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Sammendrag

Prymnesium kappa virus (PkV RF01) ble farst isolert i Raunefjorden i tidsrommet 2009-2011
og er det starste algeviruset sa langt isolert (kapsid starrelse 310 nm). Viruset kan lysere flere
stammer av Haptolina ericina og en stamme av Prynesium kappa, noe som er uvanlig da
kultiverte virus ofte er artsspesifikke. | dette viruset har det nylig blitt oppdaget flere gener som
ikke tidligere har blitt beskrevet i virus. Dette inkluderer blant annet alle genene involvert i
succinat dehydrogenase kompleks 11, som er en del av trikarboksylsyresyklus og den oksidative
fosforyleringen. I tillegg har det blitt oppdaget flere interessante auksilieere metabolske gener,
hvor flere ikke er beskrevet i virus tidligere, og disse kan ha potensiale innen bioprospektering.
PkV RFO1 er dermed et virus av stor interesse for forskning. Malet for dette masterprosjektet
er derfor a se naeermere pa sju utvalgte gener for & undersgke om disse blir uttrykt i viruset, som
er det forste steget i a finne funksjonen deres. Arbeid med sdhA genet ble gjennomfart for a
finne ut om det blir transkribert under infeksjon, og eventuelt nar i infeksjonssyklusen dette
skjer. For & undersgke dette ble det isolert mMRNA, som ble brukt som templat under RT-PCR,
og deretter blir DNA amplifisert ved PCR for & undersgke om genet har blitt transkribert. Dette
ble ikke vellykket da DNA ikke ble fjernet under DNase | behandling ved mRNA isoleringen.

Videre ble det forsgkt a klone, uttrykke og rense fem auksilizere metabolske gener for a videre
kunne karakterisere de og se pa muligheten for gkonomisk verdi. Dette ble gjort ved hjelp av
PET ekspresjonssystem hvor E. coli ble brukt som vertsorganisme. DNA polymerase X ble
vellykket renset, og sendt for videre karakterisering. De fire andre proteinene ble ikke vellykket

renset, som kan tyde pa at de ikke er lgselige eller bare delvis lgselig.



Summary

Prymnesium kappa virus (PkV RF01) was first isolated in Raunefjorden during the years 2009-
2011, being the largest algae virus yet to be isolated (capsid size 310 nm). This virus can lyse
several strains of Haptolina ericina and one strain of Prynesium kappa, which is rather unusual
due to cultured viruses often being species specific. In this virus, several genes never previously
described in viruses have recently been discovered. Including amongst others, all genes
involved in succinat dehydrogenease complex I, which is part of TCA cycle and the oxidative
phosforylation. In addition, several interesting auxiliary metabolic genes that may have
potential in bioprospecting have also been discovered. Thus, PkV RF101 is a virus of great
interest when it comes to research. The aim of this master thesis is therefore to take a closer
look at seven selected genes to investigate whether these genes is expressed in the virus, being
the first step in deciding their function in the virus. The work with the sdhA gene was conducted
to find out if the gene is transcribed during infection, and if possible when in the infection cycle
it will be transcribed. mMRNA was isolated and used as a template during RT-PCR, then DNA
was amplified by PCR to find out if the gene was transcribed. This was not a success due to
challenges removing DNA with DNase | treatment during mRNA isolation.

Five auxiliary metabolic genes were attempted cloned, expressed and purified, in order to
characterize these and view further possibilities for economic value. This was done with the
help of pET expression system where E. coli was used as the host organism. DNA polymerase
X was successfully purified and shipped of for further characterization. The remaining four
proteins were not successfully purified, which may indicate these proteins not being soluble or

only partially soluble.
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1 INTRODUKSJON

1.1 Virus i det marine miljoet

Den farste bakteriofagen ble isolert fra det marine miljget i 1955 (Spencer, 1955), men det var
farst 20 ar senere at det ble oppdaget at virus er de mest tallrike biologiske enhetene i havet (ca.
107-108 mIY) (Bergh et al., 1989), og i dag vet man at virus er den gruppen som har starst
mangfold (Sandaa, 2008). Virus har en stor innvirkning pa gkosystemer, og de pavirker alle
mikrobielle prosesser gjennom lysis, inkludert reprogrammering av vertsmetabolismen,
horisontal genoverfgring og diversiteten av vertssamfunnet (Suttle, 2007). Som et eksempel,
har virus utviklet mekanismer som gjer de i stand til & bruke vertens proteiner til deres eget
forsvar, og som gjer de i stand til & bruke vertsmetabolismene til sin fordel (Roucourt and
Lavigne, 2009). Overfgring av gener mellom organismer er en viktig mekanisme innen
evolusjon (Sullivan et al., 2006). Gjennom & gi verten nytt genetisk materiale kan virus pavirke
evolusjonsraten til verten, og virus kan bytte ut vertsgener med virale homologer (Filée et al.,
2003, 2002). 1 tillegg kan virussamfunnet bli pavirket ved at det tar opp DNA fra verten (Filée
et al., 2003), og ved bytte av gener fra andre virus (Botstein, 1980). Ved & lysere na&rmere 50
% av biomassen, pavirker virus alle de biokjemiske prosessene i havet nar organiske og
uorganiske naringsstoffer frigjgres fra vertsorganismer (Fuhrman, 1999). Det er estimert at 1023
mikrober i havet blir infisert av en fag hvert sekund (Hendrix, 2003). Generelt sa vil antall virus
korrelere med produktiviteten i systemet og vil dermed vare hgyest der hvor bakterier og
klorofyll er hgyest (Suttle, 2005).

1.2 Algevirus

Virus som infiserer alger er sentrale i struktureringen av mikrobielle samfunn og
biogeokjemiske sykluser pa grunn av deres hgye antall og mangfold i marine miljger (Horas et
al., 2018). Jo hgyere og kortere generasjonstiden til virus er, jo mer vil de pavirke miljg- og
vertssamfunnet (Edwards and Steward, 2018). Algevirus bidrar mest til disse prosessene nar de
infiserer algeoppblomstringer (Coy et al., 2018). Under algeoppblomstringer kan virus veere
ansvarlige for 25-100 % av algededeligheten (Short, 2012). Sa langt har man bare sa vidt rart
overflaten av mangfoldet til virus som infiserer alger da det er kun ca. 60 algevirus i kultur (Coy
et al., 2018), og man antar at alle de ca. 350 000 marine algeartene som finnes har ett eller flere

spesifikke virus (Short, 2012). Femti-90 % av gen sekvensene til algevirus har ingen
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signifikante treff i databaser (Kristensen et al., 2010). Fylogenetiske analyser viser at en stor
del av genomet til disse virusene har blitt ervervet fra eukaryote verter ved horisontal
genoverfgring (Koonin and Yutin, 2010). Dette gjgr at virusene er mer autonome fra
vertscellen, som gir dem mulighet til & kontrollere ulike prosesser i eukaryote celler (Claverie
and Abergel, 2010).

Haptofytter er en gruppe av encellede alger, som utgjer en viktig del av det autotrofe piko- og
nano planktonsamfunnet (Thomsen et al., 1994). Haptofytter finnes overalt, og ofte i hgyt antall
i det marine miljget (Liu et al., 2009), og de blir sett pd som noen av de viktigste
primerprodusentene i havet (Eikrem et al., 2016). Noen haptofytter som Emiliania huxleyi og
Phaeocystis spp. danner omfattende oppblomstringer som kan veere skadelige for annet liv
(Eikrem et al., 2016; Larsen et al., 2004). Mens slektene som Haptolina, Chrysochromulina og
Prymnesium forekommer i mindre antall og produserende ikke like omfattende
oppblomstringer (Edvardsen and Paasche, 1998; Gjgseter et al., 2000), samt at enkelte arter
innen disse slektene kan produsere toksiner som er skadelig for fisk og andre organismer (Dahl
et al., 2005).
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Figur 1.1 Fylogenetisk tre til NCLDV (Fischer et al., 2010). Viser de 7 familiene som hgrer til
NCLDV, og noen av virusene til hver familie.

Alle isolerte virus som infiserer haptofytter har dsDNA, og tilhgrer familiene Mimiviridae og
Phycodnaviridae (Claverie and Abergel, 2018; Wilson et al., 2009). Disse familiene, sammen
med fem andre familier (Poxviridae, Marseilleviridae, Asfaviridae, Asco- og Iridoviridae)

harer til gruppen nukleocytoplasmiske store DNA-virus (NCLDV, figur 1.1) (lyer et al., 2006,



2001). Mimiviridae og Phycodnaviridae dominerer NCLDV populasjonene i marine
metagenomer med en konsentrasjon opptil 10° genom per ml i den fotiske sonen (Hingamp et
al., 2013), og etter bakteriofager er NCLDV den gruppen med hgyest forekomst av virus
(Kristensen et al., 2010). De store genomene til disse virusene antyder at infeksjonsprosessene
i vertene er komplekse, og disse oppdagelsene har startet en diskusjon om opprinnelsen og

evolusjonen til disse virusene (Claverie and Abergel, 2010; Koonin and Yutin, 2010).

1.2.1 Mimiviridae

Virus som tilhgrer familien Mimiviridae er de mest tallrike og diverse virusene som infiserer
autotrofe og heterotrofe eukaryote verter (Claverie and Abergel, 2018; Hingamp et al., 2013;
Larsen et al., 2008; Mihara et al., 2018). Familien bestar av veldig store virus med en
genomstarrelse opp til 1,2 Mbp og mer enn 900 kodede protein (Raoult et al., 2004). De store
genomene koder for flere gener enn hos mange bakterier og sma eukaryote mikroorganismer
(Abergel et al., 2015). Mangfoldet hos disse virusene tyder pa at virusene har en dyp
koevolusjonzr historie med dets marine verter som gar langt tilbake i tid (Koonin and Yutin,
2010).
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Figur 1.2: Fylogenetisk tre for Mimiviridae familien, hvor de fem undergruppene er markert
(Hakon Dahle, ikke publisert).



Mimiviridae familien kan deles inn i fem undergrupper basert pa fylogenetiske analyser og
gruppering i monofyletiske grupper; Mesomimivirinae, Megavirinae og tre uklassifiserte
grupper (Figur 1.2) (Sandaa et al., innsendt til gjennomgang, Encyclopedia of Viruses, Elsevier
forlag). Subfamilien Mesomimivirinae bestar av algevirus, hvor verten er Prymnesiophyceae. |
denne gruppen finner man blant annet Haptolina ericina virus (HeV RF02), Prynesium kappa
virus (PkV RF02), Phaeocystis pouchetii (PpV 01) og Chrysochromulina ericina virus (CeV
01B) (Jacobsen et al., 1996; Johannessen et al., 2015; Sandaa et al., 2001). Megavirinae bestar
av 14 virus som infiserer Amoebozoa. Dette inkluderer Megavirus, Mimivirus, Tupanvirus og
Moumouvirus (Abrahdo et al., 2018; Legendre et al., 2012; Raoult et al., 2004; Yoosuf et al.,
2012). De uklassifiserte virusene deler seg i tre grupper. Gruppe 1 bestar av Namao virus som
infiserer Actinopterygii (Clouthier et al., 2013). Gruppe 2 bestar av fire virus (Bodo saltans
virus (BsV), Catovirus, Indivirus og Cafeteria virus (CroV)) som infiserer ulike verter, som
blant annet Bikosea og Kinetoplastida (Claverie and Abergel, 2018; Deeg et al., 2018; Fischer
et al., 2014). Gruppe 3 bestar av de fire virusene Tetraselmis virus (TetV1), Pyramimonas
orientalis virus (PoV 01B), Aureococcus anophagefferens (AaV) og Prynesium kappa virus
(PKV RFO01), som infiserer arter innen slektene av Prasinophyceae, Pelgaophycea og
Prymnesiophyceae (Johannessen et al., 2015; Moniruzzaman et al., 2014; Sandaa et al., 2001;
Schvarcz and Steward, 2018).

PpV 01, CeV 01B og PoV 01B var de farste store virusene som ble isolert (Jacobsen et al.,
1996; Sandaa et al., 2001). Da disse ble isolert pd 1990-tallet ble de farst beskrevet som
Phycodnaviridae. Det er forst i de senere a man har funnet ut at disse tilhgrer gruppen
Mimiviridae (Claverie and Abergel, 2018). | dag vet man at virusene i Mimiviridae infiserer et
hgyt mangfold av eukaryote encellede organismer, som inkluderer seks store fyla; Amoebozoa,
Haptophyta, Chlorophyta, Exavata, Heterokonta og Opisthokonta (Claverie and Abergel,
2018).

Alle isolerte algevirus i Mimiviridae familien har icosahedral kapsidstrukturer, dsDNA
genomer og de har en latent periode fra 10 — 72 timer (Baudoux and Brussaard, 2005; Brown
and Bidle, 2014; Jacobsen et al., 1996; Johannessen et al., 2015; Sandaa et al., 2001; Schvarcz
and Steward, 2018). Virusene i familien er mest lik virusene som infiserer heterotrofe protister
og mindre lik de som infiserer andre autotrofe protister i Phycodnaviridae familien (Sandaa et
al., innsendt til gjennomgang, Encyclopedia of Viruses, Elsevier forlag). Samtidig finner man
flere gener av Phycodnaviridae i genomer til Mimiviridae virus, noe som kan tyde pa en felles

opprinnelse (Moniruzzaman et al., 2014). For virusene som tilhgrer NCLDV har man oppdaget
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177 ortologe gener som finnes i minst en av familiene (Koonin and Yutin, 2010), og av disse
genene finner man syv i genomsekvenserte Mimiviridae virus. DNA polB, RNApol, MCP,
Asparagin ~ syntese  (AsnS), A32-lignende  virionpakket = ATPase, eukaryotisk
translasjonsinitierende faktor 4E (elF-4E) og MutS7 finnes i alle Mimiviridae virusene bortsett
fra AaV som mangler AsnS og elF-4E homologer (Sandaa et al., innsendt til gjennomgang,

Encyclopedia of Viruses, Elsevier forlag.

1.2.1.1 Prymnesium kappa virus (PkV RF01)

Prymnesium kappa virus (PkV RFO1 ble farst isolert i Raunefjorden
i tidsrommet 2009-2011 og er det starste algeviruset sa langt isolert
(kapsid starrelse 310 nm) (Johannessen et al., 2015). Viruset kan

lysere flere stammer av Haptolina ericina og en stamme av

Prynesium kappa, noe som er uvanlig da kultiverte virus ofte er
artsspesifikke. Tidligere er dette bare kjent fra CbV-PW1 som
infiserer Haptolina brevifila og Chrysochromulina strobilus (Suttle
and Chan, 1995). PkV RFO1 har en icosahedral symetri
bestaende av tyveflatede kapsider og viruspartiklene (Figur 1.3)

200nm

Figur 1.3: PkV RFO1 partikler i
lysat (Johannessen et al., 2015)
blir trolig produsert i cytoplasma (Johannessen et al., 2015).

Viruset har en latent periode pa 24-32 timer og lyserer bare 90 % av vertscellene (Johannessen
et al., 2015). Virusets nermeste, men likevel fjerne slektning er AaV (Sandaa et al., innsendt

til gjennomgang, Encyclopedia of Viruses, Elsevier forlag).

1.3 Auksilizere metabolske gener

Virus pavirker som nevnt tidligere det marine gkosystemet ved blant annet reprogrammering
av vertsmetabolismen (Suttle, 2007), og her spiller auksilizere metabolske gener (AMG) en
viktig rolle. Tidligere trodde man at disse genene bare fantes i cellulart liv, men de har na blitt
identifisert i flere virale genomer (Breitbart et al., 2007; Lindell et al., 2005; Sullivan et al.,
2006; Weigele et al., 2007). | gruppen NCLDV er det beskrevet et hgyt antall av auksilizere
metabolske gener (Koonin and Yutin, 2010), men man vet fortsatt ikke funksjonen til mange
av disse. | andre virus har det blitt beskrevet AMGer hvor funksjonen pavirker verten (Breitbart
et al., 2007; Monier et al., 2017). Auksilieere metabolske gener er gener som har blitt overfart

fra verten til virus, ved horisontal genoverfgring (Breitbart, 2011; Breitbart et al., 2007).



Uttrykkelsen av disse genene er antatt & veere kritisk for den gkologiske suksessen til viruset
(Breitbart, 2011). Disse genene kan utvide evnene til verten under infeksjonen, og de er ofte
involvert i kritiske steg i vertsmetabolismen (Enav et al., 2014; Hurwitz et al., 2013). Det har
blitt oppdaget AMGer som blant annet er involvert i fotosyntesen, svovelmetabolismen,
nitrogenmetabolismen, karbon metabolismen og DNA/RNA behandling (Anantharaman et al.,
2014; Arslan et al., 2011; Monier et al., 2017; Sharon et al., 2009; Thompson et al., 2011).

Stadig flere studier viser at genoverfgring mellom virus og vert er en viktig del av den virale
evolusjonen (Lindell et al., 2004; Monier et al., 2017, 2009). Men for flere AMGer vet man
fremdeles ikke hvilken funksjon de har i viruset. Nylig har det blitt oppdaget et AMG som er
involvert i nitrogenopptak i marine fytoplankton (Monier et al., 2017). N-transport genet
(vAmt) ble funnet i ett algevirus (OtV6) som infiserer grennalgen Ostreococcus tauri. Monier
et al. 2017 har bevist at genet blir transkribert under infeksjon, og at det transporterer NH4* og
en rekke andre nitrogen kilder. Ved lave konsentrasjoner av.ammonium, viser det seg at den
virale versjonen av genet har et hgyere opptak av NH4* sammenlignet med O.tauri homologen.
Tilgang pa neeringsstoff har vist seg a veere viktig for fytoplanktonvirus, og lave konsentrasjoner
av P og N kan pavirke latenttid og lysis av celler (Cheng et al., 2015; Mojica and Brussaard,
2014). Nar virale proteiner da endrer vertens nitrogen metabolisme, vil dette veere til fordel for
viruset (Monier et al., 2017).

1.4 Virale auksilizere metabolske gener med potensiale for bioprospektering

| denne oppgaven ble det arbeidet med sju gener fra PkV RFO1 (Tabell 1.1, sekvenser er vist i
vedlegg D.1-6). Disse proteinene er enzymer som katalyserer ulike prosesser i vertscellen, men
man vet enda ikke hvilken funksjon de har for PkV RFO1. Disse proteinene er interessante for
grunnforskning, men a finne funksjonen til virus-genprodukter kan vare vanskelig. For a
undersgke om de predikerte funksjonene til de valgte ORFene stemmer og for a bekrefte at de
har en spesifikk funksjon i virus, er det viktig a produsere og karakterisere proteinene. Seks av
enzymene er dehydrogenaser, som er en gruppe enzymer som hgrer til oksidoreduktaser, og
som oksiderer et substrat ved a redusere en elektronakseptor (Alberts et al., 2002a). L-laktat
dehydrogenase (L-LDH), Glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH), glutamat dehydrogenase
(GDH) og de to subenhetene (SDHA og SDHB) involvert i succinat dehydrogenase kompleks

Il har tidligere ikke blitt beskrevet i virus.



Tabell 1.1: Proteiner fra PkV RFO1 som det ble arbeidet med i denne oppgaven, og informasjon
om deres plassering i PkV RF0O1 genomet (ORF), starrelse (antall aminosyrer og basepar), og
om proteinene har blitt beskrevet i virus tidligere. Informasjonen er hentet fra annoteringstabell
av PkV RF01 genomet (Ruth-Anne Sandaa, UiB, 2019)

Navn ORF Antall Antall Funnet i virus tidligere
aminosyrer  basepar

L-laktat dehydrogenase ORF79 394 1184 Nei

Prolin dehydrogenase ORF188 277 833 Ostrecoccus tauri virus 1

Glutaryl-CoA ORF236 410 1232 Nei

dehydrogenase

DNA polymerase X ORF630 | 404 1214 Phaeocystis globosa

virus (og flere)

Glutamat dehydrogenase ORF951 415 1247 Nei

Succinate dehydrogenase A ORF893 602 1808 Nei

Succinate dehydrogenase B ORF900 233 701 Nei

1.4.1 L-laktat dehydrogenase (L-LDH)
L-laktat dehydrogenase (L-LDH) har tidligere ikke blitt oppdaget i virus, men ifglge protein
databasen COG (Tatusov et al., 1997, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG) har dette enzymet en

predikert funksjon i lipidtransport og metabolisme, samt energiproduksjon. I andre organismer

vet man at enzymet katalyserer reaksjonen:
NAD" + I-laktat & NADH + pyruvat

Pyruvat er sluttproduktet i glykolysen, som er startfasen i alle typer cellerespirasjoner. Dette er
en katabolisme i mange levende celler hvor glukose blir omdannet til pyruvat. Videre kan laktat
dehydrogenase katalyserer reaksjonen hvor pyruvat blir omdannet til laktat. Samtidig
produseres NAD* fra NADH, noe som er ngdvendig for a lage ATP gjennom glykolysen selv
uten oksygen (Markert, 1984).

L-LDH er et viktig kommersielt enzym, da det ofte blir brukt til & lage melkeprodukter, samtidig

som enzymet har en tydelig sur smak som utnyttes ved laging av @l og vin (Ren, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG

1.4.2 Prolin dehydrogenase (PDH)

Prolin dehydrogenase (PDH) er et universelt protein i levende organismer som inngar i prolin
katabolismen. Det har blitt oppdaget i viruset Ostrecoccus lucimarinus virus 1 (Weynberg et
al., 2011), men det er fortsatt ukjent hvilken funksjon dette genet har hos virus. | andre
organismer er PDH et FAD-avhengig enzym som katalyserer det farste steget i to-stegs
oksidasjonen av prolin (Servet et al., 2012). L-prolin blir omgjort til deltal-pyrrolin-5-
karboksylat (P5C), som videre blir omgjort til glutamat (Serrano and Blanchard, 2013).

| dag har PDH en viktig rolle i blant annet ulike biosensorer og kit brukt innen diagnostikk
(Shahbaz- Mohammadi and Omidinia, 2011).

1.4.3 Glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH)

Glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH) er tidligere ikke beskrevet i virus, men den predikerte
funksjonen inngar i lipidtransport og lipidmetabolisme. | cellulere organismer er enzymet
viktig i fettsyre- og aminosyre metabolisme (Shen et al., 2009). Enzymet katalyserer den
oksidative dekarboksyleringen av glutaryl-CoA til krotonyl-CoA og CO- hvor enzymet bruker
flavoprotein som elektronakseptor (Goodman et al., 1995; Lenich and Goodman, 1986). |
pattedyr er glutaryl-CoA et mellomprodukt i oksideringen av aminosyrene lysin, hydroksylysin

og tryptofan (Goodman et al., 1995).

1.4.4 DNA polymerase X (Pol X)

DNA polymeraser er bade viktige for celluleere organismer og virus, da de er avhengig av
enzymet for replikering og vedlikehold av genomet, men det er ogsa en viktig del av
molekylarbiologien, da de brukes i teknikker som blant annet kloning og PCR (Gardner and
Kelman, 2014).

