Genmodifiera med lego

—en ovning i syntetisk biologi

Syntetisk biologi kan beskrivas som en kombina-
tion av naturvetenskap och ingenjérskonst. Med
syntetiskt producerade DNA-sekvenser kan man
modifiera organismer sa att de far nya egenskaper.

Syntetisk biologi jamfdrs med ingenjorskonsten eftersom man anvander sig av
syntetisk producerade och standardiserade DNA-sekvenser som enkelt kan be-
stillas och kombineras utifran de egenskaper forskarna énskar lagga till eller
fordndra i en cell eller organism. Dessa DNA-sekvenser kallas for “bio bricks”
eller ”bioklossar”. Férhoppningen ar att i framtiden kunna anvdnda metoden for
att pa ett mer standardiserat och effektivt sitt tillverka exempelvis lakemedel,
nya material, miljévanliga branslen eller férbattra matproduktionen. Med synte-
tisk biologi kan t.o.m. hela arvsmassan bytas ut och ersédttas med konstruerade
kromsomer, och darigenom skulle helt nya biologiska system kunna skapas.

Alla organismer, oavsett om det ar prokaryoter eller eukaryoter maste reglera
nar och hur mycket av ett protein som ska uttryckas, detta kallas for genregle-
ring. Processerna skiljer sig &t mellan prokaryoter och eukaryoter. Hos proka-
ryoter sker genreglering fraimst genom operoner, dar flera gener som styrs av en
och samma promotor uttrycks tillsammans. Regleringen sker ofta snabbt som
svar pa forandringar i omgivningen, till exempel genom transkriptionsfaktorer
(repressorer eller aktivatorer) paverkar transkriptionens start. Hos eukaryoter
beror genregleringen pa flera faktorer; hur hart kromatinet 4r packat, epigene-
tiska modifieringar (t. ex. DNA-metylering) och narvaro av transkriptionsfaktorer.
Flera steg i genregleringen kan dessutom finjustera genuttrycket, t. ex. genom
splitsningen av mRNA eller genom mikroRNa (miRNA) som kan blockera och bry-
ta ner mRNA som bildats. Darigenom paverkas mangden protein som bildas.

Eftersom eukaryoter har en mer komplex genreglering ar det inte alltid latt att
uttrycka eukaryota gener korrekt till funktionella protein med bioklossar och
syntetisk biologi. En del eukaryota gener kan man dock uttrycka i bakterier for
att fa funktionella proteiner.
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Syfte

Ni kommer anvanda er av legobitar som motsvarar olika bioklossar for att kon-
struera DNA-sekvenser utifran hur genuttrycket fungerar i prokaryota celler for
att fa en battre forstéelse for hur gener ar uppbyggda och hur proteinsyntesen
kan paverkas av yttre signaler.

Sa har ska ni bygga DNA-sekvenserna

De DNA-sekvenser som konstrueras och fors in i nya celler kallas for konstrukt.
Ni ska utga fran hur genreglering och proteinsyntesen fungerar i prokaryoter nar
ni skapar era konstrukt. Detta ar en férenkling i 6vningen eftersom genreglering
ar mer komplicerad i eukaryota celler och det &r svarare att skapa proteiner i
eukaryoter med syntetisk biologi. For att ett konstrukt ska kunna fungera och ett
protein uttryckas i en cell, behdver féljande bioklossar inga:

* en gen, proteinkodande sekvens.

* en promotor, som ar den plats RNA-polymeraset binder till tillsammans med
transkriptionsfaktorer for att transkriptionen ska starta. | syntetisk biologi kan
en promotor valjas efter vilka yttre forutsattningar som ska inducera trans-
kriptionen. Det kan till exempel vara en pH-férandring eller en skillnad i ljus-
tillgang.

* en RBS = Ribosomal Binding Site, som ar en sekvens som behdvs for att ribo-
somen ska kunna binda och pabérja translationen av det bildande mRNA.t i
prokaryoter. Bade promotorn och RBS ligger fore den genkodande sekvensen.
Aven om ni bygger ett konstrukt till en eukaryot organism ska ni ta med en
RBS i denna 6vning.

* en terminator, som ar en DNA-sekvens som avslutar transkriptionen i prokary-
oter, denna ligger efter om den proteinkodande sekvensen. Aven om ni bygger
ett konstrukt for till en eukaryot organism ska ni ta med en terminator i denna

ovning.
Promotor Terminator
Ett konstrukt
med en gen
Promotor Terminator
Ett konstrukt
med tva gener gen gen

S& har ska ni bygga era konstrukt. Om tva proteiner ska produceras samtidigt kan ett operon byggas med en
promotor som styr bada gener.

