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Samenvatting

Tijdens deze bachelorproef wordt er getracht het recombinatiemechanisme alsookodean

Recombinase in Trio (Rit) elementen te achterhaleneRifienten zijreen type mobiele elementen
die recent werden vastgesteld in de metaalresistente bact€rimetlliduransCH34. In dit project
wordt zowelin vivoalsin vitro het recombinatiemechanisme van het mobiele RITé&ement K31
afkomstig van stam K3ZQaulobacter spachterhaald.

Om in vivo recombinatie mogelijk te maken wordt een conjugatiesysteem orkelik zodat het
donorplasmide waarin het mobiele RITiftement K31 geintegreerd is, overgebracht kan worden
naar een acceptorstam met het dubbelplasmidesysteem van pBADWBREen pACYCl8arget.
Wanneer de pBAfpromotor op pBADAmMitABCwordt geinduceerd worden de genenitABCtot
expressie gebracht om recombinases te vormen. Deze enzymen zorgen voor excisie van insert RITKm
vanuit pDS13Xm of pSF108m en integratie in de insertiesequentie van pACY@dRset. Het
conjugatiesysteem kan pas tot stand gebracht worden dankzgrdeikkeling van plasmiden. Om
donorplasmide pDS13Rm te construeren wordt achtereenvolgens zowel insert RITKm als
opgeknipte vector pDS132 geamplificeerd tijdens een PCR, geligeerd met elkaar en geselecteerd op
kanamycine en chloramphenic@e plasmiderpSF10eKm en pDS13Bm worden uiteindelijk in de
conjugatieve donorstant.coliMFDpir getransformeerd. Als acceptor woréi.coliDG1 gebruikt die
een dubbelplasmidesysteem v@BADAmMpAtABCen pACYC18trget bevat. Om pBADAmMpABCte
construeren wordergenenritABCgeamplificeerd uit vector pACYC18#&bc om vervolgens via PCR,
restrictie en ligatie het Riglement in vector pBADAmp te brengen. pACYQagsetl en-target2
worden geéxtraheerd uit andere stammen om deze te transformeren in competé&ngali
DG1/pBADAMIABC en te selecteren op ampiciline en tetracycline om acceptorstammen
DG1/pBADAMpritABC + pACYCtBdetl en-target2 te bekomen. Uit een sequenianalyse kon

niet met zekerheid besloten worden dat het construct in orde wasgsthillexde conjugaties met
pre-inductie van acceptorstammeRB.coliDG1/pBADAMIABC+ pACYC18target en DG1/pTrc99
K3IitABC+ pACYC1l8rrget worden uitgevoerd. De transconjuganten worden geselecteerd op
tetracycline en kanamycine zodat enkel het targetplasmigiet geintegreerd RITKeiement
behouden wordt. Een PCR en sequedatimlyse van de targetsequentie bepaalt of recombinatie van
het insert heeft plaatsgevonden of niet, zonder positief resultaat.

Om eenin vitro eiwitanalyse uit te kunnen voeren wordem decombinases die uittC tot expressie
komen inE.coliBL21 aangemaakt. Om het eiwit maximaal tot expressie te brengen wordt een
speciaal expressieconstruct vector pLATES2 ontwikkeld. Nadat de optimale inductiecondities bepaald
zijn, wordt het eiwit uithet lysaat geéxtraheerd om via SBSGE te controleren of het gewenste
eiwit voldoende aanwezig is. Om enkel de recombinases te bekomen, wordt een zuivering uitgevoerd
en gecontroleerd via SEFFAGE. Het resultaat van deze analyse was negatief omdat earskn

eiwit in het extract overbleef terwijl het gewenste eiwit vatCtijdens de wasstap mee geélueerd is.

Zowelin vivoalsin vitro konden we het recombinatiemechansime niet bepalen. In de toekomst
moeten zowel de plasmideconstructen als de indumdiedities verder geoptimaliseerd worden om
uiteindelijk het mechanisme van insertie en integratie van het mobiele REl&ment te
achterhalen.
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Afkortingenlijst

Afkorting Betekenis(EngelgNederlands)

Ap' Ampicilline resistent

ampE Ampicillineresistentiegen

ara L-arabinose

AraC Arabinosegen C

cat Chloramphenicolresistentiegen

an' Chloramphenicaésistent

Cm Chloramphenicol

DAP Diaminopimelic aciiDiaminopimeline zuur
DNA Deoxyribonucleiacid/ Desoxyribonucleinezuur
Rbe¢t Q& Deoxyribonucleotide triphosphates

DR Directed repeats

DSO doublestrand origiridubbelstrengs begin
EM Elektronenmicroscoop

H-NS Histontlike nucleoid structuring

HU Histonlike protein/histongerelateerd eiwit
IHF Integration Host factor

IPTG L a 2 LINNR-1-tleidgalaictopyranoside

IR Inverted repeats

IS Insertiesequentie

kan Kanamycineresistentgen

kb Kilobaseparen

Knd Kanamycingesistent

LB Luria Broth

NAG N-acetylglucosamine

NAM N-acetylmuramic acid

NAP Nucleoidassiociated proteirinucleoidgeassocieerd eiwit
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1 Inleiding
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toxische metalen of radionuclidervormen al enkele jaren een probleem voor het milieu en de
gezondheid van de men®plossingervindenom de verontreiniging te reduceren is hierdoor ewsut

topic. Enerzijds kan bacteriéle activiteit gebruikbrden om dee verontreinigigen aanzienlijk te
verminderen,anderszijds kan deze verontreiniging ook een effect hebben op het metabolisme en
adaptatievermogen van de bacteriébit project staatin het bijzonder in relatie met de toenemende
recombinatieactiviteitn vervuilde omgevingen.

Meerdere klassen van mobie genetische elementenlie het adaptatievermogen van bacterién
beinvioedenwerden reedsdoor verschillende onderzoeksgroepgekarakteriseerd. A 2 { fisY w/ 9 b
de gramnegatieve bacteriéle stam Cupriavidus metallidurans CH34 ontdekt die
resistentiemechanismen tegen zware metalen bezit. Door de volledige genoomsequenti€. van
metalliduranste ontrafelen isontdekt dat type CH34 een erg dynamisch en complex genoom heeft
ontwikkeld met verschillendemobiele genetische elementenwaaronder derecombinase in trio
(RT)Yelementen. Ook in andere meer voorkomendeacteriéle genomenwverden RlTelementen
teruggevondenvoornamelijkin de bacterieklasse Alphaproteobacteridun mobiliteit en mogelijke

impact op hetgastheergenoom werd tot op heden niet gekarakteriseerd.

Om in vivo de mobiliteit en exacte rol enhet recombinatiemechanisme van RdlEmenten te
achterhalen is de ontwikkeling vaneen geschikte proefopstelling met verschillende
plasmideconstructen noodkelijk De in vivo proefopstelling bestaat uit een donorstam met een
plasmide dat een selectiemerker bevat geflankeerd door de specifiéggimden van het RIFelement

en een recipientstam met een expressiesysteem voor de recombinases en een integratiesequentie.
Daarnaast is er de mogelijkheid om recombinatie vitro te testen via de combinatie van
opgezuiverde recombinase eiwitten en geschikte DiN@plates. Beide methoden worden in dit
project toegepast om het mechanisme van recombinatie te karakteriseren

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 9
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2 Literatuurstudie
2.1 Bacterieel nucleoid

Bacterién vormen een domein vagéncellige, soms in kohies levende micr@rganismen.Een
bacterie is een prokaoot en heeft dus geen celkern waardoor het erfelijk materiaal rondzwieeft
het cytoplasma.Hoewel DNA opmerkelijk simpel is, doet het dienst als opslagmolecule voor
genetische informatie. Net als eukaryote cellen Hgcteriéle cellenook hoog gestructureerd, zo
vormt het DNA een compacte structusamen met proteinemgelegen in een pseudocomganent,

wat het nucleoid genoemd wordtHet nucleoid is vergelijkbaar met de nucleusebikaryotenmaar
zonder het omgevende nucleaire membradtet DNA bestaat meestal uit één enkel chromosoom,
vaak vergezeld va@én of meer plasmiden, die eveneens gésehe informatie bevatterl].

Net zoals het chromosoom zijn ook de kleinere Bh\#eculensupercoiled waardoor ze de meest
compacte structuren in de cel vormen. Plasmiden en chromosomen worden doorgegeven aan
dochtercellenwaarvoor ze eerst gerepliceerd dienen te worden. Een bijzondere eigensemp
plasmiden is de beweegbaarhaidn deene bacterie naar de andef8].

Figuur 1 Het bacteriéel chromosoom en plasmiden, weergegeven door edektronenmicroscoop EM). De plasmiden
(zwarte pijlen) zijn de circulaire structuren die veel kleiner zijn dan het chromosomaal DNA. Déyoate witte structuur)
is voorzichtig gelyseerd ztat het DNA intact zou blijven[1].
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2.1.1Chromos@m
Het grootste deel van hegenetisch materiaavan bacterién zit vervanihet chromosoonen bevat
alle essentiéle informatie om de bacteriéle cel levend te houden.videtult verschillendefuncties
als DNAreplicatie, chromosoomsegregatie en genexpresgmor prokaryote chromosomen iset
kleinst bekende ongeveer 160 kilobaseparen (kb), tetvgflgrootste ongeveer 10 000 kiroot is
Het chromosoom van de goed bestudeefgleoliis cirkelvormigvaardoor er geen begin en eindpunt
is, maar er zijn een aantalosrten met lineaire chromosomenWanneg een chromosoom
uitgestrektligt, isK SG T 2 Qy wmnnn 1 S S NJ zbals yhflyGuNl teRzlerdi is HeSdooA | & 1 OS f
wordt hetduidelijkdat door het compactnaken,het chromosoomin zijn kleine gastheer pafl] [2].

Nucleoidassiociated proteins (NAPs) die vergelijkbaar zijn met histonen in eukarheipen de
chromosoonstructuur te handhaven.Onder de NAPs worden verschillende eiwitten verstaan. Zo is

er heteiwit HU(histongeelateerd proteine)dat niet-specifiekbindt aan DNA en buigiaardoorhet

DNA zichrond het HUeiwit wikkekt. Een andere eiwitntegration host factor(IHF) waarvan de
sequentie doet denken aan die va#lJ en dus evolutionair verwant isergemakkelijkt ookhet
buigenvan deDNAstructuur maar doet dit door binding aaspecifiek geconserveerde DNNNS 3 A 2 Q& ®
Een derde eiwith-NS(histortlike nucleoid structuring)bindt aanA-T rijke gebieden in hdDNA enis

betrokken bijhet samenpersenvan DNAstructuur. Het is waarschijnlijkhet belangrijkste DNA

bindend eiwit dat het chromosoom organiseerndat dezevoor supercoilingzorgt [2] [1] .

Zoalsaargetoond in figuur2, is het chromosooman E.coliverder gevouwen tot circa 50 lussen van
ongeveer 100000 basenparenDit verschilt voor andere bacteriefamilies omdat het aantal
baseparen eer sterk varieertDe supercoildedomeinenkunnen binnendezelfde lus verschillende
graden vansupercoilingvormen Het voorkomen varextracellulaireomgevingsfactorer(zoals bv.
een hoge zoutconcentratiegn de maniervan transcriptiekan de supercoilingvan een gebied
beinvioeden. Op hun beurtak de specifiekesupercoilingvan een gebied het vermogen van de cel
om ganen in deze regio tot expresdie brengenbeinvioeder(2] [3].

A B

Supercoil

Figuur 2 Structurele organisatie van het chmosoom. (A) Ongevouwen cirkelvormig chromosoom van E. colioa
eenvoud afgebeeld & een enkele lijrDNA hoewel een dubbelstrerige helix is. (B) Het chromosomaal DNA bevat
gevouwen domeinewan DNA met bindende eiwitten. De eiwitteijn weergegeven als zwarte cirkels. (C) supercoiling en
andere interacties veroorzaken dat het chromosoom sterk comprini@grt
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2.1.2Plasmiden

Een bacterieel nucleoid bestaataast chromosomaal DNAen DNAbindende eiwitten ook uit
genetische elementen die zich onafhankelijk kunnesrmenigvuldigen deze wordenplasmiden

genoemd De meest gekende zijn circulair en dubbelstrengig en hebben ongeveer de grootte van

1/20e van hetgastchromosoomwaardoor het enkel onder een elektronenmicrosco(M) kan
worden waargenomeumoals in figuur 1 te zien.is

Plasmiden dragen vaak genen die helpen bij het overleven van de bacterie zoals een gen voor

antibioticaresistentie Antimicrobiéle esstentie treedt onder andereop wanneer een bacterieen
mutatie in een gen heeft ondergaan daevoelig was voor de werking van één of meer
antimicrobiéle middéen. Deze genetische mutatie kan spontaan of dgenoverdracht worden
verkregen Als gevoldiiervan is de bacterie ongevoelig voor het desbetreffend antibiotiddet.gen
dat uiteindelijk verantwoordelijk is voor de resistentie tegen het antibioticum wordt het
resistentiegen genoemd.

