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DANKWOORD

Dit is het dan, de allerlaatste etappe voor het behalen van het diploma Professionele Bachelor in de
Biomedische Laboratoriumtechnologie, afstudeerrichting Farmaceutische en Biologische Laboratorium-

technologie. De eindwerkstage.

Ik zal beginnen met te vermelden dat het schrijven van dit dankwoord mij toch al een tijdje bezighoudt.
Nooit had ik gedacht dat een stage zo veel impact op mij zou hebben en (om wat melig te doen) mij zo
nauw aan hart zou liggen. Ik sta dus wat perplex en heb geen flauw idee hoe ik jullie dit moet uitleggen. De

woorden schieten me tekort maar hier is een poging tot:

Het is allemaal begonnen op de dag waar een zekere prof. dr. Philippe Biischer mij terugbelde met het
nieuws: “Alle, ’t is goed, je mag toch bij mij stage komen lopen”. Een vreugdedansje en een traantje van
geluk, ja dit is echt waar, werd het vervolg van dit telefoontje. Al jaren was ik gefascineerd door het Tropisch
Instituut te Antwerpen en eindelijk kreeg ik de kans om binnen deze indrukwekkende muren een grondig
kijkje te gaan nemen. En toen was het zo ver. Al dagen stonde ik te popelen en voelde ik de kriebels in mijn

buik. De grote dag was eindelijk aangebroken, mijn eerste stagedag, mijn eerste dag in het Tropisch Instituut.

Maar dan... een mysterieuze meneer met klompen, wat later mijn promotor bleek te zijn, kwam mij
oppikken aan de receptie en leidde mij naar zijn bureau, waar tien minuten later mijn allereerste vergadering
zou plaatsvinden. Andere rare snuiters kwamen één per één het kantoor binnen gestrompeld en namen
plaats aan de ronde tafel. 9u30, start van de vergadering. 10u30, einde van de vergadering. Een uur lang heb
ik met mijn wenkbrauwen zitten fronsen, met mijn mond open zitten staren en gewoon ja geknikt op elke
vraag die mij gesteld werd. Niets had ik begrepen. Waar was ik in godsnaam terechtgekomen? Maar al snel,
heel snel, werd gebleken dat de combinatie van deze mysterieuze man en deze rare snuiters mij een

onvergetelijke ervaring gingen bezorgen.

Eerst en vooral wil ik mijn promotor prof. Dr. Philippe Buscher bedanken. Philippe, dankzij jou heb ik de
kans gekregen om een stage te mogen hebben gelopen om U tegen te zeggen. Het geluid van je klompen
waarmee je de gangen van het Instituut paradeert om overal en bij iedereen je bijna intimiderende wijsheid
te delen zal ik nooit vergeten. Je staat altijd paraat om met een enorme oprechtheid wie dan ook te helpen

en te leiden, en staat niet voor niks bekend als “de beste baas ooit™.

Nick, liefste copromotor, wat ik van jouw deskundigheid, intelligentie en ervaring heb geleerd is
onbeschrijtbaar. Dankzij de vele uren die ik met jou in het labo heb mogen spenderen, ken ik nu niet alleen
alle liedjes van K3 vanbuiten, maar heb ik ook indruk kunnen maken op mijn nieuwe stageplek door met
mijn nieuwe kennis te showen. Bedankt voor jouw enthousiasme en passie voor het vak (jouw beste vriend
Leishmania tarentolae niet inbegrepen) dat je met mij elke dag opnieuw deelde. Bedankt voor jouw
indrukwekkend geduld met mijn onhandigheden in het labo en jouw bijsturing van mijn “Antwerpse”
schrijfwijze. Bedankt voor jouw aanstekelijk lach en apart gevoel voor humor. 10 000 luchtballonen voor

jou!

Nicolas, a toi un tout grand merci pour tes histoires souvent sans fin mais fascinantes. Vera, thank you for
your impressive positivism. Also thank you to Melek, Fatima, Erika, Tessa and Sara. Each of you made me
feel like home since day one.



Dankzij deze bende heb ik niet alleen onnoemelijk veel bijgeleerd en genoten van een enorm aangename
werksfeer, maar ben ik ook on-be-schrij-fe-lijk veel geinspireerd op verschillende vlakken. Maar alle geluk

is dit nog niet het einde van mijn ervaring hier. See you in the summer!

BEDANKT!!



ORGANOGRAM

De Eenheid voor Diagnostick van Parasieten maakt deel uit van het departement Biomedische
Wetenschappen van het Prins Leopold Instituut voor Tropische Geneeskunde te Antwerpen. De eenheid
is een World Health Organization Collaboration Center for Research and Training on Human African
Trypanosomiasis Diagnostics en een World Animal Health Organization Reference Laboratory for Surra.
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1 LIJST VAN AFKORTINGEN

AP

AZ
BCIP
BHI
CATT
CBB
DNA
E. coli
EDTA
ELISA
GuCl
HAT
HEPES
ICT

L. tarentolae
LB
LEXSY
mRNA
NBT
OD
PDS
PenStrep
RNA
RoTat 1.2
rRNA
SDS
SOC
ssu

T. evansi
TAE
TCA
UTR
VAT
VSG

Alkalische fosfatase

Aminozuur

5-broom-4-chloor-3'-indolylfosfaat p-toluidine zout

Brain-Heart Infusion

Card Agglutination Test for Trypanosomiasis
Coommassie Briljant Blauw
Desoxyribonucleinezuur

Escherichia coli
Ethyleendiaminetetra-azijnzuur
Enzymgekoppelde immunosorbent assay
Guanidiniumchloride

Humane Afrikaanse Trypanosomiasis
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethaansulfonzuur
Immunochromatografische test

Leishmania tarentolae

Luria-Bertani

Leishmania Expression System

Messenger ribonucleinezuur

Nitro blauw tetrazolium chloride

Optische densiteit

Potassium dodecyl sulfate

Penicilline Streptomycine

Ribonucleinezuur

Sint-Genesius Rode Trypanozoon antigen type 1.2
Ribosomaal ribonucleinezuur

Sodium dodecyl sulfate

Super Optimal Broth with Catabolite repression
Small sub unit

Trypanosoma evansi

Tris-acetaat-EDTA

Trichloorazijnzuur

Untranslated region

Variable Antigen Type

Variable Surface Glycoprotein
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https://nl.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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2 SAMENVATTING

ACHTERGROND

Manon Geerts

Afrikaanse trypanosomiasen zijn verwaarloosde tropische ziektes die armoede handhaven door hun impact
op zowel de volksgezondheid als de landbouwproductie. Door hun lage prevalentie en de toxiciteit van de
behandeling, is er nood aan eenvoudige, snelle en accurate individuele tests met een hogere gevoeligheid en

specificiteit dan de bestaande tests.

Humane Afrikaanse slaapzickte (HAT) of slaapziekte is een parasitaire ziekte veroorzaakt door twee
geografisch gescheiden Trypanosoma (T.) brucei (b.) ondersoorten. T.b. gambiense veroorzaakt vooral chronische
infecties in West- en Centraal-Afrika, terwijl de meer acute 1.4. rhodesiense infecties endemisch zijn in oostelijk
en zuidelijk Afrika. De ziekte wordt overgebracht door tseetseevliegen (Glossina species) en komt daardoor

enkel voor in sub-Saharisch Afrika, het verspreidingsgebied van de vector.

In tegenstelling tot HAT wordt surra, een infectieziekte veroorzaakt door de protozoaire parasiet 1. evansi,
mechanisch overgebracht via bijtende insecten (Tabanidae en Stomoxys species) of vampiervleermuizen.
Daardoor komt deze ziekte ook voor buiten Afrika, namelijk in het Midden-Oosten, Azi€¢ en Zuid- en
Centraal-Amerika met zelfs sporadische uitbraken in Europa. Naast de wereldwijde verspreiding en de snelle
uitbreiding (door de verplaatsing en de verkoop van veestapel), treft de ziekte een breed spectrum wilde en

gedomesticeerde dieren en het veroorzaakt grote financiéle schade.

Momenteel wordt de serodiagnose voor surra uitgevoerd via een directe kaartagglutinatietest, namelijk de
diagnostische sneltest CATT/T. evansi. Deze antistofdetectietest maakt gebruik van de gevriesdroogde
bloedstroomvorm van de trypansoom geisoleerd uit geinfecteerde ratten die het predominant variant
oppervlakte glycoproteine (VSG) RoTat 1.2 op hun oppervlakte tot expressie brengen. Maar de productie
hiervan is tijdrovend, moeilijk te standaardiseren, duur en vereist het gebruik van proefdieren. Bovendien is

er een hoog bioveiligheidstisico voor het personeel (voornamelijk bij HAT).

Recent is er een nieuwe diagnostische test ontwikkeld, de Surra Sero K-SeT, op basis van een recombinant
RoTat 1.2 aangemaakt in Pichia pastoris. Het is een individuele immuno-chromatografische test ICT) met
een laterale flow voor de detectie van specifieke antilichamen tegen het predominante RoTat 1.2 VSG in
het bloed van zoogdieren. (Rogé S. , 2015)

METHODEN EN RESULTATEN

In deze bachelorproef werd Leishmania tarentolae gebruikt als eukaryote gastheer in plaats van de gist Pichia
pastoris voor de expressie van de recombinante antigenen. Deze parasiet heeft volgende voordelen:
eukaryotische proteinesynthese voor de correcte vouwing van eiwitten, bezit het volledige gamma aan post-
translationele aanpassingen, hoge opbrengst van het recombinante eiwit en secretie van het eiwit in het
supernatans wat belangrijk is voor de vereenvoudiging van de eiwitzuivering. Bovendien is L. Zarentolae

makkelijk te manipuleren en goedkoop in cultuur te houden.
Om het RoTat 1.2 VSG tot expressie te brengen hebben we vijf constructen van verschillende lengte en
epitopen geselecteerd. De sequenties werden geintegreerd in de pLEXSY-hyg expressie vector en

getransformeerd naar E. co/i. Eens de constructen geverifieerd werden via DNA sequencing werd L. farentolae
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getransfecteerd. Het secretoom van de getransfecteerde klonen van L. farentolae werd vervolgens
geanalyseerd via SDS-PAGE en immunostaining. Hieruit bleek dat bij één construct alle klonen een
aantoonbare expressie vertoonden na immunostaining. Bij een tweede construct bleek slechts één van de
drie klonen een aantoonbaar eiwit te produceren. De klonen van drie andere constructen gaven geen

aantoonbaar resultaat.

CONCLUSIES EN BETEKENIS

Het construct, dat bestaat uit het volledig N-terminaal gedeelte van het RoTat 1.2 VSG, blijkt tot expressie
te komen in het secretoom van Leishmania tarentolae. Het is bovendien gelijkaardig in sequentie als het
construct dat in Pichia pastoris reeds succesvol tot expressie kwam. Vooraleer dit antigen in een nieuwe
diagnostische sneltest voor surra kan worden geincorporeerd zijn er echter nog vele verdere stappen in het

proces nodig.
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3 ABSTRACT

BACKGROUND

Manon Geerts

African trypanosomiasis are neglected tropical diseases that causes poverty through their impact on both
public health and agricultural production. Due to their low prevalence and the toxicity of the treatment,
there is a high need for simple, fast and accurate individual tests with higher sensitivity and specificity than

the existing tests.

Human African trypanosomiasis (HAT) or sleeping sickness is a parasitic disease caused by two
geographically separated Trypanosoma (T.) brucei (b.) subspecies. T.b. gambiense causes mainly chronic infections
in Western and Central Africa, while the more acute T.b. rhodesiense infections are endemic in eastern and
southern Africa. The disease is transmitted by tsetse flies (G/ossina species) and occurs therefore only in sub-

Saharan Africa, the distribution area of the vector.

Unlike HAT is surra, an infectious disease caused by the protozoan parasite T. evansi, mechanically
transmitted by biting insects (Tabanidae and Stomoxys species) or vampire bats. Therefore, the disease doesn’t
occure only in Affrica but also in the Middle East, Asia and South and Central America with even sporadic
outbreaks in Europe. The movement of livestock and animal trade easily introduces 1. evansi into new areas.
Beside the widespread distribution, surra affects a large spectrum of wild and domesticated animals and

causes major economic damage.

Currently, the serodiagnosis for surra is perfomed via a direct cardagglutination test, namely the rapid
diagnostic test CATT/T. evansi. This antibody detection test makes use of a lyophilised bloodstream form
of the trypansome isolated from infected rats expressing the T. evansi predominant variant surface
glycoprotein (VSG) RoTat 1.2 on their surface. However the production of this test is time-consuming,
difficult to standardise, expensive and requires the use of laboratory animals. Moreover, there is a high risk
of infection of the laboratory technician (especially for HAT).

Recently, a new diagnostic test has been developed, the Surra Sero K-Set, wherein the native antigen is
replaced by a recombinant RoTat 1.2 expressed in the yeast Pichia pastoris. It is an individual immuno-
chromatic test (ICT) having a lateral flow for the detection of specific antibodies against the predominant
RoTat 1.2 VSG in the blood of mammals. (Rogé S. , 2015)

METHODS AND RESULTS

In this bachelor thesis we used Ledshmania tarentolae as an eukaryotic host for the expression of recombinant
antigens instead of the yeast Pichia pastoris. This parasite has the following advantages: eukaryotic protein
synthesis for the correct folding of proteins, full range of post-translational modifications, high yields of the
recombinant protein and secretion of the protein in the supernatant that is important for the purification.

Moreover, L. farentolae is easy to manipulate and cheap to culture.

To express the RoTat 1.2 VSG, we've selected five constructs of different lengths and epitopes. The
sequences were integrated into the pLEXSY-hyg expression vector and transformed into E. co/. Once the
constructs were verified by DNA sequencing, L. farentolae was transfected. The secretome of the transfected

clones of L. zarentolae was analyzed via SDS-PAGE and immunostaining. All clones of one construct showed
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a detectable expression after immunostaining. In a second construct only one of three clones produced a

detectable protein. The clones of the three other constructs showed no reaction.

CONCLUSIONS AND SIGNIFICANCE

The construct, which consists of the complete N-terminus of the RoTat 1.2 VSG, is found to be expressed
in the secretome of Ledshmania tarentolae. This construct is also similar in sequence as the construct that has
already been successtully expressed in Pichia pastoris. However, before this antigen can be incorporated into

a new diagnostic rapid test for surra, there are still many further steps required in the process.
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4 INLEIDING EN PROBLEMATIEK

Afrikaanse trypanosomiasen zijn verwaarloosde tropische ziektes die armoede handhaven door hun impact

Manon Geerts

op zowel de volksgezondheid als de landbouwproductie. Door hun lage prevalentie en de toxiciteit van de
behandeling, is er nood aan eenvoudige, snelle en accurate individuele tests met een hogere gevoeligheid en

specificiteit dan de bestaande tests.

Humane Afrikaanse slaapzickte (HAT) of slaapziekte is een parasitaire ziekte veroorzaakt door twee
geografisch gescheiden Trypanosoma (T.) brucei (b.) ondersoorten. T.b. gambiense veroorzaakt vooral chronische
infecties in West- en Centraal-Afrika, terwijl de meer acute T.4. rhodesiense infecties endemisch zijn in oostelijk
en zuidelijk Afrika. De ziekte wordt overgebracht door tseetseevliegen (Glossina species) en komt daardoor

enkel voor in sub-Saharisch Afrika, het verspreidingsgebied van de vector.

