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1.1 Biotech Academy Camp 2020

Velkommen til Biotech Academy Camp 2020. Dette teorikompendium vil hjelpe dig med at forsta al den
teori, der ligger bag det praktiske arbejde, som vi kommer til at lave i Igbet af campens forlgb.

| ar vil Biotech Academy Camp szette fokus pa syntesebiologi. Syntesebiologi er én af de biologiske discipliner,
der beskaeftiger sig med re-design af mikroorganismers genom ved hjzelp af genteknologi/genmanipulering,
for at give organismerne nye fordelagtige feerdigheder. Ved at manipulere DNA og kombinere genetiske
elementer fra forskellige organismer kan man skabe nye biologiske maskiner, der kan hjaelpe med at finde
Igsninger pa komplekse problemer sasom: forurening, produktion af fremtidens rastoffer, detektion af
sygdomme, udvikling af ny medicin samt alternativer til antibiotika og meget mere. P4 den made kan
syntesebiologi bidrage til at Igse FN’s verdensmal. Syntesebiologi havde sin start for omkring 50 ar siden,
men vi er fgrst lige begyndt at kunne udnytte syntesebiologiske redskaber til at re-designe organismer inden
for de seneste 20 ar. Grunden til at syntesebiologi fgrst lige er begyndt at blive interessant er pa grund af
udviklingen af nye genteknologiske redskaber sasom restriktions enzymer, PCR, USER-kloning samt CRISPR-
systemer [1]. | forbindelse med denne nye udvikling er der sket en markant fremdrift med hensyn til
mulighederne inden for syntesebiologi. Du vil gennem campens forlgb blive kendt med nogle af forskellige
teknologier, der ligger bag syntesebiologiens fremdrift.

En af disse biologiske maskiner, der er skabt ved hjzelp af syntesebiologi, er en biosensor. En biosensor kan
veere mange ting. Dette kan vaere en mekaniske sensor, der kan detektere tilstedevaerelse af biologisk
materiale i en preve. | vores tilfaelde er en biosensor en organisme, der kan maerke tilstedevaerelsen af et
bestemt stof og udsende et malbart signal. Vi kommer til at tale mere om biosensorer under teoriafsnittet.

Kompendiet er opdelt tre dele: vi starter med introduktionen, derefter vil der vaere et gennemgdende
teoretisk afsnit, hvor du vil blive introduceret til teorien bag campens emne, samt danne overblik over de
bioteknologiske redskaber, som vi kommer til at bruge. Hvis du er ekstranysgerrig, kan du bagerst i
teorikompendiet se en litteraturliste, hvor du kan lzaese artikler, der har relevans for campens emne.
Artiklerne refererer vi lgbende til i kompendiet. Forskellige steder i dette kompendie vil der ogsa blive henvist
til biostribens videoer. Biostriben er en del af Biotech Academys hjemmeside, der har en masse gode videoer
om de emner, der bliver gennemgaet i kompendiet. Vianbefaler, at du ser disse videoer som en del af teorien.

God laesning!
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2.1.1 Det genetiske udtryk

For at kunne forsta teorien bag syntesebiologi og biosensorer skal du have en fundamental forstaelse for
DNA, RNA og proteiner, da disse tre komponenter vil veere inkorporeret overalt i teorikompendiets mange
emner.

DNA — Livets molekyle

DNA er et molekyle, der bzerer genetiske instruktioner til udvikling, funktion, vaekst og reproduktion af alle
kendte organismer og mange vira. DNA star for deoxyribonukleinsyre og bestar oftest af to DNA-strenge.
Hver DNA-streng bestar af en masse nukleotider, der er kovalent bundet sammen. Et nukleotid bestar af en
fosfatgruppe, et pentosesukkermolekyle (deoxyribose) samt en nitrogenholdig base. | DNA findes der fire
forskellige baser; cytosin (C), guanin (G), adenin (A) og thymin (T).

Grundet DNA-strengens opbygning, har DNA-strengen ogsa en retning. Det vil sige, at DNA-strengen har to
ender, der adskiller sig fra hinanden. Disse to ender kaldes for henholdsvis 5’-enden og 3’-enden (se figur
1.4). 5-enden bliver ofte beskrevet som DNA-strengens begyndelse, hvor det fgrste nukleotid har en
fosfatgruppen, som stikker ud fra pentosesukkerets 5. carbon atom. | modsaetning til 5° —enden bliver 3’-
enden kaldt for DNA-strengens afslutning. Her har det sidste nukleotid i DNA-strengen en hydroxylgruppe (-
-OH-gruppe) fra pentosesukkerets 3. carbon atom, der bliver eksponeret (figur 1.3). Nar nye nukleotider skal
tilfgjes til DNA-strengen, vil det indgaende nukleotid danne en binding mellem dens 5’'-fosfat til DNA-
strengens 3’-hydroxylgruppe. Dermed vokser strengen fra sin 5’-ende mod sin 3'-ende.

De to DNA-strenge er snoet omkring hinanden og danner en struktur, der minder om en snoet stige. Denne
struktur kaldes for en dobbelthelix. Pa ydersiden af dobbelthelixen sidder DNA-strengenes fosfatgrupper og
sukkermolekyler. Dette kaldes ogsa for DNA’ets backbone. De fire forskellige typer baser findes pa
indersiden af helixen. De sgrger for, at de to kaeder sidder sammen, da baserne danner par med hinanden

via hydrogenbindinger (figur 1.2, 1.4).
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Figur 1: DNAs opbygning (1) Doblet strenget DNA helix der er opbygget af (2) komplimentaerer nukleobaser. (3) Nukleobaser bestdr
af en sukkerdel en fosfor del og en nitrogenholdig base. Der er 5 carbon atomer i vores sukker, navngivet 1°-5°, det er ud fra disse
carbon atomer, vi navngiver enderne pa vores DNA-kaede. (4) DNA’s kemiske opbygning med nukleobaser, sukker og den negativt
ladet fosfor samt DNA’s 5" og 3’ ender. Hentet fra Wikipedia (Madeleine Price Ball).



De fire forskellige baser laver en specifik pardannelse med hinanden. Cytosin (C) danner par med guanin
(G), og adenin (A) danner par med thymin (T) (figur 1.2). De to DNA-strenge i dobbelthelixen Igber i
modsatte retninger. Det betyder, at 5'-enden af en streng er parret med 3'-enden af dens matchende
streng. Man siger, at DNA-strenge er antiparallelle (figur 1.2, 1.4).

RNA — Det alsidige molekyle

RNA bestar, ligesom DNA, af en kaede af nukleotider og har utrolig mange forskellige funktioner i cellen. |
modsatning til DNA, er RNA enkeltstrenget og har sma aendringer i sin sukkergruppe. En anden vigtig forskel
mellem DNA og RNA er, at en af de fire nitrogenholdige baser i RNA er anderledes. Her erstattes basen thymin
(T) med basen uracil (U). Der er mange forskellige typer RNA, herunder messenger RNA (mRNA), ribosomalt
RNA (rRNA) og transfer-RNA (tRNA) samt primere. Disse fire typer vil blive introduceret undervejs i
teorikompediet.

Proteiner — Cellens handlangere

| én enkelt celle er der et utal af forskellige proteiner. Proteiner er opbygget af én eller flere kaeder af
aminosyrer. Disse kader kaldes for polypeptider. Der er 20 forskellige slags aminosyrer, der kan bruges til
at lave et protein, og hver aminosyre har forskellig struktur og kemisk adfaerd. Antallet af aminosyrer pa
polypeptidet varierer fra protein til protein. Antallet er af polypetider, som et protein er opbygget af, varierer
ogsa. Proteiner kommer derfor i enhver stgrrelse, form og type, som du kan forestille dig, og hvert enkelt
protein har et specifikt formal. Tilsammen er de livsngdvendige for cellens overlevelse.

