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1. Indledning:

Da SpaceX tidligere pa aret formaede at opsende raketten Falcon Heavy med genbrugte
|ofteraketter, blev en milepeel rundet, og drammen om en kolonisering af Mars kom et
skridt teettere pa. Dog er drammen om bemandede missioner og kolonisering af vores na-
boplanet stadig langt vaek. Der er mange udfordringer, som skal Igses (1). En af dem er
det ekstremt hgje stralingsniveau pa Mars, et alment kendt problem, som skyldes plane-
tens mangel pa magnetfelt og atmosfeere (2). Grundet det hgje stralingsniveau er niveauet
af reaktive iltforbindelser (ROS) sa hgjt ved overfladen, at organisk stof ikke kan overleve i
overfladen (3). For at en kolonisering er mulig, bliver det sandsynligvis ngdvendigt at
kunne dyrke planter pa Mars. Her er stralings- og ROS-niveauet en udfordring, og netop

dette er, hvad jeg vil beskaeftige mig med i mit projekt.

Modsat planter har ekstremofilen tardigraden — ogsa kendt som bjgrnedyret - en yderst hgj
tolerance overfor ioniserende straling (IR). Ifalge Hashimoto et al. 2016 er arsagen et pro-
tein kaldet DamageSupressor (Dsup), som er unikt for tardigrader. Da Dsup blev udtrykt i

en human cellekultur, steg tolerancen overfor ioniserende straling og ROS betragteligt (4).
Jeg ser store perspektiver i Dsup, og maske kan dette veere en del af Igsningen til at over-

komme stralingsniveauet pa Mars.

2. Problemformulering og afgrcensning:

Kosmisk straling bestar bade af IR og UV-straling (UV). Som beskrevet i afsnit 3.1 kan
bade IR og UV skade DNA direkte — ved absorption i selve DNA’et — og indirekte via dan-
nelsen af ROS. Hashimoto et al. 2016 undersggte Dsup’s effekt pa skader forarsaget af y-
straling — dvs. IR — og af ROS men ikke af UV (4). | 2007 blev tardigrader sendt i kredslgb
om Jorden og havde en hgj overlevelsesrate (5). Dette indikerer, at tardigrader ligeledes

ma have en hgj UV-tolerance. Det er naerliggende at antage, dette skyldes Dsup.

Jeg vil gerne undersgge effekten af Dsup i planteceller. Det vil veere nzerliggende af un-
ders@ge bade ved behandling med ROS og ved bestraling med henholdsvis IR og UV. For
at kunne lave en kontrolleret bestraling kraeves udstyr, som jeg ikke har adgang til. Derud-
over vurderes ROS som den starste udfordring — med tanke pa dyrkning af planter pa

Mars — da bade IR og UV danner ROS, og ROS-niveauet pa Mars allerede er ekstremt

Side 3 af 19



Philip K. Kjeerside
Sankt Annze Gymnasium

hgjt. Af disse grunde har jeg valgt udelukkende at beskaeftige mig med Dsup’s effekt pa

ROS-inducerede skader i mit projekt. Min problemformulering lyder:

I hvor hgj grad kan DNA-skade i planter forarsaget af ROS reduceres ved, at prote-

inet Dsup udirykkes i cellerne?

Jeg har valgt at bruge tobaksplanten Nicotiana benthamiana som modelorganisme. Den er
valgt, da planten ofte er benyttet som modelorganisme i litteraturen (6), og den er nem at
bruge til agroinfiltration (beskrevet i ) Desuden har min forskerkontakt stor erfa-
ring med denne plante og kan derved rade mig. Ydermere er denne plante let tilgeengelig
og billig at kgbe. For at besvare problemstillingen vil resultaterne fra modelorganismen ge-

neraliseres til at daekke for alle planter. Dette kan selvfalgelig ikke bekraeftes af projektet.

For at undersgge hvorvidt Dsup har den gnskede effekt, benyttes en transient metode til at
udtrykke proteinet. Altsa integreres Dsup-genet ikke i plantens genom men bliver blot ud-
trykt. Saledes undersgges udelukkende effekten af Dsup og ikke, hvorvidt det overhovedet
er muligt at skabe en stabil, Dsup-modificeret genetisk linje, som vil veere nadvendig, hvis
en Dsup-udtrykkende plante skal dyrkes. Den transiente metode er vaesentlig mindre res-

source- og tidskraevende og passer dermed bedre til et forskerspirerprojekt (7).

For en GMO-afgrgde kan sendes pa markedet, skal den godkendes og dermed igennem
mange tests. Det anslas, det gennemsnitligt tager 13 ar og koster 130 mio. USD far en en-
kelt GMO-afgrade kommer pa markedet (8). Jeg beskaeftiger mig ikke med sadanne test,

da det er alt for ressourcekraevende.

Der er en stor etisk debat omkring brug af genteknologi. Jeg gar ikke ind i denne debat i

mit projekt, men som udgangspunkt anser jeg mit projekt som vaerende etisk korrekt.

3. Teori:

IR skader DNA pa to mader. Direkte, hvor selve stralingen absorberes i DNA’et, og der-
med skader det. Det skaber bl.a. brud i DNA-strengenes rygrad — bade single-stranded
breaks (SSB) og double-stranded breaks (DSB) — og abasic sites, dvs. steder pa DNA'et,
hvor der ikke er en purin/pyrimidin. Den anden er indirekte. IR kan forarsage vandradio-
lyse. Herved skabes steerkt reaktive iltforbindelser (ROS), fx frie OH-radikaler. ROS er
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som sagt yderst reaktive og skader DNA’et. Skaderne indebeerer bl.a. SSB, DSB, oxide-

rede baser og abasic sites (9,10).

