
 
 

Professionele Bachelor Agro- en Biotechnologie 

Biotechnologie 

Bachelorproef academiejaar 2014-2015 

 

FUNCTIONELE KARAKTERISERING VAN 
RECOMBINASE IN TRIO (RIT) ELEMENTEN 

Nadèche Geuens 

Promotoren: 

Dr. Ir. Rob Van Houdt 
Dr. Elke Clynen 

{/Yω/9b 
Hogeschool PXL 

 



 

 
 

 



 
 

Professionele Bachelor Agro- en Biotechnologie 

Biotechnologie 

Bachelorproef academiejaar 2014-2015 

 

FUNCTIONELE KARAKTERISERING VAN 
RECOMBINASE IN TRIO (RIT) ELEMENTEN 

Nadèche Geuens 

Promotoren: 

Dr. Ir. Rob Van Houdt 
Dr. Elke Clynen 

{/Yω/9b 
Hogeschool PXL 

 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen  
Nadèche Geuens 

Dankwoord 
Als student Agro- en Biotechnologie aan de hogeschool PXL te Diepenbeek is het de bedoeling om in 
het derde jaar tijdens een stageperiode van 64 dagen een bachelorproef uit te werken. De 
bachelorproef kadert binnen de specialisatie cel- en gentechnologie van de opleiding met als 
ƻƴŘŜǊȊƻŜƪǎǘƻǇƛŎ άOnderzoek naar de metaalresistente bacterie Cupriavidus metallidurans CH34έ Řat 
lopend is op SCKωCEN onder begeleiding van Dr. Ir. Rob Van Houdt. 

 
Vermits het voorgaande project άPhylogeny and organization of recombinase in trio (RIT) 
elementsέ ǳƛǘƎŜǾƻŜǊŘ ŘƻƻǊ bƛŎƻƭŜ wƛŎƪŜǊ ƴƛŜǘ ǾƻƭƭŜŘƛƎ ōŜšƛƴŘƛƎŘ Ŝƴ ŀŦƎŜǊƻƴŘ ǿŀǎΣ ƛǎ Řƛǘ ǇǊƻƧŜŎǘ ŜŜƴ 
vervolg hierop. In dit werk zal dan ook getracht worden het recombinatiemechanisme en de rol van 
deze RIT-elementen te achterhalen. 
 
Door zelfstandig aan dit onderwerp te werken, is het duidelijk geworden dat er zich in de praktijk 
veel onverwachtheden kunnen voordoen. Niet alles verloopt zoals het voorzien is in de theorie. Zo 
werden de transformaties en conjugaties meermaals uitgevoerd om tot een goed resultaat te komen. 
De moeilijke momenten tijdens dit project waren dan ook voornamelijk het zoeken naar oplossingen 
wanneer een experiment mislukte of niet de gewenste resultaten opleverde, alsook het schrijven van 
de literatuurstudie en het zoeken naar de optimale inductiecondities. 
 
Via deze weg willen ik dan ook zowel mijn externe en interne promotor Dr. Ir. Rob Van Houdt en Dr. 
Elke Clynen bedanken voor alle geboden hulp. Ze stonden mij steeds met raad en daad bij, zowel bij 
het theoretische gedeelte van de bachelorproef, als tijdens het praktisch werk om mij op de goede 
weg te zetten.  

Daarnaast ook een woordje dank aan {/Yω/9b om mij de laboratoria en het labomateriaal ter 
beschikking te stellen. Bovendien wil ik mevrouw Ann Provoost en Drs. Kristel Mijnendonckx 
bedanken om mij te begeleiden tijdens de praktische handelingen in het labo. 
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Samenvatting 
Tijdens deze bachelorproef wordt er getracht het recombinatiemechanisme alsook de -rol van 
Recombinase in Trio (Rit) elementen te achterhalen. RIT-elementen zijn een type mobiele elementen 
die recent werden vastgesteld in de metaalresistente bacterie C.metallidurans CH34. In dit project 
wordt zowel in vivo als in vitro het recombinatiemechanisme van het mobiele RITKm-element K31 
afkomstig van stam K31 Caulobacter sp. achterhaald.  
 
Om in vivo recombinatie mogelijk te maken wordt een conjugatiesysteem ontwikkeld zodat het 
donorplasmide waarin het mobiele RITKm-element K31 geïntegreerd is, overgebracht kan worden 
naar een acceptorstam met het dubbelplasmidesysteem van pBADAmpritABC en pACYC184-target. 
Wanneer de pBAD-promotor op pBADAmpritABC wordt geïnduceerd, worden de genen ritABC tot 
expressie gebracht om recombinases te vormen. Deze enzymen zorgen voor excisie van insert RITKm 
vanuit pDS132-Km of pSF100-Km en integratie in de insertiesequentie van pACYC184-target. Het 
conjugatiesysteem kan pas tot stand gebracht worden dankzij de ontwikkeling van plasmiden. Om 
donorplasmide pDS132-Km te construeren wordt achtereenvolgens zowel insert RITKm als 
opgeknipte vector pDS132 geamplificeerd tijdens een PCR, geligeerd met elkaar en geselecteerd op 
kanamycine en chloramphenicol. De plasmiden pSF100-Km en pDS132-Km worden uiteindelijk in de 
conjugatieve donorstam E.coli MFDpir getransformeerd. Als acceptor wordt E.coli DG1 gebruikt die 
een dubbelplasmidesysteem van pBADAmpritABC en pACYC184-target bevat. Om pBADAmpritABC te 
construeren worden genen ritABC geamplificeerd uit vector pACYC184-ritabc om vervolgens via PCR, 
restrictie en ligatie het RIT-element in vector pBADAmp te brengen. pACYC184-target1 en -target2 
worden geëxtraheerd uit andere stammen om deze te transformeren in competente E.coli 
DG1/pBADAmpritABC en te selecteren op ampicilline en tetracycline om acceptorstammen 
DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target1 en -target2 te bekomen. Uit een sequentie-analyse kon 
niet met zekerheid besloten worden dat het construct in orde was. Verschillende conjugaties met 
pre-inductie van acceptorstammen E.coli DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target en DG1/pTrc99-
K31ritABC + pACYC184-target worden uitgevoerd. De transconjuganten worden geselecteerd op 
tetracycline en kanamycine zodat enkel het targetplasmide met geïntegreerd RITKm-element 
behouden wordt. Een PCR en sequentie-analyse van de targetsequentie bepaalt of recombinatie van 
het insert heeft plaatsgevonden of niet, zonder positief resultaat. 
 
Om een in vitro eiwitanalyse uit te kunnen voeren worden de recombinases die uit ritC tot expressie 
komen in E.coli BL21 aangemaakt. Om het eiwit maximaal tot expressie te brengen wordt een 
speciaal expressieconstruct vector pLATE52 ontwikkeld. Nadat de optimale inductiecondities bepaald 
zijn, wordt het eiwit uit het lysaat geëxtraheerd om via SDS-PAGE te controleren of het gewenste 
eiwit voldoende aanwezig is. Om enkel de recombinases te bekomen, wordt een zuivering uitgevoerd 
en gecontroleerd via SDS-PAGE. Het resultaat van deze analyse was negatief omdat er een ander 
eiwit in het extract overbleef terwijl het gewenste eiwit van ritC tijdens de wasstap mee geëlueerd is. 
 
Zowel in vivo als in vitro konden we het recombinatiemechansime niet bepalen. In de toekomst 
moeten zowel de plasmideconstructen als de inductiecondities verder geoptimaliseerd worden om 
uiteindelijk het mechanisme van insertie en integratie van het mobiele RITKm-element te 
achterhalen. 
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1 Inleiding 
Ψ9ȄǘǊŜƳŜΩ ƻƳƎŜǾƛƴƎŜƴΣ Ȋƻŀƭǎ ȊǿŀŀǊ ǾŜǊǾǳƛƭŘŜ ōƻŘŜƳǎ ǘŜ ǿƛƧǘŜƴ ŀŀƴ verontreinigingen door zware 
toxische metalen of radionucliden, vormen al enkele jaren een probleem voor het milieu en de 
gezondheid van de mens. Oplossingen vinden om de verontreiniging te reduceren is hierdoor een hot 
topic. Enerzijds kan bacteriële activiteit gebruikt worden om deze verontreinigingen aanzienlijk te 
verminderen, anderszijds kan deze verontreiniging ook een effect hebben op het metabolisme en 
adaptatievermogen van de bacteriën. Dit project staat in het bijzonder in relatie met de toenemende 
recombinatieactiviteit in vervuilde omgevingen. 

Meerdere klassen van mobiele genetische elementen die het adaptatievermogen van bacteriën 
beïnvloeden, werden reeds door verschillende onderzoeksgroepen gekarakteriseerd. .ƛƧ {/Yω/9b is 
de gramnegatieve bacteriële stam Cupriavidus metallidurans CH34 ontdekt die 
resistentiemechanismen tegen zware metalen bezit. Door de volledige genoomsequentie van C. 
metallidurans te ontrafelen, is ontdekt dat type CH34 een erg dynamisch en complex genoom heeft 
ontwikkeld, met verschillende mobiele genetische elementen waaronder de recombinase in trio 
(RIT)-elementen. Ook in andere meer voorkomende bacteriële genomen werden RIT-elementen 
teruggevonden, voornamelijk in de bacterieklasse Alphaproteobacteria. Hun mobiliteit en mogelijke 
impact op het gastheergenoom werd tot op heden niet gekarakteriseerd.  

Om in vivo de mobiliteit en exacte rol en het recombinatiemechanisme van RIT-elementen te 
achterhalen is de ontwikkeling van een geschikte proefopstelling met verschillende 
plasmideconstructen noodzakelijk. De in vivo proefopstelling bestaat uit een donorstam met een 
plasmide dat een selectiemerker bevat geflankeerd door de specifieke uiteinden van het RIT-element 
en een recipïentstam met een expressiesysteem voor de recombinases en een integratiesequentie.  
Daarnaast is er de mogelijkheid om recombinatie in vitro te testen via de combinatie van 
opgezuiverde recombinase eiwitten en geschikte DNA templates. Beide methoden worden in dit 
project toegepast om het mechanisme van recombinatie te karakteriseren. 
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2 Literatuurstudie 
2.1 Bacterieel nucleoid 
Bacteriën vormen een domein van ééncellige, soms in kolonies levende micro-organismen. Een 
bacterie is een prokaryoot en heeft dus geen celkern waardoor het erfelijk materiaal rondzweeft in 
het cytoplasma. Hoewel DNA opmerkelijk simpel is, doet het dienst als opslagmolecule voor 
genetische informatie. Net als eukaryote cellen zijn bacteriële cellen ook hoog gestructureerd, zo 
vormt het DNA een compacte structuur samen met proteïnen gelegen in een pseudocompartiment, 
wat het nucleoid genoemd wordt. Het nucleoid is vergelijkbaar met de nucleus bij eukaryoten maar 
zonder het omgevende nucleaire membraan. Het DNA bestaat meestal uit één enkel chromosoom, 
vaak vergezeld van één of meer plasmiden, die eveneens genetische informatie bevatten [1].  

Net zoals het chromosoom zijn ook de kleinere DNA-moleculen supercoiled, waardoor ze de meest 
compacte structuren in de cel vormen. Plasmiden en chromosomen worden doorgegeven aan 
dochtercellen waarvoor ze eerst gerepliceerd dienen te worden. Een bijzondere eigenschap van 
plasmiden is de beweegbaarheid van de ene bacterie naar de andere [3].  

 

Figuur 1 Het bacteriëel chromosoom en plasmiden, weergegeven door een elektronenmicroscoop (EM). De plasmiden  
(zwarte pijlen) zijn de circulaire structuren die veel kleiner zijn dan het chromosomaal DNA. De cel (grote witte structuur) 
is voorzichtig gelyseerd zodat het DNA intact zou blijven  [1]. 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 11 
Nadèche Geuens 

2.1.1 Chromosoom 
Het grootste deel van het genetisch materiaal van bacteriën zit vervat in het chromosoom en bevat 
alle essentiële informatie om de bacteriële cel levend te houden. Het vervult verschillende functies 
als DNA-replicatie, chromosoomsegregatie en genexpressie. Voor prokaryote chromosomen is het 
kleinst bekende ongeveer 160 kilobaseparen (kb), terwijl het grootste ongeveer 10 000 kb groot is. 
Het chromosoom van de goed bestudeerde E.coli is cirkelvormig waardoor er geen begin en eindpunt 
is, maar er zijn een aantal soorten met lineaire chromosomen. Wanneer een chromosoom 
uitgestrekt ligt, is ƘŜǘ ȊƻΩƴ мллл ƪŜŜǊ ƭŀƴƎŜǊ Řŀǘ ŘŜ ƎŀǎǘŎŜƭ ȊŜƭŦ zoals in figuur 1 te zien is. Hierdoor 
wordt het duidelijk dat door het compact maken, het chromosoom in zijn kleine gastheer past [1] [2].  

Nucleoid-assiociated proteins (NAPs) die vergelijkbaar zijn met histonen in eukaryoten helpen de 
chromosoomstructuur te handhaven. Onder de NAPs worden verschillende eiwitten verstaan. Zo is 
er het eiwit HU (histongerelateerd proteïne) dat niet-specifiek bindt aan DNA en buigt waardoor het 
DNA zich rond het HU-eiwit wikkelt. Een andere eiwit integration host factor (IHF), waarvan de 
sequentie doet denken aan die van HU en dus evolutionair verwant is, vergemakkelijkt ook het 
buigen van de DNA-structuur maar doet dit door binding aan specifiek geconserveerde DNA-ǊŜƎƛƻΩǎΦ 
Een derde eiwit H-NS (histon-like nucleoid structuring), bindt aan A-T rijke gebieden in het DNA en is 
betrokken bij het samenpersen van DNA-structuur. Het is waarschijnlijk het belangrijkste DNA-
bindend eiwit dat het chromosoom organiseert omdat deze voor supercoiling zorgt  [2] [1] .  

