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Sammendrag

Hensikten med denne oppgaven var a lage og evaluere et system for 4 isolere og identifisere

proteaser som er involvert i & modne marine antimikrobielle peptider (AMPer).

Bioaktive substanser fra marine organismer er lovende for utvikling av terapeutiske midler.
Siden marine organismer lever tett pA mengder av patogene mikroorganismer, har de utviklet
et robust og effektivt immunsystem, der iblant AMPer. Mange AMPer er avledet fra inaktive
forlgper molekyler, og blir prosessert av proteaser for a frigjgre den aktive formen. Proteaser
er viktige molekylere verktgy innenfor ulike industrier og bioteknologi, og marine proteaser
har flere egenskaper som er gnskelige for ulike anvendelser, slik som aktivitet ved lav

temperatur.

Den metodiske tilnsermingen i denne oppgaven bestod av & konstruere og produsere en
proteinkonstruksjon med innhold av et marint AMP og andre utvalgte domener, for & kunne
benytte denne som et agn for protease(r). Domenene i konstruktet bestod av fluorescerende
proteiner, affinitetstagger, AMPet og kommersielle protease-klgyvesteder.

Proteinanalyser gav resultater som bekreftet rekombinant produksjon av
proteinkonstruksjonen. Videre ble det rekombinante proteinet renset ved & bruke
affinitetsrensing, og det ble da avdekket at noe av proteinet trolig var degradert til mindre
proteinfragmenter. For & undersgke om proteinet kunne klgyves ved de inkluderte
klgyvesteder i proteinet, ble kommersiell protease benyttet og resultatet viste at proteinet
trolig ble klgyvd ved ett eller ved flere av klgyvestedene, og dette resultatet gav grunnlag for
a utfare forsgk av krysslinking av mal-protein med den kommersielle proteasen. Det ble et
interessant resultat av krysslinkingen, og det viste at et kompleks av protease og protein trolig
var forekommet, men ikke med det fullstendige mal-proteinet, men sannsynligvis med en
fragmentert del av proteinet. Dette viste likevel at det var mulig & oppna pulldown, det & fange

et protein-protease kompleks.
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1 Innledning

1.1 Introduksjon

Fremveksten av multiresistente patogene bakterier kombinert med en minkende tilfersel av
nye antibiotika, utgjer et hastende behov for a utvikle nye klasser av antimikrobielle midler.
Dette har motivert forskere til a finne nye metoder for a bekjempe patogene mikroorganismer,
og har resultert i en bglge av forskning pa antimikrobielle peptider (AMPer) (Haney et al.,
2017). For AMPer har et lovende potensial som terapeutisk middel da de har et bredt spekter
av aktivitet mot bakterier, sopp og virale patogener (Brogden og Brogden, 2011).

AMPer blir ofte syntetisert som starre inaktive forlgper-proteiner og senere prosessert av
bestemte proteaser for a frigjare den aktive antimikrobielle formen (Haney et al., 2017).
Proteaser er enzymer som klgyver peptidbindinger i proteiner, hvor de spesifikt klgyver i
forhold til bestemte aminosyrer (Lehninger et al., 2013). Proteaser benyttes som molekylaere
verktay i ulike industrier, og mer effektive og fleksible proteaser er derfor ettertraktet, hvor
proteaser avledet fra marine organismer tilknyttet kalde miljgforhold, har vist seg & kunne

veere gode kandidater (Fornbacke og Clarsund, 2013).

1.2 Biologisk aktivitet i havet

Mer enn 70% av jordas overflate er dekket av hav, og mellom 50 og 80% av alle livsformer er
kun tilstede i havet, noe som derfor utgjer et sveert innholdsrikt biomangfold. Det marine
miljget er ogsa en rik kilde pa mikroorganismer, hvor det per ml av sjgvann kan finnes en
million (10%) bakterier og en milliard (10°) virus, og blant disse er noen patogene. I tillegg til
a inneholde et bredt spekter av mikroorganismer, er det marine miljget ekstremt hydrofilt og
har ogsa et hgyt saltinnhold. Havmiljget som altsa bestar av et stort kjemisk- og biomangfold
representere derfor en enorm ressurs for oppdagelse av potensielle terapeutiske midler
(Falanga et al., 2016).

Til forskjell fra det terrestriske habitat, er det marine i stgrre grad preget av farer og
konkurranse, og marine organismer lever altsa tett pa patogene mikrober. Derfor har utvikling
av beskyttende biologiske stoffer i marine organismer foregatt under et sterkt miljg-press, og

er derfor videre en rik kilde pa naturlige bioaktive molekyler (Cheung et al., 2015).
1



Et eksempel pa bioaktive molekyler er marine peptider, som har vist seg a kunne ha
effektivitet bade i forebygging og behandling av diverse sykdommer. Deres strukturer,
opprinnelige eller i modifiserte form, kan utnyttes til potensielle farmasgytiske midler og
«nutraceuticals». «Nutraceuticals», som det i de senere arene er blitt stgrre forskning rundt, er
helsefremmende produkter, hvor de i tillegg til & ha en naeringsverdi ogsa utgver en
fysiologisk effekt i kroppen, slik som & kunne forbedre immunsystemet og a forebygge

kroniske sykdommer (Cheung et al., 2015).

Fra havmiljget er altsa flere bioaktive forbindelser med attraktive farmasgytiske aktiviteter
blitt avledet, og det er videre derfor en potensiell kilde til nye oppdagelser (Falanga et al.,
2016).

1.3 Antimikrobielle peptider — lovende terapeutiske midler

Antimikrobielle peptider (AMPer) finnes og produseres hos nesten alle levende organismer,
og mer enn 2000 AMPer er blitt identifisert fra en diverse rekke av organismer, bade fra dyr,
sopp, planter og bakterier (Haney et al., 2017). «<ADP3» er en database over AMPer hvor en
kan finne 2619 naturlige AMPer med kjent sekvens og aktivitet. Databasen inkludere da
AMPer fra bakterier, archaea, protister, sopp, planter og dyr, hvor 2169 er antibakterielle, 172
antivirale, 105 anti-HIV, 959 antimykotisk, 80 antiparasitiske og 185 har antikreft egenskap
(Wang et al., 2016). AMPer betraktes som en viktig del av den farste forsvarslinjen mot
invaderende patogener, og hos pattedyr blir for eksempel AMPer produsert av epitel celler,
hvor de da finnes i vev, vaske og kroppsflater, slik som i mucosa (slimhinnen). Dette er da
ikke tilfeldig siden disse stedene i kroppen er omrader som stadig utsettes for en rekke
bakterier, bade kommensale og patogene bakterier. De produseres ogsa av diverse celler av
immunsystemet, slik som fagocytter. Pa infeksjons eller betennelses-sted frigjgr derfor
fagocytter AMPer som forsvar mot bakterieceller som finnes ved infeksjonen (Haney et al.,
2017).

Antimikrobielle peptider har vist seg a ha flere biologiske aktiviteter, som inkluderer
antimikrobiell aktivitet, antikreft, anti-biofilm og immunomodulerende aktiviteter (Haney et

al., 2017). De har ogsa blitt pavist i a ha egenskaper som hgy spesifisitet, hgy potens og
2



minimale bieffekter hos pasienter, og pa grunn av disse attraktive egenskapene har den
farmasgytiske industrien vist en voksende interesse for AMPer (Li et al., 2015).

Aminosyre komposisjonen som definerer strukturen til AMPer varierer, men det er noen
grunnleggende egenskaper som har vist seg a veere vanlige. AMPer er relativt korte aminosyre
sekvenser, vanligvis mindre enn 100 aminosyrer, hvor gjennomsnittlig lengde av alle
registrerte peptider er rundt 32 aminosyrer (Li et al., 2015). AMPer bestar ofte av en hgy
andel kationiske aminosyrer slik som arginin (Arg) og lysin (Lys), og dette gir derfor en
positiv ladning til disse molekylene ved ngytral pH (Haney et al., 2017), og den
gjennomsnittlig netto positiv ladning av alle registrerte peptider er pa 3,18 (Li et al., 2015).
Generelt har ogsa AMPer en hgy andel hydrofobiske aminosyrer, opp mot 50% eller mer.
Disse egenskapene, at de er kationiske og hydrofobiske, gjer at AMPer kan folde seg til
amfipatiske sekundzre strukturer. Dette pa grunn av at den hydrofobiske delen er lokalisert pa
den ene side av molekylet, og den kationiske og polare delen som oppstar pa motsatt side. |
vandig lgsning er AMPer vanligvis ustrukturerte, men adopterer den amfipatiske

konformasjon i neerveer av en biologisk membran (Haney et al., 2017).

Mange AMPer er avledet fra et inaktivt forlgpermolekyl, som da inkluderer en moden aktiv
form, en presekvens (signalpeptid) og/eller en prosekvens (Li et al., 2010b). I organismer blir
derfor AMPer ofte farst produsert som inaktive pro-peptider, og senere prosessert til aktive
antibakterielle former (Haney et al., 2017). De blir altsa biologisk aktive modne molekyler
etter en eller flere posttranslasjonelle modifikasjonstrinn. Disse trinnene inkluderer da
fjerning av presekvens (signal-sekvens) og/eller prosekvenser, hydroksylering, halogenering
(vanligvis brominering), og glykosylering (Li et al., 2015). Noen AMPer er stabilisert av
intramolekyleere disulfid-bindinger, dette forarsaker at den strukturelle fleksibiliteten
begrenses, og at peptidene opprettholdes i en relativt begrenset konformasjon (Haney et al.,
2017).

Et eksempel pa et naturlig AMP er det humane cathelicidin hCAP-18. Dette peptidet blir
syntetisert og lagret intracelluleaert som et starre preprotein og blir prosessert av protease-3
under sekresjon for 4 frigjere den aktive formen LL-37. LL-37 kan ogsa bli aktivert av
proteaser ved andre steder i kroppen for a danne alternative former av peptidet. Denne
posttranslasjonelle prosesseringen av AMPer gjer det derfor sveart vanskelig a rense disse

peptidene i gnsket aktiv form fra naturlige kilder. Det a rense peptider fra naturlige kilder har
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ogsa den ulempen at det krever store mengder med ratt biologisk materiale, og en oppnar kun

relativt sma mengder (Haney et al., 2017).

Siden det er vanskelig a rense ut AMPer fra naturlige kilder, sa er kjemisk syntese av peptider
foretrukket metode. Det gir da et hgyt utbytte og hgy renhet, og syntetiske derivater av
AMPer kan i tillegg fremstilles med mye hgyer potens (Haney et al., 2017).

1.3.1 Antimikrobielle mekanismer hos AMPer

Den farste kontakten mellom AMPer og bakterier er avhengig av en elektrostatisk tiltrekning
mellom de anioniske molekylene pa celleoverflaten og de kationiske aminosyre-delene i
AMPer. AMPer er spesielt tiltrukket av LPS som finnes pa den ytre membranen av gram-
negative bakterier, og lipoteikoinsyre i celleveggen hos gram-positive bakterier. AMPene
forarsaker enderinger i membranstrukturen, slik som fortynning av membranen, endringer i
krumming og forstyrrelse av permeabilitets-barriere i membranens dobbelt-lag. Membranen
er stedet for viktige biologiske hendelser, slik som cellevegg biosyntese og celledeling, og
AMPers forstyrrelser i membranen kan derfor ha betydelig konsekvens for bakteriecellene, og
derfor resultere i bakteriedrepende effekt (Haney et al., 2017). Figur 1 viser hvordan AMPers

interaksjon med cellemembran kan forarsake enderinger i membranstrukturen.

membran
| AMPer

PSS N0
5Q¥¥“ﬁ

L0

Figur 1: Mekanismer av interaksjon av AMPer med cellemembran. Kilde: Modifisert figur fra
Falanga et al. (2016).



Via biofysiske studier er det blitt gitt modeller for mekanismer pa hvordan AMPer «angriper»
membraner, og de viktigste foreslatte virkningsmekanismer er teppemodellen, tenne-stav

modellen, og «torodial-pore model» (Falanga et al., 2016).

AMPers virkningsmekanismer gjer utvikling av resistens mot AMPer mindre sannsynlig, til
forskjell fra konvensjonell antibiotika, fordi det vil kreve en forandring i den bakterielle
membranen (Falanga et al., 2016).

AMPer kan ogsa translokeres pa tvers av membranlaget til bakteriecellen, og nar AMPene er
inni bakteriene kan de interagere med intracelluleere mal, som derfor kan forarsake
forstyrrelser for viktige celluleere og metabolske prosesser, slik som hemming av DNA- og
proteinsyntese, som vist i figur 2 (Haney et al., 2017).

Intracellulaere mal

DNA syntese Proteinsyntese Proteinfolding

Figur 2: AMPers intracelluleere mal inkluderer DNA-syntese, proteinsyntese og proteinfolding.
Kilde: Modifisert figur fra Falanga et al. (2016).

1.3.2 Marine AMPer
Siden marine organismer lever tett pA mengder av patogene mikroorganismer, har de utviklet
et robust og effektivt immunsystem, hvor AMPer er en del av den farste forsvarslinje mot

invaderende mikrober (Falanga et al., 2016).



Det har vist seg a veere strukturelle forskjeller mellom marine AMPer og AMPer avledet fra
terrestriske organismer, og marine AMPer bestar derfor ofte av nye strukturer. Slik som at
marine AMPer er tilpasset hgy saltkonsentrasjon i sjgvann, og at dette sannsynligvis er

grunnet substitusjon av lysiner med argininer (Falanga et al., 2016).

Siden AMPer sin antimikrobielle aktivitet er basert pa elektrostatisk interaksjon med den
negativt ladde overflaten til bakterier, kan frie ioner produsert som falge av sykdom/satr,
redusere interaksjonen og antimikrobiell aktivitet (Falanga et al., 2016). For eksempel blir
effekten til AMPet humant B-defensin-1 sterkt redusert av saltkonsentrasjonen som finnes i
brokopulmonal veeske hos cyctisk fibriose pasienter, og peptidet far et sterkt aktivitetstap i
saltkonsentrasjoner over 50 mM (Goldman et al., 1997). Den hgye saltholdigheten til marint
miljg, opp mot 600 mM, gjer derfor at marine AMPer trolig har stgrre saltresistens enn
AMPer avledet fra andre kilder. Som derfor gjer det mulig for dem & beholde biologiske
aktiviteter ved relativt hgy saltholdighet, slik som i spytt, gastrointestinal-veeske, serum eller
andre kroppsvasker. AMPer avledet fra marine peptider vil altsa kunne tale fysiologiske

saltkonsentrasjoner (Falanga et al., 2016).

Pa bakgrunn av dette er bioaktive substanser fra marine organismer lovende for utvikling av
terapeutiske midler, og marine AMPer kan derfor bidra i design av AMPer med forbedret
stabilitet og effekt, for & videre kunne brukes i terapeutisk anvendelse hos mennesker og dyr
(Falanga et al., 2016).

1.3.3 Centrocin: marine AMPer fra grgnn krakebolle

Fylum echinodermata bestar av en gruppe marine virvellgse dyr, hvor vi blant annet finner
klassen sjgpiggsvin, med flere arter av krakeboller. Siden echinodermer lever i et mikrobe-rikt
miljg er antimikrobielle peptider viktige molekyler i deres medfgdte immunforsvar og derfor
et viktig farstelinje-forsvar mot invaderende patogener. Echinodermer er derfor kjent for &
uttrykke et bredt utvalg av AMPer (Li et al., 2015).

Centrociner er antimikrobielle peptider isolert fra coelomocytter ifra grann krakebolle,
Strongylocentrotus droebachiensis. De har en heterodimerisk struktur, er kationiske og viser
potent aktivitet mot gram-positive og gram-negative bakterier (Li et al., 2010b).



Den intramolekylare heterodimeriske strukturen bestar av en tungkjede pa 30 aminosyrer, og
en lettkjede pa 12 aminosyrer, hvor begge peptidkjedene inneholder en cystein-aminosyre.
Dette indikerer at de er forbundet med en disulfidbro, noe som derfor farer til den

heterodimerisk strukturen peptidet har i moden tilstand, som vist i figur 3 (Li et al., 2010b).

Tungkjede
1
w
w
=

Lettkjede

Figur 3: Tung- og lettkjede av Centrocin, hvor figuren viser peptidet i sin modne (aktive) form,
og disulfidbroen som holder kjedene sammen (Li et al., 2010b).

Den intramolekylzre disulfid-broen, kan ha stabiliserende effekt pa peptidets tertisere struktur
o0g beskytte peptidet fra proteolyse under translasjon og translokasjon innenfor
coelomocyttene (Li et al., 2010Db).

Forlgperpeptidet til Centrocin (umodent peptid) bestar av et signal-peptid, en prosekvens,
etterfulgt av tungkjeden, videre en interkjede (prosekvens) og deretter lettkjeden, som vist i
figur 4 (Li et al., 2010b).
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Figur 4: Forlgperpeptid av Centrocin, som bestar av preprosekvens (signal-peptid og
prosekvens), tungkjede, interkjede og lettkjede.

1.4 Proteaser — viktige enzymer og molekylzere verktagy

Enzymer er biologiske katalysatorer, som da gker hastigheten til spesifikke biologiske
reaksjoner. Dette skjer uten at enzymene selv gjennomgar endring. Reaktantene som enzymer
katalyserer kalles substrater, og hvert enzym har sin spesifikke karakter som gjer det i stand
til handle pa et bestemt substrat eller bestemte substrater, dette da for & produsere et bestemt
produkt (Palmer, 2001).

Monomere proteiner bestar av kun en enkel polypeptidkjede, og kan ikke bli dissosiert til
mindre enheter. Det er fa kjente monomere enzymer, og de kjente monomere enzymene
katalyserer hydrolytiske reaksjoner, og disse enzymene inneholder generelt mellom 100 og
300 aminosyrer, og har molekylvekt i omradet fra 13.000 til 35.000 (Palmer, 2001).

Flere monomere enzymer er proteaser og disse enzymene katalyserer hydrolyse av
peptidbindinger i proteiner. Proteaser er ofte syntetisert i en inaktiv form, som er kjent som et

proenzym eller zymogen, og blir aktivert ved behov (Palmer, 2001).

Proteaser katalyserer altsa den hydrolytiske spaltingen av peptid-bindinger, hvor de spalter
bindinger i tilknytting til bestemte aminosyrer, og dermed fragmenterer en polypeptidkjede til
kortere fragmenter pa en forutsigbar mate (Lehninger et al., 2013), som vist i figur 5.
Proteaser er ogsa kjent som proteinaser, peptidaser eller proteolytiske enzymer (Fornbacke og
Clarsund, 2013).
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Figur 5: Generell mekanisme til et protease enzym, hvor protein klgyves ved en hydrolyse
reaksjon, og det adderes et vann-molekyl til peptidbindingen. Kilde: Homaei et al. (2016).

I henhold til deres virkemate deles proteaser inn i to grupper, som bestar av endopeptidaser og
exopeptidaser. Hvor endopeptidaser klgyver peptid-bindinger i midten av polypeptidkjeder,

mens exopeptidaser fjerner terminale aminosyrer fra peptidkjeder (Homaei et al., 2016).

Alternativt kan proteaser klassifiseres etter den optimale pH, som ngytral, sur eller alkalisk.
De kan ogsa klassifiseres etter hensyn til deres aktive senter, da som cystein-, serin-, metallo-,
og aspartyl-proteaser (Homaei et al., 2016).

Gruppen av hydrolytiske enzymer utgjgr rundt 75% av industrielle enzymer, og proteaser
benyttes innen en rekke av industrier, innen leerbehandling, detergenter, sglvgjenvinning,
medisinske formal, matvarebehandling og kjemikalie- og avfallsbehandling. I den industriell
anvendelse av proteaser ma det tas hensyn til ulike faktorer, slik som temperatur, salt-

konsentrasjon, optimal pH, type media og inkubasjonsperiode (Homaei et al., 2016).

1.4.1 Marine proteaser

Havet er en kilde til nye enzymer som kan ha potensial som biokatalysatorer for anvendelse
innen forskning og industrielle prosesser (Muffler et al., 2015). Optimal aktivitet hos enzymer
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hos ulike organismer star i forhold til miljgfaktorer slik som salt-konsentrasjon, pH,
temperatur og interaksjon mellom disse faktorene. Derfor kan enzymer avledet fra marine
kilder ha andre kjemiske og stereokjemiske egenskaper, enn enzymer fra ikke-marine kilder.
Proteaser som er tilpasset fisk og akvatiske invertebrater har altsa deres optimale betingelser,
stabilitet og funksjon tilpasset til marine forhold, og vil derfor veere unike i sammenligningen
med proteaser fra pattedyr. Forskjellene er derfor hovedsakelig relatert til det store omfang av

miljgforhold de omgis av marint (Homaei et al., 2016).