Hovedfunksjonen til polymeraser i organismer, er a kopiere templat traden for a lage en datter
trad (Coen, 1996). Dette vil si at den primere katalytiske aktiviteten til polymeraser er a
overfare en nukleotiddel av et NTP, som er komplementeer til templattraden, til 3’ enden av en
voksende dattertrad av RNA eller DNA (Alberts et al., 2002b). Virus bruker polymeraser ved
flere steg i livssyklusen. Farst ma viruset konvertere genomet til MRNA som videre benyttes i
proteinsyntese. Deretter ma identiske kopier av genomet blir syntetisert for nye viruskapsider.

Om viruset har behov for en polymerase for transkripsjon og/eller replikasjon avhenger av den



cellulzere plasseringen til viruset (Coen, 1996). Hvis viruset tilbringer hele livssyklusen i
cytoplasma har de ikke tilgang pa vertens polymeraser, og ma da kode for sine egne
polymeraser. Mens andre virus (ofte sma virus) tilbringer syklusen sin i nukleus og kan dermed
bruke vertens maskineri for replikasjon og mRNA syntese (Choi, 2012). To metallioner; Mg?*
0og Mn?* er ngdvendige for polymerase aktiviteten, samtidig som at polymerasen ma ha et

bindingssete for templatet og NTP.

Familie X DNA polymeraser er involvert i steget hvor mellomrom (gaps) fylles inn ved
baseutkuttingsreparasjon (BER) mekanismen, som reparerer skader pa de enkelte basene
(Fernandez-Garciaet al., 2017). Disse polymerasene er sma, monomere protein som katalyserer
innsettingen av nukleotider og som mangler en egen korrekturlesningsaktivitet (Moon et al.,
2007). | tillegg til bakterier, arkeer og eukaryote har DNA polymerase X blitt beskrevet i virus
tilherende noen av familiene i NCLDV (Marseilleviridae, Mimiviridae og Poxviridae). PgV-
16T og CeV er de virusene hvor det farst har blitt beskrevet at DNA ligase genet er festet til C-
terminalen av DNA polymerase X (Gallot-Lavallée et al., 2015; Santini et al., 2013). Det viser
seg at PgVPolX deltar i de tre siste stegene i BER mekanismen, da dette genet i tillegg til

polymerase aktivitet, har en lyase og ligase aktivitet (Fernandez-Garcia et al., 2017).

1.45 Glutamat dehydrogenase (GDH)
Katalyserer assimilseringen av NH3.

Glutamat dehydrogenase (GDH) har tidligere ikke blitt beskrevet i marine virus. Dette er et
enzym som inngdr i aminosyre transport og metabolisme, hvor det katalyserer den reversible
omdannelsen av glutamat til alfa-ketoglutarat og ammonium samtidig som det reduserer
NAD(P)* til NAD(P)H (Plaitakis et al., 2017). I tillegg til & bidra til anaplerotiske reaksjoner
og energiproduksjon i trikarboksylsyresyklus, er GDH-funksjonen knyttet til redoks
homeostase og cellesignal prosesser (Durén et al., 2012; Jin et al., 2015). Studier viser at GDH
er et av enzymene som spiller en viktig rolle i & opprettholde nitrogen og karbon balansen i

celler (Miflin and Habash, 2002), og har en rolle i assimileringen av NHa.

1.4.6 Succinat dehydrogenase kompleks 11
I genomet til PkV RFO1 har man funnet alle genene involvert i succinat dehydrogenase

kompleks Il i den oksidative fosforyleringen og trikarboksylsyresyklus. Dette er gener som



tidligere ikke har blitt oppdaget i virus (Blanc-Mathieu et al., under utarbeiding). Alle genene
er funnet i samme omrade pa virus genomet (Figur 1.4), sammen med to andre gener (merket
rgdt pa figur 1.4) som kan veere involvert i andre prosesser. | de fleste eukaryote organismer
finner man disse genene fordelt mellom mitokondriet og nukleus (Adams et al., 2001). Det er
derfor blitt spekulert i om plasseringen av genene i viruset kan forklares med at viruset tilegnet
seg disse genene veldig tidlig i evolusjonen, fagr fordelingen av genene mellom mitokondriet og

nukleus i eukaryote organismer.

CytC Cyt ho-f sdhD sdhB
1,123,293 bp ‘ ‘ ‘ ‘
. . q 1,131,318 bp
sdhA UbiB FAD-avhengig sdhC
(fragment) Oksidored.
8026 bp

Figur 1.4: Gener funnet i PkV RF01 som er involvert i SDH kompleks 11. Grgnn viser de fire
subenhetene (A-D), bla er cytokrom gener, mens rgd viser de to genene som kan vere
involvert i andre prosesser. Retning pa pilen representerer retning til genet i genomet.

Intermembrangse rommet

Mitokondriens innermembran

Matriks :

K 3x[Fe-S] ‘\

SDHA |
FAD

Succinat Fumarat

Figur 1.5: Plasseringen av succinat dehydrogenase kompleks 11 i eukaryote celler. Basert pa
figur fra https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2287606
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Mitokondrie er en organell som er funnet i de fleste eukaryote celler (Sun et al., 2005).
Mitokondrielle respirasjonssytemer bestar av fem protein komplekser (figur 1.6) og produserer
det meste av energien i eukaryote celler (Saraste, 1999). Succinat dehydrogenase kompleks Il
er plassert i den indre membranen av mitokondriet. Komplekset oksiderer succinat til fumarat
i trikarboksylsyresyklus og denne oksideringen er koblet til reduseringen av ubikinon til
ubiquinol i den indre membranen som en del av elektrontransportkjeden (Sun et al., 2005).
Komplekset bestar av fire subenheter (figur 1.5); et flavoprotein (SDHA) som har en FAD
kofaktor, et jernsvovel protein (SDHB) som har tre Fe-S grupper, og to sma membranproteiner
(SDHC og SDHD) som binder heme for & danne cytokrom b (Sun et al., 2005). SDHA er den
subenheten som oksiderer succinat til fumarat, samtidig som at FAD omdannes til FADH..
Elektronene fra FADH vil sa bli transportert til SDHB hvor de nar Fe-S gruppene, og deretter
videre til ubiquinon pool via SDHC og SDHD hvor ubikinon blir redusert til qubikinol (Huang
and Millar, 2013).

Ca2* Influx mechanisms Ca2+ Efflux mechanisms
Ca2+ Ca2+ Na*

pyruvate

Pyruvate s 2088yH-COA Cnrat Isocitrate NADH

: ADP

Oxaloacetate a-Ketoglutarate

mﬂv\( TCA cycle )\;w ATP
Malate Succinyl-CoA

Fumarate

Succinate 2H,0

Figur 1.6: Trikarboksylsyresyklus og den oksidative fosforyleringen i cellen, hvor man ser at
SDH kompleks 11 (markert med rgdt) har en viktig rolle i begge prosessene (Batty et al.,
2009).
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1.5 Marin bioprospektering

Marin bioprospektering er letingen etter nye verdifulle bioaktive molekyler i organismer med
mal om & utnytte dette til & blant annet lage nye medisiner, i neeringsmiddelindustri eller kjemisk
industri (Bhatia and Chugh, 2015; de Pascale et al., 2012). | dagens utnyttelse av marine
ressurser i forbindelse med bioprospektering er marine habitater en viktig del da de har ett hgyt
mikrobielt mangfold, hvor bade bakterier, sopp og virus har genomer med mye genetisk
informasjon som inngar i forskjellige metabolske prosesser (Lozada and M. Dionisi, 2015).
Virussamfunn er i dag det sterste reservoaret for ukjent genetisk diversitet, og er av stor
interesse nar det kommer til utnyttelse av marine ressurser. Pa bakgrunn av den uvanlige
biologien og livssyklusene til virus har de utviklet spesielle replikasjonsmaskinerier og har
enzymer som er unike sammenlignet med verts enzymer (McGrath et al., 2004). DNA og RNA
modifiserende enzymer har en viktig rolle i molekylarbiologien, og dette inkluderer enzymer
som blant annet polymeraser, ligaser og reverse transkriptaser. Disse og andre enzymer kan
knyttes til replikasjonssyklusen til virus. Blant annet er T4 bakteriofagen kilden til flest nyttige
virale enzymer, og har minst 85 gener som er involvert i DNA replikering, reperasjon,
nukleotidmetabolisme, transkripsjon og translasjon (Miller et al., 2003). Dette viruset og andre
har veert viktige i utvikling av bioteknologien, pa grunn av det store antallet av visse gen i
genomet. Til sammenligning har et 2 Mb bakteriegenom bare et poll gen (koder for DNA
polymerase 1), men for virus kan det bli funne mellom 20-40 pol gener per 2 Mb i virale

metagenomiske sekvenser (Schoenfeld et al., 2010) og flere av disse har vist seg & veere nyttige.

Utnyttelsen av enzymer har store teknologiske og gkonomiske fordeler. De er blant annet brukt
i produksjonen av sgtningsmiddel og vaskemidler, og de har en sentral rolle i ulike analytiske
verktgy innen rettsmedisin. Frem til 1970-tallet var det vanlig & bruke enzymer hentet fra dyr
og planter. Men fordelene med mikrobielle enzymer ble etter hvert oppdaget og man sa store
forskjeller ved & bruke mikrobielle enzymer sammenlignet med & hente de samme enzymene
fra dyr og planter (Robinson, 2015). Blant annet er det mye enklere a produsere store kvanta av
mikrobielle enzymer, og man kan gjgre dette pa mye mindre fasiliteter, samtidig som at mange
av de mikrobielle enzymene er mye enklere & ekstrahere og rense. | tillegg har mikrobielle
enzymer ofte egenskaper som gjer de mer passende for kommersiell utnyttelse. Blant annet er
de mer stabile, og de er mer mottagelig for modifisering ved a bruke enkle metoder som

plasmidinnsetting (Robinson, 2015).
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1.6 Metoder benyttet i proteinarbeid og kvantifisering av genprodukt
1.6.1 Replikering av virus for gruppen NCLDV

Alle virusene som tilhgrer gruppen NCLDV danner cytoplasmiske replikasjonskammer, ofte
kalt virale fabrikker, som er involvert i replikasjon og sammenstillingen av nye virus i
vertscellen. Disse kammerene skjermer de for forsvarsmekanismer til verten samtidig som
viruset vil stoppe proteinsyntesen til verten (Figur 1.7) (Sanchez et al., 2013). Disse kammerene
blir ofte dannet ved omfattende omorganisering av vertens cellemembranrom (Schmid et al.,
2014). Noen virus (Poxviridae) replikerer bare i cytoplasma, mens andre (Asfarviridae)

replikerer bade i cytoplasma og kjernen (lyer et al., 2006, 2001).

NCLDV
viral
/" RNA polymerase |

™ veal Viral core /

"‘;;“&”“ O  vedsona -
\
Cytoplasm

Nucleus

Figur 1.7: Oversikt over replikasjonskammer som dannes i alle virus som tilhgrer gruppen
NCLDV (Schmid et al., 2014).
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Asfarviridae blir replikert i virale fabrikker som fordeles i cytoplasmaet. Genomreplikasjonen
til dette viruset starter i cellekjernen, hvor det dannes korte DNA fragmenter (Garcia-Beato et
al., 1992). Deretter blir disse DNA fragmenter transportert fra kjernen til de cytoplasmiske
replikasjonskammerene, hvor de brukes som primere for genomreplikasjon (Rojo et al., 1999).
Transkripsjonen av tidlige gener og post transkripsjonelle modifiseringer av mRNA blir initiert
av transkripsjonsfaktorer og RNA polymerase i viruskjernen (Figur 1.7), og er uavhengig av
cellulzere enzymer (Kuznar et al., 1980; Salas et al., 1986).Dermed vil mRNA dannes som vil
bli transportert til cytoplasma hvor de vil innga i translasjonen. Deretter vil tidlige proteiner bli
transportert til mikrotubuli organiserende senter (MTOC) hvor de vil akkumulere og vil bli
frigjort nar virus sammenstillingen starter. Samtidig er sent genuttrykk avhengig av den virale
DNA-replikasjonen og virale tidlige proteiner. Mens virusgenomet blir replikert vil viruset
gjere store forandringer pa vertens celle. Blant annet vil mitokondriet, chaperoner og ER
membraner bli flyttet til replikasjonskammerene, og trans-Golgi nettverket vil bli gdelagt
(McCrossan et al., 2001) .

1.6.1.1 Farste steg i bestemmelsen av genets funksjon

Transkripsjon er farste steget ved ekspresjon av gener hvor en RNA-kopi (MRNA) blir laget av
en DNA sekvens. For et gen som koder for protein vil informasjonen i RNA kopien veere
ngdvendig for & bygge proteinet. Dette vil si at hvis genet ikke blir transkribert, tyder dette pa
at genet ikke har en funksjon i cellen. Ved a isolere MRNA og bruke dette som templat under
RT-PCR kan man undersgke om et gen blir transkribert eller ikke. RT-PCR star for revers
transkripsjon PCR og er en metode som gjar det mulig & detektere og amplifisere mRNA. |
prosessen kalt reverse transkripsjon bruker enzymet reverse transkriptase mRNA i praven for &
lage en komplementar enkelttradet DNA trad som kalles cDNA. Deretter vil DNA polymerase
konvertere enkelttradet cDNA til dobbelttradet DNA, som kan bli brukt som templat i en PCR-
reaksjon (Carter and Shieh, 2015). Om man klarer & amplifisere DNA i PCR-reaksjonen, har
man bevist at genet blir transkribert i cellen, og farste steg i prosessen med a finne funksjonen

til genet er gjennomfart.

1.6.1.2 Kloning, uttrykkelse og rensing av proteiner

For & kunne karakterisere et protein ma proteinet farst uttrykkes og renses slik at man far store
kvanta av proteinet. Muligheten til & kunne uttrykke og rense rekombinante proteiner i store
mengder har gjort at dette har blitt en mye brukt metode ved proteinkarakterisering, ved bruk i
industrielle prosesser og i utviklingen av kommersielle varer (Rosano and Ceccarelli, 2014). |

denne oppgaven ble et pET ekspresjonssystem brukt for a klone og uttrykke fem proteiner.
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Dette systemet under kontroll av T7 bakteriofag. Malgen blir farst klonet ved a bruke en vert
som ikke har T7 RNA polymerase genet, for a eliminere ustabilitet pa grunn av produksjon av
toksiske proteiner. Deretter blir plasmidet overfart til en ekspresjonsvert som inneholder en
kromosomkopi av T7 RNA polymerase genet som er under kontroll av lacUV5. Ekspresjonen
av proteinet blir indusert ved tilsetting av IPTG, som vil gjere at lacUV5 ikke lenger er hemmet
og ekspresjon av malgen vil forekomme da dette er plassert bak RNA polymerase genet
(Novagen, 1999).

1.6.2 Droplet digital PCR (ddPCR)

Droplet digital PCR (ddPCR) er en nyere teknologi som blir brukt for & kvantifisere DNA i en
prave (Vogelstein and Kinzler, 1999). | denne teknikken blir PCR-reaksjonsmiksen fordelt pa
flere tusen sma draper (droplets), hvor hver enkelt drape inneholder en uavhengig PCR-reaksjon
(Figur 1.9). Ved & male fluorescens intensitet til hver drape blir mengden DNA sa bestemt
basert pa antall draper som er positive, dvs. antall draper som har amplifisert DNAet av interesse
(Shehata et al., 2017). Dette er en metode som blant annet brukes for & kvantifisere genuttrykk,
og i denne oppgaven ble ddPCR brukt for & kvantifisere uttrykkelsen av sdhA genet ved

forskjellige tidspunkter under infeksjonssyklusen.

. |

—
|5 —
\ ,’1 - a
& Bio-Rad OX100
A YCLE [
Sample is Run PCR Measure Calculate
partitioned cycles in all fluorescence concentration
into 20,000 droplets intensity in each  from number of
droplets simultaneously droplet positive droplets

Figur 1.8: Trinnvis fremstilling av hvordan DNA blir kvantifisert ved bruk av ddPCR
metoden (Christof Winter, 2016).
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1.7 Mal for denne masteroppgaven

Malet med dette masterprosjektet var & undersgke ulike proteiner i PkV RF01 som kan ha ha
bade en gkologisk og gkonomisk verdi. Oppgaven ble utfart i forbindelse med EU Horizon
2020 prosjektet Virus-X prosjekt (No 685778). Oppgaven ble begrenset til arbeid rundt
algeviruset PkV RFO01, da dette er det starste marine viruset sa langt isolert, og hvor mange av
genene som finnes i genomet samt den gkologiske rollen til viruset fortsatt ikke er beskrevet.
Da det nylig har blitt oppdaget at viruset har hele succinat dehydrogenase kompleks I, som
inngar i den oksidative fosforyleringen og trikarboksylsyresyklus, er det av stor interesse a finne
ut hvilken funksjon genene i dette komplekset har for viruset. Farste steg i denne oppgaven er
dermed & finne ut om genet blir transkribert under virusinfeksjon, og videre om disse genene
ble uttrykt og eventuelt nar i infeksjonssyklusen. Det ble ogsa undersgkt evolusjonistisk
opprinnelse til dette genet ved hjelp av fylogenetiske metoder. Videre ble det arbeidet med fem
auksilizere metabolske virusgener med mulig potensiale innen bioprospektering. Disse ble
forsgkt klonet, uttrykt og renset for a videre kunne karakterisere de og for & se mulighetene for
gkonomisk verdi. Basert pa dette ble det definert to delprosjekter med falgende

forskningsspgrsmal:

1. Succinat dehydrogenase subenhet A og B
a. Er SDHA og SDHB aktive proteiner i PkV RF01?
b. Nar i infeksjonssyklusen til PkV RFO1 blir SDHA eventuelt uttrykt?
c. Hva er den evolusjonistiske opprinnelsen til SDHA i PkV RF01?

2. Auksilizere metabolske virusgener med mulig potensiale for bioprospektering

a. Erdet mulig & uttrykke utvalgte proteiner fra PkV RF01 i E. coli?
b. Er de uttrykte PkV RF01 proteinene lgselige?
c. Hva er den evolusjonistiske opprinnelsen til DNA polymerase X i PkV RF01?
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Figur 2.1.1: En enkel oversikt over hvordan eksperimentet ble gjennomfgrt i denne oppgaven.
Eksperimentet har tre deler, hvor arbeidet i del A handler om a finne ut om proteinet
Succinate dehydrogenase A (PkV RFO01) er aktivt, mens del B omfatter kloning, uttrykking og
rensing av 5 gener tilhgrende PkV RFO1. Del C omhandler fylogenetiske undersgkelser rundt
Succinate dehydrogenase A og DNA polymerase X. ddPCR i del A ble ikke gjennomfart slik
som planlagt ved eksperimentets start, og er derfor merket med en stiplet linje. Bare
optimaliseringen av ddPCR ble gjennomfart.
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2.1 Dyrking av Prymnesium kappa virus (PkV RF01)

2.1.1 Dyrking av verten, haptofytten Haptolina ericina

En kultur av haptofytten Haptolina ericina, isolat He028, ble hentet fra algekultursamlingen
ved Institutt for biovitenskap ved Universitet i Bergen. Kulturen ble dyrket i %2 IMR medium
med selen (vedlegg B.1) ved 16 °C i lys-mgrkesykluser med fordeling 14:10 under ~50 pmol
fotoner m2 s, For & holde cellene i vekstfase ble kulturen overfart ukentlig. Kulturen ble brukt
til produksjon av Prymnesium kappa virus (PkV RF01), samt i infeksjonsforsgk med PkV RF01
og til DNA isolering av bade virus og vert.

2.1.2 Dyrking av algeviruset PkV RF01

Viruset som ble brukt i denne oppgaven var Prymnesium kappa virus (PkV RF01), som ble
isolert fra Raunefjorden (60°16.2'N, 5°12.5'E) i tidsrommet 2009-2011 (Johannessen et al.,
2015). PkV RFO01 ble hentet fra virussamlingen ved Institutt for biovitenskap ved Universitet i
Bergen. En He028 kultur i eksponentiell vekst (ca 10° celler mI2) ble infisert med PkV RFO1 i
forholdet 1:100 (virus:vert, ca. 10 PkV RFO1 per 1 vertscelle). Den infiserte kulturen og en
kontrollkultur (ikke tilsatt virus) ble inkubert ved 16 °C under vanlige vekstforhold for He028
frem til synlige tegn pa lysis, sammenlignet med kontrollkulturen. Ved infeksjonsforsgk ble
antall virus- og vertspartikler bestemt ved flowcytometri (FCM) (se 2.1.4).

Cellerester ble fjernet fra virus lysatet ved sentrifugering (Beckman Coulter Allegra 2IR
Centrifuge, Indianapolis, USA) i 15 minutter ved 4600 x g (10 °C). Lysatet ble oppbevart ved
4 °C frem til bruk.

2.1.3 Infeksjonsforsgk PkV RFO1

Det ble satt opp et infeksjonsforsgk hvor praver ble tatt ved bestemte tidspunkter. Tidspunktene
var: 0, 3, 15, 24, 27 og 39 timer etter tilsetting av virus. Ved hvert tidspunkt ble det tatt ut prever
til ddPCR (2.4), transkripsjonsforsgk (2.5) og telling av verts- og virusceller pa flowcytometer
(2.1.4). Til forsgket ble det laget til en 180 ml kultur av He028 (10° celler) infisert med 20 ml
PkV RFO1. Som kontroll ble det brukt en tilsvarende kultur av He028 som ikke ble tilsatt PkV
RFO1.
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2.1.4 Flowcytometri (FCM)

Ved hjelp av instrumentet FACS Calibur BC Flow cytometer (Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) ble pravene analysert som beskrevet i (Marie et al., 1999). Prgvene ble fiksert
med 20 pl 25 % glutaraldehydlgsning og vendt flere ganger for & blande lgsningen grundig med
kulturprgvene. De ble deretter oppbevart 30 minutter i market ved 4 °C. Prgvene ble hurtig-

fryst i flytende nitrogen (-200 °C), og oppbevart der frem til analysering.

PkV RF01 ble malt ved 10x, 100x og 1000x fortynninger med 0,2 pum filtersterilisert TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8). Fortynningene ble tilsatt 10 ul SYBR Green | DNA fargestoff
100x fortynnet (Life Technologies, Canada). Prgvene ble inkubert 10 minutter i et 80 °C
vannbad, far de ble oppbevart i mgrket ved romtemperatur frem til telling (minst 10 minutter).
Ved telling av algen (He028) ble 1 ml av prgvene brukt direkte uten fortynning eller tilsetning
av DNA fargestoff, da algen ble telt basert pa dens egen klorofyll fluorescens. Virus pravene
ble telt pa hgy stramningshastighet (ca. 100 pl/minutter) i 60 sekunder, mens algen ble telt pa
medium strgmningshastighet (ca. 50 pl/minutter) i 60 sekunder. Instrumentinnstillinger og
formel brukt til omregning fra antall telte partikler pA FCM til konsentrasjon av partikler per ml

er beskrevet i vedlegg C.1.

2.2 DNA-isolering

2.2.1 PkV RFO01

1,5 L virus lysat ble sentrifugert (Beckman Coulter Allegra 2IR Centrifuge, Indianapolis, USA)
ved 4600 x g i 30 minutter ved 10 °C. For a pelletere viruset ble supernatanten ultrasentrifugert
(Beckman Optima L-90K ultrasentrifuge, Indianapolis, USA) ved 25 000 o/min i 1,5 time ved
4 °C. Supernatanten ble fjernet, og 100 pl natrium-magnesium (SM) buffer (Vedlegg B.2) ble
tilsatt pellet. For at pelleten skulle lgse seg opp ble rarene med pellet og SM buffer oppbevart

ved 4 °C over natten.