In tegenstelling tot HAT wordt surra, een infectieziekte veroorzaakt door de protozoaire parasiet 1. evansi,
mechanisch overgebracht via bijtende insecten (Twbanidae en Stomoxys species) of vampiervleermuizen.
Daardoor komt deze ziekte ook voor buiten Aftika, namelijk in het Midden-Oosten, Azi€é en Zuid- en
Centraal-Amerika met zelfs sporadische uitbraken in Europa. Naast de wereldwijde verspreiding en de snelle
uitbreiding (door de verplaatsing en de verkoop van veestapel), treft de ziekte een breed spectrum wilde en

gedomesticeerde dieren en het veroorzaakt grote financiéle schade.

Momenteel wordt de serodiagnose voor surra uitgevoerd via een directe kaartagglutinatietest, namelijk de
diagnostische sneltest CATT/T. evansi. Deze antistofdetectietest maakt gebruik van de gevriesdroogde
bloedstroomvorm van de trypansoom gefsoleerd uit geinfecteerde ratten die het predominant variant
oppervlakte glycoproteine (VSG) RoTat 1.2 op hun oppervlakte tot expressie brengen. Maar de productie
hiervan is tijdrovend, moeilijk te standaardiseren, duur en vereist het gebruik van proefdieren. Bovendien is

er een hoog bioveiligheidsrisico voor het personeel (voornamelijk bij HAT).

Recent is er een nieuwe diagnostische test ontwikkeld, de Surra Sero K-SeT, op basis van een recombinant
RoTat 1.2 aangemaakt in Pichia pastoris. Het is een individuele immuno-chromatografische test ICT) met
cen laterale flow voor de detectie van specificke antilichamen tegen het predominante RoTat 1.2 VSG in
het bloed van zoogdieren. (Rogé S. , 2015)

Het doel van deze bachelorproef is het uittesten van de heterologe expressie van het Trypanosoma evansi

RoTat 1.2 variable oppervlakte eiwit in de eukaryoot Leishmania tarentolae in plaats van de gist Pichia Pastoris.
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5 THEORIE — LITERATUURONDERZOEK
5.1 SURRA

5.1.1 INLEIDING

Trypanosomen zijn ééncellig, geflagelleerde parasieten die zowel in mens als in dier ernstige ziekten kunnen
veroorzaken. Er bestaan twee secties in de indeling van trypanosomen, Stercoraria en Salivaria, die gebaseerd
zijn op hun levenscyclus in de vector en in het zoogdier. Trypanozoon is één van de subgenussen van de sectie
Salivaria, waarbij de parasiet zich ontwikkelt in het voorste deel van het spijsverteringskanaal van de vector,
en bevat drie soorten: 1. brucei, T. equiperdum en T. evansi (zie figuur 1). I, brucei wordt overgedragen door
tseetseevliegen (Glossina species) en het bevat drie ondersoorten: T. brucei rhodesiense en L. brucei gambiense
veroorzaken respectievelijk acute en chronische humane Afrikaanse slaapziekte. T. brucei brucei veroorzaakt
nagana in vee en wilde dieren. T. equiperdum veroorzaakt de seksueel overdraagbare ziekte dourine en wordt
voornamelijk aangetroffen in paarden. T. evansi komt voor in wilde dieren, vee en huisdieren en veroorzaakt
de ziekte surra, wat letterlijk “rot” betekent in het Indisch. In tegenstelling tot T. brucei hebben I equiperdunm:
en T. evansi een gedeeltelijk of complete deletie van kinetoplastisch DNA, waardoor ze geen levenscyclus in
de tseetseevlieg ondergaan. T. evansi wordt verspreid door bijtende insecten (Tabanidae en Stomoxys species)
en vampiervleermuizen. (Baral, 2010) (Desquesnes, et al., 2013) (Olsen, 1986) (Stephen, 1986)

—

Genus Trypanosoma
I h | I X 1 = h | 1
Subgenus [Herpetosoma| Mega- Schizo- || Duttonella |Nannomonas | Trypanozoon |Pycnomonas
trypanum |trypanum
Species T. theleri T rangeli | T. cruzi T vivax  |T congoleuse |T. equiperdum| T. suis
T. lewisi L uniforme| T simiae T. evansi
T. musculi T. godfreyi VT brucei
T.b. brucei
Subspecies Stercoraria Salivaria :’:b' rhodesiense
T.b. gambiense

Figuur 1: Classificatie van Protozoa (Baral, 2010)

T. evansi is voor het eerst gevonden in paarden en kamelen door Griffith Evans in 1880 in India. Sindsdien
wordt de parasiet getroffen in Noord-Afrika, het Midden-Oosten, Azi€ en Latijns-Amerika. Maar ook in

Spanje en Frankrijk zijn er onlangs dieren gediagnosticeerd geweest met de ziekte surra (figuur 2).
(Desquesnes, et al., 2013) (Stephen, 1980)

Pagina | 9
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Figuur 2: Geografisch verspreiding van T. evansi (Desquesnes, et al., 2013)

Door het breed en divers gastheerbereik van T. evansi, zijn mechanische transmissie en de verplaatsing en
verkoop van veestapel krijgt de ziekte kans om zich snel wereldwijd te verspreiden. Dit leidt tot aanzienlijk
grote economische schade door een hoge mortaliteit, lage melk- en vleesproductie, slechte karkaskwaliteit,
verminderde reproductiviteit, verlaagde trekkracht, slechte mestproductie en immunosuppresie in vee.
(Rogé S. , 2015)

5.1.2 MORFOLOGIE

T. evansi, in het zoogdier, is monomorfisch en komt bijna alleen maar voor als lange, slanke vorm
(trypomastigoot) van ongeveer 15 a 36um die niet te onderscheiden valt van de slanke en intermediaire
vormen van T. brucei (zie figuur 4). Dit wil zeggen dat de parasiet de volgende kenmerken heeft: een viij
bewegende flagel, een subterminale kinetoplast, een goed ontwikkeld en golvend membraan, en een smal
en uitgerekt uiteinde (figuur 3). (Maudlin, Holmes, & Miles, 2004).

Undulating membrane

Volutin granules

4———————— Flagellar thread

Section through trypanosome
atA-A Cytoplasm

«—Pellicle

Figuur 3: Basis morfologie van een trypanosoom. Illustratie van de fundamentele kenmerken in bloedstroomvorm
(trypomastigoot). (fao, sd)
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#p

PLATE II (% 1800),

a, b. Trypanosoma (Pycnomonas) suis from pig (Original); ¢, d, e. Trypanosoma (Trypanozoon)
brucei brueei from cattle: slender, intermediate and stumpy forms (After Bruce ef al. 1911); £, T.
() b. gambiense (var. thodesiense) from man: slender (), intermediate (g) and stumpy forms (h =
typical, i = posteronuclear, j = ‘hippo-headed’) (After Hoare 1949, Bruce et al. 1914); k-o. T.
(T2) b. gambiense (var. gambiense) from monkey: slender (k, 1), intermediate (m, n) and stumpy
(o) forms (After Bruce et al. 1912 and Origmal); p, q. T. (T.) evansi from various mammals:
slender and intermediate forms (After Bruce 1911); r,s. T\ (T.) evansi (var. equinun) from
experimentally infected mouse (Original); t, u. T (T.) equiperdum from experimentally infected
rodents (After Blacklock & Yorke 1913).

Figuur 4: Weergave van verschillende vormen trypanosomen

5.1.3 KLINISCHE SYMPTOMEN

Wat opvalt aan de pathologische effecten van T. evansi is dat er een grote diversiteit is in intensiteit van de
symptomen afhankelijk van de geografie en van de soort gastheer, waarbij sommige soorten geen of weinig
symptomen vertonen en andere soorten juist zeer uitgesproken symptomen vertonen (Desquesnes, et al.,
2013). Bij paardachtigen, kameelachtigen, waterbuffels en honden is de ziekte het meest uitgesproken, bij
vee is het matig en bij varkens, ezels, schapen en geiten is het mild of zelfs asymptomatisch (Maudlin,
Holmes, & Miles, 2004). De klassicke symptomen zijn koorts, anemie, verlies van eetlust, gewicht en
productiviteit, neurologische symptomen, abortus, cachexie en ten slotte dood. Acuut-geinfecteerde dieren
ovetrlijden vrij snel maar chronische infecties kunnen een paar jaar aanhouden. (Birhanu H, 2015) (Eyob &
Matios, 2013)
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5.2 VARIABELE OPPERVLAKTE GLYCOPROTEINEN

De bloedstroomvorm van de Afrikaanse trypanosoom bezit een dense oppervlak aan variabele oppervlakte

Manon Geerts

glycoproteinen (VSG’s). Deze glycoproteinen komen voor als identieke dimeren die in overvloed aanwezig
zijn op de gehele oppervlakte, inclusief op de flagel, en om de zoveel tijd worden vervangen door een andere
type VSG. Deze verandering is afhankelijk van het soort variabel antigeen type of VAT dat tot expressie
wordt gebracht. Er wordt steeds maar één VAT tegelijkertijd tot expressie gebracht en er is dus ook altijd
maar één soort VSG aanwezig op de oppervlakte.

Omdat de trypanosoom een extracellulair parasiet is wordt deze voortdurend blootgesteld aan antilichamen
van de gastheer. De VSG’s hebben de functie dit immuunsysteem te ontwijken en deze functie bestaat uit
twee delen: het beschermen van de invariabele oppervlakte glycoproteinen of I1SG’s; die zorgen voor
voedselopname, signalering en structurele integriteit; en onwijken van het humorale immuunsysteem door

constant te veranderen van VSG.

Op een bepaald moment in de gastheer zijn er 99,9% van de parasieten die dezelfde VSG, en dus hetzelfde
VAT, bezitten. Hiertegen worden er antilichamen geproduceerd als respons van de gastheer waardoor deze
trypanosomen worden vernietigd. Maar, de overgebleven 0,1% bevatten een andere type VSG en zullen dus
niet worden vernietigd. Deze trypanosoom kan blijven delen en zorgt ervoor dat de infectie behouden
wordt. Op een bepaald moment zal dit zorgen voor een nieuwe piek waartegen het immuunrespons weeral
op zal reageren enzovoort. Dit proces leidt tot verschillende pieken of golven van parasitemie, typisch voor
trypanosomiasis, en wordt antigenische variatie genoemd (figuur 9). (Rogé S. , 2015) (Schwede, Macleod,
MacGregor, & Carrington, 2015)

Aantal parasieten
NE3AIU Weeydl|iuy

.

Tijd (weken)

Infectie
Figuur 5: Antigenische variatie zorgt voor golven van parasitemie

VSG’s komen voor als homodimeren zoals weergeven in figuur 6 en 7. Een VSG-monomeer bevat een N-
terminaal domein van ongeveer 350 a 400 aminozuren en één of twee C-terminale domeinen van ongeveer
20 a 40 aminozuren elks. Het N-terminaal domein, wat de antigenische variatie veroorzaakt, is hypervariabel
en bevat een veelvoud aan epitopen. Het C-terminaal gedeelte is vastgebonden aan een GPI-anker die de
binding vormt tussen het VSG en het plasmamembraan. Het C-terminaal domein is minder variabel en
minder bereikbaar voor antilichamen (figuur 7). (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)
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N-terminal domains — 900

C-terminal domains

5.9nm ! : 6.0 nm

Figuur 6: Model van de structuur van VSG221 (MiTat 1.2). Hier is een homodimeer weergegeven waarbij één N-terminaal gedeelte
in blauw is aangeduid en het andere in grjis. De C-terminale delen zijn aangeduid in het purper en het N-gelinkte oligosaccharide in
het N-terminaal deel is weergegeven het rood. (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)

: GPI GPI GPI” GPI

N Y T 40

Figuur 7: Dense oppervlakte van VSG’s op het plasmamembraan en vergelijking met een immunoglobuline G. Het breedste deel
van het N-terminaal domein is in het rood aangeduid en het C-terminaal domein in het paars. Eén lichte keten en één zware keten
van het IgG is aangeduid in het groen. (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)

Elk domein bevat een onafhankelijk geconserveerd patroon van cysteineresidu’s. Gebaseerd op de
distributie van cysteineresidu’s worden de VSG’s ingedeeld in drie types van N-terminale domeinen (A, B
en C) en zes types van C-terminale domeinen (1 t/m 6). Type 2, 4 en 5 bevatten één domein en vier

cysteineresidu’s, type 1, 3 en 6 bevatten twee domeinen en acht cysteineresidu’s.

Een ander kenmerk van VSG’s is de glycolysatie. Secretie-eiwitten en integrale membraaneiwitten, zoals
VSG’s, bevatten op welbepaalde plaatsen vertakte suikerketens (posttranslationeel proces). Deze
oligosacchariden worden na translatie in het endoplasmatisch reticulum aan het proteine geplakt. De
glycolysatie start in het ER en wordt voortgezet wanneer het eiwit naar het Golgi-apparaat wordt geleid. N-
gelinkte oligosachatiden worden aan het aminozuur asparagine (N) geplakt door het N-X-S/T-patroon te

herkennen (X: een bepaald aminozuur; S: serine; T: threonine).
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Het is gebleken dat sommige VAT’s herkend worden door bijna elk geinfecteerde gastheer. Deze VAT
wordt het predominante antigeen genoemd en creéert een vrij universeel humoraal respons bij de gastheer.
Dit antigeen is dus ideaal om te gebruiken voor diagnostische testen waarbij antilichamen worden
gedetecteerd. Bij T. evansi wordt dit predominante VSG RoTat 1.2 genoemd (Verloo, Magnus, & Bischer,

2001). De kenmerken zijn weergegeven in tabel 1.

Tabel 1: Kenmerken van het predominante RoTat 1.2 (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015)

Kenmerk RoTat 1.2
Type N-terminaal domein A

Type C-terminaal domein 2

Lengte van totale VSG 449 AZ
kDa van totale VSG 47,6
Lengte van het N-terminaal domein 385 AZ
Lengte van het C-terminaal domein 64 AZ
Aantal N-X-S/T 1

Plaats van N-X-S/T AZ 445
Afstand van N-X-S/T van C-terminus -4

Het VSG wordt vertaald met een signaalpeptide aan het N-terminaal domein en met een sequentie aan het
C-terminaal domein dat zorgt voor toevoeging van het GPI-anker. De signaalpeptide zorgt ervoor dat de
polypeptide wordt geleid naar het endoplasmatisch reticulum, waar de sequentie voor het GPI-anker wordt

vertaald naar een pre-GPI-anker.
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5.3 DIAGNOSE VAN SURRA

Parasitologische technicken zoals de Giemsa kleuring op een bloeduitstrijkje of een dikdruppel en de

Manon Geerts

microhaematocriet centrifugatietechnick (mHCT), worden vaak gebruikt voor de diagnose van surra. Maar
hun gevoeligheid is laag als gevolg van de fluctuerende en vaak lage concentratie aan parasieten in bloed
(parasitemie). Hierdoor is de serodiagnose van surra, gebaseerd op de detectie van de specifieke antilichamen

tegen . evansi.