Zoals aangetoond in figuur 2, is het chromosoom van E.coli verder gevouwen tot circa 50 lussen van 
ongeveer 100 000 basenparen. Dit verschilt voor andere bacteriefamilies omdat het aantal 
baseparen zeer sterk varieert. De supercoilde domeinen kunnen binnen dezelfde lus verschillende 
graden van supercoiling vormen. Het voorkomen van extracellulaire omgevingsfactoren (zoals bv. 
een hoge zoutconcentratie) en de manier van transcriptie kan de supercoiling van een gebied 
beïnvloeden. Op hun beurt kan de specifieke supercoiling van een gebied het vermogen van de cel 
om genen in deze regio tot expressie te brengen, beïnvloeden [2] [3].  

 

Figuur 2 Structurele organisatie van het chromosoom. (A) Ongevouwen cirkelvormig chromosoom van E. coli is voor 
eenvoud afgebeeld als een enkele lijn DNA hoewel een dubbelstrengige helix is. (B) Het chromosomaal DNA bevat 
gevouwen domeinen van DNA met bindende eiwitten. De eiwitten zijn weergegeven als zwarte cirkels. (C) supercoiling en 
andere interacties veroorzaken dat het chromosoom sterk comprimeert [2].  
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2.1.2 Plasmiden 
Een bacterieel nucleoid bestaat naast chromosomaal DNA en DNA-bindende eiwitten ook uit 
genetische elementen die zich onafhankelijk kunnen vermenigvuldigen, deze worden plasmiden 
genoemd. De meest gekende zijn circulair en dubbelstrengig en hebben ongeveer de grootte van 
1/20e van het gastchromosoom waardoor het enkel onder een elektronenmicroscoop (EM) kan 
worden waargenomen zoals in figuur 1 te zien is.  

Plasmiden dragen vaak genen die helpen bij het overleven van de bacterie zoals een gen voor 
antibioticaresistentie. Antimicrobiële resistentie treedt onder andere op wanneer een bacterie een 
mutatie in een gen heeft ondergaan dat gevoelig was voor de werking van één of meer 
antimicrobiële middelen. Deze genetische mutatie kan spontaan of door genoverdracht worden 
verkregen. Als gevolg hiervan is de bacterie ongevoelig voor het desbetreffend antibioticum. Het gen 
dat uiteindelijk verantwoordelijk is voor de resistentie tegen het antibioticum wordt het 
resistentiegen genoemd. 

2.1.3 Replicatie 
DNA-replicatie is het proces waarbij het DNA identiek gedupliceerd moet worden om het tijdens de 
celdeling (mitose) door te geven aan dochtercellen. Ook voor conjugatie tussen donor- en 
acceptorcel is replicatie noodzakelijk (zie 2.1.2.3). Ieder circulair DNA, zoals een bacterieel 
chromosoom en plasmiden heeft één enkele plaats waar DNA-synthese geinitieerd wordt, dit wordt 
de origin of replication genoemd. Replicatie kan van hieruit bidirectioneel gebeuren waardoor 
opnieuw dubbelstrengs DNA (dsDNA) gevormd wordt. Maar ook bij een rolling circle mechanisme dat 
gebruikt wordt door bacteriofaag DNA om enkelstrengs viraal DNA te repliceren, wordt er vertrokken 
vanuit de origin of replication. 

2.1.3.1 Bidirectionele replicatie 
Vanaf de origin of replication wordt de DNA dubbel-helix ontwonden dankzij het helicase enzyme dat 
in de richting van de replicatievork beweegt en single-strand binding proteins houden het DNA 
enkelstrengig [1]. 

Een belangrijke bemerking is dat de replicatie enkel plaatsvindt van het рΩ-fofaatuiteinde naar het оΩ-
hydroxyluiteinde. Op de leading strand ŘƛŜ Ǿŀƴ рΩ ƴŀŀǊ оΩ loopt, vindt DNA-synthese continu plaats 
dankzij het enzyme DNA-polymerase III terwijl op de complementaire lagging strand Ǿŀƴ оΩ ƴŀŀǊ рΩ 
de DNA-synthese discontinu gebeurt met behulp van kleine RNA-primers die gesynthetiseerd worden 
door het enzyme primase. Nadat de primers door primase ontwikkeld zijn, verplaatst DNA-
polymerase III het primase om bij een volgende stukje DNA een primer te ontwikkelen. 9Ŝƴ ǾǊƛƧ оΩ-
hydroxyluiteinde wordt voorzien waarna DNA-polymerase III deoxyribonucleotiden kan toevoegen 
tot aan de volgende primer. Hierna bindt DNA-polymerase I met exonuclease-activiteit die de RNA-
ǇǊƛƳŜǊ ǾŜǊǿƛƧŘŜǊǘ Ŝƴ ƴǳŎƭŜƻǘƛŘŜƴ ǘƻŜǾƻŜƎǘ ǘƻǘ ŀŀƴ ƘŜǘ ǾǊƛƧŜ рΩ-fosfaatuiteinde. Okazaki-fragmenten 
zijn de korte stukjes DNA gemaakt door DNA-polymerase III die aan elkaar gehecht dienen te worden 
door DNA-ligase [1] [4].  
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Figuur 3 Overzicht van de activiteiten in de replicatievork [4] 

Omdat de replicatie in bidirectionele richting gebeurt, zijn er twee replicatievorken aanwezig in één 
origin of replication wat wil zeggen dat er twee leadings en lagging strands zijn. Het hele 
replicatieproces wordt verduidelijkt in figuur 3 [1]. 

2.1.3.2 Rolling circle replicatie 
Plasmiden in replicatieve vorm (RF DNA of dsDNA) kunnen tijdens de conjugatie (zie2.2.4) enkel in 
enkelstrengs DNA-vorm (ssDNA) overgebracht 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 identiek aan de replicatie op een 
lagging strand bij bidirectionele replicatie waarbij gyrase de functie van helicase overneemt [1] [3]. 

Om RF DNA om te zetten tot ssDNA wordt het rolling circle replicatiemechanisme toegepast wat in 
een unidirectionele richting gebeurt zoals te zien is in figuur 4. De rollende cirkel ontstaat doordat 
endonuclease op één streng een knik maakt op de double-strand origin (DSO). Deze knik wordt 
gebruikt om synthese van een nieuwe streng te initiëren aan ƘŜǘ ǾǊƛƧŜ оΩ-hydroxyluiteinde. ssDNA 
binding proteins binden zodat DNA-polymerase deoxyribonucleotiden kan toevoegen. DNA-gyrase 
helpt bij de ontwinding van het supercoiled dsDNA. De DNA-synthese verloopt gelijkaardig aan de 
DNA-synthese op een lagging strand bij bidirectionele replicatie.  

Nadat een lineair gerepliceerde streng overgebracht is tijdens conjugatie kan opnieuw dsDNA 
gevormd worden doordat RNA-polymerase en DNA-polymerase III vanaf de enkelstrengs oorsprong 
(SSO) beginnen te repliceren [1] [5].  
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Figuur 4 Rolling circle replicatie [6] 
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2.2 Genetische transformatie 
Genetische transformatie is een proces waarbij naakt DNA zoals plasmiden in een recipiëntcel 
binnengebracht wordt en genetische wijzigingen aanbrengt. Door de aanwezigheid van een celwand 
(bij bacteriën, schimmels en planten) wordt een extra fysieke barrière gevormd voor de opname van 
DNA. Om een bacteriële cel vreemd DNA op te kunnen laten nemen is het noodzakelijk bij deze 
competentie te induceren of stammen te kiezen die deze eigenschap van nature aanwezig hebben. 
Na het competent maken, is het mogelijk door chemische of elektrische transformatie of conjugatie 
(2.2.4) vreemd en naakt DNA over te brengen naar een recipiëntcel  [7]. 

2.2.1 Competentie 
Een cel of bacterie die in staat is doorheen de celwand een molecule of DNA op te nemen, wordt 
competent genoemd. Er is een verschil tussen natuurlijke en geïnduceerd of kunstmatig competente 
cellen.  

2.2.1.1 Natuurlijke competentie 
Natuurlijke competentie komt enkel voor bij specifieke bacteriële stammen zoals bijvoorbeeld B. 
subtilis. Deze stammen hebben het genetisch gespecificeerde vermogen om zowel onder natuurlijke 
omstandigheden als in het laboratorium vreemd DNA op te kunnen nemen. In bijna alle natuurlijk 
competente bacteriën zijn bestanddelen van extracellulaire filamenten type 4 pili (een soort fimbria) 
betrokken bij het transformatieproces waarbij het DNA via DNA-translocase kan binnengebracht 
worden [1].  

2.2.1.2 Geinduceerde competentie 
Geïnduceerde of kunstmatige competentie daarentegen ontstaat wanneer cellen in 
laboratoriumculturen behandeld worden om ze tijdelijk permeabel te maken. Inductie van 
competentie bij deze bacterën is afhankelijk van het medium en het groeistadium van de cultuur. De 
groei of logfase waarin de bacterie zich bevindt heeft een belangrijke impact op de mogelijkheid tot 
de opname van vreemd DNA. Bacteriën in de groeifase zijn namelijk actiever en efficiënter om DNA-
beschadigingen te herstellen dan wanneer ze zich in de stationaire fase bevinden. Hierdoor gaat de 
voorkeur uit naar bacteriën die zich in de logfase bevinden om cellen competent te maken voor 
transformatie [8].  

Door de cellen na incubatie te resuspenderen in een ijskoude oplossing met tweewaardige kationen 
(CaCl2, MnCl2 of RbCl2) zwelt de celwand van de behandelde bacteriën op zodat factoren die vereist 
zijn voor de instroom van DNA gebonden worden aan het plasmamembraan. Dit proces induceert 
chemische transformatie zoals in 2.2.2 duidelijk wordt. Daarentegen kunnen de bacteriën na 
incubatie ook met ijskoud steriel water behandeld worden om ionen afkomstig van het medium rond 
de celwanden te verwijderen. Hierdoor wordt het proces van elektroporatie geïnduceerd zoals in 
2.2.3 duidelijk wordt  [9]. 

2.2.2 Chemische transformatie 
Bij chemische transformatie worden cellen in een CaCl2-oplossing bij 0°C geresuspendeerd. Onder 
deze omstandigheden zorgen de Ca2+-ionen voor de opening van poriën in het membraan. De 
positieve ionen helpen het negatieve DNA aan het celmembraan te binden waardoor de lading van 
het DNA gemaskeerd wordt en waardoor de doorgang door het hydrofobe celmembraan 
vergemakkelijkt wordt. Het DNA wordt in de cellen gedwongen door een korte hitte shock van 42°C 
waardoor een thermische stroom het DNA in de cellen meeneemt [8].  
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2.2.3 Elektroporatie 
Dankzij de blootstelling aan gepulseerde elektrische velden worden smalle poriën in het membraan 
van cellen gevormd. Wanneer DNA-moleculen of geneesmiddelen aanwezig zijn buiten de cel tijdens 
deze elektrische pulsen dan kunnen deze de cel binnenstromen doorheen de poriën. Dit 
transformatieproces wordt elektroporatie, elektropermeabilisatie of elektrotransformatie genoemd. 
Elektroporatie vereist gesofisticeerde stroomvoorziening zoals een elektroporator omdat 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 [1]. 

  

Figuur 5 Rankschikking van lipiden in een hydrofobe porie (links) en hydrofiele porie (rechts) [9] 

Elektroporatie is een meerstapsproces. Eerst en vooral is een korte elektrische puls nodig over het 
membraan van 300-400mV voor minder dan één milliseconde. Twee eigenschappen van een 
lipidendubbellaag van de celmembraan maken dat deze gevoeliger te beïnvloeden zijn door een 
aangelegd elektrisch veld: de ladingen of de elektrische dipolen van het lipidemolecuul en de 
tijdelijke permeabiliteit van de dubbellaag aan ionen. Moleculaire dynamica zorgt voor 
veranderingen in de conformatie van lipidemoleculen, herschikking en uiteindelijk verzwakking van 
de bilaag. Deze veranderingen gebeuren door eerst de bestaande hydrofobe poriën uit te breiden of 
nieuwe te creëren en ten tweede door het vormen van structureel stabielere hydrofiele poriën zoals 
in figuur 5 te zien is.  

De celsuspensie van DNA en cellen wordt tussen de twee elektrodes in een elektroporatiecuvette 
gebracht zoals figuur 6 weergeeft. Wanneer een elektrisch veld tussen de positieve en negatieve 
elektrode wordt aangelegd bewegen de ionen zich zowel intra- als extracellulair volgens hun lading 
naar de gewenste zijde van de bacterie. Dankzij de verplaatsing van de ionen verandert het 
membraanpotentiaal waardoor tijdelijke poriën gevormd worden en het DNA de cel kan 
binnenmigreren. Wanneer het elektrisch veld wordt stilgelegd, herstelt de cel het membraan 
waardoor de poriën verdwijnen [10]. 
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Figuur 6 Elektroporatieproces waarbij de verticale strepen de elektroden in de elektroporatiecuvette voorstellen, de rode 
bollen zijn de positieve ionen en de zwarte de negatieve ionen [13].  
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2.2.4 Conjugatie 
Bacteriële conjugatie is een proces van genetische tranfer waarbij cel-cel contact aan te pas komt 
zodat beide cellen een exacte kopie van het plasmide bekomen. Voor een conjugatie is een donorcel 
met het conjugatieve plasmide en een recipiëntcel (of acceptorcel) nodig. Dankzij dit proces zijn 
verschillende genetische kruisingen mogelijk omdat tal van plasmiden naar andere cellen gebracht 
kunnen worden. 

 

Figuur 7 De conjugatie met gentransfer tussen 2 stammen E.coli bekeken door een EM [12] 

Het conjugatieproces wordt gekenmerkt door de aanwezigheid van een specifiek plasmide bekend 
als een conjugatief plasmide. De conjugatieve plasmiden hebben een aparte en gespecialiseerde set 
van coderende gebieden waaronder de volgende:  

¶ Oorsprong van Transfer (OriT): In tegenstelling tot andere plasmiden hebben conjugatieve 
plasmiden een eigen oorsprong van overdracht, nl. de DSO of double-strand origin. Dit is een 
gespecialiseerd deel van het genoom waarbij één van de twee strengen van het circulaire 
plasmide-DNA geknipt wordt met een endonuclease om aan rolling circle replicatie te doen, 
vanaf het plasmide in de donorcel dat het gebied OriT bevat. Tijdens rolling circle replicatie 
(zie 2.1.2.1.2) wordt het uiteinde van een streng naar de donorcel vervoerd terwijl DNA-
polymerasen van de donor en acceptor een complementaire streng construeren om terug 
een cirkelvormig stuk plasmide DNA te creëren zoals in figuur 8 te zien is  [13]. 
 