UV kan opdeles i tre kategorier - henholdsvis UV-A, UV-B og UV-C. UV-C-straling under
100 nm er energirig nok til at m
kunne ionisere, og det betragtes
derved som IR og ikke som
UV(10). UV-A er ikke energirig nok
til at kunne blive absorberet direkte
i DNA'et. Det kan dog stadig skade
DNA indirekte via dannelsen af
ROS men i begraenset omfang (9)
UV-B og UV-C kan ligesom IR
skade DNA bade direkte og indi-

rekte. Ved absorption i DNA’et skabes oftest pyrimidin-dimere - dannelsen af bindinger

mellem to pyrimidiner siddende ved siden af hinanden. Andre mindre hyppige skader in-

kluderer bl.a. oxiderede baser og SSBs. UV-B og UV-C kan ligeledes generere ROS (9).

3.2 Dsup - Et protein, som gger toleransen overfor IR:
Tardigrader har deres egen raekke i dyreriget (Tardigrada). De er sma segment-delte dyr
med en starrelse pa 0,05 — 1,5 mm. Tardigrader er ekstremophiler. Bl.a. er deres stralings-

tolerance yderst hgj, nogle arter taler over 1000 gange sa meget IR som et menneske
(11).

Forskere fra Tokyo Universitet sekventerede i 2016 genomet for arten Ramazzottios var-
rieornatus, hvilket er en af de mest stress- og stralingstolerante bjgrnedyrsarter. Det var
forventet, at det hgje toleranceniveau skyldtes proteiner, som enten virkede som en effek-
tiv DNA-reparations- eller en for- BILLEDE 1: Her ses en tardigrad. Citeret: (12) i litteraturlisten.
svarsmekanisme. Et sadant protein blev identificeret og kaldt Damage Supressor (Dsup).
En human cellekultur blev modificeret til at udtrykke Dsup for at undersage proteinets
egenskaber. Efter bestraling med y-straling var andelen af skadet DNA formindsket med
omtrent 40% i de Dsup-udtrykkende celler. Desuden mistede de modificerede celler ikke

prolifireringsevnen efter en dosis pa 4 Gy y-straling, som pattedyrsceller ellers normalt gor.
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Ydermere var der en markant nedgang i DNA-skade ved udseaetning for oxidativt stress
(13).

4. Metode:

Projektet er et eksperimentelt studie, og der vil blive brugt flere eksperimentelle metoder.

4.1 Optimering af gensekvens:

Der findes flere forskellige codons, som koder for den samme aminosyre, sakaldte syno-
nyme codons. Dog er frekvensen af synonyme codons forskellig fra organisme til orga-
nisme, det kaldes codon usage bias (CUB), og codonbruget kan pavirke proteinekspressi-
onen. Det betyder, hvis en organisme modificeres med et gen fra en organisme med en
meget anden CUB, kan det medfare forkert eller forringet proteinekspression. Derfor kan
gensekvensen med fordel optimeres til at passe bedre til en anden organisme. Codon apl-
lication Index (CAl) er et udtryk for, hvor godt en gensekvens passer til en organismes
CUB (14).

Applikationen OPTIMIZER bruges til at optimere Dsup-genet til udtryk i N. benthamiana
(15). Gensekvensen i standard genetisk kode indsaettes. Herefter udtraekkes et Codon
Usage Table for N. benthamiana fra Hive-Cuts database(14) og indsaettes. Standard ge-
netisk kode vaelges som typen af genetisk kode. Der veelges at optimere til en CAl pa

1.000. Det optimerede Dsup-gen kabes fra Gene Universal.

4.2 Agroinfiltration:

For at fa N. benthamiana-cellerne til at udtrykke Dsup benyttes agroinfiltration via sprgjte.
Her udnyttes bakterien Agrobacterium tumefaciens’ evne til at overfare en del af sit DNA til
en plante. Agroinfiltration er en transient metode, altsa integreres Dsup-genet ikke i plantens
genom, men bliver blot udtrykt. Jeg lsegger mig op ad studiet Leuzinger et al. 2013 og gen-

giver deres metode, dog med en anden vektor (16).

Beskrevet, farst plantes N. benthamiana-fra og dyrkes indtil, de er 6-uger pa samme made

som i Leuzinger et al. 2013 (16).

Herefter klargares bakterierne. Vektoren pCambia1302 — se BILAG 2 - indeholdende det

optimerede Dsup-gen overfares til A. tumefaciens-bakterierne. Dette gares via elektropo-
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rering. Bakterierne udplades herefter pa agarplade indeholdende selektionsfaktoren kana-
mycin (100pL/mL) — Der er et gen for kanamycinresistans i vektoren. Den inkuberes ved
30 °C i 48 timer. En enkelt koloni overfgres til 3 mL YENB-medie indeholdende selektions-
faktor (100uL/mL), og den inkuberes natten over. Absorbansen ved 600nm (ODeoo) males
via et spektrofotometer. Den volumen, som kreeves til en ny kultur i 10 mL YENB-medie
med ODsoo lig 0,025 beregnes via formlen: Vsub (mL) = 10 mL - 0,025 / ODsoo. Vsub Overfa-
res til 10mL-malekolbe, og der fyldes op med YENB-medie indeholdende kanamycin
(100pL /mL). Den nye kultur inkuberes til ODsoo er lig 1,7-2,0. Herefter beregnes volumen
til en ny kultur med ODeoo lig 0,12 i 50mL infiltrationsbuffer, Vinfitration (ML) = 50 mL - 0,12/
ODsoo. Vinitration centrifugeres ved 12000 G i 2 min. Supernatanten fjernes, og bakterierne

resuspenderes i 50mL infiltrationsbuffer.