2.1.3Replicatie

DNAreplicatie is het proces waarbij het DNA idektigedupliceerd moet worden om het tijdens de
celdeling (mitose)door te geven aan dochtercellenOok voor conjugatie tussen donor en
acceptorcel is replicatie noodzakelijk (zie 2.1.2.3gder circulair DNAzoals een bacterieel
chromosoom en plasmideheeft één enkeleplaats waar DNAynthese geinitieerd wordt, dit wordt
de origin of replicationgenoemd Replicatie kan van hieruit bidirectioneel gebeuren waardoor
opnieuw dubbelstrengs DN@sDNApevormd wordtMaar ook bij eenrolling circlemechanismedat
gebruikt wordtdoor bacteriofaag DNAmM enkelsrengs viraal DNA te repliceren, worelt vertrokken
vanuit deorigin of replication

2.1.3.1 Bidirectionele replicatie
Vanaf deorigin of replicationwordt de DNA dubbehelix ontwonden dankzljet helicaseenzymedat
in de richting van deeplicatievork beweegt ensinglestrand binding proteingiouden het DNA
enkelstrengid1].

Een belangrijke bemerking is dat de replicatie enkel plaatsvindheap -fofaatuiteinde naahet o -Q
hydroxyluiteinde Op deleading strandRA S @ y Iqo@, vinbit DNASynthése continwplaats

dankzij het enzyme DNpolymerase llterwijl op de complementairdagging stranddt y o0 Q y I | NJ

de DNAsynthese discontingebeurtmet behulpvan kleineERNAprimers die gesynthetiseerd worden
door het enzyme primase. Nadat de primers door primase ontwikkeldjn, verplaatst DNA

polymerase Il het primasem bij een volgende stukje DNA een primer te ontwikkeRis Yy @ NA 2

hydroxyluiteinde wordt voorziemnvaarna DNApolymerase Il deoxyribonucleotiden kan toevoegen
tot aan de volgende primer. Hierna bindt Digélymerase met exonucleasectiviteit die de RNA

LINA YSNI OSNBARSNU Sy ydzOf Stdaatitténde Qkaz&kiedBaiten G 2

zZijn de korte stukjes DNgemaakt door DNAolymerase |l die aan elkaar gehecht dienen te worden
door DNAligase[1] [4].
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Figuur3 Overzicht van de activiteiten ie replicatievork[4]

Omdat de replicatie in bidirectionele richting gebeurt, zijn er tweplicatievorkenaanwezig in één
origin of replicationwat wil zeggen dat er twedeadings en lagging strandszijn. Het hele
replicatieproces wordt verduidelijkt in figuur[B].

2.1.3.2 Rolling circlereplicatie
Plasmidenin replicatieve vorm (RF DNA of dsDMA)nentijdens de conjugatie (zie2.2.4nkel in
enkelstrengs DN&orm (ssDNA) ovgebracht worden naar een andere bacterie. Dit DNA maakt
gebruik van het replicatiemechanisme van de gastcel waarbij celeigen enzymes zoals primase, DNA
polymerase, ligase en gyrase aan te pas komen. Het proces verloopt idemtiele replicatie op een
laggingstrand bij bidirectionele replicatie waarbij gyrase de functie van helicase overré¢fat.

OmRF DNA om te zetten tot[3BIA wordt hetrolling circlereplicatiemechanisméoegepast wat in
een unidirectionele richting gebeurdoals te zien is in figuuk. De rollende cirkel ontstaat doordat
endonuclease opéén streng een kniknaakt op de doublestrand origin (DSO) Deze knik wordt
gebruikt om synthese van een nieuwe streng te initiéren KaB (1 Bhydrayuitemde. ssDNA
binding proteins binden zodat DN#olymerasedeoxyribonucleotiden kan toevoegeiNAgyrase
helpt bij de ontwinding van hesupercoileddlsDNA De DNAsynthese verloopt gelijkaardig aan de
DNAsyntheseop eenlaggingstrand bij bidirectionele replicatie

Nadat een lineair gerepliceerde strermyergebracht is tijdens conjugatikan opnieuw dsDNA
gevormd worden doordat RNpolymerase en DNAolymerase llvanafde enkelstrengs oorsprong
(SS®beginnen terepliceren[1] [5].
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2.2 Genetische tansformatie

Genetische transformatie is een proces waarbgakt DNA zoals plasmiden in een recipiéntcel
binnengebracht wordt en genetische wijzigingen aanbreBgior de aanwezigheid van een celwand

(bij bacterién, schimmels en planten) wordt een extra fysieke barriere gevormd voor de opname van
DNA. Om eerbacteriélecel vreemd DNA op te kunnen laten nemen is het noodzalgiijeeze
competentie te induceren oftammen te kiezen die deze eigenschap van nature aanwezig hebben
Nahet competent makenis het mogelijk door chemiscta elektrische transformaé of conjugatie
(2.2.4)vreemd en naakt DNA over te brengen naar een recipiériicel

2.2.1Competentie
Een cel of bacteriglie in staat is doorheen de celwameén molecule of DNA op te hemenprdt
competent genoemdEr is eerverschiltussen natuurlijkeen geinduceeraf kunstmatigcompetente
cellen.

2.2.1.1 Natuurlijke competentie
Natuurlijke competentiekomt enkel voor bij specifieke bacteriéle stammen zoals bijvoorb&eld
subtilis Deze stammen hebben hgenetisch gespecificeeedrzermogenom zowelonder natuurlijke
omstardigheden als in het laboratanm vreemd DNAop te kunnennemen. In bijna alle natuurlijk
competente bacterién zijn bestanddelen van extracellulaire filamenten type 4 pili (een soort fimbria)
betrokken bijhet transformatieproceswaarbij het DNA via DN#anslocasekan binnengebracht
worden[1].

2.2.1.2 Geinduceerde competentie
Geinduceerde of kunstmatige competentie daarentegemntstaat wanneer cellen in
laboratoriumculturen behandeldworden om ze tijdelijk permeabel te makeninductie van
competentie bij deze bacterén is afhankelijk van het medium en het groeistadium van de cDiuur.
groeiof logfasewaarinde bacteriezich bevindtheeft een belangrijke impact op daogelijkheid tot
de opnamevan vreemd DNABacteriénin degroefase zijn namelijlactiever en efficiérdr om DNA
beschadigingn te herstelen danwanneer ze zich ide stationaire dsebevinden Hierdoorgaat de
voorkeur uit naar bacterién die zich in degfasebevinden omcellen competent te makervoor
transformatie[8].

Door de cellema incubatiete resuspenderen in een ijskoude oplossing met tweewaardige kationen
(CaGl MnC} of RbGJ) zwelt decelwand varde behandelde bacteriémp zodatfactorendie vereist

zijn voor deinstroom van DNA gbondenworden aan het plasmamembraamit proces induceert
chemische transformatiezoals in 2.2.2 duidelijk wordtDaarentegen kunnen de bacterién na
incubaie ook met ijskoudsterielwater behandeld worén om ionenafkomstig van het mediumrond

de celwanden te verwijderenHierdoorwordt het proces van elektroporatie geinduceerd zoals in
2.2.3 duidelijk wordt[9].

2.2.2Chemische transformatie
Bij chemische tnasformatie wordencellen in eenCaGroplossing bij 0°C geresuspendeerd. Onder
deze omstandigheden zorgen de’Gianen voor de opening van porién in het membraan. De
positieve ionen helpen het negatieve DNA aan het celmembraan te binden waardoor de lading van
het DNA gemdseerd wordt en waardoor de doorgang door het hydrofobe celmembraan
vergemakkelijkt wordtHet DNA wordt in de cellen gedwongen door een Kkorte hitte skack42°C
waardoor een thermische stroom het DNA in de cefteeneemt[8].
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2.2.3Elektroporatie
Dankzij de motstelling aan gepulseerde eleische velden worden smalle porién in het membraan
van cellen gevormd. Wanneer DM#oleculenof geneesmiddelemanwezig zijn buiten de cel tijdens
deze elektrische pulsen dan kunnen deze de cel binnenstromeorheen de porién. Dit
transformatieproces wordt elektroporatie glektropermeabilisatieof elektrotransformatiegenoemd.
Elektroporatie vereist gesofisticeexrdstroomvoorzieningoals een elektroporatoomdat de pulsen
zorgvuldig gecontroleerd moeten worden en slechts enkele milliseconden mogen plaatsvinden
Eveneens is een elektropratiecuvette nodig die een elektrische veld tussen de positieve en negatieve
elektrodes kan aanleggen].
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Figuur5 Rankschikking van lipiden in een hydrofobe porie (links) en hydrofiele porie (recfg})

Elektroporatieis een meerstagmoces. Eettsen vooral is een korte elektrische puls nodig over het
membraan van 300400mV voor minder dan éémilliseconde. Twee eigenschappen van een
lipidendubbellaagvan de celmembraamaken datdeze gevoeliger te beinvloedetijn door een
aangelegd elektrisclveld: de ladingen of de dt&rische dipolen van het lipigeolecuul en de
tijdelijke permeabiliteit van de dubbellaag aan ionermMoleculaire dynamicazorgt voor
verandeingen inde conformatie van lipideoleculen,herschkking en uiteinélijk verzwakking va

de bilaag. Deze veranderingen gebeudwmor eerstde bestaandénydrofobe porién uit te breidemwf
nieuwe tecreérenen ten tweededoor het vormen van structureel stabiekehydrofiele poriénzoals

in figuur5te zien is

De celsuspensiezan DNA en celfewordt tussende twee elektrodes ineen elektroporatiecuvette
gebrachtzoals figuur 6 weergeeftWanneer een elektrisch veld tussen de positieve en negati
elektrode wordt aangeledjbewegen de ionen zichowel intra als extracellulair volgens hun lading
naar de gewenste zijde van dmacterie Dankzij de verplaatsing van de ionen verandert het
membraanpotentiaal waardoor tijdelijke porién gevormd worden en het DNA de cel kan
binnenmigreren.Wanneer het elktrisch veld wordt stilgelegd, hersteltedcel het membraan
waardoor de porién verdwijnefL0].
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Figuur6 Elektroporatieprocesvaarbij de verticale strepen de elektragh in de elektroporatiecuvette voastellen, de rode
bollen zijn de positieve ionen ewle zwarte de negatievéonen[13].
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2.2.4Conjugatie
Bacteriéle conjugatiesieen proces van genetische tranfer waadafcel contact aan te pas komt
zodatbeide cellen een exacte kopie van het plasmide bekoreor een conjugatie is een donorcel
met het conjugatieve plasmide en een recipiéntcel (of acceptorcel) n@hgkzij dit proces zijn
verschillende genetische kruisingen mogelijk omdat tal van pthesmhaar andere cellen gebracht
kunnen worden.

Figuur7 De conjugatie met gentransfer tussen 2 stammEercolibekeken door eerEM[12]

Het conjugatieprocesvordt gekenmerkt door de aanwezighl van een specifiek plasmidekend
alseenconjugatief plasmide. De conjugatieve plasmiden hebben een aparte en gespeniglisee
van coderende gebiedemaaronder de volgende

1 Oorsprong van Transfer (OriTh teganstelling tot andere plasmiden hebbeamnjugatieve
plasmiden eeneigen oorsprong van overdracht, nl. de D&@oublestrand origin Dit is een
gespecialiseerd deel van het genoom waaédip van de twee stregen van het circulaire
plasmideDNA gekniptvordt met eenendonucleaseom aanrolling circlereplicatiete doen,
vanafhet plasmide in de donorcel d&et gebiedOriT bevat Tijdensrolling circlereplicatie
(zie 2.1.2.1.2)vordt het uiteinde van een strengaar de donorcel vervoerdierwijl DNA
polymerasenvan de donoren acceptoreen complementaire strengonstrueren omterug
eencirkelvormig stulplasmideDNAte creérenzoals in figuur 8 te zien {4.3].

1 Transfergenen t(a): De activering van dit gen zele transcriptie van verschillende
plasmideggenen (en daarmee corresponderende etetit) op gangdie éparingskenmerkerg
naar de ontvangende bacteriéle celormen. Dergelijke opvallende kenmerken zijn onder
andere:

0 groei van eersex pilus,een lang zweegchtige staartdie wordt gebruikt om de twee
cellen samen te hakerzie figuur 7.

o fusie van de buitenmembreenom overdracht van genetisch materigal vormen

o0 vorming van "opperviakteiwitten" die de cel methet conjugatié plasmide
verhindertte paren met andere conjugatie plasmidernvanzijn soort[13]
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Figuur8 Gentransfer door conjugatie tussen donor en recipiérit - Donorcel maaktsex pilus aan. 2- Pilus hecht aan
donorcel enhecht de twee cellenaan elkaar. 3- In het mobiel plasmidewordt een knik gemaakien één enkele streng
van het DNA wordt overgebracht naar delonorcel 4 - Beide cellenmaken hun plasrde circulair, synthetisereneen
tweede complementairestreng enreproducereneenpilus; beide celle zijnnu levensvatbaredonoren[13].

Het chromosoom van een donel is eveneens mobiliseerbaar maar dit wordt gereguleerd door het
Fplasmide, dit is een episoom die kan integreren in het gastchromosoata&nloor kan leiden tot

de transfer van grote stukken chromosomaal DNA en zorgen voor genetische recombinatie tussen
donor en recipiént. Cellen met eerpfasmide worden Fstammen genoemd terwijl stammen die
dienen als recipientcellen voor hetgrasmideworden Fstanmengenoemd.
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2.3 Genetische ecombinatie

Geretische recombinatie iket proces waarbij genetische elementen van twee gescheiden genomen
bij elkaar worden gebracht. Dankzij dit mechanisme kunnen nieuwe combinaties van genen ontstaan.
Wanneergenetische elementen bij elkaar gerecombineerd worden, is het mogelijke dat de bacterie
hierdoor een nieuwe fudtie krijgt. Recombinatie kan leiden tate adaptatie aan veranderende
omgevingn[1].