¶ Transfergenen (tra): De activering van dit gen zet de transcriptie van verschillende 
plasmidegenen (en daarmee corresponderende eiwitten) op gang die άparingskenmerkenέ 
naar de ontvangende bacteriële cel vormen. Dergelijke opvallende kenmerken zijn onder 
andere: 

o groei van een sex pilus, een lang zweepachtige staart die wordt gebruikt om de twee 
cellen samen te haken, zie figuur 7. 

o fusie van de buitenmembranen om overdracht van genetisch materiaal te vormen 
o vorming van "oppervlakte-eiwitten" die de cel met het conjugatief plasmide 

verhindert te paren met andere conjugatieve plasmiden van zijn soort [13] 
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Figuur 8 Gentransfer door conjugatie tussen donor en recipiënt. 1 - Donorcel maakt sex pilus aan. 2 - Pilus hecht aan 
donorcel en hecht de twee cellen aan elkaar. 3 - In het mobiel plasmide wordt een knik gemaakt en één enkele streng 
van het DNA wordt overgebracht naar de donorcel. 4 - Beide cellen maken hun plasmide circulair, synthetiseren een 
tweede complementaire streng en reproduceren een pilus ; beide cellen zijn nu levensvatbare donoren [13].   

Het chromosoom van een donorcel is eveneens mobiliseerbaar maar dit wordt gereguleerd door het 
F-plasmide, dit is een episoom die kan integreren in het gastchromosoom en daardoor kan leiden tot 
de transfer van grote stukken chromosomaal DNA en zorgen voor genetische recombinatie tussen 
donor en recipiënt. Cellen met een F-plasmide worden F+ stammen genoemd terwijl stammen die 
dienen als recipientcellen voor het F-plasmide worden F- stammen genoemd.
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2.3 Genetische recombinatie 
Genetische recombinatie is het proces waarbij genetische elementen van twee gescheiden genomen 
bij elkaar worden gebracht. Dankzij dit mechanisme kunnen nieuwe combinaties van genen ontstaan. 
Wanneer genetische elementen bij elkaar gerecombineerd worden, is het mogelijke dat de bacterie 
hierdoor een nieuwe functie krijgt. Recombinatie kan leiden tot de adaptatie aan veranderende 
omgevingen [1].  

2.3.1 Site-specifieke recombinatie 
In het algemeen vinden bij recombinatie DNA-herrangschikkingen plaats tussen DNA-segmenten die 
erg vergelijkbaar zijn in sequentie. Hoewel deze herschikkingen kunnen leiden tot de uitwisseling van 
allelen tussen chromosomen, zal de volgorde van de genen op de interagerende chromosomen toch 
hetzelfde blijven. Site-specifieke of plaatsspecifieke recombinatie daarentegen kan de genvolgorde 
wel veranderen en daardoor nieuwe informatie toevoegen aan het genoom. Site-specifieke 
recombinatie verplaatst speciale nucleotidesequenties, genaamd mobiele genetische elementen, 
tussen (niet-)homologe plaatsen binnen een genoom. De beweging kan optreden tussen twee 
verschillende posities in het chromosoom maar ook tussen twee verschillende chromosomen of 
plasmiden [14].  

Plaatsspecifieke recombinatie kan verlopen via twee verschillende mechanismen die elk 
gespecialiseerde recombinatie-enzymen en specifieke DNA-sites vereisen. Het eerste mechanisme is 
transpositie en omvat gewoonlijk knipreacties op de uiteinden van de mobiele DNA-segmenten die 
ingebed zijn in het plasmide of chromosoom en bevestiging van die uiteinden in een van de vele 
verschillende niet-homologe target-sites. Conservatieve plaatsspecifieke recombinatie omvat de 
productie van zeer korte heteroduplexe verbindingen en vereist daarom een korte DNA-sequentie 
die hetzelfde is zowel op de donor als het doelwit DNA-molecule [14].  

2.3.1.1 Transpositie 
Transposon of transposabele elementen (TEs) zijn mobiele genetische elementen (MGEs) die in het 
genoom kunnen rondbewegen om selectief in te voegen op een target-site (of insertiesequentie) . 
Het transposon codeert voor het enzyme transposase dat nodig is voor de beweging van het element 
zelf, nl. de transpositie. TEs hebben de eigenschap steeds afgebakend te worden door inverted of 
direct repeat sequenties zoals te zien is in figuur 9. Inverted repeats (IR) zijn de korte verwante of 
identieke sequenties aanwezig in omgekeerde oriëntatie aan de uiteinden van transposable 
elementen. Direct repeats (DR) zijn identieke (of nauw verwante) sequenties aanwezig in twee of 
meer exemplaren in dezelfde oriëntatie in hetzelfde DNA-molecule en zijn niet noodzakelijk 
aangrenzend. Zowel inverted als direct repeats zijn belangrijk omdat ze dienst doen als 
herkenningssites voor transposase [15] [16] [17]  [14].  

 

Figuur 9 Organisatie van een transposable element [18] 
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Transposons worden in het chromosoom of plasmide enkel herkend door de IR-sequenties aan de 
uiteinden. Deze korte sequenties van ongeveer 20 nucleotiden lang bepalen dat het DNA tussen deze 
sequenties omgezet kan worden tot het bijzonder enzyme transposase. De knip-en-plakbeweging 
van het transposon van de ene chromosomale site naar de andere begint wanneer het 
transposasegen de twee inverted repeats met elkaar in contact brengt waardoor er een vorming van 
een DNA-lus is zoals in figuur 10 te zien is. Het inbrengen van de transposon in de insertiesequentie 
wordt gekatalyseerd door transposase en gebeurt op een specifieke plaats in het doelchromosoom 
(zie rode pijlen) waarbij de insertieplaats wordt gekenmerkt door een korte DR van de doelwit DNA-
sequentie [14].  

 

Figuur 10 Knip-en-plaktranspositie. Merk op dat er geen vereiste is voor de homologie tussen de uiteinden van het 
transposable element en de inbrengplaats [14].  

Omdat de onderbrekingen in de twee target DNA-strengen zijn versprongen (rode pijlen in figuur 10), 
zijn twee korte enkelstrengige openingen gevormd in het product DNA-molecule, één aan elk 
uiteinde van het ingevoegde transposon. Deze gaten worden door DNA- polymerase en -ligase van 
de gastheercel aangevuld om de recombinatie te voltooien waardoor er een korte overlapping van 
de aangrenzende target DNA-sequentie is. Deze flankerende direct repeat sequenties, waarvan de 
lengte verschillend is voor verschillende transposons dienen als geschikte merkers van voorafgaande 
transpositie [14].  
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2.3.1.2 Conservatieve site-specifieke recombinatie 

 

Figuur 11 Twee verschillende conservatieve site-specifieke recombinatiemechanismen [14] 

Een ander soort site-specifieke recombinatie is de zogenaamde conservatieve plaatsspecifieke 
recombinatie. Deze medieert de herschikkingen van andere typen mobiele DNA elementen. In dit 
systeem, breuk en verbinden plaatsvinden op twee speciale plaatsen, één aan elke deelnemend 
DNA-molecule. Afhankelijk van de oriëntatie van de twee recombinatielocaties (zie pijlen op figuur 
11) kan DNA-integratie, DNA-excisie of DNA-inversie optreden [14].  

Door een integratiereactie kan circulair DNA in een tweede DNA-molecule geïncorporeerd worden en 
door de omgekeerde reactie (nl. excisie) kan de oorspronkelijke DNA-cirkel het DNA-molecule 
verlaten en weer hervormen. Bacteriofagen verplaatsen zich zo in en uit hun gastheerchromosoom. 
Een tweede mogelijkheid is dat een specifiek DNA-segment in een chromosoom geinverteerd wordt 
[14].  

Site-specifieke recombinases kunnen twee dubbele DNA-helices op specifieke sequenties op elke 
DNA-molecuul breken en -herenigen op een reversibele manier. Ze hebben namelijk hetzelfde 
enzymsysteem dat twee DNA-moleculen verbindt en weer uit elkaar neemt voor het juiste herstel 
van de sequentie van de twee originele DNA-moleculen. Dit type recombinatie wordt daarom 
"conservatief" genoemd omdat het mechanisme erg kan verschillen [14].  

2.3.2 Recombinase in Trio 
Recombinase in trio (RIT) elementen zijn geconserveerde elementen bestaande uit drie TBSSRs 
(tyrosine gebaseerde site-specifieke recombinasen) met overlappende open reading frames (ORF). 
Een ORF is het deel van het leesraam bij de translatie van DNA dat geen stop codons bevat. ¢.{{wΩǎ 
zijn DNA-breaking-rejoining enzymen.  

De elementen werden veelvuldig gevonden in C. metallidurans en andere bacteriële genomen, die in 
staat zijn te overleven in erg vervuilde omgevingen zoals bij zware metaalstress. Ze spelen een 
belangrijke rol in het verplaatsen van mobiele genetische elementen (MGEs) waardoor een volledig 
nieuwe genetische pathway van metaalresistentie gevolgd kan worden [19] [22].  

Deze RIT-elementen worden als zelfstandig mobiel gezien om drie redenen: (1) er zijn verschillende 
bacteriën die homologe elementen bezitten, (2) specifieke gensequenties die doelgerichte integratie 
van een transposongelijkend element toelaten en (3) de aanwezigheid van soortgelijke elementen in 
meer dan één locatie in hetzelfde genoom, zoals vaak gezien bij transposons [20].  
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Elk RIT-element bestaat uit drie genen uit elk van de drie subfamilies van TBSSR's pAE1, SG4 en SG5 
en worden altijd gevonden in dezelfde volgorde en oriëntatie zoals te zien is in figuur 12. Dit patroon 
werd eveneens bevestigd tijdens het onderzoek naar de verdeling van ¢.{{wΩǎ op verschillende 
soorten mobiele elementen. Naast een paar uitzonderingen, blijven de RIT-elementen verbonden in 
trio's van de verschillende clusters met karakteristieke korte overlappingen tussen de open reading 
frames (4-8 basenparen). Blijkbaar komen RIT-elementen frequenter voor in chromosomen (62,3%) 
dan in plasmiden (37,7%) [21] [23]. 

 

Figuur 12 Namen en rankschikking van tyrosine recombinase subfamilies voor de drie integrases die een RIT-element 
bevat. Pijlen van de drie genen duiden de richting van transcriptie aan [20].  

2.4 Bacteriële stammen  
In verschillende genomen van bacteriën zijn RIT-elementen teruggevonden, voornamelijk in de 
bacterieklasse Alphaproteobacteria. De mogelijke rol en hun mobilteit is aan de hand van deze 
bacteriën beter te karakteriseren. Zo wordt het recombinatiemechanisme van het mobiele RITKm-
element K31 afkomstig van stam K31 Caulobacter sp. achterhaald. De ontwikkeling van verschillende 
plasmideconstructen is noodzakelijk om de recombinatie mogelijk te maken. De hiervoor gebruikte 
stammen en plasmiden worden opgesomd in tabel 1. De ontwikkelde plasmiden worden zowel in 
een acceptor- als donorstam gebracht om conjugatie tussen beide mogelijk te maken. Zo kunnen de 
rit-genen tot expressie komen om recombinases te vormen. Deze enzymen zorgen voor de excisie 
van het RITKm-element (op het donorplasmide) en de integratie in het targetplasmide (van de 
acceptor).  

Tabel 1Overzicht gebruikte E.coli stammen en plasmiden 

Stammen 

Genotype en hoofdkenmerken Antibiotica-
resistentie 

DG1  ƳŎǊ! ɲόƳǊǊ-hsdRMS-mcrBC, modification- , restriction- ) 
˒улƭŀŎ½5aмр ɲƭŀŎ·тп ǊŜŎ!м ŀǊŀ5моф ɲόŀǊŀ-leu)7697 galU galK 
rpsL endA1 nupG. 

 

MFDpir  MG1655 RP4-2-¢ŎΥΥώɲaǳмΥΥaac(3)IV-ɲaphA-ɲnic35-ɲaǳнΥΥzeo] 
ɲdapA::(erm-pirύ ɲrecA 

Apra
r
 Zeo

r
  

Erm
r 

pir1 F-ҟlac169 rpoS(am) robA1 creC510 hsdR514 endA recA1  
ǳƛŘ!όҟaƭǳ LύΥΥǇƛǊ-116 

 

Plasmiden 

pBADAmp oriM13 oripBR araC arabinose-induceerbare pBAD-promotor ApR 

pBADAmpritABC insert ritABC (afkomstig van K31 Caulobacter sp.) in pBADAmp Apr 

pTrc99  Apr 

pTrc99-K31ritABC insert ritABC (afkomstig van K31 Caulobacter sp.) in pTrc99 Apr 

pACYC184 orip15A tetA Tcr 

pACYC184-target insertiesequentie (target) in pACYC184 Tcr 

pACYC184-ritABC insert ritABC (afkomstig van K31 Caulobacter sp.) in pACYC184 Tcr 

pACYC184-Km insert Kan in pACYC184 Tcr Kmr 

pSF100 oriV oriT mobiel plasmide  

pSF100-Km insert Kan in pSF100 Kmr 

pDS132 oriR6K sacB Cat  mobRP4mobiel plasmide Cmr 

pDS132-Km insert Kan in pDS132 Cmr Kmr 
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2.4.1 Donorstammen 
 
Het doel van de constructie van 2 donorstammen MFDpir/pDS132-Km en MFDpir/pSF100-Km is het 
ontwikkelen van een bacteriële stam met plasmiden die een RIT-element bevatten waarbij de 
recombinases zijn uitgewisseld met een gen voor kanamycineresistentie. De sequenties flankerend 
aan het RIT-Km construct verschillen voor pSF100 en pDS132. 