Herefter kan bladene pa to 6-uger gamle N- benthamiana-planter infiltreres. Der prikkes
hul i epidermis pa bladets bagside med en nal. A. tumefaciens-oplgsningen injiceres via
hullet med en sprgjte uden nal. Bladet bliver tydeligere markere grgnt. Der forsaettes, indtil
den grgnne cirkel af mgrkere gron stopper med at ekspandere. Herefter prikkes et nyt hul,

og der injiceres igen. Der injiceres i nye huller, indtil hele bladet har eendret farve (16)

Til at inducere DNA-skade benyttes behandling med hydrogenperoxid (H202). Samme me-
tode som i Hashmimoto et al. 2016 benyttes, dog med flere koncentrationer (13). Beskre-
vet, praverne fra de to planter behandles med enten 50, 100 eller 200 uM H202ved 4 °C i
30 min.

Til maling af DNA-skade benyttes alkalisk enkelt-celle-gelelektroforese (SCGE-assay) —
ogsa kendt som alkaline comet assay. Det er en udbredt metode, som kan detektere og
kvantificere mange typer DNA-skade heriblandt DSB og SSB. Princippet er, at skadet DNA
vandrer hurtigere under en elektroforese grundet fragmentation og tab af super-coil-struk-
turen. Laengden af den skadede DNA’s vandring er proportional med mangden af DNA-
skade i cellen. Det bliver visualiseret via fluorescerende mikroskopi (17). Metoden er ble-
vet kritiseret for at have darlig reproducerbarhed (17). Jeg har dog valgt at bruge metoden
stadigveek, da jeg leegger mig op ad Hashimoto et al. 2016, hvor metoden ogsa benyttes
(13).
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Der benyttes et standard kit fra Trevigen (CometAssay® Kit (20 well, 2 slides))(18) med et
par modifikationer. Da der arbejdes med planteceller, er nuclei sveerere at isolere grundet

celleveeggen. Dette gores mekanisk som i Vaghchhipawala et al. 2012 (19).

Beskrevet, ca. 100 mg blade skeeres i smastykker i 300 uL PBS-buffer. Plantevaevsrester
fiernes med et 50 ym nylon-net (19). 30 pL blandes med 300 yL Comet LMAgarose. 10 pL
af denne blanding pipetteres ud pa et Comet-Well-Slide (CWS). Efterfalgende placeres

C Col-0 XR4i-3 XR4i-25 XR4i-31 XR40E-2 XR40E-3 XR40E-4

Untreated

Bleomycin
treated

BILLEDE 2: Her er et eksempel pa analyse af SGSE-assay via CometScore IV. Fra Vaghchhipawala et al.
2012.

CWS i markerum ved 4 °C. Efter 10 min i markerum nedsaenkes CWS i lysis-solution ved
4 °C i 60 min. Bagefter dreenes CWS for lysissolution, og det nedsaenkes i nylavet Alka-
line-Unwinding-solution i 20 min ved stuetemperatur. Bagefter nedsaenkes CWS i elektro-
foresekarret, som fyldes med Alkaline-Unwinding solution. Stramforsyningen saettes til 21
V. Elektroforesen startes og kaerer i 30 min. Nar elektroforesen er feerdig tages CWS op og
nedsaenkes i demineraliseret vand i 2 x 5 min efterfulgt af 5 min i 70% ethanol. Prgverne
tarres ved 37 °C i 15 min. Herefter placeres 50 yL SYBR® Gold per cirkel pa CWS (Der
behgves ikke at blive pafgrt SYBR® Gold pa alle cirkler pA CWS, da der vil veere nok nuclei
at analysere i et par cirkler). Efter 30 min tages SYBR® vaek, og CWS vaskes kort. Nar
CWS er helt tart, kan prgverne ses i et epifluorescerende mikroskop (18). Herefter skal
DNA-skaden i prgverne kvantificeres. Dette gares via softwaren CometScore IV. Et ek-

sempel pa analyse af SCGE-assay via CometScore |V ses pa BILLEDE 2.

5. Udfersel af projektet:

Projektet vil blive udfart pa Plante- og Miljginstituttet ved Kgbenhavns Universitet i samar-
bejde med min forskerkontakt Bodil Jargensen. Her er der GMO-laboratorier og det udstyr,
der er brug for, for at projektet kan realiseres. Da projektet arbejder med GMO, skal der

sgges tilladelse hos Arbejdsstyrelsen. Da det omhandler GMO-bakterier i risikogruppe 1,
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og projektet udfgres pa Institut for Plante- og Miljgvidenskab, ma projektet startes samtidig

med, at ansggningen sendes (20).

Projektet bestar overordnet af tre dele. Den farste, hvor N. benthamiana-planterne infiltre-
res til at udtrykke Dsup. Den anden, hvor der induceres DNA-skade i prgverne. Den tredje,
hvor DNA-skaden males og sammenlignes mellem de Dsup-udtrykkende og ikke-udtryk-

kende celler.