2.3.1Site-specifieke recombinatie
In het algemeervinden bijrecombinatieDNAherrangschikkingen plaats tussen DE#gmenten die
erg vergelijkbaar zijn in sequentidloewel deze herschikkingen kunnen leiden tot de uitwiss&timg
allelen tussen chromosomemnalde volgorde van de generpaleinteragerendechromosomertoch
hetzelfde blijven Sitespecifieke ofplaatsspecifieke recombinatidaarentegenkan de genvolgorde
wel veranderen endaardoor nieuwe informatie toevoegen aan het genoom. Sispecifieke
recombinatie verplaatst speciale utleotidesequenties, genaamd mobiele geisthe elementen,
tussen (niet-)homologe plaatsen binnen een genoorDe beweging kan optreden tussen twee
verschilende posities inhet chromosoommaar ook tussertwee verschillende chromosomen of
plasmiden14].

Plaatsspecifieke recombinatie kan verlopen via twee verschillende mechanismen die elk
gespecialiseerde reconmatie-enzymen en specifieke DMN#tes vereisen. Het eerste mechanisme is
transpositieen omvat gewoonlijk knipeacties op de uiteinden van de mobiele DBEgmentendie
ingebedzijn in het plasmide of chromosoom ebevestiging van die uiteinden in een van de vele
verschillende niehomologe target-sites. Conservatieve plaatsspecifieke recombinatie omvat de
productie van zeer korte heteroduplexe verbindingen vereist daarom een katDNAsequentie

die hetzelfdes zowelop de donor als het doelwit DNAnolecule[14].

2.3.1.1 Transpositie
Transposon of transposabele elementen (TES) zijn mobexetische elementen (MGES) die in het
genoomkunnen rondbewegemm selectief in te voegen op edarget-site (of insertiesequentie)
Het transposortodeert voor het enzyme transposasathodig is voode bewegingvan het element
zelf, nl. de transposié. TEs hebben de eigenschap steeds afgebakend te worden door inverted of
direct repeat sequenties zoals te zien is in figBuinverted repeats (IR) zijn de korte verwante of
identieke sequenties aanwezig in omgekeerde oriéntatie aan de uiteinden van transposable
elementen. Direct repeats (DR) zijn identieke (of nauw verwante) sequenties aanwezig in twee of
meer exemplaren in deelfde oriéntatie in hetzelfde DN#olecule en zijn niet noodzakelijk
aangrenzend. Zowel inverted als direct repeatgijn belangrijk omdat ze dienst doen als
herkenningssites voor transposadé] [16] [17] [14].

Transposable element
A

LTerminaLI inverted repeatj

Flanking direct repeat

Figuur9 Organisatie van een transposable elemei8]
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Transposonsvorden in het chromosoom of plasmidmkel terkend door delRsequenties aan de
uiteinden.Dezekorte sequenties van ongeve0 nucleotidenangbepalen dathet DNA tussen deze
sequentiesomgezet kan worderot het bijzonderenzyne transposaseDe knip-en-plakbeweging
van het transposon van de ene chromosomale site naar de andere begint wanrestr
transposasegen de tweaverted repeatanet elkaarin contact brengt waardoor er eerorming van
een DNAusis zoals in figuudO te zien is Het inbrengen van de transposam de insertiesequentie
wordt gekatalyseerd door transposase gabeurt op eerspecifiekeplaatsin het doethromosoom
(zierode pijlen) waarbijde insertieplaatsvordt gekenmerkt door een kort®Rvan de doelwit DNA
sequentie[14].

active transposase

complex
short inverted f 1
repeat sequences . : broken donor rejoined donor
d 3 ':- 3 chromosome A chromosome A
 E—
transposon in donor
chromosome A
4 dimeric
: {9" ~ transposase
(ot integrated
transposon
5 4 3 5 f 1 3
’ ’ . v V .
3 A 5 3 L Lt 5

target chromosome B short direct repeats of target DNA

sequences in chromosome B

Figuur 10 Knip-en-plaktranspositie Merk op dat er geen vereistés voor de homologie tussen de uiteinden van het
transposable element en de inbrengplaai$4].

Omda de onderbrekingen in de twee target Di#&engen zij versprongenrpde pijlen in fijuur 10),
Zijn twee korte enkelstrengige openingeigevormd in het product DN#&olecue, één aan elk
uiteinde van het ingvoegde transposanDeze gaten worden dodNA polymerase enligase van
de gastheercelhangevuldom de recombinatie te voltooiemwaardoorer een korte overlapping van
de aamrenzende target DNAequentie is Deze flankrende direct repeat sequentiesvaarvan de
lengte verschillends voor verschillende transposons dienen als geschikte merkan voorafgaande
transpositie[14].
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2.3.1.2 Conservatieve sitespecifieke recombinatie
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Figuurll Twee verschillende conservatieve sipecifiele recombinatiemechanismetfil4]

Een ander soortsite-specifieke recombinaties de zogenaamde conservatieve plaatsspecifieke
recombinatie Dezemedieert de herschikkingen van andere typen mobiele DNA elementen. In dit
systeem, breuk en verbinden plaatsvinden op twee speciale plaatsenaag elke deelnemend
DNAmolecule Afhankelijk van de or#atie van de twee recombinatiecaties(zie pijlen op figuur

11) kan DNAntegratie, DNAexcisie oDNAinversie optrederj14].

Door een integratiereactie karircular DNAIn een tweede DNAnolecule geincorporeerdorden en
door de omgekeerde reactienl( excisie)kan de oorspronkelijike DNa#irkel het DNAmolecule
verlatenen weerhervormen.Bacteriofagerverplaatsenzich zo in en uit hun gasthedgmmromosmm.
Een tweede mogelijkheid is dagen specifiek DNAegmentin een chromosoom geinverteerd wordt
[14].

Sitespecifiekerecombinaseskunnentwee dubbele DNAelices op specifieke sequenties op elke
DNAmolecuul breken en-herenigen op eerreversibele manier Ze hebben namelijkhetzelfde
enzymsysteem dat twee DNAoleculen verbindten weer uit elkaar nemt voor het juisteherstel
van de sequentie van de twee originele DiAleculen. Dit type recombinatie wordt daarom
"conservatief'genoemdomdat het mechanisme erg kan verschillE#].

2.3.2Recombinase in Trio
Recombinase in trio (RIT) elementeiin geconserveerde elementen bestade uit drie TBSSRs
(tyrosine gebaseerde sispecifiele recombinasenmet overlappendeopen reading frame$ORF)
EenORHs het deel van het leesraam bij de translatie van DNA dat geen stop codons bevdt. { w Q a
zijn DNAbreakingrejoiningenzymen.

De elementerwerden veelvuldiggevondenin C. metallidurangn anderebacteriéle genomas, die in
staat zijn te overlevenin erg vervuilde omgevingen zodh§ zware metaalstressZe speleneen
belangrijke rol in heverplaatsenvan mobiele genetische elementen (MGRslardoor een volledig
nieuwe genetische pathway van metaalresistentie gevolgd kan wdidgn22].

DezeRITFelementenworden als zelfstandigmobiel gezienom drie redeneni(1) er zijnverschillende
bacteriéndie homologe elementen bezitteii?) specifieke gesequentiesdie doelgerichteintegratie

van een transposongelijkend elemewoklatenen (3) de aanwezigheid van soortgelijke elementan
meer dan één locatie in hetzelfde genoomalmovaalgezien bifransposong20].
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Elk RIFelementbestaat uit driegeren uit elk van de drie subfamilieean TBSSRISAEL, SG4 en SG5
enwordenaltijd gevonden in dezelfde volgorde en oriéntatigals te zien is in figudr2. Dit patroon
werd eveneensbevestigdtijdens het onderzoek naade verdelingvan ¢ . { {op Qeischillende
soorten mobiele elementerNaast een paar uitzonderingen, blijven de-BlBmenten verbonden in
trio's van de verschillende clusters met karaktieise korte overlappingen tussen dgen reading
frames(4-8 basenpareh Blijkbaar komen Ridlementen frequenter voor in chromosomen (8%5)
dan in plasmiden (37%)[21] [23].

Figuur 12 Namen en rankschikkig van tyrosine recombinase stdmilies voor de drie integrases die een Rélement
bevat Pijlen van de drie genen duiden de richting van transcriptie §20).

2.4 Bacteriéle stammen

In verschillendegenomen van bacterién zijRIFelementen teruggevonden, voornamelijk in de
bacterieklasse Alphaproteobacteria. De mogelijké en hun mobilteit is aan de hand van deze
bacterién beter te karakteriseren. Zo wordt het recombinatiemechanismehetmobiele RIKm
element K31 afkomstig van stam KGa&ulobacter spachterhaald. De ontwikkeling van verschillende
plasmideconstructeris noodzakelijkom de recombinatie mogelijk te makebe hiervoor gebruikte
stammen en plasmiden worden opgesomd in tabeDg.ontwikkelde plasmiderworden zowel in
een acceptorals donorstam gebracht om conjugatie tussen beidegetiijk te maken. Zo kunnate
rit-genentot expressie komermm recombinasege vormen. Deze enzymen zorgen voor @keisie
van het RITKrelement (op het donorplasmid@ en de integratie inhet targetplasmide(van de
acceptor)

TabellOverzicht gebruikteE.colistammen en plasmiden

Genotype en hoofdkenmerken Antibiotica-
Stammen resistente

DG1 YONJI -hsoRMSN:IBC, modification, restriction )
,yntl O%s5amp nftl O 714eu)Ted/@allugalk
rpsL endAl nupG.

MFDpir MG1655 RP2-¢ OY Y ogaa(3JpnapHAnnic35n a dzeey | Aprd Zed
ndapA:(erm-pir0 repA Ermi
pirl Fklacl69rpoS(amyobAlcreC510hsdR514endArecAl
dzA R! 6 k a1z L O Y Y LA NJ
Plasmiden
pBADAmMp oriM13 oripBR ara@rabinoseinduceerbare pBA{promotor Ap?
pBADAmMpAtABC insertritABC(afkomstig van K3Caulobacter spin pBADAmMp | Ag
pTrc99 Ap
pTrc99K3LIitABC | insertritABC(afkomstig van K3Caulobacter sp.in prrc99 Ap
pACYC184 oripl5AtetA TC
pACYC18target insertiesequentie (target) in pACYC184 T¢
pACYC184tABC | insertritABC(afkomstig van K3Caulobacter sp.in pACYC184 | T¢
pPACYC18Km insertKanin pACYC184 TC Knd
pSF100 oriV oriT mobiel plasmide
PSF10&Km insertKanin pSF100 Knd
pDS132 oriR6KsacB CaimobRP4nobiel plasmide cni
pDS13Km insertKanin pDS132 Cmi Knd
Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 23

Nadéche Geuens



2.4.1Donorstammen

Het doel van de constructie van 2 donorstammen MEPDS132Km en MFPir/pSF100Km is het
ontwikkelen van een bacteriéle stam met plasmiden die eeneRifient bevatten waarbij de
recombinaseijn uitgewisseld met een gen voor kanamycineresistentie. De sequenties flankerend
aan het RIFKm construct verschillen voor pSF100 en pDS132.

pstream (revers) - 431
(-2299 bp) am}]]i.tet—S (Revers) - 1535

pir - 118
pir (Revers) - 1242

EcoRI-5- G'AATT_C
71

Pstl - 1534 - C_TGCA'G

Palindrooem -

Fw_2 K31

— Spel-235- A'CTAG_ T
Rv 2 K31

— Rev_Km_dewnstream - 965

— Rev_Km_uj

Figuurl3 RIFKm construct uit pACYC184m opgesteld in pDraw

:E

2.4.1.1 MFDpir
De E.colistam MMPpir bezit stabiliteitsfuncties omdat de stam hpir-gen in het genoom bezit dat
constitutief tot expressie komt. Het eiwit zou met DNase | interageren waardoor het nieuw
ingebrachte plasmide met een R6K ori zoals pSKM0en pDS13Bm stabiel behouden ah
worden.Wanneerhet ~ -proteine afwezig is in de acceptorstam (zoals bij DG1) dan kunnen deze
LX FaYARSY yAS(G NBLX AOSNBy® 5AG Aa RS NBRSyYy 4 F N
maar de integratie van exogeen DNA die selectiemerkers dragekezijlaranspositie of homologe
recombinatie in het chromosoom van ontvangende stammen toch toest@ak.is de stam het best

geschikt als donorstam omdat deze fige-gen bevat waardoor deze cel voor conjugatie kan zorgen,
zie 2.1.2.3.