 

Figuur 13 RIT-Km construct uit pACYC184-Km opgesteld in pDraw 

2.4.1.1 MFDpir 
De E.coli stam MFDpir bezit stabiliteitsfuncties omdat de stam het pir-gen in het genoom bezit dat 
constitutief tot expressie komt. Het eiwit zou met DNase I interageren waardoor het nieuw 
ingebrachte plasmide met een R6K ori zoals pSF100-Km en pDS132-Km stabiel behouden kan 
worden. Wanneer het -̄proteïne afwezig is in de acceptorstam (zoals bij DG1) dan kunnen deze 
ǇƭŀǎƳƛŘŜƴ ƴƛŜǘ ǊŜǇƭƛŎŜǊŜƴΦ 5ƛǘ ƛǎ ŘŜ ǊŜŘŜƴ ǿŀŀǊƻƳ ŘŜȊŜ άȊŜƭŦƳƻƻǊŘέ ǾŜŎǘƻǊŜƴ ǎƴŜƭ ǾŜǊƭƻǊŜƴ Ǝŀŀƴ 
maar de integratie van exogeen DNA die selectiemerkers dragen dankzij transpositie of homologe 
recombinatie in het chromosoom van ontvangende stammen toch toestaan. Ook is de stam het best 
geschikt als donorstam omdat deze het Tra-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 van het essentiële aminozuur DAP 
(diamonopimelinezuur) geïnactiveerd waardoor de stam auxotroof is voor DAP. DAP wordt vaak 
gevonden in de peptidekoppelingen tussen de NAM-NAG ketens (N-acetylmuramic acid en N-
acetylglucosamine) van de peptidoglycaan die deel uitmaakt van de celwand, zoals in figuur 14 te 
zien is. De twee hoofdfuncties van peptidoglycaan is de vorm van de cel behouden en de hoge 
osmotische druk van de bacteriële protoplast onderhouden. Zonder peptidoglycaan of wanneer de 
stabiliteit van peptidoglycaan is aangetast door afwezigheid van DAP, ondergaan de bacteriën directe 
osmotische lysis. [26] [27].  
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Figuur 14 Structuur van DAP tussen NAM-NAG ketens [28] 

 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 26 
Nadèche Geuens 

2.4.1.2 E. coli MFDpir/pSF100-Km 

 

Figuur 15 Donorstam met plasmide pSF100 waarin Km-casette geligeerd is, op gesteld in pDraw 

Zoals in figuur 15 te zien is, bezit plasmide pSF100 twee origins, nl. oriT en oriV. OriT of origin of 
transfer dat zorgt voor rolling circle replicatie zodat de overdracht van enkelstrengs plasmideDNA 
naar de acceptor tijdens de conjugatie, zie 2.1.2.3. OriV of origin of replication kan onafhankelijk van 
de conjugatie repliceren om het aantal pSF100plasmiden stabiel te kunnen behouden [29]. 

Het ingebrachte RITKm-element dat weergegeven is in figuur 13 bevast naast IR-sequenties ook een 
ǇŀƭƛƴŘǊƻƳƛǎŎƘŜ ǎŜǉǳŜƴǘƛŜ Ŝƴ ƴƻƎ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ als artefact van de kloneringsprocedure van het 
origineel RIT element. Door deze verschillende elementen naast het Km-resistentiegen toe te voegen 
kan de recombinatie-oriëntatie bepaald worden van het RITKm-element in de targetsequentie. De IR-
sequentie is noodzakelijk opdat recombinase-enzymen het insert herkennen en kunnen overbrengen 
naar de target-site.  
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2.4.1.3 E. coli MFDpir/pDS132-Km 
Omdat plasmide pSF100 geen afzonderlijke selectiemerker buiten de ingebrachte kanamycinecasette 
bevat, is het aangewezen een ander plasmide te gebruiken met meerdere selectiemerkers zoals in 
figuur 16 te zien is. 

 

Figuur 16 Constructie van pDS132-Km opgesteld in pDraw 

Het plasmide pDS132 bevat een populaire counterselectieve of negatieve merker namelijk het sacB-
gen dat codeert voor levansucrase en afkomstig is van de grampositieve bacterie Bacillus subtilis. In 
zijn natuurlijke grampositieve omgeving is de expressie onschadelijk voor de bacterie. Echter, bij 
klonering van sacB in E. coli en andere gramnegatieve bacteriën leidt dit tot afdoding in 
aanwezigheid van sucrose. Het mechanisme van deze toxiciteit wordt niet volledig begrepen maar 
het is mogelijk dat de accumulatie van levanen (hoog molecuulgewicht fructosepolymeren 
gesynthetiseerd door levansucrase) in het periplasma van gramnegatieve bacteriën toxisch kunnen 
zijn [31].  

Ook een positieve merker voor het antibioticum chloramphenicol wordt gebruikt in het plasmide 
pDS132. Het antibioticum remt de bacteriële eiwitsynthese door de peptidyltransferasestap te 
blokkeren. Chloramphenicol bindt aan de 50S ribosomale subunit en voorkomt bevestiging van 
aminoacyl tRNA aan het ribosoom, hierdoor kan ketenverlenging tijdens de eiwitsynthese niet 
plaatsvinden en kunnen essentiële eiwitten niet gevormd worden [32].  

Het RITKm-element die oorspronkelijk in het pSF100-ǇƭŀǎƳƛŘŜ ƎŜǇƭŀŀǘǎǘ ƛǎΣ ƘŜŜŦǘ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ 
buiten de IR die afkomstig zijn van ritabc waaruit kan geëxcideerd werdΦ 5ŜȊŜ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ ȊƛƧƴ 
ontstaan door dat primers voor het RITKm-element juist buiten de sequentie van het palindroom en 
de inverted repeat vallen. Deze extra nucleotiden naast de Km-casette is niet gewenst omdat de 
exacte insertie van het RITKm-element in de insertiesequentie van het targetplasmide bepaald moet 
worden. Het nieuwe RITKm-construct dat in pDS132 gebracht werŘ ōŜǾŀǘ ŘŜȊŜ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ 
niet omdat de primers zo gekozen zijn dat deze aangrijpen juist voor de sequentie van inverted 
repeats en waarbij aan de primers reeds de palindromische en IR-sequentie is bevestigd. Hierdoor 
kan de in vivo recombinatietest beter geëvalueerd worden. 

Doordat het plasmide een groot gen bevat nl. mob RP4 of oriT, kan DNA-mobilisatie plaastvinden 
zodat gentransfer via conjugatie naar de acceptor kan plaatsvinden. Ori R6K vereist het pir-gen, wat 
automatisch in het genoom van MFDpir gebracht is (zie 2.3.2.1). Hierdoor kan replicatie zonder 
problemen plaatsvinden [33]. 



 
 

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

2.4.2 Acceptorstammen 

 

Figuur 17 Plasmide pBADAmpritABC en pACYC184-target in E.coli DG1 opgesteld in pDraw 

E.coli DG1 doet dienst als acceptorstam waarin zich twee plasmiden bevinden namelijk de vector 
pBADAmp met het RIT-element K31 en vector pACYC184 waarin zich de targetsequentie bevindt, 
zoals te zien op figuur 17. De bacteriestam is uitermate geschikt voor klonering en plasmide-
ontwikkeling omdat het geen endonucleasen en eigen recombinatiemechanisme bevat. 
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2.4.2.1 pBADAmpritABC 

 

Figuur 18 Vector pBADAmp met RIT-element opgesteld in pDraw 

Zoals in figuur 18 te zien is, bevat vector pBADAmp een ingebouwde positieve selectiemerker, nl. het 
ampicillineresistentiegen (ampE) dat zorgt voor de aanmaak van het ̡-lactamase enzyme voor de 
neutralisatie van ampicilline. Ampicilline is een bacteriocidaal antibioticum die in staat is bij 
grampositieve en -negatieve bacteriën binnen te dringen. Het verschilt van penicilline G of 
benzylpenicilline, door de aanwezigheid van een aminogroep. Deze aminogroep helpt de stof in de 
buitenste membraan van Gram-negatieve bacteriën binnen te dringen. Ampicilline werkt als een 
irreversibele inhibitor van het enzyme transpeptidase die bacteriën gebruiken voor het aanmaken 
van hun celwand. Het remt de derde en laatste fase van de bacteriële celwand in binaire splijting wat 
uiteindelijk leidt tot cellysis  [21]. 

Ook bevat deze vector een pBAD-promotor die kan gereguleerd worden met het araC-gen waarvan 
het mechanisme te zien is in figuur 19. Het araC-gen codeert voor een positief regulatie-eiwit AraC 
dat enkel actief wordt in aanwezigheid van L-arabinose. Transcriptie van de araC-gen staat onder 
positieve controle van een cAMP-receptoreiwit en onder negatieve controle van zijn eiwitproduct 
(autoregulatie). Wanneer L-arabinose niet aanwezig is of een hoge concentratie glucose aanwezig is, 
zal het dimere (de verbinding van twee structureel vergelijkbare subeenheden die monomeren 
genoemd worden) AraC-proteïne aangemaakt worden zodat deze de synthese van de pBAD-
gecontroleerde genen onderdrukken. Het AraC-eiwit bindt namelijk aan halve sites zijnde O2 en ara-I1 
waardoor een lus in het DNA ontstaat en de binding van het RNA-polymerase aan de pBAD-promotor 
geblokkeerd wordt (Figuur 19). Wanneer arabinose wel aanwezig is, bindt het suiker aan het AraC-
proteïne en destabiliseert de binding van het AraC-proteïne aan het araI1-O2half-site looped complex. 
Echter de binding aan de aangrenzende half-site araI1 en araI2 die stroomopwaarts van de pBAD 
promotor gelegen zijn, wordt wel gestabiliseerd. Deze binding zorgt ervoor dat de DNA-lus verdwijnt 
zodat RNA-polymerase op de pBAD-promotor kan binden waardoor transcriptie van pBAD 
geactiveerd wordt [22] [26]. 
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Figuur 19 Arabinose operon met en zonder aanwezigheid van arabinose [22] 

In dit construct, werden de rit-genen onder controle van de pBAD-promoter gebracht. Na de 
induceerbare pBAD-promotor liggen de ritA, ritB en ritC genen van het RIT-element K31 (zie 2.2.2.) 
afkomstig van de stam Caulobacter sp. K31. De tot expressie gekomen enzymen bestaan uit drie 
tyrosine recombinases en zijn van vergelijkbare grootte, meestal met het grootste enzyme eerst en 
het kleinste enzyme in het midden.  

Verder zijn er nog twee origins of replication, nl. M13 en pBR. De M13 ori afkomstig van een 
bacteriofaag genaamd M13. Deze ori-plaats wordt gebruikt omdat deze de mogelijkheid heeft 
enkelstrengig DNA aan te maken zoals het proces dat vooraf gaat aan rolling circle replicatie zoals in 
2.1.2.1.2 beschreven staat. De pBR ori is afkomstig van plasmide pBR322 en heeft een laag copy 
number, dit is het aantal kopieën dat een cel van het plasmide kan aanmaken en behouden. Een 
voordeel van deze ori is de mogelijkheid om een dubbelplasmidesysteem te maken samen met een 
ander plasmide uit een verschillende comptabiliteitsgroep. In éénzelfde bacteriële cel kunnen dan 
twee verschillende plasmiden voorkomen. 
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2.4.2.2 pTrC99-K31ritABC 
Omdat conjugaties met acceptorstam E.coli DG1/pTrc99-K31ritABC en donorstam MFDpir/pSF100-
Km in eerdere experimenten met succes werden uitgevoerd, zal de acceptor eveneens gebruikt 
worden om te conjugeren met het nieuwe construct van E.coli MFDpir/pDS132-Km.  

 

  

Zoals in figuur 20 te zien is, werden de rit-genen in dit construct onder controle van de trc-promoter 
gebracht. Na de induceerbare promotor liggen de ritA, ritB en ritC genen van het RIT-element K31 
(zie 2.2.2.) afkomstig van de stam Caulobacter sp. K31. De tot expressie gekomen enzymen bestaan 
uit drie tyrosine recombinases en zijn van vergelijkbare grootte, meestal met het grootste enzyme 
eerst en het kleinste enzyme in het midden.  

Promotor trc wordt geïnduceerd dankzij LǎƻǇǊƻǇȅƭ ʲ-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) in een lacIq-trc 
promotersysteem. LacIq is een mutante lac-repressor en deel van het lac-operon, die vaak gebruikt 
wordt om lac-expressie te moduleren. Deze repressor heeft een betere binding op de lac-operator 
dan het wild-type LacI en verlaagt de minimale expressie. In zijn natuurlijke omgeving wordt het lac-
operon gebruikt voor de vertering van lactose. Het is een tweedelig controlemechanisme wat ervoor 
zorgt dat de cel enkel energieproducerende enzymen produceert in aanwezigheid van lactose. De 
lac-repressor zal de productie van de enzymen gecodeerd door het lac-operon stoppen. De repressor 
is een allosterisch proteïne, wat wil zeggen dat ze in één van de twee conformaties kan veranderen. 
In één vorm kan de repressor met hoge specificiteit aan de operator van het DNA binden en in 
andere vorm verliest het zijn specificiteit. Volgens het klassieke model van inductie wordt de binding 
van de inductor, hetzij allolactose of IPTG, op de repressor beïnvloedt tussen het evvenwicht van 
beide vormen van de repressor. De Trc-promotor is in het plasmideconstruct achter de lacIq-
repressor geplaatst waardoor deze de activiteit van de promotor van induceren met IPTG. Het gevolg 
hiervan is dat de genen ritABC enkel aangeschakeld worden in aanwezigheid van IPTG [34]. 

Net zoals vector pBADAmp heeft vector pTrc99 een pBR-ori en een positieve selectiemerker, nl. het 
ampicillineresistentiegen (ampEύ Řŀǘ ȊƻǊƎǘ ǾƻƻǊ ŘŜ ŀŀƴƳŀŀƪ Ǿŀƴ ƘŜǘ ʲ-lactamase enzyme. Hierover 
staat meer in 2.4.2.1.  

Figuur 20 Vector pTrc99-K31 met RIT-element opgesteld in pDraw 
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2.4.2.3 pACYC184-target 
Kloneringsvector pACYC184 is een plasmide afkomstig van E. coli die de p15A ori bevat waardoor het 
plasmide samen met een plasmide van de ColE1 compatibiliteitsgroep (zoals de pBADAmp-vector)  
stabiel kan behouden blijven. Omdat ori p15A een laag copy number Ǿŀƴ ȊƻΩƴ мл-12 kopieën per cel 
heeft, kan een stabiel dubbelplasmidesysteem gevormd worden samen met vector pBADAmpritABC 
[23] [24].  

