur 14: Sekvensering av pSense9:1 och pSense9:3. Samtliga sekvenser ér sekvenserade fran
hoger till vanster. Sekvenseringen técker slutet av promotorn Prgr;, YASS och borjan av
terminatorn T cyc;. Roda partier visar pa avvikelse fran templatets sekvens.

Resultatet fran sekvensering av pSensel0 redovisas i Figur 15 och be-
kriftade att YASS inkorporerats. De roda strecken i mitten av YASS som
aterfinns i de tva nedersta sekvenseringarna visar pa att det har uppstatt
en mutation pa exakt samma stélle hos bada kolonierna. Mutationen har
konstaterats att inte leda till ett aminosyrautbyte efter en jamforelse i se-
kvensverktyget Blast®. Mutationen kan ha funnits i templatet eller uppstatt
i en tidig cykel i PCR-steget och didrmed finnas med hos alla transforman-
ter. De tva roda strecken som syns mellan YASS och Poyp; dr en mutation
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som uppstatt hos bada kolonierna. Mutationen ligger dock i en icke kodande
region mellan gen och promotor och &r déarfér ej av intresse. Troligtvis har
mutationen uppkommit pa grund av primer i PCR-steget.

Som framgar i Figur 15 var bada kolonierna fran pSensel( annars korrekta
och valdes dédrav att anvandas for transformation till S. cerevisiae.
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Figur 15: Sekvensering av pSensel0:1 och pSensel0:2. Samtliga sekvenser ér sekvenserade
fran hoger till véanster. Sekvenseringen téicker promotorn Poyp;, YASS och terminatorn
Teoyer. Roda partier visar pa avvikelse fran templatets sekvens.

Resultatet fran sekvensering av pSenseb:1 redovisas i Figur 16 och be-
kriftade att delarna GFP, promotorn Prgricr, de tre ARE1-sekvenserna,
promotorn Ppgr;, YAS2, terminatorn T ppcg, terminatorn T 4py; och YAST
inkorporerats. Hela YAS2 blev ej sekvenserad vilket lamnat utrymme for
okdnda mutationer. Terminatorn T oye; innehaller ett stort rott parti som
efter vidare undersokning med Blast® gav en exakt match med termina-
torn Trppa; 1 referensgenomet fran S. cerevisiae S288c. Sekvenseringskroma-
togrammen tyder pa att de mindre roda partierna beror av kvaliteten pa
sekvenseringen.

Sekvensering av pSense5.1 gav inga tydliga resultat, se Figur 16. En sa
hog mutationsgrad &r osannolik och det &r mer troligt att resultatet be-
ror pa felaktig plasmidkoncentration i det undersokta provet. Dock fram-
stilldes PCR-produkter till pSenseb.1 genom anvindning av polymeraset
ThermoScientific™ DreamTaq™, ett polymeras med lag grad av korrekturlis-
ning. Det skulle kunna forklara att sekvenseringsresultatet visade pa att pSen-
seb.1 inneholl en hogre andel mutationer é&n 6vriga plasmider. Pa grund av
tidsbrist genomfordes ingen ytterligare sekvensering av pSenseb.1, vilket an-
nars hade varit av intresse. For transformation till S. cerevisiae valdes bade
pSenseb och pSenseb. 1.

Sekvensering av plasmidkonstruktionerna, med undantag for pSenseb.1,
bekriftar att samtliga gener av intresse inkorporerats. Mutationer i primer-
regionerna fran PCR &dr aterkommande for alla sekvenseringsresultat och ty-
der pa bristfallig kvalitet av primer.
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Figur 16: Sekvensering av pSenseb:1 och pSense5.1:1. Samtliga sekvenser #ar sekvensera-
de fran hoger till vinster. Sekvenseringen técker de tre AREl-sekvenserna, promotorn
PrEricore, storre delen av GFP, terminatorn T ¢y, promotorn Ppgky, stor del av YAS2,
terminatorn T ppcg, YASI och terminatorn T 4py;. Roda partier visar pa avvikelse fran
templatets sekvens.

5.2.3 Verifikation av gener med koloni-PCR

Valda sekvenserade plasmider transformerades till S. cerevisiae enligt de kom-
binationer som listas i Tabell 5 i Metod och material 4.3. For att verifiera ge-
nerna i plasmiderna hos S. cerevisiae anvindes koloni-PCR. Resultat fran ge-
lelektrofores efter koloni-PCR visas i Figur 17-19. Banden i Figur 17-19 mot-
svarade inte beréiknade fragmentléingder for verifikation av att generna YAST,
YAS2 och YAS3 inkorporerats hos de undersokta jastkolonierna. Férviantade
fragmentléangder var ~3700 bp for YAS1 och YAS2 samt ~1700 bp for YASS.