Het volledig oppervlakte van de trypanosoom, waaronder ook de flagel, bestaat uit een dense laag van
dimeren van één type VSG. Deze VSG-mantel veroorzaakt een snelle en sterke humoraal immuunrespons
waarbij IgG- en IgM-antilichamen in hoge concentraties aanwezig zijn en specifick gericht zijn tegen het
VSG van de parasiet dat op dat moment tot expressie gebracht is. Studies over antigenische variatie bij
trypanosomen laten blijken dat bijna alle geinfecteerde gastheren antilichamen hebben tegen het
predominant variant antigeentype. Het zijn deze antilichamen, gericht tegen het predominante VAT, die
gebruikt kunnen worden voor het indirect bewijzen van een trypanosoominfectie. Er bestaan diagnostische
sneltesten die gebruikt wordt op het veld, zoals bv. de CATT-test, en laboratoriumtesten zoals de
immuuntrypanolyse die vanwege hun hoge gevoeligheid en specificiteit gebruikt worden als

referentietest. (Rogé S., 2015)

5.3.1 CATT/T. evansi

De kaartagglutinatietest voor surra is een directe agglutinatietest O' 'Q\/ ‘d O @
gebaseerd op de detectie van specifieke antilichamen in het bloed van de S8 A\ A A 4
gastheer tegen T. evansi. Het CATT-antigeen bestaat uit gefixeerde, Gl B /'/N
gekleurde en gelyofiliseerde bloedstroomvormen van T. evansi, gezuiverd \.,l A 4
uit het bloed van proefdieren, die het predominant variant antigeentype  Figuur 8: Voorbeeld van de CATT-

RoTat 1.2 tot expressic brengen. Indien er antilichamen tegen deze test

suspensie aanwezig zijn zal er, na mengen van bloed of serum met het CATT-antigeen, agglutinatie ontstaan.

5.3.2 LATEX/T. evansi

De productie van de CATT-testen vereisen infectie van proefdieren met VAT
specifieke trypanosomen. In plaats van de parasiet te gebruiken om het antigeen

te presenteren, wordt bij deze agglutinatietest het gezuiverde antigeen aan latex
partikels gekoppeld. Zowel natieve als recombinanten antigenen kunnen hieraan

gekoppeld worden. Figuur 9: Voorbeeld van de
LATEX-test
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5.3.3 ELISA/T. evansi
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De enzymgekoppelde immunosorbent assay is een strikt gestandaardiseerde en Substrate

gekwalificeerde laboratoriumtest waarbij niet alleen antilichamen in bloed e )

gedetecteerd kunnen worden maar ook in speeksel en cerebrospinaal vocht. Secondary

Het ziekte-gespecificeerde antigeen is bedekt op een microtiterplaat waar het Conjugate

reageert met specificke antilichamen die eventueel aanwezig zijn in het staal. a';m:é::

Ongebonden antilichamen worden weggewassen en het species-specificke

anti-IgG enzymeconjugaat wordt toegevoegd. Na een tweede wasbeurt worden RN

het substraat en de chromogeenoplossing toegevoegd. Indien er trypanosoom-

specifieke antilichamen aanwezig zijn zal er een kleurreactie ontstaan. Figuur 10: Schematische
weergave van ELISA

Vanwege het tijdrovend proces en de nood aan een volledig voorzien laboratorium wordt ELISA
voornamelijk gebruikt om het diagnostisch potentieel van een nieuw antigeen, natief of recombinant, te

bevestigen.

5.3.4 IMMUUNTRYPANOLYSE

Immuuntrypanolyse is een zeer specificke en gelieve laboratoriumtest die gebruikt wordt als referentietest.
Immuuntrypanolyse maakt gebruik van levende infectieuze parasieten die worden opgekweekt in muizen en
ratten. Deze bloedstroomvormen wordt gekweekt en dan verdund in caviaserum, dat rijk is aan complement.
Indien het serum van de gastheer de specificke antilichamen bevat, zullen deze binden aan de trypanosomen

waardoor het complementsysteem wordt geactiveerd. Dit resulteert in lyse van de trypanosmen.

5.3.5 IMMUNOCHROMATOGRAFIE

De Sutra Sero K-SeT is een individuele immuno- HAT Sero K-SeT
chromatografische test (ICT) met een laterale flow
voor de detectie van specifieke antilichamen tegen het
RoTat 1.2 VSG in het bloed van zoogdieren. De test
gebruikt een fragment van het RoTat 1.2 VSG,

geproduceerd als recombinant antigeen in de gist

Positive  Negative Invalid

Deliver Deliver

PZ[/?Zﬂpdﬂ‘ﬂﬁL Sample Buffer Read

Figuur 11: HAT Sero K-SeT dat hetzelfde principe heeft als
Surra Sero K-SeT

Deze test is individueel, goedkoop, snel, accuraat, ethisch (et zijn geen proefdieren nodig) en kan worden

gebruikt voor eender welke gastheer zonder gastheerspecifieke conjugaten.
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5.4 [Leishmania tarentolae

L. tarentolae is een protozoon uit de orde van de Trypanosomatidae en een parasiet van de gekko Tarentolae
annularis. Recent werd deze cellijn gecommersialiseerd als een nieuw eukaryotisch expressiesysteem voor

productie van recombinante proteinen (Jena Bioscience). (Breitling, et al., 2002)

Prokaryotische expressiesystemen zoals E. /i en gisten zoals P. pastoris hebben een gebrek aan bepaalde
componenten die nodig zijn voor eiwitsynthese en -vouwing en post-translationele modificatie die toegepast
worden in eukaryoten. Alternatieve eukaryotische systemen, gebaseerd op zoogdiercellen of insectcellen,
vereisen dan weer lange ontwikkelingscycli en leveren een lage proteinenopbrengst op. Het Lezschmania
Expressie SYsteem pLEXSY is zodanig ontwikkeld dat de eukaryotische proteinensynthese gecombineerd
wordt met eenvoud en gebruiksgemak en hierdoor een interessante gastheer is voor heterologe expressie

van eiwitten van T. evansi. (Breitling, et al., 2002)

Galactose
Mannose

Fucose
+3rd +4th

anfeniie N-acetylneuraminic acid

EpoOO

N-acetylglucosamine

Yeast Insect cells
e.g. Pichia e.g. 5f9/21

Polypeptide

Mammalian
cells

() partial modification

Figuur 12: N-glycolyseringpatronen van proteinen in verschillende expressiesystemen (Basile & Peticca, 2009)

De Leishmania expressie systeem LEXSY-kit van Jena Bioscience biedt twee systemen aan: het constitutieve
systeem en het induceerbaar systeem. In deze bachelorproef wordt het constitutieve 7 vivo LEXSY-systeem
toegepast met de pLEXSY-hyg2-vector dat toelaat om efficiént een groot aantal recombinante proteinen te
produceren. Het is gebaseerd op integratie in het chromosomaal ss#-locus coderend voor de tandem 18S-
rRNA-genen. Integratie gebeurd a.d.h.v. homologe recombinatie na linearisatie van de expressievector met
Swal (figuur 13 en 14).

utr utr utr
Linearised

RNA pol | expression plasmid

TN L
<+ E_ _—‘_ [ss] - - { supss) |- +_ MRNAlocus

Figuur 13: Integratie van pLEXSY in de kleine subeenheid van het ribosomaal RNA (ssu)
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Swal (9125)

pLEXSY-hyg2

9133 bp

Spel (4573)

Figuur 14: pLEXSY-hyg2: UTR1, UTR2 en UTR3 zijn geoptimaliseerde, non-translerende, gen-flankerende gebieden die de
splicing-signalen voor post-transcriptie van mRNA verwerken voor de expressie van het insertiegen en het markergen in de gastheer.
SP staat voor het signaal peptide van het secreterende zuurfosfatase van L. mexicana en H6 voor de polyhistidine-tag.

De pLEXSY-vector kan zo gebruikt worden dat dat recombinante eiwitten ofwel in het medium
gesecreteerd worden of intracellulair tot expressie gebracht worden. Omdat L. zarentolae een lage hoeveelheid
endogene eiwitten heeft en omdat het kweekmedium weinig toegevoegde eciwitten bevat zal het
uitgescheiden recombinant proteine de meerderheid van de totale eiwitten omvatten, wat purificatie
vergemakkelijkt. (Basile & Peticca, 2009)

Secretie van proteinen kan alleen maar plaatsvinden indien ze gefusioneerd zijn met een signaalpeptide.
Een signaalpeptide is een recks van ongeveer 20 aminozuren dat zich aan het N-terminaal gedeelte van een
polypeptide bevindt en het polypeptide naar de secretieroute (endoplasmatische reticulum) zal leiden. Het
signaal peptide van het secreterende zuurfosfatase van L.wexicana, ingebouwd in de pLEXSY-vector (figuur
14), zal er dus voor zorgen dat het recombinante proteine geéxporteerd zal worden naar het medium. (Basile
& Peticca, 2009)
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6 OBJECTIEVEN

Recent is er een nieuwe diagnostische sneltest ontwikkeld, de Surra Sero K-SeT, op basis van een
recombinant RoTat 1.2 aangemaakt in de gist Pubia pastoris. Het is een individuele immuno-
chromatografische test (ICT) met een laterale flow voor de detectie van specificke antilichamen tegen het
predominante RoTat 1.2 VSG in het bloed van zoogdieren (Rogé S. , 2015).

Het doel van deze bachelorproef is het uittesten van de heterologe expressie van het Trypanosoma evansi
RoTat 1.2 variable oppervlakte eiwit in Leishmania tarentolae. De specificke objectieven zijn

1) Het selecteren van vijf verschillende regio’s binnen het T. evansi RoTat 1.2 VSG

2) Het kloneren van de vijf constructen in de Leishmania expressievector pLEXSY in E. ool

3) Kweek en transfectie van Leishmania tarentolae

4)  Analyse van de eiwitproductie in het secretoom van L. farentolae door middel van SDS-PAGE en

immunostaining
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7 EXPERIMENT
7.1 MATERIALEN EN METHODEN

7.1.1  BIO-INFORMATICA

7.1.1.1 SELECTIE VAN ROTAT 1.2-CONSTRUCTEN

De nucleinezuursequentie van het RoTat 1.2 VSG (figuur 16) met GenBank accessienummer AF31714
(Urakawa, Vetloo, Bischer, & Majiwa, 2001) werd vertaald naar aminozuren (figuur 17) via SnapGene®
3.0.2.

Het proteine van het RoTat 1.2-gen bestaat uit drie delen (figuur 15): het signaal peptide, het variabele N-
terminaal gedeelte en het minder variabel C-terminaal gedeelte. Voor het opstellen van de constructen werd
het minder variabele C-terminaal gedeelte weggelaten. Ook het signaal peptide werd weggelaten, vermits het
“vervangen” wordt door het signaalpeptide van L. mexicana in de vector pLEXSY.

[ il [: ) » Domain

@ 1PROO1B12 Trypanosome variant surface glycoprotein, A-type, N-terminal domain
c Y B BFODS13 (Trypan glycep)
@ 1PRO27446 Variant surface glycoprotein C-terminal domain
e » G3DSA14.10.11..
o » SSF118251 (variant )
8 nolIPR Unintegrated signatures
[}
c 3
= » SIGNAL_PEPTID
[=} » SIGNAL_PEFTID.
= » SIGNAL_PEFTID.
e » SIGNAL_PEFTID.
[ 1 » SSFSB087 (varant s.)
=== » Signalp-Th
= » SignalP-noTM

Figuur 15: Print screen van de eiwitsequentie-analyse en classificatie van het RoTat 1.2 VSG via InterPro. Het VSG bestaat uit een
signaal peptide, een N-terminaal domein (roos) en een C-terminaal domein (blauw).
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5’ - TAGAACAGTTTCTGTACTATATTGATTACCCCTGTTTTCAGCGCTTCTAGAGACGAGCTGGACTTTTCTGCGTCTGTGCG
ACATAACGCAAACCACAGGAAACATGCAAACCAAGGCGCTCGTTGGCGTACTCTTATTTGTACTGTATCGGAGCACAACGGATG
cc

AATTCTCTTCTCATCAAAGCTTCCCCTCTTTTTCTTGCGGTTTTGCTTTTTTAAGTTTTTCCCCTCTTTTTCTTCCTTT
AAAATTCTTGCTACTTGAAAAACTTTCTGATATATTTTAACACCT - 37

Figuur 16: De nucleinezuursequentie van het RoTat 1.2 VSG met het GenBank accessienummer AF31714. Blauw stelt het signaal
peptide voor, geel het N-terminaal gedeelte en groen het C-terminaal gedeelte. Grijs is het niet-coderend gedeelte (UTR, untranslated
region). (Rogé S, 2014)

MQTKALVGVLLEFVLYRSTTDA

Figuur 17: De aminozuursequentie van het RoTat 1.2 VSG vertaald via SnapGene® 3.0.2. Blauw stelt het signaal peptide voor,
geel het N-terminaal gedeelte en groen het C-terminaal gedeelte (Rogé S, 2014).

Het volledig N-terminale gedeelte, zoals gebruikt bij de expressie in Pichia pastoris, vormt het eerste construct,
weergegeven in figuur 18.1 (Rogé S, 2014). De volgende fragmenten, ook weergegeven in figuur 18, zijn
opgesteld door rekening te houden met twee structurele aminozuren: proline en cysteine. Proline zorgt voor
een hoek in het eiwitskelet, cysteine kan een dimeer vormen a.d.h.v. een disulfidebrug dat resulteert als

“nietje” in het proteine. (Sang-Ho, et al., 2002)
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Figuur 18: Eiwitmodellen van de vijf constructen uit RoTat 1.2 VSG gecreéerd door het predictieprogramma SwissModel (website
met kristalmodellen). Het model van RoTat 1.2 VSG is gebaseerd op de template 2vsgl.A van het IlTat 1.24 VSG (28,45%
aminozuuridentiteit). Deze peptidenmodellen zijn gevisualiseerd met het programma Edu PyMOL v1.7.4. Figuur 1: aminozuur 22
t/m 385. Figuur 2: aminozuur 22 t/m 282. Figuur 3: aminozuur 22 t/m 171. Figuur 4: aminozuur 282 t/m 385. Figuur 4.5 aminozuur
225 t/m 385.

Eens de constructen waren opgesteld werden deze in frame gezet met de vector pLEXSY. Vervolgens werd
er nagegaan of het signaal peptide van pLEXSY op de juiste plek klieft (SignalP 4.1 Server) en of er
glycolysatieprocessen plaatsvinden (NetNGlyc 1.0 Server). Ten slotte werd ook de GPI-ankervorming
gecontroleerd (GPI Prediction Server). GPI-ankervorming zou ervoor kunnen zorgen dat het recombinant

proteine niet gesecreteerd wordt.

Tabel 2: SP-predictie (SignalP 4.1 Server), GPI-predictie (GPI Prediction Server), glycosyleringpredictie (NetNGlyc 1.0 Server) en
eigenschappen (ExPASy ProtParam) van de recombinante proteinen.

Construct Predicties Eigenschappen
SP GPI N-Glycolysering #AA Da Th. pI
1 23 -385 2324 Nee Nee 377 39880.6 6.49
2 23-282 2324 Nee Nee 274 28304.6 7.40
3 23-171 2324 Nee Nee 163 16678.6 8.79
4  282-385 2324 Nee Nee 117 13129.6 5.67
5 | 225-385 2324 Nee Nee 174 19545.8 0.13

Construct 1

FYTARAAYTG THHHHHH

DALGCGEANY DTSAPGTHHH HHH

FYTARARAYTG THHHHHH

Construct 4
10

GASLEPELTE

ETLKTLADDP ARTE

IKELWNNLKK EEIEGTEDDT TEKVALETVN SIDKLQQALE FYTARAAYTG THHHHHH

Figuur 19: Aminozuursequenties van de vijf recombinante proteinen afkomstig van de vijf verschillende constructen met een
terminale histag (ExPasy Prot-Param).
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7.1.1.2 PRIMERS

De primers voor de In Fusion-cloning werden ontworpen via SnapGene® 3.0.2. Deze primers hebben een
ovetlap in de vector pLEXSY en een overlap in de DNA-fragmenten uit RoTat 1.2 (figuur 20 t/m 24).
Primers gebruikt voor de screening en sequencing van de klonen werden ontworpen via Primer3. De
primers P1442 en A264 werden geleverd met de kit (Jena Bioscience #EGE-232).