 

Figuur 21 Kloneringsvector pACYC184 met targetsequentie opgesteld in pDraw 

Zoals te zien is in figuur 21 bevat plasmide pACYC184 een positieve merker voor het antibioticum 
tetracycline (Tc), namelijk het Tc-resistentiegen (tetA). De bacteriostatische stof bindt aan de 30S 
ribosomale subunit om de eiwitsynthese te inhiberen zodat de pepetideketting niet geëlongeerd kan 
worden. Het bindt eveneens op de bacteriële 50S ribosomale subunit waardoor het membraan 
verandert en lekken veroorzaakt van intracellulaire componenten uit de cel. Wanneer in resistente 
cellen Tc diffundeert, zal Mg2+ cheleren om het biologisch actieve [MgTc]+ complex te vormen. Het 
tetA-gen codeert voor het TetA membraaneiwit dat [MgTc]+ uit de cel exporteert en tergelijk H+ 

importeert. Een daling van de intracellulaire Tc- concentratie heeft dit als gevolg [29] [25]. 

In de vector is een targetsequentie gebracht waardoor de recombinases dus zowel de 
targetsequentie als het Km-gemerkte RIT-element herkennen en recombinatie faciliteren. Dankzij de 
ontwikkeling van twee verschillende targetsequenties van 45 baseparen (bp) kan er vergeleken 
worden of het RITKm-element beter naar target-1 of target-2 recombineert. Beide targetsequenties 
zijn in vitro gemaakt ƎŜōŀǎŜŜǊŘ ƻǇ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ Ǿŀƴ ŘŜȊŜƭŦŘŜ ŜƭŜƳŜƴǘŜƴ die geïdentificeerd 
zijn op verschillende plaatsen in het genoom van Caulobacter sp. K31. Het zijn primers zijn 
complementair aan elkaar. De overlappingen die door de primers gevormd worden, komen overeen 
met de overlappingen die gevormd worden door de knipenzymes EcoRI en PstI om sticky-end ligatie 
in plasmide pACYC184 mogelijk te maken. 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 33 
Nadèche Geuens 

2.4.2.3.1 Targetsequentie 
 

De targetsequenties 1 en 2 zijn beide insertiesequenties(zie 2.3.1.1.) die 45bp groot zijn en slechts in  
3bp verschillen, zoals aangeduid met een zwarte pijl in figuur 22 en 23 waarbij het verschil  geel 
gemarkeerd is in de forward primer. 
 

 

Figuur 22 Targetsequentie 1 opgesteld in pDraw 

Forward primer target1: AATTCCACCGCCCTGCACGAGCTGTCGCACTGGACGGGCTGCA 
 

 

Figuur 23 Targetsequentie 2 opgesteld in pDraw 

Forward primer target2: AATTCCACCGCCCTGCACGAGCTGGGCCACTGGACGGGCTGCA  
 

Een vergelijking tussen de target1- en target2-sequentie is als volgt: 
CCACCGCCCTGCACGAGCTGTCGCACTGGACGGGC 

CCACCGCCCTGCACGAGCTGGGCCACTGGACGGGC 

********************   ************  
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3 Materiaal en methoden 
3.1 Proefopzet  

 

Figuur 24 Algemene voorstelling conjugatie, opgesteld in pDraw. 

Het doel van de constructie van de acceptorstam DG1/pBADAmpritABC + pACYC184target is het 
ontwikkelen van een bacteriestam met recombinases van een RIT-element onder de controle van 
een pBAD-promotor zodat deze met arabinose gereguleerd kunnen worden. De recombinases zorgen 
ervoor dat het RITKm-element afkomstig van het donorplasmide pSF100 of pDS132 zich naar de 
targetsequentie kan verplaatsen tijdens de conjugatie zoals in figuur 24. Twee verschillende 
targetplasmiden worden gebruikt om te vergelijken of het RITKm-element beter naar target-1 of 
target-2 recombineert.  

3.1.1 Gebruikte stalen  
De volgende bacteriële stammen werden beschikbaar gesteld om mee verder te werken:  

In vivo eiwitanalyse In vitro eiwitanalyse 

DG1/pBADAmpritABC pLATE52-K31 ritA 

DG1/pTrc99K31RITC + pACYC184-target1 pLATE52-K31 ritC 

pir1 en DG1 (chemisch competent)  

MFDpir/pSF100-Km  

pir1/pDS132-Km  

MFDpir (niet competent)  

DG1/pACYC184ritABC  

DG1/pACYC184IrKmIr  

DG1/pACYC184-target2  
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3.1.1 Flowschema 
3.1.1.1 In vivo recombinatie 

 

  

Inductietest arabinose  

PCR ritABC  Restrictie  
pDS132 x SacI 

Constructie donor- en acceptorstam  

Transformatie  
pACYC184target-1 

in DG1 

PCR pDS132 

PCR pBADAmp  

Transformatie 
pDS132-Km in pir1 

Sequencing ter controle targetsequenties 

Constructie donorstam 
MFD/pSF100-Km   
MFD/pDS132-Km 

Constructie acceptorstam  
DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target1 
DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target2 

 

Opkweken  
MFD 

 

Opkweken 
DG1/pTRC99K31RITC+pACYC184-target 1  

DG1/pACYC184-target2 

Restrictie 
pBADAmp 
ritABC met 

 HindIII x XbaI 

Plasmide-extractie 
pACYC184-target1 

 

Plasmide-extractie 
pACYC184-target2 

 

Sticky-end 
ligatie ritABC in 

pBADAmp 

Transformatie  
pACYC184target-2 

in DG1 

Transformatie pBADAmpritABC in DG1 

Plasmide-extractie  

PCR RITKm 

Blunt-end ligatie 
RITKm  

in pDS132 

Opkweken  
MFD/pSF100-Km 

Competent maken MFD  

Restrictie SpeI om de 
oriëntatie RITKm in 
pDS132 te bepalen 

Competent maken 
DG1/pBADAmpritABC  

Transformatie  
pACYC184-target2 en  
pACYC184-target1 in 
DG1/pBADAmpritABC  

Plasmide-extractie 
correcte kolonies 

Transformatie 
pDS132-Km in 

MFD  

Sequencing ter 
controle blunt-end 

ligatie 

Sequencing ter controle 
sticky-end ligatie 

ColonyPCR ter 
controle 

zelfsluiters 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 36 
Nadèche Geuens 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.1.1.2 In vitro recombinatie 

Donor  
MFD/pDS132-Km 
MFD/pSF100-Km 

Acceptor  
DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target1 
DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target2 

Conjugatie donor- en acceptorstam  

ColonyPCR ter controle recombinatiemechanisme 

Sequencing ter controle recombinatiemechanisme  

Constructie donorplasmide 
pDS132-Km 

Plasmide-extractie van pDS132-
Km uit MFD/pDS132-Km 

Acceptorstam met afzonderlijke RIT-
elementen induceren met IPTG 

pLATE52-K31 RITA 
pLATE52-K31 RITC 

 

Constructie targetplasmide 
pACYC184-target 

 

Proteïne-extractie  
recombinase A 
recombinase C 

 

Zoeken naar de juiste condities voor 
inductie van acceptorstam 

Recombinatie van Km-casette uit pDS132-Km naar pACYC184-target 

PCR ter controle recombinatiemechanisme  

Sequencing ter controle recombinatiemechanisme  
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3.2 Constructie acceptorstammen  
3.2.1 Constructie recipiëntstam DG1/pBADAmpritABC  

3.2.1.1 Materiaal 
Materiaal of product Doel 

Systec bench-top autoclaaf 
 

Steriliseren LB-medium 

Centrifuge Eppendorf type 5424 
 

Celpellet maken 
Plasmide-extractie  

Gekoelde centrifuge Eppendorf type 5424R 
 

Competente E.coli DG1/pBADAmpritABC op 4°C 
houden wanneer op te zuiveren 

Gekoelde centrifuge Beckman Avanti J-30I 
   
 

Grotere volumes E.coli DG1/pBADAmpritABC 
op 4°C centrifugeren 

Trinean Xpose UV/VIS reader DNA-concentratie bepalen na plasmide-
extractie 

Glycerol (10%) 
 

Verhoog de dichtheid van  E.coli 
DG1/pBADAmpritABC om gemakkelijk op -80°C 
te kunnen bewaren 

SOB-ƳŜŘƛǳƳ όIŀƴŀƘŀƴΩǎ .ǊƻǘƘύ  
 

E.coli gemakkelijker competent maken door het 
laag zoutgehalte 

Ampicilline  

  

Selectie van E.coli DG1 die enkel plasmide 
pBADAmpritABC bevatten 

Thermocycler PCR op vector pDS132, pSF100-Km en 
pACYC184-Km 

Primer AraC_SaII_Fw: 
TCAGGTCGACTTATGACAACTTGACGGCTACAT  

Sequentie-analyse ter controle ligatie van 
ritABC in pBADAmp omdat deze aangrijpt in het 
araC-gen 

Primer pTrc99K31-RITA_Rv: 
CTAGAAGCTTCGTTGCTAGCCTCATATTGCACCTCCC
GTC  

PCR ritABC afkomstig van pACYC184-ritABC 

Primer pTrc99K31-RITC_Fw: 
CTTATCTAGACAGGAAACAGATCATGAACGCCGCCG
GCCTTC 

PCR ritABC afkomstig van pACYC184-ritABC 

PCR clean-up WIZARD SV Gel and PCR Clean-Up 
system 

PCR-componenten uit het PCR-product 
verwijderen 

Primer pBAD5: CTGTTTCTCCATACCCGTT ColonyPCR op DG1/pBADAmpritABC 
(construct2) om te kijken welke kolonies het 
plasmide met insert bevat 

Primer pBAD3: GGCTGAAAATCTTCTCT ColonyPCR DG1/pBADAmpritABC (construct2) 
om te kijken welke kolonies het plasmide met 
insert bevat 

Restrictie-enzyme HindIII met herkenningsplaats 

A^AGCTT 
Sticky end aan ritABC en pBADAmp creëren 
voor ligatie  

Restrictie-enzyme XbaI met herkenningsplaats 
T^CTAGA 

Sticky end aan ritABC en pBADAmp creëren 
voor ligatie  

Elektrochemisch competente DG1 cellen Cellen die plasmide pBADAmpRIT stabiel 
behouden doordat de cellen endouclease en 
recombinatie-negatief zijn 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c3/GHS-pictogram-exclam.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d5/GHS-pictogram-silhouete.svg
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3.2.1.2 Protocol 
 Maak LB-medium  

o Maak 500ml LB-medium door 16g LB af te wegen en 500ml mQ toe te voegen 
o Autoclaveer 15min bij 121°C en 1atm overdruk 
o Zet gedurende 2 à 3 uur in een waterbad van 50°C zodat het medium deze temperatuur 

krijgt 
o Giet ongeveer 20 platen in de buurt van de bunsenbrander 
o Laat enkele uren drogen 
o Bewaar deze bij -4°C 

 Maak een 1000x geconcentreerde stockoplossing van ampicilline (100mg/ml) 
o Weeg 1000mg ampicilline af 
o Leng aan met 10ml mQ 
o Voeg één druppel NaOH toe  
o Meng de oplossing goed en laat even staan  
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 
o Verdeel de stockoplossing over 5 epjes van 2ml 

 Maak LB-medium met 100µg/ml ampicilline 
o Zie 3.2.1.2 LB-medium en voeg hieraan 500µl stockoplossing ampicilline toe 

 Uitplaten van DG1/pBADAmpritABC op LB+Amp100 
o Strijk met behulp van een entoog stamkolonies van DG1/pBADAmpritABC op LB-medium 

met ampicilline  
o Plaats de uitgestreken plaat overnacht in de broedstoof van 37°C 

 Zuiver enkele kolonies DG1/pBADAmpritABC op 
o Kies enkele uitgegroeide kolonies  
o Pik elke kolonie op met een tandenstoker en los op in 100µl saline 
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uit op een verdeelde agarplaat 

LB+Amp100 
o Overnacht op 37°C 

 Ent enkele uitgegroeide kolonies in 4ml vloeibaar LB-medium met 4µl ampicilline 
 Schud overnacht bij 37°C  
 Plasmide-extractie DG1/pBADAmpritABC mbv. miniprep (WIZARD PLUS SV Miniprep DNA 

purification system) [34] 
o Productie van helder lysaat 

Á Oogst 4ml (high-copy number plasmid) van de celtuur door 2min centrifugatie 
op max. snelheid 

Á Verwijder het supernatans 
Á Voeg 250µl Cell Resuspension Solution (CRA) toe en resuspendeer door op en 

neer te pipetteren of vortexen 
Á Voeg 250µl Cell Lysis Solution (CLA) en zwenk enkele keren. Incubeer enkele 

min (niet langer dan 5min) tot de oplossing bijna helder is. ! Niet vortexen. 
Á Voeg 10µl of Alkaline Protease Solution en zwenk enkele keren. Incubeer 5min 

op kamertemperatuur 
Á Voeg 350µl Neutralisatiebuffer (NSB) toe en zwenk enkele keren. ! Niet 

vortexen. 
Á Centrifugeer het lysaat 10min. op max. snelheid. 

o Plasmide-isolatie en opzuivering 
Á Breng het helder lysaat (zonder precipitaat) over in de spinkolom door te 

decanteren. 
Á Centrifugeer 1min. op max. snelheid 
Á Verwijder de flowtrough in de collectietube 
Á Voeg 750µl wasoplossing (waarbij eerder 95% ethanol toegevoegd werd) op de 

spinkolom 
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Á Centrifugeer 1min. op max. snelheid 
Á Verwijder de flowtrough in de collectietube 
Á Voeg opnieuw 250µl wasoplossing op de spinkolom 
Á Centrifugeer 2min. op max. snelheid 
Á Verwijder de flowtrough in de collectietube 
Á Breng de spinkolom in een nieuwe steriele tube en centrifugeer 2min. met het 

centrifugedeksel open 
Á Breng de spinkolom over op een nieuwe steriele tube 
Á Voeg 100µl Nuclease-Free Water op de kolom 
Á Centrifugeer 1min30  op max. snelheid 
Á Verwijder de spinkolom en sluit de tube 
Á Bewaar het plasmide-DNA op -20°C 

o Concentreer op 30°C gedurende 20min. tot een concentratie van ongeveer 100ng/µl 
bekomen wordt door 2µl in Trinean Xpose UV/VIS reader tebrengen 
 