5.1 Del 1:
Dsup-gensekvensen optimeres til udtryk i N. benthamiana — se afsnit 4.1. Codon Usage
Table for N. benthamiana, den optimerede sekvens og andringer i forhold til det originale

Dsup-gen kan ses pa BILAG 1. Det optimerede gen kabes fra Gene Universal.

Neeste punkt startes, nar det optimerede DNA modtages. Farst opformeres DNA’et, og det
indsaettes via elektroporering i vektoren pCambia1302 — se BILAG 2. Jeg har valgt at be-
nytte pCambia1302-vektoren i samrad med min forskerkontakt. GFP er valgt som markgar-
gen, da jeg tidligere har arbejdet med dette. Kanamycin er selektionsfaktor. To 6-uger
gamle N. benthamiana-planter udveelges. Plante 1’s celler infiltreres ikke, mens Plante 2
skal infiltreres til at udtrykke Dsup. Der benyttes agroinfiltration — se afsnit 4.2 — med vek-
tor pCambia1302 pa Plante 2’s blade.

Herefter folges ekspressionen af Dsup i Plante 2 via detekteringen af GFP. En gang om
dagen flyttes Plante 2 til et markerum og belyses med langbglget-UV-lys, da GFP lyser
kraftigere ved langbglget-UV-lys (16). Nar en tilfredsstillende meengde GFP detekteres,
kan del 2 startes. Der s@rges for at holde UV-bestralingen pa et minimalt niveau, da det

potentielt kan skade plantens DNA, og dermed kan pavirke forsggets resultater.

5.2 Del 2:
For at inducere DNA-skade benyttes behandling med hydrogenperoxid — se afsnit 4.3. 3
praver fra hver af de to planter udtages og behandles med hver sin koncentration. Herefter

kan del 3 pabegyndes.

5.3 Del 3:
Planter har flere enzymer, hvis funktion er at reparere DNA-skader (9). For at undga de in-

ducerede DNA-skader repareres, skal del 3 udfgres lige efter del 2. Hvis dette ikke er
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praktisk muligt, opbevares praverne i kagleskab indtil start pa del 3 for at deempe enzymak-

tiviteten.

DNA-skaderne i Plante 1 og Plante 2 undersgges via alkalisk enkelt-celle-gelelektroforese
—se afsnit 4.4. SCGE-assay udfgres 6 gange. En for hver af prgverne fra de to planter —
henholdsvis tre for Plante 1 og tre for Plante 2. Der benyttes et 20 Well-Comet-Slide til

hver prgve.

Resultaterne analyseres via softwaren Comet Score |V — se afsnit 4.4. Mindst 100 nuclei
analyseres fra hver prgve, og resultaterne for praverne sammenlignes for at vurdere

Dsup’s effekt.

Dermed er projektet afsluttet.
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BUDGET*

PRODUKT PRIS PRIS
ORIGINAL VALUTA | DKK

Optimeret Dsup-gen 255 USD 1708 DKK

Fra Gene Universelsal

pCambial1302-vektor (20ug) 142 USD 950 DKK

Fra Markergene

N. benthamiana-frg 10 DKK 10 DKK

Kgbes gennem KU

H202 (30% in Water), Fisher BioReagents (500mL) 105 DKK 105 DKK

Fra Fischer Scientific

SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (2 x 500uL) 3284 DKK 3284 DKK

Fra Fischer Scientific

Comet Assay® Reagent kit 2 x 20 well slides 247 USD 1652 DKK

Fra Trevigen

Comet Well slides (2 x 2 stk.) 98 USD 655,50 DKK

Fra Trevigen

Comet Score IV (software)** 0 DKK 0 DKK

Fra Instem

| alt - 8364,50 DKK

* Udstyr og materialer mm., som der ikke er redegjort for i budgettet, vil blive stillet til rédighed pd Institut for
Plante- og Miljgvidenskab, og der vil derfor ikke vcere nogle udgifter forbundet med disse.

** Comet Score IV er et betalingsprogram. Der er dog en gratis preveperiode pa 7 dage, som jeg vil benyite

til projektet. Dermed er det ikke en udgift.

TIDSRAMME

PROCEDURE

Dyrkning af N. benthamiana

Materialer til resten af forsaget leveres undervejs
Klargering af bakterier fil agroinfiliration
Ventetid efter infiltration

Behandling med H202 + SCGE-assay

Dataanalyse af SCGE-assay

FORVENTET TID
6 uger (42 dage)

4 dage

3-5 dage

1-2 dage

1-2 dage

| alt

51-54 dage (ca. 7,5 uger)
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7. Kontakt og tak fil:

Min forskerkontakt:
Lektor Bodil Jargensen

Institut for Plante- og Miljgvidenskab, Kgbenhavns Universitet.

En yderst stor tak til Bodil Jargensen. Tak for at engagere sig i mit projekt og for at tage

sig tid til at hjeelpe mig. Ogsa tak for at jeg, hvis projektet skal realiseres, kan udfgre det pa
Institut for Plante- og Miljgvidenskab. Desuden tak til Hans Marker, forskerspirer-koordina-
toren pa Sankt Annae Gymnasium. Til slut, ogsa tak til KU, AU og alle bag Projekt Forsker-

spirer for at give os spirere denne enestaende mulighed.

8. Konklusion:

Uanset projektets resultat vil det leegge op til yderligere forskning.