Tabel 3: Primers voor de klonering, screening en sequencing

Construct IF-cloning Screening Sequencing
1 23 — 385 IF Ro123 F P1442 F P1442 F
IF Ro145 R Scr Ro123 R Sec Rol12 F
A264 R
Sec Ro12 R
2 23 — 282 IFRo123 F P1442 F P1442 F
IF Ro2 R Scr Ro123 R Sec Rol12 F
A264 R
Sec Ro12 R
3 23 - 171 IF Ro123 F P1442 F P1442 F
IFRo3 R Scr Ro123 R A264 R
4 282 — 385 IF Ro4 F P1442 F P1442 F
IF Ro145 R Scr Ro45 R A264 R
5 225 — 385 IFRo5F P1442 F P1442 F
IF Ro145 R Scr Ro45 R A264 R

l IF Ro123 F
ggcaj

|CTGGCGCCTCTCTAGACgccaatgtagctcttaaa

GCTGGCGCCTCTICTAGAcgccaatgtagctcttaaaggcaa
1 I 1 P l 1 1 1 1

T T 'I T r T r T
CGACCGUGGAGAGATCTgcggttacatcgagaatttcogtt
- S
A N W A L K =] M
AF 22 - 385 van CDS RoTat 1.2

PLEXSY + Rol (AZ 22-385)
5238 bp.

Fm

gcgcgagccgcttacacaGGTACICCACCACCATCACCACI
1 ] 1 | IS 1] ] 1 ]
t T t =1 T t T

cgcgcoctcggocgaatgtgtCCATGGGTGGETGGTAGTGGTG

380 L L L L 385 4 i L L L 5
A R A A Y T G T H H H H H
-------- 6xHista

@:tcggcgaatgtgtCCATGGGTGGTGGTAGTGGT]

IFRocl R
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Swal

P1442F

IF Ro123 F IPRaL2S P

Xbal |CTGGCGCCTCTCTAGAcgccaatgtagctcttaaaggca
u

~ScrRo123 R :GCTGGCGCCTCTICTAGAcgccaatgtagctcttaaaggcaa
1 1 1 ] 1 ]
T T T T

T T T 1 T
CGACCGCGGAGAGATCTgecggttacatcgagaatttocecgtt
_-SecRol2 F A

| . L 25 . . 1
AN VWV A L K G N
_-SecRol1ZR D AZ 22-2832 van CDS RoTat 1.2

PLEXSY + Ro2 (22-282)
8929 bp

KpnI

1ggrtggaaarggagaaggraccgG6TACCCACCACCATCACCAC
L 1 1 1 ) 1 1 1
} ' Jey

T T N T + }
ccaacctttacctcttccatggoCCATGGETGLETEGTAGTGGTG
F

7s o, 280 ., F BT
Swal / R_L E M E K VvV P G T H H H H H
12 - BxHis
Qgcctttacctcttccatgg::CCATGGGTGGTGGTAGTGGU
IF RoZ R

Figuur 21: Construct 2 (AZ 23-282) in pLEXSY met In Fusion-primers bekomen via SnapGene® 3.0.2

Swal

~ P1442 F IFRo123 F
N\ IFRo123F [CTGGCGCCTCTCTAGACgoCcaatgtagctcttaaaggca
N / v
) - Xbal GCTGGCGCCTCTICTAGAcgccaatgtagctcttaaaggcaa
- 1 1 I ]

- ScrRe123 R 4 1 e gl } } } + t
CGACCGCGGAGAGATCTgoggttacatcgagaatttecocgtt
A

L. 28
Kpnl A N WV A L K G N
IFRo3 R | AZ 23-171 van CDS RoTat 1.2

FIEEI

.cacctcggccccaGGTACCCACCACCATCACCAC)
1 1 I |

gtgogagccggggtCCATGGGTGGTGGTAGTGGTG!

PLEXSY + Ro3 (22-171)
8596 bp

. L1700, M 1, . . s
+ T 5 A B G T H H H H H
i CDS RoTat 1.2 ERRREd BExHis
Swal
tggagccggggtCCATGGETGGTGGTAGTGET|
IFRoZ R

Figuur 212: Construct 3 (AZ 23-171) in pLEXSY met In Fusion-ptimers bekomen via SnapGene® 3.0.2
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Swal

| IF Rod F
P1442 F
4 aacc

I roa |CTGGCGCCTCTCTHGAaccggaactcacagaaga
(o]

v
GCTGGCGCCTCTICTAGAaccggaactcacagaagaaaccc
1 N . 1 1 1 "

t

T T T "'II 1 T T
CGACCGCGGAGAGATCTtggecttgagtgtecttetttggg:
A
N1 - SR

.
~ E L T E E T
TRolsR AZ 252-385 van CDS RoTat 1.2

pLEXSY + Ro4 (282-385)

gcgcgagccgocttacacaGGTACCCACCACCATCACCAC

I 1 I | S T 1 I 1

t } t | } t }

cgcgctcggcgaatgtgtCCATGGGTGGTGGTAGTGGTG
A

380 1 1 1 1 385 1 1 1 1 5
A R A A A T G T H H H H H
) / tE12 e > 6xHis
Swal \
) 4 gCyCtCcyUCyAatgtygtCCATGGGTGGTGGTAGTGGT)
IF Ro145 R

282-385) in pLEXSY met In Fusion-primers bekomen via SnapGene® 3.0.2

Swal

P1442 F
N d
ea\\pe " \(01 IFROSF N

e Sign Dtide BL E)(Sy (0N . Xbar =)
R I N ctcg

e,

RS e:’z‘q% D
>,
N

|CTGGCGCCTCTCTAGAcaacatcaaggtgcac
. Kpnl

- T
_ScrRa45 R :(I3CTGGCGCCTCTICTAGACaatlzatcaaggtgclzacctcgc
e ' :
t

. :
P, T T T Tt T T T
s |
5 K;”IRGMSR .CGACCGCGGAGAGATCATQttgtagttccacgtggagcg
Sq _A264 R 225, ., ., 230
5E N I K WV H L A
° ] AZ 225-385 van CDS Rolat 1.2

PLEXSY + Ro5 (225-385)
8629 bp

agcgegageegettacacaGGTACCCACCACCATCACCAT
1 1 1 L ——t L 1 1
}

T
tcgogotcggogaatgrgtCCATGGGTGGTGGTAGTGGTG!

0, ., ., 3" 1, ., s
A R A A Y T G T H H H H H
------- > 6xHis
Swal ’ gcgctcggcgaatgtgtCCATGGGTGGTGGTAGTGG'ﬂ
IF Ro145 R
Figuur 24: Construct 5 (AZ n pLEXSY met In Fusion-primers bekomen via SnapGene® 3.0.2

7.1.2  MOLECULAIRE BIOLOGIE

7.1.2.1 LB-MEDIUM

Vloeibaar LB-medium bevat 1% NaCl (VWR® Chemicals #27510.295), 1% Bacto™ tryptone (BD
#211705), 0,5% Bacto™ gistextract (BD #212750) opgelost in reverse osmotisch water. Voor vast medium
werd hieraan nog 1,5% Bacto™ Agar (BD #214010) toegevoegd. Autoclaveren gebeurde gedurende 10
minuten op 121°C. Hierna werd een 1000x concentratie van carbenicilline toegevoegd met een
eindconcentratie van 100ug/mL (stattconcentratie: 100mg/mL).
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7.1.2.2 TRANSFORMATIE VAN STELLAR™ COMPETENT CELLS

Transformatie van E. co/ Stellar™ Competent Cells gebeurde zoals beschreven door de producent (In-
Fusion® HD Cloning Kit (Clontech® #011614)). De cellen werden ontdooid op ijs en geincubeerd met
plasmide DNA gedurende 20 minuten. Vervolgens volgde een hitteshock transformatie van 45 seconden
op 42°C waarna de cellen terug 2 minuten op ijs werden geplaatst. Het mengsel werd gedurende een uur op
37°C in SOC-medium op de schudincubator (Thermomixert) geplaatst (225 rpm). De getransformeerde
cellen werden uitgeplaat op LB-medium bevattende agar en carbenicilline. De vector bevat het 3-lactamase-
gen en veroorzaakt resistentie tegen penicillines zoals carbenicilline. Incubatie verloopt gedurende overnacht
op 37°C.

7.1.2.3 /N VITRO CULTIVATIE VAN £. COL/

Geisoleerde kolonies van getransformeerde E. co/i werden geselecteerd (klonale selectie) en verder gegroeid
door een tippuntje te inoculeren in 5mL vloeibaar LB-medium en 5ul van een 1000x stock carbenicilline.

De bacterién werden overnacht geincubeerd op 37°C en op 250tpm (Incubator® 44, Eppendorf).

Glycerolstocks werden gemaakt door 180uL. van 85% geautoclaveerd glycerol te mengen met 820uL. E. co/-
cultuur. Vervolgens werden de cellen ingevroren in droog ijs/ethanol bad en bij -80°C bewaard.

7.1.2.4 QIAPREP® SPIN MINIPREP KIT (QIAGEN)

Plasmide-isolatie uit 5SmL culturen na overnachtincubatie gebeurde d.m.v. de QIAprep® Spin Miniprep Kit
(QIAGEN #271006). De cellen werden gepelleteerd door 15 minuten te centrifugeren op 3220g op 4°C.
Het plasmide werd gezuiverd d.m.v. een alkalische-cellyse-methode (Birnboim & Doly, 1979) via een

silicagelmembraan in de aanwezigheid van hoge zoutconcentraties.

De cerste stap is het verwijderen van het supernatans en het oplossen van de celpellet in een
resuspentiebuffer. Deze bevat RNase die later het aanwezige RNA zal degraderen. Vervolgens wordt de
opgeloste celpellet behandelt met een lyse-buffer. Deze bevat SDS, een detergent die de fosfolipiden en
proteinen van het celmembraan zal oplossen waardoor de cel lyseert en de celinhoud vrijkomt.
Natriumhydroxide zorgt voor een alkalische pH waardoor de vrijgekomen celinhoud; genomisch DNA,

plasmide DNA en proteinen; zal denatureren.

Toevoeging van de neutralisatiebuffer, bevattende kaliumacetaat en guanidiniumchloride, neutraliseert de
pH waardoor het plasmide-DNA renatureert en in oplossing blijft terwijl de SDS-gebonden proteinen en
genomisch DNA zullen neerslaan door vorming van het onoplosbaar PDS. Er wordt dus een pellet gevormd
na centrifugatie (10 minuten op ~17 900g) en er wordt verder gewerkt met het supernatans.

GuCl is een chaotropisch zout dat de DNA-silica-binding zal vergemakkelijken in de volgende stap.

Het supernatans kan nu geladen worden op de kolom. De silicamembraan, in aanwezigheid van de hoge
zoutconcentratie, zorgt ervoor dat DNA absorbeert op de filter van de kolom. De zwak-gebonden
elementen worden verwijderd met de eerste wasbuffer (PB) bevattende isopropanol en GuCl. Daarna
worden de zouten verwijderd met de wasbuffer (PE) bevattende ethanol en Tris-HCI Tenslotte wordt het
plasmide geélueerd in Tris-HCI (pH = 8,5).
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7.1.2.5 NUCLEOSPIN® PCR CLEAN UP AND GEL EXTRACTION KIT (CLONTECH)

Plasmidepurificatie na restrictiedigestie of PCR gebeurde d.m.v. de NucleoSpin® PCR Clean Up en Gel
Extraction (Clontech® #740609.10). De eerste stap is het toevoegen van 2 keer het volume van het staal
aan binding buffer (NTI) die zowel een chaotropisch zout bevat, dat de DNA-silica-binding zal
vergemakkelijken in de volgende stap, als een pH-indicator (geel). DNA bindt alleen aan de silica indien de
lading negatief is, en dit bij een pH tussen 5,0 en 6,0. Indien er na toevoeging van het DNA-mengsel een
verandering ontstaat, moet de pH worden aangepast vooraleer de opzuivering verder gezet kan worden. De
volgende stappen met de wasbuffer (NT3) en de elutiebuffer (NE) zijn gelijkaardig aan die van de
QIAprep® Spin Miniprep Kit.

7.1.2.6 QIAQUICK® PCR PURIFICATION KIT (QIAGEN)

Plasmidepurificatie van het getransformeerde plasmide na linearisatie met Swal gebeurde a.d.h.v. de
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN #281006). Het verschil met de NucleoSpin® PCR Clean Up
en Gel Extraction is dat deze kolommen een bindingscapaciteit hebben van 10ug dsDNA i.p.v. 25ug, maar

ze laten toe om het DNA volledig steriel te zuiveren.

7.1.2.7 NANODROP® ND-1000 SPECTROPHOTOMETER

De concentratie aan DNA werd gemeten a.d.h.v. de Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer ISOGEN).
Het is een spectrofotometrische analysemethode waarbij de absorptie van UV-licht wordt gemeten van
moleculen en wordt uitgedrukt in OD (optische densiteit) in functie van de golflengte. dsSDNA absorbeert
licht met een golflengte van 260nm, proteinen absorberen licht van 280nm en chaotrope zouten absorberen

licht van 230nm. Een concentratie van 50ng dsDNA/uL geeft een OD2g van 1.

Een waatde tussen 1,8 en 2,0 voor de verhouding van OD2/ODasois ideaal. Een lagere ratio duidt op een
hoge concentratie proteinen, een hogere ratio duidt op de isolatie van RNA (dus meer onzuiverheid). Naast
de ODas0/ODag ratio wordt ook de verhouding van ODag/ODas uitgezet. Hoe hoger deze ratio, hoe

minder chaotrope zouten en dus hoe zuiverder het DNA-staal.

7.1.2.8 RESTRICTIEDIGESTIE

Voor de restrictiedigestie van ongeknipt plasmide DNA werd een overmaat van 10 units aan restrictie-
enzymen gebruikt (1 U is de hoeveelheid enzyme nodig om 1 ng DNA te knippen in 1 uur op 37°C en in
50uL). Restrictie-enzymen zijn opgelost in 50% glycerol. Om steractiviteit tegen te gaan moet er vermeden
worden dat er meer dan 5% glycerol in het totaal volume zit. Dit komt overeen met een maximum van 5SuL.
restrictie-enzyme-oplossing in een totaal volume van 50uL. Indien nodig wordt het totaal volume van de
reactie vergroot. De mengsels werden aangelengd met Molecular Biology Water (AccuGENE™) en
incubatie verliep overnacht op 37°C in de Thermocycler T3000 (Biometra®).

Tabel 4: Overzicht restrictie-enzymen

Restrictie-enzyme = Concentratie = Firma Buffer

Kasl 5U/ul NEB #R0544S  CutSmart® Buffer 10X (NEB #B7204S)
Kpnl-HF® 20U/uL NEB #R3142S  CutSmart® Buffer 10X (NEB #B7204S)
Xbal 20U/uL. NEB #R0145S  CutSmart® Buffer 10X (NEB #B7204S)
Swal 10U/uL NEB #R0604S  NEBuffer 3.1 10X (NEB #B7203S)
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7.1.2.9 CLONEAMP™ HIFI PCR PREMIX

PCR-amplificatie van de doelwitsequenties uit het gDNA van RoTat 1.2 werd uitgevoerd met de
CloneAmp™ High Fidelity PCR Premix (Clontech® #639298). Het is belangtijk om een nauwkeurige
replicatie te genereren van het gewenste DNA-template. Dit wordt bekomen door gebruik te maken van
een high-fidelity polymerase die door deze kit wordt bezorgd, alsook dNTP’s en een geoptimaliseerde
buffer. Het DNA-polymerase combineert een lage misincorporatie van nucleotiden samen met een 3” > 5’

exonuclease-activiteit, ook bekend als proofreading, zodanig dat de lage misincorporatie wordt gecorrigeerd.