Varannan brunn i Figur 17 -19 var laddad med PCR-produkter framstéllda
med primer for verifikation av YAS1 och YAS2 samt varannan med primer
for verifikation av YASS. De undersokta plasmidkombinationerna markeras
i bilden under respektive brunnummer. Brunn 25-26 inneholl p413+4-p416,
brunn 27-28 inneholl 5.149 och brunn 43-44 inneholl 5.1+10.

Nagra av de undersokta kolonierna visade band som kan vara amplifierade
fragment, exempelvis brunn 14, 18 samt 32 i Figur 17 och 18. Av banden som
erholls i Figur 17 och 18 skulle exempelvis band fran brunn 2 kunna motsvara
band fran brunn 2 i gelen fér de positiva kontrollerna, se Figur 19. Detta kan
tolkas som att YASS inkorporerats eftersom att kontrollen var sekvenserad
och hade bevisats innehalla denna gen. Fragmentlangderna stdmmer dock inte
overens med de forviintade och kolonierna kan inte med sédkerhet konstateras
innehalla varken YAS1, YAS2 eller YASS utifran att enbart analysera resultat
fran koloni-PCR.
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Figur 17: Bild fran gelelektrofores tagen
under UV-exponering dir de undersokta
plasmidkombinationerna markeras i bilden
under respektive brunn. Brunn 25-26 in-
neholl koloni 413+416 och brunn 27-28
innehsll koloni 5.149. GeneRuler™1 kb

Figur 18: Bild fran gelelektrofores tagen
under UV-exponering dir de understkta
plasmidkombinationerna markerats i bilden
under respektive brunn. Brunn 43-44 in-
neholl koloni 5.14+10. GeneRuler™1 kb
DNA-stege visas till vénster.

DNA-stege visas till véinster.

Figur 19: Bild fran gelelektrofores tagen under UV-exponering dér positiva kontroller med
renade plasmider visas i brunn 1-4 och GeneRuler™1 kb DNA-stege till viinster. Brunn
1-2 inneholl pSenseb5.1 och pSense9. Brunn 3-4 inneholl pSenseb och pSense9.

Resultatet fran koloni-PCR:erna visar fa tydliga band dar majoriteten av
dessa endast var primer. De fa erhallna banden av annat &n primer-storlek var
av olika langd. Da det 4r samma gener som undersokts i varannan brunn borde
dessa vara av samma storlek. Detta kan tyda pa tva saker; antingen att de
gener som skulle verifieras inte fanns nérvarande eller att PCR-parametrarna
ej var optimala for att fa reaktionen att fungera.

De positiva kontroller som genomférdes vid koloni-PCR, se Figur 19, var
sekvenserade plasmider som med sékerhet inneholl rétt gener. Att kontroller-
na gav band med fel storlekar pekar pa att PCR-parametrarna hade behovts
justeras. For att erhalla ett resultat som hade kunnat anvéndas for att veri-
fiera om kolonierna inneholl undersokta gener hade darmed koloni-PCR:erna
som resulterade i Figur 17-19 behovts upprepas med justerade parametrar.
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5.3 Fluorescensmitning

Medelintensiteten av de prov som testades i flodescytometrimétningar illu-
streras i histogrammen i Figur 20-22. De forvintade GFP-uttrycken for de
olika plasmidkombinationerna beskrivs i Tabell 1 i Teori 2.2. Flera kolonier
fran varje kombination testades. Stor variation mellan medelintensiten hos
kolonierna fran samma plasmidkombination ledde till att inga medelvirden
av kolonierna berdknades. Kombinationerna fargkodas for att enklare studera
skillnader i GFP-uttryck for de olika plasmidkombinationerna.

I flodescytometrimétningen av pSenseb, som visas i Figur 20, testades 3-6
kolonier av plasmidkombinationerna 5+10, 5+9, 5+416, 6+416, 0+416 samt
413+416. For plasmidkombination 5410 testades 6 kolonier i Delftmedium
med 0,4 mM kopparsulfatlosning och 6 kolonier i Delftmedium utan koppar-
sulfatlosning.
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Figur 20: Medelintensiteten fran flodescytometrimétning med plasmidkombinationerna
5410, 549, 5+416, 64416, 04416, 413+416 samt 5+10 i kopparsulfatlésning.
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De negativa kontrollerna med plasmidkombination 4134416 gav ingen flu-
orescens i enlighet med teorin. Plasmidkombinationen som forvintades ge
maximalt uttryck var 04416, da pSense0 har GFP under den helt bevara-
de Prgp;-promotorn. I histogrammet visas tydligt att denna kombination
ger hogst uttryck. Kombinationen med 64416 innehaller endast GFP under
P rgricore-promotorn och ARE1-sekvenser. Den forvantades dérav ge en bas-
linje for hur mycket P rgpicore-promotorn aktiverar transkriptionen av GFP
utan inverkan av de aktiverade ARE1-sekvenserna. pSense) tillsammans med
p416TEF inneholl YASI och YAS2 samt GFP under Prppicore-promotorn
och ARE1-sekvenser. Kombinationen forvéntades ge ett hogt uttryck av GFP
da den inte innehaller repressorn YASS3.