Hvis der ses en positiv effekt, vil det veere oplagt at undersage Dsup’s effekt pa skader in-
duceret af IR og UV, og ikke mindst ogsa hvorvidt en stabil, Dsup-modificeret genetisk linje
kan skabes. Desuden hvorvidt Dsup kan optimeres til en stgrre effekt, dette vil sandsynlig-

vis kreeve en bedre forstaelse af, hvorledes Dsup fungerer.

Hvis ikke der ses en positiv effekt af Dsup, er det oplagt at undersage, hvorfor effekten
udebliver, nar den ses i humane celler i Hashimoto et al. 2016. Altsa hvad der er forskel pa

Dsup i planteceller og i humane celler.
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BILAG:
BILAG 1:

Nedenunder ses fgrst Codon Usage Table for Nicotiana benthamiana, dernzest resulta-

terne for optimerigen af Dsup-genet fra OPTIMIZER.

Nicotiana benthamiana (4100) Codon Usage Table
Table contains 811 CDSs (370399 codons), taken from GenBank.

TIT 2680 (9928) TCT 2344 (8684) TAT 17.58 (6512) TGT 8.75 (3242)
TTC 1803 (6678) TCC 10.37 (3841) TAC 1190 (4407) TGC 683 (2531)
TTA 13.09 (4850) TCA 20.17 (7472) TAA 061 (225) TGA 0.76 (280)
TIG 2369 (8774) TCG 545 (2020) TAG 0.38 ( 141) TGG 1232 (4565)
CTT 2595 (9611) CCT 19.37 (7173) CAT 13.79 (5106) CGT 7.23 (2679)
CTC 1190 (4408) CCC 6.22 (2303) CAC 767 (2840) CGC 394 (1461)
CTA 939 (3479) CCA 17.73 (6566) CAA 2036 (7541) CGA 5.19 (1923)
CTG 1193 (4419) CCG 483 (1789) CAG 17.14 (6350) CGG 396 (1466)
ATT 26.75 (9907) ACT 20.18 (7476) AAT 27.78 (10289) AGT 14.87 (5509)
ATC 13.06 (4838) ACC 9.03 (3343) AAC 15.93 (5902) AGC 11.00 (4073)
ATA 13.24 (4904) ACA 17.07 (6322) AAA 2853 (10569) AGA 16.53 (6123)
ATG 23.21 (8598) ACG 4.33 (1605) AAG 32.99 (12221) AGG 12.79 (4739)
GTT 28.22 (10451) GCT 31.99 (11850) GAT 38.50 (14260) GGT 22.95 (8499)
GTC 10.86 (4021) GCC 1094 (4053) GAC 15.87 (5880) GGC 10.69 (3961)
GTA 10.89 (4035) GCA 23.32 (8639) GAA 36.46 (13503) GGA 22.83 (8456)
GTG 15.87 (5877) GCG 5.18 (1918) GAG 30.55 (11317) GGG 10.79 (3997)

CDU for Nicotiana benthamiana. Fra Hive-Cuts database. Citeret: Athey et al. 2017. (14) | littera-
turlisten.
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(DNA /One AA - one codon)