 Sequentie-analyse op pBADAmpritABC 
o Maak een verdunning van primer AraC_SaII_Fw van 5µM door 5µl primer met  195µl 

mQ aan te lengen 
o Voeg 5µl verdunde primer toe aan 5µl plasmide pBADAmpritABC  van 100ng/µl 
o Kleef de sticker met barcode op het epje 
o Bewaar bij -20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden naar Macrogen 

(Nederland) 

Indien de sequentie-analyse niet het gewenste resultaat levert volg volgend protocol voor 
pBADAmpritABC (construct 2): 

 Ent 4ml precultuur van DG1/pACYCritABC met 4µl stockoplossing tetracycline  
 Plasmide-extractie DG1/pACYCritABC 

o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie DG1/pBADAmpritABC 
 PhusionPCR op pACYCritABC 

o Maak een verdunning van 20µM van primers pTrc99K31-RITA_Rv en pTrc99K31-
RITC_Fw door 5µl primer aan te lengen met 45µl mQ 

o Maak een mastermix: 

Voor 1 reactie 

мҡƭ Řb¢tΩǎ όмлƳaύ 

10µl buffer (5x) 

1,5µl primer pTrc99K31-RITC_Fw 

1,5µl primer pTrc99K31-RITA_Rv 

0,5µl Phusion polymerase 

34,5µl mQ 

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

 

2min 98°C  

10sec 98°C 

30cycli 30sec 71°C 

3min 72°C 

10min 72°C  

қ 4°C  
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o Doe een PCR-clean up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up system [35] 
Á Voeg 50µl Membrane binding solution aan het PCR-product 
Á Doe de oplossing in de spinkolom en incubeer 1min. op kamertemperatuur 
Á Centrifugeer op max. snelheid gedurende 1min. 
Á Verwijder de flowtrough in de collectietube 
Á Voeg opnieuw 250µl wasoplossing op de spinkolom 
Á Centrifugeer 2min. op max. snelheid 
Á Verwijder de flowtrough in de collectietube 
Á Breng de spinkolom in een nieuwe steriele tube en centrifugeer met het 

centrifugedeksel open 
Á Breng de spinkolom over op een nieuwe steriele tube 
Á Voeg 100µl Nuclease-Free Water op de kolom 
Á Centrifugeer 1min. op max. snelheid 
Á Verwijder de spinkolom en sluit de tube 
Á Bewaar het plasmide-DNA op -20°C 

 
 Restrictie pBADAmp x HindIII x XbaI en ritABC x HindIII x XbaI 

o Maak een reactiemix: 

Voor 1 reactie pBADAmp x HindIII x XbaI Voor 1 reactie ritABC x HindIII x XbaI 

20µl plasmideDNA pBADAmp (400ng nodig) 15µl plasmideDNA pBADAmp (400ng nodig) 

10µl buffer Yellow Tango (10x) 10µl buffer Yellow Tango (10x) 

5µl HindIII enzyme 5µl HindIII enzyme 

3µl XbaI enzyme 3µl XbaI enzyme 

62µl nuclease-vrij mQ 67µl nuclease-vrij mQ 

 
o Incubeer 1uur op 37°C 
o PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van plasmide pBADAmp 

en ritABC 
Á Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 

o Bewaar op -20°C 
 Sticky-end ligatie ritABC in pBADAmp 

o Maak een reactiemix: 

Voor 1 reactie 

5µl plasmideDNA pBADAmp x HindIII x XbaI(100ng nodig) 

6µl insertDNA ritABC (400ng nodig) 

2µl T4 DNA-ligase buffer 

2µl PEG 

5µl T4 ligase 

1,5µl nuclease-vrij water 

 
o Incubeer overnacht op 22°C 
o Bewaar op -20°C 

 Sequentie-analyse op pBADAmpritABC  
o Voeg 5µl verdunde primer AraC_SaII_Fw toe aan 5µl plasmide pBADAmpritABC  van 

100ng/µl 
o Kleef de sticker met barcode op het epje 
o Bewaar bij -20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden naar Macrogen 

(Nederland) 
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 Chemische transformatie pBADAmpritABC (construct2) in chemisch competente DG1 
o Verwarm een waterbad op 40°C 
o Ontdooi chemisch competente DG1 op ijs en houdt hier op 
o Breng 2 - 4µl (afhankelijk van de DNA-concentratie bepaald met Trinean Xpose UV/VIS 

reader) van plasmide pBADAmpritABC bij 40µl DG1 
o Houdt het mengsel van plasmide en DG1 30s in het waterbad van 40°C 
o Zet onmiddellijk weer op ijs 
o Breng 1ml SOC-medium bij de cellen 
o Laat 1uur schudden bij 37°C 
o Plaat 100, 10-1, 10-2 en concentraat uit op LB + Amp100 
o Overnacht bij 37°C 

 Opzuivering van kolonies op LB + Amp100 
o Kies enkele uitgegroeide kolonies  
o Pik elke kolonie op met een tandenstoker en los op in 100µl saline 
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uit op in 8 verdeelde LB+Amp100 
o Overnacht bij 37°C 

 ColonyPCR van pBADAmpritABC  
o Pik enkele afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker 
o Los deze op in 100µl saline 
o Maak een verdunning van 20µM van primers pBAD5 en pBAD3 door 5µl van de primer 

aan te lengen met 45µl mQ 
o Maak een mastermix: 

Voor 1 reactie 

мҡƭ Řb¢tΩǎ όмлƳaύ 

5µl buffer (10x) 

1,5µl primer pBAD5 

1,5µl primer pBAD3  

1µl Dreamtaq polymerase 

35,5µl mQ 

 
o Voeg aan iedere reactie 5µl celsuspensie toe toe 
o Plaats in de thermocyler en stel volgende condities in: 

10min 94°C  

30sec 94°C 

30cycli 30sec 42°C 

3min 72°C 

10min 72°C  

қ 4°C  

 
 Gelelektroforese 70V grote gel gedurende 45min 

o Weeg 0,5g agarose en voeg 50ml TBE-buffer toe 
o Laat koken in de microgolf tot alles goed opgelost is 
o Laat afkoelen tot de agarose handwarm is 
o Voeg 2,5µl Gelred toe en meng 
o Giet de gel in een grote tray en plaats kammetjes 
o Laat de gel stollen 
o Plaats de gel in een grote buffertank 
o Doe 4µl van elk staal in een dye dot en pipetteer in de slotjes 
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o Laad aan iedere zijde van de gel 2µl 1kb plus ladder  
o Laat de gel lopen gedurende 45min op 70V 
o Plaats de gel onder UV-licht  

 DG1/pBADAmpritABC competent maken 
o Maak een precultuur van een juiste kolonie in SOB+Amp100 
o Schud overnacht bij 37°C 
o Maak een 100x verdunde startcultuur in een erlenmeyer van 500ml door 1ml cultuur in 

100ml SOB-medium+Amp100 te brengen 
o Bepaal de start OD600 
o Laat schudden bij 37°C 
o Meet ieder uur en iedere 15min wanneer OD600 boven 0,2 is 
o Wanneer OD600 tussen 0,4 en 0,6 is, zet de cultuur op ijs voor 15-20min 
o Zet water en glycerol (10%) op ijs 
o Verdeel de cultuur over 4x25ml centrifugeertubes 
o Centrifugeer 5min op 4°C bij 3745g 
o Giet het supernatans af 
o Was met 25ml ijswater en schud 
o Centrifugeer 5min op 4°C bij 3745g 
o Giet het supernatans af 
o Was met 10ml ijswater en schud 
o Centrifugeer 5min op 4°C bij 3745g 
o Giet het supernatans af 
o Breng suspensie over in epjes en voeg hierbij 1ml ijswater toe 
o Centrifugeer 5min op 4°C bij max. snelheid 
o Was met 500µl glycerol (10%) en schud 
o Breng de inhoud van alle epjes samen en los op in 200µl glycerol (10%) 
o Aliquoteer zodat 40µl in ieder epje zit 

 

3.2.2 Constructie E.coli DG1/pACYC184-target1 
3.2.2.1 Materiaal 

Materiaal of product Doel 

Systec bench-top autoclaaf Steriliseren LB-medium 

Centrifuge Eppendorf type 5424 
 

Celpellet maken 
Plasmide-extractie  

Gekoelde centrifuge Eppendorf type 5424R 
 

Competente E.coli DG1/pBADAmpritABC op 4°C 
houden wanneer op te zuiveren 

Gekoelde centrifuge Beckman Avanti J-30I Grotere volumes E.coli DG1/pBADAmpritABC op 4°C 
centrifugeren 

Trinean Xpose UV/VIS reader DNA-concentratie bepalen na plasmide-extractie 

Eppendorf concentrator plus Opconcentreren DNA 

¢ŜǘǊŀŎȅŎƭƛƴŜ όҗфу҈ύ  

  

Selectie van E.coli DG1 met enkel plasmide pACYC184  

Bacteriologisch Agar Medium te laten stollen om platen te kunnen gieten 

Tryptone Eiwitbron voor bacteriegroei  

Gistextract Een mix van aminozuren, peptides, wateroplosbare 
vitaminen en suikers als voedingsbron 

NaCl Zoutbron, Na-bron voor Na-K-pomp 

KCl Verhoogt opname vreemd plasmide 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c3/GHS-pictogram-exclam.svg
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MgCl2.6H2O 

 

Verhoogt opname vreemd plasmide 

D-glucose җффΣр҈ Suikerbron 

Elektrochemisch competente DG1 cellen Cellen die plasmide pACYC-target stabiel behouden 
doordat deze cellen endonuclease en recombinatie-
negatief zijn 

 
3.2.2.2 Protocol 

 Maak een 1000x geconcentreerde stockoplossing van tetracycline (20mg/ml) 
o Weeg 200mg tetracycline af 
o Leng aan met 5ml mQ + 5ml ethanol en los op 
o Breng de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 
o Verdeel de stockoplossing over 5 epjes van 2ml 

 Maak LB-medium met 20µg/ml tetracycline 
o Zie 3.2.1.2 LB-medium en voeg hieraan 500µl ampicilline met een concentratie van 

20µg/ml toe. Let op: Tetracycline is lichtgevoelig dus afdekken met aluminiumfolie 
 Uitplaten van DG1/pTrc99K31RITC + pACYC184-target1 cellen op LB+Tc20 

o Strijk met behulp van een entoog stamkolonies van pACYC-target1 op LB+Tc20  
o Plaats de uitgestreken plaat in de broedstoof van 37°C 

 Overenten in vloeibaar 4ml LB-medium met 4µl tetracycline 
 Plasmide-extractie DG1/pTRc99K31RITC + pACYC184-target1 mbv. miniprep (WIZARD PLUS SV 

Miniprep DNA purification system) [34] 
o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie DG1/pBADAmpritABC 

 Maak 500ml SOC-medium  
o Weeg 10g tryptone; 2,5 yeast extract; 0,292g NaCl en 0,0932g KCl af en doe in een 

Schottfles 
o Voeg 490ml milliQ toe, schud goed en doe er een roerstraafje bij 
o Autoclaveer 15min bij 121°C en 1atm overdruk 
o Maak 50ml oplossing van 20% MgCl2.6H2O door 10g af te wegen en op te lossen in 50ml 

mQ. Breng door een steriele filter in een steriele falcontube. 
o Maak 100ml oplossing van 25% D-glucose door 25g af te wegen en op te lossen in 100ml 

mQ. Breng door een steriele filter in een steriele Schottfles. 
o Voeg 5ml van de glucose-oplossing en 5ml van de MgCl2.6H2O aan het gesteriliseerd 

medium toe en roer 
o Breng het SOC-medium over in een 100ml Schottfles om contaminaties te voorkomen. 

 Chemische transformatie van pACYC184-target1 in DG1 
o Verwarm een waterbad op 40°C 
o Ontdooi chemisch competente DG1 op ijs en houdt de cellen hier op  
o Breng 2 - 4µl (afhankelijk van de DNA-concentratie bepaald met Trinean Xpose UV/VIS 

reader) van plasmide pACYC184-target1 en pTRc99K31RITC bij 40µl DG1 
o Houdt het mengsel van plasmide en DG1 30s in het waterbad van 40°C 
o Zet onmiddellijk weer op ijs 
o Breng 1ml SOC-medium bij de cellen 
o Laat 1uur schudden bij 37°C 
o Plaat 100, 10-1, 10-2 en concentraat uit op LB + Tc20 
o Overnacht bij 37°C 

 
 

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

3.2.3 Constructie E.coli DG1/pACYC184-target2 
 

 Ontdooi stam E.coli DG1/pACYC184-target2  
 Strijk de stam met behulp van een steriele entoog op LB+Tc20 
 Overnacht bij 37°C  
 Zuiver enkele kolonies DG1/pACYC184-target2 op LB+Tc20 

o Kies enkele uitgegroeide kolonies  
o Pik elke kolonie op met een tandenstoker en los op in 100µl saline 
o Strijk met behulp van een entnaald de suspensie uit op LB+Tc20 
o Overnacht bij 37°C 

 Ent enkele uitgegroeide kolonies in 4ml vloeibaar LB-medium met 4µl tetracycline 
 Schud overnacht bij 37°C  
 Plasmide-extractie 

o Zie 3.2.2.2 plasmide-extractie DG1/pTRc99K31RITC + pACYC184-target1 

3.2.4 Sequentie-analyse pACYC184-target1  
3.2.4.1 Materiaal 

Materiaal of product Doel 

Primer Ampli-tet-3 out: 

TCAGGGACAGCTTCAAGGAT 

Controle target1-sequentie of deze nog de originele 

van target-1 sequentie afkomstig van pTRC is  

Sticker met barcode van EZ-Seq Herkenningscode voor firma EZ-Seq 

 

3.2.4.2 Protocol 
 Maak een verdunning van de primer van 5µM door 5µl primer met  195µl mQ aan te lengen 
 Voeg 5µl verdunde primer toe aan 5µl plasmide pACYC184-target1 van 100ng/µl 
 Kleef de sticker met barcode op het epje 
 Bewaar bij -20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden naar Macrogen (Nederland) 