2.1.1 Det Centrale Dogme

| 1956 opfandt Francis Crick en af de vigtigste koncepter i molekyleerbiologiens historie, der blev betegnet
’Det Centrale Dogme’. Det Centrale Dogme beskriver strammen af genetisk information inde i en celle. DNA
koder for RNA via transskription, og RNA koder for protein via translation (figur 2.1). DNA kan desuden
kopiere sig og videregive sin genetiske information til en ny celle via replikation. Derimod har man aldrig i
naturen observeret en strgm af genetisk information fra protein til protein, eller fra protein til RNA, eller fra
protein til DNA. Med andre ord kan man sige, at nar den genetiske information er videregivet til
proteinniveau, sa er den genetiske information fastlast, og aminosyresekvenserne kan dermed ikke blive
videregivet mellem generationerne.
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Figur 2: Det Centrale Dogme. Figur 2.1: DNA kan blive kopieret ved hjeelp af en proces, der kaldes for DNA-replikation. Dette er vigtigt
for at en celle kan videregive sin genetiske information. DNA’et kan ogsd blive udtrykt i celle ved hjeelp af to processer kaldet
transskription og translation. Der findes dog eksempler pd overfgrsel af information fra RNA til DNA. Dette kaldes for revers
transskription og forekommer f.eks. i retrovirusser sGsom HIV. Figur.2.2: Ndr et gen skal udtrykkes, skal DNA-sekvensen farst
transskriberes til RNA. Den kodende region i RNA’et bliver dernaest lavet til et polypeptid med en korresponderende aminosyresekvens.
Denne aminosyresekvens er er bestemt ud fra RNA’ets kodons. Denne proces kaldes for translation. Laeeg herunder meerke til at
kodonsekvensen for mRNA’et er den samme for 5’-3’-DNA-strengen (den kodende DNA-streng). Den eneste forskel mellem dem er, at
thymin (T) er blevet erstattet med uracil (U) i RNA-strengen.

2.1.2 DNA Replikation i bakterier

Under en celledeling skal en celle kopiere sit DNA, gennem en proces kaldet DNA replikation. Det kopierede
DNA separeres derefter i to datterceller, der arver den samme genetiske information som modercellen. DNA-
replikation er semikonservativ, hvilket betyder, at hver streng i en DNA-dobbelthelix fungerer som en
skabelon til syntesen af en ny, komplementaer streng. Det vil sige, at efter DNA-replikationen er faerdig, er
der to DNA-kopier, hvor hver dobbelthelix har en “gammel DNA-streng” og en hel ny DNA-streng. Da
bakterier er ngdt til at kunne kopiere deres DNA meget hurtigt og med meget fa fejl, ggr de brug af forskellige
proteiner, der arbejder sammen for at sikre, at DNA-replikation udfgres sa ngjagtigt som muligt [2].

Fér DNA’et kan blive kopieret, skal de to DNA-strenge adskilles fra hinanden. For at ggre dette, bruges
specifikke enzymer kaldet DNA-helikaser. Disse enzymer binder til et kort segment i DNA’et, de adskiller
derefter de to DNA-strengene fra hinanden og danner to Y-formede strukturer, der kaldes for
replikationsgafler (figur 3). Disse to replikationsgafler udggr tilsammen et kompleks, der kaldes for en



replikationsboble. Segmentet kaldes for ”Origin of replication” (ORI), hvor syntesen af ny DNA ogsa starter.
E. coli har, som de fleste bakterier, en enkelt ORI-sekvens pa dets kromosom (se figur 3). Denne sekvens har
for det meste A / T-basepar (som holdes sammen af faerre brintbindinger end G / C-basepar), hvilket ggr
DNA-strengene lettere at adskille. For at sikre, at de to adskilte strenge ikke genforenes, binder der sig en
masse strukturstabiliserende proteiner til bade de enkeltstrenget DNA-regioner i replikationsboblen og de
dobbeltstrengede DNA-regioner udenfor replikationsboblen.

Nar DNA-helikasen har adskilt de to DNA-strengene fra hinanden, og replikationsgaflerne er dannet, er
DNA’et klar til at blive kopieret. Syntetiseringen af den nye DNA-streng bliver gjort hovedsageligt af specifikke
enzymer kaldet DNA-polymeraser. Disse enzymer tilfgjer hver iseer nukleotider en ad gangen til den
voksende DNA-kade. Dette ggr DNA-polymerasen ved at bruge den ene DNA-streng som skabelon til at
inkorporerer de nukleotider, der komplementere skabelonen. Disse nukleotider bliver altid tilfgjet til 3'-
enden af DNA-strengen.

Men DNA-polymeraser kan ikke starte en ny DNA-kaede fra bunden. De kan kun binde nye nukleotider til en
forudgaende eksisterende streng. Der er brug for en primer, som er et kort stykke RNA, der bliver ssmmensat
af et enzym kaldet primase. Primerne saetter sig pa DNA’et, sd DNA-polymerasen har et sted at starte. Senere
udskiftes primeren med DNA, og DNA-polymerasen kan herefter overtage DNA- syntesen (figur 3).

Det er dog vigtigt at pointere, at DNA-polymeraser kun kan syntetisere DNA i 5 'til 3' retning, og dette skaber
et problem under replikation, da dobbeltstrenget DNA, som tidligere naevnt, altid er antiparallel. Det vil sige,
at den ene streng Igber i 5' til 3' retningen, mens den anden Igber i 3' til 5' retningen.

Den nye streng, der kgrer fra 5' til 3' mod replikationsgaflen, er den lette. Denne streng fremstilles
kontinuerligt, fordi DNA-polymerasen bevaeger sig i samme retning som replikationsgaflen. Denne
kontinuerligt syntetiserede streng kaldes for leading strand. Den anden nye streng, der Igber fra 5' til 3' vaek
fra replikationsgaflen, er vanskeligere (figur 3). Denne streng bliver lavet i fragmenter, fordi DNA-
polymerasen bevaeger sig vk fra replikationsgaflen. Det betyder, at DNA polymerasen skal genmonteres pa
det nyligt eksponerede DNA, som replikationsgaflen har efterladt sig. Denne vanskelige streng, der er lavet i
fragmenter, kaldes for lagging strand (figur 3). De sma fragmenter kaldes for Okazaki-fragmenter. Leading
strand kan syntetiseres ud fra én enkelt primer, hvorimod lagging strand har brug for en ny primer til hvert
Okazaki-fragment.

Afslutning af DNA-replikation forekommer, nar to modsat orienterede replikationsgafler mgdes og smelter
sammen for at skabe to separate og komplette dobbeltstrengede DNA-molekyler. | cirkulzere
bakteriekromosomer afslutter DNA-replikationen oftest i et omrade, der kaldes terminusregionen (TER),
beliggende omtrent modsat ORI-sekvensen (figur 3).
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Figur 3: DNA-replikation af et kromosom. Replikationsgaflen indeholder bdde DNA’ets Leading- og lagging strand. Pé lagging strand
syntetiserer primasen en masse primere. Pa leading strand er der kun brug for én enkelt primer. DNA-helikasen er ansvarlig for at
separere de to DNA-strenge, og topoisomerase hjeelper med at stabilisere DNA’et, ndr det bliver “lynet op” af helikasen. DNA-
polymerasen sgrger for at syntetisere den anden streng ved hjeelp af primerne fra primasen. Replikationen starter i ORI og slutter i
TER regionerne pG kromosomet.

2.1.3 Transskription: Fra DNA til RNA

Ordet transskription beskriver en proces, hvori oplysninger skrives om. | biologiens verden beskriver
transskription en proces, hvor en gensekvens bliver kopieret og oversat til den korresponderende RNA-kode.
Transskription er det fgrste led i at fa et gen udtrykt, hvor information kodet i genet bruges til at konstruere
et funktionelt produkt, sdsom et protein. For et proteinkodende gen bzerer RNA-kopien den information, der
er ngdvendig for at opbygge et polypeptid der senere folder sig til et funktionelt protein. Transskription af et
gen foregar i tre trin: 1. Initiering, 2. Elongering og 3. Terminering (se figur 4). De faerreste gener bliver
transskriberet konstant. Cellerne regulerer i stedet omhyggeligt transskription af hvert gen individuelt eller
for en lille klynge af gener, der bliver transskriberet samtidig.

Initiering

Nar cellen gerne vil transskribere et gen, binder RNA-polymerase til en sekvens pa DNA’et, der kaldes for en
promotor. Denne sekvens findes i naerheden af genets begyndelse. Hvert gen har sin egen promotor. Nar
RNA polymerasen binder til promotoren, adskiller RNA-polymerase DNA-strengene, hvilket blotleegger den
enkeltstrengede DNA-skabelon, der er ngdvendig for transskription. For at de rette gener transskriberes er
det derfor yderst vigtigt at RNA-polymerasen binder til den rette promotor. Dette ggres ved hjlp af et
protein, der kaldes for en sigmafaktor (o-faktor). Dette protein muligggr specifik binding af RNA-polymerase
til promotoren. Den specifikke o-faktor, der bruges til at initiere transskription af et givet gen, vil variere



afhaengigt af genet og af de miljgmaessige signaler, der er ngdvendige for at starte transskription af dette
gen. Den valgte promotor for RNA-polymerasen afhanger derfor af den associerede o-faktor (figur 4.1).