Reference table: DNA

Type Sequences CAI [ENc|%GC|[%AT
BT EECAT R A A AL TC AT CCACAGERCCCTCTTCCACRGETARA TCTGRAGEARRCE
BAGRL L AT T TGO AL GEEAGC GG ARGRACTCCRRGRRCGTARCCETTACCARRGET
B CEET T TG CRCCTC ARG TGO CAT TR TCARGRCAGERGEATCCCARGECARRGLT
T CT T ACT A A GGG TCTTCTAGTACTCAGEEACARGERGTTCAGTACTACRCCTAC
GRCCCER TTﬁCHTI:AFCIHTGL:erTﬁGGHGAAATC:AAAL:CCC&;CCH: LERAGTC
CCGTCTGETEECGATAGTARGTCCCAAGETERACACCRAGTCTCARAGC GRCGCCARATCT
TCTEERCAR L GTCAGEECCAGTCTARAGRCREGCG GEH: L TCATCTTCCGRCAGTRAGCRLG
BT AT CTET AT CGGAGCTGTC AR AGACGTCGTTECAGECGCCARRGATETOGCAGER
BB G TR GGATGC T TAGC AT CAT GOATACTGCAGTCGATGCTET GRARAGRARACGECR
ZCCR GACT“TGL;:GAI“TGFC;TCFT”GGCT“CA:CE“ TETEECEEAGRAGETAGTC
AT GCTTRACCRC AGT T GETCGGAGECR L GECGEACGACERRGR L R GRGERCEAGCACRGT
GFCGrCAnG:AFG CEACTCCAL AGC TEERAAGTGEC TCTGEACLAGGTSETEGRACARCEAG||0.663( 32
LA GT T R GEAGAGECTIC TGO CARGCAGRR TCCAGCTCTGECARCGRAGGAGCTECT
RGO AR GG GGG T T GEACGEC CTCCAGCAGCTECTARAGEAGT TGO TARGEET
GCTECRARR hGCG;TGCCECC”CCAAAGhnECC A EAGCEETECTGARTCCTCCARGEER
EERGA L AT G T CAGGRGETATCEAGRTGECAGATGCTTCCTCCARGERAGECTCGGEAT
CAG GGLTTCCGC:GCG L CETTGECEALGETEET GCATCAGECAGT GAGRETGEAGET
BGR LA GGC R GEECGEEECEC TR T AL AR GCGEATGCGEETGATACGTCCGCTGAR
CCGC”TCGGhGFTC:TCCC:CCT:TEFT”TTC GTHE#GGFG;GFFTIECFCICCAG;T
RGO GECGEEECGARGCGTECTGCTTCTICCTCCAGTACACCTTCCRARCGCTRALG
LG AL GCERCTGEAGGTGCTGECAEAGCTECTGCCRACCAARGCARCTECTGCCARATCG
RGO CTCT AL A TCCCCRGRL TEECGCAGET GCCRAGRRGR L GEEAGEAARGECTGER
GERCEEARGAGGARETAL
1TGG;THCTrCHCrICAhIHTHCInEHG L CCTTCTTCTACTGETRAAGTCTGRAGAART
B GG AT GO T T T AR T T TG TC AR GATTCTRAGRETGTTACTGTTACTARGEET
LCTEETTCTICTGCTACTICTGCTGCTA TTG”T A ERCTEETGETITCTCARGETRARGEAT
TCITCTACTACTGCTIGGTICTTCTICTAC LGETCRARRGTTTTCTACTACTCCTAC
AT T ARG TTTITCT I CTGAT CARL A GERR A AR TCTRAAGTCTCCTGCTRARGEARGTT
CCTTCTGGTGETGAT TCTARGTCTCAAGETGAT ACTALGTCTCARTCTGATGCTAAGTCT
TG AR T T AR GG T AR T CTARGGATTCTGETRAAGTCTTCTTICTGATTCTTCTALG
TCTCATTCTGTITA TTGFTECTFTTnnFGrTG”T I TGCTGEETGCTRAAGEATGTTGCTGET
TG TR A GATGC T T T TAT TAT GOATACTGCTETTGATGCTGT TRARGRATGCT
GCTRCTACTETTRRGGEATG TTFCTTC”T”TGCT CTTCTACTGTTGCTGRRRRGETTGTT
AT G AT AT T I GT T GITGGT AT AL GECTGATGATARGR L GERRGETGRLCATTCT
Cﬁﬂmﬂﬂﬂ.GFTGﬁTﬁé B GEAT AT TCT AR GGC TGS TTC TR T TCTGETCARGSTGETGATARATRRG||1.000) 20 (| 43.
LAGTC TGLL: TEAREECTTC TG T ARG TERATCTTCTTCTGETARATGRAAGETECTGLT
CCTGCTRARGE ”L:;GFT;:AFGTHEAC”TCCT CTFCTGC”'“GFFT I TGCTRRGGEET
GCTECTAL “G”G;TGCTECT”CTAAFG“TGCT TCTGETGCTGRATCTTCTARGEET
GETGALC AR TCTICTGGTGATATTGEARRTGECTG. TFCTTC”T”TAAGHG”FGTTC"GrT
CALL:AGLTIEHG;IGCT;:TFTIGGHG A EETEETGCTICTGETITCTGRAGETGETGCT
B GE R GG T ARG T ARG TGO TG T AL ARG TEATGCTGETGATACTTCTGCTGRAR
CCTC”TAG L EATCTTCTAGACTIACTTCTICTGETACTGETGCTGETICTGCTCCTGLT
e TG TARGEET T GC T ARGAGAGCTGCTTCTICTTCTICTACTCCTICTARTGCTALG
LI :nFCTrC”GhTGFTECTFGTnnFGhTGCT_CTAETnnFG;TAET CTGCTRRGTCT
TG T T T AL G T CC T AR AL TG TG TG T G TRAAGRAGR L GEETGETARGECTGET
GETRAGRARGLGARLETAL

Lty
=
Lia
=
e

Caery

Lid
L=

361

Den originale Dsup-sekvens overfor den optimerede sekvens. De er 1338 nukleotider lang. Der er 1016
matchs, 171 transversions (pyrimidin < purin) og 151 transitions (purin < purin eller pyrimidin < pyrimi-
din)

CAI: Codon Apllication Index

ENx: Effective number of codons

Resultat fra OPTIMIZER. Citeret: Puigbo 2007. (15) i litteraturlisten.
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ALIGNMENT
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Optimized ATG GCT TCT ACT CAT CAA TCT TCT ACT GAR CCT TICT IC

0 1 T N
T ACT GGT ARG TICT GAR GAR ACT

Query AAG ARA GART GCT ICG CAAR GGG AGC GGG CAA GAC TCC AAG AAC GIA ACC GIT ACC AAA GGT
[ N0 T o Y A O N M Ao W N N E S N E A R
Optimized ARG ARG GAT GCT TCT CAA GGT TCT GGT CAR GAT TCT AAG AAT GTT ACT GTT ACT AAG GGT

T G S s A T ] A A I v K T G G s Q G X D
Query ACC GGT TCC TCC GCC ACC TCA GCT GCC ATT GIC ARG ACA GGA GGA TCC CAA GGC AAR GAT

1# | L. 1 I I T 1 A A Y o o L SO M M E B W E
Optimized ACT GGT TICT TICT GCT ACT TCT GCT GCT ATT GIT ARG ACT GGT GGT ICT CAA GGT AAG GAT

S S T T A G S S S T Q G Q K F S T T P T
Query TCC TCT ACT ACA GCG GGC TCT TCT AGT ACT CAG GGA CAG G TTC AGT ACT ACA CCT ACC