In E.coli MFDpir, is het gen coderend voor de aanmaak véaet essentiéle aminozuur DAP
(diamonopimelinezuurgeinactiveerd waardoor de stam auxotroof is voor DBRRP wordt vaak
gevonden in de peptidekoppelingen tussen NAMNAG ketens (Mcetylmuramic acid en N
acetylglucosmine) van de peptidoglycaan die deel uitmaakt van de celwand, zoals in figuaer 1

zien is. De twee hoofdfuncties van peptidoglycaan is de vorm van de cel behouden en de hoge
osmotische druk van de bacteriéle protoplast onderhouden. Zonder peptidoghafaaanneer de
stabiliteit van peptidoglycan is aangetast door afwezigheid van DAP, ondergaan de bacterién directe
osmotische lysig26] [27].
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Figuurl4 Structuur van DAP tussen NAMAG keteng28]
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2.4.1.2 E. coliMFDpir/pSF106Km

TTATGCCGATATCGGCATAA

CATAATGCCGCGATCCGGATTATGCCGCATGGEEGE

[palindmme |R” kan m

Figuurl5 Donorstam met plasmide pSF100 waarin Krasette geligeerd is, op gesteld in pDraw

Zoals in figuur 15 te zien ibezit plasmide pSF100 tweerigins nl. oriT en oriV. OriT airigin of
transfer dat zorgt voorrolling circlereplicatie zodat de overdracht van enkelstrengs plasmideDNA
naar de acceptor tijdens de conjugatie, zie 2.1.2.3. Oridfigin of replicatiorkan ondhankelijk van
de conjugatie repliceren om het aantal pSF100plasmiden stabiel te kunnen behf@eden

Het ingebrachteRITKrrelementdat weergegeven is in figuur &vast naast HRRequenties ook een

LI £t AYRNRYAAOKS &S| dzSy GdisSrtetagf vay @ RlongringspfocesiiNdvnithét  NB 3 A
origineel RIT elemenDoor deze verschillende elementen naast hetid€gistentiegen toe te voegen

kan de recombinati@riéntatie bepaald worden van h&ITKrrelementin de targetsequentie. De iR

sequentie is noodzakelijk opdat recombinas®zymen het insert herkennen en kunnen overbrengen

naar de targesite.
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2.4.1.3 E. coliMFDpir/pDS132Km
Omdat plasmide pSF100 geen afzonjlexlselectiemerker buiten de ingebrachte kanamycinecasette
bevat, is het aangewezen een ander plasmide te gebruiken met meerdere selectiemerkers zoals in
figuur16te zien is.

Fw_2 pDS132 pir - 6336
Sacl - 6267 - G_AGCT'C
Rev_Km dowstream - 6038

Rev_Km upstream (Revers) - 5504

Spel - 5308 - A'CTAG T
Rv_2 SD132 (Revers) - 5150
Spel - 5139 - A'CTAG_T

Figuurl6 Constructie van pDS13&m opgesteld in pDna

Het plasmide pDS132 bevat een populaire counterselectieve of negatieve merker namediicBet

gen dat codeert voor levansucrase en afkomstig is van de grampositieve bd&deiilels subtilisin

zijn natuurlijke grampositieve omgeving is de expressie onschadelijk voor de bacterie. Echter, bij
klonering vansacB in E. colien andere gramnegatieve bacterién leidt dit tot afdoding in
aanwezigheid van sucrose. Het mechanisme van deze toxicibedtwiet volledig begrepen maar

het is mogelijk dat de accumulatie van levanen (hoog molecuulgewicht fructosepolymeren
gesynthetiseerd door levansucrase) in het periplasma van gramnegatieve bacterién toxisch kunnen
zijn[31].

Ook een positieve merker voor het antibioticum chloramphenicol wordt gebruikt in het plasmide
pDS132. Het antibioticum remt de bacteriéle eiwitsynthese door de peptidyltransferasestap te
blokkeren. Chloramphenicol bindt aan de 50S ribosomale subunit erkemt bevestiging van
aminoacyl tRNA aan het ribosoom, hierdoor kan ketenverlenging tijdens de eiwitsynthese niet
plaatsvinden en kunnen essentiéle eiwitten niet gevormd worf$2j.

Het RITKrelementdie oorspronkelijk in hepSF10a.J | A YA RS 3ISLJX I Gdad Aas KSS
buiten de IRlie afkomstig zijn varitabcwaaruitkangeéxcideerdwerdd 5 ST S ¥t I y1 SNBY R
ontstaan door dat primergoor het RITKrelementjuist buiten de sequentie van het palindroom e

de inverted repeatvallen. Deze extra nucleotiden naast de -Kasette is niet gewenst omdat de

exacte insertie van heRITKrelementin de insertiesequentie van het targetplasmide bepaald moet

worden. Het nieuweRIKmconstruct dat in pDS132 gebracht ieer 6 S@F G RST S Ft Iy 1SN
niet omdat de primers zo gekozen zijn dat deze aangrijpen juist voor de sequenti@vested

repeatsen waarbij aan de primers reeds de palindromische egeliRientie is bevestigd. Hierdoor

kan dein vivorecombinatietestbeter geévalueerd worden.

m W

Doordat het plasmide een groot gen bevat nl. mob RP4 of oriT, kannii¥iisatie plaastvinden
zodat gentransfer via conjugatie naar de acceptor kan plaatsvinden. Ori R6K vergistdest, wat
automatisch in het genoom van MPBD gebracht is (zie 2.3.2.1). Hierdoor kan replicatie zonder
problemen plaatsvinde[B3].
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2.4.2Acceptorstanmen

Target site

Figuurl7 Plasmide pBADAMtABCen pACYC18target in E.coliDGlopgesteld in pDraw

E.coliDG1ldoet dienst als acceptorstam waarich tweeplasmidenbevinden namelijk de vector
pBADAmMpmet het RITelement K31 en vector pACYC184 waatith de targetsequentiebevindt,
zoals te zien op figuur 1MDe bacteriestam islitermate geschikt voorklonering en plasmide
ontwikkelingomdat het geen endonucleas@n eigenrecombinatienechanisme bevat

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 28
Nadeche Geuens



2.4.2.1 pBADAMpitABC

AraC_Sall Fw - 576

pBAD promotor - 1252
pBADS - 1274
Xbal - 1333 - T'CTAG_A

pBAD3 (Revers) - 4584
HindIII - 4561 - A'AGCT T

Figuur18 Vector pPBADAmMp met Ri&lementopgesteld in pDraw

Zoals in figuur &te zien igsbevat vector pBARmMpeeningebouwd positieve slectiemerker nl. het
ampicillineesistentiegen dmpB dat zorgt voor de aanmaak van hetlactamaseenzymevoor de
neutralisatie van ampicillineAmpicilline is een bacteriocidaal antibioticum die in staat is bij
grampositieve a -negatieve bacterién binnen te dringen. Het verschilt van peniciline G of
benzylpenicilline, door de aanwezigheid van een aminogroep. Deze aminogroep helpt de stof in de
buitenste membraan van Grammegatieve bacterién binnen te dringen. Ampicilline weaks een
irreversibele inhibitor van heenzymetranspeptidasedie bacterién gebruiken voor het aanmaken

van hun celwand. Het remt de derde en laatste fase van de ba&earilvand in binaire splijtingat
uiteindelijk leidt tot cellysig21].

Ook kevat deze vector een pBAomotor die kan gereguleerdorden met het araGgenwaarvan
het mechanisme te zien is in figuur.19et araGgen codeert voor een positief regulatgwit AraC
dat enkel actiefwordt in aanwezigheid vah-arabinose Transcriptie van daraGgen staat onder
positieve controlevan een cAMPeceptoriwit en onder negatieve controle van zijn eiwitproduct
(autoregulatie) WanneerL-arabinoseniet aanweig isof een hoge concentratie glucose aanwezjg is
zal ret dimere (de verbindingran twee structureel vergelijkbare subeenheden die monomeren
genoemd worden) Arafroteine aangemaakt worden zodat dezée synthese van de pBAD
gecontroleerdegenen onderdrukkertdet AraCeiwit bindt namelijkaanhalvesites zijae G, en aral,
waardooreen lus in het DNAntstaaten de bindingvan het RNAcolymeraseaan de pBABpromotor
geblokkeed wordt (Figuurl9). Wanneer arabinosevel aanwezig is, bindbet suikeraan het Ara€
proteine en destabiliseert deindingvan het Aracproteineaanhet arah-O;half-site looped complex
Echterde binding aan de aangrenzendelf-site arak en araj die stroomopwaarts van de pBAD
promotor gelegen zijn, wordt wejestabiliseerdDezebinding zorgtervoor dat de DNAus verdwijnt
zodat RNApolymerase op de pBApromotor kan binden waardoor transcriptiz'an pBAD
geactiveerd word{22] [26].
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Figuurl9 Arabinose operon met en zonder aanwezigheid van arabin{&#]

In dit construct, werden deit-genen onder controle van de pBAdomoter gebracht.Na de
induceerbare pBAIpromotor liggen deritA, ritB en ritC genen van heRIFelementK31(zie 2.2.2.)
afkomstig vande stam Caulobacter spK31.De tot expressiegekomenenzymenbestaan uitdrie
tyrosine recombinasesn zijn van vergelijkbare grootte, meestal met het grootstezymeeerst en
het kleinsteenzymein het midden.

Verder zijn er nog twe®rigins of replication nl. M13 en pBRDe M13 ori afkomstig van een
bacteriofaag genaamd M13Dezeori-plaats wordt gebruikt omdat deze de mogelijkheid heeft
enkelstrengig DNA aan te maken zoals het proces dat vooraf gaabliiag circlereplicatie pals in
2.1.2.1.2 beschreven stadbe pBRori is afkonstig vanplasmide pBR322 en heeden laag copy
number, dit is het aantal kopieén dat een cel van het plasmide kan aanmaken en behouden. Een
voordeel van deze ori is daogelijkheid omeen dubbelphsmidesysteente makensamen met een
ander plasmide uiten verschillendeomptabiliteitsgroep. In éénzelfde bacteriéle cel kunnen dan
twee verschillende plasmiagevoorkomen.
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2.4.2.2 pTrC99K3IritABC
Omdat conjugaties met acceptorstak.coliDG1/pTrcOK3LitABCen donorstam MFpPir/pSF100
Km in eerdere experimenten met succes werden uitgevoerd, zal de acceptor eveneens gebruikt
worden om te conjugeren met het nieuwe construct \EaigoliMFDpir/pDS132Km.

trec_promoter - 4000
Figuur20 Vector pTrc9K31 met RlFelement opgesteld in pDraw

Zoals in figuur 20 te zien werden derit-genenin dit constructonder controle van de tepromoter
gebracht. Na de induceerbare promotor liggenrité, ritB en ritC genenvan het RlFelement K31
(zie 2.2.2.) afkomstig van de stadaulobacter spK31.De tot expressie gekomen enzymen bestaan
uit drie tyrosine recombinases en zijn van vergelijkbare grootte, meestal met het graotgigne
eerst en het kleinstenzymein hetmidden.

Promotor trc wordt geinduceerd dankkija 2 LINER-1-fléidgalactopyranoside (IPT@)eenlaclgtrc
promotersysteemlLaclgis eenmutante lac-repressoren deel van het laoperon, die vaak gebruikt
wordt om lac-expressiete moduleren Deze repressdneeft een beterebinding opde lac-operator
dan het wild-type Laclen verlaagtde minimale expressidn zijn natuurlijike omgeving wordt hédc
operongebruikt voor devertering van lactoseet is een tweedelig controlemechanisme wataw
zorgt dat de cel enkel energieproducerende enzyrpeoduceertin aanwezigheid van lactose. De
lac-repressor zal de productie van de enzymen gecodeerd doodiab&tperon stoppenDe repressor
is een allosterisch proteine, wat wil zeggen dat ze in ééndedwee conformaties kan veranderen
In één vormkan de repressor met hoge specificiteit aan de operator van het DNA biedéan
andere vorm verliest het zijspecificiteit. Volgas het klassieke modeaninductie wordt de binding
van de inductor, hetzij allolactose of IRT&p de repressorbeinvioedttussen het evvenwicht van
beide vormen van de repressobDe Trcpromotor is in het plasmideconstruct achter declg
repressor gepatstwaardoor deze de activiteit van de promotor vimeluceren met IPTG. Het gevolg
hiervan is datle genenritABCenkel aangeschakeld worden in aanwezigheid van [B4]G

Net zoals vector pBADAmMp heeft vector pTrc99 een-pBRn eenpositieve selectiemerker, nl. het
ampicillineresistentiegenamp® R G T 2 NB (G @2 2 Nlaafase engyMié. Higroved y K S
staat meer in 2.4.2.1.
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2.4.2.3 pACYC184arget
Kloneringsvector pACYC1i84een plasmide afkomstig vah colidie de p15/Aori bevat waardoor bt
plasmide samen met eeplasmide van de ColE1l compatibiliteitsgroep (zoals de pBABADipr)
stabiel kan behouden blijven. Omdati p15A een laagopy numbe@ | y T -22Ckgpieénger cel
heeft, kan een stabiel dubbelplasmidesysteem gevormd wors@men met vector pBADAMABC
[23][24].

Pst] - 2340 - C_TGCA'G
EcoRI - 2297 - G'AATT C
Fw_pACYC-target - 2184

Ampli-tet-3 out (Revers) - 214
Rv pACYC-target (Revers) - 229

Figuur21 Kloneringsvector pACYC184 met targetsequerdgesteld in pDraw

Zoals te zien is in figul bevat plasmide pACYC1&&n positievemerker voor het antibioticum
tetracycline (Tc) namelijkhet Teresistentiegen (teth De bacteriostatische stdbindt aande 30S
ribosomale subuniobm de eiwitsynthese te inhibererodat de pepetideketting niet geélongeerd kan
worden Het bindt eveneens op de bacteriéle 50S ribosomale subwaérdoor het membraan
verandert en lekkerveroorzaaktvan intracellulaire componenten ude cel Wanneer irresistente
cellenTc diffundeert,zal Mg* chelerenom het biologisch actieve [MgTctomplexte vormen Het
tetA-gen codeert voor het TetA membragiwit dat [MgTc] uit de celexporteert entergelijk H
importeert. Een daling van de intracellulaire- Tancentratie heeft dit als gevo[89] [25].