Elongering

Nar RNA-polymerasen har bundet sig til promotoren sammen med o-faktoren, bliver DNA-skabelonens
sekvens herefter laest én base ad gangen (figur 4.2). Samtidig med at baserne bliver laest, bygger RNA-
polymerasen en RNA-streng med komplementerende baser. Denne RNA-streng vokser i 5 = 3’ - retningen.
RNA-strengen baerer praecis den samme sekvens, som den DNA-streng, der ikke bruges som DNA-skabelon.
Denne DNA-streng kaldes derfor ogsa for den kodende DNA-streng (se figur 2). Den resulterende RNA-streng
indeholder blot basen uracil (U) i stedet for thymin (T). Efter at de f@rste par baser er lavet pa den voksende
RNA-streng dissocierer o-faktoren sig fra transskriptionskomplekset, og RNA polymerasen fortseetter
syntetiseringen af RNA-strengen pa egen hand (figur 4.3).

Terminering

RNA-polymerasen fortsaetter transskriptionen, indtil den mgder en sekvens pa DNA’et, der far den til at
stoppe. Dette sker, ndr RNA polymerasen transskriberer en DNA-sekvens, der kaldes for en terminator. Nar
RNA-polymerasen mgder en terminator, far det RNA-polymerasen til at stoppe transskriptionen, og RNA
polymerasen falder af DNA-strengen (figur 4.4). Et RNA-produkt, der er klar til at blive oversat af ribosomet,
kaldes et messenger RNA (mRNA). | bakterier er den nye mRNA-streng klar til at blive oversat lige efter
transskription. Translationen af mRNA’et kan faktisk starte, mens transskription stadig foregar, og mange
ribosomer er ofte knyttet til mMRNA-strengen, mens den bliver syntetiseret.
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Figur 4: Transskriptionen af DNA til RNA udfgres af enzymet RNA-polymerase, der binder til en specifik promotorregion pd DNA’et,
med hjeelp fra en specifik sigma-faktor. Polymerasen er derefter i stand til at initiere transskription ved at Gbne det spiralformede
DNA, hvilket tillader at det enkeltstrengede DNA kan fungere som en skabelon. Efter inkorporering af de fgrste fG nukleotider begynder
enzymets affinitet at falde, indtil sigma-faktoren friggres fra komplekset. Transskriptionen fortsaetter indtil den ndr en
terminatorregion, hvorefter mRNA’et bliver frigivet og RNA polymerasen kobler sig fra DNA’et.



2.1.4 Translation: Fra mRNA til polypeptid

Ved translation bliver informationerne, der er gemt i mRNA’et, brugt til at opbygge et polypeptid, som er en
kaede sammensat af aminosyrer ved hjaelp af et cellulaert kompleks, der kaldes for et ribosom. Et polypeptid
kan herefter blive foldet til et fuldt funktionelt protein. mRNA indeholder instruktionerne til opbygningen af
et polypeptid, leest i grupper af tre RNA-nukleotider (adenin (A), uracil (U), cytosin (C) og guanin(G)). Disse
grupper kaldes for kodons. Et enkelt kodon koder for én specifik aminosyre. Et startkodon, med sekvensen
AUG, koder for aminosyren methionin og beskriver, hvor i mRNA-sekvensen translationen skal begynde.
Herfra afkodes mRNA-sekvensen kodon for kodon uden overlap eller mellemrum, indtil ribosomet mgder et
stopkodon (UAA, UAG og UGA), der markerer translationens afslutning. | forhold til alle andre slags kodons,
sa koder et stopkodon IKKE for en specifik aminosyre. Det generelle kodon-aminosyre oversaettelse betegnes
den genetiske kode (figur 5).

Figur 5: Den genetiske kode. Figuren viser hvilke aminosyrer, som de forskellige kodons koder for. For at finde ud af, hvilken aminosyre
ens kodon repraesenterer, skal man starte fra midten og bevaege sig udad. Man velger her fra de forskellige nukleotider, der findes i
ens kodon. F.eks. hvis man har et kodon, der hedder GAG, starter man i det midterste G-felt, hvorefter man gdr videre til A-feltet og
til sidst til det yderste G-felt. Ud fra dette kan man se, at kodon GAG koder for aminosyren Glu (E). Startkodon er AUG, hvilket ogsa
er anvist med en sort pil. Slutkodons er UAA, UAG og UGA. Dette er anvist med sorte prikker. Hentet fra Wikipedia (Robert Kohlmann).

Men hvordan bliver denne overszettelse formidlet af cellen? Cellen formidler translationen primaert ved
hjeelp af transfer RNA og ribosomer.

Transfer RNA (tRNA) forbinder mRNA-kodons til den specifikke aminosyre, som de koder for. Pa den
nederste del af hvert tRNA er der en sekvens pa tre nukleotider, der kaldes for et antikodon, som kan binde
til specifikke mRNA-kodons. Den gverste del af tRNA’et baerer den aminosyre, der er specificeret af det
pagaldende kodon. Der er derfor mange forskellige typer tRNA. Hver type laeser én eller fa kodons og bringer
herefter den matchende aminosyre (figur 6.1).



Ribosomerne er de strukturer, hvorpa polypeptiderne bliver bygget. De bestar af protein og ribosomalt RNA
(rRNA). Hvert ribosom har to underenheder, en stor og en lille, der samles omkring mRNA’et, der skal
oversaettes. Ribosomet er udstyret med nogle vigtige domaner, hvor tRNA’et kan finde deres matchende
kodons pa mRNA-skabelonen og levere deres aminosyrer. Disse domaener benavnes A-, P- og E-domanerne
(figur 6.1). Ribosomet fungerer samtidig ogsa som et enzym, der forbinder aminosyrer sammen for at skabe
en kaede.

Translationen kan inddeles i samme faser som transskriptionen: Initiering, elongering og terminering.

Initiering

Fgrst samles ribosomet omkring mRNA’et, der skal leeses, og det fgrste tRNA binder sig pa mRNA-strengen.
Dette tRNA baerer aminosyren methionin, der matcher startkodonet AUG. Denne opsatning kaldes for
initieringskomplekset, hvilket er ngdvendigt for at overszettelsen kan komme i gang. Den allerfgrste
aminosyre methionin saetter sig pa ribosomets P-domaene (figur 6.1).

Elongering

Efter initeringskomplekset vil aminosyrekaeden blive forleenget. Her overszetter ribosomet et kodon ad
gangen, og den korresponderende aminosyre tilfgjes til den voksende aminosyrekade. Hver gang et nyt
kodon overseettes, overfgres et tRNA med den rette aminosyre til ribosomets A-site (figur 6.2). Nar tRNA’et
lander pa A-sitet, vil dette starte en peptidbinding mellem den nye aminosyre og dens nabo i P-sitet (figur
6.3). Herefter mister den naboliggende tRNA sin aminosyre, og dette tRNA driver over i E-sitet, hvorefter
den friggres. Det tRNA, der nu har en ekstra aminosyre, driver herefter over i P-sitet og tRNA’et er nu klar til
at give den voksende kaede videre til det naeste tRNA (figur 6.4).

Terminering

Under den sidste fase skal det faerdige polypeptid friggres. Polypeptidet bliver frigjort, nar et stopkodon
bliver oversat af ribosomet. Sekvensen pa dette stopkodon kan vaere UAG, UAA eller UGA. Disse
kodonsekvensen udlgser en raekke haendelser, der adskiller polypeptidkeeden fra dens tRNA, og den kan
herefter Igsrive sig fra ribosomet og translationen er hermed afsluttet (figur 6.5). Efter translationens
afslutning kan polypeptidet stadig vaere ngdt til at gennemga forskellige slags modifikationer for at blive
foldet til et funktionelt protein. Det skal ogsa ofte sendes til det rigtige sted i cellen eller kombineres med
andre polypeptider, fgr det kan ggre sit job som et funktionelt protein.