Proteaser brukes innen bioteknologi, og marine mikrobielle proteaser har fatt mye
oppmerksomhet, da de har ekstremofile egenskaper og stabilitet i naervaer av mange typer
kjemikalier. Dette gjgr at marine proteaser har flere egenskaper som er gnskelig for ulike

bioteknologiske anvendelser (Muffler et al., 2015).

Marine proteaser har evnen til & opprettholde enzymatisk aktivitet ved lav temperatur, og gjar
seg derfor nyttige i prosesser som angar prosessering av matvarer, da bakteriell kontaminering
og ugnskede kjemiske reaksjoner kan reduseres under behandling ved lavere temperaturer
(Homaei et al., 2016). En annen egenskap hos marine proteaser, er at enzymer som er tilpasset
hgy saltkonsentrasjon kan vaere en fordel innen industriell bioteknologi da den katalytiske

reaksjonen kan bli utfgrt i ufortynnet lgsning (Muffler et al., 2015).

1.4.2 Kuldeadapterte marine proteaser

Til forskjell fra proteaser adaptert til moderate temperaturer (mesofile), har kuldeadapterte
proteaser (psykrofile), som er avledet fra organismer fra kaldt miljg, generelt hay spesifikk
aktivitet, lav substrat affinitet, og hgy katalytisk hastighet ved lave og moderate temperaturer.
Dette utgjer mer effektive og fleksible proteaser, som interagerer med, og transformerer

substratet ved lavere energikostnad (Fornbacke og Clarsund, 2013).

Denne fleksibiliteten bestar av at det katalytiske sete hos proteasene lettere kan ta inn
substratet, og danne kompleks. Men denne gkte fleksibiliteten kommer ofte pa bekostning av
stabilitet, altsa det blir en «trade-off» i stabilitet. Og i kontrast til analoge proteaser avledet fra
pattedyr er derfor psykrofile proteaser mer sensitive til inaktivering av varme, lav pH og
autolyse (Fornbacke og Clarsund, 2013).
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Katalytisk aktivitet eller enzym effektivitet kan uttrykkes som Kcat/Km, Som er spesifisitets-
konstanten. Her representerer kcat den katalytiske produksjon av et produkt under ideelle
forhold, omsetningsnummer («turnover number»), og Km representerer Michaelis konstanten,

som er affiniteten hos proteasen for substratet (Fornbacke og Clarsund, 2013).

Den hgye katalytiske hastigheten som generelt er observert i kulde-adapterte proteaser er et
resultat av modifikasjoner i entalpi som favoriserer hgyere omsetningsnummer. Ved a se pa
proteaser som er tilpasset gjennom sterk Km forbedring, slik som trypsin, som gker kcat men
ogsa katalytisk effektivitet ved a senke dens K, sa ses det et uttalt skille mellom mesofile og

psykrofile proteaser (Fornbacke og Clarsund, 2013).

I en undersgkelse av katalytisk aktivitet i forhold til temperatur, som ble gjort av proteasene
trypsin fra Atlantisk torsk og trypsin fra storfe, ble det demonstrert at torske-avledet protease
viste en doblet gkning i kca: (omsetningsnummer) og en mer enn atte ganger forbedring
(reduksjon) i Km. Dette resulterte i en 17 ganger starre katalytisk effektivitet med trypsin fra
Atlantisk torsk, i sammenligning med trypsin fra storfe. Som fglge av en senket Kw kreves det
derfor mindre mengde enzym for a fa en hgy katalytisk effektivitet (Fornbacke og Clarsund,
2013).

Videre i studien, av sammenligning av trypsin fra torsk med trypsin fra storfe, sa klgyvde
trypsin fra torsk proteiner mer effektivt over en rekke av temperaturer (Fornbacke og

Clarsund, 2013), som vist i figur 6.
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Figur 6: Atlantisk-torske-trypsin (kulde-adapter protease) versus storfe-trypsin (mesofil
protease), hvor trypsin fra torsk klgyver proteiner mer effektivt over en rekke av temperaturer.
Kilde: Fornbacke og Clarsund (2013).

Pa grunn av enten forbedret kea eller Kw, er verdier av katalytisk aktivitet (Kea/kwm), i et
temperatur-omrade fra 0°C til minst 30°C, hayere for psykrofile proteaser enn mesofile.
Kulde-adapterte proteaser har altsa evne i 4 katalysere biologiske prosesser mer effektivt enn

mesofile analoger (Fornbacke og Clarsund, 2013).

1.5 FRET — et bevis pa tilstedeverelse av molekylaere komplekser

Nar et molekyl absorberer et foton kommer det i en eksitert tilstand, hvor et elektron i det
absorberende molekylet blir Igftet til et hgyere energi niva. Molekylet er da generelt ustabilt,
og elektronet som er lgftet til et hayere-energi niva (orbital) returnere vanligvis raskt igjen til
det/sitt lavere-energi niva (orbital). Det eksiterte molekylet henfaller da til den stabile
grunntilstand igjen og frigir det absorberte kvantum, som er den mengden energi som fotonet
inneholder. Det absorberte kvantum frigis da som lys, varme eller sa brukes det til & gjare
kjemisk arbeid. Frigjaringen av lys kalles fluorescens, (emisjon av lys), og lys-emisjonen
bestar alltid av lengre bglgelengde, som er av lavere energi, enn det til det absorberte lyset

(Lehninger et al., 2013).
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Hvis det fluorescerende protein-molekylet GFP (green fluorescent protein) blir eksitert kan
energien av det absorberte foton frigis/disponeres pa to mater. Enten ved fluorescens, hvor
energien emitteres som et foton av litt lengre bglgelengde enn det eksiterende lys, eller ved
ikke-stralende fluorescens resonans energi overfgring, ofte kalt FRET (forster resonance
energy transfer). Ved FRET gar energien av det eksiterte molekylet direkte til et naerliggende
molekyl, uten emisjon av et foton. Det eksiterte molekylet fungerer derfor som en donor, og
det naerliggende molekyl som akseptor. Akseptoren blir derfor eksitert, og faller videre til sin
grunntilstand ved fluorescens, hvor det emitterte foton har lengre bglgelengde enn bade det
originale eksiterende lys, og fluorescens emisjon som donor molekyl ville ha fremkalt. FRET
er bare mulig nar donor og akseptor er nare nok, innenfor omradet 0,1 nm til 5 nm. Sveert
sma endringer i avstand mellom donor og akseptor registreres som sveert store endringer i

FRET, og males dermed som fluorescens fra akseptor molekyl (Lehninger et al., 2013).

Figur 7 viser at nar et protein, med fusjon til det fluorescerende proteinet CFP, blir eksitert
med lys av bglgelengde av 433 nm, sa emitterer den fluorescens ved 476 nm, men hvis
proteinet er nart nok et annet protein i fusjon med det fluorescerende proteinet YFP, sa vil
FRET muliggjeres mellom dem. Energien overferes da direkte fra CFP til YFP, hvor YFP da
emitterer fluorescens ved 527 nm, som vist i figur 7. Forholdet mellom lys emisjon ved 527

nm og 476 nm er derfor et mal pa interaksjon av de to proteinene (Lehninger et al., 2013).
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Figur 7: FRET mellom to proteiner i fusjon med henholdsvis de fluorescerende proteiner CFP
og YFP, energien overfgres direkte fra CFP til YFP som da emitterer fluorescens ved 527 nm.
Kilde: Lehninger et al. (2013).

Det er stor interesse for FRET innenfor bioteknologi, medisin og biofysikk. Hvor FRET kan
brukes i molekylstudier, ofte for & bestemme molekyler avstand eller for a vise at molekyleere
komplekser er tilstede eller ikke (Clegg, 2009).

1.6 Affinitetsrensing og pulldown av protein

Affinitetskromatografi er en effektiv metode for a rense ut spesifikke proteiner fra en
proteinekstrakt. For & kunne rense et protein med hensyn til affinitet, si ma proteinet
produseres som et fusjonsprotein. Genet for fusjonsproteinet bestar da av genet som koder for
mal-proteinet fusjonert til et gen som koder for et peptid eller protein som binder med affinitet
og spesifisitet under affinitetskromatografi. Dette peptidet eller proteinet kalles da en tag. Pa
denne maten kan en tag-sekvens bli tilfart gener slik at resulterende proteiner har en tag ved
N- eller C-terminal ende til proteinet (amion- eller karboksyl terminal ende) (Lehninger et al.,
2013).
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Terminale tagger gir derfor «handtak» for affinitetsrensingen. Pa denne maten kan
fusjonsproteinet oppnas med god utbytte og med hgy renhet, og etter rensing kan taggen
fjernes fra fusjonsproteinet ved bruk av protease som klgyver en bestemt aminosyre sekvens

mellom mal-proteinet og taggen (Lehninger et al., 2013).

Et eksempel pa en slik tag er His-tag. His-tag er en tag som bestar av en enkel sekvens av seks
eller flere histidin aminosyrer, som bindes sterkt og spesifikt til nikkel ioner. Dermed kan en
matrix av immobilisert Ni* (nikkel ioner), brukes under affinitetskromatografi for & separere

protein som har His-tag, fra andre proteiner i en ekstrakt (Lehninger et al., 2013).

Terminale tagger er derfor praktiske, og er suksessfullt benytte i tusenvis av publiserte
studier, hvor proteinet i mange tilfeller ville ha veert umulig a fa renset uten tag (Lehninger et
al., 2013).

Pulldown er en metode for & studere protein-protein interaksjoner, hvor kjemisk krysslinking
gjer det mulig a fange disse flyktige interaksjonene (Gong et al., 2006). Under krysslinking
dannes kovalente bindinger mellom proteinene som krysslinkes (Klockenbusch et al., 2012),
og det er derfor en metode for & danne komplekser av proteiner. Et rekombinant protein med
innhold av affinitetstag, kan derfor benyttes, og krysslinkes med et bestemt interagerende

protein, og videre kan affinitetsrensing benyttes for a rense ut komplekset.

1.7 Oppgavens mal og delmal

Proteaser er viktige molekyleare verktgy, og denne oppgaven har gatt ut pa a utpragve et
system som skal kunne anvendes til & isolere proteaser. Systemet er utarbeidet og utviklet
under veiledning av Hans-Matti Blencke og Chun Li ved UiT. Systemet bestar av a benytte en
proteinkonstruksjon med innhold av AMPet Centrocin. Proteinkonstruksjonen skal ogsa
inneholde de fluorescerende proteinene emerald GFP og mCherry RFP, og
affinitetsrensetagger. Protease(r) som klgyver og aktiverer Centrocin er ukjent(e). Dermed
inkluderes kommersielle protease-klgyvesteder innad i Centrocin, for a bruke kommersiell
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protease for a modne peptidet etter at det er produsert som en del av proteinkonstruksjonen.
Hvis den kommersielle proteasen klgyver Centrocin, kan det dermed utferes et krysslinkings-
forsgk for a fa dannet et protein-protease kompleks, og proteinkonstruksjonen fungerer derfor

som et agn for proteaser.

1.7.1 Hovedmal: «Proof of concept»

Hypotesen for denne oppgaven er at det er mulig & rekombinant produsere Centrocin som en
del av en proteinkonstruksjon, videre modne peptidet ved bruk av kommersiell protease, og
deretter krysslinke proteinkonstruksjonen og protease. Hovedmalet til oppgaven er derfor a
forsgke & bevise dette konseptet. Hvis konseptet bevises kan systemet senere benyttes til 4
identifisere ukjent(e) protease(er) som modner Centrocin, da ved hjelp av pulldown, hvor

krysslinking benyttes for & oppna et protein-protease kompleks.

1.7.2 Delmal

1. Rekombinant produksjon av proteinkonstruksjonen ved bruk av bakteriell ekspresjonsvert.

2. Kunne bekrefte produsert protein ved & male fluorescens, hvor tilstedeveerelse av FRET vil
bekrefte at proteinkonstruksjonen er produsert fullstendig og riktig, ved at begge de

fluorescerende proteinene Emerald-GFP og mCherry-RFP er tilstede i proteinet.
3. Rense proteinet ved bruk av Strep-tag og His-tag.

4. Klgyve proteinkonstruksjonen ved bruk av protease, og hvis dette oppnas, forsgke a

krysslinke protein og protease.
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2 Materiale og metode

Lab-arbeidet til denne mastergradsoppgaven kan deles inn i flere etapper. Farste etappe av
lab-arbeidet bestod av & fa fremstilt det riktige plasmidet til bruk under produksjon av
proteinkonstruksjonen. Et plasmid ble bestilt bestaende av pUC19 vektor med kodende
sekvens for proteinkonstruksjonen, konstruert ved a bruke bioinformatiske metoder. Dette
plasmidet skulle dermed benyttes far & danne ekspresjons-plasmidet pULLO1. Sa viste det seg
at bestilt plasmid var av varierende starrelse og at restriksjonsseter innenfor genet som skulle
brukes ikke var tilstede. Plasmidet som var bestilt fra kommersiell selger oppfylte derfor ikke
kravene som behgvdes for & kunne bruke dette videre, og en ny strategi matte derfor settes
opp. Den nye fremgangsmaten gikk ut pa a bruke PCR til & amplifisere DNA-fragment fra
pUC19 plasmidet, som koder for proteinkonstruksjonen, og videre transformere/klone dette
sammen med linezrt fragment av pET30 vektor, ved & bruke en metode som kalles

exonuclease og ligasjons uavhengig kloning (ELIC).

Den andre delen av lab-arbeidet bestod av & produsere og rense proteinet, deretter a inkubere
det med kommersiell protease 3C. Til sist, et forsgk for & krysslinke proteinkonstruksjonen og

protease 3C ved bruk av formaldehyd.

«Materiale og metode» er derfor hovedsakelig delt inn i tre deler, som bestar av

bioinformatikk, molekylzr kloning og proteinbiologi.

Lasninger, reagenser og programvarer er oppfart i appendiks I-VI.

2.1 Proteinkonstruksjonen

Proteinkonstruksjonen, vist i figur 8, ble designet med utvalgte domener. Disse domenene
bestod av affinitet rense-tagger, fluorescerende proteiner, og hele forlgperen av Centrocin i
midtre del av proteinkonstruksjonen. Mellom de ulike domene delene ble fem 3C-protease-

klgyvesteder inkludert, hvor tre av dem befant seg innenfor Centrocin forlgper-sekvensen.

Affinitet rense-tagger bestod av Twin-Strep- og His-tag, for & kunne rense/isolere proteinet
etter at det var produsert, og de fluorescerende proteiner bestod av emerald GFP og mCherry
RFP, for & bruke disse for & male fluorescens og undersgke at proteinkonstruksjonen var riktig

produsert.
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En annen grunn for & bruke fluorescerende proteiner i proteinkonstruksjonen, var for a skjule
den antimikrobielle delen (Centrocin) mellom stgrre ufarlige proteiner. Hvor GFP og RFP

begge har starrelse pa rundt 27 kDa, mens Centrocin har en starrelse pa rundt 13 kDa.
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Figur 8: Proteinkonstruksjonens domener, som bestar av Strep- og His-tag, GFP, RFP og hele
forlgper av Centrocin (blafargede deler). Fem 3C-protease-klgyvesteder er inkludert mellom de ulike
domenene. Figuren er designet av Chun Li.

For & konstruere den kodende nukleotidsekvensen, for proteinkonstruksjonen, (for bruk i
plasmidvektor), ble det benyttet bioinformatiske metoder. Programvarene plasmaDNA
(University of Helsinki, Finland) og SnapGene (GSL Biotech, Chicago, USA) ble da benyttet.
Nukleotidsekvensen ble konstruert til & inneholde kodende sekvenser for alle domener
beskrevet ovenfor (figur 8), og i tillegg ble restriksjonskuttestedene, Ndel, BamHI, Notl og
Xhol inkludert i sekvensen, vist i figur 9 (nukleotid- og aminosyresekvens ses i appendiks
VII).

Sekvenser for domenene ble hentet fra ulike kilder. For de fluorescerende proteinene, emerald
GFP og mCherry RFP, ble sekvensene hentet fra databasen til SnapGene (SnapGene, u.a.-a,
SnapGene, u.a.-b). Sekvenser benyttet for protese-3C-klayvesteder ble valgt i forhold til den
kommersielle proteasen som skulle benyttes for & klgyve proteinet (GE Healthcare, 2011).
Sekvens for Centrocin ble hentet fra artikkel “Centrocins: Isolation and characterization of
novel dimeric antimicrobial peptides from the green sea urchin, Strongylocentrotus
droebachiensis” (Li et al., 2010b), hvor sekvensen for Centrocin 1a ble benyttet. Strep- og
His-tag er godt etablerte affinitetstagger, hvor Strep-tag bestar av atte aminosyrer i fglgende
sekvens, WSHPQFEK, og His-tag seks histidin aminosyrer (IBA Lifesciences, 2017,
Lehninger et al., 2013), respektive nukleotidsekvenser for disse aminosyresekvensene ble
derfor benyttet.
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Figur 9: Oversikt over proteinkonstruksjonens domener. Med innhold av affinitetstagger,
fluorescerende protein, 3C-klgyvesteder og sekvens for Centrocin peptidet mellom 3C-klgyvesteder i
midtre del av figuren. | tillegg ble restriksjonskuttestedene, Ndel, BamHI, Notl og Xhol inkludert i
sekvensen. Figur laget i programmet plasmaDNA (University of Helsinki, Finland).

2.2 Kiloning

2.2.1 Dyrking av bakterier

Under dyrking av bakterier ble det benyttet flytene og fast LB medium, med innhold av
antibiotika for seleksjon. Flytende LB medium og LA-plater ble benyttet direkte fra lageret
ved instituttet. Andre kombinasjoner ble laget som beskrevet videre i kapittelet. Oppskrift for

flytende og fast LB medium er oppfert i appendiks II.
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2.2.1.1 Antibiotika
Antibiotika ble alltid tilfart dyrkningsmedier i forholdet 1:1000 fra stock-lgsning. Tabell 1

viser stock-lgsning og arbeidskonsentrasjon for ampicillin og kanamycin.

Tabell 1: Antibiotika, stock-lgsning og arbeidskonsentrasjon.

Stock-lgsning Arbeidskonsentrasjon
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml

2.2.1.2 Tillaging av kanamycin-lgsning til bruk i dyrkingsmedier

For & lage kanamycin-lgsning ble 250 mg kanamycin-pulver (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), veid inn i et falcon-rar (50 ml) (Corning, Corning, NY, USA). Deretter ble 5 ml Ultra
pure H20 (Biochrom GmbH (Merck), Berlin, Tyskland) tilsatt, for & oppna en konsentrasjon
pa 50 mg/ml. Kanamycin-lgsning ble lagret i fryser ved -18 °C.

2.2.1.3 Tillaging av LA-plater, med kanamycin (50 pg/ml)

Under tillaging av LA-plater ble det benyttet falgende ingredienser, pepton (Merck,
Dramstadt, Tyskland), gjer ekstrakt (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), NaCl (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), dH20 (NFH, UiT, Tromsg, Norge) og agar (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), i gitt rekkefglge. Alle ingrediensene ble veid inn og tilfert en kolbe. Det ble benyttet en
rgremagnet for & blande innholdet med magnetrarer. Ferdigblandede ingredienser ble plassert
i autoklav, VAPOUR-Line Lite (VWR International, Radnor, PA, USA), og autoklavert i 2
timer, hvor 20 min ved 121°C. Medium ble avkjglt til 60°C fgr kanamycin ble tilsatt.
Kanamycin ble rart inn, og LA-mediet ble overfart til petriskaler (VWR International,

Radnor, PA, USA). Tabell over mengder benyttet under tillagingen er oppfart i appendiks I1.
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2.2.2 Transformasjon av kompetente celler

Kompatibel bakteriell vert, TOP10 eller BL21(DE3) ble benyttet for transformasjon med
plasmidvektorer, se tabell 2. Rgr med kompetente celler ble holdt pa is under hele
transformasjonen. Fra fryser, -80 °C, ble 1,5 ml rar med kompetente celler (50 pl) plassert
direkte pa is og tint, (10 minutter for BL21(DE3) Competent E. coli). Videre ble plasmid (1-2
ul) tilsatt, og rer inkubert pa is i 30 minutter. Som negativ kontroll ble alltid et rar med
kompetente celler uten tilfert plasmid benyttet og behandlet ved samme metode som
plasmidpreve-rer. Etter inkubasjon pa is, ble rarene inkubert 30 sekunder ved 42°C i
vannbad, og igjen oppbevart pa is. Pre-varmet (romtemperatur) LB-medium (NFH, UiT,
Tromsg, Norge/New England Biolabs, Ipswich, USA) ble tilsatt rgrene, og inkubert i
varmeskap ved 37°C i ristemaskin (225 rpm), i 1 time. Henholdsvis 50 ul, 100 ul og
resterende mengde av vekstmediet, ble overfart til LA-plater med innhold av spesifikt
antibiotikum for seleksjon, ampicillin (100 pg/ml) eller kanamycin (50 pg/ml), og spredt jevnt

utover, med sterilisert glasstav.