De tva sistndmnda kombinationerna forvéintades, enligt teori om att YAS1
och YAS2 aktiverar transkriptionen genom interaktion med ARE1-sekvenser,
ge olika uttryck. Ett medelviarde av métningarna visar inga storre skillnader
mellan kombinationen med 54416 och kombinationen med 6+416. Dock stu-
derades tre kolonier fran vardera kombination som alla gav olika uttryck av
fluorescens. Koloni 1 fran 54416 var den enda av de tre kolonierna som gav ett
hogre uttryck @n kolonierna fran kombinationen 6+416. Denna koloni valdes
darfor att testas vidare. Resultatet kan tyda pa att aktiveringen fran ARE1-
sekvenserna inte &r lika starkt som forutspatt och att Prpp;core-promotorn
utgor majoriteten av transkriptionen.

pSenseb och pSense9 innehdll tillsammans YASI, YAS2 och YASS. Forv-
antat uttryck dr ddrmed lagre &n for kombinationen av 54416, vilket stdmmer
for en av de tre testade, koloni 1 fran 549. Koloni 1 fran 549 testades dérfor
vidare.

Fluorescensmétningar for kombinationen 5+10 genomférdes under tva oli-
ka tillvéixtforhallanden. 6 kolonier fick véxa i nérvaro av koppar (0,4 mM) och
6 kolonier i franvaro av koppar. Métningarna av de kombinationer som fatt
vixa i ndrvaro av koppar forviantades ge laga uttryck av GFP. Detta da kop-
par aktiverar den kopparinducerade promotorn i pSensel0 som kontrollerar
transkriptionen av YASS3. Samtliga kombinationer med koppar genererade,
som forvantat, laga uttryck. Detta kan dock &ven bero pa att kopparkoncent-
rationen som anvindes var for hog, vilket kan ha hindrat celltillvixten och
ddrmed uttrycket av GFP. Tillvixten hos alla de kolonier som hade vuxit i
nérvaro av koppar var lagre dn for de kolonier som hade vuxit utan koppar.

Den tillvixthdmmande effekten av koppar &r troligtvis storre én effek-
ten av koppar pa den kopparinducerade promotorn, Popp;, vilket gor att
inga slutsatser om hur koppar har paverkat kolonierna kan dras. Halva kop-
parkoncentrationen (0,2 mM) testades men tillvixten var &dven da for lag
for att kunna dra nagra slutsatser utifran resultaten. Kombinationen med
5.1+10 med kopparsulfat i I6sningen med bade koncentrationen 0,4 mM och
0,2 mM testades, men tillvixten var i bada fallen for lag. Pa grund av tids-
begrinsningar testades inga ldgre kopparsulfatkoncentrationer. Inga vidare
tester av kombinationen 5+10 utfordes da den inneholl den kopparinducera-
de promotorn.
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I flédescytometrimétningen med pSenseb.1 testades 3 kolonier av plasmid-
kombinationerna 5.14416 samt 5.1+9. For att enklare jamfora med kontrol-
lerna har kombinationerna 6+416, 0+416 och 413+416 fran flodescytometriméatningen
av pSensed lagts in i histogrammet. Resultatet visas i Figur 21.
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Figur 21: Medelintensiteten fran flodescytometrimétning med plasmidkombinationerna
5.14416 samt 5.149. For enklare jamforelse har kontrollerna, 64416, 0+416 samt 413+416,
fran flodescytometrimétningen av pSenseb lagts in i histogrammet.

5.14-416 inhehaller YAS1, YAS2 men inte YASS3 och ger hogt uttryck av
GFP enligt teorin. Fluorescenstuttrycket fran koloni 2 och 3 fran 5.149 som
visas i Figur 21 stdmmer 6verens med teorin om att YAS3 sédnker uttrycket
for GFP i jamforelse med fluorescensuttrycket fran alla kolonier av kontrollen
5.14416. Da fluorescensuttrycket for koloni 2 fran 5.1+9 minskade mest valdes
denna koloni att testas vidare med tillsats av dekan.

Fluorescensuttrycket fran de kolonier i Figur 20-21 som gav tydligast re-
sultat ympades pa nytt och testades med och utan tillsatts av 2 % v/v dekan.
Kolonierna som testades var koloni 1 fran 5+9, koloni 2 fran 5.1+9, koloni 1
fran 5+416, koloni 1 fran 5.1+416 samt koloni 1 fran 0+416. Resultaten visas
i Figur 22.
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Figur 22: Medelintensitet fran flddescytometriméitning med plasmidkombinationerna koloni
1 fran 549, koloni 2 fran 5.149, koloni 1 fran 5+416, koloni 1 fran 5.14-416 samt koloni 1
fran 04416, vid tillsats av 2 % v/v dekan i Delftmedium.