1% | B U T o 1 1 U ol I U I I 1 1l Y I Y o O N I N
Optimized TCT TCT ACT ACT GCT GGI TCT TCT ICT ACT CAA GGT CAA AAG TIT ICT ACT ACT CCT ACT
D P K T 13 =) S D Q K E K s K < P L K E v
Query GAC CCG AAA ACT TTC AGC TCT GAC CAR G GAG ARA TCC AAA AGC CCA GCC ARA GAR GIC

I# (0% LI# P00 D0E *% (00 L0# DL 0D D0# 10# L1 LIE **# [ 1> L1# 11# |11 ||
Optimized GAT CCT AAG ACT TTT ICT TCT GAT CAAR AAG GAA AAG TCT AAG ICT CCT GCT AAG GAA GIT
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Query CCG TCT GGT GGC GAT AGT ARG TCC CAAR GGT GAC ACC G TCT CAA AGC GAC GCC AAR TICT
=] PO LE# D0 *%1 000 0= 0eE nnn Li#F Li# el nee 1l **# || 11# [1#F |11
Optimized CCT ICT GGT GGT GAT TICT ARG TCT CAA GGT GAT ACT AAG ICT CAA TICT GAT GCT ARG ICT

Query TCT GGA CRA AGT CAG GGC CARG TCT ARA GAC RGC GGC RAR TCA TICT TCC GAC AGT AGC ARG
BT L0 ™0 00 [0#F LI#F 10D NEE D0NE **F L1 LI# D™ D0 D0# D11# **]| **% |||

Optimized TICT GGT CAA TICT CAR GGTI CAA TCT AAG GAT ICT GGTI AAG TCT ICT ICT GAT ICT ICT ARG

Query AGT CAC TCT GIC ATC GGA GCT GIC AAA GAC GIC GIT GCA GGC GCC RAR GAT GIC GCA GGA
] L LE# LI D> 10r i i I# [0#F 1010 10> L0E [0# 11 0100 102 10™ 1>
Optimized TCT CAT TCT GIT ATT GGT GCT GIT AAG GAT GIT GTIT GCT GGT GCT ARG GAT GIT GCT GGT
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-
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(7]

Query AARR GCC GIC GAG GAT GCT CCT AGC ATC AIG CAT ACT GCA GIC GAT GCT GIG ARG AARC GCA
1# | T T O ot O N U U 1 (S U T T I 2 Y

Optimized AAG GCT GIT GAA GAT GCT CCT TCT ATT ATG CAT ACT GCT GIT GAT GCT GIT AAG AAT GCT

CG ACT GIG GCG GAG ARG GIA GIC
(R I R O B | I 11* 11
CI ACT GIT GCT GAR AAG GIT GIT

I S
Query CC ACG ACT GIG AAG GAT GIG GCA TCG TCG GCT GCA T

11 [ 1t e Y I o Y A (6 I B IO Y
Optimized GCT ACT ACT GIT AAG GAT GIT GCT ICT ICT GCI GCTI T

o
:g-i
"]
=}
wm
<
<
(7]
-]
(=]
(=]
(S]
"
b
(2]
(1]
U]
=
7]

Query GAT GCT TAC CAC AGT GIG GIG GGA GAC AAG ACG GAC GAC AAG ARA GAG GGC GAG CAC AGC
(| e [ LT T 2l L T I B 11 Il | # 1l [JI i et
Optimized GAT GCT TAT CAT TCT GIT GIT GGT GAT AAG ACT GAT GAT ARG ARG GAAR GGT GAAR CAT TICT

G D K K D D S K B G 5 G S G Q G G D N K

Query GGC GAC ARAG AAG GAC GAC TCC AAR GCT GGA AGT GGC ICT GGA CAA GGT GGT GAC AAC ARG

L1# ([0& 1010 L00 D0g 10 10# DI# LRD R0* **0 0% Dl > ey iin il I 111

Optimized GGT GAT AAG ARG GAT GAT TCT AAG GCT GGT TCT GGT TICT GGT CAA GGT GGT GAT AAT ARG

Forskellen pa den originale Dsup-sekvens og den optimerede sekvens. * betyder transversion
change (pyrimidin < purin) og #* betyder transition change (purin < purin eller pyrimidin < pyrimi-
din.)

Resultat fra OPTIMIZER. Citeret: Puigbo 2007. (15) i litteraturlisten.
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K S B G E T ] G Q A E S = S G N E G S =
Query ARG TICT GAA GGA GAG ACT TICT GGC CAA GCA GAA TCC AGC ICT GGC AAC GAA GGA GCT GCT

LR T LR ™ L 1Ll b b= Ll i 10l bl **% 1) 1i# 11# bee bl* 1y 1l

RRG

Optimized ICT GAA GGT GAA ACT TCT GGT CAA GCT GAA TCT TICT ICT GGI AAT GARA GGTI GCT GCT

w
m
]
o

[ ]

G
Query CCA GCC ARA GGC CGT GGT CGT GGA CGG CCT CCh GCA

A

CT GCT AARA GGA GIT GCT G GGT

B R A B S B e B B ] o | B B ] e e B R I B TR e S R

Optimized CCT GCT ARG GGT AGA GGT AGA GGT AGA CCT CCT GCT GCT GCT AAG GGT GIT GCT AAG GGT
z = K G A & z = X G z K S G z s S s X G