DNA-isoleringsmetoden som ble brukt for a isolere virus DNA fra konsentratet er beskrevet i
Pagarete et al, 2013. 500 pl viruskonsentrat ble overfart til 1,5 ml eppendorf rar, og lysis av
viruspartiklene ble utfgrt ved & inkubere viruskonsentratet ved 90 °C for 1 minutt, deretter 1
minutt pa is. Videre lysis ble utfart ved a tilsette 20 ul 0,5 M EDTA (pH 8, vedlegg B.3). For &
gdelegge virus kapsidene ble 5 pl proteinase K, fortynnet i sdH.O (10 mg/ml) tilsatt, far roret
ble inkubert ved 55 °C i 10 minutter. For a lgse opp lipider i viruskapsidene ble 25 pl 10 %
Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) tilsatt og pregvene ble videre inkubert ved 55 °C i 1 time.
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Virus lysatet ble renset ved & bruke ZYMO DNA clean and concentrator™-10 kit (Zymo
Reasearch, Irvine, CA, USA), slik som beskrevet i protokollen til produsenten (vedlegg C.2).
Kvantifiseringen av isolert DNA ble utfgrt ved a bruke Qubit 2.0 fluorometer (Invitrogen,
Singapore) som beskrevet i instruksjonsmanualen til instrumentet (vedlegg C.3). Prgvene ble
oppbevart i —80 °C frem til bruk i PCR-reaksjoner (se avsnitt 2.3, 2.4 0g 2.6.3).

2.2.2 He028

Fire x 1 ml av en He028 kultur i eksponentiell vekst ble tatt ut for DNA isolering. Lysis av
cellene ble utfert ved & bruke Blood & Cell culture DNA mini kit slik som beskrevet i QIAGEN
genomic DNA Handbook 2015 (QIAGEN, Germantown, USA). Algecellene ble pelletert
(Sigma 1-14, Osterode am Harz, Tyskland) ved 1500 x g i 10 minutter, og supernatanten ble
fjernet. Deretter ble cellene vasket to ganger med 1xPBS (fosfatbufret saltvann, pH 7,4) og
resuspendert i 0,5 ml kald (4 °C) 1xPBS. For a lysere cellene ble 100 pl av buffer C1 (lysis
buffer) og 300 ul MilliQ vann tilsatt, og prgvene ble inkubert pa is i 10 minutter. For & pelletere
de lyserte cellene ble de sentrifugert ved 1300 x g i 15 minutter og supernatanten ble fjernet.
0,25 ml kald buffer C1 og 0,75 ml MilliQ vann ble tilsatt og prevene ble sentrifugert ved 1300
X g i 15 minutter. Videre lysis og denaturering av proteiner ble gjort ved 4 tilsette 1 ml buffer
G2. Lasningen ble blandet godt. 25 ul QIAGEN Proteinase K ble tilsatt, og pravene ble inkubert
ved 50 °C i 1 time.

Videre ble DNAet renset ved a falge protokollen til kitet (QIAGEN, Germantown, USA)
(vedlegg C.4). Qubit 2.0 fluorometer (Invitrogen, Singapore) ble brukt for kvantifisering av det
isolerte DNAet (vedlegg C.3). Prgvene ble oppbevart i —80 °C frem til bruk i PCR-reaksjoner
(se 2.3)

2.3 PCR-amplifisering av Succinate dehydrogenase A (SDHA)
DNA fra PkV RF01 og He028 ble brukt til & optimalisere en PCR-reaksjon med spesifikke

primere for Succinate dehydrogenase A genet (sdhA);

Primer Sekvens
primer F 5’- ATGTGCCGAGAAGCTCCTAA -3

primer R 5’-CTGCACAGGCTGTTCGATAA -3’

Det isolerte DNAet til PkV RF01 ble brukt for & optimalisere PCR-reaksjonen, og det isolerte
DNAet til He028 ble brukt som kontroll pa at primerparet er spesifikt for det virale sdhA genet.
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To fortynninger av templat ble brukt, 1:1 og 1:10, hvor 2 ul templat ble tilsatt til 48 pl
mastermiks (Tabell 2.1). | tillegg ble det laget en negativ kontroll med 2 pl sdH>O som templat.
For a finne optimal hybridiseringstemperatur til primerne ble prgvene amplifisert ved a bruke
et gradientprogram (55-60 °C, tabell 2.2) pa PCR-maskinen (Thermo Fisher Veriti Thermal
Cycler, Massachusetts, USA. PCR-produktene ble kontrollert ved & analysere 3 pl av
reaksjonsblandingen pa en 1,5 % agarosegel.

Det ble laget en 1,5 % agarose gel ved a blande 0,8 g agarose (Seakem LE Agarose, USA) med
60 ml 1XxTAE buffer (40 mM tris, 20 mM eddiksyre, 2,5 mM EDTA). Blandingen ble varmet i
en mikrobglgeovn til agarosen var lgst opp. Deretter ble 2 pl 10 000X GelRed (Biotium, 41003,
USA) farge tilsatt. Nar lgsningen hadde en temperatur ca. 50 °C ble den overfart til et gelkar
med 32 brgnner, og inkubert ved romtemperatur i ca. 30 minutter. Gelen ble overfart til et fryst
elektroforesekar og karet ble fylt med ca. 250 ml 1x Tris-acetat-EDTA buffer (TAE buffer). 3
pl MassRuler DNA Ladder mix (Thermo Fisher Scientific, SM0403, Litauen) ble tilsatt til
bragnnene pa hver side av gelen. Pa parafilm ble 3 pl PCR-produkt (PkV RF01 og He028) samt
negativ kontroll godt blandet med 1 drape MassRuler LD (Thermo Fisher Scientific, SM0403,
Litauen) for de ble tilsatt brgnnene pa gelen. Elektroforesen ble utfert ved 200 V i ca. 30
minutter, og deretter ble gelen plassert i BIO RAD Molecular Imager (ChemiDOC XRS,
Hertfordshire, England) og et bilde ble tatt ved a bruke Image Lab software.

Tabell 2.1: PCR-reaksjonsmiks for amplifisering av sdhA genet

Innhold i reaksjonsmiks Mengde (ul) per reaksjon
sdH20 31,75

10x buffer 5

10 uM dNTP 4

10 uM forward primer 2,5

10 UM reverse primer 2,5

Templat (100 ng/ml) 2

BSA (2 %) 2

Taq 0,25

Totalt 50
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Tabell 2.2: PCR-program med gradient for amplifisering av sdhA genet

Steg i PCR Temperatur (°C) Tid Antall sykluser
Denaturering 94 5 minutter 1

94 30 sekunder
Hybridisering 55-60 30 sekunder 35
Polymerisering 72 30 sekunder

72 12 minutter 1
Hold 4 0

2.4 Digital droplet PCR (ddPCR) av sdhA genet
Spesifikke primere for sdhA (se avsnitt 2.3) ble brukt for a optimalisere ddPCR-reaksjonen for

dette primersettet, og samtidig fa en absolutt kvantifisering av antall sdhA kopier i prgven. Det

ble testet to ulike primer konsentrasjoner; 250 nM og 100 nM. Samtidig ble det laget

fortynningsrekke av templatet. 1:10 fortynningen ble laget ved a tilsette 2 pl virus DNA (100
ng/ml, se 2.2.1) til 18 pl TRIS buffer, for deretter a lage 1:100, 1:1000 og 1:10000 fortynning.
For hver reaksjon ble 19,8 ul av mastermiks (Tabell 2.3) og 2,2 ul templat (fortynningsrekke)

(Figur 2.2) overfart til ett Eppendorfrgr og blandet godt. Deretter ble rarene oppbevart ved

romtemperatur frem til videre arbeid.

Tabell 2.3: PCR-reaksjonsmiks for ddPCR.

Primer konsentrasjon (nM)  Innhold i reaksjonsmiks Mengde (ul)
2x QX200 ddPCR EvaGreen Supermix 11
10 mM forward primer 0,55

250 10 mM reverse primer 0,55
sdH>0 7,7
Totalt 19,8
2x QX200 ddPCR EvaGreen Supermix 11
10 mM forward primer 0,22

100 10 mM reverse primer 0,22
sdH.0 8,36
Totalt 19,8
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19.8ul MM + 2.2 ul templat 19.8ul MM + 2.2 pl templat

Ww/\ /AN

1:100 1:1000 1:10000 Kontroll 1:100 1:1000 1:10000 Kontroll

250 nM primer konsentrasjon 100 nM primer konsentrasjon

Figur 2.2: Viser oppsettet for ddPCR. Det ble tilsatt 19,8 ul mastermix (MM) og 2,2 ul
templat til hvert rgr. Kontrollen har 2.2 pl H20 som templat.

20 pl av hver prgve ble overfart til prevebrennene (midterste raden) pd DG8 pravebrettet.
Deretter ble 70 ul av droplet generasjons (DG) oljen tilsatt i oljebrgnnene (nederste raden).
Pakningen ble festet over provebrettet og plassert i instrumentet (QX200 droplet generator,
BIO-RAD, Hertfordshire, USA), hvor sma draper (droplets) ble generert. Etter 5 minutter ble
prgvebrettet tatt ut og pakningen ble fjernet. 40 pl av drapesuspensjonen (gverste rad) ble
pipettert over i en 96-brgnns PCR-plate. PCR-platen ble forseglet med folie (PX1 PCR-plate
sealer, BIO-RAD, Hertfordshire, USA), og kjart i PCR-maskinen (Bio-Rad C1000, USA) ved
a bruke et program som er beskrevet i tabell 2.4. Kvantifiseringen av antall kopier i hver prave
ble utfart ved & bruke QX200 Droplet reader (Bio-Rad, Hertfordshire, USA).

Tabell 2.4: ddPCR-program for amplifisering av droplets (SDHA)

Steg i PCR Temperatur °C  Tid Ramp rate Antall sykluser
Enzym aktivering 95 5 minutter 1
Denaturering 95 30 sekunder 40
Hybridisering 60 1 minutter 2 °C/sekunder 40

_ o 4 5 minutter 1
Signal stabilisering i

90 5 minutter 1

Hold 4 0 1
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2.5 Transkripsjonsforsgk — SDHA

Transkripsjon er farste steg i uttrykkelsen av et gen, og malet med transkripsjon er a lage en
RNA-kopi av DNA sekvensen. Ved a bruke Power SYBR Green Cells to-Cr kit (Ambion,
Texas, USA) kan praver bli brukt direkte til isolering av mRNA. Ved a bruke dette kitet blir
MRNA brukt som templat i en reaksjon hvor cDNA blir syntetisert av enzymet revers
transkriptase. Isolering av mRNA baserer seg pa lysis av cellene etterfulgt av nedbryting av
DNA, og hvor man tilslutt star igjen med cDNA som er et mal pa hvor mye mRNA man har
klart & isolere. Ved a bruke PCR og gelelektroforese kan man undersgke om det aktuelle genet

blir transkribert eller ikke.

2.5.1 Vasking av celler og isolering av RNA

Ved hvert tidspunkt i infeksjonsforsgket (se avsnitt 2.1.3) ble det tatt ut 0,5 ml av den infisert
kultur og kontrollkulturen. Vasking og lysis av cellene ble utfart ved a fglge protokollen til kitet
(Ambion, Texas, USA). For a vaske cellene ble de farst sentrifugert ved 3000 x g i 10 minutter,
deretter ble pelleten resuspendert i 50 pl kald 1xPBS. De ble sa sentrifugert ved 3000 x g i 10
minutter. Det ble laget to forskjellige konsentrasjoner av de vaskede cellene ved a tilsette 50 pl
(10* celler mIt) og 5 pl (10° celler mI) 1xPBS far de ble lagt pa is.

For lysis av cellene og nedbrytning av DNA ble 49,5 pl lysislgsning og 0,5 pl DNase | tilsatt
til 5 pl cellesuspensjon. Ved bruk av en pipette ble lgsningen forsiktig blandet, for deretter & bli
inkubert. For & undersgke om temperatur og inkuberingstid kunne pavirke isoleringen av
MRNA og nedbrytingen av DNA ble det valgt to ulike tider og temperatur. To praver ble
inkubert ved romtemperatur, hvor den ene ble inkubert i 5 minutter og den andre i 9 minutter.
To andre praver ble inkubert ved samme tider, men ved 25 °C. Stopplgsningen ble laget ved a
tilsette 1 pl kontroll mMRNA til 5 pl stopplasning, for deretter a tilsette 6 pl lgsning til cellene.

Lasningen og cellene ble blandet godt fagr de ble inkubert i 2 minutter ved romtemperatur.
Pravene ble oppbevart ved —80 °C frem til videre bruk.

2.5.2 Revers transkripsjon (RT) PCR

For syntesen av mMRNA til cDNA ble det kjgrt en RT PCR-reaksjon med lysatet (avsnitt 2.5.1)
som templat. 10 pl av lysatet ble overfgrt til PCR-rgr med 40 pl RT reaksjonsmiks (Tabell 2.5).
Negativ kontroll ble laget med 10 pl H2O som templat. PCR ble utfgrt i PCR-maskinen (Thermo
Fisher Veriti Thermal Cycler, Massachusetts, USA) etter temperatursyklusen beskrevet i tabell

2.6. Deretter ble pravene oppbevart ved —20 °C frem til videre bruk.
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Tabell 2.5: RT-PCR-reaksjonsmiks

Amplifisert gen

Innhold i reaksjonsmiks

Mengde (ul) per reaksjon

2x SYBR RT buffer 25
sdhA 20x RT enzyme mix 2,5
H20 12,5
Totalt 40
Tabell 2.6: RT-PCR-program
Steg Temperatur (°C) Tid Sykluser
Revers transkripsjon 37 60 minutter 1
RT inaktivering 95 5 minutter 1
Hold 4 0

2.5.3 Verifisering av transkripsjon og nedbrytingen av DNA
Protokollen ble optimalisert ved hjelp av major capsid protein (MCP), ettersom man vet at
viruset har mcp genet, og at dette blir uttrykt ved produksjon av viruspartikler. Fglgende MCP

spesifikke primere ble benyttet;

Sekvens
5’- GATGAACCTTGCCCACAACT- 3’

Primer
PkV-RF01-MCP F

PkV-RFO1-MCP R 5’- GTGCATGGTACGTTTTCGTG- 3’

For & undersgke om transkripsjonen av sdhA genet var vellykket, ble genet forsgkt amplifisert
med SDHA primere (primerne er vist i avsnitt 2.3). | den farste PCR-reaksjonen ble lysatet som
inneholdt MRNA benyttet som templat far a kontrollere at alt DNAet var brutt ned etter DNase
| trinnet. Som kontroll pa at genet var transkribert ble produktet fra RT-PCR benyttet som
templat. For PCR-reaksjonen med MCP spesifikke primerne ble HotStarTaq master mix
(QIAGEN, Germantown, USA) benyttet (Vedlegg C.4, Tabell 9.3), mens ved PCR-reaksjonen
med SDHA spesifikke primere ble reaksjonsmiksen laget som beskrevet i tabell 2.1. Genene
ble amplifisert ved bruk av PCR-programmet beskrevet i vedlegg C.4, tabell 9.4. Det ble
benyttet 1,5 % agarose gelelektroforese som beskrevet i avsnitt 2.3 til & evaluere starrelsen til

de amplifiserte PCR-produktene.
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2.6 Kloning av virusgener til PkV RF01

Kloning er prosessen der et spesifikt gen blir satt inn en kloningsvektor, og introdusert til en
passende organisme hvor det klonede genet sammen med vektoren blir replikert (Griffiths et
al., 1999). Nar malet er & fa ekspresjon av det klonede genet brukes ofte plasmid som
kloningsvektor, og som vertscelle er det vanlig & bruke en stamme av E. coli (Rosano and
Ceccarelli, 2014).

Ved a felge instruksjonsmanualen til Gibson Assembly kloning kit (New England BioLabs,
England) ble de fem malgenene I-laktat dehydrogenase (L-LDH), prolin dehydrogenase (PDH),
glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH), DNA polymerase X (pol X) og glutamat dehydrogenase
(GDH) inkorporert i kloningsvektoren pET-21a. Deretter ble E. coli NEB 5-alfa kompetente

celler brukt som vertscelle for det rekombinante plasmidet.

2.6.1 Bakteriestammer og plasmid

2.6.1.1 E. coli NEB 5-alfa kompetente celler

Genotype: fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80A (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl end.
NEB 5-alfa kompetent E. coli er en K12 stamme og er ett derivat av DHS5a celler. Stammen har
en endAl mutasjon i genet som inaktiverer endonukleaser, for & unnga at plasmid DNA
nedbrytes. Cellene har ikke genet for T7-RNA-polymerase, som bidrar til & gke stabiliteten av
plasmidene i vertscellene. Denne stammen ble brukt til oppformering av rekombinant plasmid.
Kjemisk kompetente NEB 5-alfa E. coli celler ble kjopt fra New England Biolabs
(Massachusetts, USA).

2.6.1.2 E. coli BL21-GOLD (DE3) celler

Genotype: E. coli B F—ompT hsdS(rB — mB — ) decm+ Tetr gal (DE3) endA Hte. BL21-GOLD
(DE3) ble brukt til ekspresjon av de 5 malgenene. Stammen er et derivat fra E. coli B, og
mangler bade Lon protease og OmpT protease, som kan bryte ned proteiner under rensing.
Stammen har genet for T7-RNA-polymerase, som er under kontroll av lacUV5 promoter. For a
indusere ekspresjon av T7-RNA-polymerase blir Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) tilsatt til kulturen. Kjemisk kompetente BL21-GOLD (DE3) celler ble kjapt fra Agilent
Technologies (California, USA).
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2.6.1.3 pET-21a vektor
pET-21a vektoren er et plasmid pa 5443 basepar og koder for ampicillin resistens. VVektoren
har en bakteriofag T7-promotor for T7-RNA-polymerase som gir hgy-ekspresjon av klonede

gener. Vektoren ble brukt til kloning og ekspresjon av de 5 malgenene. Vektoren ble kjgpt fra

Novagen.
Ava l(158)
Xho I{158)
Not I{166)
Sty 1(57) Eag I(166)
Bpu1102 l(go) Hind 1ll(173)
Sal I{179)
Sac I{190)
EcoR I(192)
BamH l{198)
Dra I11{5201)
Sca 1(4538)
Pvu l(4428) Miu I(1064)
Pst \(4303) Bal l(1078)
BstE li(1245)
Bmg l(1273)
Bsa l{4119] Apa 1(1275)
Zam1105 1(4058) PE(L"%!a)(*)
P BssHII(1475)
coR V(1514)
Hpa l{(1570)
AlwN [(3581) PshA I(1209)
PpuM 1(2171)
Psp5 11(2171)
BspLU11 I(3165) Bpu10 I(2271)
Sap l(3049)
Bst1107 1(2936) BspG l(2691)
Tth111 1(2910)
Figur 2.3: Viser pET-21-a vektor.
2.6.2 Primere

Spesifikke primere for de fem malgenene og deres tilhgrende pET-21a vektor ble designet som
anbefalt i protokollen som fulgte med kitet. For at malgenet skal bli riktig plassert i vektoren er
det anbefalt at det er et 15-25 nt sekvensoverlapp mellom gensekvens og vektorsekvens og en
smeltetemperatur hoyere enn 48 °C. Nar sekvensoverlappen blir plassert pa 5’ enden av
primeren til vektoren, er denne homolog til 5’ enden av primeren til malgenet. Primerne ble
designet med sekvensoverlapp ved a bruke Gibson Assembly Primer Design Tool (SGI-DNA,

https://tools.sgidna.com/gibson-assembly-primers.html). Steg 1 er a sette inn vektorsekvensen

i FASTA format. Videre bestemmer man hvor genet skal bli satt inn ved & manuelt finne HIS
tag pa vektor sekvensen, og velger at man vil sette inn gensekvensen foran denne. Deretter
setter man inn gensekvensen, og man far ett forslag for primere og smeltetemperatur til hver
primer. For a fa en oversikt over genet sin plassering i vektoren ble programmet CLC genomic
workbench 9.5.2 (Qiagen Bioinformatics, Arhus, Danmark) brukt.
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Smeltetemperaturen (Tm) til hver primer ble sjekket ved & benytte en Tm kalkulator

(ThermoFisher,https://www.thermofisher.com/no/en/home/brands/thermo-

scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-

library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html). Denne kalkulatoren beregner Trm basert

pa primerpar sekvensen, primer konsentrasjon og hvilken DNA polymerase som skal benyttes.
Det ble designet primere med en T, fra 53-56 °C for samtlige gener slik at de kunne PCR-
amplifiseres ved bruk av samme hybridiseringstemperatur for dermed a effektivere forsgkene.
Tm for vektorene var den samme, da det bare er sekvensoverlapp som varierer avhengig av
hvilket gen vektoren tilhgrer. Primerne ble bestilt fra Biomers.net (Donau, Tyskland) (Tabell
2.7 0g 2.8). Hver primer ble tilsatt oppgitt mengde sdH>O som anbefalt av produsent og plassert
i kjgleskap over natten (4 °C) slik at de skulle lgse seg opp. Deretter ble de oppbevart i -20 °C

frem til bruk.

Tabell 2.7: Oversikt over sekvens og Tm for primere benyttet til amplifisering av de fem
malgenene. Sma bokstaver representerer delen av primer-sekvens som hybridiserer, og store
bokstaver representerer sekvensoverlapp. Sekvensene vises i retning 5°-3".

Malgen Primer sekvens Tm (°C)
Forward  atgtatcaaaaaatgattagacctg 55,8
I-1dh Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT 53,6

GGTGGTGatttaccaataaatgaccat

Forward | atgttgagatacattggtgg 54,5
pdh Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT | 53,9
GGTGGTGaataaacatatattttactgtatctatgttt
Forward atgattagagcaatttttaataaaaat 56,2
gcdh Reverse CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT 56,7
GGTGGTGaaatgcactaatattagtaattgac
Forward = atgacaactgaaaaaaaaatatcaat 54,5
pol X Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT | 54,6
GGTGGTGattttgattatttttaattttattcagttcta
Forward = atgtcaaaaataactgatttaattaaaaatc 55,2
gdh Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT 53,0

GGTGGTGaaatcctcttcttaagtatacttc
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Forward  atgaaaatttttacaagaaaaatttca 53,9

sdhA Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT | 53,5
GGTGGTGgtaaactctttttgctaaag

Forward atgaatatttttagaagaactttatca 53,2

sdhB Reverse  CTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGT 52,8

GGTGGTGatgtaactcttgtttaatttttaattt

Tabell 2.8: Oversikt over sekvens og Tm for primere benyttet til amplifisering av pET-21a
vektor. Sma bokstaver representerer delen av primer-sekvens som hybridiserer, og store
bokstaver representerer sekvensoverlapp. Sekvensene vises i retning 5’-3".