3.2.5 pACYC184-target1 in E.coli DG1/pBADAmpritABC brengen 
3.2.5.1 Materiaal 

Materiaal of product Doel 

Elektroporator Stroomimpuls geven zodat  poriën in de celwand van de 

competente bacterie gevormd worden en DNA 

binnenstroomt 

Elektroporatiecuvette 0,1cm Stroominpuls doorgeven tussen deelektrodes 
waartussen het mengsel van plasmide en MFDpir zich 
bevindt 

Primer AraC_SaII_Fw: 
TCAGGTCGACTTATGACAACTTGACGGCT
ACAT  

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt in het araC-gen 

Primer pBAD5: CTGTTTCTCCATACCCGTT Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt net voor ritABC 

Primer pBAD3: GGCTGAAAATCTTCTCT Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt net voor ritABC 

Primer pTrc99-RitA-F: Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 



 
 

Functionele karakterisering van recombinase in trio (RIT) elementen 45 
Nadèche Geuens 

CTTATCTAGACAGGAAACAGATCATGATT
ACGTGCGGGCCATTC  

het eindconstruct omdat deze aangrijpt in het begin van 
RITA 

Primer pTrc99-RitA-R: 
CTAGAAGGCTTCGTTGCTAGCCTCATAGC
GTGCCTCCCGCA 

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde 
van RITA 

Primer pTrc99-RitB-F: 
CTTATCTAGACAGGAAACAGATCATGAGC
CTCACCGACCAGCTC 

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde 
van RITB 

Primer pTrc99-RitB-R: 
CTAGAAGCTTCGTTGCTAGCCTCATTGCA
CAGCTTCCCGGC 

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde 
van RITB 

Primer pTrc99-RitC-F: 
CTTATCTAGACAGGAAACAGATCATGAGC
GCCGCCGCCTT 

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde 
van RITC 

Primer pTrc99-RitC-R: 
TAGAAGCTTACGTTGCTAGCATTAGAGAC
CTTCCAAGAACGCGAG 

Sequentie-analyse ter controle vector pBADAmpritABC in 
het eindconstruct omdat deze aangrijpt op het uieinde 
van RITC 

Sticker met barcode van EZ-Seq Herkenningscode voor firma EZ-Seq 

 
3.2.5.2 Protocol 

 Maak LB-medium met 100µg/ml ampicilline en 20µg/ml tetracycline 
o Zie 3.2.1.2 LB-medium en voeg hieraan 500µl ampicilline 100µg/ml en 500µl tetracycline 

20µg/ml toe 
 

 Elektroporatie pACYC184-target 1 in DG1/pBADAmpritABC 
o Ontdooi plasmide pACYC184-target1 en competente DG1/pBADAmpritABC op ijs 
o Voeg 2-4µl pACYC184-target1 aan 40µl competente DG1/pBADAmpritABC 
o Doe het mengsel in de op ijs gezette elektroporatiecuvette 
o Zet de cuvette in de elektroporator 
o Elektroporeer op 1800V door 2x te duwen 
o Zet onmiddellijk weer op ijs 
o Breng 1ml SOC-medium bij de cellen 
o Laat 1uur schudden bij 37°C 
o Plaat 100, 10-1, 10-2 en concentraat uit op LB+Amp100+Tc20 
o Overnacht bij 37°C 
o Zuiver het construct op door enkele kolonies over te platen op LB+Amp100+Tc20 

Á Pik enkele afzonderlijke kolonies op met een tandenstoker 
Á Los elke kolonie op in 100µl saline 
Á Ga met een steriele entoog in de oplossing en strijk over de verdeelde agarplaten 

LB+Amp100+Tc20 
 Sequentie-analyse op DG1/pBADAmpritABC +pACYC184-target1 

o Maak een verdunning van de primer AraC_SaII_Fw, pBAD5, pBAD3,  pTrc99-RitA-F, 
pTrc99-RitA-R, pTrc99-RitB-F, pTrc99-RitB-R, pTrc99-RitC-F en pTrc99-RitC-R van 5µM 
door 5µl primer met  195µl mQ aan te lengen 

o Voeg 5µl verdunde primer toe aan 5µl plasmide pACYC184-target1 van 100ng/µl 
o Kleef de sticker met barcode op het epje 
o Bewaar bij -20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden naar Macrogen 

(Nederland) 
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3.2.6 pACYC184-target2 in E.coli DG1/pBADAmpritABC brengen 
 
Zie 3.2.5 maar vervang pACYC184-target1 door plasmide pACYC184-target2. 

3.3 Constructie donorstammen  
3.3.1 Donorstam MFDpir/pSF100-Km 

3.3.1.1 Materiaal 
Materiaal of product Doel 

WIZARD PLUS SV Miniprep DNA purification system Plasmide-extractie pSF100-Km 

 

3.3.1.2 Protocol 
 Ontdooi donorstam MFDpir/pSF100-Km uit vloeibare stikstof 
 Plaat met een entoog bacteriële stam uit op LB+Km50+DAP0,3mM 
 Ent enkele kolonies over in 4ml vloeibaar LB-medium met 4µl Km en 8µl DAP 
 Plasmide-extractie pSF100-Km mbv. miniprep (WIZARD PLUS SV Miniprep DNA purification 

system) 
o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie DG1/pBADAmpritABC 

3.3.2 Donorstam MFDpir/ pDS132-Km 
3.3.2.1 Constructie competente recipiëntstam MFDpir 

3.3.2.1.1 Materiaal 
Materiaal of product Doel 

Gekoelde centrifuge Eppendorf type 
5424R 

Competente E.coli DG1/pBADAmpritABC op 4°C houden 
wanneer op te zuiveren 

Gekoelde centrifuge Beckman Avanti 
J-30I   
 

Grotere volumes E.coli DG1/pBADAmpritABC op 4°C 
centrifugeren 

Glycerol (10%) 
 

Verhoogd de dichtheid van  E.coli DG1/pBADAmpritABC om 
gemakkelijk op -80°C te kunnen bewaren 

SOB-ƳŜŘƛǳƳ όIŀƴŀƘŀƴΩǎ .ǊƻǘƘύ E.coli gemakkelijker competent maken door het laag 
zoutgehalte 

Meso-2,6-Diaminopimelic acid (DAP)  Essentieel aminozuur voor de groei van MFDpir  

 

3.3.2.1.2 Protocol  
 Maak 10ml 0,15M geconcentreerde stockoplossing van diaminopimeline zuur (DAP) 

o Weeg 285,3mg DAP af 
o Leng aan met 10ml HCl (1M) 
o Meng de oplossing goed en laat even staan  
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 

 Maak LB-medium met 0,3mM DAP 
o Zie 3.2.1.2 LB-medium en voeg hieraan 2ml DAP 0,15M toe. 

 Uitplaten van MFDpir op LB+DAP 
o Strijk met behulp van een entoog stamkolonies van MFDpir op LB-medium met DAP  
o Plaats de uitgestreken plaat in de broedstoof van 37°C 

 MFDpir competent maken  
o Zie 3.2.1.2 Competent maken van DG1/pBADAmpritABC maar maak een startcultuur van 

SOB-medium + DAP0,3mM 
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3.3.2.2 Constructie pDS132-Km 
3.3.2.2.1 Materiaal 

Materiaal of product Doel 

Thermocycler PCR op vector pDS132, pSF100-Km en 
pACYC184-Km 

Heatblock 22°C en 37°C Optimale temperatuur creëren voor 
restrictie-enzyme en ligase 

Chemisch competente pir1-cellen Behoudt plasmide stabiel 

Fast Digest buffer Optimale conditie creëren voor Fast Digest 
enzyme 

Restrictie-enzyme SacI met herkenningsplaats 
GAGCT^C 

Openknippen vector pDS132 

Restrictie-enzyme SpeI met herkenningsplaats 
A^CTAGT 

Controle oriëntatie Km-casette 

PCR clean-up WIZARD SV Gel and PCR Clean-Up system PCR-componenten uit het PCR-product 
verwijderen 

Ethanol (99%) Oplosmiddel voor stockoplossing 

/ƘƭƻǊŀƳǇƘŜƴƛŎƻƭ җфу҈ 

 

Selectie van E.coli pir1 met enkel plasmide 
pDS132 

Kanamycine 

 

Selectie van E.coli die de Km-casette 
bevatten 

Primer Fw_pDS132_pir: 
ATCGGCATAACTAGTCGATCCTTTTTAACCCA 

Amplificatie pDS132xSacI met blunt end 

Primer Rv_pDS132_pir: 
ATCGCGGCATTATGATCACAAATTGTTATCCGCTCAC 

Amplificatie pDS132xSacI met blunt end 

Primer Fw_K31pir:  ATCGGCATAACGTCCATAATG Amplificatie IrKmIr zonder flankerende 
ǊŜƎƛƻΩǎ ǳƛǘ Ǉ{Cмлл-Km 

Primer Rv_2_K31pir: CGTCTGTCGGAGGCTGGTTTT Amplificatie IrKmIr zonder flankerende 
ǊŜƎƛƻΩǎ ǳƛǘ Ǉ{Cмлл-Km 

Primer Rev_Km_upstream: AGATTGTCGCACCTGATTG De ligatie van de linkerflank van Km-
casette palindroom-IR-Km-IR bepalen 

Primer Rev_Km_downstream: 
GGTTGTATTGATGTTGGACG 

De ligatie van de rechterflank van Km-
casette palindroom-IR-Km-IR bepalen 

Sticker met barcode van EZ-Seq Herkenningscode voor firma EZ-Seq 

Primer K31FOR_EcoRI: 
TTGTGAATTCGACCCGAAGCGTCCAGACT 

!ƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛŜ LǊYƳLǊ ƳŜǘ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ 
uit pSF100-Km 

Primer K31REV_PstI: 
ATTACTGCAGCTTCAACGTCGATCAATGCG 

!ƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛŜ LǊYƳLǊ ƳŜǘ ŦƭŀƴƪŜǊŜƴŘŜ ǊŜƎƛƻΩǎ 
uit pSF100-Km 

Primer Fw_2_pDS132_pir: 
ATAATCCGGATCGCGGCATTATGGACGTTATGCCGATATC
GCCATAACTAGTCGATCCTT 

Amplificatie pDS132 x SacI zodat perfecte 
ligatie met het IrKmIr-insert mogelijk is 

Primer Rv_2_SD132:  
CCATGCGGCATAATCCGGATCGCGGCATTATGATCACAAA
TTGTTATCCGCTCA 

Amplificatie pDS132 x SacI zodat perfecte 
ligatie met het IrKmIr-insert mogelijk is 

Primer Fw_2_K31_pir:  
GCCGCATGGCGCTGC 

Amplificatie IrKmIR zonder flankerende 
ǊŜƎƛƻΩǎ ǳƛǘ Ǉ!/¸/муп-IrKmIr waarbij de 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d5/GHS-pictogram-silhouete.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d5/GHS-pictogram-silhouete.svg
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primer de IR-sequentie bevat 

Primer Rv_2_K31_pir:  
CGTCTGTCGGAGGCTGGTTTT 

Amplificatie IrKmIR zonder flankerende 
ǊŜƎƛƻΩǎ ǳƛǘ Ǉ!/¸/муп-IrKmIr waarbij de 
primer de IR-sequentie bevat 

 

3.3.2.2.2 Protocol 
 

 Maak 10ml van 1000x geconcentreerde stockoplossing van kanamycine 50mg/ml 
o Weeg 500mg kanamycine af 
o Leng aan met 10ml mQ 
o Meng de oplossing goed en laat even staan  
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 

 Maak 10ml van 1000x geconcentreerde stockoplossing van chloramphenicol  30mg/ml 
o Weeg 300mg chloramphenicol af 
o Leng aan met 10ml ethanol (99%) 
o Meng de oplossing goed en laat even staan  
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 

 Maak LB-medium met 50µg/ml kanamycine en 30µg/ml chloramphenicol 
o 3.2.1.2 LB-medium en voeg hierbij 500µl stockoplossing kanamycine en 500µl 

stockoplossing chloramphenicol 
 Maak LB-medium met 0,3mM DAP, 50µg/ml kanamycine en 30µg/ml chloramphenicol 

o Zie 3.3.2.2.2 LB-medium met  50µg/ml kanamycine en 30µg/ml chloramphenicol en voeg 
hieraan 1ml DAP 0,15M toe. 