Hvis du vil vide mere om molekylaerbiologiens centrale dogme, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til
emnet pa biostriben: https://bit.ly/3mupSnh

2.2 Biosensorer

En biosensor kan betegnes som en molekylaer transducer, der modtager et input og responderer med et
signal. En transducer er en komponent, som man typisk bruger i elektroniske systemer med henblik pa
maling, hvor de omdanner en bestemt form af energi (et input) f.eks. lys eller lyd, til en anden form for energi
(et output) f.eks. elektricitet. En biosensor har samme funktion, men i stedet for elektroniske systemer er
det biologiske systemer, og i stedet for at male lys eller lyd, kan det male kemiske eller biologiske stoffer.
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Figur 6: Translation. (1) komponenterne der er ngdvendige for at translationen af mRNA’en kan gennemfgres. tRNA’en identificere
de forskellige codons i mRNA’en og tilfgjer de rigtige aminosyrer ud fra anticodone. (2) aminosyren der sidder pd tRNA’en bliver
overfgrt til den naeste tRNA der sidder i ribosomets A domaene. (3) Efter overfgrslen af aminosyren flytter tRNA’erne et domane
leengere ned og (4) den tRNA uden aminosyre bliver tabt mens tRNA’en pG P domaenet er klar til at give den voksende aminosyre kaede
videre til den naeste tRNA i reekken. (5) Ndr alt mRNA’en er laest stGr man tilbage med en aminosyre kaede (polypeptid) der kan folde
sig til det feerdige protein.
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Der findes forskellige former for biosensorer. Nogle bestar af en levende organisme (en helcelle biosensor).
Andre bestar af proteiner, der er et produkt af en levende organisme, men ikke er forbundet til organismen
lengere (cell-free biosensor). Ofte er en helcelle biosensor en biosensor, der er kontrolleret pa det
transskriptionelle niveau (figur 7). Det vil sige, at hvis stoffet, som biosensoren genkender, er til stede, vil
transskriptionen af reportergenet blive gennemfgrt (figur 7.1). Hvis stoffet derimod ikke er til stede, vil der
ikke ske en transskription af reporter genet (figur 7.2). Et reportergen er et gen, der koder for et protein, hvis
karakteristika er let at identificere i en organisme. Eksempler pa reportergener er grgnt fluorescerende
protein (GFP) [3], der far organismen til at lyse grgnt, eller et chromoprotein (farvet protein) [4], der far
organismen til at skifte farve. Funktionen med reportergener er, at man kan teste om sit genetiske design
fungerer, ved at indsaette reportergenet. Hvis ens organisme efterfglgende lyser grgnt eller skifter farve, ved
man, at ens genetiske design fungerer. Hvis du vil laese mere om helcelle biosensorer og deres applikationer
kan du laese referencerne: [5-7].

Cell-free biosensorer er kontrolleret pa det post-translationelle niveau, dvs. nar proteinerne er blevet lavet.
Som sagt bestar disse biosensorer af proteiner, som genkender et specifikt stof. Dette stof aktiverer
proteinerne til enten at sendre konfiguration eller associere sig til andre proteiner. Disse andringer vil
medf@re, at biosensoren producere et malbart output sdsom enzymatisk aktivitet eller fluorescens. Hvis du
gerne vil leese mere om cell-free biosensorer sa kan du leese referencerne [8,9].

Biosensoren til Biotech Academy Camp 2020

Til Biotech Academy camp 2020 skal vi arbejde med en helcellebiosensor, der kan bruges til at detektere
stoffet acetylsalicylsyre, der er det aktive stof i mange slags smertestillende medicin. | kan se hvordan jeres
biosensor skal designes i figur 7.

Vores biosensor bestar af to gener, som er kodet pa et plasmid (sektion 2.3.1), der bliver sat ind i en E. coli
celle. De to gener hedder NahR og AmilCP, de koder henholdsvist for det regulatoriske protein NahR og
reportergenet AmilCP, der koder for et chromoprotein med en lilla farve. Det regulatoriske protein sgrger for
at regulere transskriptionen af reportergenet.

NahR-proteinerne kan man se som fire lilla komponenter navngivet A, B, C og D i figur 7. Efter at NahR-
proteinet bliver produceret af cellen, flyder de frit rundt i cellens cytoplasma, indtil de mgder cellens DNA.
NahR-proteinerne binder sig til cellens DNA pa nogle meget specifikke steder kaldet NahR-
bindingssekvenser. Der er fire af disse unikke bindingssekvenser, og de findes lige foran reporter genet. Nar
NahR proteinet er bundet til disse bindingssekvenser, fungerer de som en form for repressor af RNA-
polymerase. En repressor er en komponent, der forhindrer RNA-polymerasen i at transskribere DNA’et. Dette
gor repressoren ved at blokere RNA-polymerasens tilgang til promoteren (figur 7.1). Det modsatte af en
repressor er en aktivator. Den assisterer RNA-polymerasens binding til promoteren, sa transskriptionen kan
forlgbe.
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NahR-proteinet fungerer bade som en repressor og en aktivator. Den fungerer som en repressor, nar
acetylsalicylsyre ikke er til stede. Forskere er stadig usikre pa, hvordan NahR aendre sig fra at vaere en
repressor til en aktivator, men den generelle konsensus er, at nar acetylsalicylsyre er til stede binder det sig
til NahR (figur 7.2) og far proteinet til at eendre sin struktur. Denne strukturaendring medfgrer, at NahR-
proteinerne binder sig til hinanden og far en sakaldt kvaternaer struktur. Da NahR-proteinerne stadig er

Qo=

Input: Acetylsalicylsyre

Output: Lilla Laesbart signal i
Chromoprotein AmilCP form af farveskrift

@ @4— RNA-polymerase

Ingen andring

l i NahRs Ingen binding

konformation

< N7\, Promoter \% AmiICP 7a\% Terminator

Konformations
aendring og
kvaternaer ;nuktur Binding af RNA

formation .
polymerase til
promoteren

“aN Terminator

AmilCP

Figur 7: Vores biosensor. (1) Viser hvad der sker, hvis vores biosensor ikke bliver udsat for acetylsalicylsyre. Hvis acetylsalicylsyre ikke
er tilstede sker der ingen konformationsaendring i vores NahR-proteiner (A, B, C og D), hvilket medfgrer, at vores RNA-polymerase ikke
binder sig til AmilCP’ens promoter. Der er derfor ingen a&ndring i farven pd vores biosensor. (2) Viser hvad der sker i vores biosensor,
hvis acetylsalicylsyre er til stede, Her vil NahR-proteinerne andre deres konformation og binde til hinanden i en kvaternaer struktur.
Denne konformationsaendring betyder, at vores RNA-polymerase kan binde sig til AmilCP’ens promoter og den kan fortseette med
transskriberingen af AmilCP. Nar transskriberingen af AmilCP bliver gennemfart, vil vi kunne se en andring i farven af vores bakterie
der befinder sig pa vores Petri skdle.
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bundet til DNA’et, betyder dette, at DNA’et skal bgje sig for at tillade, at alle fire NahR-proteiner binder sig
til hinanden (figur 7.2).

Nar de fire NahR-proteiner er bundet sammen, hjeelper de RNA-polymerasen med at binde sig til promoteren,
og transskriptionen af efterfglgende gensekvenser kan dermed gennemfgres. Denne transskription
resulterer i dannelsen af mRNA for reportergenet AmilCP. Nar denne mRNA-sekvens efterfglgende bliver
translateret, resulterer dette i produktionen af chromoproteinet AmilCP. Produktionen af proteinet viser sig
som et skift i farven pa bakterierne.

2.3.1 Plasmid

For at lave vores biosensor skal | have et kendskab til plasmider. Et plasmid er et cirkulzert dobbeltstrenget
DNA-molekyle, der kopierer sig uafhaengigt af cellens kromosom. Plasmider, ligesom kromosomer, bliver
overfgrt fra modercelle til dattercelle, nar cellerne deler sig. Plasmider findes naturligt i bakterier og i visse
eukaryotiske celler sdsom gaer. Organismerne indeholder ofte disse plasmider, da de kan indeholde gener,
der koder for fordelagtige egenskaber. Plasmider kan ogsa forlade cellerne og flyde frit rundt i miljget og
finde en ny celle, som de kan komme ind i. Den nye celle far nu gleede af de fordelagtige egenskaber, som
plasmidet koder for. Denne udveksling af gener, der ikke stammer fra nedarvning fra modercelle til
dattercelle, hedder horisontal genoverfgrsel[10]. Videnskabsfolk har fundet ud af, at man kan udnytte disse
plasmider til at inkorporere nyt genetisk materiale i organismer. Dette kommer | ogsa til at ggre under BA
camp 2020.