Vid tillsatts av dekan forviantas YASS enligt teorin att delokaliseras fran
cellkdrnan till det endoplasmatiska néatverkets membran och ddrmed mojliggors
aktivering av transkription av GFP. De kolonier som inte innehaller YASS ska
inte paverkas vid nérvaro av dekan.

Fluorescensnivan fran koloni 1 fran 5+9 i Figur 22 minskade marginellt
vid tillsats av dekan, vilket inte stdmmer Gverens med teorin. Kontrollerna
koloni 1 fran 0+416 och koloni 1 fran 54416 i Figur 22, paverkades inte vid
néarvaro av dekan vilket stdmmer Gverens med teorin. Fér pSenseb kan inga
direkta slutsatser dras da nérvaro av dekan inte ckade fluorescensnivan for
koloni 1 fran 549 men gav forviantade resultat for kontrollerna. Koloni 1 fran
549 fungerade dédrmed ej som den Onskade biosensorn, detta kan bero pa
att plasmiderna pSenseb och pSense9 inte var korrekta. Vid sekvensering av
pSense9, som visas i Figur 14, bekriftades att YASS inkorporerats korrekt
med undantag av nagra fa mindre mutationer. Da en upprepad sekvensering
av samma koloni fran pSense9 gav ett annorlunda resultat finns det dock risk
for ytterligare mutationer som inte visades i sekvenseringen. Som bekréftades
vid sekvensering innehaller pSense5 en annan terminator, T gy, vilket kan
vara en anledning till att uttrycket for pSenseb skiljer sig fran de for pSenseb. 1.
Eftersom inte hela YAS2 har blivit sekvenserad kan storre mutationer ha
uppstatt dven dér. Det kan forklara varfor koloni 1 fran 549 inte fungerade
som den 6nskade biosensorn.
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Fluorescensnivan for koloni 2 fran 5.149 i Figur 22 okade vid tillsats av
dekan i enlighet med teorin. En av kontrollerna, koloni 1 fran 0+416 i Figur
22, paverkades inte vid nérvaro av dekan medan fluorescensnivan fér den
andra kontrollen, koloni 1 fran 5.14416 i Figur 22, ckade vid tillsats av dekan.
Biosensorn, koloni 2 fran 5.149, reagerar enligt teorin och skulle kunna vara
korrekt. Att kontrollen med koloni 1 fran 5.14416 paverkas vid en tillsats
av dekan skulle kunna forklaras av att antingen kontrollen inte &r korrekt
eller att dekan paverkar transkriptionsfaktorerna. Fler tester for att verifiera
paverkan av dekan pa kontroller samt koloni 2 fran 5.1+9 behover utforas
for att fa sidkra resultat. Det bor &ven genomforas ytterligare en sekvensering
av pSenseb.l da resultatet fran fluorescensmétningarna och sekvenseringen
skiljer sig at. Fluorescensmétningarna indikerar pa att generna inkorporerats
medan sekvenseringen tyder pa det motsatta.

6 Slutsatser

PCR-produkter genererades med framgang och anvindes for att konstru-
era plasmider innehallande kombinationer av YASI, YAS2, YAS3, AREI1-
sekvenser samt GFP. Verifikation av de konstruerade plasmiderna bekréftade
att generna inkorporerats med fa mutationer. Flodescytometrimétningar vi-
sade att gener tagits upp vid transformation av S. cerevisiae och en av kolo-
nierna visade pa onskade resultat for den slutgiltliga biosensorn.

Den framtagna S. cerevisiae-kolonin, koloni 2 fran 5.1+49, innehallande
pSenseb.1 och pSense9, visar pa ett fluorescensskifte vid tillsatts av dekan.
Mojligtvis sker detta pa grund av en delokalisation av YAS3 vilket medfor
att heterokomplexet bestaende av YAS1 och YAS2 inducerar transkription
av GFP. For att kunna anvinda systemet i koloni 2 fran 5.14+9 som en n-
alkaninducerad biosensor bor ytterligare verifikationer av att korrekta gener
har inkorporerats genomforas. Det bor dven utforas fler tester dar effekten
av méngden tillsatta n-alkaner studeras. Detta for att kunna dra ytterligare
slutsatser kring sambandet mellan méngden tillsatta n-alkaner och fluore-
scensuttryck.

De presenterade resultaten stoder teorin om att det dr mojligt att skapa
en biosensor i S. cerevisiae genom implementering av det n-alkaninducerade
transkriptionssystemet fran Y. lipolytica.
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7 Framtida studier

I syfte att skapa en biosensor i S. cerevisiae som bygger pa det n-alkaninducer-
ade transkriptionssystemet fran Y. lipolytica krévs det ytterligare studier.
Intressanta aspekter att studera i framtiden involverar sekvensering, elimi-
nering av mutationer, kvantifiering av proteinuttryck samt test med andra
promotorer.