Vektor Primer sekvens Tm (°C)
tilhgrende:
Forward ATcaccaccaccaccaccactg 64,8
I-ldh Reverse GTAAATAATTAAATACAGGTCTAATCATTTTTTG 539
ATACATatgtatatctccttcttaaagtt
Forward TTcaccaccaccaccaccactg 64,8
pdh Reverse GAACTTGATTTATATTTGATCCACCAATGTATCTC 53,9
AACATatgtatatctccttcttaaagtt
Forward TTcaccaccaccaccaccactg 64,8
gcdh Reverse GATGATTAATTTTATTTTTATTAAAAATTGCTCTA 539
ATCATatgtatatctccttcttaaagtt
Forward ATcaccaccaccaccaccactg 64,8
pol X Reverse CTCTTGGTTTTTTTATTGATATTTTTTTTTCAGTTG 53,9
TCATatgtatatctccttcttaaa
Forward TTcaccaccaccaccaccactg 64,8
gdh Reverse TATCAATTTGATTTTTAATTAAATCAGTTATTTTT 539
GACATatgtatatctccttcttaaa
Forward = caccaccaccaccaccactg 64,8
sdhA Reverse CTATAATTTTTTGTGAAATTTTTCTTGTAAAAATT 53,7
TTCATatgtatatctccttcttaaataatgat
Forward caccaccaccaccaccactg 64,8
sdhB Reverse TTTTTACAGTTGTTGATAAAGTTCTTCTAAAAATA 535

TTCATatgtatatctccttcttaaagttaaa
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2.6.3 Amplifisering av malgener og vektor

Primerne (Tabell 2.7 og 2.8) ble brukt for a amplifisere opp malgen og vektor. For de fem
malgenene ble det laget en 50 ul Phusion reaksjonsmiks (New England Biolabs, England)
(Tabell 2.9), hvor 2 pl virus DNA ble brukt som templat (35,4 ng/ml, se avsnitt 2.2.1). Som
negativ kontroll ble det brukt 2 pl sdH,0. Vektorene ble amplifisert ved a bruke Q5 High-
Fidelity mastermiks (New England Biolabs, England), hvor det ble tilsatt 2 pul pET-21a (500
ng/ml, fortynnet 1:50 i sdH20) som templat til 25 pl reaksjonsmiks (Tabell 2.11). Som positiv
kontroll ble plasmidet AF0809 pET2la (2 pl) brukt, hvor et gen (AF0809) fra den
sulfatreduserende arkéen Archaeoglobus fulgidus tidligere var blitt klonet og sekvensert av
ingenigr Anita-Elin Fedgy ved Dyphavbiologigruppen ved BIO. Som negativ kontroll ble det
brukt 2 pl sdH20. PCR ble utfert i PCR-maskiner (Thermo Fisher Veriti Thermal Cycler,
Massachusetts, USA) etter temperatursyklusen beskrevet i tabell 2.10. SDHA og SDHB ble i
tillegg forsgkt amplifisert ved hjelp av gradient PCR. For vektor til SDHA ble denne forsgkt
amplifisert ved 58-64 °C, og malgenet sdhB ble forsgkt amplifisert ved 55-59 °C.

For a sjekke starrelsen pa PCR-produktene, ble pravene til malgene analysert ved hjelp av 1,5
% agarose gelelektroforese som forklart i avsnitt 2.3. PCR-amplifisert vektorer ble analysert pa
en 1 % agarose gel laget ved a blande 0,4 g agarose med 40 ml 1XTAE. Lgsningen ble varmet
opp i mikrobglgeovn frem til agarosen var lgst opp. Deretter ble 4 pl 10 000x GelGreen
(Biotium, USA) tilsatt og lgsningen ble overfert til et gelkar med brgnner (BIO-RAD,
Hertfordshire, USA) som sto i romtemperatur i ~30 minutter. Deretter ble karet fylt med 1XTAE
buffer. 5 pul GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Litauen) ble tilsatt
til brgnnene pa hver side av gelen. 5 pl PCR-produkt, samt positiv og negativ kontroll ble
blandet med 1 pl MassRuler LD (Thermo Fisher Scientific, Litauen) fer de ble tilsatt brannene
pa gelen. Elektroforesen ble utfgrt ved 50 V i 35 minutter (BIO-RAD powerpac basic,
Hertfordshire, USA). Deretter ble gelen plassert i G-box gel doc (Syngene, Cambridge,
England) og et bilde ble tatt ved a bruke Genesnap software (Syngene, Cambridge, England).
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Tabell 2.9: PCR-reaksjonsmiks for amplifiseringen av gener og vektor.

Amplifiseringav  Innhold i reaksjonsmiks Mengde (ul)
5x phusion HF 5
I-1dh 10 uM dNTP 0,5
pdh 10 puM forward primer 1,25
gcdh 10 UM reverse primer 1,25
pol X 34,5 ng/ml templat 2
gdh Phusion DNA polymerase 0,25
sdhA DMSO 0,75
sdhB sdH20 Til volum
Totalt 50
Q5 master mix 12,5
10 uM forward primer 1,25
pET-21-a 10 uM reverse primer 1,25
500 ng/ml templat 2
sdH20 Til volum
Totalt 25

Tabell 2.10: PCR-program for amplifisering av gen og pET-21a.

Amplifisering av

Tid Temperatur (°C)

Antall Sykluser

I-1dh
pdh

gcdh
pol X
gdh

sdhA
sdhB

30 sekunder 98
10 sekunder 98
30 sekunder 56
30 sekunder 72
10 minutter 72

1x

35x

1x

© 4

pET-21-a

30 sekunder 98 1x
10 sekunder 98

30 sekunder 60 35x
2,5 minutter 72

2 minutter 72 1x
0 4
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2.6.4 Overfgring av malgener til pET-21a vektor

De amplifiserte produktene for malgenene og vektorene ble farst behandlet med Dpnl (New
England Biolabs, England) som er et restriksjonsenzym som kutter ikke amplifisert templat.
Enzymet kutter ved sekvensen GATC nar A er metylert, og siden PCR-produkt ikke har
metylerte A-er vil bare original templat bli gdelagt. Det ble laget en reaksjonsmiks for hvert av
PCR-produktene (Tabell 2.11). Deretter ble rgrene inkubert i PCR-maskin (Veriti Thermal
Cycler, Thermo Fisher) ved 37 °C i 30 minutter for & kutte original templat og 80 °C i 15
minutter for & inaktivere Dpnl (Tabell 2.12).

Tabell 2.11: Reaksjonsmiks og inkuberingstid for Dpnl behandling av PCR-produktene

5 ul PCR-produkt

Reaksjonsmiks 1 pl CutSmart

1 ul Dpnl

3 pul H20
Inkubering 37 °C i 30 minutter

80 °C 15 minutter

De Dpnl behandlede PCR-produktene ble videre brukt til overfgringen av malgenene til
vektorene. Dette ble gjort ved a falge protokollen beskrevet i Gibson Assembly Cloning kit
Manual (New England BioLabs, England). Reaksjonsmiks og inkuberingstid for overfgringen
av malgen til pET-21a er beskrevet i tabell 2.12. Mastermiksen inneholder en eksonuklease,
DNA-polymerase og DNA-ligase. Malgenet blir satt inn i vektoren ved at eksonukleasen tygger
tilbake 5” enden pa malgenet og vektor, deretter vil DNA polymerasen forlenge 3’ enden og

tilslutt vil DNA ligase lime sammen DNA traden, og genet har blitt inkorporert i vektoren.

Tabell 2.12: Reaksjonsmiks og inkuberingstid for overfgringen av malgen til pET-21a

10 pl Gibson assembly master mix (2X)
Reaksjonsmiks 7 pl H20

2 ul Dpnl behandlet malgenprodukt

2 ul Dpnl behandlet vektorprodukt

Inkubering 50 °C i 40 minutter
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2.7 Transformasjon NEB 5-alpha kompetente celler

Som beskrevet i manualen (New England BioLabs, England) ble genet transformert inn i E.
Coli NEB 5-alfa kompetente celler ved at 2 pl av rekombinant plasmidet med ligert malgen ble
overfart til raret med de kompetente cellene. Cellene ble forsiktig blandet ved & pipettere opp
og ned far raret ble plassert pa is i 30 minutter. Deretter ble cellene utsatt for et varmesjokk ved
42 °C i 30 sekunder, far de ble plassert pa is i 2 minutter. Nar cellene blir utsatt for et kortvarig
varmesjokk vil de ha mulighet til & ta opp det rekombinante plasmidet. For & gke
transformasjonseffektiviteten ble 950 ul romtemperert super optimal buljong med glukose
(SOC) vekstmedium (New England BioLabs, England) tilsatt far cellene ble inkubert ved 30
°C i 60 minutter. 100 pl av cellene ble deretter spredd pa LA skaler (med ampicillin, vedlegg

B.4), og inkubert ved 37 °C over natten.

To kolonier fra hver kloningsreaksjon ble analysert ved hjelp av PCR for & bekrefte at det

korrekte rekombinante plasmidet var transformert inn i de kompetente cellene (se avsnitt 2.8).

2.8 Koloni PCR

Ved bruk av en pipettespiss ble sma mengder av hver koloni pa LA-skélene (se avsnitt 2.7)
overfart til PCR-rgr ved a plassere spissen oppi raret og blande godt med 24,5 pl reaksjonsmiks
(Tabell 2.13). Flankerende pET-21a primere ble brukt for & undersgke om korrekt rekombinant

plasmid var transformert:

Primer Sekvens

pET-21a forward 5’-acgactcactataggggaatt- 3’

pPET-21a reverse 5’-gctagttattgctcagegg- 3’

PCR ble utfgrt i PCR-maskinen (Thermo Fisher Veriti Thermal Cycler) etter programmet
beskrevet i tabell 2.14. Deretter ble starrelsen pa PCR-produktene analysert ved 1 % agarose
gelelektroforese som beskrevet i avsnitt 2.6.3. Kolonier med korrekt stgrrelse av malgen og
som dermed inneholdt korrekt rekombinant plasmid ble vurdert som positive og benyttet som

inokulum for kulturer ved pafglgende plasmid-rensing.
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Tabell 2.13: PCR-reaksjonsmiks for amplifisering av plasmidet med klonet gen

Amplifisering av Innhold i reaksjonsmiks Mengde (ul)

HotStarTag mastermiks 12,5
Rekombinant plasmid etter Primer pET-21-a forward 0,5
transformasjon Primer pET-21-a reverse 0,5

H20 11,5

Totalt 24,5

Tabell 2.14: PCR-program for amplifisering av plasmid med klonet gen

Steg i PCR Temperatur (°C) Tid Antall sykluser
Denaturering 94 30 sekunder 1

94 20 sekunder
Hybridisering 60 20 sekunder 25
Polymerisering 68 45 sekunder

68 5 minutter 1
Hold 4 ©

2.9 Transformasjon BL21-GOLD(DE3) celler

For de rekombinante plasmidene kunne bli transformert inn i ekspresjonsceller, ble plasmidet
renset. Kulturer av positive kolonier verifisert med koloni-PCR, ble inokulert i Falconrgr med
5 ml LB medium og 5 pl ampicillin (100 pg/ml) og inkubert ved 37 °C over natten. Deretter
ble plasmidet renset ved a falge protokollen til Monarch Plasmid miniprep kit (New England
BioLabs, vedlegg C.4). DNA-utbyttet ble malt med Quantus fluorometer (Promega, Wisconsin,
USA).

Ved a falge protokollen som er basert pa prinsippet presentert i (Pope and Kent, 1996) ble det
rensede plasmidet transformert inn i BL21-GOLD(DES3) celler. 1 ul renset plasmid ble overfart
til 20 pl BL21-GOLD(DES3) celler og inkubert i 20 minutter pa is, for deretter & bli spredd ut
pa LA skaler (med ampicillin) og inkubert ved 37 °C over natten. Deretter ble resultatet

analysert ved koloni PCR som beskrevet i avsnitt 2.8.
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2.10 Proteinrensing - smaskala

2.10.1 Ekspresjon

Det ble laget pre-kulturer for celler hvor rekombinant plasmid med korrekt starrelse pa malgen
var bekreftet. Disse ble dyrket i Falconrgr med 5 ml LB-medium (vedlegg B.4) og 5 pl
ampicillin (100 mg/ml) og inkubert ved 37 °C over natten. Neste dag ble pre-kulturen brukt til
a lage 10 ml kulturer. 250 pl pre-kultur ble overfart til et Falconrgr med 10 ml LB medium og
10 pl ampicillin. Kulturene ble inkubert ved 37 °C og 250 rpm (Infors HT Incubator Shaker,
Bottmingen, Sveits). Cellene ble inkubert til optisk tetthet (ODeoonm) Var over 0,4. Deretter ble
temperaturen skrudd ned til 30 °C og lac promotor ble indusert ved a tilsette 1 mM IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). Dette induserer T7 RNA polymerase, som igjen vil
starte transkripsjonen av malgenet pa klonet i pET-21a-plasmidet. Etter induksjon ble kulturene
dyrket videre i 3 timer. Kulturene ble hgstet ved sentrifugering i 12 minutter ved 4750 X ¢
(Beckman Coulter Allegra centrifuge, Indianapolis, USA), far supernatanten ble fjernet og
pelleten ble fryst ved —20 °C.

Isoelektriske punkt (pl) og starrelse i kDa til proteinene ble predikert ved bruk av Expacy

(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam). Basert pad proteinenes isoelektriske

punkt (pl, Tabell 2.15), ble alle lgsningene til videre arbeid laget med en pH som var ca. 15-20
ganger surere enn pl til hvert protein. Dette var ngdvendig for at proteinet skulle vaere ladet, og
dermed frastgte hverandre og hindre aggregering. Lysis buffer ble laget med to ulike pH verdier
da GDH har et lavere pl enn de andre proteinene (Tabell 2.16). Lysisbufferen ble tilsatt
lysozym, som er et enzym som vil gdelegge celleveggen til E. Coli.

Tabell 2.15: Teoretisk pl og sterrelse i kDa for de fem proteinene.

Navn Teoretisk pl  kDa
L-laktat dehydrogenase 8,71 44,18
Prolin dehydrogenase 8,61 32,80
Glutaryl-CoA 8,81 46,49
dehydrogenase

DNA polymerase X 9,19 46,92
Glutamat dehydrogenase 7,98 47,03
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Tabell 2.16: Oversikt over bufferlgsninger som ble brukt under smaskala rensing av proteiner.
Lysisbuffer med pH 6 ble brukt for GDH, og pH 7,5 ble benyttet for de fire andre proteinene.

Buffer NaH2PO4 NacCl Imidazol Lysozym pH
Lysis buffer 50 mM 200mM  n/a 0,25mg/ml 6 75
Buffer A (ekvilibrering og | 50 mM 300mM 5mM n/a

vask) 7,5
Buffer B (Eluering) 50 mM 300mM 500mM n/a 7,5

For & lysere cellene ble pellet tint pa is, og 1 ml lysis buffer med tilpasset pH (Tabell 2.16) ble
tilsatt fgr lgsningen ble inkubert i 30 minutter pa is. For a vere sikker pa fullstendig lysis ble
cellene utsatt for sonikering, som er en teknikk hvor man utsetter cellene for lydenergi hayere
enn 20 kilohertz, slik at cellemembraner blir gdelagt. Ved bruk av denne teknikken er det viktig
at cellene er plassert pa is bade far og etter sonikeringen. Samtidig er det viktig a velge en
amplitude som ikke er for hgy. Dette fordi energien som dannes vil avgi mye varme og blir
prgvene utsatt for hgy varme kan proteinet denatureres. Av den grunn ble cellene utsatt for
lydenergi i 10 sekunder ved amplitude 20-30 % (Sonics Vibra cell, Connecticut, USA) for

deretter & plasseres pa is i 15 sekunder. Dette ble gjentatt fire ganger.

For & finne forholdene som ga hgyest ekspresjon ble det kjart flere runder med ekspresjon med
ulike typer medium, IPTG konsentrasjoner og inkubasjonstider. IPTG indusere den virale T7-
RNA-polymerasen, som vil gjar at genet blir uttrykt da genet er introdusert bak lacl-promotoren
i genomet, og om man da gker konsentrasjoner og inkubasjonstider vil dette pavirke

ekspresjonen av genet.

Forst ble det gjennomfart ekspresjon med LB-medium (tilsatt ampicillin 100 pg/ml) og med
IPTG konsentrasjon pa 1 mM. Nar ODsgoonm til kulturen var 0,64 ble IPTG tilsatt og kulturen
ble sa indusert i 3 timer. Deretter ble prgvene analysert ved SDS-PAGE. For & se om
induseringstiden pavirket ekspresjonen, ble det satt opp et nytt forsgk hvor bare
induseringstiden ble endret, og kulturen ble indusert over natten (ca. 16 timer). Tilslutt ble det
satt opp et nytt forsgk med en induseringstid pa 4 timer. Her ble det brukt to medier; LB og
2YT. 2YT er et medium med mer gjerekstrakt enn LB medium, og dermed mer naring til
bakterien. 1 tillegg ble det brukt to konsentrasjoner av IPTG; 1 mM og 4 mM, for & se om

mengde induser pavirker ekspresjonen.
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2.10.2 SDS-PAGE av proteiner

SDS-PAGE er en metode som separerer proteiner basert pa starrelse. For at seperasjon skal skje
pa grunnlag av starrelse ma proteinene ha samme masse- og ladningsforhold. Dette oppnas ved
a tilsette en prgvebuffer som inneholder SDS og p-mercaptoetanol. SDS er en detergent som
vil denaturere proteinet, mens B-mercaptoetanol vil redusere disulfidbroer. SDS-PAGE ble

benyttet for a sjekke ekspresjon av proteinene.

Lysatet (se avsnitt 2.10.1) bestar av bade lgselige og ulgselige proteiner, og denne prgven blir
dermed referert til som den totale praven. Ved a ta ut 16 pl av lysatet ble det undersgkt om man
har det aktuelle proteinet. For a finne ut om proteinet var lgselig, ble lysatet sentrifugert
(Eppendorf centrifuge 5424, Oslo, Norge) ved 18000 x g i 2,5 minutter, og 16 ul av
supernatanten ble tatt ut. Denne prgven blir videre i oppgaven referert til som den lgselige
praven. Ulgselig protein vil foreligge i pelleten etter sentrifugering. SDS-PAGE prgvebuffer
(GenScript, Leiden, Nederland) ble tilsatt prevene i forholdet 1:4, og pravene ble inkubert ved
95 °C i 10 minutter. 15 pl av lgsningene ble applisert pa gelen (GenScript express plus PAGE
gel, Leiden, Nederland). 7 pl Precision plus protein Dual-color standards (BIO-RAD,
Hertfordshire, USA) ble tilsatt brgnnen pa hver side av gelen. Elektroforesen ble utfgrt ved 200
V i 25 minutter (BIO-Rad mini Protean Tetra system, Hertfordshire, USA). Etter elektroforesen
ble gelen renset med MilliQ vann far den ble farget med Coomassie Brilliant Blue. Gelen ble
farget til man ikke lenger kunne se bandene til standarden pa gelen. Dette var ca. 10 minutter,
etter 5 minutter ble gelen plassert i mikrobglgeovn for ca. 15 sekunder for & redusere
inkuberingstiden. For & fjerne farge som ikke var spesifikt bundet til proteiner, ble gelen
avfarget med en lgsning av 20 % etanol og 10 % eddiksyre i 1-2 timer. Deretter ble gelen
plassert i G-box gel doc (Syngene, Cambridge, England) og et bilde ble tatt ved a bruke
Genesnap Software (Syngene, Cambridge, England).

2.10.3 Rensing av protein

Affinitetskromatografi baserer seg pa molekylets evne til & binde seg til en spesifikk ligand.
Kloningsdesignet benyttet i dette prosjektet fgrer til at det rekombinante proteinet som
produseres har et sakalt histidin-merke (HIS-TAG) bestaende av 6 pafalgende aminosyrer av
typen histidin knyttet til C terminalen. Denne pasettes for rensing ved bruk av immobiliserings
metal affinitetskromatografi (IMAC)-kolonner. Prinsippet for IMAC-kolonner er basert pa
affiniteten histidin har for metallioner. | dette forsgket ble det brukt kolonner hvor metallioner
blir immobilisert pa en ulgselig matriks ved a bruke chelateringsmiddelet iminodieddiksyre, og
denne er forhéndsladet med Ni?* av produsenten (BIO-RAD, Hertfordshire, USA). Siden
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histidin-merkede protein har hgy affinitet til dette metallionet vil de binde seg sterkt til IMAC-
kolonnen. De gvrige proteinene vil binde seg svakt eller ikke binde seg. Imidazol er et organisk
stoff som finnes i sidekjeden til histidin, og kan dermed konkurrere med histidin-merkede
proteiner i a binde seg til metallionet. Ved & tilsette en lav konsentrasjon av imidazol til buffer
A (appliserings- og vaskebuffer), kan man hindre andre proteiner i & binde seg til metallionene.
Ved & tilsette en mye hgyere konsentrasjon til buffer B (elueringsbuffer), vil imidazol
utkonkurrere de bundne histidin-merkede proteinene og de blir da eluert dvs. de lgsner fraog

vaskes ut av kolonnen.

Proteinene ble renset ved a falge instruksjonsmanualen til Bio-Scale mini IMAC kolonnen
(BIO-RAD, Hertfordshire, USA). Kolonnen ble brukt sammen med lavtrykkskromatografi
systemet Bio-Rad’s BioLogic LP (BIO-RAD, Hertfordshire, USA). Bufferlgsningene ble laget
som beskrevet i tabell 2.16. For a fjerne pakningsvasken (20 % EtOH) ble kolonnen vasket

med to kolonnevolum (CV) MilliQ vann ved strgmningshastighet pa 2 ml/minutter.

For & fjerne partikler >20 pm ble supernatanten av lysatet filtrert gjennom et 20 um filter.
Deretter ble den filtrerte lgsningen overfert til en 5 ml sprayte for applisering av prgven.
Rensingen av proteiner ble gjennomfgrt som beskrevet i tabell 2.17. Systemet var direkte
knyttet til en PC hvor programmet LP data View Software (BIO-RAD, Hertfordshire, USA),
ble benyttet til & falge renseforlgpet. Eluatet ble samlet opp i fraksjoner a 1,5 ml som ble
analysert ved SDS-PAGE som beskrevet i avsnitt 2.10.3.