For at plasmider kan overleve og vaere funktionelle i en celle, skal de indeholde 3 forskellige komponenter:

1. Origin of replication (ORI): Dette er en DNA-sekvens, der er ansvarlig for, at plasmidet bliver
replikereti cellen. ORI-sekvensen bestemmer hvor mange kopier af plasmidet, der er til stede i cellen.

2. En selektionsmarkgr: Denne DNA-sekvens koder for et gen, der tillader selektion af cellerne. Dette
er typisk et gen, der koder for antibiotikaresistens (vi kommer til at vende tilbage til selektionsmarkgr
i sektion 2.3.8).

3. Det sidste komponent er ikke et gen, men et omrade pa plasmidet, hvorpa man kan indsaette sin
DNA-sekvens. Dette omrade hedder multiple cloning site (MCS) og indeholder typisk en masse
genkendelsessites for forskellige restriktionsenzymer (sektion 2.3.2).

Multiple cloning site
(UCs)

Selektionsmarker

ORI (ampR)

Figur 8: Et plasmid med origin of replication (ORI-sekvens), en selektionsmarkgr og et multiple cloning
site.
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Det plasmid, som vi skal benytte os af under campen indeholder en ori-sekvens, en selektionsmarkgr kaldet
ampR, der koder for antibiotikaresistens over for antibiotikummet Ampicillin (sektion 2.3.8), og et MCS,
der indeholder et USER cloning site (UCS) (sektion 2.3.5).

2.3.2 Restriktionsenzymer

Restriktionsenzymer er enzymer, som klipper dobbelt strenget DNA ved specifikke sekvenser.
Restriktionsenzymer bliver lavet af bakterier og arkaee som en form for forsvar mod en virusinfektion. En
virusinfektion kan ramme mennesker, men de kan ogsa ramme bakterier og arkaeer. Under et angreb fra en
virus, bliver virussens DNA injiceret ind i en vaertsorganismes celler. Dette kan resultere i, at den injicerede
celle dgr. Dette vil veertsorganismen selvfglgelig helst undga, sa dens celler producere derfor
restriktionsenzymer, der klipper virussens DNA strenge i stykker.

Restriktionsenzymerne genkender specifikke basesekvenser i den DNA, som de klipper i. Dette kaldes for
restriktionsenzymets genkendelsessites. Disse genkendelsessites er ofte yderst preecise for hvert
restriktionsenzym. Behovet for denne preaecision kommer af at organismerne, der benytter sig af
restriktionsenzymerne, skal vaere sikre pa at restriktionsenzymerne ikke angriber organismens eget DNA, da
dette kan medfgre celledgd. Genkendelsessites er derfor unikke for de forskellige restriktionsenzymer.
Restriktionsenzymerne kan derudover klippe DNA’et pa forskellige mader. Disse klippemgnstre kaldes for
sticky ends, blunt ends og nicks (figur 9).

Sticky ends er ender pa DNA, hvor de to DNA-strenge er skaret over forskudt. Dette medfgrer, at den ene
DNA-streng er leengere end den anden. Den lange ende kaldes “overhang”. Overhangs kan szette sig sammen
med andre overhangs, men dette kan kun lade sig ggre, hvis DNA-sekvensen matcher hinanden korrekt (se
eksemplet i figur 10).

Blunt ends er ender pa DNA-strengen, hvor begge strenge er skaret over pa samme sted. Blunt ends
indeholder ingen overhangs og er derfor svaere at gensplejse, da der ikke er kompatible sticky ends (figur 9).

Nicking er resultatet af en overskaring af et restriktionsenzym, pa kun den ene af de to DNA-strenge (figur
9). Nicking har nogle funktioner i syntesebiologi bl.a. i USER-kloning som vil blive forklaret i sektion 2.3.3.

Restriktionsenzymet Pacl Restriktionsenzymet Sfol Restriktionsenzymet Nt. BbvCl

} } }

S-TTTTITT T A A T|T A ATITTTITI3 5-TTTTTG G |G « 5 cclte 3
-LLLLLA ATTAAT TULLLLLL-S 3~ 3- GGAGT -5

w

5""TTAAT TAATIIT-3 5-fMTcGc| |6GccTMT-3 5 CCTCAGC -3
LILAAT TAATTULU-S 3-ulccel lccolllll-5 3- GGAGTCG -5
Sticky ends Blunt ends Nicking

Figur 9: Klippemgnstre og genkendelsessites pa tre forskellige restriktionsenzymer. Restriktionsenzymet Pacl genkender sekvensen
TTAATTAA og dens klippemgnster resulterer i DNA ender med overhangs (sticky ends). Restriktionsenzymet Sfol genkender sekvensen
GGCGAA og dens klippemgnster resulterer i DNA med blunt ender, og restriktionsenzymet Nt.BbvCl genkender sekvensen CCTCAGC
og dens klippemgnster resulterer i DNA med et nicks mellem C og T i top strengen.
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Overhangs kan blive brugt til at tilfgje nye DNA-sekvenser pa en vaertsorganismes eksisterende DNA eller pa
et plasmid. Dette kan til gengzeld kun lade sig ggre, hvis den nye DNA-sekvens har sticky ends, der matcher
dét specifikke overhang, som den nye sekvens skal tilfgjes til. | eksemplet i figur 10 er der to DNA-strenge
(streng A og streng B), der begge er blevet klippet med restriktionsenzymet Pacl. Da de to DNA-strenge er
blevet klippet med samme restriktionsenzym, har de kompatible sticky ends, hvilket resulterer i, at de saetter
sig sammen og danner DNA streng A+B, som er en kombination af de to strenge. Restriktionsenzymer er
vigtige redskaber inden for bioteknologi og syntesebiologi, da de er palidelige og lette at bruge.

DNA streng A klgvet med Pacl DNA streng B klgvet med Pacl
T TTAAT I T TAAT
LLLLLULLLLLIA AT |

|T A A TTITTTTITIT : L TAATITITITNIT
\TAATT.LLLLLLLLLL TAATT) ]

TITITITITITI TTAAT
Lu.Lu.u.LLLAATI_I'

ITAA !
TAATT LU

Kompatible sticky ends

l

TTTT1 TTAATTAA
LiLiiill AATTAATT LLLLLLLLI

DNA streng A+B
Figur 10: Eksempel pG genmanipulering med "sticky ends". Her har DNA streng A et overhang, der indeholder 5’-

AT-3’ og DNA streng B har et overensstemmende (komplementaert) overhang 5’-TA-3’. Dette g@r, at enderne kan
klistre sig sammen, og derfor bliver disse overhangs kaldt for “sticky ends”.

2.4.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en molekylaerbiologisk teknik, der bliver brugt til at opformere
specifikke DNA-sekvenser. PCR bliver brugt til detektion og identifikation af organismer eller biologisk
materiale, der indeholder DNA. PCR bliver ogsa hyppigt brugt som et vigtigt redskab til kloning og
genmodificering.

PCR udnytter en af natures egne enzymer, som spiller en vigtig rolle i det centrale dogme, nemlig DNA-
polymerasen. Til PCR bruges DNA-polymerasen til at opformere en specifik DNA-sekvens, der kaldes for vores
gene of interest (GOI). Vores GOl er en del af et leengere stykke DNA, som kaldet for en DNA-skabelon. PCR
gennemgar en raekke cyklusser, hvor hver DNA-sekvens bliver kopieret én gang per cyklus. Sa hvis man starter
med 2 ens DNA-strenge, vil man efter fgrste cyklus have 4 DNA-strenge. Hvis man kgrer en PCR med 30
cyklusser, ender man ud med 1.073.741.824 ens strenge DNA, hvilket svarer til 239,

For at DNA-polymerasen kan kopiere DNA’et, skal den have en kort primer af komplementaer DNA. Primerne
bliver designet til at komplementere et enkelt sted pa vores DNA-skabelon. P4 den made undgar man, at
primerne binder til de forkerte sekvenser. Nar man laver primerne, er det vigtig, at man designer to primere
til sit GOIL. Der skal nemlig veere en primer i hver ende af sit GOIl. Nar primerne er bundet til skabelonen,
fungerer de som et startpunkt for DNA-polymerasen.