Tabel 5: CloneAmp™ HiFi PCR Mix

Mix Provider Stock C Finale C Reactie (uL) x5
Water Accugene 9,25 46,25
CloneAmp HiFi PCR Premix Clontech 2x 1x 12,5 62,5
Forward primer IDT 10uM 0,25uM 0,625 3,125
Reverse primer 1IDT 10uM 0,25uM 0,625 3,125
¢DNA RoTat 1.2 I™ 10ng/ul.  20ng 2 10
Totaal 25 125

Tabel 6: CloneAmp™ HiFi primerpaar

Mix Forward primer Reverse primer Template
pLEXSY Rol IF Ro123 F IF Ro145 R T. evansi RoTat 1.2 gDNA
pLEXSY Ro2 IF Ro123 F IF Ro2 R T. evansi RoTat 1.2 gDNA
pLEXSY Ro3 IF Ro123 F IF Ro3 R T. evansi RoTat 1.2 gDNA
pLEXSY Ro4 IF Ro4 F IF Ro145 R T. evansi RoTat 1.2 gDNA
pLEXSY Ro5 IFRo5 F IF Ro145R T. evansi RoTat 1.2 gDNA

Tabel 7: CloneAmp™ HiFI PCR-instellingen met gradént

Stap Temperatuur (°C) Tijd Cyclus

1 98 30"
2 98 10"
3 55— 65 15"
4 72 30" 34 cycli naar stap 2
5 72 5'
6 4 forever

7.1.2.10 IN FUSION® HD CLONING KIT

Eens de constructen waren geamplificeerd en het leeg plasmide was gelineariseerd met Kpnl en Xbal werd
er overgegaan naar de klonering a.d.h.v. de In Fusion® HD Cloning Kit (Clontech #011614).

In-Fusion Cloning is een methode van Clontech die ontworpen is om snel en directioneel één of meerdere
DNA-fragmenten te kunnen kloneren in elke vector. Bij deze PCR-methode worden de primers zo
ontworpen dat ze een deel, namelijk 15 basenparen, van de gelineariseerde vector bevatten en een deel van
de DNA-fragmenten. Het In Fusion Enzyme zal deze overlappen herkennen en de twee fusioneren. De

eerste stap is de linearisatie van de vector d.m.v. van een restrictiedigestie.
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Vervolgens wordt het DNA-fragment geamplificeerd a.d.h.v. een proofreading-polymerase met de
ontworpen primers (zie figuur 23) zodat er een overlap wordt gecreeérd. Dit wil zeggen dat er geen restrictie-
digestie nodig is. Eens de vector gelineariseerd is en het DNA-fragment geamplificeerd worden ze
gekloneerd d.m.v. het In-Fusion Enzyme a.d.h.v. homologe recombinatie wat de klonering ligatie-
onafhankelijk maakt. E. co/i-cellen worden getransformeerd met de finale constructen, die “seamless” of

“naadloos” zijn gevormd (zonder extra nucleotiden), volgens het protocol van de firma.

Generate a linearized vector
Step 1

S

Design gene-specific primers with 15 bp extensions homologous to vector ends

by
- .
Amplify your gene of interest —» : append with your specific sequence
Step 3 Forward Primer
y Bbe 5'- NNNNNNNNNNNNNNN—
=) N N \ L 1238567880001
N PeRpediar N Linearized 5., NNNNNNNNNNNNNN-3' # 5-NNNNNNNNNNNNNNNNNN. . .-3°
Vectors with  3'-, | NNNNNNNNNNNNNNNNNN-5'% 3-NNNNNNNNNNNNNN. . .-5"
Stpi &' Overhangs WIIZNN 887 684321 i ;
Spin-column purify ———'NNNNNNNNNNNNNNN-5'
OR ; 'S(‘epS Reverse Primer
Step 5
gl Forward Primer

\ 5‘-:NNNNNNNNNNNNNNN_—)
Set up the In-Fusion cloning reaction —_—

— _ i 123456785 unRENE
Step 6 Linearized 5. NNNNMNNNNNNNNNNNNN-3' #5- NNNNNNNNNNNNNNNNNN. . .-3'
Vectors with  3'-, . NNNNNNNNNNNNNNNNNN-5'# 3- NNNNNNNNNNNNNNNNNN. -5
Blunt ends 880 664321
< ; 5
21 6X In-Fusion Enzyme Premix - .
vl Linearized Voctor Reverse Primer
Xl Insert
i Forward Primer

15 min at50°C q
10 pl Total Volume 5'-NNNNNNNNNNNNNNN=——3

Incubate cloning reaction - Linearized ; X ) 12345678 qmnues

Ston 7 o p— Vectors with 5.~ + NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -3 * 5~NNNNNNNNNNNNNNNNNN. . .-3'
P ol [ g 3 Ovah 3'-.. NNNNNNNNNNNNNNNNNN-5'% 3-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN, . -5
; construct erhangs 1511z B T 65 432 1

ﬂ——:NNNNNNNNNNNNNNN:-S‘

Transform competent E. coli with the reaction mixture Reverse Primer

Guidelines for universal primer design
¢ To ine the 15 b to be incorporated into each
Screen clones primer, start at the 5' end of each DNA strand in the linearized vector ().
The region of homology for a particular primer consists of bases that are Y
complementary to the first 15 bases at the 6' end of a particular DNA strand. Brackets indicate bases
incl .

This means that the bases complementary to 5' overhangs are included 15‘1"3 ne udfed in the
in the primer sequence, but the bases in 3' overhangs are not. region o

Figuur 22: Overzicht van de In-Fusion HD Cloning (Clontech, 2013)

Figuur 23: Primer design. Primers bevatten een 15bp-overlap van de vector. Voor vectoren met sticky ends worden basen in de 5’-
overhang in de primersequentie mee geincorporeerd, basen in de 3’-overhang niet. De overlap van het DNA-fragment bevat de
restrictiesites en wordt zo opgesteld dat de primers ongeveer dezelfde smelttemperatuur hebben. (Clontech, 2013)

7.1.2.11 HOTSTARTTAQ PLUS

Om te controleren of E. co/i effectief was getransformeerd werden de kolonies gescreend d.m.v. kolonie-
PCR. Een tippuntje van cellen werd direct in de PCR-reactie gestoken. Deze worden gelyseerd tijdens de
initiéle PCR-stap dat resulteert in het vrijkomen van het plasmide (zie tabel 10).

De kolonie-PCR werd uitgevoerd met het HotStartTaq Pius DNA-polymerase (QIAGEN, #203601). Dit
is een polymerase dat inactief is bij kamertemperatuur doordat er antilichaam gebonden is aan de actieve
plaats van het enzyme. Dit voorkomt de extensie van non-specificke annealing van primers en
primerdimeren. Het polymerase wordt geactiveerd door incubatie gedurende 5 minuten op 95°C. De
CoralLLoad PCR Buffer zorgt voor optimale omstandigheden tijdens de amplificatie en dient ook als

ladingbuffer en visualisatie tijdens de gelelektroforese.

Pagina | 30



o‘ 3 BML.T

erasmus

HOGESCHOOL BRUSSEL Manon Geerts

Tabel 8: Hot Start Taq Plus PCR Mix

Mix Provider Stock C Finale C Reactie (uL) x16

Water Accugene 13,12 209,92
Coral Load Buffer Qiagen 10x 1x 2 32
MgCl, Qiagen 25mM 2,5 mM 0,8 12,8
dN'TPs Eurogentec 20mM/5mM 0,8mM/200uM 0,8 12,8
BSA acetylated Promega 10 mg/mlL. 0,1 mg/mlL 0,2 3,2
P1442 F IDT 10 uM 0,5uM 1 16
Scr145 R IDT 10 uM 0,5 uM 1 16
Hot Star Taq Plus Qiagen 5U/uL 1 U in 50pL 0,08 1,28
¢DNA E. coli 1 16
Totaal 20 320

Tabel 9: Hot Start Taq Plus primerpaar

Mix Forward primer Reverse primer Template
1 P1442F Scr Ro123 R E. coli pLEXSY Ro 1
2 P1442F Scr Ro123 R E. coli pLEXSY Ro 2
3 P1442F Scr Ro123 R E. coli pLEXSY Ro 3
4 P1442F Scr Ro45 R E. coli pLEXSY Ro 4
5 P1442F Scr Ro45 R E. coli pLEXSY Ro 5

Tabel 10: Hot Start Taq Plus instellingen PCR

Stap Temperatuur (°C) Tijd Cyclus

1 95 5'
2 94 30"
3 55 30"
4 72 30" 24 cycli naar stap 2
5 72 5'
6 15 forever

7.1.2.12 GELELEKTROFORESE

DNA werd gescheiden op een agarosegel a.d.h.v. gelelektroforese. Bij deze scheidingstechniek wordt een
elektrisch veld aangelegd op een vaste fase, bv. een agarosegel, waardoor geladen moleculen zullen migreren
naar de tegenovergestelde pool. DNA is negatief geladen en zal dus migreren van de kathode (-) naar de
anode (+). De scheiding gebeurt op basis van een agarosegel die de rol speelt van een moleculaire zeef: hoe
groter het percentage aan agarose in de gel, hoe kleiner de “mazen van het net”, hoe moeilijker grote
fragmenten zullen migreren doorheen de agarosegel en dus hoe dichter bij de kathode deze fragmenten
waarneembaar zullen zijn op de gel. Kleine fragmenten zullen dan gemakkelijker migreren en dichter bij de
anode waarneembaar zijn op de gel. Dit resulteert in een scheiding o.b.v. de grootte van de DNA-

fragmenten.
De drie gebruikte molmassamerkes zijn de GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific #SM0314),

de GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Thermo Scientific #SM0243) en de GeneRuler™ 100bp Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific #SM0323).
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In de gebruikte 0,5x TAE-running buffer (Tris-base-Azijnzuur-EDTA) zorgen Tris-base en azijnzuur
zorgen voor een correcte pH voor de ionisatie van DNA terwijl EDTA Ca?" en Mg?*-ionen complexeert

die zouden kunnen zorgen voor DNA-degradatie.

Visualisatie van de scheiding aan de hand van de grootte van DNA-fragmenten gebeurde door de gel na
clektroforese 15 minuten te laten weken in ethidiumbromide. Deze molecule intercaleert tussen de
opeenvolgende baseparen en vormt een complex dat in het oranje (590nm) fluoresceert na UV-bestraling.

Het fotograferen van de agarosegel gebeurde a.d.h.v. GelVue UV Transilluminator (Syngene #GVM20).
7.1.2.13 SEQUENCING

Voor de exacte sequentie te achterhalen van de constructen werden de stalen opgestuurd naar het VIB

(Vlaams Instituut voor Biotechnologie) Genetic Service Facility, University of Antwerp (GSE).

Tabel 11: Primers voor de sequencing. P1442 F = CCGACTGCAACAAGGTGTAG; A264 R =
CATCTATAGAGAAGTACACGTAAAAG; Sec Rol2 F = GACAGCTACCTAGAGGGCGA; Sec Rol2 R =
AACTTTGCCTTCGATTAGGC
Construct Forward Reverse
pLEXSY Rol P1442 F A264 R
Sec Ro12 F Sec Ro12 R
pLEXSY Ro2 P1442 F A264 R
Sec Ro12 F Sec Ro12 R
pLEXSY Ro3 P1442 F A264 R
pLEXSY Ro4 P1442 F A264 R
pLEXSY Ro5 P1442 F A264 R

7.1.3 Leishmania tarentolae

7.1.3.1 BHI-MEDIUM

VLOEIBAAR BHI-MEDIUM
18,5¢ BHI-poeder werd opgelost in 500mL dH>O en 10 minuten geautoclaveerd op 121°C. Hierna werd

2,5mL van een 200x Pen-Strep-oplossing en 1,0mL van een 500x hemine-oplossing (finale concentratie: 5
pg/mlL) toegevoegd. Indien selectief medium nodig was werd er een 1000x oplossing van hygromycine
toegevoegd. Dit behoort allemaal tot de LEXSYcon2 Expression Kit (Jena Bioscience #EGE-232).

BHI-AGAR-MEDIUM

BHI-agar-medium werd gebruikt voor de klonale selectie van de getransformeerde L. zarentolae. Een 2X
concentratie van Bacto™ Agar (2g/100mL; #214010, BD) en van BHI (7,4¢/100mL) werden apart 10
minuten geautoclaveerd op 121°C. Aan 72mL geautoclaveerd BHI-medium werd 20mL hitte-geinactiveerd
foetaal kalfserum (Gibco™ #10500-064); 8mL 1M HEPES (Sigma-Aldrich® #052K5427) met een pH van
7.4; 1mL Pen-Strep; 0,4mL hemine en agar toegevoegd. Als laatste werd hieraan nog 0,2mL van een 1000x
oplossing van de selectieve antibiotica pLEXSY-hye2 (Jena Bioscience #EGE-232) toegevoegd

(eindconcentratie: 0,1 mg/mlL). Dit was genoeg voor acht platen.
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7.1.3.2 REACTIVATIE VANUIT DE GLYCEROLSTOCK EN /N VITRO CULTIVATIE

Leishmania tarentolae (stam P10) werd vanuit de gebruikte LEXSYcon2 Expression Kit (Jena Bioscience
#EGE-232) geactiveerd vanuit een glycerolstock. De cellen werden 20 minuten op ijs bewaard waarna
1,6mL uit de glycerolstock in 10mL BHI-medium werd overgebracht. De cellen werden statisch geincubeerd
in het donker en op 26°C totdat er een concentratie van 6 — 8.107 cellen/mL bekomen werd (+/- twee

dagen). De celcultuur werd dan verdund (1:10 en 1:20) en verder geincubeerd gedurende drie dagen.

Voor verdere cultivatie werd er twee keer per week een passage uitgevoerd, beginnend met een 1:50-

verdunning (bv. maandag) en vier dagen later een 1:20-verdunning (bv. vrijdag) enzovoort.

7.1.3.3 TRANSFECTIE VAN L. tarentolae

De transfectie van L. farentolae met het plasmide (pLEXSY + Ro x) gebeurde a.d.h.v. elektroporatie.
Elektroporatie of elektropermeabilisatie is een moleculaire, biologische techniek waarbij gebruik wordt
gemaakt van een elektrisch veld. Dit elektrisch veld genereert een elektrische stroom die over de
celmembraan van de cel wordt geleid. Dit resulteert in een verhoogde permeabiliteit of een tijdelijke "pore"-
formatie die de cel het mogelijk maakt om exogene moleculen, bv. vteemd DNA, op te nemen vanuit het

medium.

Voor de optimale elektroporatie werd er 450ul. van een 108 cellen/mL-cultuur genomen (indien de
concentratie niet hoog genoeg was werd de cultuur geconcentreerd door centrifugatie en verwijdering van
supernatans) en 50uL (1 — 10pg; zie tabel 12) van het gelineariseerd DNA. De elektroporatie gebeurde door
de Gene Pulser Xcell™ Total System (met Pulse Controler en Capacitance Extender; Bio-Rad #165-2660)
volgens het hoge-voltage-protocol beschreven door de kit (Jena Bioscience #EGE-232). De cellen werden

overnacht geincubeerd in 10mL BHI-medium op 26°C als statische suspensiecultuut.