De sekvenseringar som gjordes i projektet tiackte ej alla delar av de kon-
struktioner som integrerades i utgangsplasmiderna, vilket limnade utrymme
for okdnda mutationer. Att utfora nya sekvenseringar med fordndrad pri-
merposition dr ett onskat nésta steg for att med sidkerhet veta att onskade
fragment inkorporerats korrekt. For att minska risken av inkorrekta resultat
pa grund av aminosyrautbyten bor nya transformationer goras for de kolonier
som visar pa mutationer.

Koloni-PCR for verifikation av gener i de konstruerade plasmiderna som
transformerats in i S. cerevisiae gav fa resultat. Detta trots att métningar
av fluorescensuttryck antydde pa att aktuella gener tagits upp. Att optimera
parametrarna for koloni-PCR &r av intresse for att i tidigt skede kunna avgora
om valda kolonier innehaller plasmider med inkorporerade gener.

Om proteinerna fran YAS1, YAS2 och YASS uttrycks och hur de inte-
ragerar i S. cerevisiae &r nagot som behover undersokas. For att kvantifiera
proteinuttrycket kan Western blotting-analys anvéindas. En metod for att un-
derséka om proteinerna interagerar &r FRET (Fluorescense Resonance Energy
Transfer).

For att se en tydlig skillnad mellan kontrollens, 64416, basuttryck och
kolonier innehallande transkriptionsfaktorerna hade en forflyttning av ARE1-
sekvenserna kunnat undersokas. Detta for att optimera avstandet mellan tran-
skriptionsfaktorer och RNA-polymeras vid initiering av transkription.

Enligt resultatet har promotorn P rgpeore ett for starkt basuttryck for att
en méarkbar skillnad ska synas i jimforelse med de kolonier som uttrycker
transkriptionsfaktorerna for ARE1-sekvenserna. Ett alternativ hade varit att
byta ut Prgpeore mot en svagare minimal promotor for att se om transkrip-
tionsfaktorernas aktivering av ARE1-sekvenserna ger nagon effekt. P rgrcore
hade kunnat bytas ut mot orginalpromotorn for ALK fran Y. lipolytica da
den med sikerhet ger korrekt interaktion mellan transkriptionsfaktorer och
polymeras. Eftersom Y. lipolytica och S. cerevisiae ar tva olika jastarter ar det
inte sikert att det fungerar att anvinda orginalpromotorn fran Y. lipolytica
i S. cerevisiae.

Alla kolonier dér kopparsulfat tillsattes hade en for lag tillvaxt for att un-
dersokas vidare. Om den kopparinducerade promotorn fungerat hade méngden
Yas3p som uttrycktes motsvarat kopparkoncentrationen. Darmed hade Yas3p:s
effekt pa transkriptionen av GFP samt om n-alkaner endast paverkar YASS3
kunnat undersokas. Att géra om testerna med en gradient av en lagre kop-
parkoncentration som inte hindrar celltillvixt hade varit énskvért.
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Det n-alkaninducerade transkriptionssytemet fran Y. lipolytica regleras av
n-alkaner genom att Yas3p forflyttas mellan cellkérnan och det endoplasmiska
nédtverkets membran. For att underscka om detta dven &r fallet i S. cerevisiae
hade lokaliseringen kunnat undersokas genom inmérkning av Yaslp, Yas2p
samt Yas3p med GFP. Detta hade dven varit av intresse for att undersoka
om det endast dr Yas3p som paverkas av n-alkaner eller om Yaslp och Yas2p
ocksa paverkas.

Pa grund av tidsbrist utférdes endast en fluorescensmétning i nérvaro av
n-alkaner. Andra koncentrationer, inkuberingstider av dekan samt n-alkaner
av andra ldngder hade varit intressanta att underscka da systemet visats
reagera pa bade n-dekan och n-hexadekan.

En faktor som ej undersoktes i projektet dr hur resultaten paverkades av
att n-alkaner tillsattes externt. For att sidkerstélla att transkriptionssystemet
kommer i kontakt med n-alkaner skulle systemet kunna implementeras i en
S. cerevisiae-stam som producerar n-alkaner.

YASS har visat ge upphov till tva varianter av proteinet Yas3p, ett langt
och ett kort. Den korta varianten av proteinet foreslas vara av storst betydelse
for det n-alkaninducerade transkriptionssystemet. Att undersoka vilken vari-
ant av Yas3p som uttrycks i biosensorn hade varit av intresse fér utvecklingen
av en effektiv och funktionell biosensor.
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9 Appendix

9.1 Primersekvenser

Tabell 7: Primersekvenser till PCR:er for de konstruerade plasmiderna.