Tabell 2.17: Program for rensing av proteiner med 1ml IMAC kolonne

Steg Kolonnevolum (CV) Stremningshastighet
Ekvilibrering (buffer A) 5 ‘ 2 ml/min
Lysat 2 2 ml/min
Vask (Buffer A) 6 ‘ 2 ml/min
Eluering (Buffer B) 5 2 ml/min

2.11 Rensing av protein - storskala

Pa bakgrunn av resultatet i smaskala forsgket, ble det satt opp et nytt forsgk hvor det ble laget
starre kulturer. Det ble laget bade 500 ml og 1 | kulturer, og disse ble inkubert som beskrevet i
avsnitt 2.10.1. Nar ODeoonm Var over 0,4, ble ekspresjon indusert med 1 mM IPTG og kulturene

inkubert videre i 4 timer. Deretter ble kulturene sentrifugert og pellet ble fryst (-20 °C).
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Det ble tatt ut ca. 1,5 ml pellet som ble tint og tilsatt 5 ml lysis buffer (Tabell 2.18). Etter 30
minutter ble lysatet sonikert og sentrifugert som beskrevet i avsnitt 2.10.1. For a rense proteinet
ble en 5 ml HisTrap excel Affinity purification column satt opp pd et AKTA protein
rensesystem (Bionity, Berlin). Prinsippet for proteinrensing ved bruk av denne kolonnen er
tilsvarende som for Bio-Scale mini IMAC kolonnen (se 2.10.3). Rensingen ble gjennomfart i
et kjglerom (4 °C) for & holde temperaturen sa lav som mulig, og ikke utsette proteinet for
temperaturer som kan forarsake denaturering. Proteinet ble renset som vist i figur 2.4. Far
rensing ble kolonnen klargjort ved bruk av 5 ml vaskebuffer og 5 ml ekvilibreringsbuffer
(Tabell 2.18). Deretter ble 4,3 ml lysat applisert. Da rensingen var gjennomfert ble aktuelle
fraksjonene (bestemt fra kromatogrammet) tatt ut og plassert pa is. For & vurdere om proteinet
var renset ble fraksjonene analysert ved hjelp av SDS-PAGE sammen med en prgve av lysatet
som beskrevet i 2.10.2. Deretter ble fraksjonene konsentrert ved ultrafiltrering (Amicon Ultra-
4 Centrifugal Filter Unit, 10 kDa), hvor filteret gjentatte ganger ble fylt pa med fraksjoner med
renset protein og sentrifugert (Thermo Fisher heraeus multifuge 3SR+) ved 2000 x g i 5
minutter ved 4 °C. Dette ble utfgrt til totalvolumet pa konsentratet var ca. 500 pl. Den
konsentrerte preven ble sa overfert til et Eppendorf rar og 1 ml lagringsbuffer (Tabell 2.18) ble
tilsatt for reret ble fryst (-20 °C).

Protein utbyttet fra fraksjonene og den oppkonsentrerte lgsningen ble malt med Quantus

fluorometer (Promega, Wisconsin, USA).

Tabell 2.18: Oversikt over bufferlgsningene brukt for a rense protein. Alle lgsningene har pH
7,5

HEPES NaCl Imidazol Glyserol Lysozym TCEP
Lysisbuffer 50mM 300mM N/A 10 % 0,25 mg/ml N/A
Ekvilibreringsbuffer 20mM 0,5M N/A N/A N/A N/A
Vaskebuffer 20mM  500mM 10 mM N/A N/A N/A
Elueringsbuffer 20mM 500 mM 500 mM | N/A N/A N/A
Lagringsbuffer 20mM  300mM  N/A 10 % N/A 2mM
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Figur 2.4: Renseprogrammet brukt for a rense protein pa AKTA systemet. CV star for kolonne
volum og viser hvor mye av hver buffer som blir sendt gjennom systemet. Den oransje linjen
illustrerer nar elueringsbufferen (tabell 2.19) er i systemet, og man ser at dette bare er under
eluering. Pa samme tid vil systemet samle fraksjoner med det rensende proteinet. Figur fra
protokoll AKTA.

2.12 Bioinformatiske analyser

For & se pa den evolusjonare sammenhengen og slektskapet til pol X og SDHA ble det laget
fylogenetiske treer. Homologe sekvenser til pol X ble funnet ved & utfgre aminosyresekvenssgk
ved NCBI og UniProt. Ved NCBI ble det brukt programmet Blastp (Altschul et al., 1990) ved
EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/) og ved UniProt ble det gjennomfert et sgk i

UniRef90 databasen (https://www.uniprot.org/blast/). Deretter ble disse to sgkene

sammenlignet, og homologe sekvenser ble valgt til videre arbeid. For SDHA ble en FASTA fil
med homologe sekvenser laget av Hakon Dahle (Universitetet i Bergen) benyttet. Sekvensene
til pol X og SDHA ble hentet fra annoteringstabell til Pk\VV RF01 (fra Ruth-Anne Sandaa, 2019).
Sekvenssammenstillinger og trer ble konstruert ved hjelp av MEGA X

(https://www.megasoftware.net/). | dette programmet ble sekvensene sammenstilt ved a bruke

MUSCLE, og metoden «maximum likelihood» med bootstrapping (50 runder) ble brukt for &

konstruere de to traerne.

HMMR (Potter et al., 2018) ved EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) ble brukt for a

gjere et domene sgk for alle de sju proteinene. Proteiner har vanligvis ett eller flere funksjonelle
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omrader, noe som kalles domener. Dette er omrader pa proteinet som utgjar en strukturell enhet
og som kan ha en funksjon uavhengig av resten av proteinkjeden. Forskjellige kombinasjoner
av disse domenene gjgr at man har en stor variasjon av proteiner i naturen. Identifiseringen av
domener i hvert protein gjer at man far en forstaelse for funksjonen til proteinet (Potter et al.,
2018).

For & forsgke & predikere funksjonen til DNA polymerase X, ble sekvensen sammenlignet med
proteinene WP _001413640.1 og Q5UPZ0.1 ved & bruke Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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3 Resultat

3.1 Infeksjonssyklus - PkV RFO1

Det ble satt opp et infeksjonsforsgk hvor prever ble tatt ut til ddPCR (se avsnitt 2.4) og
transkripsjonsforsgket (se avsnitt 2.5), og antall verts- og virus celler ble telt ved flowcytometri
(se avsnitt 2.1.4). Disse tellingene ble videre brukt til & lage en graf som viser antall vert- og
virusceller gjennom infeksjonssyklusen til PkV RFO1 (Figur 3.1). Bade den infiserte kulturen
og kontrollkulturen startet med 4 x 10° algeceller. Av figuren ser man at begge kulturer vokser
frem til 48 timer. Deretter ser man en nedgang i algeceller i den infiserte kulturen, mens antall
celler i kontrollkulturen fortsetter a stige. Dette viser at PkV RF01 har en latent periode mellom
30-48 timer (Figur 3.1). Antall virus partikler gker jevnt etter 24 timer. Fullstendig lysis var
nadd rundt 96 timer, som ogsa ble bekreftet visuelt ved & sammenligne den infiserte kulturen
med kontrollkulturen, og lysis ble bekreftet ved fargeforandring i den infiserte kulturen. Antall

algeceller i kontroll kulturen gkte jevnt gjennom hele perioden, og viste ingen tegn til lysis.

Infeksjonssyklus PkV RF01
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Figur 3.1: Infeksjonssyklus til PkV RFO1 dyrket med H.ericina (He028). Grafen viser antall
virus partikler per ml* (trekant) og vertsceller (kontroll — firkant, infisert vert — sirkel) som
har blitt telt pa flowcytometer ved gitte tidspunkter i lgpet av en syklus. Antall timer siden
infeksjon er oppgitt pa x-aksen. Venstre y-akse viser antall alge partikler per ml, og hgyre
akse viser antall virus partikler per ml. Y-aksene er vist som logio. De bla feltene viser nar
kulturen har statt i market.
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3.2 Amplifisering av sdhA genet

Optimalisering av PCR-protokollen for sdhA genet fra P.kappa virus RF01 (154 bp) ble utfart
med DNA fra PkV RF01 som templat og DNA fra He028 som kontroll pa at primerne var
spesifikke for den virale versjonen av sdhA. Tydelige band med starrelse pa ca. 150 bp (Figur
3.2) ble identifisert ved hjelp av agarose gelelektroforese, og dette viste at amplifiseringen av
virus versjonen av sdhA genet var vellykket. Ingen band pa PCR med He028 som templat (Figur
3.3) viste at de designede primerne var spesifikke for det virale sdhA genet. Det virale genet ble
amplifisert i temperaturgradienten 55-60 °C, og basert pa resultatet ble 59 °C benyttet videre i
PCR-protokollen for sdhA.

Figur 3.2: Gelelektroforese (1,5 % agarose) av PCR-produktet til sdhA. Brann 1 og 9: 1 kb
DNA-standard. Brgnn 2-7: PCR produkt av sdhA med PkV RFO1-DNA som templat.
Gradient: 55 °C (brgnn 2) — 60 °C (brgnn 8). Brgnn 8: Negativ kontroll med sdH>O som
templat.

Figur 3.3: Gelelektroforese (1,5 % agarose) til kontroll (He028). Brgnn 1 og 9: 1 kb DNA-
standard. Brgnn 2-7: He028-DNA som templat. Gradient: 55 °C (brgnn 2) — 60 °C (brenn 8).
Brgnn 8: Negativ kontroll med sdH.O som templat.
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3.3 Transkripsjonsforsgk

For a optimalisere protokollen for lysis og RT-PCR ble mcp genet til PkV RF01 benyttet. mcp
genet (246 bp) ble ikke amplifisert (Figur 3.4) nar lysatet ble undersgkt ved hjelp av PCR og
gelelektroforese noe som tyder pd at DNasel har fungert. Samtidig ble det identifisert tydelige
band med starrelse ca. 300 bp (Figur 3.5) som tyder pa at det har blitt dannet cDNA ved RT-
PCR. Basert pa dette resultatet ble det bestemt at under transkripsjonen av det virale sdhA genet
skulle prgvene inkuberes i 5 minutter ved 25 °C etter tilsetting av DNase |

Optimaliserte forhold for lysis ble benyttet for a transkribere sdhA genet. Tydelige band med
stgrrelse ca. 150 bp (Figur 3.6) ble identifisert nar lysatet ble undersgkt ved hjelp av
gelelektroforese, noe som tyder pa at DNasel ikke har brutt ned DNAet i prevene. Samtidig
identifiseres band pa ca. 150 bp (Figur 3.7) som tyder pa at sdhA genet har blitt amplifisert
under RT-PCR. mRNA kontroll (Vedlegg A, Figur 5.1) er vellykket da man har band pa ca.
150 bp. Det ble flere ganger forsgkt a transkribere sdhA genet ved a falge protokollen, men man
klarte ikke a bevise at transkriberingen av sdhA genet ble vellykket.

Figur 3.4:Gel elektroforese (1,5 % agarose): kontroll av DNasel trinnet i lysistrinnet ved
amplifisering av mcp genet. Brgnn 1 og 8: 1 kb DNA-standard. Brgnn 2-5: lysat som templat.
Brgnn 2: prave tatt 24 timer etter infeksjon med PkV RF01 og med 5 minutt inkubering etter
tilsetning av DNase 1. Brgnn 3: prove tatt etter 48 timer og 5 minutter inkubering. Brgnn 4:
Prove tatt etter 24 timer og 9 minutter inkubering. Brgnn 5: Prgve tatt etter 48 timer og 9
minutter inkubering. Brgnn 6: positiv kontroll med PkV RF01-DNA som templat. Brgnn 7:
Negativ kontroll med sdH>O som templat.
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Figur 3.5: Gelelektroforese (1,5 % agarose) av RT-PCR-produktet til mcp genet. Brann 1 og
8: 1 kb DNA-standard. Bragnn 2-5: RT-PCR produkt som templat. Brgnn 2: prave tatt 24 timer
etter infeksjon med PkV RFO01 og med 5 minutt inkubering etter tilsetning av DNase 1. Brgnn
3: prove tatt etter 48 timer og 5 minutter inkubering. Brgnn 4: Prgve tatt etter 24 timer og 9
minutter inkubering. Brgnn 5: Prave tatt etter 48 timer og 9 minutter inkubering. Brgnn 6:
positiv kontroll med PkV RF01-DNA som templat. Brenn 7: Negativ kontroll med sdH>O som

templat.

Figur 3.6: Gelelektroforese (1,5 % agarose): kontroll av DNasel trinnet i lysistrinnet ved
amplifisering av sdhA genet. Brenn 1 og 10: 1 kb DNA-standard. Bregnn 2-7: lysat som
templat. Brgnn 2: prave tatt 24 timer etter infeksjon med PkV RF01 (10° celler). Brann 3:
prave tatt etter 24 timer (5 x 10* celler). Brgnn 4: Prgve tatt etter 24 timer (10 celler).
Brgnn 5: prave tatt 48 timer (10° celler). Brgnn 6: prave tatt etter 48 timer (5 x 10* celler).
Brgnn 7: Prave tatt etter 24 timer (10 celler). Brgnn 8: positiv kontroll med PkV RFO1-DNA
som templat. Brgnn 9: Negativ kontroll med sdH>O som templat.

Figur 3.7: Gelelektroforese (1,5 % agarose) av RT-PCR-produktet til sdhA genet. Brenn 1 og
10: 1 kb DNA-standard Brgnn 2-7: RT-PCR produkt som templat. Brgnn 2: preve tatt 24
timer etter infeksjon med PkV RFO1 (10° celler). Brgnn 3: prove tatt etter 24 timer (5 x 10*
celler). Brann 4: Prave tatt etter 24 timer (10 celler). Brgnn 5: prgve tatt 48 timer (10°
celler). Bragnn 6: prave tatt etter 48 timer (5 x 10 celler). Brgnn 7: Prave tatt etter 24 timer
(10* celler). Brann 8: positiv kontroll med PkV RF01-DNA som templat. Brgnn 9: Negativ
kontroll med sdH>O som templat.
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3.4 ddPCR - SDHA

ddPCR-protokollen for SDHA ble optimalisert med DNA fra PkV RF01 for a finne ut hvilke
konsentrasjoner av primere og fortynninger av DNA som gav best resultat. Videre ble det
undersgkt hvor mange kopier av sdhA genet som blir dannet i de to fortynningene. Fortynningen
1:100 er ikke vist pa grafen da det ikke ble registrert noen kopier i denne fortynningen. Ved
1:1000 fortynning av DNA (Tabell 3.8) ble det dannet 106,5 og 107 kopier/pl. Mens med 1:10
000 fortynning ble det dannet 1148 kopier/ul ved 250 nM primer konsentrasjon, sammenlignet
med 1099 kopier/pl ved 100 nM.

ddPCR skulle benyttes for & kvantifisere transkripsjonen av det virale sdhA genet gjennom
infeksjonssyklusen til PkV RF01. Men da man ikke klarte a transkribere genet, ble ikke dette

gjennomfart.

ddPCR - sdhA
1200

1000 -

= 250 nM
= 100 nM

800+

600 -

kopier/uL

400+

200+

0 1 I
1:1000 1:10000

Fortynning

Figur 3.8: Viser antall sdhA kopier/ul etter amplifisering ved ddPCR med
spesifikke primere for sdhA. 250 nM primer konsentrasjon vises i rosa og 100
nM primer konsentrasjon vises i gul. For hver primerkonsentrasjon har man to
DNA fortynninger; 1:1000 og 1:10 000.
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3.5 Kloning av malgener og vektorer

3.5.1 Amplifisering av malgener og vektor

Korrekt starrelse pa PCR-produkt av L-LDH (1184 bp), PDH (833 bp), GCDH (1232 bp), pol
X (1212 bp), GDH (1247 bp), SDHA (1808 bp) og SDHB (701 bp) samt korresponderende
PET-21a PCR-produkt for hvert malgen ble verifisert ved hjelp av agarose gelelektroforese
(Figur 3.9 0g 3.10). Et tydelig band med rett starrelse for hvert av malgenene og vektorene viste
at amplifiseringen var vellykket for alle genene utenom sdhA og sdhB. For amplifiseringen av
sdhA genet fikk man et produkt som var dobbelt sd stort som det skulle, samtidig som at
amplifiseringen av vektor-produktet til SDHA viste mye uspesifikke bindinger (Figur 3.11).
For sdhB ble ikke amplifiseringen av genet vellykket, mens det tilhgrende vektorproduktet
amplifisert er for stort i forhold til hva som var forventet pa ca. 5000 bp (Figur 3.11). Dermed
ble SDHA og SDHB ikke forsgkt klonet.

1500 bp

1031 bp
800 bp

Figur 3.9: Gelelektroforese (1,5 % agarose) av PCR-produktet til malgenene. Brgnn 1: 1 kb
DNA standard. Brgnn 2: PCR-produkt av I-ldh. Brgnn 3: PCR-produkt av pdh. Brgnn 4:
PCR-produkt av gcdh. Brgnn 5: PCR produkt av pol X. Brgnn 6: PCR produkt av gdh. Brgnn
7: Negativ kontroll med He028-DNA som templat. Brgnn 8: Negativ kontroll med sdH>O som
templat.

200 bp

Figur 3.10: Gelelektroforese (1 % agarose) av PCR-produktene til pet-21a vektor. Brgnn 1: 1
kb DNA standard. Brgnn 2: PCR produkt av vektor til gcdh. Brgnn 3: PCR produkt av vektor
til I-1dh. Brgnn 4: PCR produkt av vektor til pol X. Brenn 5: PCR produkt av vektor til gdh.
Brenn 6: PCR produkt av vektor til pdh. Brenn 7: negativ kontroll med sdH20 som templat.
Brenn 8: Positiv kontroll med AF0209 pET-21a som templat.
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Figur 3.11 Gelelektroforese (1,5 % agarose) av gen-og vektor produkt til sdhA og sdhB.
Brann 1 og 9: 1 kb DNA standard. Brgnn 2: PCR-produkt av sdhA. Brgnn 3: PCR-produkt av
vektor tilhgrende sdhB. Brgnn 4: PCR-produkt av sdhB (54 °C). Brgnn 5: PCR produkt av
sdhB (56 °C). Brgnn 6: PCR-produkt av vektor tilhgrende sdhA (58 °C). Brgnn 7: PCR-
produkt av vektor tilhgrende sdhA (60 °C). Brgnn 8: Negativ kontroll med H>0.

3.5.2 Kloning av malgener i pET-21a

Det ble observert god vekst med god spredning av kolonier pa skalene etter transformasjon i E.
coli NEB 5-alfa kompetente celler av hver av kloningsreaksjonene av PCR-amplifisert malgen
og korresponderende pET-21a plasmid (Figur 3.12). Videre ble korrekt starrelse pa malgen
funnet ved koloni-PCR ved bruk av flankerende pET-21a primere. Forventet stgrrelse pa hvert
malgen vises i tabell 2.15 (antall basepar), og resultatet av gelelektroforesen viser at E. coli
koloniene har fatt transformert den riktige klonen (Figur 3.13 og 3.14). Basert pa dette ble

koloni 1 for hvert av malgenene valgt til videre arbeid (markert pa skalene Figur 3.12).
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Figur 3.12: Viser LA-skaler etter transformasjon av det klonede produktet inn i E. coli NEB
5-alfa kompetente celler. Skal A: GDH. Skal B: L-LDH. Skal C: PDH. Skal D: GCDH. Skal
E: Pol X. P& hver skal er det markert hvilke to kolonier som ble brukt videre (1 og 2).

2000 bp —*
1500 bp

Figur 3.13: Gelelektroforese (1% agarose) av pET-21a-plasmid fra 2 av transformantene til
PDH og Pol X. Brgnn 1: DNA standard. Brgnn 2 og 3: plasmid fra transformant til PDH.

Brann 4 og 5: plasmid fra transformant til Pol X. Brgnn 6: positiv kontroll med AF0209 pET-

21a som templat. Brgnn 7: negativ kontroll med sdH>O som templat.
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Figur 3.14: Gelelektroforese (1 % agarose) av pET-21a-plasmid fra 2 av transformantene til
GCDH, L-LDH og GDH. Brgnn 1: DNA standard. Brgnn 2 og 3: plasmid fra transformant til
GCDH. Brgnn 4 og 5: plasmid fra transformant til L-LDH. Brgnn 6 og 7: plasmid fra
transformant til GDH. Brgnn 8: positiv kontroll med AF0209 pET-21a som templat. Brgnn 9:
negativ kontroll med sdH>O som templat.

3.6  Ekspresjon av malgener i E. coli

Plasmidisolering resulterte i falgende plasmid-DNA konsentrasjoner (24-55 ng/pl, Tabell 3.1)
etter transformasjon inn i NEB 5-alfa kompetente celler. Dette er betydelig hayere enn anbefalt
konsentrasjon fra produsenten (Agilent, < 0,1 ng/ul per 100 ul kompetente celler).

Tabell 3.1: Viser plasmid-DNA konsentrasjonen til hver av de 5 malgenene malt med Quantus
fluorometer.

Gen Plasmid DNA
pol X 28 ng/ul
pdh 36 ng/ul
gcdh 55 ng/ul
I-Idh 24 ng/ul
gdh 33 ng/ul

Det ble observert god vekst med god spredning av kolonier pa skalene etter transformasjon i E.
coli BL21-GOLD(DE3) av hver av det rensede plasmid-DNAet (Figur 3.15). Korrekt starrelse
pa malgen ble funnet ved koloni-PCR ved a bruke flankerende pET-21a primere. Det ble
bekreftet at transformantene til fire av malgenene hadde riktig sterrelse (se tabell 1.1 for
starrelse). Kolonien som ble valgt for L-LDH hadde ingen synlig band pa agarosegelen, som

tyder pa at plasmidet ikke var korrekt transformert. Dermed ble seks nye kolonier til L-LDH
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valgt og undersgkt ved PCR og gelelektroforese. Fem av disse koloniene fikk tydelig band
(resultat ikke vist), og dermed en bekreftelse pa at riktig plasmid var transformert. For hvert av

malgenene ble det dermed valgt en koloni til videre arbeid.

Figur 3.15: LA-skaler etter transformasjon inn i E. coli BL21-GOLD(DE3) celler.
A: gcdh. B: pdh. C: pol X. D: I-ldh. E: gdh.

Det ble satt opp flere ekspresjonsforsgk for & finne forholdene som ga hgyest ekspresjon
(resultat ikke vist). Resultatet av SDS PAGE ved de forskjellige forsgkene viste at det ikke var
betydelig hayere ekspresjon ved a gke induseringstiden eller konsentrasjonen av IPTG, og 2YT
medium hadde heller ingen innvirkning pa ekspresjonen. Dermed ble det bestemt at ved videre

ekspresjonsforsgk skulle det brukes LB-medium, 1 mM IPTG og 4 timer indusering.

Ved a studere resultatet av SDS PAGE, ser man at flere av proteinene har band i bade den totale
og den lgselige praven (Figur 3.16), noe som kan indikere at de er lgselige proteiner. PDH har
en estimert molekylvekt pa 32,80 kDa, og i den totale praven (brgnn 2) ser man et tydelig band
pa ca. 32 kDa. Dette bandet er svakt synlig i den lgselige prgven (brgnn 3). Men basert pa SDS-
PAGE fra samtlige ekspresjonsforsgk er bandet sa svakt at det kan tyde pa at dette proteinet er
ulgselig. GCDH har en estimert molekylvekt pa 46,49 kDa, og man kan se et tydelig og sterkt
band i den totale praven (brgnn 4) pa ca. 46 kDa, som ogsa er tilstede i den lgselige prgven
(brenn 5), og dette kan tyde pa at proteinet er lgselig. Pol X har en estimert molekylvekt pa
46,92 kDa, og i den totale prgven (brgnn 6) er det et tydelig band pa ca. 47 kDa som ogsa er
tilstede i den lgselige praven (brgnn 7). Ved & sammenligne med de andre brgnnene ser man at
dette ikke er et band som er i andre prgver og dermed indikerer dette at det ikke kan veere fra
E. coli. GDH har en estimert molekylvekt pa 47,03 kDa, og har et veldig tydelig band i den
totale prgven (brgnn 8), som ogsa er tilstede i den lgselige praven (brgnn 9), som kan tyde pa
at proteinet er lgselig. L-LDH har en estimert molekylvekt pa 44,18 kDa, og man ser et tydelig
band i den totale praven (brgnn 10) pa ca. 45 kDa, og dette er tilstede i den lgselige preven
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(brgnn 11) som kan tyde pa at proteinet er lgselig. Basert pa dette ble det bestemt at proteinene
GCDH, L-LDH og pol X skulle renses.