16



Det f@rste skridt i en PCR er at skille DNA-strengene fra hinanden. Nar strengene er blevet adskilt, binder
DNA-polymerasen sig til primeren. Herefter begynder den at bygge den manglende DNA-streng. Dette ggr
den udelukkende i en 5’-3’ retning. DNA-polymerasen laeser DNA-skabelonen og tilfgjer den korrekte
nukleotid pa den voksende kaede (figur 11). DNA-polymerasen tilfgjer den passende nukleotid fra
omgivelserne, da der tilfgjes frie nukleotider i form af deoxyribonucleotid trifosfat (dNTP) til PCR-
oplgsningen. DNA-polymerasen bliver ved med at syntetisere ny DNA, indtil den enten Igber tgr for dit GOI,
eller programmet skifter til naeste skridt. Primere fungerer bedst, nar de er mellem 15-25 bp lange. Primere
er afbilledet i figur 11.1 som en gul og en grgn DNA-streng i starten og slutningen af DNA-skabelonen.

Nar man har designet sine primere, skal man designe sit PCR-program. Et PCR-program indeholder de
forskellige cyklusser, der skal til for at opformere DNA’et. Man starter med at denaturere DNA’et. Det vil
sige, at man udszetter DNA’et for hgj varme, hvilket medfgrer, at hydrogenbindingerne i det
dobbeltstrengede DNA denaturere, og de to strenge splittes fra hinanden. De to adskilte DNA-strenge kan
binde sig til primernes DNA, da primerne ogsa er blevet denatureret (figur 11.3).

Et PCR-program indeholder seks trin, hvori trin 2, 3 og 4 bliver gentaget 25-30 gange, og de resterende bliver
kun udfgrt én enkelt gang. Temperaturerne og tiden for de forskellige trin er afhaengige af forskellige faktorer
sasom laengde af DNA og smeltetemperaturen pa vores designede primere.

Hvis du vil vide mere om PCR, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa biostriben:
https://bit.ly/35DMjjP
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Figur 11: (1) Design af primere. Primer 1 (gr@n) og primer 2 (gul). Primerne skal ligge pd begge sider af sit gene of interest. (2) Fgrste
denaturering. Her bliver DNA’et udsat for en hgj temperatur pd omkring 98°C i 30 sekunder. Det er nok til at det dobbeltstrengede
DNA splittes, og man stdr tilbage med to enkelte DNA-strenge. (2) Anden denaturering. Igen bliver DNA’et udsat for 98°C. Denne gang
er det kun i 10 sekunder. (3) Nedkgling. Her far primerne og de adskilte DNA-strenge tid til at seette sig sammen. Temperaturen for
dette skridt kommer an pd primernes sekvens, deres koncentration, og hvilken DNA-polymerase, som benyttes. (4) Elongering. Her
saetter DNA-polymerasen sig ind pd DNA’et, hvor der findes en primer. DNA-polymerasen bruger dNTP til at forleenge vores GOI.
Temperaturen for elongering er typisk 72°C og tager op til 5 minutter alt efter lengden af vores GOI. (4) Anden elongering. Dette
skridt bliver gjort, efter vi har gentaget skridt 2-4 25-30 gange. Det er en gentagelse af skridt 4, nu i 5 minutter, og det er med til at
sikre, at vores DNA-polymerase har haft tid nok til at syntetiserer alle DNA strengene. (5) Nedkgling og opbevaring. Her aendres
temperaturen til 12 grader, og nu kan vores PCR produkt opbevares natten over, hvis det er ngdvendigt.
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2.4.2 Extension PCR (ePCR)

Ud over en standard PCR findes der ogsa extension PCR (ePCR). Dette er en PCR-metode, hvorpa man kan
tilfgje ekstra nukleotider pa begge ender af sit GOIl. ePCR har samme fremgangsmade som en normal PCR,
men i stedet for at lave standard primere, laver man en ”“hale” pa sine primere. Denne hale bestar af de
gnskede nukleotider, der skal tilfgjes til enden af sit GOI (figur 12.1).

Nar man designer primere til ePCR, skal man stadig inkludere sekvenser, der er kompatible med sit GOI. Pa
den made kan man stadig vaere sikker pa, at ens primers szetter sig fast i annealing skridtet (figur 12.2). DNA-
polymerasen vil herefter saette sig til primerne og forleenge DNA’et. Nar den kommer til det stykke DNA, hvor
vores primer “hale” befinder sig, forleenger den ogsa halen (figur 12.3). Pa denne made forleenges vores PCR-
produkt og denne metode vil blive inkorporeret under USER-kloning (se del 2.3.5). Biostriben har lavet en
video om PCR, som vi anbefaler du ser for bedre forstaelse.

Primer 1

TITTTTITITITIT
LLLULLILULLLL

(1) TIIIIIIOOI ene ofmres JTTTTTII

Primer 2
TTTTTTTTITT]  mane Afintaracs [TTTTTTITTN
LLLLLL LY L LIl

Nye ender

|—|‘/ 1

TTTTTTTTITITTTITIT : TTTTTTTTT
@ DLy Geneof interest 111171111}

1u|||||||11|111111[ Gene of interest 11111111111

—

Figur 12: Extension PCR. Metoden fungere pG samme mdde som en normal PCR. ePCR primere er
designet til at have en “hale”, der sgrger for, at vores GOI bliver forleenget.

2.5 Gelelektroforese

Gelelektroforese er en adskillelsesteknik, hvor man kan separere- og identificere forskellige DNA-strenge
eller proteiner i en oplgsning. Gelelektroforese er et nyttigt redskab, da adskillelsen af DNA kan bruges til at
male antallet af basepar i en DNA prgve eller bekraefte om ens forsgg, har resulteret i den korrekte DNA-
leengde. Efter man har kgrt en gelelektroforese, vil man se millioner af DNA-fragmenter, som adskilte lysende
band i forskellige laengder. De korteste DNA strenge vil rejse laengst igennem gelen.

Men hvordan separeres DNA’et i gelen? | gelelektroforese udnytter man DNA’ets naturlige negative ladning.
Denne negative ladning kommer fra DNA’ets fosfatgrupper, der optraeder i hvert nukleotid (figur 1.4). | en
gelelektroforese bliver DNA’et udsat for et elektrisk spaendingsfelt, der har en negativ pol og en positiv pol.
Da DNA er negativt ladet, vil det blive tiltrukket af den positive pol.

19



Der skal syv vigtige komponenter, der indgar i at lave en gelelektroforese: DNA, en gel, et

elektroforesekammer med et spaendingsfelt, en DNA ladder, en loading dye, en DNA stainer og en buffer.

1.

Nar man laver en gelelektroforese, stgber man f@rst sin gel. En gel bestar af polysacchariden agarose,
der er blandet sammen med vores buffer og en DNA-stainer, der er vigtigt for at kunne visualisere
sine band under UV-lys. Gelen bliver fgrst varmet op, og nar den efterfglgende er kglet ned, vil
agarosen stgrkne, og blandingen fa en geléagtig tekstur. | den stgrknede gel er der en masse sma
porer (huller), der fungerer ligesom hullerne i en si. Disse huller ggr, at bevaegelsen gennem gelen
bliver sveerere for DNA'et, jo laengere distancen i gelen er, og jo leengere DNA'et er. Det er derfor, at
de kortere DNA-strenge vandrer gennem gelen hurtigere end de laengere strenge. Forskellen i DNA-
strengenes egenskab til at vandre gennem gelen ggr at, man kan sortere DNA’et alt efter dets
stgrrelse.

Gelen bliver herefter nedsanket i et elektroforesekammer, hvorefter en buffer oplgsning haldes
ned i elektroforesekammeret, sa den lige akkurat deekker gelen. Buffer oplgsningen er med til at
holde pH’en stabil og beskytter gelen mod at udtgrre. loner i bufferoplgsningen er med til at lede
stremmen under gelelektroforesen (figur 13.1).

De usynlige DNA-fragmenter bliver herefter blandet med en lille smule loading dye, der er farvet og
indeholder en koncentreret sukkeroplgsning. Dette er ofte glycerin. Dette ggres for at visualisere
DNA’et.

Herefter placerer man sin DNA-prgve i nogle fordybninger (kaldet brgnde), der er placeret for enden
af sin gel. Glycerinen sgrger for, at DNA’et synker lettere til bunds i brgndene. Udover at tilfgje
DNA’et i sine brgnde, tilfgjer man ogsa en DNA ladder, der er en blanding af DNA-fragmenter i kendte
lengder (figur 13.2). Da vi kender leengden pa ladderens DNA-fragmenter, kan vi sammenligne de
resulterende band fra vores egen DNA-prgve med bandende fra DNA ladderen og dermed fa et godt
overblik over hvor lange vores egne DNA-fragmenter er.