Plasmid | PCR | Namn Sekvens
pSense 1 0-1-fw TGACATAACTAATTACATGACTA-
TTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
0-1-rv AATCTAAGTTTTAATTACAAAAA-
AAACAATGCGAATCCCCGGGTTA
pSenseb 2 0-1-fw TGACATAACTAATTACATGACTA-
TTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
6-1-rv TTAATTACAAAAAAACAA-
TGCGAATCCCCGGGTTA
3 6-2-fw GGATTCGCATTGTTTTTTTGT-
AATTAAAACTTAGATTAGATTGC
6-2-rv ACTAAAGGGAACAAAAGCTGT-
GTGCAGATGTTATAATATCTGTG
pSenseb 4 5-1-fw | AATGTAAGCGTGACATAACTAATTACAT-
samt GACTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
pSensed. 1 5-1-rv AGTTTTAATTACAAAAAAAC-
AATGCGAATCCCCGGGTTA
5 5-2-fw CCCGGGGATTCGCATTGTTTTTTTG-
TAATTAAAACTTAGATTAGATTGC
5-2-rv GGGATAAGTGCATTGTTTTTTTGTTAT-
ATTTGTTGTAAAAAGTAGATAATTAC
6 5-3-fw AACAAATATAACAAAAAAAC-
AATGCACTTATCCCATCCTC
5-3-rv TACACTACTAATGGC-
TCATTCGTCGATCTTAGG
7 5-4-fw AAGATCGACGAATGAGCC-
ATTAGTAGTGTACTCAAAC
5-4-rv ATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAA-
AGCTGACGCACAGATATTATAACATCTG
pSense9 8 9-1-fw TGACATAACTAATTACATG-
ATCAGGCGTCACCCATTTC
9-1-rv AATCTAAGTTTTAATTACAAAAAA-
ACAATGCCTAAGGCCTTGTCATC
pSensel( 9 9-1-fw TGACATAACTAATTACATGAT-
CAGGCGTCACCCATTTC
10-1-rv ATCACATAAAAAAACAAT-
GCCTAAGGCCTTGTCATC
10 10-2-fw CCTTAGGCATTGTTCTTTTAT-
GTGATGATTGATTGATTGATTG
10-2-rv ACTAAAGGGAACAAAAGCTGTTT-

AAAACACTTTTGTATTATTTTTCCTC
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Figur 23: Positioner fér primerna till PCR:er. A visar primerna for pSense0, B visar pri-
merna for pSense6, C visar primerna for pSenseb5, D visar primerna for pSense9 och E visar
primerna for pSensel0. Figuren visar simplifierade versioner av de konstruerade plasmider-
na utan utgangsplasmidernas innehall och namn pa de olika generna.
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9.2 Protokoll for PCR

9.2.1 ThermoScientific™Phusion™High-Fidelity DNA Polyme-

ras

Tabell 8: Volym av vardera komponent for PCR 1-10 med ThermoScientific™
Phusion ™ High-Fidelity DNA Polymeras for reaktionsvolym pa 25 pl eller 50 pl

Komponent 25 ul tot.vol. | 50 pul tot.vol.
] [n]]
Vatten till 25 till 50
5X Phusion HF Buffer 4 10
10 mM dNTP 0,4 1
10 pM Framatprimer 1 2,5
10 pM Bakatprimer 1 2,5
DNA-templat 0,5 1,25
Phusion DNA Polymeras 0,2 0,5

Tabell 9: Trestegs PCR-schema for PCR med ThermoScientific™ Phusion "M High-Fidelity

DNA Polymeras.

Steg Temperatur Tid
Initial denaturering 98 °C 30 s
98 °C 10 s
35 cykler Berdknad inbindningstemp. 30 s
72 °C 15-30 s/kb
Avslutande forlangninssteg 72 °C 10 min

9.2.2 TaKaRa PrimeSTAR” HS DNA Polymeras

Tabell 10: Volym av vardera komponent for PCR med TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA

Polymeras for reaktionsvolym pa 50 pl.

Komponent 50 ul tot.vol.
[m]
Vatten till 50
5X PrimeSTAR GXL Buffer 10
2,5 mM dNTP 4
10 M Framatprimer 1,5
10 pnM Bakatprimer 1,5
DNA-templat 0,5
PrimeSTAR GXL DNA Polymeras 1
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Tabell 11: Trestegs PCR-schema, for PCR med TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras.

Steg Temperatur Tid
Initial denaturering 98 °C 30 s
98 °C 10 s
30 cykler 55 °C 15 s
68 °C 1 min/kb
Avslutande forlangsningssteg 72 °C 10 min

9.2.3 ThermoScientific™DreamTaq™DNA Polymeras

Tabell 12: Volym av vardera komponent fér PCR med ThermoScientificT™ DreamTaq™
DNA Polymeras for total reaktionsvolym pa 50 ul.

Komponent 50 nl reaktion
[l
Vatten till 50

10X DreamTaq Green Buffer 10
2,5 mM dNTP 4

10 pM Framatprimer 2
10 M Bakatprimer 2
DNA-templat 1
DreamTaq DNA Polymeras 1

Tabell 13: Trestegs PCR-schema for PCR med ThermoScientificT™ DreamTaqT™DNA Po-

lymeras

Steg Temperatur Tid
Initial denaturering 98 °C 30 s
98 °C 10 s
30 cykler 55 °C 15s
68 °C 1 min/kb
Avslutande forlangningssteg 72 °C 10 min
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Tabell 14: Volym av vardera komponent for koloni-PCR med
ThermoScientificT™DreamTaq™ DNA Polymeras for total reaktionsvolym pa 20 yil.