In de vector is een targetsequentie gebracktaardoor de recombinases dus zowel de
targetsequentie als het Kigemerkte RI®lement herkennen en recombiniatfaciliteren.Dankzij de

ontwikkeling van twee verschillende targetsequenties vanb&separen(bp) kan er vergeleken

worden ofhet RITKrrelementbeter naar targetl of target2 recombineert Beidetargetsequentis

ziijnin vitrogemaaktI So F ASSNR 2LJ Ft I y1 SNBEyY RS ditBeriangficeard 1 y R
zijn op verschillende plaatsen in het genoom v@aulobacter spK31 Het zijn primerszijn
complementairaan elkaarDe overlappingen die door de primers gevormd worden, komememre

met de overlappingen die gevormd worden door de knipenzymes EcoRI en Pstl orestidigatie

in plasmide pACYC184 mogelijk te maken.
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2.4.2.3.1 Targesequentie

De targetsequenties 1 en 2 zijn beide insertiesequenties(zie 2.3.1.A%llegrootzijn en slebts in
3bpverschillen zoals aangeduid met een zwarte pijl in figdAren 23 waarbij het verschilgeel
gemarkeerdsin de forward primer.

FeoRI-1- G'AATT C
Pstl - 44 - C_TGCA'G

New DNA entry
45 bp

GC% in 1 bp blocks

10720 30 40 s | e0 [ 70 (T80TS0 FEooN

Figuur22 Targetsequentie bpgesteld in pDraw

Forwardprimertargetl: AATTCCAGCCTGCAGAGCTEBCE&ACTGGAEGGTGCA

EeoRI - 1- G'AATT_C
Pstl - 44 - C_TGCA'G

DUF1738 target 2
45 bp

GC% in 1 bp blocks

[0 720 30 a0 50 60 | 70 |80 |S0rNEoaN

Figuur23 Targetsequentie 2pgesteld in pDraw

Forward primer target2AATTCCAGCCTGCACGAGGEGCACTGGABGGTGCA

Een vergelijking tussen de target target2sequentie is als volgt:
CCACCGCCCTGCACGAGCTGTCGCACTGGACGGGC
CCACCGCCCTGCACGAGCTGGGCCACTGGACGGGC

kkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk  kkkkkkkkkkkk
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3 Materiaal en methoden
3.1 Proefopzet

Target site

.......

TTATGCCGATATCGGCATAA

CATAATGCCGCGATCCGGATTATGCCGCATGGLG

(poinscome J 1R T &n Yig]

Figuur24 Algemene voorstelling conjugatieopgesteld in pDraw.

Het doel van deconstructie van de acceptorstam DG1/pBADAMMBC+ pACYC1l84target is het
ontwikkelen van een bacteriestam met recombinases van eerelRifient onder de controle van
een pBABEpromotor zodat deze met arabinose gereguleerd kunnen worden. De recombinases zorg
ervoor dathet RITKrelement afkomstig van het donorplasmide pSF100 of pDS132 zich naar de
targetsequentie kan verplaatsen tijdens de conjugatie zoals in figurTwee verschillende
targetplasmiden worden gebruikt om te vergelijken ledt RITKelement beter naar targetl of
target-2 recombineert.

3.1.1Gebruikte stalen

De volgende bacteriéle stammen werden beschikbaar gesteld om mee verder te werken:

In vivoeiwitanalyse In vitro eiwitanalyse

DG1/pBADAMMABC PLATESK31ritA

DG1/pTrc99KRITC HpACYC18targetl pLATESXK31ritC

pirl en DG1 ¢hemisch competent

MFDpir/pSF106Km

pirl/pDIA32-Km

MFDpir (niet competent)

DG1/pACYC18ABC

DG1/pACYC184IrKmir

DG1/pACYCl8érget2
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3.1.1Flowschema
3.1.1.1 In vivorecombinatie

Constructie donoren acceptorstam

Nadéche Geuens

7
4 N
Constructie donorstam Constructie acceptorstam
MFD/pSF104&Km DG1/pBADAMtABC+ pACYC18trgetl
MFD/pDS13Xm DG1/pBADAM@ABC+ pACYC18target2
\ J
a w W )
Restrictie Opkweken Opkweken PCRitABC Opkweken
pDS132 x Sac MFD MFD/pSF10&Km DG1/pTRC99K31RITC+pACYEAGét 1
- v 7 / DG1/pACYC184rget2
PCR pBADAMp
PCR pDS132] Competent maken MFD
“' Restrictie Plasmideextractie Plasmideextractie
PCR RITKm pBADAMp pACYC18thargetl pACYC18target2
¢ ritABCmet
~ Hindlll x Xbal
Bluntend ligatie Transformatie Transformatie
RITKm pPACYC184target = pACYC184target
in pDS132 in DG1 in DG1
Stickyend
¢, ligatieritABCin
g Transformatie | PBADAMpP Plasmideextractie
pDS13ZKm inpirl
. 7
- ¢' ColonyCR ter Sequencinger controle targetsequenties
RestrictieSpelom de controle
oriéntatie RITKm in zelfsluiters
pDS132 te bepalen
" ~\ Sequencinger controle
Sequencinger sticky-end ligatie
controle bluntend
ligatie
. . . . ,
\‘, \ 4 Transformatie pPBADAMpPABCin DG1
-
Plasmideextractie Transformatie
| correcte kolonies pDSItISFEISm " Inductietest arabinose Transformatie
pACYC18tharget2 en
pACYC18thrgetl in
Competent m_aken DG1/pBADANABC
DG1/pBADAMIABC
v v
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4 )
Donor Acceptor
MFD/pDS13Xm DG1/pBADAMitABC+ pACYC18trgetl
MFD/pSF10&m DG1/pBADAMABC+ pACYC18trget2
L \y \" J
Conjugatie donofen acceptorstam
ColonyCR ter controle recombinatiemechanisme
Sequencinger controle recombinatiemechanisme
3.1.1.2 In vitro recombinatie
4 3 ( ) ) — )
Constructie donorplasmide Zoeken naar de juiste condities voo Constructie targetplasmide
pDS13ZKm inductie van acceptorstam pACYC18target
\ J \ ¢ J J
— v _ N )
Plasmideextractie van pDS132 Acceptorstam met afzonderlijke RIT
Km uit MFD/pDS13Km elementen induceremet IPTG
\ J pLATESX31 RITA
pLATE5SX31 RITC
\_ J
Proteineextractie
recombinase A
recombinaseC
Y A 4
Recombinatie van Kioasette uit pDS13Km naar pACYCl8drget
v
PCR ter controle recombinatiemechanisme
Sequencinger controle recombinatiemechanisme
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3.2 Constructie acceptorstammen
3.2.1Constructie recipiéntstam B1/pBADAmMpitABC

3.2.1.1 Materiaal

Materiaal of product

Doel

Systec benchiop autoclaaf

Steriliseren LBnedium

Centrifuge Eppendorf type 5424

Celpellet maken
Plasmideextractie

Gekoeldecentrifuge Eppendorf type 5424R

CompetenteE.colDGIpBADAMAtABCop 4°C
houden wanneer op te zuiveren

Gekoelde centrifuge Beckman Avan8Ql

Grotere volume<.colDG1/pBADAMitABC
op 4°Ccentrifugeren

Trinean Xpose UV/VIS reader

DNAconcentratie bepalen na plasmide
extractie

Glycerol (10%)

Verhoogde dichtheid vanE.coli
DG1/pBADAMtABCom gemakkelijk op80°C
te kunnen bewaren

SOBYSRAdzY o1yl KIFyQa

E.coligemakkelijker competent maken door h
laag zoutgehalte

Ampicilline Selectie vark.coliDG1 die enkel plasmide
C ‘% @ pBADAmMptABCbevatten
Thermocycler PCR op vector pDS132, pSFK@den

pACYC18&m

Primer AraC_Sall_Fw:
TCAGGTCGACTTATGACAACTTGACGGCTA

Sequentieanalyseter controle ligatievan
ritABCin pPBADAmm@mdat deze aangrijpt in he
araGgen

Primer pTrcO9K3RITA_Rv:
CTAGAAGCTTCGTTGCTAGCCTCATATTGC
GTC

PCRitABCafkomstig varpACYC184tABC

PrimerpTrc99K34RITC Fw
CTTATCTAGACAGGAAACAGATCATGAACG
GCCTTC

PCRitABCafkomstig varpACYC184tABC

PCR cleanp WIZARD SV Gel and PCR &lgan
system

PCRcomponenten uit het PGRroduct
verwijderen

Primer pBADSCTGTTTCTCCATACCCGTT

ColonyPCRop DG1/pBADAMitABC
(constructd om te kijkerwelke kolonies het
plasmide met insert bevat

Primer pBAD3GGCTGAAAATCTTCTCT

ColonyCR DG1/pBADAmiABC(constructd
om te kijken welke kolonies het plasmide met
insert bevat

Restrictieenzyme Hindlll met herkenningsplaat
AMAGCTT

Sticky encganritABCen pBADAmMp céren
voor ligatie

Restrictieenzyme Xbal met herkenningsplaats
T"CTAG

Sticky encganritABCen pBADAmMp céren
voor ligatie

Elektrachemischcompetente DGkellen

Cellen die plasmideBADAmMRITstabiel
behouden doordat de celleendouclease en
recombinatienegatief zijn
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3.2.1.2 Protocol
- Maak LBmedium
o0 Maak 500ml LBnedium door 16g LB af teegen en 500mI mQ toe te voegen
0 Autoclaveer 15min bij 121°C en latm overdruk
0 Zet gedurende 2 a 3 uur in een waterbad van 50°C zodat het medium deze temperatuur
krijgt
0 Giet ongeveer 20 plateim de buurt van de bunsenbrander
0 Laat enkele uren drogen
0 Bewaardeze bif4°C
- Maak een 1000x geconcentreerde stockoplossing van ampicilline (200mg/ml)
0 Weeg 1000mg ampicilline af
Leng aan met 10mI mQ
Voeg één druppel NaOH toe
Meng de oplossing goed en laat even staan
Doe de oplossing door een steriele filter met bghuln een spuit
Verdeel de stockoplossing over 5 epjes van 2mi
- Maak LBmedium met 100ug/ml ampicilline
0 Zie 3.2.1.2 Lihedium en voeg hieraan 500stiockoplossingmpicillinetoe
- Uitplaten van DG1/pBADAmMpABCop LB+Ampl100
0 Strijk met behulp van een ento@jamkolonies van DG1/pBADAMBBCop LBmedium
met ampicilline
o0 Plaats de uitgestreken plaavernachtin de broedstoof van 37°C
- Zuiver enkele kolonies DGIBADAmMptABCop
o0 Kies enkele uitgegroeide kolonies
o Pik elke kolonie op met een tandenstoker endpsin 100l saline
o0 Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uiteep verdeelde agarplaat
LB+AmMpl100
0 Overnacht op 37°C
- Ent enkele uitgegroeide kolonies in 4ml vioeibaamd®lium met 4plampicilline
- Schud overnacht bij 37°C
- Plasmideextractie DGIPBADAMAtABCmbv. miniprep (WIZARD PLUS SV Miniprep DNA
purification system)34]
0 Productie van helder lysaat
A Oogst 4ml (higicopy number plasmid) van de celtuur door 2min centrifugatie
op max. snelheid
A Verwijder hetsupernatans
A Voeg 250ul Cell Resuspension Solution (CRA) toe en resuspendeepawor
neer te pipetterenof vortexen
A Voeg 250l Cell Lysis Solution (CLA) en zwenk enkele keren. Incubeer enkele
min (niet langer dan 5min) tot de oplossing bijna helde¥ et vortexen.
A Voeg 10pl of Alkaline Protease Solution en zwenk enkele keren. Incubeer 5min
op kamertemperatuur
A Voeg 350ul Neutralisatiebuffer (NSB) toe en zwenk enkele keren. ! Niet
vortexen.
A Centrifugeer het lysaat 10min. op max. snelheid.
0 Plasmideisolatie en opzuivering
A Breng het helder lysaat (zonder precipitaat) over in de spinkolom door te
decanteren.
A Centrifugeer 1min. op max. snelheid
A Verwijder deflowtroughin de collectietube
A Voeg 750l wasoplossing (waarbij eerder 95% ethanol toegevoegd wedd o
spinkolom

O O OO

o
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Centrifugeer 1min. op max. snelheid

Verwijder deflowtroughin de collectietube

Voeg opnieuw 250l wasoplossing op de spinkolom

Centrifugeer 2min. op max. snelheid

Verwijder deflowtroughin de collectietube

Breng de spinkolom in een nieuwsteriele tube en centrifugeezmin. met het

centrifugedeksel open

Breng de spinkolom over op een nieuwe steriele tube

Voeg 100ul Nucleadéree Water op de kolom

Centrifugeer 1miB0 op max. snelheid

Verwijder de spinkolom en sluit de tube

Bewaar heplasmideDNA op-20°C

o Concentreer op 30°C gedurende 20min. tot een concentratie van ongeveer 100ng/ul
bekomen wordtdoor 2l inTrinean Xpose UV/VIS readebrengen

> > > > D>

oI D B

- Sequentieanalyse op pBADAMPABC
0 Maak een verdunning vaprimer AraC_Sall_Fwan 5uM d@r 5ul primer met 195ul
mQ aan te lengen
0 Voeg 5ulerdunde primer toean 5ul plasmid@BADAMptABC van 100ng/ul
o0 Kleef de sticker met barcode op het epje
0 Bewaar bij20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen wordearMacrogen
(Nederland)

Indien de segentie-analyse niehet gewenste resultaat levevblg volgend protocoVoor
pBADAM@tABC(construct 2):

- Ent 4ml precultuur van DG1/pAG¥&BCmet 4l stockoplossing tetracycline
- Plasmideextractie DG1/pACY{TABC
0 Zie 3.2.1.2 plasmidextractieDG1/pBADAMtABC
- PhusioPCR op pACN@BC
0 Maak een verdunning van 20uM van primg$rc99K34RITA_Rv en pTrc99K31l
RITC_Fwdoor 5ul primer aan te lengen met 45ul mQ
0 Maak een mastermix:

Voor 1 reactie

Mkt Rb¢tQa omnYabo
10pl buffer (5x)

1,5ul primerpTrc99K34RITC_Fw

1,5ul primerpTrc99K34RITA_Rv

0,5ul Phusion polymerase

34,5ul mQ

0 Voeg aan iedere reactie 1ul plasmide DNA toe van 100ng/ul
o Plaats in de thermocyler en stel volgende condities in:

2min 98°C
10sec | 98°C
30sec | 71°C | 30cycli
3min 72°C
10min | 72°C
K 4°C
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0 Doe een PGBlean up mewWIZARD SV Gat PCR Cleablp systeni35]

A Voeg 50ul Membrane binding solution aan het R@&luct

Doe de oplossing in de spinkolom en incubeer 1min. op kamertemperatuur
Centrifugeer op max. snelheid gedurende 1min.