Under transformasjon av E. coli BL21(DE3) celler ble High Efficiency Transformation

Protocol (New England Biolabs) fulgt.

Tabell 2: Kompetente celler og plasmider benyttet under transformasjon og kloning.

Kompetent celle/stamme og Bruksomréde/egenskaper Produsent

plasmid

One Shot™ TOP10 Chemically Rutine kloning/subkloning. Thermo Fisher Scientific,
Competent E. coli Kompetente celler med hay Waltham, USA

transformasjons effektivitet.

BL21(DE3) Competent E. coli Optimalisert for proteinekspresjon New England Biolabs, Ipswich,
fra T7 promoter USA
pUC19 Plasmidvektor. Ampicillin resistens. ~ Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
pET30 Plasmidvektor. Kanamycin resistens.  Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
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2.2.3 Agarose gel elektroforese av DNA

Isolert plasmid, restriksjonskuttet plasmid og PCR-produkter, ble analysert/separert ved bruk
av agarose gel elektroforese for a kontrollere riktig DNA stgrrelse. 5 pl plasmid/DNA ble
tilsatt 1 pl loading dye (Gel Loading Dye, Blue (6X) (New England Biolabs, Ipswich, USA).
For starrelsesmarkar ble det benyttet 1 ul Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) blandet med 1 pl loading dye og 4 pl H20. Prgvene ble kjart pa 1
% agarosegel (se tabell i appendiks Il), med 2,5 pl ethidiumbromid (10mg/ml) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), og gelkammer Liberty 4 (Neuvitro, Vancouver, USA) ble benyttet.
Far kjgring av gel ble sidekamrene fylt med TAE buffer (NFH, UiT, Tromsg, Norge), og gel
dekket av dH2O (NFH, UiT, Tromsg, Norge). Deretter ble gel kjgrt ved 200 V i 20 min. Etter
endt kjering, ble gelen avlest ved bruk av GeneGenius bio-imaging system (Syngene,

Bangalore, India).

2.2.3.1 Preparativ gel elektroforese av restriksjonskuttet plasmid (stgrrelsesavhengig
isolering av DNA)

Under preparativ gel elektroforese ble gel kjort ved 80 Volt i 40 minutter. Ved endt kjgring

ble DNA-fragment, (band pa gel), registrert ved kort bruk av UV-lys i mgrkerom. Band med

DNA-fragment av interesse ble kuttet ut med et sterilt skalpellblad og tilfart et rent

eppendorfrar (BRAND, Wertheim, Tyskland). For & ekstrahere DNA fra gel ble QIAquick

Gel Extraction Kit (Qiagen, Venlo, Nederland) benyttet og tilhgrende protokoll fulgt.

Etter rensing ble plasmid-fragment analysert med agarose-gel elektorforese for a kontrollere
starrelse og renhet, og konsentrasjon av DNA ble malt ved bruk av NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

2.2.3.2 E-gel elektroforese (starrelsesavhengig isolering av DNA)

Som et alternativ til tradisjonell preparativ gel elektroforese ble en mer effektiv metode tatt i
bruk, som bestod av E-Gel® Electrophoresis System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), hvor gel-kassett E-Gel CloneWell 11 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), ble
benyttet. Brukerguide E-Gel® Technical Guide, (s. 62-66), ble fulgt under utferelse.
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2.2.4 Plasmid isolering

Enkeltkolonier av transformerte celler ble inokulert for videre a isolere plasmid. Til kulturrar
med 5 ml LB-medium (NFH, UiT, Tromsg, Norge) ble det tilsatt antibiotika for seleksjon, i
forholdet 1:1000. En koloni ble overfart til kulturrgr ved bruk av en steril podenal. Kulturrgr
ble inkubert i ristemaskin (225 rpm) ved 37°C over natt.

For & isolere plasmid ble ONK overfart til 1,5 ml eppendorfrar (BRAND, Wertheim,
Tyskland) og spunnet ned med sentrifuge for & samle pellet. Plasmid ble isolert ved & bruke
kitt, QlAprer Spin Miniprep Kit (Qiagen, Venlo, Nederland) eller plasmid Miniprep kit
(Macherey-Nagel, Diiren, Tyskland), og tilhgrende protokoll ble fulgt og metode utfart i
henhold til produsent. Kitt QIAprer Spin Miniprep Kit (Qiagen, Venlo, Nederland) ble
benyttet under de farste plasmidisoleringer, og senere ble plasmid Miniprep kit (Macherey-
Nagel, Duren, Tyskland) benyttet for & oppna hgyere konsentrasjon av plasmid. Ved endt
isolasjon ble eluert plasmid oppbevart pa is eller lagret i fryser ved -18 °C til senere bruk.

Renhet og konsentrasjon av DNA ble kontrollert/malt ved bruk av NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

2.2.5 Restriksjonskutting

For & undersgke kvaliteten til pUC19 ble det utfart restriksjonskutting. Under utfgrelsen ble
enzymer, Notl (New England Biolabs, Ipswich, USA) og BamHI (New England Biolabs,
Ipswich, USA), valgt i forhold til hvilke kuttesteder som det var forventet at plasmidet skulle
inneholde, og som da ville resultere i gnsket DNA-sekvens. Buffer, NEBuffer™ 3.1/

CutSmart (New England Biolabs, Ipswich, USA), ble videre utvalgt i henhold til enzymene.

Praver for restriksjonskuttingene inneholdt et totalt volum pa 50 pl, som bestod av plasmid,
buffer, vann, og enzymer for a kunne oppna den gnskede sekvensen, hvor enzymer alltid ble
tilsatt sist. Se tabeller under appendiks Il for reagenser og mengder for restriksjonskutting.
Etter tillaging av lgsninger for restriksjonskutting-reaksjoner ble Igsningene sentrifugert kort

og inkubert ved 37°C i 2 timer. Prgvene ble deretter analysert med agarose gel elektroforese.
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2.2.6 PCR - polymerase kjedereaksjon

For & amplifisere og modifisere sekvenser ble PCR benyttet.

Under tillaging av PCR-praver ble det benyttet PCR-rgr, 0.2 ml Thin-walled 8 Tube &
Domed Cap Strips (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), hvor rgr og reagenser ble
holdt pa is under tilsetting av alle stoffer og frem til plassering i thermocycler (Applied
Biosystems, 2720 Thermal Cycler) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ved
tilsettelse av stoffer, ble det alltid startet med Ultra pure H2O (Biochrom GmbH (Merck),
Berlin, Tyskland), deretter buffer, primere, templat og DNA-polymerase. Ved bruk av
mastermiks, slik som DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), ble denne tilsatt til sist etter H.O, primere og templat. Fer tilsettelse av
primere ble disse mikset i vortex-mikser og spunnet ned med sentrifuge. Etter tilsettelse av
alle stoffer, ble tilhgrende strips-lokk satt pa PCR-rgr og blandingen i rarene ble mikset og
sentrifugert i ca. 3 sekunder. Deretter ble rgrene plassert i PCR-maskin, thermocycler, og
spesifikt PCR-program startet.

Flere PCR-forsgk ble utfart, hvor ulike PCR-program og forskjellige DNA-polymeraser ble
utprgvd. Under ulike PCR-forsgk ble Phusion DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) og Tag-polymerase benyttet, og endringer i annealing temperaturer i henhold
til dette. Hvor annealingtemperaturer ble valgt ved bruk av Tm (melting temperature)
kalkulator (Thermo Fisher Scientific, u.d.-b). Eksempler pd PCR-programmer vises i tabell 3.
Primerer benyttet ses i tabell 4. Reagenser ses i appendiks | og lgsninger benyttet under PCR

ved bruk av ulike DNA-polymeraser er oppfart i appendiks IV.

For videre bruk, ble PCR-produkter renset ved bruk av kitt QIAquick PCR purification Kit
(Qiagen, Venlo, Nederland) og tilhgrende protokoll ble fulgt og metode ufart i henhold til

produsent.
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2.2.6.1 Eksempler pa PCR programmer benyttet under forsgk

Tabell 3: PCR programmer endres med hensyn til DNA polymerase benyttet: A) ved bruk av

Phusion polymerase og B) ved bruk av Taqg polymerase.

STEG TEMPERATUR (°C) VARIGHET ANTALL SYKLUSER
(MIN:SEK)

A) Initialisering 98,0 00:30 1
Denaturering 98,0 00:10 30
Annealing/hybridisering 65,0 00:30 30
Elongering/ekstensjon 72,0 00:30 30
Siste elongering 72,0 10:00 1
«Hold» 4,0 0

B) Initialisering 95,0 05:00 1
Denaturering 95,0 00:30 30
Annealing 49,0 00:30 30
Elongering 72,0 06:30 30
Siste elongering 72,0 07:00 1
«Hold» 4,0 o)

2.2.6.2 Primerdesign og primere

Primere ble designet for a omfatte sekvenser av varierende lengde, med innhold av ekstra 5’

sekvens, restriksjonsseter, annealing sekvens og med homologe sekvenser til mottakervektor

ved 5’ ender.
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Tabell 4: Primersekvenser med annealing temperatur.

OLIGO NAVN SEKVENS (5-3") ANNEALING TEMPERATUR (°C)

PHUSION TAQ
POLYMERASE = POLYMERASE

pULLO1_F CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG 65,0 -
AGATATACATATGGCAAGC

pULLO1_R GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTTG 65,0 -
TATAATTCATCCATGCC

pULLO02CO F TAATAGTGAGAAGGAGATATACATATGGTTTCAA 60,0 — 64,5 49,0
AAGGCGAAGA

pULLO2CO R ATGTATATCTCCTTCTCACTATTACTGAAACAGAA 60,0 — 64,5 49,0
CTTCCAGCG

pULLO2CEGFP F  AATTGTTGCATACAAGCTCGAGCACCACC 60,0 - 64,5 49,0

pULLO2CEGFP CGAGCTTGTATGCAACAATTGCACACAGAA 60,0 — 64,5 49,0

R

pULLO2CmC F AAGCGGTATGGCACTGGGTCGTCTTGAGG 60,0 - 64,5 49,0

pULLO02CmC R GACCCAGTGCCATACCGCTTTTCTCGAACTG 60,0 - 64,5 49,0

pULLO02Cen_F TCTGGTGCCACGCGGTTCTGCAGCCGCAATGGTTT 60,0 — 64,5 49,0
o

pULLO2Cen_R TGATCATCATCGGTCCCTGAAACAGAACTTC 60,0 - 64,5 49,0

2.2.7 Homolog rekombinatorisk kloning (ELIC) for a fremstille plasmidvektor
For & fremstille plasmidet pULLO2 ble linesert pET30 vektor og PCR-generert insert,
homologt rekombinatorisk klonet ved metoden Exonuclease and Ligation-Independent
Cloning (ELIC) (Koskela og Frey, 2015). Samme metode beskrevet under 2.2.5
(Restriksjonskutting), ble benyttet for & danne linezr vektor av pET30, hvor plasmid ble
restriksjonskuttet med enzymene Xhol (New England Biolabs, Ipswich, USA) og Xbal (New
England Biolabs, Ipswich, USA). Insert ble amplifisert til & ha homologe ender til vektoren.
For & utfgre ELIC ble 30 nanogram av linear vektor pET30, enkelt mikset med 44,2
nanogram av insert. To kontroller ble benyttet, en kontroll med linezr vektor og vann, og en

kontroll med kun vann.
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Preve med mikset DNA fragmenter og kontroller ble videre transformert inn i bakteriell vert,
I to omganger, hvor farst kloningsstammen E. coli TOP10 ble benyttet og deretter, etter

plasmid isolering, ekspresjonsstammen E. coli BL21(DE3).

2.2.7.1 Restriksjonskutting for & verifisere resultat etter ELIC
Koloni-PCR ble forsgkt benyttet for & verifisere resultat etter ELIC, men siden dette resulterte

I uriktige resultater (falsk negative), ble plasmidisolasjon og restriksjonskutting benyttet.

Samme metode beskrevet under avsnitt 2.2.5, ble benyttet under restriksjonskutting, for a
verifisere resultatet etter fremstilling av plasmid pULLO02. Da ble enzymer Xbal og Xhol
benyttet, og FastDigest Green Buffer (10X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Se
tabell i appendiks 111 for reagenser og mengder. Restriksjonskuttet plasmid ble analysert pa

agarose gel elektroforese for & bekrefte starrelse til DNA-fragmenter.

2.2.7.2 Kontrollplasmider

For & kunne vurdere fluorescensintensitet til pULL02-protein, ble tre kontrollplasmider
fremstilt. Plasmidene ble kalt pULLO03, pULL04 og pULLO05, og koder for henholdsvis frie
FPer (emGFP og mCherry), kun emGFP, og kun mCherry, se tabell 5. De ble fremstilt ved &
bruke PCR hvor gnsket malsekvens ble modifisert og amplifisert fra templat pULLO02, og ved
a bruke ELIC, hvor PCR-genererte insert og lineser pET30 vektor, ble klonet inn i

ekspresjonsvektor.

Tabell 5: Kontrollplasmider

Plasmidnavn Protein som uttrykkes

pULLO3 Emerald GFP og mCherry RFP som frie proteiner
pULLO4 Emerald GFP

pULLO5 mCherry RFP
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2.2.8 Sekvensering av positive plasmider etter ELIC
Plasmid isolert fra tre uavhengige kolonier etter verifisering med restriksjonskutting, ble
benyttet under sekvensering. For a sekvensere plasmidene ble 12 primere benyttet i PCR, vist

i tabell 7. En mastermiks ble tillaget, se tabell 6, som ble fordelt pa alle 36 reaksjoner.

Fra mastermiksen ble 7 pl overfart til 36 PCR-microrgr. Deretter ble 2 ul fra hver av tre
plasmider overfart til henholdsvis rgr 1-12, 13-24 og 25-36. Videre ble 1 pl av primer tilsatt
til hver av de 12 rar i de tre paralleller, hvor kun en primer av hver av primere vist i tabell 7
ble benyttet per reaksjon. Sekvenseringsreaksjoner ble levert til MH-fakultetet (UiT, Tromsg,
Norge), for Sanger-sekvensering. Sekvenssammenstilling ble foretatt i programmet Unipro
UGENE (Integrated Bioinformatics Tools) (Unipro LLC, Novosibirsk, Russland), se figur 10.

Reagenser med produsent er oppfert i appendiks I.

Tabell 6: Reaksjonslasning for sekvensering

Reaktanter for PCR og sekvensering Mengde
Mastermiks Ultra pure H20 160 pl 7ul
BigDye 3.1 Sequencing buffer 80 ul
BigDye 3.1 Terminator Mix 40 pl
Primer 1l
Templat* 2u
Totalt reaksjonsvolum (per 36 reaksjoner) 10 pl

*Tre plasmid isolert fra uavhengige kolonier etter ELIC.
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Reference PCR:

R A o 8 A o f o A

STATT TTCAAGGTCCTGG TTGGTTC - AAAAAGACCTTTCATAAAGTTAGCCATGCCGTGAAAAGTGGTATTCAT

Consensus:

Figur 10: Eksempel pa sekvenssammenstilling i programmet Unipro UGENE (Integrated
Bioinformatics Tools).

2.2.8.1 Primere for sekvensering

Tabell 7: Primersekvenser, for 12 primere benyttet under sekvensering.

OLIGO NAVN SEKVENS (5-3)

pULLO1_F CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAAGC

pULLO1_R GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTTGTATAATTCATCCATGCC
pULL_FOR_1 GGTGTTCAGTGTTTTGCACG

pULL_FOR 2 TATCTGAGCACCCAGAGCG
pULL_FOR_3 GTTGTAGCGCACTGGGTTTT
pULL_FOR_4 ATGGGATATTCTGTCACCGC

pULL_FOR 5 GCATATAATGTTAATATCAAACTGGA
pULL_REV_1 CTTGAACATAACCTTCCGGC
pULL_REV 2 CCTGCTGCGGTAACAAATTC
pULL_REV 3 ATTTCAGGAATTGCGGTCAG
pULL_REV 4 CCTTCCGGAAAGCTCAGTT

pULL_REV 5 CTATGACGACCTTCTGCACG
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2.2.9 Maling av fluorescens hos transformerte celler

For & undersgke om transformerte celler produserte proteinkonstruksjonen, ble koloniene
testet for fluorescens. Fire kolonier ble re-utstrgket pa to nye kanamycin-plater, hvor den ene
platen ble tilsatt 30 pl IPTG (100 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) for & indusere FP
produksjon. Samme koloni ble derfor farst overfart til plate uten IPTG og deretter til plate
med IPTG. Plater ble sa inkubert i varmeskap ved 37°C over natt, og deretter ble plater med
kolonier undersgkt for tilstedeveerelse av fluorescens ved bruk av Kodak Image Station
(Molecular Bioimaging) (Carestream Health, Rochester, NY, USA), ved a benytte
innstillinger av bglgelengder vist i tabell 8.

Tabell 8: Bglgelengder (nm) benyttet under eksitasjon og deteksjon av emisjon, under maling av
fluorescensintensitet hos induserte celler.

FPer Eksitasjon (nm) Emisjon (nm)
emeraldGFP 450 550
mCherry 550 650
FRET 450 650

2.3 Produksjon, analyse av proteinkonstrukt og pulldown

2.3.1 Vekst og induksjon med IPTG
IPTG (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ble benyttet for & indusere ekspresjon av
proteinkonstruksjonen i cellene, hvor det respektive genet er under kontroll av lac operator.

Ved a lage IPTG fortynningsserie og dermed indusere ekspresjon i celler ved ulik IPTG
konsentrasjon, ble IPTG konsentrasjon ned mot 0,30 mM funnet i & indusere ekspresjon i

celler. Konsentrasjon benyttet under videre forsgk var 0,75 mM.
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For & oppna celler i logaritmisk vekstfase, matte konsentrasjon i ODsgoo (Optisk tetthet malt
ved bglgelengde 600 nm) hos ONK justeres til 0,1 ved start av vekst. Ved start av forsgk ble
dermed ODsoo hos ONK (inkubert ved RT) malt, for & bestemme mengde prgve (x) som
skulle fortynnes, for a oppna ODso = 0,1, og falgende formel (V1= C2V2/C1) ble benyttet:

0,1 (0D600)

x (ml) = ONK (0D600)

x totalmegde (ml)

Hvor  x =mengde ONK (ml)

Antibiotika (kanamycin, 50 mg/ml) for seleksjon ble tilfert, og fortynnet kultur ble dyrket i
kulturkolbe under roterende risting. Fra vekst-start ble ODgoo malt hver halvtime for a oppna
en ODsoo pa rundt 0,4 (nar cellen er mest aktiv i delingen). Ved ODsoo pa rundt 0,4 ble derfor
cellekultur indusert med IPTG (0,75 mM), og inkubert i 2-4 timer pa ristemaskin.

Etter IPTG induksjon ble fluorescens malt, ved & overfare praver (100 pl per prave) til
mikroplate (Nunc™ 96-Well) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), og avleste med
Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, USA).

Ved endt inkubasjonstid, etter induksjon, ble pelleter hgstet, ved at cellekultur ble overfart til
falcon-ragr (50 ml) (Corning, Corning, NY, USA), og sentrifugert ved 4500 rpm, 4°C, i 10

min. Anbringende pelleter ble oppbevart i fryser ved -18 °C til senere bruk.

2.3.2 French press
Sonikator med ultralyd for a lysere celler fungerte ikke optimalt (lavt protein utbytte), sa
french press som en alternativ lyserings-metode, ble tatt i bruk for a lysere cellene.

Utstyr benyttet under french press bestod av en trykkbombe (AMINCO, Maryland, USA) fra
en orginal french press, mens resten av systemet bestod av en konstruksjon for a lage trykket,
med en manuell betjenbar hydraulisk jekk, se figur 11. Fer french press ble utfart ble stal-
utstyret (trykkbomben) nedkjglt med is, og stempelet justert og innstilt i sylinderen for &
utfare lysering ved trykk 40,000 PSI. Pellet(er) ble resuspendert i 20ml lysis buffer (TBS) og

lgsning tilfart stal-sylinderen, og pumpet gjennom systemet 3-4 ganger til lgsningen klarnet.
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Lysat ble sentrifugert ved 4700 rpm, 4°C, i 10 min for & anbringe supernatant. Supernatanten
ble videre renset med Strep-tag eller His-tag proteinrensing. Figur 11 viser french press

systemet under bruk.