 Restrictie vector pDS132 x SacI Fast Digest 
o Maak een reactiemix: 

Voor 1 reactie 

21µl plasmideDNA pDS132 (400ng nodig) 

10µl Fast Digest buffer (10x) 

6µl Fast Digest SacI enzyme 

13µl nuclease-vrij mQ 

 
o Incubeer 1uur op 37°C 
o PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van pDS132xSacI 

Á Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 
o Bewaar op -20°C 

 PhusionPCR op pDS132 x SacI  
o Maak een verdunning van 20µM van primers Fw_pDS132_pir en Rv_pDS132_pir door 

5µl primer aan te lengen met 45µl mQ 
o Maak een mastermix: 

Voor 1 reactie 

мҡƭ Řb¢tΩǎ όмлƳaύ 

10µl buffer (5x) 

1,5µl primer Fw_pDS132_pir 

1,5µl primer Rv_pDS132_pir 

0,5µl Phusion polymerase 

34,5µl mQ 

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

2min 98°C  

10sec 98°C 

30cycli 30sec 65°C 

3min30 72°C 

12min 72°C  

қ 4°C  

 
 PCR van Ir-Km-IR uit PSF100-Km  

o Maak een verdunning van 20µM van primers Fw_K31pir en Rv_2_K31pir door 5µl 
primer aan te lengen met 45µl mQ 

o Maak een mastermix: 
 

Voor 1 reactie 

мҡƭ Řb¢tΩǎ όмлƳaύ 

5µl buffer (10x) 

1,5µl primer Fw_K31pir 

1,5µl primer Rv_2_K31pir  

1µl Dreamtaq polymerase 

34,5µl mQ 

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

 

5min 94°C  

30sec 94°C 

30cycli 30sec 42°C 

3min 72°C 

10min 72°C  

қ 4°C  

 

 PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van IR-Km-IR en pDS132xSacI 
o Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 

 Blunt-end ligatie van Ir-Km-IR van PCR-product van pDS132xSacI 
o Maak een reactiemix: 

Voor 1 reactie 

2µl plasmidDNA pDS132xSacI (100ng nodig) 

4µl insertDNA Ir-Km-Ir (400ng nodig) 

2µl T4 DNA-ligase buffer 

2µl PEG 

5µl T4 ligase 

5µl nuclease-vrij water 

 
o Incubeer overnacht op 22°C 
o Bewaar op -20°C 

 
 Chemische transformatie pDS132-IrKmIr in pir1  
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o Verwarm een waterbad op 42°C 
o Ontdooi chemisch competente pir1 op ijs en houdt de cellen hier op 
o Breng 2 - 4µl (afhankelijk van de DNA-concentratie bepaald met Trinean Xpose 

UV/VIS reader) van plasmide pDS132-IrKmIr bij 40µl pir1 
o Houdt het mengsel van plasmide en pir1 30s in het waterbad van 42°C 
o Zet onmiddellijk weer op ijs 
o Breng 1ml SOC-medium bij de cellen 
o Laat 1uur schudden bij 37°C 
o Plaat 100, 10-1, 10-2 en concentraat uit op LB + Km50 + Cm30 
o Overnacht bij 37°C 

 Zuiver ongeveer  20 opgegroeide kolonies op LB+Km50+Cm30 
o Pik 20 afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker 
o Los deze op in 100µl saline 
o Pik met een entoog wat suspensie op  
o Strijk met de entoog over LB+Km50+Cm30 

 Maak preculturen van de 20 pir1-kolonies met pDS132-Km 
o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met MFDpir/pDS132-Km in 4ml LB 

+ 4µl Km50 + 4µl Cm30 
o Overnacht bij 37°C 

 Plasmide-extractie uit pir1/pDS132-Km 
o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie uit DG1/pBADAmpritABC 

 Restrictie vector pDS132 x SpeI Fast Digest 
o Maak een reactiemix: 

Voor 1 reactie 

6µl plasmideDNA pDS132-Km (400ng nodig) 

10µl Fast Digest buffer (10x) 

6µl Fast Digest SpeI enzyme 

28µl nuclease-vrij mQ 

 
o Incubeer 1uur op 37°C 
o PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van pDS132xSacI 

Á Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 
o Bewaar op -20°C 

 Gelelektroforese 120V grote gel gedurende 4u 
o Weeg 2,5g agarose en voeg 250ml TBE-buffer toe 
o Laat koken in de microgolf tot alles goed opgelost is 
o Laat afkoelen tot de agarose handwarm is 
o Voeg 12,5µl Gelred toe en meng 
o Giet de gel in een grote tray en plaats kammetjes 
o Laat de gel stollen 
o Plaats de gel in een grote buffertank 
o Doe 4µl van elk staal in een dye dot en pipetteer in de slotjes 
o Laad aan iedere zijde van de gel 2µl 1kb plus ladder  
o Laat de gel lopen gedurende 4u op 120V 
o Plaats de gel onder UV-licht  

 
 

 Sequentie-analyse op pDS132-Km  
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o Maak een verdunning van primer Rev_Km_upstream en Rev_Km_downstream van 
5µM door 5µl primer met  195µl mQ aan te lengen 

o Ontdooi de plasmiden pDS132-Km (construct1) met juiste oriëntatie en één met 
foute oriëntatie ter controle 

o Voeg 5µl verdunde primer toe aan 5µl plasmide pDS132-Km van 100ng/µl (steeds 1 
primer per plasmide) 

o Kleef de sticker met barcode op het epje 
o Bewaar bij -20°C tot de sequenties opgestuurd kunnen worden naar Macrogen 

(Nederland) 

Indien de sequentie-analyse niet het gewenste resultaat levert doe PhusionPCR van IR-Km-IR uit 
PSF100-Km met primers K31FOR_EcoRI en K31REV_PstI  en stel volgende condities in: 

2min 98°C  

10sec 98°C 

30cycli 30sec 67°C 

1min30 72°C 

12min 72°C  

қ 4°C  

 
 PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van IR-Km-IR  

o Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 
 Blunt-end ligatie van Ir-Km-IR van in pDS132 x SacI 

o Zie 3.3.2.2.2. Blunt-end ligatie Ir-Km-Ir in PCR-product van pDS132 xSacI 
 Chemische transformatie pDS132-IrKmIr in pir1  

o zie pDS132-IrKmIR (construct 1) 
 Zuiver ongeveer  20 opgegroeide kolonies op LB+Km50+Cm30 

o Pik 20 afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker 
o Los deze op in 100µl saline 
o Pik met een entoog wat suspensie op  
o Strijk met de entoog over LB+Km50+Cm30 

 Maak een precultuur van 2 pir1-kolonies met pDS132-Km (construct2) 
o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met pir1/pDS132-Km in 4ml LB + 

4µl Km50 + 4µl Cm30 
o Overnacht bij 37°C 

 Plasmide-extractie uit pir1/pDS132-Km 
o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie uit DG1/pBADAmpritABC 

 Sequentie-analyse op pDS132-Km  
o Zie 3.3.2.2.2 sequentie-analyse op pDS132-Km 

 
Indien de sequentie-analyse niet het gewenste resultaat levert doe PhusionPCR van IR-Km-IR uit 
pACYC184-IrKmIr met primers Fw_2_K31_pir en Rv_2_K31_pirK31en PhusionPCR van pDS132 x SacI 
en stel volgende condities in: 

Ir-Km-Ir pDS132 x SacI 

5min 98°C  5min 98°C  

10sec 98°C 

30cycli 

30sec 98°C 

30cycli 30sec 70°C 30sec 64°C 

1min30 72°C 3min 72°C 

10min 72°C  10min 72°C  

қ 4°C  қ 4°C  
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 Controle met gelelektroforese 70V gedurende 45min 
o Zie 3.2.1.2 Gelelektroforese pBADAmpritABC 

 PCR clean-up met WIZARD SV Gel en PCR Clean-Up System van IR-Km-IR  
o Zie 3.2.1.2 PCR clean-up ritABC 

 Blunt-end ligatie van Ir-Km-IR in pDS132 x SacI 
o Zie 3.3.2.2.2 Blunt-end ligatie Ir-Km-Ir in pDS132xSacI 

 Chemische transformatie pDS132-IrKmIr in pir1  
o zie pDS132-IrKmIR (construct 1) 

 Zuiver ongeveer  20 opgegroeide kolonies op LB+Km50+Cm30 
o Pik 20 afzonderlijke kolonie op met een tandenstoker 
o Los deze op in 100µl saline 
o Pik met een entoog wat suspensie op  
o Strijk met de entoog over LB+Km50+Cm30 

 Maak een precultuur van de 20 opgezuiverde pir1-kolonies met pDS132-Km (construct3) 
o Ent kolonies van de laatste opgezuiverde plaat met pir/pDS132-Km in 4ml LB + 4µl 

Km50 + 4µl Cm30 
o Overnacht bij 37°C 

 Plasmide-extractie uit pir1/pDS132-Km 
o Zie 3.2.1.2 plasmide-extractie uit DG1/pBADAmpritABC 

 Resctrictie pDS132-Km (construct3)  x SpeI Fast Digest 
o Zie 3.3.2.2.2 Restrictie pDS132-Km (construct1) x SpeI Fast Digest 

 Gelektroforese 120V grote gel gedurende 4u 
o Zie 3.3.2.2.2 Gelelektroforese restrict pDS132-Km (construct1)  

 Sequentie-analyse  
o Zie 3.3.2.2.2 Sequentie-analyse pDS132-Km (construct 1) 

3.3.2.3 Plasmide pDS132-Km in elektrocompetente MFDpir elektroporeren 
3.3.2.3.1 Materiaal 

Materiaal of product Doel 

Elektrocompetente MFDpir Elektroporatie pDS132-Km met juiste oriëntatie en ligatie  

Elektroporator Stroomimpuls geven zodat  poriën in de celwand van de 

competente bacterie gevormd worden en DNA binnenstroomt 

Elektroporatiecuvette 0,1cm Stroominpuls doorgeven tussen de elektrodes waartussen het 
mengsel van plasmide en MFDpir zich bevindt 

 

3.3.2.3.2 Protocol 
 Maak LB-medium met 0,3mM DAP en 50µg/ml kanamycine en 30µg/ml chloramphenicol 

o Zie 3.2.1.2 LB-medium en voeg hieraan 2ml DAP 0,15M, 1ml kanamycine 50µg/ml en 1ml 
chloramphenicol 30µg/ml toe 

 pDS132 met Km in juiste oriëntatie elektroporeren in elektrocompetente MFDpir 
o Zie 3.2.5.2 Elektroporatie pACYC-target 1 en 2 in competente DG1/pBADAmpritABC 

maar voeg nu 2 - 4µl pDS132-Km (construct3) met juiste oriëntatie en ligatie bij 40µl 
competente MFDpir  

o Plaat 100, 10-1, 10-2 en concentraat uit op LB+ DAP0,3mM+Km50+Cm30 
o Overnacht bij 37°C 
o Zuiver het construct op door enkele kolonies over te platen op LB+Amp100+Tc20 

Á Pik enkele afzonderlijke kolonies op met een tandenstoker 
Á Los elke kolonie op in 100µl saline 
Á Ga met een steriele entoog in de oplossing en strijk over de verdeelde 

agarplaten LB+ DAP0,3mM+Km50+Cm30 
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3.4 Inductietest arabinose  
3.4.1 Materiaal  

  
Materiaal of product Doel 

Microplate reader BMG labotech Clariostar Optische densiteit meten 

96-well plaat Snel een 2-delige verdunningsreeks maken 

Luchtdoorlatende folie voor een 96-wellplaat  Besmetting voorkomen en aërobie toelaten 

D-!ǊŀōƛƴƻǎŜ җфу҈ Induceren pBAD-promotor op vector 
pBADAmpritABC  

 

3.4.2 Protocol  
 

 Ent E.coli DG1/pBADAmpritABC in LB+Amp100 en schud overnacht op 37°C 
 Maak 10ml stockoplossing van arabinose (1M of 15,013%) 

o Weeg 1501,3mg arabinose af 
o Leng aan met 10ml mQ 
o Meng de oplossing goed en laat even staan  
o Doe de oplossing door een steriele filter met behulp van een spuit 

 
 Maak een 2-delige verdunningsreeks van arabinose in een 96-wellplaat 

o Doe 100µl mQ in iedere well, behalve in rij 1 waar 195µl mQ in moet 
o Voeg aan rij 1 5µl stockoplossing van arabinose toe en pipetteer op en neer 
o Neem van rij 1 100µl, breng over in rij 2 en pipetteer op en neer. 
o Neem weer 100µl van rij 2, breng over in rij 3 en pipetteer op en neer. 
o Doe dit tot de laatste rij waarbij 100µl uit rij 12 verwijderd wordt zodat in iedere well 

100µl arabinose-oplossing is 
 

 Voeg E.coli DG1/pBADAmpritABC toe 
o  Doe 10ml LB-medium in een petriplaat 
o Voeg hieraan 10µl ampicilline (100mg/ml) toe 
o Voeg 200µl inoculum DG1/pBADAmpritABC toe en meng de oplossing door met een acht 

op tafel te bewegen 
o Breng in iedere well 100µl te beginnen bij rij 12 waarbij zich de laagste 

arabinoseconcentratie bevindt 
 

 Breng een luchtdoorlatende folie aan op de wellplaat 
 Meet de optische densiteit (OD600) gedurende 30uur iedere 10min in de microplate reader. 
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3.5 Conjugatie donor- en acceptorstammen 
3.5.1 Conjugatie DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target 1 en 

MFDpir/pSF100-Km 
3.5.1.1 Materiaal 

 
Materiaal of product Doel 

пр˃Ƴ ŦƛƭǘŜǊ ǇŀǇƛŜǊ Cellen dwingen op de filter te blijven maar toch medium door 
de filter laten doordringen 

Ethanol Ontsmetten pincet 

Pincet  Oppikken van filterpapier 

Saline Preculturen wassen om antibiotica te verwijderen 
Oplossen van transconjuganten 

Primer Rev_Km_upstream: 
AGATTGTCGCACCTGATTG 

Sequentie-analyse ter controle van de Km-casette of deze 
aanwezig is 

Primer Rev_Km_downstream: 
GGTTGTATTGATGTTGGACG 

Sequentie-analyse ter controle van de Km-casette of deze 
aanwezig is 

Primer Ampli_tet3-out: 
TCAGGGACAGCTTCAAGGAT 

Controle target1-sequentie wat hiermee gebeurt is 

Elektrocompetente MFDpir cellen Elektroporatie transconjugant plasmide ter controle van het 
aantal transconjuganten die nog plasmide pSF100-Km aanwezig 
hadden 

 

3.5.1.2 Protocol 
 Maak LB-medium met 0,3mM DAP en arabinose 0,1%  

o Zie 3.3.1.1.2 LB-medium met 0,3mM DAP en voeg hieraan 3,33ml arabinose met 
een concentratie van 15% 

 Maak LB-medium met 50µg/ml kanamycine en 20µg/ml tetracycline 
o Zie 3.3.1.2 LB-medium en voeg hieraan 500µl kanamycine van 50µg/ml en 500µl 

tetrcatcyline met een concentratie van 20µg/ml 
 Preculturen DG1/pBADAmpritABC + pACYC184-target1 

o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met DG1/pBADAmpritABC + 
pACYC184-target1 in 4ml LB + 4µl Amp100 + 4µl Tc20 

o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met DG1/pBADAmpritABC + 
pACYC184-target1 in 4ml LB + 4µl Amp100 + 4µl Tc20 + arabinose 0,1% 

o Overnacht beide preculturen bij 37°C 
 Preculturen MFDpir/pSF100-Km 

o Ent een kolonie van de laatste opgezuiverde plaat met MFDpir/pSF100-Km in 4ml 
LB + 4µl Km50 

o Overnacht bij 37°C 
 Preculturen wassen  

o Doe 1ml van elke precultuur in een epje en centrifugeer 1min op max. snelheid 
o Giet het supernatans weg 
o Voeg 1ml saline toe en vortex goed 
o Centrifugeer op max. snelheid 
o Giet het supernatans weg 
o Los de pellet op in 1ml LB 

  




























































