Verwijder deflowtroughin de collectietube

Voeg opnieuw 250l wasoplossing op de spinkolom

Centrifugeer 2min. op max. snelheid

Verwijder deflowtroughin de collectietube

Breng de spinkolom in een nieuwe stde tube en centrifugeer met het
centrifugedeksel open

Breng de spinkolom over op een nieuwe steriele tube

Voeg 100ul Nucleaderee Water op de kolom

Centrifugeer 1min. op max. snelheid

Verwijder de spinkolom en sluit de tube

Bewaar het plasmid®NA op-20°C

> D D> D>

I I I I

- RestrictiepBADAmMp x Hindlll x Xhkead ritABCx Hindlll x Xbal
0 Maak een reactiemix:

Voor 1 reactigpBADAmMp x Hindlll x Xbal Voor 1 reactieritABCx Hindlll x Xbal

20ul plasmideDNA pBADAmMp (400ng nodig 15ul plasmideDNA pBADAmp (400ng noq
10plbuffer Yellow Tango (10x) 10ul buffer Yellow Tango (10x)

5ul Hindlll enzyme 5ul Hindlll enzyme

3ul Xbal enzyme 3ul Xbal enzyme

62l nucleaserrij mQ 67ul nucleaserrij mQ

0 Incubeer luur op 37°C
0 PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Clgasystenvan plasmide pBADAMp
enritABC
A Zie3.2.1.2PCR cleanp ritABC
0 Bewaar op20°C
- Stickyend igatieritABCin pBADAmMp
0 Maak een reactiemix:

Voor 1 reactie

5ul plasmideDNA pBADAmp x Hindlll x Xbal(100ng no
6pl insertDNAiItABC(400ng nodig)

2ul TADNAligase buffer

2ul PEG

5ul T4 ligase

1,51l nucleasevrij water

0 Incubeer overnacht op 22°C
0 Bewaar op20°C
- Sequentieanalyse op pPBADAmMPABC

0 Voeg 5ulierdunde primerAraC_Sall_Ftoe aan 5ul plasmid@BADAMAtABC van
100ng/pl

0 Kleef de stickemet barcode op het epje

o Bewaar bi}20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen wordearMacrogen
(Nederland)
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- Chemische transformatie pBADArMABC(construct?) in chemisch competente DG1
o Verwarm een waterbad op 40°C
0 Ontdooi chemisch competdée DG1 op § en houdt hier op
o0 Breng 2- 4ul (afhankelijk van de DNéoncentratiebepaald met Trinean Xpose UV/VIS
reader) van plasmidggBADAmMptABCbij 40l DG1
Houdt het mengsel van plasmide en DG1 30s in het waterbad(/&h 4
Zet onmiddellijk weer op ijs
Breng 1miISO@nedium bij de cellen
Laat 1uur schudden bij 37°C
Plaat 18, 10", 10 en concentraat uit op LBAMp100
0 Overnacht bij 37°C
- Opzuivering van kolonies op LBmp100
0 Kies enkele uitgegroeide kolonies
0 Pik elke kolonie op met een tandenstoker en losrof@0pul saline
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uindp verdeeldd.BAMpl100
o Overnacht bij 37°C
- ColonyCRranpBADAMptABC
0 Pik enkele afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker
0 Los deze op in 100l saline
0 Maak een verdunning van 20un primers pBAD5 en pBAD3 door 5ul van de primer
aan te lengen met 45ul mQ
0 Maak een mastermix:

O OO0 O0o0Oo

Voor 1 reactie

Mxf Rb¢t Qa omnYado
5ul buffer (10X

1,5ul primerpBAD5

1,5ul primerpBAD3

1ul Dreamtagpolymerase

35,5ul mQ

0 Voeg aan iedere reactlul celsuspensie toe toe
o Plaats in de thermocylen stel volgende condities in:

10min | 94°C

30sec | 94°C

30sec | 42°C | 30cycli
3min 72°C

10min | 72°C

K 4°C

- Geldektroforese70V grote gel gedurendésmin
0 Weeg 0,5g agarose en voeg 50ml| ber toe
Laatkoken in de microgolf tot alles goed opgelost is
Laat afkoelen tot de agarose handwarm is
Voeg 2,5ul Gelred toe en meng
Giet de gel in een grote tray en plaats kammetjes
Laat de gel stollen
Plaats de gel in een grote buffertank
Doe 4pul van elk staal in eelye dot en pipetteer in de slotjes

O OO0OO0OoOOoOo
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0 Laad aan iedere zijde van de gel 2ul 1kb plus ladder
0 Laat de gel lopen gedurend®&min op 70V

0 Plaats de gel onder Ul¢ht

- DG1/pBADAmMABCcompetent maken
0 Maak een precultuur vaaen juistekoloniein SOBAmMp100

0 Schu overnacht bij 37°C

0 Maak een 100x verdunde startcultuin een erlenmeyer van 500mbor 1ml cultuur in
100ml SOBnedium+Amp100 te brengen

Bepaal de start OD600
Laat schudden bij 37°C

Giet het supernatans af

Giet het supernatans af

Giet het supernatans af

O 0000000000000 O0OO0OO0OOoOOo

Was met 25ml ijswater en schud
Centrifugeer 5min op 4°C 8y45¢g

Was met 10ml ijswater en schud
Centrifugeer 5min op 4°C 8y45g

Meet ieder uur en iedere 15min wanneer OD600 boven 0,2 is
Wanneer OD60€ussen 0,4 en 0,6 is, zet de cultuur op ijs voo20iin
Zet water en glycerdiL0%) op ijs

Verdeel de cultuur over 4x25ml centrifugeertubes

Centrifugeer 5min op 4°C 8iy45¢g

Breng suspensie over in epjes en voeg hierbij 1ml ijswater toe
Centrifugeer 5min op 4°C loijax. snelheid

Was met 500ul glycerdlL0%) en schud

Breng de inhoud van alle epjes samen en los op in 200l gly¢é&mdl)
Aliquoteer zodat 40ul in ieder epje zit

3.2.2ConstructieE.coliDG1/pACYC18targetl

3.2.2.1 Materiaal

Materiaal of product

Doel

Systec bencliop autoclaaf

Steriliseren LBnedium

Centrifuge Eppendorf type 5424

Celpellet maken
Plasmideextractie

Gekoeldecentrifuge Eppendorf type 5424

CompetenteE.coliDGIpBADAmMpAtABCop 4°C
houden wanneer op te zuiveren

Gekoelde centrifuge Beckman Avan8Ql

Grotere volumeg.colDG1/pBADAMitABCop 4°C
centrifugeren

Trinean Xpose UV/VIS reader

DNAconcentratie bepalen na plasmigtractie

Eppendorf concentrator plus

Opconcentreren DNA

¢ SGNI OOt AYyS 0xdy:

@

Selectie vark.coliDG1 met enkel plasmide pACYC1

Bacteriologisch Agar

Medium te laten stollen om platen te kunnen gieten

Tryptone

Eiwitbron voor bacteriegroei

Gistextract

Een mix vamminozuren peptideswateroplosbare
vitaminenen suikersals voedingsbron

NacCl Zoutbron, Nabron voor Nak-pomp
KCI Verhoogt opname vreemd plasmide
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MgC}.6HO Verhoogt opname vreemd plasmide

—

D-glucosex dh(p = p3'z Suikerbron

Elektrothemisch competente DG1 cellen | Cellen die plasmide pACY¥&Eget stabiel behouden

doordat deze celleendonuclease en recombinatie
negatief zijn

3.2.2.2 Protocol
- Maak een 1000x geconcentreerde stockoplossing van tetracycline (20mg/ml)

0]
0]
(0]
(0]

Weeg 200mgetracyclineaf

Leng aan met 5ml mQ + 5ml ethamol los op

Brengde oplossing door een steriele filter met behulp veen spuit
Verdeel de stockoplossing over 5 epjes van 2ml

- Maak LBmedium met 20pg/ml tetracycline

(0]

Zie 3.2.1.2 Lihedium en voeg hieraan 500ul ampicilline met een concentratie van
20pg/ml toe Let op: Tetracycline is lichtgevoelig dus afdekken met alumifoilign

- Uitplaten van DG1/pTrc99KRITC + pACYC184rgetl cellen op LB+Tc20

(0]
(0]

Strijk met behulp van een entoog stamkolonies van pA@xetl op LBTc20
Plaats de uitgestreken plaat in de broedstoof vafC3

- Overenten in vloeibaar 4ml kBedium met 4utetracycline
- Plasmideextractie DG1/pTRc99KRITC + pACYC1&4drgetl mbv. miniprep (WIZARD PLUS SV
Miniprep DNA purification systenfi}34]

0 Zie 3.2.1.2 plasmidextractie DG1/pBADAMpABC

- Maak 500miSOGnmedium

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

Weeg 10g tryptone2,5 yeast extract; 0,28 NaCl en 09829 KCI af en doe in een
Schottfles

Voeg 490ml milliQae, schud goed en doe er eererstraafje bij

Autoclaveer 15min bij 121°C en latm overdruk

Maak 50ml oplossing van 20% Mg@&H,O doorlQOg af te wegen en op te $3en in 50m|
mQ. Breng door een steriele filter in een steriele falcontube.

Maak 100ml oplossing van 25%gicose dooR5g af te wegen en op te lossen in 100ml
mQ. Breng door een steriele filter in een steriele Schottfles.

Voeg 5ml van de glucosmlossimg en 5ml van de MgEZBH20 aan het gesteriliseerd
medium toe en roer

Breng het SO@edium over in een 100ml Schottfles om contaminaties te voorkomen.

- Chemische transformatie van pACYGif¢etl in DG1

(0]
(0]
(0]

O O OO0 O0Oo

Verwarm een waterbad op 40°C

Ontdooi chemisch competge DG1 op ijs ehoudt de cellen hier op

Breng 2- 4pul (afhankelijk van de DNéoncentratie bepaald met Trinean Xpose UV/VIS
reader)van plasmide pACYCl8&tgetlen pTRcOIKRIThij 40ul DG1

Houdt het mengsel van plasmide en DG1 30s in het waterbad®&h

Zet onmiddellijk weer op ijs

Breng 1ml SO@edium bij de cellen

Laat 1uur schudden bij 37°C

Plaat 18, 10", 10% en concentraat uit op LB + Tc20

Overnacht bij 37°C

- Opzuivering van kolonies op LB + Tc20

(0]

Kies enkele uitgegroeide kolonies
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0 Pik elke klonie op met een tandenstoker en los op in 100l saline
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uit op LB+Tc20

3.2.3ConstructieE.coliDG1/pACYC1l8target2

- Ontdooi stamE.coliDG1/pACYCl8érget2
- Strijk de stam met behulp van een steriele entood &3 Tc20
- Overnacht bij 37°C
- Zuiver enkele kolonieBG1/pACYCl8éarget2op LB+Tc20
o Kies enkele uitgegroeide kolonies
0 Pik elke kolonie op met een tandenstoker en los op in 100l saline
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uit op LB+Tc20
o Overnachbij 37°C
- Ent enkele uitgegrode koloniesn 4ml vioeibaar Litnedium met 4ul tetracycline
- Schud eernacht bij 37°C
- Plasmideextractie
0 Zie3.2.2.2plasmideextractieDG1/pTRCcOIKRIT + pACYClddrgetl

3.2.4Sequentieanalyse pACYC184rgetl
3.2.4.1 Materiaal

Materiaal of product Doel

Primer Amplhtet-3 out: Controle targetisequentie of deze nog de originele
TCAGGGACAGCTTCAAGGAT van targetl sequentie afkomstig van pTRC is
Sticker met barcode van ££q Herkenningscode voor firma £&q

3.2.4.2 Protocol
Maak eenverdunning van de primer van 5uM door 5ul primer met 195ul mQ aan te lengen
Voeg 5ulerdunde primer toeaan 5pl plasmidpACYC18thargetlvan 100ng/ul
Kleef de sticker met barcode op het epje
Bewaar bij20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen wordearMacrogen (Nederland)