Tabel 12: Instellingen voor de elektroporatie

Lengte cuvetten 4mm (Bio-Rad #1652088)
Volume 0,5mL
Voltage 1500V
Capaciteit 25uF
Aantal pulsen 2 met een interval van 10”
Duur pulsen ~ 1,2ms
Weerstand ~50Q
7.1.3.4 KLONALE SELECTIE EN /N VITRO CULTIVATIE VAN GETRANSFECTEERDE
CELLEN

De overnachtsuspensiecultuur werd 3 minuten gecentrifugeerd op 2000g en op kamertemperatuur waarna
de celpellet werd geresuspendeerd in 50 — 100uL overblijvend medium. De verschillende transfecties werden
uitgeplaat op BHI-agar-medium met de selectieve antibiotica hygromycine. De platen werden geincubeerd

totdat er kolonies met een diameter van 1 a 2 mm gevormd waren (5 a 9 dagen).
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METHODE 1

Er werden een paar kolonies per construct geselecteerd en overgezet naar 1mL vloeibaar BHI-medium met
hygromycine in een 24-well plaat (Nunc™ #142475) en geincubeerd volgens de optimale condities (zie
6.1.3.2) gedurende twee dagen.

METHODE 2

Er werden een paar kolonies per construct geselecteerd en overgezet naar 150uL vloeibaar BHI-medium
met hygromycine in een 96-well plaat (Costar® #18915042) en geincubeerd volgens de optimale condities
en op 100rpm (geagiteerd) gedurende twee dagen. Een troebele 150uL-cultuur werd vervolgens overgezet
naar ImL en weer geincubeerd gedurende twee dagen om dan over te zetten naar 10mL. Deze werden

verder gecultiveerd volgens de optimale condities (zie 6.1.3.2).

7.1.3.5 PROTEINENPRECIPITATIE MET TCA

De troebele cultuur van 10mL werd gedurende 10 minuten gecentrifugeerd op 3000g. Aan 9ImL supernatans
werd 1mL 100% ijskoud TCA (Sigma-Aldrich® #Y6399100G) toegevoegd zodat een eindconcentratie van
10% TCA werd bekomen. Dit werd geincubeerd gedurende 30 minuten op ijs. Na incubatie werd het staal
15 minuten gecentrifugeerd op 17000g en 4°C waarna het supernatans werd geaspireerd. Hierna werd de
pellet gewassen: 1mL 80% aceton (Merck Millipore #1000141000) toevoegen, 30 seconden vortexen, 15

minuten centrifugeren op 17000g en 4°C en het supernatans aspireren.

7.1.3.6 PROTEINENSCHEIDING D.M.V. SDS-PAGE

SDS-PAGE is een elektroforesetechniek waarbij eiwitten gescheiden worden op een polyacrylamidegel. De
proteinen zullen door plaatsing van spanning op de gel, die werkt als moleculaire zeef, bij deze specificke
techniek scheiden o.b.v. hun grootte. Het percentage van de gel bepaalt de grootte van de mazen van de
zeef en dus de grootte van de proteinen die optimaal gescheiden kunnen worden.
Om een rechtstreeks verband te kunnen maken tussen de grootte of het moleculair gewicht en de lading
van het proteine wordt SDS of natriumdodecylsulfaat toegevoegd. SDS is een chaotropisch, anionisch
detergent dat proteinen particel zal denatureren, eraan zal binden en er daardoor een negatieve lading aan
zal meegeven. Hierdoor zullen de eiwitten dus allemaal migreren naar de anode.
Naast SDS, kunnen eiwitten eventueel kort worden verwarmd in aanwezigheid van een reductiemiddel,
zoals 2-mercaptoethanol, die de eiwitten verder denatureert door de disulfidebruggen te verbreken. Dit zal
sommige vormen van tertiaire eiwitvouwing voorkomen en quaternaire eiwitstructuren opbreken. Dit staat
bekend als reducerende SDS-PAGE.
Bij deze elektroforese werd er gewerkt volgens het principe van Laemmli (discontinue systeem). D.w.z. dat
er met twee gels werd gewerkt:

a) “Stacking” gel met de slotjes

b) “Resolving” gel of scheidende gel
Door dit protocol te hanteren wordt er een grensgebied bekomen waarop de proteinen zich tijdens de

elektroforese zullen concentreren wat resulteert in scherpere banden.

Voor de inhoud van de buffers, zie bijlagen.
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STAALVOORBEREIDING

De pellet, bekomen na de proteinenprecipitatie, werd geresuspendeerd in een totaal volume van 30uL 1X
reducerende SDS-PAGE loading buffer bevattende: 47,5% 2X Laemmli sample buffer (Bio-Rad
#1610737); 2,5% 2-mercaptoethanol 98% (Aldrich #M3701) en 50% Tris-HC1 0,5M (pH 8,8). De proteinen
werden gedurende vijf minuten gedenatureerd op 105°C en hierna direct op ijs geplaatst totdat de stalen
waren afgekoeld. Tenslotte werden de stalen 5 minuten gecentrifugeerd op 13000rpm en geresuspendeerd.

GELVOORBEREIDING

Tabel 13: Voorbereiding voor twee gels
Scheidingsgel 14% (uL) Stackinggel 6%
SDS 10% 100uLL 250ulL
Water 2290uL 2900uL
Tris-HCI 1,5M (pH 8,8) 2500uL
Tris-HCI 0,5M (pH 8,8) 1250pL.
Protogel 5000uL 650uL
APS 10% 100uL. 50uL
TEMED 100% 10uL. 5uL.
Polymerisatietijd 45min 30min

INSTELLINGEN

De gels werden in de Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad #1658001) geplaatst en ondergedompeld in
1X elektrodebuffer. Indien er negen kammen werden gebruikt werd de gel geladen met 30uL staal/well. De
gel werd gerund gedurende 50 minuten op 200V d.m.v. de PowerPac™ HC Power Supply (BioRad
#1645052). De gebruikte ladder is de Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (BioRad #1610374).

7.1.3.7 COOMASSIE BRILJANT BLAUW KLEURING EN GELDROGING

De SDS-polyacrylamidegel werd overnacht geincubeerd in CBB-oplossing. Hierna werd de gel ontkleurd
met ontkleuringsbuffer gedurende anderhalfuur waarbij de buffer éénmaal werd ververst na een halfuur.
Absorberend papier werd mee op de gel geplaatst. Na ontkleuring werd de gel een uur geincubeerd in
krimpoplossing en tegelijkertijd werden twee cellofaanvellen (BIOzym) gedurende een uur gesatureerd in
10% glycerol. Alle stappen gebeurden op de Orbital Shaker (Labnet Orbit 1000, Biolegio) op 50rpm. De gel

werd tenslotte tussen de twee cellofaanvellen gedurende een nacht gedroogd.

7.1.3.8 WESTERN BLOTTING

De gel werd 15 minuten geéquilibreerd in transfer buffer. De gel werd dan geblot met één
nitrocellulosemembraan (Amersham™ Hybond™ P0,45 PVDF; GE Healthcare Life Sciences #10600023
en twee filterpapieren aan elke kant. De instructies van het apparatuur (Criterion™ Blotter; Biorad
#1704070) werden gevolgd. De running (Powerpac™ Power Supply; BioRad #1645052) verliep gedurende
50 minuten op 100V.

7.1.3.9 DIRECTE IMMUNOSTAINING

Het membraan werd overnacht gesatureerd in TBS-Blotto op 4°C om de potentiéle aspecifieke bindingssites
te blokkeren. Hierna werd het staal drie maal gewassen gedurende vijf minuten met TBS. Incubatie met het

conjugaat (muis-anti-histidine met alkalische fosfatase als tag) verliep gedurende één uur. Het membraan
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werd hierna vier maal gewassen met TTBS en één maal met AP-buffer gedurende vijf minuten. Incubatie
met het chromogeen substraat verliep gedurende maximum 20 minuten met 50mL AP-buffer, 132ul. NTB-
stock en 66uL. BCIP-stock en de reactie werdd gestopt met water. In aanwezigheid van een histag zal het
enzyme AP, gebonden aan de anti-histidine, NTB en BCIP omvormen in een blauw/paarse kleur. Alle
stappen gebeurden op de Orbital Shaker (Labnet Orbit 1000, Biolegio) op 50rpm.
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7.1 RESULTATEN

7.1.1  TRANSFORMATIE VAN PLEXSY MET CONSTRUCTEN UIT ROTAT 1.2 VSG

Weterminaal gedecke

Construct 1: AZ 23 - 385

Netermingal gedeeke

Construct 2: AZ 23 - 282

+ Construct 3: AZ 23 - 171

Construct 3: AZ 282 - 385

_
boo ]}

Construct 5: AZ 225 - 385

A. Restrictiedigestie + controle via gelelektroforese B. Amplificatie + controle via gelelektroforese

C. Klonering + controle via gelelektroforese

Figuur 24: Flowchart van de klonering van de vijf verschillende constructen met pLEXSY

7.1.11 TRANSFORMATIE EN RESTRICTIEDIGESTIE VAN PLEXSY

E. coli Stellar cellen werden door middel van hitteschok getransformeerd met 100ng leeg pLEXSY plasmide
en uitgeplaat op carbenicilline bevattende LB platen. Geisoleerde kolonies werden verder in vloeibaar

cultuurmedium opgegroeid. Er werd op vier culturen een plasmidezuivering uitgevoerd.

Het gezuiverd plasmide pLEXSY werd geknipt met de restrictie-enzymen Kasl en Kpnl. Kasl is een
“unieke” restrictiesite achter het signaal peptide in pLEXSY en Kpnl is een unieke restrictiesite voor de
His-tag in pLEXSY. Na restrictiedigestie werd d.m.v. gelelektroforese nagegaan of het proces correct was
verlopen (figuur 25).

Er is duidelijk te zien in laan 11 en 12 dat er op drie plaatsen is geknipt i.p.v. twee. Het blijkt na contact te
hebben opgenomen met de firma Jena Bioscience dat de sequentie van pLEXSY, weergegeven op de site,
niet correct was en dat er in pLEXSY twee Kasl-sites zijn (tabel 14).

De restrictiedigestie werd opnieuw uitgevoerd, maar deze keer met Xbal i.p.v. Kasl dat zich ook achter het

signaal peptide in pLEXSY bevindt. Men ziet op figuur 26 dat de restrictiedigestie deze keer wel een correct
resultaat gaf. In figuur 27 en 28 zijn hiervan flowcharts weergegeven.
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Figuur 25: Restrictiedigestic met Kpnl-HF® en Kasl. 2,5uL staal + ladingbuffer 30' @ 135V in 1,0% agarose 0,5 TAE gekleurd
met ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Laan 0, 5 en 10: molmassamerker GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder. Laan 1 — 4: ongeknipt pLEXSY. Laan 6 — 9: pLEXSY geknipt met KpnI-HF®. Laan 11 en 12: pLEXSY geknipt
met Kpnl-HF® en Kasl.

Tabel 14: Grootte van de amplicons uit template pLEXSY na restrictiedigestie berekend met SnapGene® 3.0.2

Digest Product Lengte ongeknipt (bp) Lengte geknipt (bp)
KasI-Kpnl  Verbeterde sequentie pLEXSY 9129 6462 1661 1006
Foute sequentie pLEXSY 9133 8127 1006
Xbal-Kpnl  Verbeterde sequentie pLEXSY 9129 8131 998

|
fos—;
|
p—
p—

Figuur 26: Restrictiedigestic met Kpnl-HF® en Xbal. 2,5uL staal + ladingbuffer 30' @ 135V in 1,0% agarose 0,5 TAE gekleurd
met ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Laan 0 en 3: molmassamerker GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder. Laan 1: ongeknipt pLEXSY. Laan 2: pLEXSY geknipt met Kpnl-HF® en Xbal (double digest).
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+ 5...GGTACT...3
3...CCATGG...5
PLEXSY + Hyo o e Kpnl
& Reswictiedigestic 1
e
<KpnI> Swal Kasl Swal KasI Xbal <KpnI> + 5... GVGCG cC...3
ey Ee ey oo 3...CCGCGG...5
{— e — voR 11 B — T — <o ] J [E TR —a— KasT
6xHis AmpR. AmpR promoter
ES
Product 1: 9133bp
o Reswictiedigestic 2
<KpnI> Swal I Kasl Swal Kasl Xbal <KpnI>
T E o ST
— = — T S— 1 B —T— e i — - —
BxHis AmpR AmpR | promoter
ES
Product 2: 6462bp Product 3: 1661bp Product 4: 1006bp
Figuur 27: Flowchart van de restrictiedigestie van de foute pLEXSY-sequentie met Kasl en Kpnl.
Swal (0)
(8631) Kasl
kast criga)
et s 5...@GTACT...3
3...CCATGG...5
Kpnl
+ N/
; 5..TCTAGA...3
PLEXSY + Hyg ot e 3...AGATCT...5
Xbal
(6265) Swal \l’ Double digest
rl(oll]) Swal Kasl fﬂ!l Kasl <Xbal>
ZoooT ToooT ZoooT o
(E UTRZ I HygR [ums T 3'ssu E—— | —r—— .
eusis AmpR AmpR promter »
Product 1: 8131bp
+
<Xbal> <Kpnl>
Stuffer =
Product 2: 998bp
Figuur 28: Flowchart van de restrictiedigestie van de juiste pLEXSY-sequentie met Xbal en Kpnl.

De T. evansi-constructen werden geamplificeerd met primers opgesteld zoals nodig voor een In Fusion-

cloning. Deze primers bevatten een deel van de vector (15bp-overlap), een deel van het construct en de

Kpnl- en Xbal-sites.
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In tabel 15 is de grootte van de te verwachten sequenties weergegeven en men kan zien op figuur 29 dat de
PCR-amplificatie van de vijf constructen afkomstig van het gDNA van T. evansi een correct resultaat heeft

geleverd. Wel zijn er heel wat primerdimeren en aspeciticke bandjes te zien.

Tabel 15: Grootte van de amplicons uit template T. evansi RoTat 1.2 gDNA na PCR-amplificatie berekend met SnapGene® 3.0.2

Construct Product Forward Reverse Lengte (bp)
1 T. evansi Rol IF Ro123 F Xbal IF Ro145R 1129
2 T. evansi Ro2 IF Ro123 F Xbal IFRo2R 820
3 T. evansi Ro3 IF Ro123 F Xbal IFRo3 R 487
4 T. evansi Ro4 IF Ro4 F Xbal IFRo145R 349
5 T. evansi Ro5 IF Ro5 F Xbal IF Ro145R 520
bp

MW 1 2 3 4 5 6 7 48 9 210 11: 32 13 14 =S5 16 A7 18 A9 20 21 22° 23 24: 25
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Figuur 29: PCR-amplificatie met temperatuurgradiént (55°C-65°C) van gDNA van T. evansi met primers voor IF-cloning: IF Ro123
F, IF Ro4 F, IF Ro5 F, IF Ro145 R, IF Ro2 R, IF Ro3 R. 2,5uL + ladingbuffer 30' @ 135V in 1,5% agarose 0,5X TAE gekleurd
met ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Laan 0, 5, 10, 15, 20 en 15: molmassamerker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder. Laan 1 — 4: T. evansi Rol. Laan 6 — 9: T. evansi Ro2. Laan 11 — 14: T. evansi Ro3. Laan 16 —
19: T. evansi Ro4. Laan 21 — 24: T evansi Ro5.

In tabel 16 wordt weergeven hoeveel DNA nodig was voor de transformatie van E. /i, berekend volgens
de IF® Molar Ratio Calculator.