100 kDa 100 kDa
75 kDa 75 kDa

50 kDa
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20 kDa
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Figur 3.16: SDS-PAGE analyse av ekspresjon av proteinene i BL21-GOLD(DE3) med
ampicillin som seleksjonsantibiotika. Brgnn 1 og 12: SDS-PAGE Precision plus protein
standards, 10-250 kDa (B1O RAD). Brgnn 2: PDH total. Brgnn 3: PDH lgselig. Brann 4:
GCDH total. Brgnn 5: GCDH lgselig. Brgnn 6: pol X total. Brenn 7: pol X lgselig. Brgnn
8: GDH total. Brgnn 9: GDH lgselig. Brgnn 10: L-LDH total. Brgnn 11: L-LDH lgselig.
* viser hvor det induserte bandet ligger for hvert protein.
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3.7 Rensing av proteiner
L-LDH, GCDH og pol X ble forsgkt renset da resultatet fra SDS PAGE viste at alle tre
proteinene hadde ett band med rett molekylvekt i bade den totale og den lgselige praven, som

tydet pa at proteinet var lgselig.

3.7.1 L-laktat dehydrogenase og glutaryl-CoA dehydrogenase

Ved rensing av L-LDH ble det observert en sterk stigning i absorbans og ett fall i konduktivitet
en stund etter at vaskebuffer var tilsatt til systemet (Figur 3.17). Dette tyder pa at en stor mengde
proteiner har passert gjennom kolonnen, og blitt detektert av UV monitoren. Dette er proteiner
som ikke er histidin-merket og som dermed har blitt vasket rett gjennom kolonnen. Etter
tilsetting av elueringsbuffer, som har en hgy konsentrasjon av Imidazol, ser man fra
kromatogrammet (Figur 3.17) en svak stigning i absorbans etter ca. 20 minutter, noe som kan
tyde pa at man har en liten mengde protein som har bundet seg til metallionene i kolonnen, og
dermed har blitt eluert nar imidazolmolekylene binder seg til metallionene. Basert pa grafen ble
det bestemt at fraksjon nr. 4, 11, 17, 18, 19, 20, 21, 22 og 23 skulle undersgkes ved SDS PAGE
for & bekrefte at proteinet L-LDH var blitt renset.
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Figur 3.17: Diagrammet viser elueringsprofilen for rensing av L-LDH pa IMAC kolonnen. X-
aksen viser tiden i minutter. Tallene med runding rundt (langs x-aksen) viser fraksjoner, og
hver fraksjon var pa 1,5 ml. Venstre y-akse (bld) viser UV absorbans (A.U.), og hgyre y-akse
(red) viser konduktivitet (mS/cm).
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SDS-PAGE-analysen viste at rensing av L-LDH ikke var vellykket (Figur 3.18). Som en
bekreftelse pa at proteinet ble renset, skulle fraksjon 17-23 fatt band pa gelen. Dette bandet
skulle ha veert rundt 44 kDa. Da det ikke er noen band pa noen av brgnnene, utenom fraksjon
4, har man ikke det aktuelle proteinet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figur 3.18: SDS-PAG-analyse av praver ved rensingen av rekombinant I-ldh. Brgnn 1: SDS-
PAGE Precision plus protein standards, 10-250 kDa (BIO RAD). Brgnn 2: lysat I-ldh (total).
Bronn 3: lysat I-ldh filtrert (Igselig). Brgnn 4: Fraksjon 4. Brgnn 5: Fraksjon 11. Brgnn 6:
Fraksjon 17. Brenn 7: Fraksjon 18. Brgnn 8: Fraksjon 19. Brgnn 9: Fraksjon 20. Brgnn 10:
Fraksjon 21. Brgnn 11: Fraksjon 22. Brgnn 12: Fraksjon 23.

Da GCDH ble forsgkt renset ved samme metode som L-LDH, ble heller ikke her rensingen
vellykket. Elueringsprofilen (se Vedlegg A.2, Figur 7.3) er veldig lik som ved L-LDH, og
fraksjoner ble valgt basert pa denne. Den har en svak stigning etter tilsetting av elueringsbuffer,
men ingen band pa SDS-PAGE gelen viser at proteinet ikke har blitt renset (se Vedlegg A.2,
Figur 7.4).

3.7.2 DNA polymerase X
DNA polymerase X (pol X) ble vellykket renset i smaskala forsgket (se Vedlegg A.3, figur 7.5
0g 7.6). Det ble dannet et tydelig band fra fraksjon 9, som stemmer med molekylvekten til
proteinet (46,92 kDa). Det ble bestemt at proteinet skulle renses i stagrre skala, og bli sendt til
Tromsg for karakterisering.

Elueringsprofilen til pol X (Figur 3.19) viser ssmme mgnster som ved rensing av L-LDH og
GCDH. Etter tilsetting av prgve og vaskebuffer far man en hgy stigning i absorbansen grunnet

proteinene som ikke fester seg til kolonnen. Deretter far man en mye mindre stigning nar det
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his-merkede proteinet blir eluert. Basert pa diagrammet ble fraksjon 3, 4, 5, 6 og 7 undersgkt

pa SDS-PAGE, samt lysatet og det oppkonsentrerte eluatet.
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Figur 3.19: Diagrammet viser elueringsprofilen for rensing av DNA polymerase X pa
HisTrap kolonnen. X-aksen viser volum (ml). T1-T10 star for fraksjoner. Y-aksen viser UV
absorbans (mAU).

SDS-PAGE-analysen viste at rensingen av pol X var vellykket (Figur 3.20). Prgven i brgnn 2
inneholder alle lgselige proteiner, mens brgnn 4 og 5 inneholder bare det rensede proteinet.
Molekylvekten til pol X er 46,92 kDa, noe som stemmer med starrelsen til bandet i brenn 4 og
5, og proteinet har da blitt renset. Dette bandet ser man ogsa i brgnn 8 hvor man har det

oppkonsentrerte eluatet.
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100 kDa
75 kDa

50 kDa
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Figur 3.20: SDS-PAG-analyse av praver ved rensingen av rekombinant Pol X. Brgnn 1: SDS-
PAGE Precision plus protein standards, 10-250 kDa (BIO RAD). Brgnn 2: lysat Pol X
(lzseligl). Brenn 3: Fraksjon 3. Brgnn 4: Fraksjon 4. Brgnn 5: Fraksjon 5. Brgnn 6: Fraksjon
6. Brgnn 7: Fraksjon 7. Brgnn 8: Oppkonsentrert eluat. * viser hvor bandet ligger for Pol X.

3.7.2.1 Protein konsentrasjoner etter rensing

Etter at pol X ble renset i stor skala, ble protein konsentrasjonen malt pa Quantus fluorometer
(Promega, Wisconsin, USA). Dette ble gjort med de fraksjonene som fikk band pa SDS-PAGE
gelen, fraksjon 4 og 5 samt det oppkonsentrerte eluatet. Det ble kjegrt en standard, som fikk en
konsentrasjon pa 1958 pg/ml. Det oppkonsentrerte eluatet (som bestar av fraksjon 4 og 5) fikk
en konsentrasjon pa 0,7 mg/ml (Tabell 3.2). Pa forhand ble det gitt beskjed om at prgven som
skulle sendes matte ha en konsentrasjon pa over 0,2 mg/ml for at karakteriseringen kunne
gjennomfgres. Pol X konsentrasjonen er godt over dette, og ble dermed tilsatt lagringsbuffer,
og oppbevart i —20 °C frem til sending.

Tabell 3.2: Protein konsentrasjon malt pa Quantus fluorometer etter rensing av pol X.

Prave Protein konsentrasjon (pg/ml)
Standard 1958

Fraksjon 4 367

Fraksjon 5 167

Oppkonsentrert eluat 697
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3.8 Bioinformatiske analyser

3.8.1 Succinat dehydrogenase A
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Figur 3.21

For a lage et fylogenetisk tre ble 164 homologe sekvenser til sdhA genet i PkV RFO01 valgt, hvor
50 var TARA sekvenser, 50 var topptreff ved BLAST sgk i UniProt og resten var andre
homologe sekvenser for at flere taxa skulle bli representert. BLAST sgk viser at topptreffene er
eukaryote organismer. Av det fylogenetiske treet (Figur 3.22) ser man at sdhA til PkV RF01

danner en dyp forgreining i klusteret av sdhA gener sammen med TARA sekvenser.
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3.8.2 DNA Polymerase X
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Figur 3.22: Fylogenetisk tre til DNA polymerase X i PkV RF01. Pol X fra PkV
RFO1 er markert med radt.

ADAZE4XNCA Acidimicroblaceas bacterium

For & lage det fylogenetiske treet ble de farste 42 topptreffene fra BLAST sgket brukt. Mange
av disse treffene var eukaryote organismer, samt virus og bakterier. Det dannes to hovedkluster
(Figur 3.21); kluster 1 mot eukaryote organismer og to virus, og Kluster 2 mot virus, bakterier
og alger. Pol X i PkV RFO01 danner en gren ut fra de andre i kluster 2, hvor genet er naermest
beslektet med AaV.
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3.8.3 Domene figurer for de sju proteinene

Analyse av domener i de syv proteinene i denne oppgaven ble utfgrt ved a gjere et HMMR sgk

ved EBI, og det ble laget en oversikt over domene til hvert protein (Figur 3.22). HMMR sgket

viser at L-LDH og PDH har et funksjonelt omrade (domene), hvor dette er et flavin
mononukleotid (FMN)-avhengig dehydrogenase for L-LDH, og en prolin dehydrogenase for
PDH. GCDH har tre domener, som er acyl-CoA dehydrogenaser. GDH, SDHA og SDHB har

alle to funksjonelle omrader, mens pol x har fire domener.
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Figur 3.23: Viser domener til hvert protein etter et HMMR sgk.
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4 Diskusjon

4.1 Er SDHA og SDHB aktive proteiner i PkV RF01?

4.1.1 Transkripsjonsforsgk

Som farste steg i arbeidet med a finne ut om sdhA genet er funksjonelt i PkV RFO01, ble det
gjennomfart et transkripsjonsforsgk. Det ble valgt & jobbe med subenheten SDHA da dette
genet ligger i matriks og kan vaere enklere a jobbe med enn de membranbundne SDHC og
SDHD. Nar et gen er aktivt, vil det farst bli transkribert og det blir dannet mRNA (Griffiths et
al., 2000). Derfor ma man isolere mMRNA som er fritt for DNA for ikke & amplifisere DNA
under PCR trinnet. For & undersgke om mRNA ble isolert, ble det utfart RT-PCR og deretter
en PCR-reaksjon. Under RT-PCR blir mRNA brukt som templat for & danne cDNA. Med
spesifikke primere mot sdhA genet, ble RT-PCR produktet brukt som templat for & bevise at
det var blitt isolert mMRNA, og at genet dermed blir transkribert. For & kunne bevise transkripsjon
av et gen ma genomisk DNA bli fjernet under mRNA isoleringen ved hjelp av DNase |

behandling, slik at det er cDNA som blir amplifisert, og ikke genomisk DNA.

Det ble flere ganger forsgkt & isolere mMRNA for a bevise at sdhA genet blir transkribert under
infeksjon uten & lykkes i & fjerne rester av genomisk DNA ved DNase | behandling av det
isolerte mRNAet (Figur 3.6 og 3.7). Dette skjedde selv om mRNA for sdhA ble isolert med de
parameterne som ble bestemt ved optimalisering av reaksjonen ved a benytte et gen som en vet
blir transkribert (mcp genet) (Figur 3.4 og 3.5). Nar det fortsatt er genomisk DNA i prgven, vet
man ikke om det er DNA fra mRNA isoleringen eller cDNA fra RT-PCR trinnet som blir
amplifisert under PCR. Dermed ble det vanskelig & fa bekreftet om SDHA ble transkribert under
infeksjon eller ikke.

Ifalge produsenten (Ambion) er kitet som ble benyttet i denne oppgaven ikke optimalisert for
isolering av RNA fra virus. Triyatni et al. 2011 har brukt dette kitet da de isolerte RNA fra
Hepatitis C virus (Triyatni et al., 2011). Samtidig fungerte metoden pa kontrollgenet mcp hvor
man klarte a isolere mMRNA og fjerne rester av DNA ved DNase | behandling. mcp genet ble
deretter transkribert ved RT-PCR, noe som ble bevist ved hjelp av PCR med spesifikke primere
mot mcp genet. En mRNA kontroll ble inkludert for & verifisere at protokollen fungerte, og her
fikk man gode resultater. Dette tyder da pa at problemet ligger i genet av interesse, og ikke

protokollen eller kitet.
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Kitet ble kjapt inn til bruk i denne oppgaven, og var dermed ikke tidligere apent. Et alternativ
til hvorfor det fortsatt var DNA i praven er at det skjedde en DNA kontaminasjon ved bruk av
reagensene. Ved samtlige forsgk ble de samme reagensene brukt, og dermed er faren for
kontaminasjon tilstede. Men samme reagenser ble benyttet for optimaliseringen av protokollen
ved hjelp av mcp genet, og i dette tilfellet var det ikke tegn pA DNA i praven, som betyr at man
kan utelukke DNA kontaminasjon. RNA er veldig ustabilt og kan brytes ned raskt om ikke
forhandsregler blir tatt. Grunner til at RNA brytes ned kan vere aktivt RNase i prgven, og disse
ma bli inaktivert under pravebehandlingen. I tillegg kan prgver bli kontaminert med ytterligere
RNase fra omgivelser under pregvebehandlingen. Det viktigste tiltaket man gjar for a ikke
kontaminere prgven med RNase er a jobbe i RNase frie omrader, at pipetter, annet utstyr og
reagenser ikke inneholder RNase. For a unnga dette ble det brukt RNaseZAP for & fjerne

eventuelle RNase pa benk, pipetter og annet utstyr som ble brukt.

Siden ikke alt genomisk DNA ble brutt ned ved DNase | behandling, er det vanskelig & si noe
om hvorvidt genet blir transkribert under infeksjon eller ikke, da man ikke kan utelukke at det
er genomisk DNA som blir amplifisert. Forsgket ble gjentatt flere ganger med ulike
temperaturer og inkuberingstider. Hovedproblemet ligger i kontaminering av DNA i RNA
isoleringstrinnet, og hvordan man skal fa fjernet DNAet uten a bryte ned RNA. En mulighet for
dette er & benytte seg av et annet kit for isolering av RNA (Monier et al., 2017).

Det har i senere tid blitt gjennomfart et nytt transkripsjonsforsgk for sdhA genet i PkV RFO1
hvor det ble brukt et annet RNA-isoleringskitt i kombinasjon med DNase | behandling av det
isolerte RNAet far RT-PCR trinnet (samme kitt som i Monier et al., 2017). Her ble alt genomisk
DNA fjernet fra RNA isoleringstrinnet, og PCR med spesifikke sdhA primere viste at sdhA
genet har blitt transkribert under infeksjon (samtale med Ruth-Anne Sandaa, UiB, 2019).

4.1.2 Ekspresjon av SDHA og SDHB
I tillegg til transkripsjonsforsgket ble det bestemt at SDHA og SDHB skulle forsgkes a klones
for & finne ut av om genene lar seg uttrykke i E. coli og dermed er funksjonelle i PkV RFO1.
Farste steg var a designe primere med overheng, og bruke disse for & amplifisere genet og
tilhgrende vektor. Amplifiseringen av genene ble ikke vellykket verken for SDHA eller SDHB.
Ved amplifiseringen av vektoren til SDHA fikk man flere uspesifikke band, og ved
amplifiseringen av SDHB fikk man ingen band som tyder pa at genet ikke har blitt amplifisert
(Figur 3.11). En grunn til dette kan veere at primerne ikke har blitt designet riktig slik at man
kan fa uspesifikke bindinger pa genet. En annen grunn kan det hgye A + T innholdet i PkV
RFO01, noe som har blitt bevist for flere algevirus som tilhgrer familien Mimiviridae (Gallot-
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Lavallée et al., 2015). Blant annet har CeV 01B et G + C innhold pa ca. 20 % (Gallot-Lavallée
et al., 2015). Ved en typisk PCR-reaksjon har man ett polymeriseringssteg pa 72 °C etter
denatureringen av dobbeltraden og hybridiseringen av primerne. Ved denne temperaturen vil
termostabile polymeraser replikere DNAet (Gurr, 1991). Men om man bruker flankerende
primere, slik som med amplifisering av genene i denne oppgaven, er det ofte at disse har
veldig hayt A + T innhold, ofte over 90 % (Su et al., 1996) og man vil da kunne fa problemer
med & amplifisere genet, da temperaturen kan vere for hgy og DNAet kan smelte som vil
gjer at polymerasen ikke kan replikere DNAet (Su et al., 1996). Samtidig er det ofte slik at
store DNA fragmenter (> 5 kb) ogsa forventes a ha omrader med > 90 % A + T innhold. |
Su et al. 1996 viser de at ved a senke polymeringseringstemperaturen til 60 °C klarer man
likevel a amplifisere DNA med hgyt A + T innhold, og at denne temperaturen er anbefalt a

bruke om man har omrader med veldig hgyt A + T innhold (Su et al., 1996).

4.2 Nar i infeksjonssyklusen til PkV RF01 blir SDHA eventuelt uttrykt?

For & undersgke nar i infeksjonssyklusen til PkV RF01 SDHA blir uttrykt, var det planlagt a
utfgre ddPCR for kvantifisering av PCR produktet. Dette ble ikke utfert da det ikke kunne
bevises at sdhA genet ble transkribert. Om transkripsjonsforsgket hadde vart vellykket, skulle
ddPCR bli brukt for & bestemme ndr i infeksjonssyklusen genet ble transkribert og hvor mange
kopier av genet man hadde ved ulike tidspunkt under infeksjonen. Pa denne maten kunne man
sagt noe om nar genet var aktivt, om det var mer aktivt tidlig i infeksjonssyklusen, eller om
marke/lys hadde en innvirkning pa genets aktivitet. Da man vet at dette er et gen som inngar i
trikarboksylsyresyklusen og den oksidative fosforyleringen, kan man anta at dette er et gen som
vil bli uttrykt tidlig i infeksjonssyklusen. Disse prosessene er en viktig del av respirasjonen til
eukaryote organismer, og er prosesser som cellene vil holde i gang kontinuerlig, men nar virus
infiserer verten er det vanlig at verten gar i forsvarsmodus. Og dermed er det mulig at viruset
benytter dette genet og resten av komplekset for & gke eller opprettholde metabolismen til verten

gjennom infeksjonen (Blanc-Mathieu, ikke publisert).

Det ble gjennomfart en vellykket optimalisering av ddPCR, med spesifikke SDHA primere,
hvor det ble undersgkt hvilke primer konsentrasjoner og fortynninger av templat som ga best
resultat. Grafen (Figur 3.8) viser at primer konsentrasjoner og fortynninger gir veldig likt

resultat, men ved 1:1000 templatfortynning og 100 nM primer konsentasjon far man flest kopier
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(1148000 kopier/ul). Dette kan tyde pa at det er disse parameterne som bgr brukes nar ddPCR
skal benyttes for & undersgke nar i infeksjonssyklusen SDHA blir uttrykt.

4.3 Hva er den evolusjonistiske opprinnelsen til sdhA i PkV RF01?

Sdh komplekset finnes i alle levende organismer som bruker oksygen som en del av
celleandingen. Samtidig har studier blant annet vist at kompleks Il har en viktig rolle i den
anaerobe energimetabolismen til parasitter, hvor den fungerer som en quinol-fumarat reduktase
(Kita et al., 2002). sdhA genet funnet i PkV RFO1 vet man har blitt overfert fra andre
organismer, da dette er et gen som virus normalt ikke har. Samtidig kan man anta at dette er et
gen som viruset har plukket opp fra verten, og at det dermed kan ha opprinnelse fra eukaryote
organismer, noe som topptreffene pa BLAST sgket bekrefter. Av det fylogenetiske treet ser
man at PkV RFO1 danner en dyp forgreining i det eukaryote klusteret av sdhA gener, noe som
tyder pa at SDHA i PkV RF01 er nermest beslektet eukaryote organismer, men at det ikke
tilherer en kjent gruppe eukaryote organismer (Figur 3.21)

Tidlig i den eukaryote evolusjonen og raskt etter den endosymbiotiske organisering av
mitokondriet, ble mange mitokondrie gener overfart til nukleus (Adams et al., 2001). |
eukaryote organismer som har blitt beskrevet er SDHA ikke tilstede i mitokondrie (Lang et al.,
1999), noe som tyder pa at overfering til nukleus fant sted tidlig evolusjonen hos eukaryote
organismer. De andre subenhetene har i fa tilfeller blitt funnet i mitokondriet (Gray et al., 1998),
men for alle beskrevne dyr og sopp arter er de fire subenhetene plassert i nukleus (Boore, 1999;
Lang et al., 1999). Da alle genene i SDH kompleks Il har blitt funnet samlet i PkV RF01, kan
dette tyde pa at viruset har tatt opp dette genet far genoverfgringen til nukleus, noe som kan
tyde pa at det er tatt opp tidlig i evolusjonen muligens far den endosymbiotiske organiseringen

av mitokondriet.

4.4 Er det mulig a uttrykke utvalgte proteiner fra PkV RF01 i E. coli?

Det finnes mange systemer tilgjengelig for protein ekspresjon, og E. coli er den verten som har
blitt mest vanlig a bruke de siste arene, da den har mange fordeler (Sezonov et al., 2007). Ved
a bruke E. coli som vert har man mulighet til & lage kulturer som vokser raskt og gir hgyt utbytte
i et medium som er rimelig. Samtidig som man har tilgang pa et hgyt antall kloningsvektorer
og vertsstammer (Sivashanmugam et al., 2009). Tidligere har blant annet mcp genet fra

Emiliania huxleyi blitt klonet og uttrykt ved bruk av E. coli stammer (Liu et al., 2013).
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Ekspresjon og proteinstabilitet avhenger av valg av vektor, E. coli stamme og
dyrkningsparametere (McCormick et al., 2014). | dette eksperimentet ble det valgt E. coli
stammer som har vert mye brukt i proteinarbeid, hvor blant annet BL21(DE3) stammene er de
mest brukte for ekspresjon av protein (Gottesman, 1996; Grodberg and Dunn, 1988). Samtidig
ble det brukt et vektorsystem som benytter seg av T7 lac promotor og ampicillin resistens som

gir en stabil ekspresjon av rekombinert protein (McCormick et al., 2014).