Figur 11: French press system i bruk for lysering av celler. Foto: Unni L. Lande.

2.3.3 Affinitetsrensing av protein: Strep-tag & His-tag
Proteinkonstruksjonen er et fusjonsprotein som inneholder en Strep- og His-tag ved de
terminale ender. Proteinet kan dermed renses ved bruk av kolonne-affinitetsrensing og

kompetitiv elusjon.

For a filtrere bort protein under 30 kDa far proteinrensing ble filtersystem Millipore
Centrifugal Filtration (Amicon Ultra centrifugal filter units Ultra-15, MWCO 30 kDa (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)) benyttet. Millipore-filtersystem med protein ble sentrifugert ved
2700 g, og vaskebuffer (se appendix V) ble tilfgrt for a justere konsentrasjon.

Kolonnergr, Poly-Prep® Column 10 ml (Bio-Rad, Hercules, USA) ble benyttet under alle

proteinrensinger.
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Strep-tag proteinrensing ble utfagrt ved bruk av Strep-Tactin® og Strep-Tactin®XT
rensesystem (IBA Lifesciences, Gottingen, Tyskland) og med metode ufart i henhold til
produsent. Strep-Tactin®XT ble tatt i bruk for a forbedre rensingen da dette systemet hadde
bedre funksjon i forhold til proteinutbytte. His-tag proteinrensing ble utfert ved bruk av
HisPur™ Ni-NTA Resin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Figur 12 og 13 viser
gjennomfaringsprosess og reagenser benyttet under proteinrensinger. Buffere er oppfart i

appendiks V.
Strep-tactin  Strep-Tactin Supernatant av Vaskebuffer  Strep-tag Renset
vaskebuffer lyserte celler elution buffer Strep-tag
(protein) protein
>

Figur 12: Flytskjema over affinitetsrensing av Strep-tag protein. Reagenser og forlgp av tilsettelse

til kolonnergr.

HisPur Ni- Vaskebuffer Supernatant av Vaskebuffer  Imidazol Renset His-
NTA uten EDTA lyserte celler uten EDTA  elution buffer tag protein
/protein
~
L

Figur 13: Flytskjema over affinitetsrensing av His-tag protein. Reagenser og forlgp av tilsettelse
til kolonnerer.

Figur 14 viser bilde av proteinrensing i kolonnergr. Proteineluat ble samlet opp i fraksjoner pa
0,5-1,0 ml per eppendorfrer (BRAND, Wertheim, Tyskland). Renset protein ble lagret ved
4°C i kjoleskap. Renset protein ble videre kjgrt pa proteingel (SDS-PAGE) for & undersgke

resultat etter rensing.

33



Figur 14: Affinitetsrensing i kolonnergr. Mal-proteinet (Strep-/His-tag protein) binder seg til
kolonnen og uspesifikke proteiner vaskes ut (1). Elusjonsbuffer tilsettes kolonne og renset protein
elueres ut (2). Foto: Unni L. Lande.

2.3.4 Maling av proteinkonsentrasjon

For & bestemme protein konsentrasjon ble Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) benyttet, og prosedyre i henhold til produsent ble fulgt. For a lage
en standardkurve ble en fortynningsrekke med kjent utgangskonsentrasjon benyttet.

I en microplate, ViewPlate-384 TC (PerkinElmer, Waltham, USA), ble pravene tillaget. 10 pl
prave ble tilsatt 60 pl WR (working reagnet). Platen ble tildekket av plastfilm, ristet i 30
sekunder og inkubert ved 37°C i 30 minutter. Absorbansen ble avlest ved 562 nm i Microplate

Spectrophotometer (BioTek, Winooski, USA) og konsentrasjon bestemt.
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2.3.5 SDS-PAGE

For & denaturer proteinet ble NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) blandet med protein-pragve, og varmet i Heat Block ved 95°C i 5 minutter.
Proteinprgvene ble separert ved bruk av en 10-brgnners NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein
Gel, 1,0 mm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) og ytre og indre kar ble fylt med
NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Marker
benyttet var SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Gelen ble kjart ved 200 Volt i 30-35 minutter i XCell SureLock™ Mini-Cell
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

2.3.5.1 Farging av SDS-PAGE gel

Ved endt polyacrylamid elektroforese, ble gelen tatt ut av kassetten og farget. Gelen ble
overfart til en plastbeholder med 100 ml MilliQ vann (NFH, UiT, Tromsg, Norge). Dette ble
varmet i mikrobglgeovn i 1 min til den nesten kokte, deretter ble gelen ristet i 1 min, og
vannet fjernet. Nye 100 ml vann ble tilfgrt, og oppvarming, risting og utskifting av vann ble
repetert 2 ganger. Deretter ble 20 ml av SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) tilfart beholder med gel og varmet i mikrobglgeovn i 1 min og videre ristet
pa ristemaskin i 5 minutter. Deretter ble gel vasket i 100 ml av MilliQ vann i 10 min pa

ristemaskin.

2.3.6 Western blot

For a pavise tilstedevaerelse av proteinkonstruksjonen ble Western blot analyse utfgrt. For a
undersgke virkning av induksjonstid, ble praver tatt ut hver time etter tilsetting av IPTG, for &
oppna prever med IPTG induksjon etter 0, 1, 2 og 3 timer. Etter protein-seperasjon med SDS-
PAGE ble proteinet overfert til PVDF membran.

Buffere er oppfert i appendiks V1.

35



2.3.6.1 Blotting
Blottemodulen bestod av blottesvamper, filterpapir, proteingel og PVDF-membran (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA), i et system mettet med buffer.

Blottesvamper ble dynket i transferbuffer til de var mettet. PVDF membranen ble fuktet i 30
sekunder i metanol, sa ble den kort skyllet i deionisert vann og plassert i et grunt kar
inneholdende 50-100 ml av transferbuffer i noen minutter ved risting. Filterpapir ble kort
dynket i transferbuffer like for bruk. Gelen ble benyttet like etter elektroforesen var avsluttet
og vasket i 5 minutter i MilliQ vann under risting. Overflaten av gelen ble fuktet med
transferbuffer og den pre-fuktede PVDF-membran ble plassert pa gelen. Pre-fuktet filterpapir
ble plassert pa toppen av membranen. To gjennomvate blottesvamper ble plassert inntil
katode-del (-) av blot modulen. Gel og membran-sammenstillingen ble videre plassert pa
blottesvamp i samme modul slik at gelen var nermest til katoden. Videre ble det tilfart
tilstrekkelig fuktede blottesvamper, og anodedelen (+) plassert pa toppen av blottesvampene.
Alle komponentene i blottmodul var i fullstendig kontakt.

Blottmodulen ble sa videre plassert i en XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Sa ble blotmodulen fylt med transferbuffer til
gel/membran sandwichen var dekket. Det ytre buffer kammer ble fylt med deionisert vann og
systemet ble kjort ved 30 Volt i 1 time.

2.3.6.2 Blokking

Etter elektroblotting av proteingelen til PDVF-membranen, ble membranen overfort til en
genergs mengde av TBS, og membranen ble vasket i 2 minutter. Deretter ble membranen
inkubert i 25 ml av blocking buffer ved lett risting i 60 minutter ved romtemperatur. Etter

blokking ble membranen vasket med TBS.

2.3.6.3 Immunoblotting
Primaert antistoff, anti-His antistoff (Rabbit a-His) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), ble tilfart membran, og membran ble inkubert ved 4°C over natt. Buffer og

antistoff lgsning ble sa fjernet og membranen ble skylt med TTBS 3x 5 minutter. Deretter ble
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membranen resuspendert i et minimalt volum av TTBS (3-5 ml). HRP konjugert sekundart
antistoff (Goat a-rabbit HRP conjugated) (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) ble tilfart
beholder med membran, og videre inkubert i 60 minutter ved kraftig risting. Deretter ble
TTBS og overflgdig antistoff fjernet og membranen ble skylt med TTBS 3x 5 minutter.
Membranen ble sa vasket med en genergs mengde av PBS i 5 minutter ved RT under lett
risting. Membranen ble deretter plassert pa et lag av plastfolie og HRP substrat,
SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA) ble tilfgrt protein-siden av membranen, og dette ble inkubert i 5 minutter.

Overflgdig HRP-substrat ble fjernet og trekkpapiret ble pakket inn i plastfolie. Sa ble
trekkpapiret eksponert for film (chemiluminescence detection film) i 5 minutter, ved bruk av
Kodak Image Station (Molecular Bioimaging) (Carestream Health, Rochester, NY, USA), for

& fremkalle bilde.

2.4 Inkubasjon av proteinkonstrukt med 3C PreScission protease

Renset protein ble inkubert med protease, 3C PreScission enzyme (GE Healthcare, Chicago,
USA\) for & klgyve proteinet ved 3C klgyvesteder. Til tre parallelle praver ble falgende
reagenser benyttet, protein, DTT (0,1 mM) (Novagen/Merck, Darmstadt, Tyskland) og
protesae (3C PreScission enzyme), se tabell 9 for mengder benyttet. Tre parallelle praver uten
tilsatt protease ble benyttet som kontrollpragver, og praver med og uten protease hadde lik
total mengde. Alle praver ble inkubert ved RT over natt, og etter endt inkubasjon ble SDS-
PAGE kjgrt for & undersgke om proteinet var klgyvd.

Tabell 9: Reagenser og mengder benyttet under inkubasjon av protein med protease.

Reagenser Mengder (ul)
Protein-ekstrakt 50
DTT (100 mM) 0,5
3C PreScission enzyme 0,5
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2.5 Kirysslinking ved bruk av formaldehyd

Proteinekstrakt ble for krysslinking-forsgket filtrert med Corning® Spin-X® UF Concentrator
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), for a fjern hgyest mulig andel av proteinmolekyler under 50
kDa.

Formaldehyd konsentrasjon benyttet under krysslinking-forsgk var 0,6%, i henhold til
tidligere utfert krysslinking mellom proteiner (Herzberg et al., 2007). En 37%
formaldehydlgsning i metanol (VWR International, Radnor, PA, USA) ble derfor fortynnet i
buffer (vaskebuffer (IBA Lifesciences, Gottingen, Tyskland)) til en stock-lgsning med

konsentrasjon 3,6%.

Til praver for krysslinking ble det benyttet 45 pl proteinekstrakt, 5 pl protease, 0,6 ul DTT
(0,2 mM) og 10 ul formaldehyd 3,6 %.

Det ble utfart fem krysslinking-forsgk. Hvor ulike tider for tilsettelse av formaldehyd etter
protease ble testet. Direkte etter tilsettelse, 1 min etter, 5 min etter og 30 min etter. | tillegg
ble formaldehyd tilsatt far protease i en forsgksprave. Det ble benyttet tre ulike kontroller. En
med kun protein og protease, en med kun protein og formaldehyd, og en med kun protease.
Buffer (samme vaskebuffer som benyttet under Strep-tag rensing) ble benyttet for & juster
total mengde hos kontrollene, slik at alle prgver hadde lik total mengde. Se figurer 15 og 16
for oversikt over pragveoppsettet. Alle prgver ble inkubert ved RT i 30 min, og deretter
analysert med SDS-PAGE.

A B
PROTEIN PROTEIN
FA (0 min) PROTEASE
PROTEASE FA(0, 1, 5 & 30 min)

Figur 15: Flytskjemaer over krysslinkings-forsgk, med ulikt tilsetningsforlgp (A og B) til preve
med protein. Formaldehyd (FA) tilsettes far protease (A). Formaldehyd tilsette etter protease (B), ved
fire ulike tider, etter 0, 1, 5 og 30 minutter.
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PROTEIN PROTEIN
| PROTEASE |
PROTEASE FA

Figur 16: Kontrollprgver (A-C) for krysslinkingsforsgk. Kun protein og protease (A), kun protease
(B) og kun protein og formaldehyd (C).

2.6 Statistikk
All statistikk over data ble utfart i Microsoft Excel 2016.
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3 Resultater

3.1 Kodende sekvens for proteinkonstruksjonen

For & konstruere den kodende sekvensen for proteinkonstruksjonen ble det benyttet
bioinformatiske metoder, hvor programvarene plasmaDNA og SnapGene ble benyttet. Som
en ser av resultatet, figur 17, ble sekvensen konstruert til & inneholde kodende sekvenser for
alle de spesifikke domener (se figur 8) og i tillegg ble restriksjonskuttestedene, Ndel, BamHl,
Notl og Xhol inkludert i sekvensen, se appendiks V11 for oppfart nukleotid- og
aminosyresekvens. Sekvensen skulle fungere som insert i den planlagte pULLO1
plasmidvektor. | figur 18 vises resultat av sekvens som ble benyttet som insert i endelig
pULLO2 plasmidvektor. Denne sekvensen inneholdt da restriksjonskuttestedene Xbal og

Xhol, som kunne benyttes om ikke ELIC metoden fungerte.

(0) Start Ndel (1¢) BamHI (837) Notl (1322) (2038) XhoIl End [2084)
=00 oo 1500 2000
Strep-Tag I Strep-Tag I EmGFP HRV 3C site HRV 3Csite HRV 3Csite|  HRV 3C site ExHiz

HRV 3C site

Figur 17: Sekvens kodende for proteinkonstruksjonen med 2064 bp. Hvor sekvensen skulle
fungere som pULLO1-insert, og inneholdt restriksjonskuttestedene, Ndel, BamHI, Notl og Xhol
inkuldert i sekvensen. Figur laget i SnapGene.

(0 Srari Xbal (11) (2075) xhuI End (2105)

50 100 1500 2001
RBS| Strep-Tag Il EmGFP HRV 3C site HRV 3Csite HRV 3Csite|  HRV 3C site BxHis
Strep-Tag I HRV 3C site

Figur 18: Sekvens kodende for proteinkonstruksjonen, med 2105 bp. Hvor sekvensen fungerte
som pULLO02-insert, og inneholdt restriksjonskuttestedene, Xbal og Xhol inkuldert i sekvensen. Figur
laget i SnapGene.
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3.2 Kiloning av konstrukt-plasmid pULL02

For a fa fremstilt ekspresjonsplasmid til bruk under produksjon av proteinkonstruksjonen, ble
PCR benyttet for & modifisere det syntetiserte DNA-fragmentet som ble tilsendt av
ThermoFisher i pUC19. Videre ble PCR-fragmentet transformert/klonet med/i et Xbal/Xhol
lineaert fragment av pET30 vektor, ved & bruke ELIC. Etter transformasjon (ELIC), ble det
utfart plasmid isolasjon og restriksjonskutting med enzymene Xbal og Xhol, for a verifisere
resultatet.

Figur 19 viser at alle testede kloner (1-9) har et insert av forventet lengde. Band-starrelser er
pa rundt 2000 bp og 5000 bp, noe som stemmer overens med starrelser til vektor-fragment og
insert-fragment (se appendiks VI1II). Dette bekrefter vellykket kloning ved bruk av metoden
ELIC. Pragve nr. 3, var av uvisse grunner ikke fullstendig kuttet og en ser derfor her et ekstra
band mellom 5000 og 12000 bp, som trolig er ukuttet plasmid. Kolonne 9b i figuren viser
ukuttet plasmid som har en stgrrelse pa rundt 7000 bp.

bp
12,000 —

5000 =

2000 =
1650 —

1000 —
850 =
650 —
500 —
400 — |8

300 — [
200 —

100 —

Figur 19: Restriksjonskuttet plasmid analysert pa agarose gel elektroforese. TAE-Gelen ble kjert
pa 200 V i 20 minutt. | lommene til kolonne 1-9 ble det tilsatt 10 pl restriksjonslgsning. Kolonne 9a
0g 9b inneholdt begge plasmid nr.9 hvor 9a er restriksjonskuttet mens 9b viser ukuttet plasmid.
Starrelsesmarker (M) til venstre: 1 pl 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Illustrasjon fra Invitrogen
katalogen med starrelse av band til venstre.

41



Plasmid nr. 5, 8 og 9 ble videre sekvensert, og etter sekvensering fremkom det at sekvensen
til plasmid nr. 9 var 100% korrekt. Ikke alle sekvensreaksjonene til plasmidene 5 og 8 var like
vellykket, derfor var disse ikke 100% verifiserbare, men heller ingen sekvensavvik ble pavist
hos disse. Plasmid nr. 9 ble brukt for & transformere E. coli BL21 (DE3) kompetente celler for
a lage ekspresjonsstammen. Figur 20 viser da det resulterende plasmid pULLO02, konstruert i
programmet plasmaDNA (University of Helsinki, Finland) (Angers-Loustau et al., 2007).

pULLO2
7260 bp

Figur 20: Plasmid pULLO2 konstruert i programmet plasmaDNA.

3.3 Fluorescens som indikator for proteinuttrykk

For & undersgke kvalitativ og kvantitativ tilstedeveerelse av de fluorescerende proteinene
emerald GFP, mCherry RFP og muligheten for FRET, ble fluorescensintensitet malt.
Fluorescens ble derfor benyttet som indikator for proteinuttrykk av mal-protein. Malinger ble
gjort av bade kolonier og flytende cellekultur etter induksjon med IPTG. Hvor protein ble
uttrykt i E. coli BL21 (DE3) kompetente celler, ved vekst i kulturkolbe eller pa LA-plate.
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3.3.1 Invivo fluorescens hos bakteriekolonier

Ved a undersgke tilstedeverelse av fluorescens hos bakteriekolonier, gir det muligheten til &
verifisere positive kandidater in vivo. Fluorescensintensitet mellom induserte og uinduserte
kolonier ble derfor sammenlignet. Fire enkeltkolonier av pULLO2-transformanter, ble strgket
ut pa to LA-plater (A og B), hvor den ene platen (B) ble tilsatt IPTG for & indusere
produksjon av proteinkonstruksjonen. Etter 18 timer inkubasjon pa 37 °C var det mer vekst pa
kontrollplate (A) med uinduserte kolonier, vist i figurer 21A-23A, enn pa plate (B) med
induserte kolonier, vist i figur 21B-23B, dette trolig pa grunn av at induksjon av
proteinuttrykk kan hemme veksten i noen grad.

Molecular Imaging system (Carestream Health inc.), ble brukt for & granske platene for
fluorescerende kolonier, ved kvalitativ visualisering. | imaging-systemet ble koloniene med
fluoruescerende proteiner, emerald GFP og mCherry RFP, eksitert med henholdsvis
balgelengde pa 450 og 550 nm. Videre ble fluorescens-emisjon detektert med henholdsvis
550 og 650 nm. For & evaluere mulig FRET ble eksitasjons-bglgelengden til emGFP (450 nm)

kombinert med emisjons-bglgelengden til mCherry (650 nm).

| figur 21 vises platene etter eksitasjon ved 450 nm og emisjon detektert ved 550 nm, for &
undersgke tilstedeveerelse av emerald GFP hos induserte kolonier. | figur 22 vises platene
etter eksitasjon ved 550 nm, og emisjon detektert ved 650 nm, for & undersgke tilstedeverelse
av mCherry RFP.

Resultat av plate med induserte kolonier, vist i figur 21B og 22B, viser at disse koloniene har
en skarpere fremtoning, hvor det derfor fremstar sterkere fluorescensintensitet her i

sammenligning med kontrollplate, vist i figur 21A og 22A.

| figur 23, ser man platene etter eksitasjon ved 450 nm, og emisjon detektert ved 650 nm, for
a undersgke FRET, og dermed interaksjon mellom FPer. De induserte koloniene viser her noe
lavere fluorescensintensitet en ved de andre eksitasjon/emisjon resultater (figur 21-22), som

derfor gjgr det noe usikkert om FRET foregar eller ikke.

Resultatet av in vivo fluorescens hos bakteriekolonier indikerer altsa at proteinkonstruksjonen

med FPer uttrykkes, men det bevises ikke at konstruktet muliggjer FRET.
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Figur 21: Plater undersgkt for fluorescens som viser kvalitativ tilstedeveerelse av emerald GFP
(Ex: 450, Em: 550). Fire enkeltkolonier av pULLO2-transformanter ble re-utstraket pa to nye LA-
plater (kanamycin, 50 pg/ml), hvor plate B ble tilsatt 30 pl IPTG (100 mM) for & indusere protein
ekspresjon. Kolonier ble fgrst overfart til plate A uten IPTG og deretter til plate B. Plater ble inkubert
ved 37°C over natt. Kolonier ble undersgkt for tilstedeveerelse av fluorescens ved bruk av Kodak
Image Station, og Molecular Imaging system.