Efter at vores DNA-prgve og DNA ladderen er tilfgjet til brgndene, starter man herefter sin
gelelektroforese ved at taende for spaendingsfeltet. Nar man teender for spaendingsfeltet, vil det
negativt ladede DNA blive tiltrukket af den positive pol i elektroforesekammeret. Det betyder, at
DNA’et vil vandre gennem gelen mod den positive pol. En gel fungerer som en filter, som DNA’et skal
anstrenge sig for at komme igennem.

Efter at gelelektroforesen er gennemfgrt, kan man ved hjzaelp af UV-lys se sit DNA som sma band pa

gelen (figur 13.2). Grunden til at man bruger UV-lys er, at den tilfgjede DNA stain binder sig til DNA’et
og lyser op under UV-lys.
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Figur 13: Gel elektroforese. (1) Gelen ligger nedsunket i vores bufferoplgsning. DNA’et bliver tiltrukket af den positive elektrode og
vandrer derfor i pilenes retning gennem gelen. (2) Man tilfgjer sin DNA Ladder i den fgrste brgnd og sin loading dye og DNA i de
resterende brgnde. Vi kan herefter se, hvordan DNA-fragmenterne bliver vist efter gelen er kgrt ved hjeelp af UV-lys. | brgnden til
venstre er vores DNA ladder, hvor vi kender laeengderne pa dens DNA-fragmenter. Vi kan ud fra DNA-ladderen se, hvor lange vores
DNA-fragmenter er i pr@verne, der er i bréndene navngivet 1-5.

Hvis du vil vide mere om gel elektroforese, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa biostriben:
https://bit.ly/3kp39XS

2.6 USER-kloning

Uracile-Specific Excision Reagent (typisk forkortet til USER) er en kloningsmetode, hvor flere DNA-
fragmenter kan klones ind pa specifikke positioner i ens plasmid under én enkelt kloning. Det er derfor en
yderst effektiv, hurtig og enkel kloningsmetode. En vellykket USER-kloning afhaenger af to vigtige
komponenter: 1. Et plasmid, der er blevet korrekt lineariseret. 2. Korrekte haler pa det DNA-fragment, der
skal indsaettes i plasmidet. Disse haler laves ved hjalp af ePCR (se sektion 2.3.3). Begge komponenter vil blive
uddybet i fglgende afsnit.

Et korrekt lineariseret plasmid

Plasmidet, der skal bruges til en USER-kloning, skal indeholde et sakaldt USER-kloningssite (UCS). Dette UCS
bestar af tre genkendelsessites for to restriktionsenzymer. Det fgrste genkendelsessite er for
restriktionsenzymet Pacl og de to gvrige genkendelsessites er for restriktionsenzymet Nt.BbvCl. De tre
genkendelsessites ligger ved siden af hinanden som afbilledet i figur 14.1.

Forst lineariserer Pacl plasmidet ved at klippe det dobbeltstrengede plasmid over ved dets genkendelsessite.
Plasmidet har dermed faet to ender. Herefter klipper Nt.BbvCl kun en enkelt DNA-streng ved sit
genkendelsessite. Dette faenomen har vi tidligere beskrevet som “nicking” (se sektion 2.3.2). Laeg meerke til
at de to genkendelsessites for Nt. bbcCl resulterer i nicking pa hver sin DNA-streng. Dette betyder, at de
nukleotiderne, der er placeret mellem de to restriktionsenzymers klippemegnstre, bliver tabt. Dette resulterer
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i et lineariseret plasmid, der indeholder sticky ends, der kan danne basepar med de haler, som vi tilfgjer vores
GOl (figur 14.3).

: Linearisering med restriktionsenzymerne @
Selektionsmarker | - | o Nt.BbvCl og Pacl
(ampR) Lur .
ucs|

Selektionsmarker
(ampR)

Pacl

Pacl 0 [ § ]
Pacl
Pacl
+ —_ -
Nt.BbvCI Pacl Nt BbyCl e Abnet UCS
Ary,
: S ; . , NULBbVGI 44¢,
5-TTTTTTTT GCTGAGG GT[TTAATFAA|GA crjmg@c-rmm—a Moo
“LLLLLILL cGACTCC CA AATITAATT (CT GGAGTCGLLLLLLLL 5' Nt.BbvCI 5
< - TeCCAIAATIA e % 5 TTTTT GCTGAGGGTTTAAT TTCAGCTW‘H’TG
N Nt.BbvCl 3- WLl cGACT TAATTCTGGAG TCG ket -5
ucs Nt.BbvCI Cee,
“4arr,

Figur 14: Linearlisering af vores USER plasmid. (1) Her ses de tre forskellige genkendelsessites for restriktionsenzymerne Pacl og
Nt.BbvCL. Her ses, at genkendelsessitet for Pacl er i midten (2) De to restriktionsenzymer tilfgjes. (3) Resultatet af lineariseringen er
et Gbent UCS med 5’ overhangs. Vores plasmid er nu linezert.

Korrekte haler pa det indsatte DNA-fragment

Med en ePCR (sektion 2.3.3) kan man forlaenge sit GOI, hvilket udnyttes i en USER-kloning. | USER-kloning
laver man et PCR-fragment, der er blevet forlaenget men en dobbeltstrenget hale, der er ni basepar lang pa
begge sider. Men vi gnsker en hale, der er enkeltstrenget, som kan danne basepar med de resulterende sticky
ends, som der blev lavet i vores plasmid ved hjzelp af Pacl og Nt.BbvCL (figur 15.1). Men hvordan laver vi den
enkeltstrenget?

For at kunne lave en enkeltstrenget hale, skal vi lave en unik primer, der komplementere den hale, som vi
gnsker at lave. Denne primer skal indeholde nukleotidet uracil som det niende nukleotid fra 5’ enden (se figur
15.1). Uracil er ngglen til at lave den enkeltstrengede hale. Hvis uracil ikke var en del af vores primer design,
ville vores resulterende hale i stedet blive dobbeltstrenget. Men hvordan bidrager uracil til den
enkeltstrengede hale?

Visse slags enzymer sgrger for, at de forkerte baser i DNA’et bliver slettet, herunder et USER-enzym. Hvis
USER-enzymet laeser en DNA-sekvens og stgder pa basen uracil i stedet for thymin, fjerner den uracil, da
dette nukleotid ikke findes naturligt i DNA. Nar USER-enzymet har fjernet uracil fra halen pa vores PCR-
fragment, vil de resterende otte nukleotider pa den pagaeldende DNA-streng ga tabt. Nar de otte nukleotider
gar tabt, resulterer dette i en 3’-enkeltstrenget hale pa hver side af vores DNA-fragment, der komplementere
de 5’ overhangs pa vores plasmid. Det er derfor meget vigtigt, at de primere, som designes under ePCR,
indeholder den rigtige sekvens, der resulterer i PCR-produkter med enkeltstrengede haler, der er kompatible
med vores lineariserede plasmiders overhangs (figur 15.3).
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Efter vi har brugt USER-enzymet pa vores PCR-produkt, er vi klar til at blande DNA-fragmentet og plasmidet
med hinanden. Dette vil resultere i, at vores insert bliver inkorporeret i vores plasmid. Man ender derfor med
et funktionelt- og cirkulaert plasmid, der har faet integreret vores insert (figur 15.3).