Tre fragor innan ni bérjar

1. Géa genom de olika bioklossarna och jamfér med bilden ovan. Repetera deras
funktion, behovs de i transkriptionen eller i translationen?

2. Start- och stoppkodon behévs ocksa for proteinsyntesen, var finns de i era kon-
strukt och i vilken process har de en funktion (transkriptionen eller translatio-
nen)?

3. Varfor behdver man upprepa en RBS men inte promotorn och terminatorn i ett
operon?
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Uppgifter

Swirighetsgrad

enkel

1. GOr en bakterie som producerar bransle.

2. Gor ett lila djur.

3. Modifiera

ett djur som far ett 6kat upptag av fett nar det dricker mjolk.

4. GOr en vaxt som signalerar nar den kommer i kontakt med miljégifter som
tungmetaller.

5. Modifiera

en vattenlevande organism sé& att den &r bl nere i vattnet men nar

den kommer upp till ytan luktar banan.

6. Ta en LEGO-bit ur varje lada (organism, gen, promotor, RBS och terminator)
— slumpmassigt, och satt ihop din egna DNA-modifiering. Argumentera varfor
modifieringen ar bra och vilka risker det kan finnas.

:g 7. GOr ett daggdjur som regelbundet andrar farg.

8. Gor en bakterie som producerar plast eller ndgot annat vardefullt i laborato-
rium, men som dér om den skulle bli utslappt i naturen.

9. Gor en frukt som har en farg pa vinterdagar, en annan pa vinternitter, en an-

nan p& sommardagar och en fjarde firg p4 sommarnétter.

10. Gor en organism som viaxlar farg mellan grén, réd och bla farg.

- 11. Extrauppgift: Gor en egen DNA-modifiering till en organism och be nagon an-
vilken funktion modifieringen skulle ha.
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Den legobit som representerar den art som ni valjer kan placeras i borjan eller ovanfor konstruktionen. DNA-

sekvensen eller konstruktet maste innehalla en promotor, en RBS, sjalva genen samt en terminator. Kom ihag
att det i vissa fall kan sattas ihop konstrukt i form av ett operon. | bilden syns nagra olika exempel pa kon-
strukt, men uppgifterna kan 6sas pa flera satt.

Mer information

Sok pa “syntetisk biologi” pa webbsidan genteknik.se/forskningsnytt for att ldsa om nagra
exempel inom forskningen.

Las om fler exempel fran en internationell tavling som genomfors arligen av studenter
https://igem.or;
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Proteiner och gener

Protein Gen Tagetfrdn  Proteinstruktur Funktion
.
Rott fluorescerande rfp Ger en rod férg
protein
Discosoma sp.
Gront fluorescerande gfp Ger en gron farg
protein
Aequorea victoria
Blatt fluorescerande bfp Ger en bla farg
protein
.
Bukspottkortel- pnlip b U .‘m Bryter ned fett
li j&sg > o™
ipas Homdsapien

apergillus oryzae

a7 Bryter ned starkelse
i i .
Alfa-Amylas amy-2 ﬁw / :gb till socker

Laktat- Idha : Gor mjolksyra
dehydrogenas v ’
Bacillus stearothermophilus v
Metylsalicylat bsmti Luktar som tandkrém
Topoisomeras-gift ccdB Ett gift som dodar
e organismen
Escherichia coli
Isoamyl-acetat atf-1 Bananlukt
o)
Alkohol- adhE ~t Gor alkohol
saccharomyces cerevisiae
dehydrogenas s
PHB depolymeras afua-4 Gor biologiskt plast
Polychlorobiphenyls bphA Bryter ned kemiskt avfall
Hydrogenas hydA Gor vétgas

’ > 4
Clostridium acetobutylicum >
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Promotorer

Promotorer som aktiveras under vissa omstandigheter
PpsbA2 - Aktiveras av ljus
PhetR- Aktiveras av avsaknaden av syre
Pnmt1 - Aktiveras av varme
PnrsB - Aktiveras av tungmetaller
Plac- Aktiveras av laktos (mjolksocker)
J23105 - Aktiveras av alkohol
J23114 - Aktiveras av mjolksyra
J23110 - Aktiveras pa hog hojd
J23118- Aktiveras under vatten
J23102 - Aktiveras av pH-forandring
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Promotorer som alltid &r aktiva
J23100 - Stark
J23101 - Medium
J23103 - Svag
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En stark promotor innebar att det blir en starkare bindning mellan DNA-sekvsensen, transkrip-
tionsfaktorerna och RNA-polymeras vilket leder till att mer protein bildas. Vill man ha ett lagre
uttryck av ett protein kan en svagare promotor valjas. En hog stapel for en RBS innebar att ribo-
somen binder starkare och mer protein bildas.
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