Figur 22: Plater undersgkt for fluorescens, som viser tilstedeveerelse av mCherry (Ex: 550, Em:
650). Fire enkeltkolonier av pULLO2-transformanter ble re-utstrgket pa to nye LA-plater (kanamycin,
50 pg/ml), hvor plate B ble tilsatt 30 pl IPTG (100 mM) for & indusere protein ekspresjon. Kolonier
ble farst overfart til plate A uten IPTG og deretter til plate B. Plater ble inkubert ved 37°C over natt.
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Kolonier ble undersgkt for tilstedeveerelse av fluorescens ved bruk av Kodak Image Station, og
Molecular Imaging system.

Figur 23: Plater undersgkt for fluorescens som kan vitne om FRET (Ex: 450, Em: 650). Fire
enkeltkolonier av pULLO2-transformanter ble re-utstrgket pa to nye LA-plater (kanamycin, 50 pg/ml),
hvor plate B ble tilsatt 30 pul IPTG (100 mM) for & indusere protein ekspresjon. Kolonier ble farst
overfart til plate A uten IPTG og deretter til plate B. Plater ble inkubert ved 37°C over natt. Kolonier
ble undersgkt for tilstedeveaerelse av fluorescens ved bruk av Kodak Image Station, og Molecular

Imaging system.
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3.3.2 Invivo fluorescens i flytende medium

For & kunne vurdere fluorescensintensitet til pULL02-protein, ble tre kontrollplasmider
fremstilt. Plasmidene ble kalt pULLO03, pULL04 og pULLO05, og koder for henholdsvis frie
FPer (emGFP og mCherry), kun emGFP, og kun mCherry.

E. coli BL21 (DE3) kompetente celler ble transformert med plasmid pULLO02 og
kontrollplasmider (pULLO03-05), og indusert med IPTG for genuttrykk av proteiner. Som
negativ kontroll ble plasmid pET30 uten genuttrykk for FPer benyttet. Celler ble dyrket i
vekstkolber med flytende medium. Etter vekst og induksjon ble praver (100 ul per kultur) tatt
fra vekstkolbene og fluorescens malt.

Resultater av fluorescensmalinger er vist i tabeller 10-12, hvor malinger ble gjort i tre
omganger. Det ble gjort mélinger for og etter IPTG induksjon for & kunne sammenligne
relativ fluorescens hos uindusert prgve med indusert preve, og da eventuelt avdekke bakgrunn
av fluorescens. To malinger ble gjort etter induksjon, farste etter 2 timer og deretter etter
inkubasjon over natt ved 12°C, for & se endringer i fluorescens fra kort induksjonstid mot
lang. Inkubasjon over natt ble gjort ved 12°C for modning av proteiner, og for & bremse vekst

av celler.

3.3.2.1 Evaluering av emerald GFP relativ fluorescens
| tabell 10, ses verdier av relativ fluorescens, for og etter IPTG induksjon, hvor praver i
mikroplate ble eksitert ved bglgelengde 450 nm, og emisjon detektert ved 550 nm. Dette for &

undersgke kvalitativ og kvantitativ tilstedeverelse av emerald GFP.

Resultater i tabell 10 viser at pULLO03 hadde de hgyeste verdier av relativ fluorescens bade
etter to timer inkubasjon og over natt (overflow, <99999). Hvor pULLO02 i sammenligning

hadde en verdi pd 33446 RFU etter inkubering over natt, som da er betydelig lavere.

Av & sammenligne verdier til pULLO02 og pULLO4, ser man at disse hadde lignende tendens i

gkning i RFU, men at pULLO02 hadde noe stgrre gkning etter inkubasjon over natt. Siden bade
pULLO2 og pULLO4, uttrykker GFP, var det forventet gkning av RFU her, men tabellen viser
altsa at det er tydelig lavere gkning hos pULL02 og pULLO04, enn ved pULLO3.
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Ved a sammenligne resultatet til pULLO5, opp mot kontrollplasmid pET30, ser en at de
relative fluorescens verdiene har lignende tendenser hos disse, hvor det ikke resulterte i
betydelig gkning av relativ fluorescens etter induksjon. Dette var forventet og samsvarer med
at pULLO5 ikke uttrykker emerald GFP.

Tabell 10: Endring i RFU (EX/Em = 450/550) etter genuttrykk av FPer i ekspresjonsvert.
Tabellen viser endring i RFU etter genuttrykk fra plasmid pULLO2, pULLO3, pULL04 og pULLOS.
ONKer (5 ml LB-medium tilsatt kanamycin for seleksjon (50 pg/ml)) ble inkubert i ristemaskin (225
rpm) ved RT. ODggo hos ONK ble justert til 0,1 ved start av vekst. Celler (ekspresjonsverter) ble
dyrket i kulturkolbe under roterende risting ved RT. Ved ODsoo pa 0,4 ble celler indusert med IPTG
(0,75 mM). Ikke-induserbar pET30 vektor ble benyttet som kontroll. For & se endringer i fluorescens,
ble det gjort malinger far og etter IPTG induksjon, og for a se endringer i fluorescens fra kort
induksjonstid mot lang, ble det gjort maling etter 2 timer og etter inkubasjon over natt ved 12°C. Ved
12°C for & bremse vekst av celler og la proteinet modnes. RFU: relativ fluorescens units.

Emerald GFP relativ fluorescens, RFU (EX/Em = 450/550 nm)

Plasmid i FPer som For IPTG 2 timer IPTG induksjon  Inkubasjon over
BL21 uttrykkes induksjon natt ved 12°C
pET30 Ingen 13525 + 494 12373 £ 575 15176 + 262
pULLO2 Fusjonsprotein 18810 £+ 107 22852 + 1072 33446 + 147
pULLO3 Frie FPer 19420 £+ 681 46511 + 551 Overflow
pULLO4 GFP 19330 + 280 21605 = 708 24622 + 212
pULLO5 RFP 13676 £1382 13046 £ 504 13926 + 379

Merk: Verdier er gitt som et gjennomsnitt av 3 praveverdier £ SD (standardavvik) og verdiene er rundet opp
eller ned til neermeste hele tall.

3.3.2.2 Evaluering av mCherry RFP relativ fluorescens

| tabell 11 vises relativ fluorescens for og etter IPTG induksjon, hvor alle prgver i mikroplate
ble eksitert ved bglgelengde 550 nm, og emittert lys detektert ved 650 nm, for & undersgke
kvalitativ og kvantitativ tilstedeveerelse av mCherry RFP.

Resultat for pULLO2 i tabell 11, viser at det var noe gkning i relativ fluorescens, fra verdi 61
far induksjon til verdi 722 etter induksjon og inkubasjon over natt, men at dette var en lav

gkning i sammenligning med gkningen for pULLO3 og pULLO5, med henholdsvis RFU-
47



verdier pa 6510 og 10122. En ser da at pULLO3 og pULLOS5 viser tydelig gkning av relativ
fluorescens etter induksjon, dette stemmer overens med at begge plasmider uttrykker mCherry
RFP. Resultatet til pULLO4 viser ingen gkning av relativ fluorescens og dette samsvarer med
at pULLO4 ikke uttrykker mCherry.

Tabell 11: Endring i RFU (EX/Em = 550/650) etter genuttrykk av FPer i ekspresjonsvert.
Tabellen viser endring i RFU etter genuttrykk fra plasmid pULLO02, pULLO03, pULL04 og pULLO5.
ONKer (5 ml LB-medium tilsatt kanamycin for seleksjon (50 pg/ml)) ble inkubert i ristemaskin (225
rpm) ved RT. ODggo hos ONK ble justert til 0,1 ved start av vekst. Celler (ekspresjonsverter) ble
dyrket i kulturkolbe under roterende risting ved RT. Ved ODsoo pa 0,4 ble celler indusert med IPTG
(0,75 mM). Ikke-induserbar pET30 vektor ble benyttet som kontroll. For & se endringer i fluorescens,
ble det gjort malinger far og etter IPTG induksjon, og for a se endringer i fluorescens fra kort
induksjonstid mot lang, ble det gjort maling etter 2 timer og etter inkubasjon over natt ved 12°C. Ved
12°C for & bremse cellevekst og la proteinet modnes. RFU: relativ fluorescens units.

mCherry relativ fluorescens, RFU (Ex/Em = 550/650 nm)

Plasmid i FPer som Far IPTG 2 timer IPTG induksjon  Inkubasjon over
BL21 uttrykkes induksjon natt ved 12°C
pET30 Ingen 302 29+8 41+9
pULLO02 Fusjonsprotein 619 220 £ 27 722 £ 15
pULLO3 Frie FPer 210+ 18 1524 + 16 6510 +£ 128
pULLO4 GFP 3514 32+3 31+1
pULLO5 RFP 224 + 12 1385+ 72 10122 + 385

Merk: Verdier er gitt som et gjennomsnitt av 3 preveverdier £ SD (standardavvik) og verdiene er rundet opp
eller ned til naermeste hele tall.

3.3.2.3 Undersgkelse av FRET
I tabell 12 vises relativ fluorescens fgr og etter IPTG induksjon, hvor alle praver i mikroplate
ble eksitert ved bglgelengde 450 nm, og emittert lys detektert ved 650 nm, for & undersgke

om FRET effekt var observerbar.

Resultater i tabell 12 viser at det var lav respons i form av FRET, unntatt for pULLO3. Relativ

fluorescens verdier for pULL02 og pULLO3 var henholdsvis 705 og 2540, som derfor viser en
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tydelig forskjell. At det ved pULLO4 og pULLOS5, ikke resulterte i noen betydelig gkning i
fluorescens stemmer overens med at disse plasmidene kun uttrykker et FP (GFP eller RFP).
For pULLO2, som uttrykker mal-proteinet med innehold av bade emerald GFP og mCherry

RFP, var det forventet a se hgyere FRET respons, enn for samtlige kontrollplasmider.

Tabell 12: Endring i RFU (EX/Em = 450/650) etter genuttrykk av FPer i ekspresjonsvert.
Tabellen viser endring i RFU etter genuttrykk fra plasmid pULL02, pULLO3, pULL04 og pULLO5.
ONKer (5 ml LB-medium tilsatt kanamycin for seleksjon (50 pg/ml)) ble inkubert i ristemaskin (225
rpm) ved RT. ODggo hos ONK ble justert til 0,1 ved start av vekst. Celler (ekspresjonsverter) ble
dyrket i kulturkolbe under roterende risting ved RT. Ved ODsoo pa 0,4 ble celler indusert med IPTG
(0,75 mM). Ikke-induserbar pET30 vektor ble benyttet som kontroll. For & se endringer i fluorescens,
ble det gjort malinger far og etter IPTG induksjon, og for & se endringer i fluorescens fra kort
induksjonstid mot lang, ble det gjort maling etter 2 timer og etter inkubasjon over natt ved 12°C. Ved
12°C for a bremse cellevekst og la proteinet modnes. RFU: relativ fluorescens units.

FRET relativ fluorescens, RFU (ExX/Em = 450/650 nm)

Plasmid i FPer som Far IPTG 2 timer IPTG induksjon  Inkubasjon over
BL21 uttrykkes induksjon natt ved 12°C
pET30 Ingen 394 + 23 380+ 15 452 + 7
pULLO2 Fusjonsprotein 512 +12 560 + 39 705+ 18
pULLO3 Frie FPer 530+ 18 760 + 4 2540 + 22
pULLO4 GFP 516 + 12 546 + 30 555+ 10
pULLO5 RFP 404 £ 31 419+ 15 623 + 15

Merk: Verdier er gitt som et gjennomsnitt av 3 praveverdier + SD (standardavvik) og verdiene er rundet opp
eller ned til neermeste hele tall.

3.4 Proteinanalyse og affinitetsrensing

Etter produksjon av mal-proteinet i ekspresjonsvert ble celler lysert. Farst ble ultralyd sonde
benyttet, men denne metoden viste seg a ikke fungere optimalt, med lavt proteinutbyttet og
lav effektivitet. Men resultat fra Western blot viste likevel at protein med His-tag kunne

detekteres. French press ble videre tatt i bruk som lyseringsmetode, og affinitetsrensing ble
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benyttet for a isolere mal-proteinet. Bade Strep- og His-tag pa proteinkonstruksjonen ble
utnyttet ved a bruke henholdsvis Strep- og His-tag affinitetsrensing.

3.4.1 Kontroll av proteinuttrykk ved hjelp av Western blot

For a kontrollere proteinuttrykk etter induskjon med IPTG, ble Western blot analyse benyttet.
Virkning av induksjonstid ble ogsa undersgkt. Under analysen ble det benyttet anti-His
antistoff (Rabbit a-His), deretter HRP konjugert sekundeert antistoff (Goat a-rabbit HRP
conjugated), og videre HRP substrat, (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate). Protein ble bekreftet produsert etter chemiluminescence deteksjonsfilm, ved a

bruke Kodak Image Station for & fremkalle bilde.

Ved & bruke anti-His antistoff ble det derfor bevist at protein med innhold av His-tag ble
uttrykket. Av resultatet, figur 24, kan en derfor se kvalitativ og kvantitativ tilstedeveerelse av
protein med His-tag, og styrken pa band gkte med induksjonstid (0-3 timer), noe som

representerer gkt mengde av proteinet. En ser at negativ kontrollprave (kntr) bekrefter

resultatet.
IPTG induksjon 0 — 3 timer (t)
2 2 -
kDa 0t It 2t 3t 0t 1t 2t 3t kntr
~175 —— - - —

Figur 24: His-tag protein bekreftet tilstede ved Western Blot analyse. Celler (ekspresjonsvert) ble
dyrket i kulturkolbe med LB-medium tilsatt kanamycin for seleksjon (50 pg/ml), under roterende
risting. Ved ODsoo pa 0,4 ble celler indusert med IPTG (0,75 mM). To paralleller av fire prgver av 0-3
timer induksjon ble benyttet, og kontroll prave (kntr) uten induserbar ekspresjonsvert. Celler ble lysert
med sonikator med ultralyd, og lysat ble sentrifugert ved 4700 rpm, 4°C, i 10 min for & anbringe
supernatant. Fra supernatant ble 90 pl tilfort 30 pl NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) og varmet i
Heat Block ved 95°C i 5 minutter. Prgvene ble separert ved a bruke proteingel, NuPAGE™ 4-12%
Bis-Tris, og kjert i NuPAGE™ MES SDS Running Buffer, ved 200 V i 35 minutter. MagicMark™
XP Western Protein Standard ble brukt som stgrrelsesmarkgr, men siden denne ikke var
synlig/fullstendig etter Western Blot analysene vises ikke denne pa figuren. Antatt starrelse vises i
kDa til venstre i figuren.
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3.4.2 Strep-tag affinitetsrensing

Strep-tag er en affinitetstag som bestar av et kort peptid pa atte aminosyrer, og denne binder
med hgy selektivitet til Strep-Tactin. Pa grunn av dette kan Strep-Tactin benyttes under
affinitetsrensing av et fusjonsprotein med Strep-tag (IBA Lifesciences, u.a.).
Proteinkonstruksjonen, benyttet i denne oppgaven, har Twin-Strep-tag ved N-terminal ende

av proteinet, altsa hvor aminosyrekjeden er terminert ved en fri aminogruppe.

ONKer (5 ml LB-medium tilsatt kanamycin for seleksjon (50 pug/ml)) ble inkubert i
ristemaskin (225 rpm) ved RT. ODegoo hos ONK ble justert til 0,1 ved start av vekst. Celler ble
dyrket i kulturkolbe under roterende risting ved RT, og ved ODsoo pa 0,4 ble celler indusert
med IPTG (0,75 mM). Ved endt inkubasjonstid ble pelleter hgstet, ved at cellekultur ble
sentrifugert ved 4500 rpm, 4°C, i 10 min, for & anbringe pellet. Pellet(er) ble resuspendert i 20
ml lysis buffer (TBS) og celler lysert ved french press. Lysat ble sentrifugert ved 4700 rpm,
4°C, i 10 min, for & anbringe supernatant, og supernatanten ble videre renset ved Strep-tag

affinitetsrensing.

Figur 25 viser gel med separert protein etter Strep-tag affinitetsrensing. Hvor renset protein,
kolonne 4-9 pa gelen, er tydelig renere enn raekstrakt fer affinitetsrensing i kolonne 1 pa
gelen. | fraksjonene etter opprensning (4-9) fremkom et tydelig proteinband mellom 62 og 98
kDa, vist med rgd pil pa figuren. Dette samsvarer med proteinkonstruksjonens stgrrelse pa
rundt 75 kDa.
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Figur 25: Strep-tag renset protein separert ved gel elektroforese (SDS-PAGE). Fra proteinprgver
etter rensing ble 75 pl tilfert 25 ul NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) og varmet i Heat Block ved
95°C i 5 minutter. Prgvene ble separert ved & bruke proteingel, NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris, kjart i
NuPAGE™ MES SDS Running Buffer, ved 200 V i 35 minutter. Rekkefalge pa gel (1-9) bestar av
protein-raekstrakt far affinitetsrensing (1), protein uten affinitet til kolonnen (2), kolonne vasket med
buffer (3), og Strep-tag protein samlet opp i fraksjoner etter affinitetsrensing (4-9). Starrelsesmarkar
(M) var SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific), hvor sterrelse i kDa
er vist til venstre.

3.4.3 His-tag affinitetsrensing

Proteinkonstruksjonen, benyttet i denne oppgaven, er et fusjonsprotein som inneholder Strep-
og His-tag ved de terminale ender. Mens proteinkonstruksjonen har Strep-tag ved N-terminal,
sa har den en His-tag ved C-terminal ende av proteinet, altsa hvor aminosyrekjeden er
terminert ved en fri karboksylgruppe. His-tag bestar av en sekvens av seks histidin
aminosyrer, og disse aminosyrene har affinitet til immobiliserte metallioner slik som nikkel,
dette utnyttes derfor i affinitetsrensing av et fusjonsprotein med His-tag (Thermo Fisher
Scientific, u.a.-a).

Strep-tag-renset protein ble dermed videre renset med His-tag, for a fjerne eventuelle
protein/proteinfragmenter som ikke hadde bade Strep-tag og His-tag inkludert i molekylet.
Som resultatet i figur 26 viser, kolonne B, var det fortsatt flere band tilstede etter His-tag

rensing, men det var tydelig at ett band rundt 38 kDa forsvant, og at proteinet (ansvarlig for
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dette bandet) derfor antagelig ikke inneholdt His-tag, men kun Strep-tag. Resultatet viser at
dette bandet er tilstede fer His-tag rensing, vist i kolonne A og C (rade piler), mens det altsa
er fravaerende ved kolonne B. Resultatet viser derfor at resterende protein etter bade Strep- og
His-tag affinitetsrensing, resulterte i bandstarrelser pa henholdsvis omtrent 75, 55 og 20 kDa,

vist i kolonne B i figuren.

198

62
49

38

14

Figur 26: His-tag renset protein separert ved gel elektroforese (SDS-PAGE). Fra proteinpraver
etter rensing ble 75 ul tilfort 25 pl NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) og varmet i Heat Block ved
95°C i 5 minutter. Prgvene ble separert ved & bruke proteingel, NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris, og kjert i
NuPAGE™ MES SDS Running Buffer, ved 200 V i 35 minutter. Kolonne A og C viser Strep-tag
renset protein, og B viser His-tag renset protein. Rade piler viser band pa gel som ser ut til & forsvinne
etter His-tag affinitetsrensing, og svart pil viser antatt proteinband for proteinkonstruksjonen.
Starrelsesmarker (M) var SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific),
hvor starrelser i kDa er vist til venstre.

3.5 Effekt av Prescission Protease pa proteinkonstruktet

Renset protein ble inkubert med proteasen 3C PreScission enzyme, for & klgyve proteinet ved
de fem 3C klgyvesteder tilstede i proteinkonstruksjonens aminosyresekvens. Hvor
klgyvestedene var designet til & finnes mellom de ulike delene av Centrocin forlgper-peptid

(se figur 8).
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Som vist i figur 27 var det en endring i sammensetning av proteinband etter inkubasjon av
protease, kolonne 2-4 pa gelen. Selv om noe band pa rundt 75 kDa er synlig ved kolonne 2, er
band ved 75 kDa i kolonne 2-4, tydelig redusert, i ssmmenligning med kontroller inkubert
uten protease (5-7), og det vitner antagelig om at proteinet ble klgyvd ved et eller flere av
klgyvestedene.