For at malgenet skal bli plassert korrekt i vektoren, ble det designet primere med overheng.
Disse ble brukt til & amplifisere opp malgen og tilhgrende vektor far kloning. Amplifiseringen
av malgen og vektor ble vellykket, som da viser at primerne og overhenget pa disse var korrekt
designet (Figur 3.9 og 3.10). Som bekreftelse pa at malgenet var plassert korrekt i vektoren, og
at dette plasmidet var blitt korrekt overfart til E. coli NEB-5 alfa kompetente cellene ble det
utfart en koloni-PCR pa de utvalgte koloniene for hvert gen. Resultatet av koloni-PCR viste at
de valgte E. coli koloniene hadde det rette plasmidet (Figur 3.13 og 3.14). Deretter ble det
rensede plasmidet overfert til E. coli BL21-GOLD (DE3) celler, og disse koloniene ble
undersgkt ved koloni PCR. For fire av genene fikk man amplifisering ved de valgte koloniene,
som tyder pa at disse hadde det korrekte plasmidet. For den valgte kolonien til I-laktat
dehydrogenase (L-LDH) fikk man ingen band pa gelen, som tyder pa at det ikke har blitt
overfgrt det korrekte plasmidet til denne kolonien. Ved a studere LB-skalene (figur 3.15) ser
man at noen av koloniene ligger litt tett. Nar man skal velge kolonier er det viktig & velge sma,
isolerte kolonier for & sikre at man plukker bare av den ene kolonien og ikke av en klase av
kolonier. For a fa bedre distribusjon av kolonier kan man velge en isolert koloni og stryke denne
ut pa nytt eller velge en kortere inkuberingstid slik at man far mindre vekst pa skalen
(McCormick et al., 2014). | dette tilfellet med L-LDH er det stor sannsynlighet for at den
kolonien som ble valgt manglet det rette plasmidet, da det ble positivt resultat nar det ble plukket
ut seks nye kolonier. Som en ekstra sikkerhet for at rett plasmid har blitt overfart kunne man
gjennomfart Sanger sekvensering pa koloniene (Sanger et al., 1977).

Da det ble bekreftet at alle de fem proteinene hadde kolonier med det korrekte plasmidet, ble
det bestemt at ekspresjonsforsgk skulle utfgres for alle fem proteinene. Dette ble gjennomfort i
smaskala farst for a finne ut hvilke proteiner som var lgselige (diskuteres i avsnitt 4.5). Basert
pa resultatet fra SDS PAGE (Figur 3.16) ser det ut som alle fem proteinene har blitt uttrykt i E.
coli da man har fatt band med rett starrelse, og det ble valgt a jobbe videre med tre proteiner
(pol X, L-LDH og GCDH) basert pa lgseligheten til proteinene (se avsnitt 4.5). Pol X ble
vellykket renset hvor man fikk et hgyt utbytte (697 pg/ml ved 1 | kultur), noe som dermed
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bekrefter at dette proteinet har blitt uttrykt i E. coli. L-LDH og GCDH ble ikke vellykket renset,
noe det kan veere flere grunner til. Darlig ekspresjon av et protein kan ofte veere forarsaket av
protein toksisitet, inaktivt protein, ukontrollert basal ekspresjon, kodon bias og
inklusjonslegemer (Rosano and Ceccarelli, 2014). Samtidig som at faktorer som antibiotika og
IPTG konsentrasjoner, induseringstid og temperatur kan pavirke ekspresjonen av proteinet
(Graslund et al., 2008; Sivashanmugam et al., 2009).

Protein toksisitet er den viktigste grunnen til problemer med kloning og ekspresjon (Dumon-
Seignovert et al., 2004; Miroux and Walker, 1996) da proteinet kan ha en ungdvendig og
skadelig funksjon som pavirker vertens normale proliferasjon og homeostasen, som igjen vil
fare til lavere vekstrate og celletetthet (Doherty et al., 1993; Dong et al., 1995). For a kunne
utelukke protein toksisitet burde man ha inkludert en kontrollvektor uten proteinet, slik at man
kunne ha gjennomfart en sammenligning av vekst og ekspresjon av de to kulturene (Saida et
al., 2016). Proteinet kan vaere skadelig for verten bade for og etter indusering (Rosano and
Ceccarelli, 2014). Fer indusering vil man kunne oppdage toksisiteten ved at det blant annet ikke
dannes kolonier pa LB-skalene, man har fa positive kloner eller at malgenet ikke er satt inn rett
vei i vektoren. Samtidig far man en lav transformasjon effektivitet og vekstraten i kulturene er
lave (Doherty et al., 1993). Protein toksisitet kan gi en lav eller ingen ekspresjon samtidig som
ekspresjonen kan veere veldig varierende (Dong et al., 1995). Siden koloni-PCR viser at kloning
og transformasjon av disse to proteinene var vellykket, samtidig som man har godt vekst pa
LB-skalene, er det liten sannsynlighet for at det var problemer med toksisitet for verten pa dette
stadiet. Det er vanskelig & si om proteinene omtalt her er skadelig for verten etter indusering
eller ikke uten a gjore mer arbeid, som blant annet & inkludere en kontrollvektor og
kontrollkultur. Men det kan tyde pa at problemet med ekspresjonen av proteinene dukker opp
etter induseringen med IPTG. Hvis det er protein toksisitet som pavirker ekspresjonen kan man
bruke andre E. coli stammer som er tilpasset til skadelige proteiner, som for eksempel E. coli
C41(DE3) eller C43(DE3) (Miroux and Walker, 1996). En annen lgsning er a fjerne proteinet
fra cellen, og flytte det til periplasmaet eller mediumet ved a bruke et signal peptid (de Marco,
2009; Mergulhdo et al., 2005)

Proteiner kan ofte ha kodoner som ikke vanligvis blir brukt av verten, dette kan fare til at
proteiner kan vere vanskelig a uttrykke utenfor deres egne celler (Gustafsson et al., 2004).
Dette kan fare til kodon bias, som forekommer nar synonyme kodoner i det fremmede DNA er
signifikant forskjellig fra vertens (Rosano and Ceccarelli, 2014). Nar man har full syntese av

det rekombinante proteinet, er det vanlig at det blir mangel pa tRNA. Dette kan fare til
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manglende inkorporering av aminosyrer og at polypeptider blir kuttet, som igjen vil pavirke
ekspresjonen av proteinet (Gustafsson et al., 2004). For E. coli blir slike uvanlige kodoner
definert som kodoner brukt av E. coli ved en frekvens < 1 % (Kane, 1995). For & unnga kodon
bias slik at dette ikke pavirker ekspresjonen av proteinet, kan man enten foreta en kodon
optimalisering eller gke tilgangen til tRNA (Sgrensen and Mortensen, 2005). Malet med kodon
optimalisering er a modifisere kodonene som er uvanlige i verten slik at disse kan bli mer lik
de som verten bruker (Burgess-Brown et al., 2008), men det er viktig a ikke forandre aminosyre
sekvensen i denne prosessen (Menzella, 2011). Nar det blir produsert store mengder med
protein, vil ikke tilgjengeligheten av tRNA veare nok og dette kan ofte bli den begrensende
faktor (Pedersen, 1984). Mangel pa tRNA kan forarsake produksjon av uferdig produkt (Buchan
and Stansfield, 2007). For a ha tilgang pa nok tRNA finnes det flere plasmider som inneholder
kopier av tRNA gener som kan bli brukt for & forhindre dette, som blant annet stammen
BL21(DE3) codonPlus som har plasmidet pRIL.

Nar ekspresjonen av proteinet er lav sa kan utbytte gkes ved a endre noen parametere under
dyrkingen av E. coli. LB er det vanligste mediumet & bruke nar man dyrker E. coli fordi det er
enkelt & lage mediumet og det er rikt pd neeringsstoffer, samtidig som det gir optimal vekst
(Rosano and Ceccarelli, 2014). Om man far problemer med celleveksten ved bruk av LB
medium kan man gke mengden av pepton eller gjerekstrakt, og man kan supplere med kationer
som MgSO4 som vil resultere i hgyere cellevekst (Studier, 2005). Hvis LB medium ikke gir
tilfredsstillende utbytte kan man vurdere & bruke medium som blant annet 2YT, TB eller SB,
som inneholder stgrre mengder med nearingsstoffer som vil gi hagyere celletetthet (Atlas, 2004;
Studier, 2005). | Studier, 2005 presenteres konseptet autoinduseringsmedium, som bestar av
glukose, laktose og glyserol (Studier, 2005). Her brukes glukose som karbonkilden og som
brytes ned under vekst slik at laktosen ikke blir tatt opp for det er mangel pa glukose. Nar
laktose og glyserol blir tatt opp, vil laktose fungere som en induser for lac operon (Studier,
2005). P& denne maten er det ikke ngdvendig a overvake kulturen og man kan unnga a tilsette
IPTG eller andre indusere ved feil tidspunkt (Studier, 2005).

Da det kan se ut som at det ble dannet band med rett starrelse ved SDS PAGE analysen for alle
proteinene som ble forsgkt uttrykt i E. coli, kan dette tyde pa at alle proteinene kan uttrykkes i
E. coli. For & veere sikker pa at dette stemmer, bgr man klare a rense proteinet, og da dette bare
ble vellykket for pol X kan man ikke vere sikker for de fire andre proteinene. For a kunne si
noe om ekspresjonen av disse proteinene bgr man pregve a gjere ekspresjonsforsgk hvor man

tar hensyn til faktorene nevnt ovenfor.
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4.5 Er de uttrykte virus proteinene lgselige?

For & kunne bestemme om proteinene var lgselige, ble det laget til to forskjellige prever som
ble undersgkt ved SDS PAGE, en metode som separerer protein basert pa molekylvekt. Den
ene prgven inneholdt alle proteinene (tatt direkte fra lysatet), mens den andre ble sentrifugert
og dermed inneholder supernatanten bare de lgselige proteinene, mens pellet inneholder resten
av cellene, membraner og inklusjonslegemer (Duong-Ly and Gabelli, 2014). Ved a fa band med
korrekt starrelse i begge prevene kunne man bekrefte at man har protein i preven, og om disse
var lgselige. Av resultatet ser man at for alle proteinene har det blitt dannet et band med rett
starrelse basert pa den predikerte molekylvekten. Dette kan bety at alle proteinene har blitt
uttrykt. For noen av proteinene var det vanskelig & skille om bandet var fra det induserte
proteinet eller fra et protein tilhgrende E. coli da det ser ut som de kan ha lik starrelse rundt ca.
50 kDa. Dette gjelder tre proteiner; GCDH, GDH og L-LDH. Hvis man studerer bandene til
proteinene som harer til E. coli ser man i praven til PDH og pol X at det har blitt dannet et band
med molekylvekt rundt 50 kDa, men disse bandene tilhgrer ikke PDH og pol X da de har en
annen molekylvekt. Dette kan tyde pa at et protein som tilhgrer E. coli har ssmme starrelse som
noen av induserte proteinene. Dette gjer det vanskelig & vite hvilket protein bandet tilhgrer.
Samtidig ser man at bandene i prgvene til de tre proteinene er mye starre enn de som er i prgvene
til PDH og pol X. Basert pa denne starrelsesforskjellen, og dermed forskijell i ekspresjon kan
dette tyde pa at det proteinet som har blitt uttrykt i prevene til GCDH, GDH og L-LDH ikke er
et protein tilhgrende E. coli, men de induserte proteinene da man forventer en hgyere ekspresjon
av disse. For disse tre proteinene har man et band med korrekt starrelse bade i den totale og den
lgselige praven. Bandene i den totale praven er mye starre enn for de i den lgselige preven, noe
som kan tyde pa at de bare delvis er lgselige. For pol X blir det dannet band bade i den totale
praven og den lgselige praven, og disse er ikke tilstede i noen av prevene til de andre proteinene,
som dermed tyder pd at dette tilhgrer pol X fra PkV RFO1. For PDH har man et band i den totale
prgven, men som er veldig svakt synlig i den lgselige praven. Dette kan bety at dette proteinet
ikke er lgselig, eller at det ikke har blitt produsert store mengder av det lgselige proteinet
grunnet faktorer nevnt nedenfor. Basert pa disse resultatene ble det bestemt at pol X, GCDH og
L-LDH skulles forsgkes a renses da resultatet tydet pa at disse var stgrst sjanse for at var
lzselige. Rensingen av pol X ble vellykket, mens GCDH og L-LDH ikke ble vellykket, noe som
tydet pa at de ikke var lgselige.

Laseligheten til et protein pavirkes av aminosyresammensetningen og hvilke polare og ikke-

polare grupper som finnes i aminosyrene. Samtidig blir lgseligheten til protein pavirket av
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miljgfaktorer som pH, ionestyrke, buffer, temperatur og hvordan prgvene blir behandlet (Zayas,
1997). Disse faktorene kan fare til ustabile proteiner og aggregering (Hartley and Kane, 1988),
som igjen kan fore til at proteinet ikke er Igselig. Under ekspresjon er det flere faktorer som kan
pavirke lgseligheten til proteiner. Ved a senke produksjonshastigheten til proteiner, vil
transkriberte proteiner fa tid til & folde seg riktig og man far mindre aggregering av proteiner
(Graslund et al., 2008). Dette kan gjeres ved & senke inkuberingstemperaturen og IPTG
konsentrasjonen (Zayas, 1997). Hvis man har problemer med inklusjonslegemer viser flere
studier at ved & senke inkuberingstemperaturen til mellom 15-25 °C vil dette gi en bedre
produksjon av lgselige proteiner (Liu et al., 2013; Vera et al., 2007). Det er vanlig & bruke IPTG
konsentrasjoner mellom 0,05-2 mM, men studier viser at en lavere IPTG konsentrasjon (rundt
0,1 mM) vil gi en mer korrekt folding av proteinet (Picaud et al., 2007; Terpe, 2006). Nar disse
faktorene endres, er det viktig & huske pa at celleveksten er lavere, og at man dermed trenger
en lenger induseringstid. I Liu et al, 2013 beskriver de hvordan mcp genet til E. huxleyi virus
blir uttrykt i E. coli. Her hadde de problemer med at mesteparten av proteiner var ulgselige,
men ved a optimalisere ekspresjonsforholdene klarte de & gke produksjonen av lgselige
proteiner. Ved & indusere proteinet med 0,3 mM IPTG ved 20 °C i 8 timer oppnadde de den
hgyeste produksjonen av lgselig protein (Liu et al., 2013). Som nevnt tidligere ble IPTG
konsentrasjon, induseringstid og medium endret for a se om dette ville pavirke ekspresjon og
lgselighet for proteinene uten a se en betydelig forskjell. Temperaturen som ble brukt var 37 °C
frem til indusering, og temperaturen ble da senket til 30 °C. Basert pa nevnte studier, bgr man

prave a uttrykke proteinene ved lavere temperaturer for a se om dette vil utgjare en forskijell.

En viktig faktor for at protein skal vere lgselige er pH til buffer. Graden av lgseligheten baserer
seg pa elektrostatiske og hydrofobe interaksjoner mellom proteinmolekylene. Lgseligheten
gker hvis den elektrostatisk avstgtningen mellom molekylene er hgyere enn de hydrofobe
interaksjonene (Kinsella and Melachouris, 1976). Det er flere faktorer i bufferlgsningen som
kan ha en innvirkning pa lgseligheten til proteinene. For at proteiner skal vare lgselige bar ikke
Igsningene ha en pH som tilsvarer proteinets pl. Ved det isoelektriske punktet, vil proteiner ha
en nettoladning lik null, og da vil molekyler ha en tendens til a ville binde seg sammen som
resulterer i ulgselige proteiner (Zayas, 1997). For a fa hayest mulig ekspresjon av proteiner som
er lgselige bar pH vare lavere enn pl. Da vil det bare vare positive og ngytrale grupper som
ikke vil kunne binde seg til hverandre. Siden proteinene er HIS-merkede for rensing, er dette
ogsa viktig 4 ta i betraktning nar man velger pH. pKa (syrekonstanten) til hisitidin er 6,5, noe

som gjer at pH til buffer ber vare hgyere enn 6,5 for a ikke ha en innvirkning pa hisitidin
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affiniteten under rensing (Bornhorst and Falke, 2000). Hvis det er mulig er det vanlig a velge
en pH som ligger rundt 7,5, da dette er nzerme de fysiologiske forholdene til cellen. Under
ekspresjon og rensing av proteinene i denne oppgaven ble det valgt pH til buffer basert pa pl il
hvert protein. For alle proteinene utenom GDH, ble det valgt en pH pa 7,5. For GDH er pl 7,98
og en buffer med pH 7,5 ville da vaere for nart pl til proteinet, og kunne ha pavirket lgseligheten.
Dermed ble det bestemt a lage en lysisbuffer med pH 6 for GDH. Det er viktig a tilsette NaCl
til bufferen for & holde proteinet lgselig og for a etterligne fysiologiske forhold i cellen. NaCl
er med pa a redusere uspesifikke hydrofobe protein interaksjoner (Bornhorst and Falke, 2000).
Det er anbefalt & bruke en konsentrasjon mellom 300-500 mM (Graslund et al., 2008). | denne
oppgaven ble det brukt en gkende konsentrasjon av salt under rensingen for & forhindre
uspesifikke bindinger mellom proteiner og affinitetskolonnen. | lysisbuffer og lagringsbuffer
ble det tilsatt glyserol, da dette holder proteinet stabilt. Protein aggregering vil bli hemmet,
samtidig som at proteinet vil fa en mer kompakt tilstand ved tilsetning av glyserol (Vagenende
et al., 2009).

For & oppna den aktive tredimensjonale konformasjonen er dannelsen av disulfidbindinger
avgjerende for mange rekombinante proteiner. Om disse ikke dannes riktig kan dette fore til at
proteinet ikke folder seg rett eller at det dannes inklusjonslegemer. | E. coli blir
disulfidbindingene dannet i periplasmaet, noe som pavirker produksjonen av rekombinante
proteiner med disulfidbindinger, da disse ofte blir uttrykt i cytoplasma (Derman et al., 1993).
For at disulfidbindinger skal dannes, kan man overfare proteinet til periplasmaet eller man kan
bruke stammer av E. coli hvor disulfidbindinger dannes i cytoplasmaet (Bessette et al., 1999;
Derman et al., 1993).

Det er vanskelig & si noe om hvorfor ikke alle proteinene i denne oppgaven kunne renses, men
som nevnt tidligere tyder det pa at proteinene har blitt uttrykt i E. coli, og at det dermed er
Igseligheten til proteinene som er problemet. Grafen som viser renseforlgpet til L-LDH og
GCDH detekterer en liten mengde HIS-merkede proteiner, men det dannes ikke band ved SDS
PAGE analysen. En grunn til dette kan veere lav ekspresjon av proteinet, og at det dermed ikke
er nok lgselig protein i prgven til & gi et positivt resultat. Grunnen til dette kan vaere at proteinene
bare er delvis lgselige, blant annet hvis det dannes inklusjonslegemer eller hvis noen av de andre
faktorene nevnt har en innvirkning pa ekspresjonen av de lgselige proteinene. For & kunne si
noe om hvorvidt disse har en innvirkning pa proteinet ma det gjgres mer arbeid pa disse
proteinene. Hvis noen av proteinene er membranbundne vil dette kunne pavirke ekspresjonen

av proteinene da det kan vaere vanskelig a uttrykke slike proteiner. Noen av proteinene ble ikke
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forsgkt renset selv om det kunne tyde pa at de var lgselige, da man matte gjare et valg pa grunn
av tiden til radighet. Pol X var det eneste proteinet som vellykket ble uttrykt og renset, men selv
om man har klart & uttrykke proteinet, betyr ikke dette at proteinet er aktivt. Proteinet kan ha en
ufullstendig folding, hvor proteinet vil kunne veere i en stabil lgselig form, samtidig som det
aktive setet fortsatt er uegnet for aktivitet. Derfor ma proteinet karakteriseres og undersgkes

neermere.

4.6 Hva er den evolusjonistiske opprinnelsen til DNA polymerase X i PkV RF01?

DNA polymerase X i PkV RF01 danner en gren med hgy bootstrappingverdi i klusteret av virus
og bakterier (Figur 3.22), som viser at man kan stole pa plasseringen av genet i dette klusteret.
Basert pa plasseringen av genet i det fylogenetiske treet laget i denne oppgaven ser det ut til at
pol X i PkV RF01 kan veere nermest beslektet til andre virus og bakterier, og neermest til AaV.
Man vet at mange virale gener har en opprinnelse fra eukaryote organismer, men samtidig
finnes det virusgener som har en opprinnelse fra prokaryote organismer. Blant annet vet man at
MutS7 genet som har blitt beskrevet i Mimiviridae, sannsynligvis har en opprinnelse fra Epsilon
proteobakterier (Arcobacter og Sulfurospirillum) (Claverie and Abergel, 2018). Basert pa det
fylogenetiske treet til pol X, og at kluster 11 bestar av blant annet bakterier er det en mulighet

for at pol X i PkV RFO1 kan ha en opprinnelse fra prokaryote organismer.

Basert pd sammenligninger gjort med Clustal Omega, hvor sekvensen til pol X ble
sammenlignet med DNA ligase sekvenser fra E. coli og mimivirus (WP_001413640.1 og
Q5UPZ0.1) ser det ut som genet kan ha en ligase funksjon i tillegg til polymerase funksjonen.
Dette har tidligere veert beskrevet i Ferndndez-Garcia et al., 2017, hvor de har beskrevet to gener
som tilhgrer virus i NCLDV gruppen som har et DNA ligase gen festet til C-terminalen av det
PolX kodede omradet. De fleste virusene i NCLDV er i liten grad avhengig av vertens
replikasjon- og transkripsjonssystemer for a gjennomfare deres egen replikasjon (Van Etten,
2003). Dette er fordi disse virusene har flere konserverte gener, som DNA polymeraser,
helikaser og primaser, som er essensielle for virus replikasjon. Disse genene har mest

sannsynlig blitt ervervet fra forskjellige celluleere organismer (Yutin and Koonin, 2012).
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5 Konklusjon og videre arbeid

| denne oppgaven var ett av malene & kunne bevise at sdhA genet i PkV RFO1 blir transkribert
under infeksjon av He028. Dette ble ikke vellykket, da man ikke klarte a fjerne alt av DNA fra
det isolerte mMRNAet ved DNase | behandlingen. Ved a bytte kit og legge til et ekstra DNase |
trinn har man i senere tid klart & isolere DNA fritt mRNA, og bevise at sdhA genet blir
transkribert under infeksjon. Da det ikke ble bevist i denne oppgaven at sdhA genet blir
transkribert under infeksjon, ble det ikke gjennomfart ddPCR for a kvantifisere PCR produkt.
Fylogenetiske analyser viser at sdhA genet har en opprinnelse fra eukaryote organismer, men
at det ikke tilhgrer en kjent gruppe av eukaryote organismer. Det tyder pa at hele kompleks Il
har blitt tatt opp av PkV RFOL1 tidlig i evolusjonen av eukaryote organismer. Veien videre vil
bli & undersgke nar dette genet blir uttrykt i infeksjonssyklusen ved hjelp av ddPCR, og
eventuelt hvilken funksjon dette har hos PkV RF01. Samtidig er det av stor interesse a gjore
arbeid pa de andre subenhetene (SDHB, SDHC og SDHD) for & finne ut om hele SDH kompleks
I blir transkribert under infeksjon, og hva funksjonen til kompleks Il er i PkVV RF01. Basert pa
hvilken funksjon dette komplekset har i eukaryote organismer, kan man anta at viruset eventuelt
bruker det for & gke eller opprettholde vertsmetabolismen under infeksjon.