Query GCT GCA ARG GGC GCT GCC GCC TCC AAA GGA GCC AAG AGC GGT GCT GAAR TCC TICC AAG GGA

LELLE* LLL i LD LD#E [L#F L1+ L1E L1* 00® L0 %% L1 L0 DL Lis Lk [l 1™

Optimized GCT GCT ARG GGTI GCT GCT GCT TICT ARG GGT GCT ARG TICT GGT GCT GAR TICT ICT AAG GGT
G E Q S ) G D I E M z D A S 5 K G G S D

Query GGA GAA CAG TCG TICA GGA GAT ATC GAG ATG GCA GAT GCT TCC TICC AAG GGA GGC TCG GAC

I L0 LI# B> B 0E= 10 B 1k Ll L* L Ll LeE LiE e k> s (1> 11#

Optimized GGT GAA CAA TCT TCT GGT GAT ATT GAA ATG GCT GAT GCT TCT TICT ARG GGT GGT TICT GAT
Q R D S L & T v G E G G z S G S E G G =

Query CAG AGG GAT TCC GCG GCG ACC GIT GGC GAA GGT GGT GCA TICA GGC AGT GAG GGTI GGA GCT

i 10F LI 1= 0™ 11> 10+ VL Vi L KR DD BE* Li* LI#E **1 11 L] [1*™ LI

Optimized CARA AGA GAT TICT GCT GCT ACT GIT GGT GAA GGI GGT GCT ICT GGT TICT GAA GGT GGT GCT
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G GGT GAT ACG TCC GCT GAG
A I L LB W 1 2 S T R
T GGT GAT ACT ICT GCT GAA

K : I

Query G ARA GGC AGA GGG CGG GGC GCT GGT ARG ARA GCG GAT G

LI L LEE LEx>a# LhE L0 Lk EEE w1 i

Optimized G AAG GGT AGA GGT AGA GGT GCT GGT ARG ARG GCT GAT G

Query CCG CCT CGG CGG TCG ICC CGC CIG ACG ICT TCA GGT ACA GGG GCG GGT TCC GCT CCA GCT
il A I Bl 1 e 2 ot Y el ] ol T TR o L P B 0 0 B B sl L D T 2 D A B
Optimized CCT CCT AGA AGA TCT TICT AGA CTIT ACT TCT TICT GGT ACT GGT GCT GGT TICT GCT CCT GCT

Ll 1 R

Query GCA GCG ARA GGC GGA GCG AAG CGT GCT GCT TCT TCC TCC AGT ACA CCT TCC AAC GCT ARG
I e e S GS B 1 Bt DSt oo [ BSOSO S et N ol LIRS e 0 I B IS
Optimized GCT GCT ARG GGT GGT GCT ARG AGA GCT GCT ICT TICT TICT TICT ACT CCT TICT AAT GCT ARG

Query ARG CAA GCG ACT GGA GGT GCT GGC ARA GCT GCT GCC ACC AAR GCA ACT GCT GCC aan TCG
LED LEE 11> FEE FE LEE 0L LEF L LN D0 CF P UEE L= DL KEE TEE LEE T T
Optimized AAG CAA GCT ACT GGT GGT GCT GGT AAG GCT GCT GCT ACT AAG GCT ACT GCT GCT AAG TCT

Query GCA GCC TCT ARR GCT CCC CAG ART GGC GCA GGT GCC ARG AAG AAG GGA GGA AAG GCT GGA
I i+ 1D i el viF il 100 V= LEE Ve s brle el Eee cee v el 0y e
Optimized GCT GCT TCT AAG GCT CCT CAA AAT GGT GCT GGT GCT AAG AAG RAAG GGT GGT AAG GCT GGT

@ R E R K .
Query GGA CGG AAG AGG AAG TAA
PE* %1% 100 LIE 11D 1

Optimized GGT AGA ARG AGR RAG TaAR

Forskellen pa den originale Dsup-sekvens og den optimerede sekvens. * betyder transversion
change (pyrimidin < purin) og ** betyder transition change (purin < purin eller pyrimidin < pyrimi-
din.)

Resultat fra OPTIMIZER. Citeret: Puigbo 2007. (15) i litteraturlisten.
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BILAG 2:
Nedenunder ses pCambia1302-vektoren. Billede fra Snapgene.com. (21).

BglIl (7}

(0} Necol
_Spel (14]
(s788) HindIII , Bsu3bl (273)
(3780) PstI - Sbhfl ;s S  BstBI (e35)
(3770) Sall \ s  BstEIT (7s1)
(3764) Xbal p MauBI (1007)
/' //  /RETDNA repeat

(3758] BamHI .
{3752) KpnI
(3742} Acc65I —

(747) BanlIl - Sacl —— = vy
(3745) EcoS3kI — 0 — -
(5727} EcoRI '-.____./;55
lac operator) ’ caMV D"Omuter /\' ~,
) a
2,

(3454) BstXI

(2652) AatIl _
(8631) Zral —_

(3314) AsiSI —

(8255) RsrIl |
—— PasI (2500)

R
]
ot

catV 355 prop,

__HygR
JAjod Alje ;

pCAMBIA1302
10,550 bp

|m<
lguﬁlﬁ (v

(7613) PspXI —
T AT (3094)

(7095) SacIl
(6367) Psil
(6822) BpulOI

(6541) BspHI
BsiWI (4054}

rd
(6451} BlpI
EcoMI (443z3)

" Mrel - SgrAI (4952)

(£145) Sspl .

NN KasI (4355)

Narl (435¢)
Sfol (4357)

|
(455%) PluTI

pCambia1302-vektoren. Citeret: (21) i litteraturlisten.
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