Tabel 16: Instellingen voor de transformatie van E. /i Stellar Competent Cells

DNA Vector (ng) Insert (ng)
pLEXSY + Rol 200 49,3
pLEXSY + Ro2 200 36,2
pLEXSY + Ro3 200 21,2
pLEXSY + Ro4 200 15,2
pLEXSY + Ro5 200 22,7
7.1.1.1 SCREENING VAN DE TRANSFORMATIES

Na de In Fusion-cloning van de vijf constructen in pLEXSY werd E. w/i getransformeerd met de plasmiden
en dit werd middels gelelektroforese gecontroleerd. In de volgende tabel is weergegeven hoe groot de
amplicons zouden moeten zijn. In figuur 30 is duidelijk te zien dat bijna alle kolonies getransformeerd zijn.
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Tabel 17: Grootte van de amplicons uit template van de screening van E. /i pLEXSY + Ro berekend met SnapGene® 3.0.2
Lengte (bp)

Construct Product
Overlap pLEXSY + Rol
Opverlap pLEXSY + Ro2
Overlap pLEXSY + Ro3
Opverlap pLEXSY + Ro4
Overlap pLEXSY + Ro5

Ul AL N

123 4 567 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
T oeswow vowoaese cowe

Forward

P1442F
P1442F
P1442F
P1442F
P1442F

- -

pLEXSY+Rol pLEXSY+Ro2

o@gg;‘ . !

pLEXSY+Ro2 pLEXSY+Ro3

'SR E R LR

T “00. .

27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

MW 1 2 3

Reverse
Scr Ro123 R
Scr Ro123 R
Scr Ro123 R
Scr Ro45 R
Scr Ro45 R

304
304
304
308
479

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

pLEXSY+Ro4

[
(3]

I~
"ee oL hen

pLEXSY+Ro5

‘4.

—
aes

!
i
IS
)

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Figuur 30: Amplificatic met primers ontworpen voor de screening. 2,5ul 30" @ 135V in 2% agarose 0,5 TAE gekleurd met
ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Molmassamerker: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder.

Laan 17a, 34a, 52a, 17b en 26b: negatieve controles.

Er werd van elk construct vier getransformeerde kolonies geselecteerd. Deze werden gecontroleerd op het

behoud van de restrictiesites door een restrictiedigestie uit voeren. Middels gelelektroforese werd dit

gecontroleerd. Tabel 18 geeft de predicties weer en de resultaten zijn zichtbaar in figuur 31.

Tabel 18: Grootte van de amplicons na double digest met Xbal en KpnI-HF® berekend met SnapGene® 3.0.2
Lengte (bp)

Construct Product

pLEXSY + Rol
pLEXSY + Ro2
pLEXSY + Ro3
pLEXSY + Ro4
pLEXSY + Ro5

Ol A~ LW N~

8135
8135
8135
8135
8135

787
787
461
323
316

316
-

178
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MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figuur 31: Restrictiedigestie met KpnI-HF® en Xbal. 15uL staal + 3uL 6x ladingbuffer 30' @ 135V in 1,5% agarose 0,5 TAE
gekleurd met ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Laan 0 en 15: molmassamerker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder. Laan 5 en 20: molmassamerker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. Laan 10 en 25:
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder. Laan 1 — 4: pLEXSY + Rol. Laan 6 — 9: pLEXSY + Ro2. Laan 11 — 14: pLEXSY + Ro3. Laan
16 — 19: pLEXSY + Ro4. Laan 21 — 24: pLEXSY + Rob.

7.1.1.2 SEQUENCING VAN DE TRANSFORMATIES

Per construct werden er drie van de vier klonen opgestuurd naar het VIB om na te gaan of de sequentie

volledig behouden is. Bijna allen hebben de exacte sequentie behouden, zie bijlagen.

7.1.1.3 LINEARISATIE MET SWAI

Vooraleer L. farentolae getranstecteerd kon worden moesten de plasmiden gelineariseerd worden met Swal
zodat de insertie hiervan in het chromosomaal ss#-locus van L. farentolae kon plaatsvinden. Ook dit werd via

gelelektroforese gecontroleerd.

munl\"."
750/
500/
250
Figuur 32: Restrictiedigestie voor lineatisatie van de getransformeerde plasmiden met Swal. 1ul staal + 6x ladingbuffer 30' @ 135V
in 1,5% agarose 0,5 TAE gekleurd met ethidiumbromide en gevisualiseerd a.d.h.v. de GelVue UV Transilluminator. Laan 0, 6 en
12: molmassamerker GeneRuler™ 1kbp DNA Ladder. Laan 1 — 5: ongeknipte plasmiden. Laan 7 — 11: geknipte plasmiden. Laan 1
en 7: pLEXSY + Rol. Laan 2 en 8: pLEXSY + Ro2. Laan 3 en 9: pLEXSY + Ro3. Laan 4 en 10: pLEXSY + Ro4. Laan 5 en 11:
pLEXSY + Rob.
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7.1.2  Leishmania tarentolae

Zowel de reactivatie uit de glycerolstock en de iz vitro cultivatie van L. tarentolae als de elektroporatie van L.
tarentolae met “pLEXSY + RoTat 1.2” wordt duidelijk gemaakt in de volgende figuren. In tabel 19 wordt

weergegeven met hoeveel DNA L. farentolae exact werd getransfecteerd.

P2a = P3a = Pda = P5a =
1= 1:50 (=7 1:20 ‘/ \ 1:50 ‘/
& > | > | &
- | o | [ o | | o ,l [ ,‘
P1 = L L L L
- f ! Vrij 05/02 Ma 08/02 Viij 12/02 Ma 15/02
|+
P2» = P3b = Pab = Psb =
Woe 03/02 AN yASS ASS AN
=7 1:50 1= 1:20 15773 1:50 I~
[~/ = 5 = L | - i
| { N ‘ | | ‘ | | | | | s ‘
[ o | o [ o
Figuur 33: Flowchart van de reactivatie uit de glycerolstock en 7 vitro cultivatie van L. farentolae
) O/ n-incubatie,
Elektroporatie concentreren en
uitplaten
Ro - { - v
1l 10mL - )
Ro I { —
2 10mL )
P5a =4
/ £ e
[ e (o q _— ‘ 8
[ 3 10mL : ( )
! [ o> \// =
5 Ro i
1 - > 8 B
Di 16/02 . 10mL 7
Ro - > [ —
5 0mL 7 [ )
Di 16/02 Woe 17/02

Figuur 34: Flowchart van de transfectie van L. farentolae met pLEXSY+Ro d.m.v. elektroporatie

Tabel 19: Concentratie van gezuiverd plasmide (pLEXSY + Ro), gelineatiseerd met Swal, gemeten via Nanodrop® ND-1000
Spectrophotometer ISOGEN)

Construct ng/pL pg/50pL (gebruikt voor transformatie)

pLEXSY + Rol 70,28 35
pLEXSY + Ro2 146,75 7,3
pLEXSY + Ro3 138,23 0,9
pLEXSY + Ro4 114,23 5,7
pLEXSY + Ro5 92,02 4,6

Eens de cellen waren getransfecteerd werden kolonies geselecteerd en volgens verschillende methoden
gecultiveerd. Bij de eerste methode overleefden de getransfecteerde cellen niet. Dit omdat een te lage
concentratie aan cellen in te groot volume van medium niet optimaal is. Bij de tweede methode werd dus
het volume aan medium verkleind én de cellen werden geincubeerd op 100rpm (geagiteerd). De cellen
groeiden wel en van elk construct werden vier klonen verder gecultiveerd en getest. Dit wordt weergeven
in figuur 35 en 36. Het verloop van de verdere cultivatie van de getransfecteerde cellen wordt weergegeven

in figuur 37.
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Figuur 35: Klonale selectie (hygromycine) en iz vitro cultivatie van getransfecteerde cellen: methode 1
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Figuur 36: Klonale selectie en 7z vitro cultivatie van getransfecteerde cellen: methode 2
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Figuur 37: Evolutie van de cultivatie van de transformanten in 10mL BHI-medium met selectieve merker (Hyg). Incubatie volgens

standaardcondities. P: passage. *: glycerolstock. 4, geen doorgtoei.

7.1.2.1 ANALYSE VAN DE GETRANSFECTEERDE L. tarentolae

DIRECTE IMMUNOSTAINING

De recombinante proteinen werden uit het supernatans van de culturen geprecipiteerd met TCA, gescheiden
op een acrylamidegel en gedetecteerd via directe immunostaining. Een blauw/paarse kleur wijst op
aanwezigheid van een histag, en dus van het recombinante eiwit. In de volgende figuur is duidelijk te zien
dat construct één (40kDa) in grote concentratie in het supernatans aanwezig is. Er zijn wat afbraakproducten
te zien onder het specifieke bandje maar dit komt hoogstwaarschijnlijk omdat oude cultuur getest werden
(dag 7). Construct twee geeft een heel lichte reactie in één cultuur (2b) en construct drie, vier en vijf geven

geen reactie.

1la 1b. 1c L 2a 2b 2¢ WT 3 L 3b L 4a 4b 4c 5a 5b 5¢ BHI L

Figuur 38: Directe immunostaining met muis-anti-histag-AP van RoTat 1.2 + Histag na proteinenprecipitatic (TCA) en SDS-
PAGE: 30uL staal in ladingbuffer 50" @ 200V op cen 14% polyacrylamidegel. Ladder: Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards. Construct 1 = 40kDA. Construct 2 = 28kDA. Construct 3 = 17kDA. Construct 4 = 13kDA. Construct 5 = 20kDA.

Om het RoTat 1.2 VSG tot expressie te brengen hebben we vijf constructen van verschillende lengte en
epitopen geselecteerd. De sequenties werden geintegreerd in de pLEXSY-hyg expressie vector en
getransformeerd naar E. co/i. Eens de constructen geverifieerd werden via DNA sequencing werd L. zarentolae
getransfecteerd. Het secretoom van de getransfecteerde klonen van L. farentolae werd vervolgens
geanalyseerd via SDS-PAGE en immunostaining. Hieruit bleek dat bij één construct alle klonen een
aantoonbare expressie vertoonden na immunostaining. Bij een tweede construct bleek slechts 1 van de 3
klonen een aantoonbaar eiwit te produceren. De klonen van drie andere constructen gaven geen

aantoonbaar resultaat.

CONCLUSIES EN BETEKENIS

Het construct, dat bestaat uit het volledig N-terminaal gedeelte van het RoTat 1.2 VSG, blijkt tot expressie
te komen in het secretoom van Leishmania tarentolae. Het is bovendien gelijkaardig in sequentie als het
construct dat in Pichia pastoris reeds succesvol tot expressie kwam. Vooraleer dit antigen in een nieuwe
diagnostische sneltest voor surra kan worden geincorporeerd zijn er echter nog vele verdere stappen in het

proces nodig.
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8 BESLUIT

Uit het gDNA van het predominante variante antigeentype RoTat 1.2, waarvan de diagnostische waarde

Manon Geerts

reeds bewezen is, werden vijf verschillende constructen opgesteld. Deze constructen werd uitsluitend
opgesteld uit het N-terminaal gedeelte. Dit omdat het minder variabele C-terminaal gedeelte minder
bereikbaar is voor antilichamen (Schwede, Macleod, MacGregor, & Carrington, 2015). Construct één bestaat
het volledige N-terminaal gedeelte (Rogé S. , 2015), namelijk uit aminozuren 23 t/m 385. Construct twee
(AZ 23 t/m 282) en construct drie (AZ 23 t/m 171) bestaan uit het begin van het N-terminaal gedeelte en
construct vier (AZ 282 — 385) en construct vijf (AZ 225 — 385) bestaan uit het einde van het N-terminaal
gedeelte. Deze constructen werden geamplificeerd en getransformeerd met de vector pLEXSY-hyg in E.
coli via een hitteshock waarop het DNA werd geanalyseerd via screening en sequencing. Na zuivering en
linearisatie van de getransformeerde plasmiden werd L. Zarentolae hiermee getransfecteerd via elektroporatie.
De getransfecteerde parasieten met de vijf verschillende constructen werden gecultiveerd en troebele

culturen werden geanalyseerd via SDS-PAGE en directe immunostaining (anti-histag).

Uit deze resultaten kon men waarnemen dat construct drie, vier en vijf geen reactie opleverden. Om te
weten waar het juist fout loopt zijn verdere testen nodig, zoals bv. een diagnostische PCR om te achterhalen
of het getransformeerd plasmide wel effectief is opgenomen, maar men kan wel concluderen dat deze
recombinante eiwitten niet (correct) worden gesecreteerd in het supernatans. Van de twee constructen die
wel een reactie opleverden, vertoonde construct twee een heel lichte expressie. Maar de resultaten waren
niet consequent en het recombinante eiwit was in te lage hoeveelheden aanwezig. Het eerste construct
daarentegen, dat bestaat uit het volledig N-terminaal gedeelte van het RoTat 1.2 gDNA, blijkt een hoge
opbrengst te leveren aan recombinant eiwit in de eukaryoot Leishmania tarentolae. Dat wil zeggen dat de
heterologe expressie van het T. evansi variable antigenische glycoproteine RoTat 1.2 in Leishmania tarentolae
een positief resultaat heeft geleverd en dat dit gebruikt kan worden in het verder proces voor het maken van
een nieuwe diagnostische sneltest voor surra. Verdere stappen in het proces zijn: het opschalen van de
productie van 10mL- naar 100mL-culturen, het opschalen van concentratiemethoden (geen TCA maar
ultrafiltratie), affiniteitschromatografie met HisTag-kolommen en het testen van positieve en negatieve
stalen van kamelen, geiten en andere via ELISA en deze vergelijken met het diagnostisch potentieel van het
natief RoTat 1.2.
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10.1 INHOUD VAN DE BUFFERS VOOR SDS-PAGE, WESTERN BLOT EN DIRECTE
IMMUNOSTAINING
Oplossing Inhoud Firma en
catalogusnummer
TBS-Blotto TBS 1X
5% skimmed milk powder Fluka Fluka® Analytical
#70166500G
TBS 5X 0,1M Tris-HCI (pH 7,5)
2,5M Na(l
0,02% NaN;
Conjugaat (muis-anti-histidine 1:2000 (conjugaat/TBS) BioRad #MCA1396A
met AP)
TTBS TBS 1X
0,05% Tween® 20 Merck #8221840500
AP-buffer 0,1M Tris-HCI (pH 9,5)
0,1M NaCl
5mM MgCl,
NTB-stock 1g in 20mL 70%
dimethylformamide
BCIP-stock 0,5g in 10mL 100%
dimethylformamide
Transfer buffer (Towbin) 100mL 10X blotbuffer
700mL water
200mL methanol Forever Products
Blotbuffer 10X 0,25M Ttis

Coommassie Briljant Blauw

CBB-ontkleuring

Krimpoplossing

10% glycerol

Elektrodebuffer 10X

SDS 10%

1,92M glycine (pH 8,3)
50% water

40% methanol

10% azijnzuur

0,025% CBB-G250

85% water

10% azijnzuur

5% gedenatureerd ethanol
2% glycerol

60% methanol

7% azijnzuur

28,75mlL 87% glycerol
221,25 mlL water

0,25M Tris base (pH 8,3)
1,92M glycine

1% SDS

10% w/v in H,O

Forever Products
VWR #20103295
BioRad #1610406

VWR #20103295

Forever Products
VWR #20103295
Merck #1040941000

BioRad #1610302
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1.160 1.180 1.20|0
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1_12_seq_R_5344456-RC
Consensus CAGGCATTGG AGTTTTACAC AGCGCGAGCC GCTTACACAG GTACCCACCA CCATCACCAC