Det fremkom kun et tydelig proteinband ved starrelse rundt 40 kDa, etter inkubasjon med
protease. Noe som derfor kan indikere at proteinet kun ble klgyvd ved et av klgyvestedene
innenfor proteinet. Men proteasen som ble benyttet, PreScission Protease, hadde en starrelse
pa omtrent 46 kDa (GE Healthcare, 2011), og det er derfor sannsynlig at dette proteinbandet
ogsa inneholder protease. Noe som tydelig fremkommer ved & sammenligne proteinband i

kolonne 2-4 med kolonne 8 i figuren, hvor kolonne 8 viser stgrrelsen til proteasen.

| forhold til antallet klgyvesteder som var inkludert i proteinkonstruksjonen (se figur 8) var
det forventet at proteinet skulle fragmenteres og resulterer i to synlige band bestaende av
emGFP og mCherry, og fire mindre deler som ville veare usynlige pa gelen, pa grunn av lav

starrelse. Resultatet vist i figur 27 kan derfor ikke bekreftet at dette forekom.

Med protease Uten protease
kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 kDa
198 198
62 62
49 49
38 38
28 28

Figur 27: Protein inkubert med protease separert ved PAA gel elektroforese, for & observer
klgyving av proteinet. Fra proteinprgver etter rensing ble 75 pl tilfort 25 pl NuPAGE™ LDS Sample
Buffer (4X) og varmet i Heat Block ved 95°C i 5 minutter. Prgvene ble separert ved a bruke
proteingel, NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris, og kjert i NuPAGE™ MES SDS Running Buffer, ved 200 V i
35 minutter. Rekkefglge pa gel bestar av kontroll av ubehandlet protein (1), protein inkubert med
protease (2-4) og protein inkubert uten protease (5-7). Kontrollprgve med kun protease lengst til hgyre
(8). Sterrelsesmarker (M) var SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Thermo Fisher
Scientific), hvor starrelser i kDa er vist ytterst til venstre og hgyre.
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3.6 Pulldown etter krysslinking med formaldehyd

Siden proteinet antakelig ble klgyvd av proteasen, ble forsgk av krysslinking utfgrt, for a
forsgke a danne et kompleks av protein og protease. Formaldehyd ble benyttet siden denne
reaktanten kjemisk krysslinker proteiner ved a danne kovalente bindinger mellom dem, og

derfor gjer det mulig a fange disse flyktige interaksjonene (pulldown).

Proteinekstrakt var Strep-tag-renset far bruk i forsgket. Under forsgket ble det benyttet ulike
tilsettingstider av formaldehyd, siden det var uvisst ved hvilken hastighet proteasen og mal-
protein dannet kompleks. Tre kontrollpraver ble laget. En med protein og protease, en med
protein og formaldehyd, og en med kun protease. Dette for a kontrollere og sammenligne
reaksjon mellom protein og protease uten tilsatt formaldehyd, og undersgke om det ville skje
noen reaksjon i prave med kun protein og formaldehyd. Prave med kun protease var for a

kontrollere starrelsen til proteasen, i sammenligning med de andre prgvene.

Figur 28 viser resultatene pa proteingel etter gjennomfart krysslinking-forsgk. Hvor det ved
kolonnen 1 og 3-6, ble benyttet ulike tilsettingstider av formaldehyd. Hvor kolonne 1 viser
resultatet til prave hvor det farst ble tilsatt formaldehyd, til proteinprgven, og deretter
protease. Mens det ved kolonne 3-6, farst ble tilsatt protease og deretter formaldehyd, men
etter ulike inkubasjonstider som var henholdsvis 0, 1, 5 og 30 minutter etter protease.
Resultatet viser dermed ved & sammenligne disse kolonnene i figuren, at tilsetningstid av

formaldehyd ikke hadde noen betydning for resultatet.

Kolonne 2 i figuren viser resultat av protein inkubert med protease, og en ser at klgyvning av
protease trolig er forekommet da band pa rundt 75 kDa er redusert. Ved kolonne 7 viser
kontroll bestdende av kun protease pa rundt 46 kDa. Kolonne 8 viser protein kun tilfgrt
formaldehyd, hvor et svakt band er tilstede og formaldehyd ser derfor ikke ut til & pavirke
proteinet. Kolonne 9-11 er ubehandlet protein og representerer derfor kontroll over

proteinkonstruksjonens stgrrelse pa omtrent 75 kDa, i ubehandlet tilstand.

Resultatet viser at det oppstod en endring hos protein som ble behandlet med protease og
formaldehyd ved a se pa kolonner 1 og 3-6 i figuren. Proteinband ved hgyere kDa opptrer ved
disse kolonnene, og disse bandene er da naermere 98 kDa, mens band i kolonne 8 og 9-11 er

nermere 62 kDa, i forhold til stgrrelsesmarker. Resultatet tyder derfor pa at en reaksjon
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oppstod i prevene med protein, protease og formaldehyd, siden det her oppstod band av
hgyere kDa starrelse.

Pr=Protein FA =Formaldehyd PA = Protease
Pr
Pr PA
FA  Pr FA (0,1,5, 30 min) Pr
PA PA | 1 PA | FA Protein
kba M 1 2 3 4 5 6 7 8 kDa 9 10 11
198 198
( 62
49 " 19
38 z 38
28 28

Figur 28: Bilder i figuren viser proteingeler, hvor nr. 1-8 er prover fra krysslinkingsforsgk og
nr. 9-11 er ubehandlet protein (Strep-tag renset). Fra praver etter krysslinkingsforsgk ble 30 pl
tilfort 10 ul NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X). Pravene ble separert ved a bruke proteingel,
NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris, og kjert i NuPAGE™ MES SDS Running Buffer, ved 200 V i 35
minutter. Pa gelen vises resultatet av krysslinking-praver i kolonner 1, 3, 4, 5 og 6. Hvor ulike tider for
tilsettelse av protease og FA til proteinprave ble benyttet. Kolonne 1 viser proteinpragve hvor FA ble
tilsatt farst og deretter protease. Kolonne 3 viser proteinprgve hvor protease ble tilsatt farst og deretter
FA direkte etter. Kolonne 4 viser proteinprgve hvor protease ble tilsatt farst og deretter FA 1 min etter.
Kolonne 5 viser proteinprave hvor protease ble tilsatt farst og deretter FA 5 min etter (feil ved gel-
brgnnlomme farte til at denne inneholdt lavere innhold av preve). Kolonne 6 viser proteinprgve hvor
protease ble tilsatt farst og deretter FA etter 30 min. Pa gelen vises resultater av kontrollpraver i
kolonne 2, 7 og 8. Kolonne 2 viser kontrollprave bestdende av protein og protease. Kolonne 7 viser
kontrollprgve med kun protease. Kolonne 8 viser kontrollprave med protein og FA. Kolonner 9-11 pa
figuren er ubehandlet protein (Strep-tag renset). Sterrelsesmarker (M) var SeeBlue™ Plus2 Pre-
stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific), hvor starrelser i kDa er vist til venstre og hayre.
FA: formaldehyd.
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4 Diskusjon

Proteaser er viktige molekylere verktgy blant annet innenfor bioteknologi. Denne oppgaven
er en del av et prosjekt som har som mal a identifisere og kommersialisere proteaser som er
involvert i modning av antimikrobielle peptider. Hensikten med oppgaven var a lage og
evaluere et system for & identifisere proteaser som er involvert i @ modne antimikrobielle

peptider.

Malene/arbeidet til denne oppgaven har derfor gatt ut pa a produsere en rekombinant
proteinkonstruksjon, med innhold av Centrocin og klgyvesteder for kommersiell protease.
Dette for & undersgke om en slik proteinkonstruksjon lar seg vellykket rekombinant
produsere, og dermed gjere et forsgk pa & bevise at konseptet om at en slik
proteinkonstruksjonen kan benyttes som et «agn» for nedtrekk av proteaser. Hovedmalet var
derfor & bevise at det er mulig a fange (pulldown) en protease nar den klgyver proteinet, dette

ved & stabilisere denne interaksjonen gjennom krysslinking.

4.1 Rekombinant kloning av proteinkonstruksjonen

Masterprosjektet startet ved & fremstille det riktige plasmidet, for anvendelse under
produksjon av proteinkonstruksjonen. Det ble bestilt et plasmid bestaende av pUC19 vektor
med kodende sekvens for proteinkonstruksjonen, som videre skulle fungere som det
planlagte/designede plasmidet pULLO1. Men bestilt plasmid var av varierende starrelse, og
sekvensen samsvarte ikke med det designede plasmidet. Kodon-bruk for genet var ved en feil
blitt optimalisert og restriksjonskuttesteder som var innenfor genet forsvant. Det bestilte
plasmidet oppfylte derfor ikke kravene, og en ny strategi matte settes opp. Den ny
fremgangsmate gikk ut pa & bruke PCR til & amplifisere DNA-fragment (mal-genet), fra
pUC19 plasmidet og videre rekombinant klone dette insert-DNAet sammen med lineert
fragment av pET30 vektor, ved a bruke metoden «exonuclease og ligasjons uavhengig
kloning» (ELIC), en metode publisert av Koskela og Frey (2015).

Koloni-PCR ble farst benyttet for & verifiser resultat etter kloning, men resulterte i falsk-

negativt svar for flere av de testende koloniene. Noe som fremkom etter restriksjonskutting og
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sekvensering. Derfor ble plasmid-isolering og restriksjonskutting senere benyttet nar det
skulle verifiseres at insert var rekombinant klonet med lineser pET30 vektor.

Koloni-PCR er en etablert metode for kunne utfere rask screening av bakteriekolonier, for &
verifisere at gnsket genetisk konstrukt er tilstede (etter selektiv vekst av transformanter). Men
siden PCR er sa sensitiv i a detektere sveert sma mengder av DNA, er det ogsa mulig for DNA
fra dade celler (som har mislykkes i & vokse pa selektivt medium) i & bli amplifisert i koloni-
PCR. Noe som kan fare til falske band nar PCR-koloni-produkt analyseres pa gel
elektroforese (Bergkessel og Guthrie, 2013). Siden metoden utfgres ved direkte PCR av DNA
i celler uten farst & matte rense DNA, er metoden svert effektiv. Men bra resultater kan
hindres av vanskeligheten ved a frigjare DNA i PCR miksen, og/eller tilstedevarelse av PCR-
inhibitorer. Vekstmediet til cellene, eller cellene selv, kan presenterer PCR-inhibering og
forhindrer PCR-amplifikasjon (Azevedo et al., 2017). Inhibitorer kan stamme fra mange
kilder, og utbredte inhibitorer inkluderer bestanddeler av bakterieceller, ikke-mal DNA og
forurensninger fra omgivende miljg (Wilson, 1997).

Koloni-PCR er derfor en metode som er svaert sensitiv og tidssparende, men ved a benytte
denne metoden i denne oppgaven resulterte koloni-PCR i falsk-negative resultater hos rundt
50% av koloniene, som etter isolering og restriksjonskutting viste seg a veere positive
kolonier. Arsaken til falsk-negativt resultat kan altsé veaere PCR-inhibering.

Ut ifra resultater etter restriksjonskutting av det rekombinante plasmidet, fremkom det at
ELIC metode fungerte, i samsvar med beskrivelse i publikasjonen (Koskela og Frey, 2015).
Positive plasmider etter restriksjonskutting ble videre sekvensert, og plasmid med riktig
sekvens ble dermed benyttet videre i arbeidet og fikk plasmidnavn pULLO02. Senere i
arbeidsforlgpet ble kontroll-plasmidene pULL03-05 fremstilt ved bruk av samme metode,
med positivt resultat. Noe som vitner om at ELIC er en sveert effektiv og godt fungerende

metode.

Selv om metoden ELIC ble beskrevet allerede i 1993 (Bubeck et al., 1993, Oliner et al.,
1993), er det fortsatt utbredt & bruke tradisjonell kloning ved bruk av restriksjonsenzymer,
ligase og kommersielle kit. ELIC, som altsa gar ut pa a direkte mikse DNA-fragmenter og

transformere celler med miksen, er en metode som er tidsbesparende, og hvor man samtidig

58



unngar a matte bruke kostbare restriksjonsenzymer og ligaser. Dette er derfor en metode som
ber fa starre oppmerksomhet, da man bade sparer tid og penger ved a benytte denne.

Plasmid pULLO2 ble videre klonet inn i E. coli BL21 (DE3) kompetente celler for a

produsere proteinet i ekspresjonsvert.

4.2 Indikatorer for rekombinant ekspresjon

| denne oppgaven ble bade Western blot og de fluorescerende proteinene (emGFP og
mCherry) benyttet for a evaluere ekspresjon av mal-proteinet (proteinkonstruksjonen). Hvor
metoden ved a bruke de fluorescerende proteinene, bestod av fluorescens-maling av celler i

kolonier og i flytende medium.

4.2.1 Fluorescens som in vivo ekspresjonsindikator i kolonier
Fluorescerende proteiner hos kolonier er i tidligere studie blitt pavist etter induksjon og
eksitasjon, hvor GFP ble benytte som en markar for genekspresjon (Chalfie et al., 1994).

| denne oppgaven ble fluorescensintensitet visuelt malt hos IPTG induserte pULL02-
transformanter i koloni. Da ved a benytte emerald GFP og mCherry RFP som markgrer for
ekspresjon. Fluorescensintensitet ble derfor sammenlignet mellom induserte og uinduserte

kolonier pa LA-plater.

Celler vil fluorescere hvis de inneholder fluorescerende substans, slik som FPer, (Madigan,
2015). Men egenfluorescens eller autofluorescens, pa grunn av andre fluorescerende deler
forekommer ogsa hos celler, hvor det er vist at E.coli har en intrinsik grenn fluorescens, hvor
denne autofluorescensen hovedsakelig stammer fra at cellene utskiller flaviner (Mihalcescu et
al., 2015).

Resultatet i denne oppgaven viste at det var tydelig forskjell mellom induserte og uindusert
kolonier. Selv om vekst pa plate uten tilsatt IPTG viste noe bakgrunns-fluorescens, som

derfor kan skyldes flaviner. Malingene avdekket derfor fluorescens hos induserte kolonier, og
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denne observasjonen bekreftet derfor, med ganske stor sikkerhet, ekspresjon av emerald GFP
og mCherry RFP, og videre indikerer derfor dette uttrykk av proteinkonstruksjonen.

4.2.2 Fluorescens som in vivo ekspresjonsindikator i flytende cellekulturer, og
vurdering av relativ fluorescens hos pULL02-transformanter versus
kontroller (pULLO03-05)

For & videre vurdere rekombinant uttrykk av proteinkonstruksjonen ble ogsa relativ

fluorescens malt og undersgkt hos flytende cellekultur av pULLO02-transformanter, samtidig

som kontroller av pULL03-05-transformanter ble benyttet. Etter inokulering av kolonier ble

ONKGer justert til ODeoo 0,1 0g kultivert i vekstkolber for & oppna logaritmisk vekstfase.

Cellekulturer ble deretter indusert, og videre ble praver tatt fra kolber, overfart til brenner i

mikroplate og fluorescens malt. Det ble tatt ut prever fer induksjon, 2 timer etter induksjon og

omtrent 16 timer etter induksjon, etter at kolber var inkubert ved 12°C over natt. Det ble ikke
malt ODeqo etter tilsatt IPTG, og det er derfor ikke mulig & normere/fastsette forholdet mellom
fluorescens og celletetthet. Derfor kan deler av resultatet veere pavirket av veksthastigheten til

de forskjellige kulturer.

I sammenligning av relativ fluorescens (RFU) verdier etter malinger av pULLO02-celler med
pULLO3-celler, hadde pULLO3 betydelig hayere relativ fluorescens bade under eksitasjon av
GFP og RFP. I tillegg var fluorescens intensitet under FRET undersgkelsen tydelig hayere. |
motsetning til pULLO3, uttrykker pULLO2 et fusjonsprotein, og det er kjent at darlig folding
hos et fusjonsprotein resulterer i tap av fluorescens (Miyawaki, 2011). For nar
fusjonsproteiner med FPer produseres i en ekspresjonsvert og er ferdig syntetisert ma
proteinet modne riktig far utslipp/emisjon av fluorescens. Modningsprosessen innebarer da
falgende to trinn, folding og kromofor dannelse (Nagai et al., 2002). Noe som derfor kan vere
arsak til at pULLO2 resulterte i lavere verdi av relativ fluorescens i sasmmenligning med
pULLO3 (hvor FPer var produsert som frie proteiner). I tillegg viste resultatet av fluorescens
maling av pULLO3-celler at det her fremkom mye hgyere relativ fluorescens allerede etter 2
timer induksjonstid, noe som indikerer at disse FPene kan modne og fluorescere mer effektivt.
At modningstid har betydning for fluorescens, er noe som ogsa vises i resultatene i form av at

relativ fluorescens generelt gker betydelig etter inkubasjon over natt.
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Fordi proteinkonstruksjonen bestar av flere domener, kan altsa proteinfolding bli et problem
og derfor videre fare til problemer med a oppna fluorescens (Bajar et al., 2016). |
sammenligning av pULLO2-celler med pULLO5-celler etter eksitasjon av mCherry RFP, var
relativ fluorescens betydelig hgyere for pULLO5-celler. Noe som kan tyde pa at mCherry
RFP, som ogsa her er produsert som et enkelt FP, er utslagsgivende bedre uttrykt i pULLO5-
celler.

| motsetning til RFP-maling, viste GFP-maling (eksitasjon av emGFP) at verdier av relativ
fluorescens for pULLO2-celler hadde lignede tendens som hos pULLO04-celler. Disse
resultatene kan kanskje forklares med at pULL02- og pULLO4-protein hadde bade His- og
Strep-tag fusjonert til proteinenes terminale ender, mens pULLO3- og pULLO5-proteiner, kun
hadde en tag per protein, hvor GFP var i fusjon med Strep-tag og RFP med His-tag. Dette kan
indikere at protein med tagger ved begge terminale ender av proteinet, bade Strep- og His-tag,
resulterer i lave verdier av relativ fluorescens, mens proteiner med kun en tag er mer
funksjonelt uttrykket og derfor resulterte i hgyer verdier av relativ fluorescens. Det er derfor

mulig at taggene pavirker proteinenes fluorescens-evne negativt.

Selv om verdier av relativ fluorescens var tydelig lavere hos pULLO2-celler enn ved flere av
kontrollene (pULLO3 og pULLO5), viste malingen likevel tydelig forskjell fra negativ
kontroll (pET30), og resultatet tyder derfor pa tilstedeverelse av emerald GFP og mCherry

RFP, noe som indikerer uttrykk av proteinkonstruksjonen.

4.2.3 Western blot - immunologisk assay som ekspresjonsanalyse

Immunologiske assayer er basert pa at et antistoff gjenkjenner og bindere seg til bestemte
antigener, som ofte er proteiner, og kan derfor brukes til & bestemme forekomst av et protein i
en lgsning. Dette gjares ved at et merke eller en reaktant er kovalent feste til et valgt antistoff,
hvor merket/reaktanten avslgrer tilstedeveerelse av det bestemte mal-proteinet som antistoffet
er bundet til (Lehninger et al., 2013).

Det finnes flere metoder innenfor immunologisk assay, slik som Western blot, ELISA-test og
immunofluorescens. | likhet med Western blot er ogsa ELISA (enzym-linked immunosorbent
assay) en type immunologisk assay hvor det brukes et enzym linket til et antistoff for a

detektere antigener. ELISA-test er rask a utfare, sensitiv og har relativ hgy spesifisitet. Til
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forskjell er Western blot analyse en relativ kompleks metode og tidskrevende utfere, men den
er enda mer spesifikk, siden protein er separert ved elektroforese og overfert til en membran,
far det merkede antistoffet brukes for a detektere spesifikke proteiner. Dette gjgr at metoden

bade kan gi kvalitativ og kvantitativ informasjon (Madigan, 2015).

En annen antistoffbasert metode er immunofluorescens, hvor antistoffer er konjugert med
fluorescerende fargestoffer, som derfor er synlig under UV-lys, og som da kan brukes til &
detektere antigener (Madigan, 2015). Mens metoder som ELISA og immunofluorescens
identifisere proteiner ved kun antistoff spesifisitet, er altsa Western blot mer spesifikk og

identifiserer proteiner ved bade antistoff spesifisitet og starrelse.

Denne sammenligningen av Western blot med andre antistoffbaserte metoder, viser derfor at
Western blot var det beste valget for & evaluere proteinekspresjon under denne oppgaven. For
i tillegg til & pavise mal-proteinet kunne ogsa sterrelse og mengde til proteinet observeres ved
at elektroforese farst var benyttet. Tilstedeverelse av His-tag protein ble pavist, og det ble
ogsa bekreftet at mengde av proteinet gkte i respons til gkt induksjonstid. Dette viser derfor at

det er en metode som virker, men at det er en tidkrevende metode.