@ Extension PCR af vores insert

GGGT’“TMU
5 3 5-GGGTTTAAU ATTAAGACC S’
3 Gol -5 T3 CCCAAATTA gl UAATTCTGG-5'
aarr 68
@ USER enzyme
<+—USER enzym

5-GGGTTTAAU

ATTAAGACC = ATTAAGACC-3'
UAATTCTGG ~ 3-CCCAAATTA GOl

5- GGGTTTAAU
3'- CCCAAATTA

GOl

UAATTCTGG-5'
<—USER enzym

@ Indszettelse af insert i vores lineariseret plasmid

5- cal ATTAAGACC-3'
3-CCCAAATTA -5'
TTTTT GCTGAGGGTTTAAT ATTAAGACCTCAGCTTTTT
+ ’ LLLL GGACTCCCAAATTA col TAATTCTGGAGTCGLLLLL
TTTTTTTT GCTGAGGGTTTAAT TCAGCTTTTTTTT,
LLLLLLLL cGACT TAATTCTGGAGTCGALLLLLLL

Plasmid med vores insert
Lineariseret Plasmid
Figur 15: USER cloning. (1) Designet af vores primers. Det er vigtig, at primerne tilfgjer den rigtige sekvens, og de indeholder en uracil-
base, markeret med r@d og understreget. Enderne tilfgjet med ePCR er markeret med rg@d tekst. (2) Nar vi tilfgjer USER-enzymet vil
det fjerne uracilbasen hvilket medfgrer, at nukleotiderne mellem uracilbasen og enden vil fjernes fra vores insert. (3) Nar vi kombinere
vores insert og vores lineariserede plasmid, resulterer det i et cirkulaert og funktionelt plasmid, der indeholder vores GOI, hvor vi fgr
havde vores UCS. Plasmidet indeholder nu ogsd selektionsmarkgr (lilla) og ORI (bld)

Videoen om gensplejsning fra biostriben giver et godt indblik i hvordan man bruger plasmider og hvordan
man indsaetter genet i vores plasmid: https://bit.ly/3iApYY8

2.7 Kompetente celler

En celles kompetence er dens evne og villighed til at optage fremmed DNA fra dens omgivelser. Denne proces
kaldes for transformation. Transformationer forekommer ogsa spontant i naturen, hvor en bakterie optager
fremmed DNA og inkorporere det i dens genom eller som et plasmid. Dette kaldes for horisontal
genoverfgrsel. Man kan til gengeeld ikke regne med, at der vil ske en spontan transformation, hvis man blot
blander celler med DNA. Man har i stedet udviklet en made, som garanterer succesfuld transformation.

Kompetente celler er celler, hvis cellemembran er blevet gjort modtagelig for overfgrelsen af fremmed DNA.
Cellerne kan blive kompetente, ved at lave sma porer i cellemembranen og ved at neutralisere
cellemembranens negative ladning. Du vil komme til at benytte dig af kemisk kompetente celler, dvs. celler
der er gjort kompetente ved hjzlp af kemiske midler. For at lave kemisk kompetente celler neutralisere man
f@rst cellemembranens negative ladning med et saltbad. Efterfglgende udseettes cellerne for et varmechok,
der skaber sma porer i cellemembranen. Grunden til, at man fgrst neutraliserer cellemembranens negative
ladning, er for at facilitere faestningen af plasmidet (som jo er negativt ladet) pa ydersiden af cellens
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membran. De kemiske midler, som man bruger til dette, er saltet kalciumklorid. For at fa DNA’et ind i cellens
cytosol, udsaetter man cellerne for et varme chok, der danner de sma porer i cellens membran. Disse porer
er store nok til, at plasmiderne kan blive transporteret gennem cellemembranen og komme ind i cellens
cytosol, hvor cellen kan udtrykke plasmidets gener.

2.8 Vaekstmedie

For at fa vores bakterier til at gro, bliver vi ngdt til at give dem de rigtige forhold. Bakterierne har brug for
organiske stoffer, mineraler og salt for at kunne veaere i vaekst. Hvis man blander alle disse stoffer i de rigtige
proportioner, har man lavet et veekstmedie. Der findes en del forskellige vaekstmedier, hvor indholdet
afhaenger af, hvilke organismer man vil gro.

Det medie, som vi vil benytte os af, er LB-medie (kort for Lysogeny Broth medie), da det er et simpelt og
effektivt medie. For at lave 1 liter LB-medie skal man blande 10g/L tryptone, 5g/L gaerekstrakt og 10g/L
natriumklorid i 1 liter vand. Tryptonen er en blanding af peptider (proteiner), som er bakteriernes kilde til
aminosyrer. Gaerekstrakt bestar af gaercellens indhold efter celleveeggen er fiernet. Dette er bakteriens kilde
til sukker, mineraler og anden naring. Natriumklorid er normalt kekkensalt, som celler ogsa har brug for.

Udover flydende medie baseret pd vand kan man ogsa lave et solidt medie, som man bruger pa petriskale.
Et solidt medie er stadig baseret pa LB mediet, men udover tryptone, geerekstrakt og natriumklorid tilfgjer
man ogsa 15g/L agar. Agar er en smagl@s hvid substans, der kommer fra rgde algers cellevaegge. Agar smelter

\

Agar plade uden kolonler

og bliver flydende ved 85°C og bliver solid igen ved 32-40°C. Disse karakteristika ggr,
at agar er optimalt at bruge til et solidt medie.

Agarplader er et andet navn for petriskale, der indeholder et solidt medie baseret pa k
agar. Agarplader bliver primeaert brugt til at sprede cellerne ud pa en overflade. Celler,

der bliver spredt ud pa en agarplade og far lov til at gro, er lette at identificere, da de 7
bliver synlige, som sma farvede prikker (ogsa kaldet kolonier). Hver koloni er et / -
resultat af mange millioner af celler, der befinder sig pa samme sted (figur 16). Deter | .
vigtigt at kunne sprede cellerne ordentligt ud pa en agarplade, da det er lettere at

taelle de resulterende kolonier. Det er ogsa vigtigt for at kunne lave en selektion. Ved  agar plade meaﬂ;@,mer
en selektion identificerer og isolerer man bestemte kolonier, der har udvalgte Figur 16: Agarplader
karakteristika, sasom vaekst mens der er antibiotika til stede eller farveskift. F.eks. vil

de bakterier, der har optaget vores plasmid efter USER-kloning, gro pa agarplader med Ampicillin. Dette
skyldes, at vores bakterier er blevet resistente over for Ampicillin, da de har optaget vores plasmid.

2.9 Markgrassisteret selektion (MAS)

Selektion betegner en udvaelgelsesproces, hvorpa man malrettet udvikler en organisme til at have en
bestemte feenotype. En organismes fanotype betegner dens synlige og fysiske karakteristika. Disse
karakteristika opstar i et samspil mellem organismens genetiske egenskaber (genotype) og organismens
miljg.

| bioteknologi er én af de mest brugte selektionsprincipper markgrassisteret selektion (MAS). MAS bliver
ofte brugt til at udvikle en organisme med antibiotikaresistens. Antibiotikaresistens bliver ofte brug til at
udveelge de celler, der har optaget et plasmid, der indeholder en selektionsmarkgr, der koder for én specifik
type antibiotikaresistens (se sektion 2.3.1). Dette plasmid indeholder ogsa ofte ens GOI-sekvens.
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Figur 17: Beta-lactam antibiotikaerne ampicillin og penicillin og strukturen pa beta-lactam ringen.

De celler, der er blevet transformeret succesfuldt og har faet optaget vores plasmid med vores GOI-sekvens
og vores antibiotikamarker, vil kunne overleve i et miljg, hvor antibiotikummet er til stede. De celler, der ikke
har optaget plasmidet vil dg. Dette kaldes ogsa for et selektionspres. Selektionspres geelder ogsa i andre
sammenhange. F.eks. kan man undlade at tilfgje én bestemt aminosyre i organismens medie, og derefter
udvaelge/selektere de celler, der kan syntetisere den manglende aminosyrer. De celler, der ikke kan
syntetisere aminosyren, vil dg.

Til vores eksperimenter vil vi komme til at udvaelge bakterier, der kan overleve i et medie med Ampicillin.
Ampicillin er kategoriseret som en B-laktamantibiotika, der har en B-laktamring i deres kemiske struktur
(figur 17). Penicillin er derfor karakteriseret, som en B-laktamantibiotika. Disse slags antibiotika sveekker
bakteriernes evne til at producere sin cellevaeg ved at binde sig til vigtige synteseproteiner. Dette vil resultere
i en svaekket bakterievaeg, hvor vand kan stremme ind i cellen. Bakterien vil over tid svulme sa meget op, at
den spraenger og der.

Der er flere mader, hvorpa bakterier kan blive resistente over for disse typer antibiotika. F.eks. kan
bakterierne udtrykke et enzym, der nedbryder antibiotikummets B-laktamring, sa antibiotikummet
uskadeligggres. Bakterierne kan ogsa aendre strukturen pa de synteseproteiner, som antibiotikummet
normalt ville binde sig til. Dette medfgrer, at antibiotikaene ikke laengere kan finde synteseproteinerne og
bakteriens cellevaeg forbliver intakt.
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