Det ble forsgkt & klone, uttrykke og rense fem auksilizere metabolske virusproteiner som kan
ha potensiale innen bioprospektering. Basert pa resultatet etter ekspresjon, tyder det pa at alle
fem proteinene har blitt uttrykt i E. coli, da man ved SDS PAGE analyse fikk band med korrekt
starrelse for alle de fem proteinene. Av disse ble proteinene L-LDH, GCDH og pol X forsgkt
renset, hvor L-LDH og GCDH ikke ble vellykket, mest sannsynlig fordi de bare er delvis
lzselige. DNA polymerase X ble vellykket renset og sendt til Tromsg for karakterisering. Dette
er et enzym som er viktig i forbindelse med DNA reparasjon i virus, og kan ha stort potensial
innen bioprospektering da det er mulighet for at det kan benyttes innen molekylzrbiologien.
Bioinformatiske analyser viser at pol X i PkV RFO1 kan ha en opprinnelse fra prokaryote
organismer da narmest beslektede er bakterier og virus. Veien videre bgr vaere a forsgke pa
nytt & uttrykke og rense, deretter eventuelt karakterisere de fire proteinene som ikke ble
vellykket. Da flere av de ikke har blitt beskrevet i virus tidligere, er det av stor interesse a finne
ut hvilken funksjon disse har i PkV RFO1.

Viruser i gruppen NCLDV har store genomer og dermed mye genetisk materiale som gjar de
attraktive for marin bioprospektering. Det er fortsatt mye arbeid som gjenstar far man har full
forstaelse for funksjonene til alle genene i PkV RF01, da 70-80 % av genene fortsatt er definert

som hypotetiske gener.
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7 Vedlegg A: Resultat

A.1 Transkripsjonsforsgk

200 bp
100 bp

Figur 7.1: mRNA kontroll
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A.2 Rensing av glutaryl-CoA dehydrogenase
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Figur 7.2: Diagrammet viser elueringsprofilen for rensing av Gl CoA pa IMAC kolonnen. X-
aksen viser tiden i minutter. Tallene med runding rundt (langs x-aksen) viser fraksjoner, og
hver fraksjon var pa 1,5 ml. Venstre y-akse (bld) viser UV absorbans (A.U.), og hgyre y-akse
(red) viser konduktivitet (mS/cm).
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Figur 7.3: SDS-PAG-analyse av prgver ved rensingen av rekombinant Gl CoA. Brgnn 1:
SDS-PAGE Precision plus protein standards, 10-250 kDa (BIO RAD). Brgnn 2: lysat gcdh
(total). Brenn 3: lysat gcdh filtrert (Igselig). Brann 4: Fraksjon 4. Brgnn 5: Fraksjon 5. Brgnn
6: Fraksjon 8. Brgnn 7: Fraksjon 18. Brgnn 8: Fraksjon 19. Brgnn 9: Fraksjon 20. Brgnn 10:
Fraksjon 21. Brgnn 11: Fraksjon 22. Brenn 12: Fraksjon 23.
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A.3 Rensing av DNA polymerase X — smaskala

1.9

189 Fa50
1.7 i
1 ‘ﬁé 400
1.5
1.4 [
15 L350
1.2 i
1.13 300
1.0 i
0‘9_5 fz%lcm
WU 0.8 r

0.7 F200
0.67 i

0.5
Mé
0.3
0.2
0.1
0.0
-0.14

-0.23 !
0 5 10 15 20 25 30

Time [minutes]

Figur 7.4: Diagrammet viser elueringsprofilen for rensing av DNA polymerase X pa IMAC
kolonnen. X-aksen viser tiden i minutter. Tallene med runding rundt (langs x-aksen) viser
fraksjoner, og hver fraksjon var pa 1,5 ml. Venstre y-akse (bld) viser UV absorbans (A.U.), og
hayre y-akse (rad) viser konduktivitet (mS/cm).
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Figur 7.5: SDS-PAG-analyse av prgver ved rensingen av rekombinant DNA polymerase X.
Bronn 1: SDS-PAGE Precision plus protein standards, 10-250 kDa (BIO RAD). Brgnn 2:
lysat pol x ufiltrert (ulgselig). Brenn 3: lysat pol x filtrert (Igselig). Brgnn 4: Fraksjon 2.
Brenn 5: Fraksjon 3. Brgnn 6: Fraksjon 4. Brgnn 7: Fraksjon 5. Brgnn 8: Fraksjon 8-15 pl
tilsatt brgnn. Brgnn 9: Fraksjon 8-30 pl tilsatt brenn. Brgnn 10: Fraksjon 9-15 pl tilsatt
brgnn. Bregnn 11: Fraksjon 9-30 pl tilsatt brann.

89



8 Vedlegg B: Lasninger

B.1 IMR/2 medium i 1L sjgvann

IMR/2- Innhold Stamlgsning Tilsetning til 1L 70 %
medium SW
KH2PO4 0,68 g / 100 ml | 0,5 ml
MQ
KNO3 5¢g/100mIMQ |0,5ml
Spormetall | Na2EDTA (3 g) 0,5ml
lgsning NaFeEDTA (800 mg)
MnSO4 7H20 (410 mg)
ZnS0O4 7H20 (125 mg)
Na:MoO4 2H,0 (65 mQ)
MilliQ-vann (500 ml)
CuSO4/CoClI2-lgsning (0,5 ml)
- CuSO45H0 (0,4 g)
- CoCls 6H20 (0,4 g)
- MilliQ-vann (100 ml)
Vitamin Thiamin (50 mg) 0,5ml
lgsning Biotin (0,5 mg)
B12-1gsning (0,5 ml)
- 100 mg B12/100ml
MilliQ
MilliQ-vann (500 ml)
Selen 0,25 ml
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B.2 SM buffer
0,1 M NaCl

8 mM MgS047H0

50 mM Tris-HCI (pH 8)

0,005 % Glyserin

Fordeles pa 100 ml flasker og autoklaveres.

B.30,5M EDTA
186,1 g disodium

800 ml dH20

EDTA (Na,EDTA)

Juster pH til 8,0 med NaOH (~50 ml NaOH)

Tilsett sdH20 til 1 | og autoklaver

B.4 LA medium med ampicillin (200 mg/ml) og LB medium

LA medium: Tilsetning til 500 ml

LB medium: Tilsetning til 1 I

MilliQ vann (til skaler) MilliQ vann
Trypton 50 10 g
NacCl 5¢g 10 g
Gjeerekstrakt 2,59 50
Agar 109 N/A
Ampicillin 500 pl N/A

Autoklaveres i 20 minutter ved 121 °C. LA medium overfares til skaler, som oppbevares ved 4

°C. LB medium oppbevares enten ved romtemperatur eller ved 4 °C.
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9 Vedlegg C: protokoller og metoder

C.1 Instrumentinnstillinger og formel — Flowcytometer

Tabell 9.1: Innstillinger for telling av virus og bakterier

Virus/bakterier @ FSC SSC FL1 FL2 FL3 Terskelverdi Hovedplot

Spenning E02 620 530 500 700 @ 20,FL1-H FL1 vs SSC
FL1vs FL3
SSC histogram

60 s @ 50 pl/min

Tabell 9.2: Innstillinger for telling av algen

Alger FSC SSC FL1 FL2 FL3 Terskelverdi Hovedplot
Spenning EO1 300 400 500 300 @52,FL3-H FL1 vs SSC
FL2 vs FL1
FL1 histogram
60 s @ 100 pl/min

Resultatet fra tellingen pa FCM ble manuelt sortert i et regneark | Excel, deretter ble antall telte

partikler omgjort til konsentrasjonen av partikler per ml:

antall telte partikler x fortynning x 1000

strgmingshastighet x tid

Disse innstillingene og formelen er en del av protokollen av Elzbieta Petelenz-Kurdziel for
FCM ved Universitet i Bergen 2016.
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C.2 ZYMO DNA clean and concentrator™-10 kit

Protokoll med noen endringer gjort ved avdeling for mikrobiologi (UiB).

1. Tilsett 2-5 volum av ChIP DNA bindende buffer til hvert volum av DNA prave (200 pl
DNA bindende buffer : 100 pul DNA prave).

Fordel Igsningen pa to Zymo-Spin ™ IC-XL kolonne med ett oppsamlingsrar.
Sentrifuger ved 13000 g i 1 minutt, og kast avfallet.

Tilsett 200 pl DNA vaske buffer til kolonnen. Sentrifuger ved 13000 g i 1 minutt.
Gjenta steg 4.

Sentrifuger prgven ved 13 000 g i 1 minutt.

Overfgr kolonnen til et 1,5 ml Eppendorf rar.

© N o o B~ D

Eluer med 10 pl forvarmet Tris buffer (10mM), og inkuber i 1 minutt ved
romtemperatur. Sentrifuger preven ved 13 000 g i 30 sekund.

9. Gjenta steg 8.

C.3 Qubit 2.0 Fluorometer

Standards from kit

m—]m Ensure all reagents are ‘ m m

U at room temperature | |

10 uL\’ \l 10 pL

T 190 pL U ‘g

Final Qubit® tube volume is 200 pL

1 xnplL*

199 x n pL* User Samples

Qubit® 180-199 pL
Working solution

120 pL\ 120 b\, 1-20 L\

* where n = number of Standards plus number of Samples U U E

Final Qubit® volume tube is 200 pL

Figur 9.1: Viser hvordan man lager til standard og praver for avlesning pa Qubit 2.0
fluorometer.

Alle prgvene ble blandet godt og inkubert i 2 minutter ved romtemperatur. Instrumentet ble
kalibrert ved a lese av standardene, og deretter ble prgvene lest av.
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C.4 Verifisering av transkripsjon og nedbryting av DNA

Tabell 9.3: PCR-reaksjonsmiks for amplifisering av SDHA

Amplifisert gen

Innhold i reaksjonsmiks

Mengde (ul) per reaksjon

HStag master mix 10
sdH.0 6
mcp 10 puM forward primer 1
10 UM reverse primer 1
Templat 2
Totalt 20

Tabell 9.4: PCR-program med gradient for amplifisering av SDHA

Steg i PCR Temperatur (°C) Tid Antall sykluser
Denaturering 94 5 minutter 1

94 30 sekunder
Hybridisering 59 30 sekunder 35
Polymerisering 72 30 sekunder

72 12 minutter 1
Hold 4 o

C.5 Blood and Cell culture DNA mini Kit (QIAGEN)
1. Ekvilibrier en QIAGEN genomic tip med 1 ml buffer QBT, og la bufferen renne

N o g bk~ ow

gjennom

Bland preven ved vortexing for 10 sekunder, og tilsett preaven til kolonnen og la det

renne gjennom.

Vask kolonnen med 3 x 1 ml buffer QC.
Plassert kolonnen i et nytt rer og eluer med 2 x 1 ml buffer QC.

Fell ut DNAet ved a tilsette 1,4 ml romtemperert isopropanol til det eluerte DNAet.

Bland og sentrifuger ved 5000 x g i 15 minutter og fjern supernatanten.

Vask DNAet med 1 ml kald 70 % etanol, og sentrifuger ved 5000 x g i 10 minutter.

Fjern supernatanten og resuspender med 2 ml TE buffer.
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C.6 Monarch Plasmid miniprep kit

1.

Falconrgret med kultur ble sentrifugert i 3 minutter ved 5000 x g og supernatanten ble
fjernet.

200 pl plasmid resuspension buffer (B1) ble tilsatt, og blandet godt slik at cellene er
fullstendig resuspendert.

200 pl plasmid lysis buffer (B2) ble tilsatt, raret ble vendt 5-6 ganger far det ble inkubert
ved romtemperatur i 1 minutt.

400 pl neutralization buffer (B3) ble tilsatt og raret ble vendt forsiktig frem til all veeske
ble gul (ngytralisert). Inkubering i 2 minutter.

Lysatet ble sentrifugert i 3 minutter ved 5000 x g.

Supernatanten ble overfart til en kolonne og sentrifugert i 1 min ved 5000 x g. Kast
avfallet.

200 pl plasmid wash buffer 1 ble tilsatt og raret ble sentrifugert i 1 minutt ved 5000 x
g.

400 pl av wash buffer 2 ble tilsatt og reret ble sentrifugert i 1 minutt ved 5000 x g.
Kolonnen ble overfart til et nytt 1 ml eppendorf rar, og tilsatt 30 pl elueringsbuffer.
Deretter ble rgret inkubert i 1 minutt og sentrifugert i 1 minutt ved 5000 x g.
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10 Vedlegg D: Sekvenser

D.1 L-laktat dehydrogenase (L-LDH)
atgtatcaaaaaatgattagacctgtatttaattatttacccaatcaaagattagctaatgcttataatgtaatggatataagaaaatgtgctca
acaaagagcacataaaatggtgtttgattatattgattctggagcagatgatgaattagctttacaatgggcaaatgacgcttataataaaa
aatcttttagttataaagttttatctggagtttctccaccaattgatttaaataattctgtcggtaacattaaatttggacttcctttttttaattgtce
aactgctggtaatagaatgtttcatagcgaaggagaattagcagtagctaaaacagctgaaaaatttaagactatgtatagtatatcttcatt
atgtacaaccaaattagataaaataaaacaagttcataatggtcccaaagtatttcaactttacgtttggaaagatagacatttattaaaagat
gttatacaattagctaaagaaaacaattataatatcttagctttaactgcagattttacctggtatggtaatcgagaaagagataaaaaaaat
ggattcacaattcctcegtcatattcaatgaatcaagtaattgaagctttaaaaaagccagcettggacattagattatttgatgaatcctaatt
ataactatgcttgtcttaaacaggatgctccagctgaaagtttagcacacttcgttaatagtcaaatctgtcctgaatttaattggaaagatgc
tgaatgggtactaggtgaatggaatcatggtcctactgctttgaaaggtgtcgttagaactgatgatgctaaaatggcaattgaaactggtt
ttgatattatttggatttctaaccatggtggccgtcaactggaaacttcaatagctccattcgaggceattacagaaaattaaacctcatattgg
aaatacaccaattatattagatggaggagttagaaggggaatagatatagtaaaagcaataagtttaggggcagatgctgctggaattgg
aaaaccttacttatatggtttggctgctggaggacaaaatggtgttgaaagagtatatgaaattttaatagatgagattcaaagagctatgg
gtttattgggagtttcatccatagctgaattgaaaaagaatggtcatttattggtaaattag

D.2 Prolin dehydrogenase (PDH)

atgttgagatacattggtggatcaaatataaatcaagttctttcaagaagtagaaatatattgaataatcgaaagattccagttattaactatat
aaaagaaaacagtgatattttaaataaaacagattataatagtgttgaacaagaatataatcaaatcattcctttactggataatcaatttaga
gttgctttaaaattatcatctttaaattttaattatatttcttgttcagacttaatttcaaatttgacatcaaaaggaattcaaattatgattgatgca
gaaaatagtcaaaataatcaaaagtatcaagaaattactaattggttaataaatgattttaataaagataaagttaatatatttaaaacttatca
aatgtatcgtaaagatagcttgttaaatttagaaaatgatattaaaatcaatcaagaacttggtaattatttaggtgttaaattggtaagaggtg
cttattggaatcaagaaaaagataatctagaattatttacaaataaatatgatactgatatgaattacaatcgagctattttaattctttatgaaa
aagaaataaaatcgattttagccactcataatcatgaatctattaatttaggattaattttaaatgataaaataaatgataattctaaacaatttg
aatttgctcacctattaggaatgaatgtaaataaatatgaatcaattaaagataaatataaagttaatgtctaccttccttatggtccatacaag

catatgatgccttatttgatacgaagattatatgaaaacatagatacagtaaaatatatgtttatttaa

D.3 Glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH)
atgattagagcaatttttaataaaaataaaattaatcatccattttataaattatatctacaacctagtaaatatattagaaaatttagtaattgga
aagatccattaaatctagagattgatcttaccgaagaagaaaaattagtaaaaaatactactaaatctttttgtgaaaaagaattaatgccca

gaattatatcagacacaagaaatgaatattttaataaagaaataatcaaaaaaataggtgatttaggattatttgaaattactttaagcaggg
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aaaattatgtttcatacggattaatatgcagagagatagaacgaattgatagttcatttagatctgcatttagcgtacaatcatcattggtaatt
tatccaattaatctctatgggtccaaataccaacgagaaaagtatcttaatgacttaatcaatggaactaaaattggttgctttggtttaacag
aaccaaatcatggttcggatccctcttcaatggagactaaagctaaattaaaagatgattattatattttaaacggtagcaaatcttggattac
taattctccgatagctgatatttttttagtttgggctaaagatgttgattcaaataagattagaggatttatattagacagagattttgaaggttta
agcacaccaaaaataaatggtaagtatgctttaaaagcttcagagacaggatatataattttagaagatgtaaaagttccattaaagaattg
tctcccaaatattgaaggattaaaaggtccttttagttgtttaaacaaagcaagatatggaatatcttggggagceattaggagetgcagaat
tttgttttgaattagtaagagattatactttaagtagacaacaatttggaaaaccattagcttcaaatcaattaattcaaaaaaaattagcagat
atgcaaatcgatatagctttaggattaaattcatgtttaaaagtaggtagtttaataaaaaagggtttagatgataattcaatgatatctatactt
aaaaaaaactcttgtgaaaaatctataaatatttgtcgtaactctagagatattttaggtgctaatggtatctcagatgaatatcatgttattag
acatttaaataatttagaagcagttaacacatatgagggaacaagtgatattcattcattaattattggcaagtcaattactaatattagtgcat
tttaa

D.4 Glutamat dehydrogenase (GDH)

atgtcaaaaataactg atttaattaaaaatcaaattgataaagcatcacaattatccaaaattaatccatcggtttatg aaatcttaattaagcc
aaaacataaattagaaataaattttccagtcaaaataaatgataaaattgaagtatttactggtttcagagttcaacataatgatatacttgga
ccatttaaaggaggattaagatttcatccctcagtatctatcgacgagtgtaatgttttatctcaatggatgacttacaaatgtgctcttcaag
atttaccctttggaggtggtaaaggaggattatctattgataaatcaaaatatacacctgaacaaatagaagaaattagtagaaaattttgca
aatcactatataattatattggaaataacaaagatattccagctcctgatctaggaactaattctcaaatcatggattggatgatggacgaat
ataatcgaatgagtggaaaagaagctataacatcaaatatgaaaagtatttttactggaaaatcaactatttgtggaggtatagagggacg
tgaagaagctactggaagaggtatagctataattattaaagagtgggctataaataataatattgatttaaaaggtcaaaattatattgtcca
aggttttggaaacgttggatcttttactgctgaaatattatcttcttatggaatgaatttgataggggttggtgaccatactggttactattatttt
aatgaaggttttaatgtttataagttaaaaaaacatgttagtcaaaaaggaagtttaaaagagtattctactggtgagaatatttctaaagaag
aattctttaaaattgaatgtgatattataattccagcagcattagaattacaaatcaatgaattagaagctaaaaatataaaaactaaattaata
gttgaagctgctaacggaccaatatctttagaagctgaaaaaattttattagaaaatggaattgaaattatacctgatatattagctaattcgg
gaggagtagtagtaagttattatgaatggttacaaaataaaagagatgagattatggaatataaagatgttatttataatctagataaaaaaa
tgaaaaaagcattttataaagtgctaaatttatcaaataaatacaaatgtacacttagagaagccagttatatttattctctaaagaaaataga

agaagtatacttaagaagaggattt taa

D.5 Succinate dehydrogenase A (SDHA)
atgaaaatttttacaagaaaaatttcacaaaaaattatagaacacacatatgatgcaatagtaataggtgctggtggtgctggtttgaggge
cactatgggtttagctgaaaaaaattataaagttgcttgtatttcaaaattatttccaactcggtctcatactgtagctgctcaaggaggaatce

aatgctgctctggggaatatgacacctgatgattggaaatggcatttttatgatactgttaaaggaagtgattggttaggtgatcaagatgct
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attcattatatgtgccgagaagctcctaaagtcgtgactgaattagaaaattatggtttacccttttctagaactgaagatggaaaaatttate
aaagagcttttggtggtcagtctttggaatatggaaaaggaggacaagcttatcgaacagectgtgcagcagatagaactggacacgc
aatgctccatactttatatggaaattcattaaaatttaaagctgatttttatattgaatattttgctttagatttattatttaatcatgatagatcggct
tgtattggagctttagcttataacatggaagatggttgttatcatcaatttacggctaaaaatacggttattgccactggtggttatggaaagt
gttatttttcggcaaccagtgctcatacttgtacaggtgatggtaatgctatggtattaagacaaggtataccacttcaagattcagaattegt
tcaatttcatccaaccggagtttatggtgctggtgttttattgactgaaggatgtcgaggtgaaggaggatttttagtcaatggacaaggag
aaagatttatggaaagatatgcaccaagtgcaaaggatctagctagtcgagatgtagtatctagatctatgaccattgaaattaatgaagg
aagaggtgctggtcctaataaagatcatattttattacaattacatcatttacccaaagaaatcttacaagatagacttccgggtatttctgaa
acagctagtatttttgccggtgtcgatgtaactaaagaaccagttccagtaattccaacggttcattataatatgggaggtattccaactaatt
ggaaagggcaagttattaatccatcttctaaagatgaacataatgttgtaaatggactttgggcagetggagaagcetgettgttecteggtt
catggtgcaaatcgcttaggagctaactctttattggatattgtagtatttggtaaagcettgtgctgagaatatttctgaaatggatcaacctg
gtcagcatattgaatctattgataaaaatcaggtagataaattaattgatttatatcaaaactatttttatcaaaaaggagatatacatatttcag
atttaagactagaaatgcagaagataatgcaacaacatgctggagtatttcgaaataatgaatctttagaacaaggtgttttaaaaataaat
caagtttatgatcaatttaaacatgttcaaatagatgataaatcaaatatttttaatactgaatttaccgaaatgctagaatttaagaacttatta
gataatgctatagttacaattcatagtgccaattttagaaaagagtcgcgaggagctcattctcatgatgattatcctgaaagagatgatca
aaattggttagttcatacactagcttatcttaaaaatgatcgagtaaaattatcaactcgtagtgtaattagaaatactttaaatgatgaagttg

attcaattcctttagcaaaaagagtttactaa

D.6 Succinate dehydrogenase B (SDHB)

Atgaatatttttagaagaactttatcaacaactgtaaaaatatatcgtcataatgctgttaagactaaaatggatacattttcatttgataaaaa
ggattgtggtcctatggttttagatgctttaatacatataaaaaataatttagataagactgtatcttttagaagatcttgtcgggaaggtatct
gtggatcatgtgctatgaatataaatggtaaaaatacattggcttgccttaaacccatggaagagaaaatttcaatctatccattaccacata
tgcctgttattaaagatttagttacagatctatcgaatttttacaaacaatataaagagattcaaccttggttaaaaaattcgtctacaggtcaa
gaattaaaacaatctcctcaagatcgtaaaaaattagatggtatgtatgaatgtattttatgtgcttgttgttctacttcatgteectcttattggt
ggaatagtgataaatatttaggtccagctgttttaatgcaagcttatagatggattcaagattcaagagatcaggatactattaatcgtatga
aatatgtagatgatgctatgaaattatatcgctgtaaaacaattatgaattgtactaatacttgtccaaaaggattaaatcctggaaaagctat

cggagagttaaaattaaaaattaaacaagagttacattaa
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