4.2.4 Western blot versus fluorescerende proteiner
Bade Western blot og fluorescerende proteiner ble altsa benyttet som metode for & evaluere

ekspresjon av proteinkonstruksjonen.

Ved Western blot ble tilstedeveerelse av His-tag pavist og da C-terminal ende av proteinet,
men det gav ingen videre informasjon om de resterende deler av proteinkonstruksjonen. Mens
ved bruk av fluorescens maling kunne begge FPer i fusjonsproteinet pavises, noe som
bekrefter uttrykk av begge terminale ender av fusjonsproteinet. Dette gjar fluorescens maling

til en metode som mer spesifikt bekrefter tilstedevaerelse av proteinet.

For & kunne utfgre Western blot, ma cellene etter induksjon lysers, slik at rekombinat protein
gjares tilgjengelig, og det er ogsa en tidkrevende analysemetode, med omfattende trinn i
prosessen, samt krav til mange reaktanter. Ved a derimot dra nytte av de fluorescerende

proteinene i fusjonsproteinet, og male fluorescens for a evaluere uttrykk, kan dette utfares in

62



vivo, direkte av koloni eller flytende cellemedium, og krever kun induksjon av celler og

fluorescensavlesende maskinvare.

Det var nyttig a bruke bade Western blot og fluorescens-maling, da det er to ulike metoder
som derfor kan gi utfyllende svar, og i tillegg gir bruk av flere metoder sikrere bekreftelse pa
proteinekspresjon. Men a bruke fluorescerende proteiner i a evaluere ekspresjon, i denne
oppgaven, viser at det er en enklere og mer effektiv metode i sammenligning med Western
blot. I tillegg kan fluorescens-maling vitne om at proteinet er riktig foldet, og ved hvilken
kvalitet, ved & undersgke tilstedevaerelse av FRET-effekt mellom de fluorescerende

proteinene.

4.3 FRET som indikator for proteinets kvalitet

FRET betyr at energien fra et eksitert FP (donor), overfares direkte til et naerliggende FP
(akseptor), hvor dette FP emitterer fluorescens. Maling av fluorescens fra akseptor kan

dermed avdekke FRET, og derfor bekrefte tilstedevarelse av et molekylaert kompleks.

Styrken til et FRET signal er avhengig av valget av FPer, hvor overlapping av donors
emisjons spektrum med akseptors eksitasjons spektrum bestemmer styrken til FRET (f.eks.
effektiviteten) med hensyn til avstand mellom donor og akseptor. | tillegg til spekter overlapp,
kan fotostabilitet (det vil si hvor fort FP fotobleker) og modning veaere betydingsfult for
signalstyrken i FRET eksperimenter (Scott og Hoppe, 2015). | proteinkonstruksjonen ble GFP
benyttet som donor og RFP som akseptor, og dette er et FRET-par som er attraktive i levende
celler pa grunn av fordeler som blant annet at eksitasjon av dette FRET-paret induserer
mindre autofluorescens fra flavoproteiner og at det er relativt stgrre skille mellom spektrum,
til forskjell fra andre FRET-par, slik som CFP og YFP (cyanFP-yellowFP) (Bajar et al.,
2016).

Resultater i denne oppgaven viser at FRET-effekt, mellom FPer i proteinkonstruksjonen, er
noe usikkert. Etter visuell maling av fluorescensintensitet av kolonier pa LA-plate, viste
FRET-maling at det var liten forskjell mellom indusert og uindusert plate. Verdier av relativ
fluorescens etter undersgkelse av FRET hos flytende kultur av pULL02-celler, var ogsa
relativt lave. Men pULLO2-cellers relativ fluorescens verdi pa 705, etter induksjon og

inkubasjon over natt, var noe hgyere enn for pULLO04 (555 RFU) og pULLO05 (623 RFU).
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Dette viser derfor at det for pULLO2 kan ha oppstatt noe FRET-effekt, siden pULLO04 og
pULLOS har lavere verdier til tross for at pULLOS5-protein genererte mye hgyere fluorescens
under eksitasjon av mCherry (10122 RFU), enn pULLO02 (722 RFU), som dermed
understreker at nar et protein med kun ett FP alene blir eksitert ved 450 nm, klarer det ikke &

oppna fluorescens (emisjon) ved 650 nm.

Samtidig var det under FRET-maling en distinkt mye lavere verdi hos pULL02 (705 RFU)
ved a sammenligne med pULLO3 (2540 RFU), men FRET hos pULLO3 kan ikke veere ekte

positiv, da FPer ikke er i fusjon.

Det er rapportert flere arsaker til at det oppstar problemer med FRET mellom et FP-par.
FRET mellom et par av fluoriserende proteiner kan pavirkes av folding og modningstid. Hvor
rekkefglgen av FP kan ha betydning pa kvaliteten av proteinfoldingen og modning, i forhold
til hvilket FP som er ved N-terminal og hvilket som er ved C-terminal ende i fusjonsproteinet,
og dette kan da igjen pavirke fluorescensstyrke og videre FRET hos de fluorescerende
proteinene (Palmer et al., 2011). Proteinkonstruksjonen (pULLO2-protein) benyttet i denne
oppgaven har emerald GFP ved N-terminal og mCherry ved C-terminal. Siden resultatet viser
at lave fluorescens verdier oppstar i sammenligning med FPer produsert som frie proteiner,
(pPULLO3-protein), kunne et mulig forsgk i a forbedre FRET veere & ombytte pa plasseringer
av emerald GFP og mCherry RFP, og derfor kontrollere om rekkefalgen er av betydning.

Modningshastighet spiller ogsa en rolle, fordi FPer med raskere modningshastighet har vist
seg 4 ha tendens til & ha bedre FRET opptreden (Scott og Hoppe, 2015). Videre er det
tidligere vist at det er avgjerende a ha FRET-partnere med samsvarende modningshastighet,
siden dette pavirker forholdet mellom akseptor og donor og derfor videre FRET effektivitet.
Hvor forholdet av tilstedevearelse av donor og akseptor (donor : akseptor) skal veere 1:1, men
dette er noe som ikke oppnas hvis det er store forskjeller i modningshastigheter (Scott og
Hoppe, 2015). Modningshastighet for mCherry, ved 37°C, er rundt 15 min (Shaner et al.,
2004), og modningshastighet for emerald GFP, ved 37°C, er rundt 12 min (lizuka et al.,
2011). Dermed er FPene benyttet i proteinkonstruksjonen nare i modningshastighet, og derfor

er det sannsynligvis ikke her problemene ligger.

FRET fallgruver er kjent fra tidligere forskning (Broussard et al., 2013), bade falsk-negative
og falsk-positive resultater kan oppsta. Nar det gjelder falsk-negativ FRET, for et
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intramolekyleert FP-par, sa kan arsaker besta av at fluorophorene ikke er nzre nok til &
interagere, eller at deres dipoler ikke er riktig justert i forhold til hverandre, og hvis de er
perpendikulere til hverandre vil ikke energioverfaring oppsta (Broussard et al., 2013). P&
grunn av disulfid-broen mellom tung- og lettkjede i Centrocin peptidet, vil det antas at FPene
I proteinkonstruksjonen er i umiddelbar naerhet, men om ikke foldingen er forekommet riktig
kan dette gjare FPene i for stor avstand og forhindre at FRET oppstar.

Endringer i konstruktdesignet for proteinkonstruksjonen, kunne vare a bruke fleksible linker,
for & tilpasse avstanden mellom domenene av de fluorescerende proteinene, som da kunne
forbedre muligheten for FRET. For fleksible linker er korte aminosyrekjeder som kan brukes
mellom domener i et protein, og de forbinder de ulike domenene uten a pavirke domenenes
funksjoner, da linkene er uavhengige enheter (Reddy Chichili et al., 2013). Fleksible linker er
generelt sammensatt av aminosyrer med lav starrelse slik som glysin. Lav starrelse hos disse
aminosyrene gir fleksibilitet, og muliggjer mobilitet hos de tilkoblede funksjonelle domener.
Ved & justere lengde av de fleksible linkene oppnas passende avstand mellom de funksjonelle
domenene. Linker kan i tillegg gi fordeler under produksjon av fusjonsproteiner, slik som
forbedring av folding, stabilitet, biologisk aktivitet og gkt ekspresjonsutbytte (Chen et al.,
2013).

Falsk-positiv FRET kan oppsta ved at det er hgy proteinkonsentrasjon innenfor et lokalisert
omrade, hvor FRET da forekommer mellom tilstgtende fluorophorer, som da kan gi opphav
til falsk-positive FRET signaler (Broussard et al., 2013). Ved bruk av pULLO03-celler viste
verdiene i resultatet at det her oppstod en form for FRET, men siden FPene her bestod av frie
proteiner, er det sannsynligvis ikke ekte FRET som oppstar, og mulig arsak kan derfor vere at

dette er et resultat av falsk-positiv FRET.

Pa bakgrunn av dette kan derfor gkningen av relativ fluorescens som ses hos pULLO02 ogsa
veere falsk-positiv FRET. Samtidig, som omtalt ovenfor i teksten, kan arsaken til lavt FRET-
signal veaere et resultat av falsk-negativ FRET. FRET mellom FPer i proteinkonstruksjonen

bekreftes dermed ikke i denne oppgaven, og designet for konstruktet ma derfor optimaliseres.
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4.3.1 FRET som indikator for enzymatisk proteinmodning

Hvis FRET hadde fungert kunne dette fenomenet blitt benyttet til 8 bedemme enzymatisk
proteinmodning. Hvor da det ville oppstatt tydelig endring av FRET-signal etter klgyvning av
proteinet. Det ble utfart forsgk med & underseke FRET-signal hos protein, far og etter
inkubasjon med protease, men det viste ingen betydelig endring.

4.4 Lekkasje fra lac operator

Det er kjent fra sveert tidlige studier at lac-operonet viser noe «lekkende» ekspresjon selv i
neaerver av glukose og fraveer av induser. Noe som betyr at kontroll av transkripsjon hos
operonet ikke er 100% effektiv, og at transkripsjon fra promoter aldri er helt avslatt (Nielsen
et al., 2007, Jacob og Monod, 1961).

Ved a se pa Western blot resultatet i denne oppgaven vises noen svake band hos analysert
prave som ikke var indusert med IPTG (0 t), og verdier av relativ fluorescens hos uinduserte
celler var gjennomgaende hgyere i sammenligning med negativ kontroll pET30 (tabeller 10-
12). Dette tyder derfor pa bakgrunns-ekspresjon, og viser at lac operator antakelig ikke er tett,
som farer til noe produksjon av T7 polymerase uten tilstedeverelse av IPTG, og derfor videre
at protein produseres i et lavt bakgrunns niva.

4.5 French press som alternativ lyseringsmetode

For a frigjare intracellulzre produkter, som proteiner, er det viktig & bruke en effektiv metode
for & lysere cellene. I tidligere studier er det vist at sonikering og french press er effektive
metoder for a lysere celler, hvor french press er noe mer effektiv (Singh, 2013, Benov og Al-
Ibraheem, 2002).

Proteinekstrakten benyttet under Western blot analysen i denne oppgaven, var anbrakt ved a
lysere cellene med ultralyd-sonde-sonikator og sentrifugering. Selv om resultatet til Western
blot viste at band gket i styrke etter IPTG induksjon, sa kunne ikke tydelige sterke
proteinband observeres direkte pa polyacrylamid-gel, dette er uvanlig og viser til at det var
lavt proteinutbytte av mal-proteinet i proteinekstrakten. Dette kan derfor tyde pa at

sonikerings-utstyret som ble benyttet ikke var i optimal fungerende tilstand. Pa grunnlag av
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dette ble french press tatt i bruk for a lysere celler, for a videre bruke proteinekstrakten i
affinitetsrensing.

I tillegg til at lyserings metoden ma veere effektiv, ma metoden samtidig ikke forarsake
denaturering av proteinene. Denaturering av protein kan oppsta ved ultralyd sonikering, pa
grunn av at varme kan genereres under utfgrelsen. Andre fordeler med french press er derfor
at cellelgsningen holdes kald under utfgrelse, og at en kan behandle store volum med relativt
hgy konsentrasjon av bakterieceller (Singh, 2013).

4.6 Utfordringer ved rekombinant produksjon og mulig proteolytisk

falsomhet hos produsert protein

Etter Strep-tag rensing ble proteinet analysert med SDS-PAGE, for a bekrefte produksjon av
proteinkonstruksjonen. Det var da forventet at kun et proteinband skulle oppsta pa gelen, med
starrelse pa rundt 75 kDa. Men det fremkom imidlertid flere proteinband pa gelen, med lavere

starrelser, enn proteinkonstruksjonen.

Resultatet viser altsa at flere proteinband er tilstede etter rensingen, noe som tyder pa at dette
er fragmentert protein med Strep-tag tilstede i molekylet. Videre ble Strep-tag-renset protein,
renset ved bruk av His-tag rensing, og resultatet viser da at ett av proteinbandene av
fragmentert protein forsvant, noe som tyder pa at dette proteinet ikke hadde affinitet til HisPur
Ni-NTA kolonnen.

Etter at proteinet var renset med bade Strep-tag og His-tag var det alts3, i tillegg til den
antagelige intakte proteinkonstruksjonen, ogsa minst to andre proteinband av lavere starrelse

tilstede pa proteingelen.

En mulig arsak for problemet kan vaere at det oppstar proteolyse av proteinkonstruksjonen.
Proteolyse av rekombinante proteiner i E. coli er et kjent problem fra tidligere studier
(Narayanan og Chou, 2009). For nedbrytning av intracellulaer proteiner modulerer nivaet av
metabolske enzymer og fjerner skadde og unormale proteiner fra cellen (Gottesman og
Maurizi, 1992). E. coli har proteaser lokalisert i cellens forskjellige intracellulaere rom, slik

som cytoplasma, periplasma, indre membran og ytre membran (Maurizi, 1992). Siden disse
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proteasene spiller en viktig rolle i & fjerne unormale proteiner, kan disse proteasene derfor
potensielt degradere rekombinante proteiner (Gottesman, 1996). Videre kan proteaser
lokalisert i ytremembran klgyve cytoplasmiske proteiner etter at celler er lysert (Gottesman,
1996).

Selv om E. coli BL21 (DE3), som er ekspresjonsstamme benyttet i dette prosjektet, er en
stamme som er optimalisert for protein produksjon og hvor proteaser er fjernet (New England
BioLabs, u.d.), sa er det vist i tidligere studie (Narayanan og Chou, 2009) at rekombinant

protein likevel kan bli degradert i denne.

Fusjonsdelene i proteinkonstruksjonen, GFP, RFP og Centrocin, stammer alle fra eukaryote
organismer, mens E. coli, som er ekspresjonsverten for proteinet, er en prokaryot. Eukaryote
proteiner kan derfor bli gjenkjent som fremmede objekt nar uttrykt i E. coli, som videre kan

fare til protease-mediert degradering av protein (Narayanan og Chou, 2009).

Andre studier har vist at konsekvenser kan oppsta om et kuldeadaptert protein uttrykkes av en
mesofil vert (Xu et al., 2008). Proteinkonstruksjonen har innhold av kuldeadapterte proteiner
som er tilpasset produksjon i en psykrofil marin eukaryot. Dette kan derfor gi konsekvenser
og hindre at proteinkonstruksjonen blir strukturelt adaptert til det mesofile
ekspresjonssystemet til E. coli, som videre kan resulterer i misfolding av proteinet, og at den
intramolekylaere disulfid-bindingen ikke dannes riktig (Xu et al., 2008). Den manglende

evnen til & folde seg riktig kan videre utsette proteinet for nedbrytning (Maurizi, 1992).

Selv om bruk av terminale tagger, slik som Strep- og His-tag, i proteinkonstruksjonene er
sveert praktisk, kan ogsa disse innebzre noen ulemper, hvor de kan pavirke egenskaper til
proteinet de er fusjonert med, og videre pavirke proteinfoldingen (Lehninger et al., 2013).
Mangel pa riktig konformasjon hos proteiner vil ogsa kunne resulterer i intracellulaer
akkumulering av inaktive eller ulgselige proteiner («inclusion bodies») og kunne indusere
fysiologisk stress hos cellen, og dermed pavirke proteinuttrykket (Chou, 2007). Det totale
proteinuttrykk, av proteinkonstruksjonen, kan altsa ha blitt begrenset av posttranslasjonelle
trinn slik som translokasjon, folding eller dannelse av disulfide-binding, og videre kan

proteinet derfor ha blitt utsatt for degradering.

Rekombinant produksjon av protein kan altsa veere en utfordring, slik som ved a uttrykke et
AMP som en del av en proteinkonstruksjon. Men SpStongylociner, som er andre AMPer som
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tidligere er isolert fra krakebolle (Strongylocnetrotus purpuratus), ble i en tidligere studie
vellykket rekombinante uttrykt, i moden form (Li et al., 2010a). | studien ble cDNA, kodende
for modent peptid, klonet inn i et ekspresjonssystem (pET30-EK/LIC), som sammenfgayet
protease-klgyvesteder og to affinitets-tagger til det rekombinantet peptidet. Fusjonspeptidet
ble uttrykket i lgselig form, og etter klgyving av affinitets-tagger, viste de rekombinante
peptidene antibakteriell aktivitet (Li et al., 2010a). | en tidligere bacheloroppgave, veiledet av
Chun Li (UiT), ble ogsa et fusjonsprotein bestaende av Centrocin pre-pro-protein fusjonert
med His-tag, vellykket rekombinant produsert. Disse tidligere prosjekter viser altsa at det er
mulig & rekombinant produsere AMPer i fusjon med affinitets-tagger, men siden
fusjonsproteinet benyttet i denne oppgaven, proteinkonstruksjonen, bestar av en mer

kompleks sammensetning, av forskjellige domener, kan altsa dette gi sterre utfordringer.

4.7 Proteinet inkubert med PreScission Protease — lav effekt

Proteinkonstruksjonen ble designet med flere klgyvesteder innad i aminosyresekvensen som
skiller de ulike domenene hos proteinkonstruksjonen, og de ulike deler av forlgper Centrocin.
Disse klgyvestedene skulle brukes for & kunne krysslinke protein og protease. Under forsgk
med a klgyve proteinet med PreScission protease, fremkom et uforventet resultat pa
proteingel, hvor kun band pa rundt 40 kDa fremkom etter inkubasjon med protease. Resultatet
av dette proteinbandet kan derfor muligens besta av bade proteasen og klgyvd protein. Hvor
proteinet da antagelig kun er klgyvd ved et klgyvested, som er mellom preprosekvens og
tungkjeden, som da gir to deler pa starrelse rundt 35-40 kDa. Mulig grunn for at klgyvningen
ikke fungerte som forventet, er at klgyvesteder kan veere skjult innenfor proteinets tertisere
struktur og dermed veere utilgjengelig for proteasen (Hammond, 2008). Som nevnt tidligere i
teksten, kan ulike faktorer pavirke proteinfoldingen negativt, og det er mulig at
proteinkonstruksjonen foldes pa en mate som skjuler 3C klgyvesteder.

En annen mulighet er at proteinet klgyves ved flere steder, men at de resulterende
fragmentene er i sa lav konsentrasjon at de ikke vises pa gelen, etter gel elektroforese. Men
dette ble ikke vurdert som et problem da hovedfokuset var a krysslinke protease med

proteinkonstruksjonen.
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4.8 Pulldown av agn-protease-kompleks — proof of concept

For & stabilisere interaksjonen mellom proteinkonstruktet og proteasen ble disse krysslinket
ved hjelp av formaldehyd. Krysslinking betyr at det dannes kovalente bindinger mellom
proteiner. Under krysslinking angriper formaldehyd nukleofile grupper slik som
aminogrupper funnet ved N-terminal og i sidekjeder av aminosyrer (Klockenbusch et al.,
2012). Hvor formaldehyd er funnet i a reagere med sidekjeder av cystein, histidin, lysin,
tryptofan og argining (Metz et al., 2004). Formaldehyd er et relativt lite molekyl med kun fire
atomer, dette gjer at de reaktive aminosyrene som skal krysslinkes ma vere i umiddelbar
naerhet, og bindinger mellom grupper blir rundt 2 A fra hverandre (Sutherland et al., 2008).

Grupper ma altsa veere nare nok for a kunne krysslinkes.

Proteinkonstruksjonen og protease er i direkte nerhet av hverandre nar de danner et enzym-
substrat kompleks, men komplekset er flyktig, og krysslinkings reagent til bruk under dette
forsgket var derfor ngdt for & ha en rask reaktivitet. Formaldehyd som er en fikserings reagent

er kjent for & ha relativt rask reaktivitet (Klockenbusch et al., 2012).