3.2.5pACYC1l84argetl inE.coliDG1/pBADAmMpAtABCbrengen
3.2.5.1 Materiaal

Materiaal of product Doel

Elektroporator Stroomimpuls geven zodgiorién in de celwand van de
competente bacterie gevormd worden en DNA
binnenstroomt

Elektroporatiecuvette 0,1cm Stroominpuls doorgeven tussealeelektrodes
waartussen het mengsel van plasmideMRDpir zich
bevindt

Primer AraC_Sall_Fw: Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCin

TCAGGTCGACTTATGACAACTTGA(Q het eindconstruct omdat deze aangrijpt in het argé€h
ACAT
Primer pPBADSCTGTTTCTCCATACC( Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCIn
het eindconstruct omdat deze aangrijpét voorritABC

Primer pPBAD3GGCTGAAAATCTTCT( Sequentieanalyse ¢r controle vector pBADAmMpABCIn
het eindconstruct omdat deze aangrijpt net vadABC

PrimerpTrc99RItAF Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCIin
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CTTATCTAGACAGGAAACAGKIATT

het eindconstruct omdat deze aangrijipthet begin van

ACGTGCGGGCCATTC RITA

Primer pTrcORItAR Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCin
CTAGAAGGCTTCGTTGCTRGZIRAG( het eindconstruct omdat deze aangrijpp het uieinde
GTGCCTCCCGCA van RITA

Primer pTrcORItB-F: Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCin
CTTATCTAGACAGGAAACAGKIAG( het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde
CTCACCGACCAGCTC vanRITB

Primer pTrcORIitB-R Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCin
CTAGAAGCTTCGTTGCTRAGEIO GCA het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde
CAGCTTCCCGGC van RIB

Primer pTrcORItGF: Sequentieanalyse ter controle vector pBADARtABCin

CTTATCTAGACAGGAAACASIKIAGC
GCCGCCGCCTT

het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde
vanRITC

PrimerpTrc99RItGR
TAGAAGCTTACGTTGCTAGEBAGA(C
CTTCCAAGAACGCGAG

Sequentieanalyse ter controle vector pPBADANtABCIn
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde
van RIT

Sticker met barcode van £5&q

Herkenningscode voor firma £5&q

3.2.5.2 Protocol

- Maak LBmedium met 100pg/ml ampicilline en 20ug/ml tetracycline
0 Zie 3.2.1.2 Lihedium en voeg hiean 500ul ampicilline 100ug/reh 500ul tetracycline

20ug/ml toe

- Elektroporatie pACYC1l&drget 1 in DG1/pBADAMPABC
0 Ontdooi plasmide pACYCZ&xgetl encompetente DG1/pBADAMmMipABCop ijs

Zet onmiddellijk wer op ijs

Overnacht bij 37°C

Voeg 24l pACYC18targetl aan 40ul competente DG1/pBADAMARBC
Doe het mengsel in de op ijs gezette elektroporatiecuvette

Zet de cuvette in de elektroporator

Elektroporeer od 800V door 2xte duwen

Breng 1ml SO@edium bij de cellen
Laat 1uur schudden bij 37°C
Plaat 1@, 101, 102 en concentraat uit op LB+Amp1lo&20

O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOOo

Zuiver het construct op door enkekolonies over te platen op EBmp100#¢c20
A Pik enkele afzondéjke kdonies op met eeiandenstoker
A Los elke kolonie op in 100pl saline
A Ga met een sterielentoog in de oplossing en strijk over de verdeelde agarplaten
LB+Amp100+Tc20

- Sequentieanalyse op DG1/pBADAmABC+pACY C18targetl

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen

0 Maak een verdunning van de primé&raC_Sall_Fw, pBAD5, pBADRJ rc99RItAF,
pPTrc99RItAR,pTrc99RIB-F, pTrc99RIitB-R,pTrcI9RItGFen pTrc99RitGRvan 5uM
door 5pl primer met 195pl mQ aan te lengen

0 Voeg 5pl verdunde primer toe aan 5ul plasmide pACY-&i§ét1 van 100ng/ul

Kleefde sticker met barcode op het epje

0 Bewaar hij-20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden niEkcrogen
(Nederland)

o
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3.2.6pACYC1l84arget2 inE.coliDG1/pBADAMptABCbrengen
Zie 3.2.5maar vervang pACYCZ&xgetl door plasmide pACYCledget?2.

3.3 Constructe donorstanmen

3.3.1Donorstam MFDpir/pSF100Km
3.3.1.1 Materiaal

Materiaal of product Doel

WIZARD PLUS SV Miniprep DNA purification systen Plasmideextractie pSF106m

3.3.1.2 Protocol
Ontdooi donorstam MFpir/pSF108Kmuit vlioeibare stikstof
Plaat met een entoofacteriéle stam uit op LB+Km50+DAP0,3mM
Ent enkele kolonies over in 4ml vioeibaarmhBdium met 4uKmen 8ul DAP
PlasmideextractiepSF10&Kmmbv. miniprep (WIZARD PLUS SV Miniprep DNA purification
system)

0 Zie 3.2.1.2 plasmidextractie DG1/pBADAMpPABC

3.3.2Donorstam MFRir/ pD32-Km

3.3.2.1 Constructiecompetente recipiéntstanmMFDpir
3.3.2.1.1 Materiaal

Materiaal of product Doel

Gekoeldecentrifuge Eppendorf type| CompetenteE.colDGYpBADAmMptABCop 4°C houden

5424R wanneer op te zuiveren

Gekoelde centrifuge Beckmavanti | Grotere volume$.coliDG1/pBADAMitABCop 4°C

J30I centrifugeren

Glycerol (10%) Verhoogd de dichtheid vak.coliDG1/pBADAmMtABCom
gemakkelijk op80°C te kunnen bewaren

SOBY SRA dzY o1 I y I K| E.coligemakkelijker competent maken door het laag
zoutgehalte

Meso-2,6-Diaminopimeliacid(DAP) | Essentieel aminozuur voor de groei van MED

3.3.2.1.2 Protocol
Maak 10ml 0,15M geconcentreerde stockoplossing van diaminopimeliur(DAP)
0 Weeg 85,3ngDAPaf
0 Leng aan metOml HCI (1M)
0 Meng de oplossing goed en laat even staan
o0 Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit
Maak LBmedium met 0,3mM DAP
0 Zie 3.2.1.2 Liedium en voeg hieraan 2ml DAP 0,15M toe.
Uitplaten van MFPir op LB+DAP
0 Strijk met behulp van een entoog stamkolonies van piF@p LBmedium met DAP
o Plaats de uitgestreken plaat in de broedstoof van 37°C
MFDpir competent maken
0 Zie 3.2.1.2 Competent maken vB&1/pBADAMABCmaar maak een startcultuur van
SOBmedium+ DAPBmMM
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3.3.2.2 ConstructiepDS.32-Km
3.3.2.2.1 Materiaal

Materiaal of product

Doel

Thermocycler

PCR op vector pDS132, pSFK@®en
PACYC18&m

Heatblock 22°C en 37°C

Optimale temperatuur creéren voor
restrictieeenzyme en ligase

Chemisch competentgirl-cellen

Behoudtplasmide stabiel

Fast Digest buffer

Optimale conditie creéren voor Fast Dige
enzyme

Restrictieenzyme Sacl met herkenningsplaats
GAGCT~C

Openknippen vector pDS132

Restrictieenzyme Spel met herkenningsplaats
ANCTAGT

Controle oriéntatie Kntasette

PCRleanup WIZARD SV Gel and PCR &lgasgystem

PCRcomponenten uit het PGRroduct
verwijderen

Ethanol (99%)

Oplosmiddel voor stockoplossing

/ Kt 2Nl YLIKSY A O2t xpy:

$%

Selectie vark.colipirl met enkel plasmide
pDS132

Kanamycine

%

Selectie vait.colidie de Kmcasette
bevatten

PrimerFw_pDS.32 _pir:
ATCGGCATAACTAGTCGATCCTTTTTAACCCA

AmplificatiepD3.32xSacl met blunt end

Primer RvpDS.32 pir:
ATCGCGGCATTATGATCACAAATTGTTATCCGCT|

AmplificatiepD3.32xSacinet blunt end

PrimerFw_K3pir: ATCGGCATAACGTCCATAATG

Amplificatie IrKmlr zonder flankerende
NBEIA2Qa -KiaA & LI Cmnn

PrimerRv_2_K3pir: CGTCTGTCGGAGGCTGGTTTI

Amplificatie IrKmlir zonder flankerende
NBEIA2Qa -KiaA & LI Cmnn

Primer Rev_Km_upstream: AGATTGTCGCACCTG/

De ligatie van de link#ank van Km
casette palindroodRKmIR bepalen

Primer Rev_Km_downstream:
GGTTGTATTGATGTTGGACG

De ligatie varde rechteflank van Km
casette palindroodRKmIR bepalen

Sticker met barcode van £5&q

Herkenningscode voor firma £&q

PrimerK31FOR_EcaRI ' YLX ATAOFGAS LNNYL
TTGTGAATTCGACCCGAAGCGTCCAGACT uit pSF10eKm
Primerk31REV_Pstl I'YLX ATAOFGAS LNNYL
ATTACTGCAGCTTCAACGTCGATCAATGCG uit pSF10eKm

PrimerFw_2_pDS132ir:
ATAATCCGGATCGCGGCATTATGGACGTTATGCH
GCCATAACTAGTCGATCCTT

Amplificatie pDS132 x Sacl zodat perfeci
ligatie met het IrKmhnsert mogelijk is

PrimerRv_2 SD132
CCATGCGGCATAATCCGGATCGCGGCATTATGA
TTGTTATCCGCTCA

Amplificatie pDS132 x Sacl zogdatfecte
ligatie met het IrKmhnsert mogelijk is

Primer Fw_2K31 pir:
GCCGCATGGCGCTGC

Amplificatie IrKmIR zonder flankerende
NEIA2Qa diKinlr vidarbij dd ™

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen
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primer delRsequentie bevat

Primer Rv_2K31 pir: Amplificatie IrKmIR zonder flankerende
CGTCTGTCGGAGGCTGGTTTT NEIA2Qa daiKinlr vidarbij dé ™
primer delRsequentie bevat

3.3.2.2.2 Protocol

Maak 10mlan 1000xgeconcentreerde stockoplossing viemnamycine 50mg/ml
0 Weeg500mgkanamyine af
o0 Leng aan met 10nmhQ
0 Meng de oplossing goed en laat even staan
o0 Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit
Maak 10mlan 1000xgeconcentreerde stockoplossing vamoramphenicol 30mg/ml
0 Weeg300mg chloramphenicohf
0 Leng aan met 10ndthanol (99%)
0 Meng de oplossing goed en laat even staan
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit
Maak LBmedium met 50ug/ml kanamycine en 30ug/ml chloramphenicol
o0 3.2.1.2 B-medium en voeg hierb§00ul stockoplossing kanamycine en 500pl
stock@lossing chloramphenicol
Maak LBmedium met 0,3mM DAROug/ml kanamycine en 30pg/ml chloramphenicol
0 Zie 33.2.2.2 LBmediummet 50ug/ml kanamycine en 30ug/ml chloramphenieol voeg
hieraan1lml DAP 0,15M toe.
Restrictie vectopDS132 x SaEhst Digest
0 Maak een reactiemix:

Voor 1 reactie

21ul plasmideDNA pDS13200ng nodig)
10pl Fast Digest buffer (10x)

6ul Fast Digest Sacl enzyme

13l nucleaserrij mQ

0 Incubeer luur op 37°C

0 PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Cléaisystenvan pDS132xSacl
A Zie3.2.1.2PCR cleanp ritABC

0 Bewaar op20°C

- PhusionPCR quDS132 x Sacl
0 Maak een verdunning van 20uM van primé&w_pDS132ir en Rv_pDS133ir door
5ul primer aan te lengen met 45ul mQ
0 Maak een mastermix:
Voor 1 reactie

Mxf Rb¢CtQa omnYabo
10pl buffer(5x)

1,5pl primerFw_pDS132ir

1,5pl primerRv_pDS132ir

0,5ul Phusion polymerase

34,5u mQ

0 Voeg aan iedere reactie 1ul plasmide DNA toe van 100ng/ul
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o Plaats in de thermocyler en stel volgende condities in:

2min 98°C

10sec | 98°C

30sec | 65°C | 30cycli
3min30 | 72°C

12min | 72°C

K 4°C

- PCRranIr-KmR uitPSEOO-Km
0 Maak een verdunning van 20uM van priméfe_K3pir en R/_2_K3bpir door 5l
primer aan te lengen met 45ul mQ
0o Maak een mastermix:

Voor 1 reactie

Mkt Rb¢tQa omnYabo
5ul buffer (103

1,5ul primerFw_K3bpir

1,5ul primerRv_2_ K3bir

1ul Dreamtagpolymerase

34,5ul mQ

0 Voeg aan iedere reactie 1ul plasmide DNA toe van 100ng/ul
o Plaats in de thermocyler en stel volgende condities in:

5min 94°C

30sec | 94°C

30sec | 42°C | 30cycli
3min 72°C

10min | 72°C

K 4°C

- PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Clgasystenvan IRKmIR en pDS132xSacl
0 Zie3.2.1.2PCR cleanp ritABC

- Bluntendligatievan [rFKmIRvan PCRroduct van pDS132xSacl
0 Maak een reactiemix:

Voor 1 reactie

2ul plasmidDNA pDS13&ac(100ng nodig)

4ul insertDNAr-Kmtr (400ng nodig)

2ul T4 DNAligase buffer

2ul PEG

5ul T4 ligase

5ul nucleasevrij water

0 Incubeerovernacht op 22°C
0 Bewaar op20°C

- Chemische transformatipDS132rKmir in pirl
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o

Verwarm een waterbadp 42°C

Ontdooi chemisch competge pirl op ijs erhoudt de cellen hieop

Breng 2- 4ul (afhankelijk van de DNéoncentratie bepaald met Trinean Xpose
UV/VIS readenan plasmidgpgDS132rKmlrbij 40pulpirl

Houdt het mengsel van plasmide pinl 30s in het waterbad van24C

Zet onmiddellijk weer op ijs

Breng 1ml SO@edium bij de cellen

Laat 1uur schudden bij 37°C

Plaat 1@, 10-1, 102 en concentraat uit op LBKmM50 + Cm30

Overnacht bij 37°C

o O

O OO 0O O0oOOo

Zuiverongeveer 20 opgegroeiddoloniesop LB+Km50EnB30
o Pik20afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker
0 Los deze op in 100ul saline
o Pik met een entoog wat suspensie op
0 Strijk met de entoog over LB+Km&Hw30
Maak preculturen van de 2firl-kolonies met pDS13Bm
o0 Ent een kolonie van de laatste opgezudeplaat metMFDpir/pDS132Km in 4ml LB
+ 4ul Km50 + 4ul Cm30
o Overnacht bij 37°C
Plasmideextractieuit pirl/pDS132Km
0 Zie 3.2.1.2 plasmidextractie uit DG1/pBADAmMABC

Restrictie vectopDS132 6pd Fast Digest
0 Maak een reactiemix:

Voor 1 reactie

6l plasmideDNA pDS132m(400ng nodig)
10pl Fast Digest buffer (10x)

6ul Fast Digest@l enzyme

28ul nucleasevrij mQ

0 Incubeer luur op 37°C

0 PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Cléaisystenvan pDS132xSacl
A Zie3.2.1.2PCR cleanp ritABC

0 Bewaar op20°C

- Geldektroforese 120V grote gel gedurende 4u
0 Weeg 2,5g agarose en voeg 250ml-bBter toe
Laat koken in de microgolf tot alles goed opgelost is
Laat afkoelen tot de agarose handwarm is
Voeg 12,5ul Gelred toe en meng
Giet de gel in een groteay enplaats kammetjes
Laat de gel stollen
Plaats de gel in een grote buffertank
Doe 4pul van elk staal in een dye dot en pipetteer in de slotjes
Laad aan iedere zijde van de gel 2pl 1kb plus ladder
Laat de gel lopen gedurende 4u op 120V
Plaats de gel ondey\Alicht

O OO0OO0OOOOoOOOoODOo

- Sequentieanalyse op pDS132m
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0 Maak een verdunning vaprimer Rev_Km_upstream en Rev_Km_downstrezan
5uM door 5ul primer met 195ul mQ aan te lengen

0 Ontdooi deplasmidenpDS132ZKm (constructl) met juiste oriéntatie en één met
foute oriéntatie ter controle

0 Voeg 5plverdunde primer toeaan 5l plasmideDS132ZKmvan 100ng/pl(steeds 1

primer per plasmide)

Kleef de sticker met barcode op het epje

0 Bewaar bif20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen wordearMacrogen
(Nederland)

o

Indien de segentie-analyse niehet gewenste resultaat levedoe PhusioRCR/an IRKmIR uit
PSEOO-Kmmet primersK31FOR_Eco®h K31REV_Ps#n stel volgende condities in:

2min 98°C

10sec | 98°C

30sec | 67°C | 30cycli
1min30| 72°C

12min | 72°C

K 4°C

PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Cléaisystenvan IRKmIR
0 Zie 3.2.1.2 PCR cleap ritABC
Bluntendligatievan IFKmR vann pDS132 x Sacl
0 Zie 3.3.2.2.2. Blurénd ligatie I#Kmr in PCRproduct van pDS132 xSacl
Chemische transformatipDS132rKmir inpirl
0 zie pDS132rKmIR (construct 1)
Zuiverongeveer 20 opgegroeiddoloniesop LB+Km50&m30
o Pik20afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker
0 Los deze op in 100ul saline
o Pik met een entoog wat suspensie op
0 Strijk met de entoog ovdrB+Km50&m30
Maakeenprecultwr van2 pirl-kolonies met pDS13Bm(construct2)
o0 Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat pndipDS132Km in 4ml LB +
4ul Km50 + 4ul Cm30
o Overnacht bij 37°C
Plasmideextractie uitpirl/pDS132Km
0 Zie 3.2.1.Dlasmideextractie uit DG1/pBADAmMMPABC
Sequentieanalyse op pDS132m
0 Zie 3.3.2.2.2 sequentianalyse op pDS132m

Indien de sequentianalyse niehet gewenste resultaat levert doe Phust@R/an IRKmIR uit
PACYC18KKmIr met primers Fw_2_ K3diren Rv_2 K3lpirK3lenPhusioCR/an pDS132 x Sacl
enstel volgende condities in:

Ir-Knmlr pDS132 x Sacl
5min 98°C 5min 98°C
10sec | 98°C 30sec | 98°C
30sec | 70°C | 30cycli| 30sec | 64°C | 30cycli
1min30| 72°C 3min 72°C
10min | 72°C 10min | 72°C
K 4°C K 4°C
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- Controle met gelelektroforese 70V gedurende 45min
0 Zie 3.2.1.2 GelelektroforegBADAMAtABC
- PCR cleanp met WIZARD SV Gel en PCR Clgaisystenvan IRKmIR
0 Zie 3.2.1.2 PCR cleapritABC
- Bluntendligatievan IFKmRin pDS132 x Sacl
0 Zie 3.3.2.2.Bluntend ligatie IfKm-r in pDS132xSacl
- Chemische transformatipDS132rKmlr inpirl
0 zie pDS132ZKmIR (construct 1)
- Zuiverongeveer 20 opgegroeidéoloniesop LB+Km50€m30
o Pik20afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker
0 Los deze op in 100ghline
o Pik met een entoog wat suspensie op
0 Strijk met de entoog over LB+Km%»30
- Maakeenprecultwr vande 20 opgezuiverdpirl-kolonies met pDS13Bm(construct3)
o Ent kolonisvan de laatste opgezuiverde plaat m@t/pDS132Km in 4ml LB + 4l
Km50 + 4l Cm30
0 Overnacht bij 37°C
- Plasmideextractie uitpirl/pDS132Km
0 Zie 3.2.1.2 plasmidextractie uit DG1/pBADAmMABC
- Resctrictie pDS13m (construct3)x SpeFast Digest
0 Zie 3.3.2.2.2 Restrictie pDS1Reh(constructl) x Spel Fast Digest
- Gelektroforese 20V grote gel gedurende 4u
0 Zie 3.3.2.2.2 Gelelektroforeseatrict pDS13Xm (constructl)
- Sequentieanalyse
0 Zie 3.3.2.2.2 Sequentanalyse pDS13Bm (construct 1)

3.3.2.3 PlasmidepDS.32-Km in elektrocompetente MFPir elektroporeren
3.3.2.3.1 Materiaal

Materiaal of product Doel
Elektrocompetente MFpir Elektroporatie pDS13Rm met juiste oriéntatie en ligatie
Elektroporator Stroomimpuls geven zodgiorién in de celwand van de

competente bacterie gevormd worden en DNA binnenstroomt

Elektroporatiecuvette 0,1cm | Stroominpuls doorgeven tussete elektrodes waartussen het
mengsel van plasmide éviFDpir zich bevindt

3.3.2.3.2 Protocol
- Maak LBmedium met 0,3mM DAP en 50ug/ml kanamycine en 30ug/ml chloramphenicol
0 Zie 3.2.1.2 Linedium en voeg hieraan 2ml DAP 0,15M, 1ml kanamycine 50ug/drinén
chloramphenicol 30ug/ml toe
- pDS132 met Km in juiste oriéntatie elektroporeren in elektrocompetente pitF-D
0 Zie 3.2.5.2 Elektroporatie pAG¥(Eget 1 en 2 in competente DG1/ABAMpitABC
maar voeg nu 24ul pDS13Km (construct3) met juiste oriéntatie en ligatie bij 40pl
competente MFPir
o Plaat 16, 10", 10% en concentraat uit op LBBAP0,3mM+Km50+Cm30
Overnacht bij 37°C
0 Zuiver het construct op door enkele kolonies ovepla&en op LB+Ampl00+Tc20
A Pik enkele afzonderlijke kolonies op met een tandenstoker
A Los elke kolonie op in 100pl saline
A Ga met een steriele entoog in de oplossing en strijk over de verdeelde
agarplaten LB+ DAPO,3mM+Km50+Cm30

(@]
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3.4 Inductietest arabinose
3.4.1Materiaal

Materiaal of product Doel

Microplate reader BMG labotech Clariostar | Optische densiteit meten

96-well plaat Snel een 2elige verdunningsreeks maken

Luchtdoorlatende folie voor een 98ellplaat | Besmetting voorkomen en aérobie toelaten

DI N} 0AY2a&S Xy Induceren pBABromotor op vector
pBADAMptABC

3.4.2Protocol

- EntE.colDG1/pBADAMM@ABCIin LB+Amp100 en schud overnacht op 37°C
- Maak 10ml stockoplossing van arabinose (1M of 15,013%)

(0]

(0]
(0]
(0]

Weeg 1501,3mg arabinose af

Leng aan met 10mI mQ

Meng de oplossing goed en laat even staan

Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit

- Maak een elige verdunningsreeks van arabinose in eemw@plaat

(0]

(0]
(0]
(0]
(0]

Doe 100ul mQ in iedere well, behalve in rij 1 waar 195ul mQ in moet

Voeg aarrij 1 5ul stockoplossing van arabinose toe en pipetteer op en neer
Neem van rij 1 100ul, breng over in rij 2 en pipetteer op en neer.

Neem weer 10Ql van rij 2, breng over in rij 3 en pipetteer op en neer.

Doe dit tot de laatste rij waarbij 100ul uit &iR verwijderd wordt zodat in iedere well
100ul arabinos@plossing is

- VoegE.coliDG1/pBADAMitABCtoe

(0]
(0]
(0]

(0]

Doe 10ml LBnedium in een petriplaat

Voeg hieraan 10pl ampicilline (100mg/rde

Voeg 200ul inoculurdG1/pBADAMtABCtoe en meng de oplossing dooret een acht
op tafel te bewegen

Breng in iedere well 100/ beginnen bij rij 12 waarbij zich de laagste
arabinoseconcentratie bevindt

- Breng een luchtdoorlatende folie aan op de wellplaat
- Meet de optische densiteit (Ofgy) gedurende 30uur iedere 10min demicroplate reader
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3.5 Conjugatie donoren acceptorstammen
3.5.1Conjugatie DG1/pBADAmMBABC+ pACYC18target 1 en
MFDpir/pSF100Km

3.5.1.1 Materiaal

Materiaal of product

Doel

np>Y FAf GSNI LI L

Cellen dwingemp de filter te blijven maar toch medium door
defilter laten doordringen

Ethanol Ontsmetten pincet
Pincet Oppikken van filterpapier
Saline Preculturen wassen om antibiotica te verwijderen

Oplossen van transconjuganten

Primer Rev_Km_upstream:

Sequentieanalyse ter controle van démcasette of deze

AGATTGTCGCACCTGATTG aanwezig is

Primer Rev_Km_downstream: Sequentieanalyse ter controle van de Koasette of deze
GGTTGTATTGATGTTGGACG | aanwezig is

Primer Ampli_tet3out: Controle targetisequentiewat hiermee gebeurt is
TCAGGGACAGCTTCAAGGAT

Hektrocompetente MFPir cellen

Elektroporatie transconjugant plasmide ter controle van het
aantal transconjuganten die nog plasmide pSFK@Daanwezig
hadden

3.5.1.2 Protocol

- Maak LBmedium met 0,3mM DABn arabinose 0,1%
0 Zie 33.1.1.2 LBmedium met 0,3mM DAEBnN voeg hieraan 3,33ml arabinose met
een concentratie van 15%
- Maak LBmedium met 50ug/ml kanamycine en 20ug/ml tetracycline
0 Zie 3.3.12 LBmedium en voeg hieraab00ulkanamycine van 50ug/ml en 500ul
tetrcatcylinemet een concentratie vagOpg/mi
- Precultuen DG1/pBADAMBABC+ pACYC18drgetl
o0 Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met DG1/pBADARBG+
pACYC18thargetl in 4ml LB + 4ul Amp100 + 4pl Tc20
o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met DG1/pBADARBE+
pACYC18targetl in 4ml LB + 4ul Amp100 + 4ul Tc20 + arabinose 0,1%
o Overnacht beide preculturen bij 37°C
- PreculturenMFDpir/pSF106Km
o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat MEDir/pSF108Km in 4ml

LB + 4ul Km50

o Overnacht bij 37°C

- Preculturen wassen

0 Doe 1ml van elke precultuur in een epje en centrifugb®in op max. snelheid

O O O 0o
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Giet het supernatans weg

Voeg 1ml saline toe en vortex goed
Centrifugeer op max. snelheid

Giet het supernatans weg

Los de pellet op in 1ml LB
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