Komponent 20 pl reaktion
1]
Vatten 12,5
10X DreamTaq Green Buffer 2
10 mM dNTP 0,4
10 pM Framatprimer 2
10 pM Bakatprimer
DNA-templat 1
DreamTaq DNA Polymeras 0,1

9.2.4 Fusions-PCR

Tabell 15: Volym av vardera komponent foér fusions-PCR fér PCR 4 och 5 steg 1 med
TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras for reaktionsvolymen 25 pl.

Komponent 25 pl reaktion
]
Vatten till 25
5X PrimeSTAR HS Buffer 5
10 mM dNTP 3
PCR 4 100 ng
PCR 5 100 ng
PrimeSTAR HS DNA Polymeras 0,5

Tabell 16: PCR~schema for forsta steget, sammanfogning, i fusions-PCR med PCR 4 och
5 med TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras

Steg Temperatur | Tid
Initial denaturering 95 °C 3 min
15 cykler 95 °C 10 s
68 °C 1 min
Avslutande férlangningssteg 72 °C 10 min
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Tabell 17: Volym av vardera komponent for fusions-PCR steg 2 for PCR 4 och 5 med
TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras for reaktionsvolymen 50 pl.

Komponent 50 pl reaktion
]
Vatten till 50
5X PrimeSTAR HS Buffer 5
10 mM dNTP 3
Produkt fran steg 1 25
5-1-fw 1,5
5-2-rv 1,5
PrimeSTAR HS DNA Polymeras 0,5

Tabell 18: PCR-schema foér andra steget, amplifiering, i fusions-PCR med PCR 4 och 5
med TaKaRa PrimeSTAR® HS DNA Polymeras

Steg Temperatur | Tid
Initial denaturering 95 °C 3 min
98 °C 10s
30 cykler 56 °C 1 min
72 °C 2 min
Avslutande forldangningssteg 72 °C 10 min

Tabell 19: Volym av vardera komponent for fusions-PCR fér PCR 6 och 7 med
ThermoScientificT™Dream-Taq™DNA Polymeras for reaktionsvolymen 50 pl.

Komponent 50 ul reaktion
[l
Vatten till 50
10X DreamTaq Green Buffer 5
10 mM ANTP 1
PCR 6 100 ng
PCR 7 100 ng
5-3-tw 2
5-4-rv 2
DreamTaq DNA Polymeras 1
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Tabell 20: PCR-schema for

fusionssPCR° med PCR 6 och 7
ThermoScientificT™MDreamTaq™DNA Polymeras.

Steg Temperatur Tid
Initial denaturering 95 °C 3 min
95 °C 10 s
35 cykler 55 °C 30 s
72 °C 3:05 min
Avslutande férlangningssteg 72 °C 10 min

med

9.2.5 Innehill, inbindningstemperaturer, forlingningstider samt
polymeras for PCR-produkter

Tabell 21: Innehall for 10 PCR-produkter samt berdknade inbindningstemperaturer och

forlangningstider for fragmenten.

Inbindnings- | Forliangnings-

PCR Innehall temperatur tid
[ C] [s]

1 GFP 61 22,5

2 GFP 61 22,5

3 3XARE14P 1571 core 61 22,5

4 GFP 61 22,5

5 PPGK] +3XARE1+PTEF100T€ 61 22,5
6 YAS2 56 60
7 YAST+T apr1+T pepe 56 60

8 YASS 61 22,5

9 YASS 61 22,5

10 Pcoups 61 22,5
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Tabell 22: Slutliga inbindningstemperaturer, férlingningstider samt polymeras for PCR

1-10.
Inbindnings- | Forldngnings-
PCR | Polymeras | temperatur tid
C) s]
1 Phusion™ 60 22,5
2 Phusion™™ 60 225
3 Phusion™ 60 22,5
4 DreamTaq ™ 72 60
5 DreamTaq™ 72 60
6 DreamTaq™ 72 120
7 DreamTaq™™ 72 120
8 Phusion™™ 60 30
9 DreamTaq'™ 68 90
10 | DreamTaq'™ 68 30

9.3 Protokoll for restriktion

Tabell 23: Protokoll for restriktion med Thermo ScientificT™ FastDigest ™. Restriktions-
tiden som anviindes var 30 minuter, enligt Thermo Scientific™ér dock 5-15 minuter
tillrackligt for fullstdndig restriktion. Reaktionstemperaturen som anvéndes fér enzymen

var 37 °C enligt Thermo Scientific™.