1oo%

Consenvation INANAAACAN AAAAAAAANA AAAAAAARTA AAFAARACAR ANARAEANA OOAARARACD

1_7_P1442_5344445
1_10_P1442_5344449
1_12_P1442_5344453
1_7_seq_F_5344447
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Consensus CACTAG

T00%

Conservatiog% DDDDDD
Figuur 39: Sequencing van construct 1 (AZ 22 — 385) met als primers P1442 F, Sec Ro12 F, A264 R en Sec Ro12 R. Start = ATG;
stop = TAG. Er zijn geen fouten te zien.
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Figuur 40: Sequencing van construct 2 (AZ 22 — 282) met als primers P1442 F, Sec Ro12 F, A264 R en Sec Ro12 R. Start = ATG;
stop = TAG. Er zijn geen fouten te zien.
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°°nse~a"'°°§Z\|HH||||||H|||\|H||l||||||||||w|||H|l||||||||||| !||!|||HI|||||H|!||\|||\|||l|||\H|||H|I\||HH|

_A264_5344470-RC

120
120
120
120

_A264_5344474-RC
Construct
3_3_P1442_5344469 120
3_6_P1442_5344471 G B 120
3_7_P1442_5344473 i BrccHEEcEEA 120
Gonsensus GTCGACGCTG GCGCCTCTCT AGACGCCAAT GTAGCTCTTA AAGGCAAGGT CTGGAAGCCA

°°"se~aﬂ3§]||\|\||||||\||||\|H||H||||||||||||H||||||||||||| T T PP (R

140 160 180

180
180
180
A 130
180
H 180
180

_A264_5344470-RC

_A264_5344474-RC
Construct
3_3_P1442_5344469
3_6_P1442_5344471 i 1
3_7_P1442_5344473 TTGTCECHRE
Consensus TTGTGCGAAC

GACCAGGAAC GGGCCAAGCC ACGGCACGGC GCACTTCGCA

oo Y b
consoncten [[[[[[ [T LT [LLELT (T
0%
0 22‘0

3_3_A264_5344470-RC GEGHTECEER 240
3_6_A264_5344472-RC GEGHATE 240
3_7_A264_5344474-RC GE 240
Construct GBG 240

3_3_P1442 5344469 GEGHATECAEE 240
3_6_P1442_5344471 GEG [ 240
3_7_P1442 5344473 GEGHETECHER BE 240

Consensus GCGATCGAAA ATAGCGTCGA AACGTACACT AAGTTAAAAC TAAAGCTCTT GATTTACGCG

carsanstr [T THTTEIICEITY TTTITIOD !|H||||I||||||!||!|H|||H||l|||\\|||||\||\|||| |

2?0 280 300
|

_A264_5344470-RC

_A264_5344474-RC

Construct
3_3_P1442_5344469
3_6_P1442_5344471
3_7_P1442_ 5344473

Consensus GCGGCCAAAG GCAGCACCAC CGAAGCAAGC GCAGCAAGAG GGTTAGCAGC GGCCGCAGAT
00

2

°°"se~aﬁ51|||l|ll|||||\||||\|H||ll|||||||||||||H|||||||||||| !IH|||H||||||LL|HH|||H||I||H\||||H||w||l||||

360

3_3_A264_5344470-RC BERG GllGGGI G | 360
3_6_A264_5344472-RC BcEBHGE T 360
3_7_A264_5344474-RC ﬁ 360
Construct T 360
3_3_P1442_5344469 T 360
3_6_P1442_5344471 I} 360
3_7_P1442_5344473 T 360
Consensus AGACACATAC GAGCAGCGGC CACCACGGCG AAAGACAAAA GCAGGGTAAT TCTGCCCGCA
100%
consenten ||| [ |1 [LLEEEETT COCROREE CRCEEAELT (PP ey
0%
SEIBO 4ﬂ0 42|ﬂ
3_3_A264_5344470-RC GIl clccBcHEBEcT BcBEccGcGEG 420
3_6_A264_5344472-RC clccBchBcT BcBRcccclG 420
3_7_A264_5344474-RC €] [ele] I¢] | [elelele] [€] 420
Construct BGBBAGGGGEG 420
3_3_P1442_5344469 BcBAGGGGEG 420
3_6_P1442_5344471 BcBAcGGGRG 420
3_7_P1442_5344473 BcBAcGGGEG 420

Consensus GTTGCCTATG GCGGCGAAGT CGCAGGGGCG ATTTCATCGG CGCTAAAATT TCTAAAGCAC

cersnatey [T T EEE T T T O T A

3 BML.T
Manon Geerts
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480

|
cE BcHBccTHEE 480

3_3_A264_5344470-RC CEGGTTGCER
3_6_A264_5344472-RC GEBGGTTGGEH
3_7_A264_5344474-RC GB GG
Construct
3_3_P1442_5344469
3_6_P1442_5344471 GEBGGTTGGE
3_7_P1442_5344473 CEGGTTGCEA ffchlcicccl
Consensus GCGGTTGGCA ACAGCAAGTT TTGTGTGGGC AAAGCCGACG GCACAAATGC CGACGGTAAC

100%
conarain TR DDA DPPORIRPYT IO POPPAATCTY ROV
501 5?0 54IU

0

3_3_A264_5344470-RC
3_6_A264_5344472-RC
3_7_A264_5344474-RC
Construct
3_3_P1442_5344469
3_6_P1442_5344471 GT!
3_7_P1442_5344473 BEcBcETAG: cTGEGGEGHR
Consensus AACGAAATCG ACGCGCTAGG GTGCGGCGAA GCCAACTATG ACACCTCGGC CCCAGGTACC

consosor, T TITTTTTTCT T T I T

1
llGIGIﬁIGG G%GlGGl I
G

560
|

3_3_A264_5344470-RC G 561
3_6_A264_5344472-RC G 561
3_7_A264_5344474-RC G 561
Construct G 561
3_3_P1442_5344469 G 561
3_6_P1442_5344471 g 561
3_7_P1442_5344473 G 561

Consensus CACCACCATC ACCACCACTA G

conseneio [T HTTTITIT TR T

Figuur 41: Sequencing van construct 3 (AZ 22 — 171) met als primers P1442 F, Sec Ro12 F, A264 R en Sec Ro12 R. Start = ATG;
stop = TAG. Er zijn geen fouten te zien.
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Construct
_8_P1442_5344475
9 P1442 5344477
10_P1442_5344479

Consensus

100%

Conservation
o

Construct
4_8_P1442_5344475
4_9 P1442_5344477

10_P1442_5344479
Consensus

20

3 BML.T
Manon Geerts

60

120
120
120
120
120

I
BTGGBETEGHE GGEBTEGTEEG IGEGIIGGII TGGTTGEAGE GGI Gﬁeileeo
BTGGBETEGA G TGT TGGTTGEHAGE GGEBEBGTGTEG 60
BTGGBETECA TGGTTGBAGE GGBEGTGTEG 60
BTGGBETEGA TGGTTGBAGE GGBEGTGTEG 60
BTGGEETEGH TGH TGGTTGBAGE GGBEGTGTEG 60
BTccBETEGHA BC TGTGBTGOEE CBBCEBEATCE TooTTOBECE GOBEGTGTEG 60
BTccBETEGH ccBT@cTEEc TeTcETccEE cBEcCEEATGE TGGTTGEAGE GGBEGTGTEG 60
ATGGCCTCGA GGCTCGTCCG TGTGCTGGCC GCCGCCATGC TGGTTGCAGC GGCCGTGTCG

Slnannnnmmm T

BIO 00 12I0
cTBcHBcBTc cBcBETETET Ho GHBTTTEGEA 120
GTBGHBGETG (e} A
GTEBGABGETG IG
GTEcHBcETG
GTEBGHBGETG IG
GTEBGABGETG GEBGBETEBTET A GABTTTAGE
cTEcHBcETc cBcBETETET IG GHBTTTAGEA 120
GTCGACGCTG GCGCCTCTCT AGAACCGGAA CTCACAGAAG AAACCCTTAA GACTTTAGCA

100%
Conservation
0%

64_5344478-RC
64_5344480-RC

Construct
4_8_P1442_5344475
4_9_P1442_5344477 G
4_10_P1442_5344479
Consensus

R’,B

100%

o (LLLELTLTT

Conservation

4_8 A264_5344476-RC
4_9 A264_5344478-RC
4_10_A264_5344480-RC

Construct
P1442_5344475

_P1442_5344479
Consensus
100%

Conservation
0%

8
_9_P1442_5344477 K
10

GAEBcABEEGG

BEcABBEcG B
GHBcABBBGG

GACGACCCGG

CCGCAACGGC

AACCCTAAAC

|
GTTGAGGHET
@ cTTGAGGAAT
GTTGAGGHAT
GTTGAGGHART
GTTGHEGGHAT
GTTGHAGGHET
GTTGHAGGHET
GTTGAGGAAT GCGCACGAAC

160

180
180
180
180
180
180
180
AAGCAACAAG

LLTUTTTT

LTIV

. {e]

CAACAGAACC

IO TP

AAAAATATTT

[T

240
240
240
240
8 240
A 240
mGG|llGGlI 240
TGGCAAGGAC

260

300
|

4_8_A264_5344476-RC IIIIGGIGEE BccHGHETEGE HcGEREHGHEA 300
4_9_A264_5344478-RC 1 B A 300
4_10_A264_5344480-RC BcHE A 300
Construct BAGGAGATAGH 300
4_8_P1442_5344475 BGGAGATHAGHE A 300
4_9_P1442_5344477 BAGGAGATAGE AGGHAAEBAGHA 300
4_10_P1442_5344479 TEABGGEGTT BGGHGATHAGE AGGHABAGHHA 300
Consensus TCAAGGAGTT AGGAGATAGA AGGAACAGAA
100%
0%
4_8 A264_5344476-RC 360
4_9_A264_5344478-RC 360
4_10_A264_5344480-RC 360
Construct 360
4_8 P1442_5344475 BGEBGETHAGH 360
4_9_P1442_5344477 AcEcETAGA 360
4_10_P1442_5344479 BGEBGETAGHEA 360
Consensus AGCGCTAGAA ACCGTCAACT CGATCGACAA GTTGCAACAG
100%
Conservation
0%
4_8 A264_5344476-RC GBBETTGGHEGT GEBGHRGBEGET 420
4_9_A264_5344478-RC GEBBTTGGHGT @ GEBcAcEBEGcET 420
4_10_A264_5344480-RC GEGHGE 420
Construct GEBGHGE 420
4_8_P1442_5344475 GEBGHGE 420
4_9_P1442_5344477 GB € cEBcHcEBEcET 420
4_10_P1442_5344479 GEBBTTGGHEGT GEcHAGEBEGET @ 420
GCATTGGAGT TTTACACAGC GCGAGCCGCT TCACCACCAC

Consensus
100°

Conservation
0%

Construct
_8_P1442_5344475
9 _P1442_5344477
10_P1442_5344479

Consensus
100%

Conservation
0%

THG 423
THG 423
THG 423
THG 423
TAG 423
THG 423
THG 423

Figuur 42: Sequencing van construct 4 (AZ 282 — 385) met als primers P1442 F en A264 R. Start = ATG; stop = TAG. Puntmutatie

te zien in construct 10.
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20 40 60
I 1 1
5_6_A264_5344482-RC HTGCEETEGA GGETECTEEG TeTc@TccEE CBECEBEETCE TecTTCEEGE GGBEGTGTEG 60
5_8_A264_5344484-RC B | TeTcBTGGEE @ GGBEGTGTEG 60
5_14_A264_5344486-RC TGTGETGG GTGTEG 60
Construct BBcTGTEG 60
5_6_P1442_5344481 GTGTEG 60
5_8_P1442_5344483 BBGTGTEG 60
5_14_P1442_5344485 BTGGEBTECH GTGTEG 60
Consensus ATGGCCTCGA
100%
Conservation
%
5_6_A264_5344482-RC A 120
5_8_A264_5344484-RC 120
5_14_A264_5344486-RC 120
Construct 120
5_6_P1442_5344481 A 120
5_8_P1442_5344483 120
5_14_P1442_5344485 120
Consensus
100%
Conservation
%
5_6_A264_5344482-RC 180
5_8_A264_5344484-RC 180
5_14_A264_5344486-RC 180
Construct 180
5_6_P1442_5344481 180
5_8_P1442_5344483 180
5_14_P1442_5344485 180
Consensus
100
Conservation
0%
1
5_6_A264_5344482-RC 240
5_8_A264_5344484-RC 240
5_14_A264_5344486-RC 240
Construct 240
5_6_P1442_5344481 240
5_8 P1442_5344483 TTT 240
5_14_P1442_5344485 BTGATTHATTT 240
Consensus GCACACCACA CTGATTATTT
100%
Conservation
o
1
5_6_A264_5344482-RC 300
5_8_A264_5344484-RC 300
5_14_A264_5344486-RC 300
Construct 300
5_6_P1442_5344481 300
5_8 P1442_5344483 300
5_14_P1442_5344485 300
Consensus
100
Conservation
o
5_6_A264_5344482-RC 360
5_8_A264_5344484-RC 360
5_14_A264_5344486-RC 360
Construct 360
5_6_P1442_5344481 360
5_8_P1442_5344483 TGEGERECH 360
5_14_P1442_5344485 TGEGEHREGAR 360
Consensus TGCGCACGAA CAA
100%
Conservation
0%
5_6_A264_5344482-RC 420
5_8_A264_5344484-RC 420
5_14_A264_5344486-RC 420
Construct 420
5_6_P1442_5344481 420
5_8_P1442_5344483 420

5_14_P1442_5344485
Consensus ACAACAGAAC CACCGAAACC GCCCATAACC GAAAAATATT TTGGCAAGGA CAAGTCTAAA
0%

420

Conservation
o

3 BML.T
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5_6_A264_5344482-RC BTEEBEGGHEGT
5_8_A264_5344484-RC
5_14_A264_5344486-RC
Construct
6_P1442_5344481
8_P1442_5344483
_14_P1442_5344485

Consensus ATCAAGGAGT TGTGGAACAA TTTAAAAAAA GAGGAGATAG AAGGAACAGA AGATGACACA

100%
conserason IV [EPPUROT CPIAPITACT APCTIFAN AFAPORUINT FTTTTRAT
500 520 540

5_f
5_

1
IGEIGI BE ccBATTGGHG

[}

5_6_A264_5344482-RC THcEcCETECE B
5_8_A264_5344484-RC GGl hilete] - [¢]
5_14_A264_5344486-RC GG GGHlG
Construct THcBcEBTHCE B GGl cllc
5_6_P1442_5344481 THcEcEBTHCE A GGBATTGGCHEG
5_8_P1442_5344483 TR GGBATTGGHEG
5_14_P1442_5344485 THGECETHCE GGIlMGGlG

Consensus ACAAAGAAAG TAGCGCTAGA AACCGTCAAC TCGATCGACA AGTTGCAACA GGCATTGGAG

consorr, [N |||H||H|H||||| LT O o P PP

580

5_6_A264_5344482-RC
5757A264 5344484-RC
5_14_A264_5344486-RC
Construct
5_6_P1442_5344481

5_8_P1442_5344483 B
14_P1442_5344485 AT L]
Consensus C ATCACCACCA
100%
consewaﬁo"|||HH||H|I|| LLLTETTRRT PPy P [Ty (o
o8

3 BML.T
Manon Geerts

Figuur 43: Sequencing van construct 5 (AZ 225 — 385) met als primers P1442 F en A264 R. Start = ATG; stop = TAG. Puntmutatie

te zien in construct 8.
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