Det er ved tidligere forskning vist at det oppstar krysslinking mellom regulator proteiner in
vivo i Bacillus subtilis ved bruk av formaldehyd. Hvor formaldehyd entrer cellen og
krysslinker proteiner som er i naer kontakt med hverandre, rundt 2 A (0,2 nm) (Herzberg et al.,
2007). Krysslinking ved formaldehyd ble derfor forsgkt benyttet i dette prosjektet, for &

forsgke & danne et protease-protein kompleks.

Bruk av formaldeyd-krysslinking mellom proteiner er forelgpig ikke blitt standardisert
(Klockenbusch et al., 2012), og derfor ble modifisert metode fra Herzberg et al. (2007)
benyttet under krysslinkingsforsgket.

Resultatet etter krysslinkings-forsgket viste at ved a sammenligne ubehandlet protein med
starrelse pa omtrent 75 kDa, med protein behandlet med protease og formaldehyd, s& oppstod
det en endring i sammensetningen av proteinband pa gel, ved at ett band ved hayere kDa her
var tilstede, og da neermere 90 kDa. Dette kan derfor bety at det oppstar et kompleks av
protease og proteinfragment, da proteinband av denne starrelsen ikke er tilstedeveerende hos
ubehandlet protein, eller ved protease inkubert protein. Men siden proteasen har en starrelse
pa 46 kDa, og proteinets starrelse er pa rundt 75 kDa, tyder det pa at det ikke er et fullstendig

kompleks av protease og proteinkonstruksjonen, hvor band da burde ha veert rundt 120 kDa.
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Men en mulighet kan veere at komplekst bestar av protease og en fragmentert del av

proteinkonstruksjonen.

Fordeler ved a bruke formaldehyd er at det raskt inaktiverer proteiner i flyktige komplekser
og danner sterke kovalente bindinger mellom proteinene (Sutherland et al., 2008). Etter
krysslinking, og analyse pa proteingel, var det tydelig a se at ulike tilsettingstider av
formaldehyd ikke var av betydning. Hvor det verken ved a tilsette formaldehyd fer protease,
direkte etter protease, eller 30 min etter protease hadde noen betydning for resultatet. Noe

som samsvarer med at formaldehyd raskt inaktiverer proteiner.

Resultatet viser derfor at krysslinking mellom protease og deler av proteinet kan ha oppstatt,

under bruk av formaldehyd.

4.9 Fremtidig arbeid

| forhold til usikkerheten rundt resultatet av krysslinkingforsgket i denne oppgaven, er det
mulig at formaldehyd ikke er den ideelle krysslinkings reaktant for dannelse av det gnskelige

protein-protease komplekset.

Som et alternativ kan transglutaminase veare en mulighet, siden transglutaminaser er en
familie av enzymer som katalyserer krysslinking mellom proteiner, da gjennom danning av
kovalente bindinger mellom lysin og glutamin (Ichinose et al., 1990). Fordelen ved bruk av et
krysslinkende enzym ville vare at kryslinkingsprosessen ville forega fortlapende og ikke

inaktiveres. Det kunne teoretisk gi mulighet for isolering av sterre mengder kompleks.

Videre arbeid etter gjennomfaring av krysslinking, vil ga ut pa a rense komplekset og
identifisere det ved bruk av massespektrometri analyse. Om dette er vellykket er dermed
konseptet bevist og metoden kan benyttes for a isolere ukjent(e) protease(r) som er ansvarlig

for modning av Centrocin.

Den rekombinante proteinkonstruksjonen, med den naturlige Centrocin sekvens, brukes
deretter for & isolere de intrinsiske proteasene som er ansvarlig for modning av Centrocin i
grenn krakebolle. Pa denne maten vil da proteinet benyttes som «agn» for nedtrekk av
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proteasene som er av interesse. Dette er fordi disse proteasene gjenkjenner spesifikke
aminosyre-sekvenser pa det umodne prepro-peptidet og utfgrer klgyving for a danne den
posttranslasjonale modifikasjonen, altsa det modne peptidet. Til slutt kan dette fere il
identifisering og kommersialisering av disse kulde adapterte proteasene. Videre kan derfor de
isolerte proteasene fremtidig produseres som molekyleare verktgy, for a blant annet kunne
modne antimikrobielle peptider, og pa denne maten kanskje muliggjere enklere og billigere
produksjon av AMPer.

Ukjent(e) protease(r)

Strep GFP 3C Preg Heavy
e — - Y-
Cutting site  Seque Chain

3

Thrombin Light @ 9 2
e
His RFP Cutting site  Chain

Figur 29: lllustrasjon som viser proteinkonstruksjon fungere som et "agn" for a fiske ut
protease(r).
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5 Konklusjoner

Etter vellykket kloning med metoden ELIC, ble proteinekspresjon evaluert ved a
bruke bade Western blot og maling av fluorescens. Hvor sistnevnte var en svart god
metode for a raskt kunne evaluere ekspresjon. Men det var nyttig a bruke begge
metoder da de utfyller hverandre, og i tillegg gir bruk av flere metoder sikrere
bekreftelse pa proteinekspresjon. Rekombinant produksjon av proteinkonstruksjonen

ved hjelp av bakteriell ekspresjonsvert ble dermed bekreftet.

Det ble utfart fluorescens-maling hos bade kolonier og flytende cellemedium, og
begge de fluorescerende proteinene, emerald-GFP og mCherry-RFP, ble da bekreftet
tilstede.

Resultatene av fluorescens malinger av pULLO2-transformanter i sammenligninger
med kontroller (pULL03-05), viser at designet av proteinkonstruksjonen ma
optimaliseres for & kunne oppna FRET. Dette kan mulig gjeres ved a blant annet bruke
fleksible linker.

Proteinkonstruksjonen (pULLO2-protein) oppnar kanskje ikke den riktige
konformasjonen, og preges mulig av at FPer er fusjonert til affinitetstagger, som kan

pavirker evne til fluorescens negativt.

Det kan veere flere grunner for at rekombinant produksjon av et fusjonsprotein med
ulike domener kan vere utfordrende. Affinitetsrensing viste at det var mulig a rense ut
mal-proteinet, men at proteinet trolig ble nedbrutt til fragmenter, da flere proteinband
viste seqg etter polyakrylamid-gel elektroforese. Proteinkonstruksjonens
sammensetning ser derfor ut til & kreve videre vurdering, slik som konsekvens av a

benytte to terminale tagger.

Klgyving av proteinet ved & bruke kommersiell protease sa ut til & fungere, men det
var ikke mulig 4 avdekke ved hvilke klgyvesteder konstruktet ble klgyvd, eller om det
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ble klgyvd ved bare ett eller ved flere steder. Resultatet gav likevel grunnlag for a

utfare forsgk av krysslinking av mal-protein med protease.

Det var spesielt interessant at pulldown ved bruk av krysslinking med formaldehyd,
antakelig fungerte til en viss grad. Men siden formaldehyd er en fikseringsreaktant, er
det mulig at den ikke er optimal for krysslinking av protein og protease, og videre

forsgk ved a bruke krysslinkende enzym vil fremtidig kunne bli et interessant prosjekt.

Deler av hovedmalet for denne oppgaven ble dermed besvart. Hvor Centrocin ble
rekombinant produsert som en del av en proteinkonstruksjon, men at proteinfolding og
degradering av proteinet kan vare et problem. Videre var det sannsynlig at
kommersiell protease ved ett eller flere steder klgyvde proteinet, og at det ble et

produkt etter krysslinking.

Denne oppgaven har gitt informasjon som kan vare nyttig i fremtidig arbeid, og har

vist en begynnelse pa utvikling av et system som kan anvendes til & isolere proteaser.
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Reagenser

Reagenser

Produsent

3C PreScission enzyme

Agar

Agarose

BamHI (Restriksjonsenzym)
BigDye 3.1 Terminator Kit
CutSmart® Buffer

DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)
DTT

FastDigest Green Buffer (10X)
Gel Loading Dye, Blue (6X)
Gjeer ekstrakt

HRP subatrat, SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate

Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder

IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactoside)
Kanamycin

MagicMark™ XP Western Protein Standard
MilliQ vann

NaCl

NEBuffer™ 3.1

Notl (Restriksjonsenzym)

Pepton (Trypton)

Phusion buffer HF (5x)

Phusion buffer GC (5x)

GE Healthcare (Sigma-Aldrich), Chicago, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Novagen/Merck, Darmstadt, Tyskland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NFH, UiT, Tromsg, Norge
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA
Merck, Dramstadt, Tyskland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Phusion DNA polymerase

Phusion Green Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix

(2x)

Primert antistoff, - Rabbit a-His

Primere

Sekundart antistoff, - Goat a-rabbit HRP conjugated

SimplyBlue™ SafeStain

TAE buffer (Tris base, Acetic acid, EDTA) (TAE), 1x

Ultra pure H,O
Xbal (Restriksjonsenzym)

Xhol (Restriksjonsenzym)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

EMD Millipore/Merck Millipore, Burlington,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
NFH, UiT, Tromsg, Norge

Biochrom GmbH (Merck), Berlin, Tyskland
New England Biolabs, Ipswich, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

Kit med reagenser og protokoll

Kit

Produsent

NucleoSpin Plasmid - plasmid Miniprep kit
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick PCR purification Kit

Macherey-Nagel, Diren, Tyskland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Venlo, Nederland

Qiagen, Venlo, Nederland

Qiagen, Venlo, Nederland
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Programvarer

Programvare Produsent

Carestream MI Software Carestream Molecular Imaging, Woodbridge, CT, USA
GeneSnap Syngene, Cambridge, England

plasmaDNA University of Helsinki, Finland

SnapGene GSL Biotech, Chicago, USA

Unipro UGENE Unipro LLC, Novosibirsk, Russland
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Appendiks I1

Oppskrift for flytende og fast* LB medium - reagenser og mengder

Ingredienser for LB medium Mengder (gram, ml, liter)
m/kanamycin

Pepton 59
Gjeer 2549
NaCl 59
dH,0 (destillert vann) 500 ml
Kanamycin (50mg/ml) 500 ul
Totalt volum 0,5 liter

* For fast LB-medium ble det tilsatt 15% agar (15 g/L).

Agarose gel elektroforese - Reagenser

1 % Agarosegel

Agarose 0549
TAE buffer, 1x 50 mi
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 2,5 ul

TAE buffer, 1x, reagenser og

konsentrasjoner

Tris 40 mM
Acetate 20 mM
EDTA 1mM
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Appendiks 111

Lasninger benyttet under restriksjonskutting

Reagenser for restriksjonskutting av puUC19

Templat: plasmid pUC19 (pULLO1) 30-42 pl (varierende mengde)
Buffer (NEBuffer™ 3.1/ CutSmart) 5ul

H20 0-12 pl (varierende mengde)
Enzym: Notl 1,5 ul

Enzym: BamH1 1,5l

Totalt reaksjonsvolum 50 pl

Reagenser for kontrollprgver* av restriksjonskutting av pUC19

Templat: plasmid pUC19 (pULLO1) 3-5 pl (varierende mengde)
H.0 2-4 ul (varierende mengde)
Buffer (NEBuffer™ 3.1/ CutSmart) 2 ul

Enzym: Notl/ BamHI* 1l

Totalt reaksjonsvolum 0u

*To kontroller ble tillaget, en med enzym Notl og en med BamH|I

Restriksjonskutting for a verifisere resultat

Reagenser for restriksjonskutting for & verifisere resultatet etter fremstilling av
pULLO02

Templat: plasmid pULLO02 5ul
Buffer (FastDigest Green Buffer (10X)) 3ul
H20 20 pl
Enzym: Xbal 1l
Enzym: Xhol 1l
Totalt reaksjonsvolum 30 ul
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Appendiks IV

Lasninger benyttet under PCR ved bruk av ulike DNA-polymeraser

Reaksjonslgsning ved bruk av Phusion DNA polymerase

Ultra pure H20O 75 ul (varierende mengde)
5x phusion buffer HF 20 pl

dNTP (25mM) 1l

F-primer (forward) 1 pl (varierende mengde)
R-primer (reverse) 1 pl (varierende mengde)
Templat (plasmid pULLO1/pULLO02) 1 pl (varierende mengde)
Phusion DNA polymerase 1pl

Totalt reaksjonsvolum 100 pl

Reaksjonslgsning ved bruk av Tag DNA polymerase

Ultra pure H,O 18 ul
F-primer (forward) (1:10 fortynning) 1l
R-primer (reverse) (1:10 fortynning) 1l
Templat, pULLO2 (1:20 fortynnet) 5ul
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 25 pl
Totalt reaksjonsvolum 50 pl

Reaksjonslgsning ved bruk av Phusion Green Hot Start DNA

polymerase

Ultra pure H,O 18 pl
F-primer (forward) (1:10 fortynning) 1l
R-primer (reverse) (1:10 fortynning) 1l
Templat, pULLO2 (1:20 fortynnet) 5ul
Phusion Green Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix (2x) 25 ul
Totalt reaksjonsvolum 50 pl
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Appendiks V

Buffere benyttet under affinitetsrensing

Vaskebuffer (50 ml) med EDTA

NaCl (5 M) 1,5 ml

Tris HCI (1M) 5ml

EDTA (0,5 M)* 0,1 ml
MilliQ H.O opp til 50 ml

*Vaskebuffer til bruk under His-tag rensing var uten EDTA

Strep-tag elution buffer — Ingredienser og konsentrasjoner
(IBA Lifesciences, Gottingen, Tyskland)

NaCl 150 mM
Tris/HCI pH 8,0 150 mM
EDTA 1mM

desthiobiotin 25mM

His-tag elution buffer — Ingredienser og konsentrasjoner

NaCl 300 mM
NaH,PO4*H,0 50 mM
Imidazole 250 mM

(pH justert til 8,0 med NaOH)
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Appendiks VI

Buffere benyttet under Western blot

1X Transfer buffer

10X Transfer buffer 100 ml

MilliQ water 800 ml

Methanol 100 ml

10X TBS

Tris base 24,29

NaCl 80¢g

MilliQ vann Til 2000 ml
(pH til 7,6)

Blocking buffer

TTBS 100 ml

Fettfri tarrmelk 50

TTBS

10X TBS 100 ml

Tween 20 1ml

MilliQ vann Opp til 1 liter
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Appendiks VI

Nukleotid- og aminosyresekvens for proteinkonstruksjonen, laget i programmet plasmaDNA.
Hvor gverste sekvens er nukleotidsekvens og nederste (bla bokstaver) er aminosyresekvens.

M r"r """" Py f'T'T'TT'T

AWSHPQFEKSGMVSKGEELFTGVVP L|V|E]|L

PR TTTTTTTT """" AN

KQHDFFKSAMPEGYVQERT FFKDDGNYKT

AU E S 'ﬁTﬁ'ﬁTﬁﬁfiTﬁ; 0 'i‘T‘;T'T ™

ANAR TTTTTTTT """" TTTTTTTT """" TTTTTT

HKLEYNYNSHK\.I"‘{r TADKQKNG KVNFKTR

TT """" TTTTTTTT """" TTTTTTTT """" TTTTTT

EDGSVQLADHYQQNTP GDGPVLLPDN

cr ('T """" GFTTT TTCGGA eeé """ At“i:r/ g:: Itgﬁ T TTGAmmcmmnecﬁmem*rm*r

TLGMDELYKSDPLEVLFQGPMMIKVALVL
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PRSP i | e | PR EPRPPEPRE R TR Bas oo aaalasoassaa sl iaaa
GCAATCGTCGCCACCTCGATGGTCTGTGCAAAGGACTTTGA A A A CACTGGATGCCCTTTTGAATATGATGCTGCCAGAGG
Al1lv/a T|/s|mM|lv|/c A K D F|IE/E/lQ DA|LID A LIL N/MIM L P E
9iﬂ 1EI]DD 1010 1EIlL-'0 1030 1040 mlsn 1EI]60 1EII]'0
NETAGETTETECAGATEACEETET CECET TEEANCT TEAAGTECTET T CCAGEGACE CEEAT GGT TCAAGAA AR CETTCEATAAAGTET
HRV 3C sit
vials/p DiDlalv/iA L QILIE|lVIL FIQIG|IP G W F|K/K|TI F/H K|V
10:0 1EI]9D 11IDD 11i0 11]20 11I3|3 1140 1150 11I60
SEATGCAGTEAAGTCTEECATOCA CEETEEACAGCECECATGTAGTECATTAGGOTT CETEBAGETETTETTTCAGEEGECEAGTEESE
RV 3C sit
H A V| K|[s GI'HA|G|IQIRIG C|/S|A|L G F L E|V L F QG P|s|pP
1ll1-N3 11]SD 11I90 12"_)0 12’]10 1220 1230 1240 12I50
NGAAGCACGCGT CAAARTTET TACTGCTAT TECAGAAA TECECGAAGAGGATE TCAGTEAGGARC TEEAAGT T TGT T CEAGEEEECAG
RV 3C sit
ElA/ RV K I|L|/T/A/T' P E|/M/IR E ED|L|S EE L E|/VIL F/IQG|P
12{\0 12‘]70 12ISD 1290 13]DD 13I1|3 13[20 13ISD 1340
T TACECEETEECTEEECAGETECTEATELELTTGEACEET TEAAGTEET T T TEAAGETEE TGEEECEEEAATEETEAGCARAGETE
HRV 3C site et
LIR/IGIlAlCc/A|lA|/lA/H A LIG|IRILEVILIFIQ G P A AIAMV S KIG

L 1 1 |} [} |} 1 1
AGGATAATATGGCTATTATCAAGGAATTTATGCGCTTTAAGGTCCACATGGAAGGATCTGTCAAT QQ[ACGAGTTCGAAATT AG

1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

] 1 1 é‘A |} 1 1 1
AGGGAGAGGGTICGCCCATACGAAGGGACTCAGACTGCGAAACT TRAAGTCACGAAGGGGGGCCCETTACCATTCGCTTGGGACATTL

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
|} ) 1 1 .

e B s o s a oo Bl S EFEPETRCECATEC S BT AT AT ACErS RTATATET AR AT SRR ATEE SRR PR
TCCCCACAGTTTATGTACGGTTCGAAGGCTTATGTCAAACATICCTGCTGACATCCCGGACTATICT IAAATTGAGCTTCCCGGAA GT[T

1EI20 1EI30 1EI40 1EISD 1660 1ﬁl'm 1EISD 1EI90 17IDD
TAAATGEGAACGTETCATEAAGTT CEAGEATEEAGGTETCRTORETETTACTEAGGATAGET EETTGEARGATEGTEART TTATETATA
mCherry RF

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790

TS IFSFETRPECITET AT [P AT TR AC TS SPAPATETTATECEAS (PSR AT AT SPAPRTECRCAr S IR AR AR | | EPEPETRCEPRTRCRrArS R
GTTAAACT TICGEGGAACGAATT T TCCTT CAGACGGCCCGETAATGCAGAAARAAACCATGGGGTGGGAGGCETCAAGTGAACGTATET

1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880
] ] 1 ] [ 1

A IRl [P AT AP AT AT IR ATl AR TSR AR [PARCIT AT ATl SRR AR AT IR
CCCGAAGACGGTGCTCTGAAAGGTGAAAT TAAGCAGCGTEC IGAA(:(.. TTAAGGACGGCGGTICACTACGACGCEGAAGT TAAGACTACATT

(2]

1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
FEEArS IFAFRPEPT IR IPECIT AR AT EPATRCIT AT AT IR TR ITAT TS APPSR AT SATAC AT PRSP ATRrIT A IR I AT
AAAGCTAAGAAGCCAGTGCAGTTGCCCEECGCATACAATGTARATATTAAAT TGGACATCACCAGECACAACGAGGATTACACGATT,
KA KK PIVIQILIP GAY NVINIT KL D I|T|S/ HNED Y T|I
15ISD 19I9D ZEIDD ZDIIB Zﬂlzﬁ 2030 Zﬂlﬂ) 2050 2060
TGAGCAATATGAGCGTGCGGAGEECCETCACT CARCAGGCGGCATGGACGAGCT TTATAAGLT CAC TGA

hel
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Appendiks VI

Agarose gel elektroforese av pET30 vektor og PCR-generert insert

2000 =
1650 —

Restriksjonskuttet pET30 vektor, analysert med agarose gel elektroforese. Hvor 1 og 2 er pET30
plasmid kuttet med enzymene Xhol og Xbal, og viser DNA-fragmenter pa rundt 5000 bp.

bp

12,000 = g

5000 =

2000 =
1650 —

PCR-generert insert (2 og 3) analysert med agarose gel elektroforese, og viser DNA fragmenter
pa rundt 2000 bp.
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