Komponent Miangd
[wl]
Enzym 1 1
Enzym 2 1
10X FastDigest® Green Buffer 2
Plasmid-DNA upp till 1ng
HyO till 20

94

1. Volymer for de olika reaktionerna beridknas med forhallandet 50 ng
utgangsplasmid till 150 ng PCR-produkt.

Protokoll for Gibsonkloning

2. 10 pl Gibson Assembly Master Mix (2X) tillsdtts till vardera prov.
3. Vatten tillsétts sa att en totalvolym pa minst 20 pl uppnas.

4. Proverna inkuberas pa 50 °C vérmeblock i 15 minuter om 2-3 fragment
ska sammanfogas eller 60 minuter om 4-6 fragment ska sammanfogas.
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9.5 Medium och odlingsplattor

9.5.1 LB-medium och LB-Amp-plattor

Tabell 24: Innehallsférteckning LB-medium (Luria-Bertani-medium) med pH 7,0.

Komponent Koncentration
[g/1]
NaCl 10
Trypton (kaseinpepton) 10
Jastextrakt 5

Tabell 25: Innehallsférteckning LB-Amp-plattor med pH 7,0. Ampicillin (80 mg/1) tillsétts

efter autoklavering.

Komponent Koncentration
[g/1]
NaCl 10
Trypton (kaseinpepton) 10
Jastextrakt 5
Agar 16

9.5.2 SD-URA-HIS-plattor

Tabell 26: Innehallsforteckning SD-URA-HIS-plattor med pH 5,5-6,0.

Komponent Koncentration
[g/1]
Glukos 20
Jastkvéavebaser utan aa 6,9
CSM-HIS-URA 0,75
Agar 20
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9.5.3 Delftmedium

Tabell 27: Losningar och méngder av dessa till 1 1 Delftmedium. Autoklaverad 20%-ig glu-
koslosning samt 1 ml sterilfiltrerad vitaminlosning tillsétts efter autoklavering och svalning.

Losning Volym Slutkoncentration
[ml] [g/1]
(NH,4)2SOy4 (100 g/1) 75 7,5
KH,PO, (120 g/1) 120 14,4
MgSO,, TH,O (50 g/1) 10 0,5
Sparmetaller 1 -
Destillerat vatten upp till 700 -

Tabell 28: Innehall i 1 1 16sning av sparmetaller.

Amne Miangd

[g]
CaCl, - H,O 4.5
ZHSO4 . 7H20 4,5
FeSO, - TH,O 3
H3BO; 1
MHCIQ : 4HQO 1
NaQMOO4 . QHQO 0,4
COCIQ . 6HQO 0,3
CUSO4 . 5H20 0,1
KJ 0,1
EDTA 15

Destillerat vatten | upp till 11

Tabell 29: Innehall i 1 1 16sning av vitaminer.

Amne Miangd
2]
Biotin, 0,05
p-aminobensoesyra 0,2
Nikotinsyra 1
Kalciumpantotenat 1
Pyridoxin, HC1 1
Tiamin, HCL 1
m-inositol 25
Destillerat vatten | upp till 11
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9.6 Sekvensering

pSense0

1. Start vid bp ~ 3600 i riktning mot
GFP.

Sekvensering técker Prer1, GFP och Tever.

pSense6

1. Start vid bp ~ 3780 i riktning mot
ARE1-sekvenserna och GFP.

Sekvensering tcker 3xARE1-sekvenser,
PTEFlcore OCh GFP

pSense5

1. Start vid bp ~ 8070 i riktning mot
YASL.

2. Start vid bp ~ 7210 i riktning mot
YAS2.

3. Start vid bp ~ 6330 i riktning mot
YAS2.

4. Start vid bp ~ 5500 i riktning mot
GFP.

5. Start vid bp ~ 4620 i riktning mot
GFP.

6. Start vid bp ~ 3740 i riktning mot
GFP.

7. Start vid bp ~ 2860 i riktning mot
Tever.

Sekvensering tacker Ppgk1, YASL, TapH1,
Trocs, YAS2, Ppcki, 3XARE1-sekvenser,
Prericore, GFP och Tecyea.

pSense9

1. Start vid bp ~ 4100 i riktning mot
YAS3.

Sekvensering tacker Prer1 och YASS.
pSensel0

1. Start vid bp ~ 4230 i riktning mot
YAS3.

2. Start vid bp ~ 3430 i riktning mot
Tever.

Sekvensering tacker Pcup1, YAS3 och
Tever.
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pSense2

1.

2.

Start vid bp ~ 8070 i riktning mot
YASL.
Start vid bp ~ 7210 i riktning mot
YAS2.
Start vid bp ~ 6330 i riktning mot
YAS2.
Start vid bp ~ 5500 i riktning mot
GFP.
Start vid bp ~ 3900 i riktning mot
GFP.
Start vid bp ~ 3740 i riktning mot
GFP.
Start vid bp ~ 2860 i riktning mot
Tever.

Sekvensering tacker Ppgk1, YASL,
TapH1, Tepcs, YAS2, Ppeki, 3XARE1-
sekvenser, Prer1core, GFP och Teyei.



